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APRESENTAÇÃO 

 

Este trabalho consiste na tese de doutorado intitulada “Avaliação da 

atividade de nucleotidases na hemostasia e parâmetros de estresse 

oxidativo em mulheres grávidas normais, com diabetes melito gestacional, 

pré-eclâmpsia e portadoras do vírus HIV” O trabalho está estruturado em 

três partes: resumo, introdução e objetivos (parte I), manuscritos e artigo 

(parte II), discussão, conclusões, referências e anexos (parte III). 

Os resultados, a discussão e a conclusão contêm dados e 

comentários referentes aos manuscritos e artigos apresentados neste 

trabalho. 

Nas referências bibliográficas estão apenas as citações utilizadas 

para desenvolver os itens introdução e discussão. 

Nos anexos está a carta de aprovação do projeto dado pelo Comitê 

de Ética da Universidade Federal de Santa Maria, assim como um 

exemplo do termo de consentimento livre e esclarecido utilizado para 

captação das pacientes gestantes e o questionário de avaliação utilizadas 

neste trabalho. 
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Resumo  
 
O período gestacional é bastante complexo e do ponto de vista vascular, 

ocorrem inúmeras alterações e adaptações no sistema circulatório, na 
funcionalidade plaquetária e no sistema endotelial com o objetivo de prevenir 
futuras complicações na mãe ou no concepto no momento do parto e após o 
nascimento. Além das alterações na circulação, nos processos vasculares e no 
sistema imune que são inerentes a este período, existem trabalhos 
demonstrando a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e  de 
nitrogênio (ERNs) as quais poderão desencadear um desequilíbrio do balanço 
redox. Os nucleotídeos de purina ATP, ADP, AMP, além do nucleosídeo 
adenosina participam da regulação vascular endotelial, de processos 
inflamatórios e do controle imunológico entre outras funções. O controle da 
produção e dos níveis intracelulares e extracelulares destes nucleotídeos e 
nucleosídeos são regulados por uma cascata enzimática, na qual, participam 
as enzimas E-NTPDases (Ecto-Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase), E-
NPPs (Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase Fosfodiesterase), 5`-Nucleotidase e 
adenosina desaminase. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade de 
enzimas envolvidas no processo hemostático de gestantes normais e com 
complicações, como a diabetes melito gestacional, a pré-eclampsia e 
contaminadas com o vírus HIV, além de alguns parâmetros de estresse 
oxidativo e a agregação plaquetária durante o terceiro trimestre gestacional. Os 
resultados obtidos demonstram um aumento na atividade das enzimas 
NTPDase e 5`-nucleotidase em plaquetas de gestantes normais e com 
diabetes melito gestacional e pré-eclampsia comparadas com mulheres não 
grávidas. Ocorreu um aumento na atividade da enzima adenosina desaminase 
no soro de gestantes normais e com diabetes melito gestacional, pré-eclampsia 
e contaminadas com o vírus HIV. Foi verificado, também, um aumento na 
atividade plaquetária, através da medida da agregação plaquetária, nas 
gestantes normais e com diabetes melito gestacional, pré-eclampsia e 
contaminadas com o vírus HIV. Por outro lado, foi verificado um aumento na 
atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase, butirilcolinesterase e 
acetilcolinesterase juntamente com um aumento da peroxidação lipídica e uma 
redução dos níveis de ácido ascórbico e conteúdo sulfidrílico total. Além disso, 
não foi encontrada alteração significativa na análise de carbonilação protéica. 
Os resultados apresentados aqui sugerem que estas ectonucleotidases atuam 
na modulação de respostas vasculares, inflamatórias, imunes e circulatórias. 
Finalmente, foi detectado um aumento na atividade de enzimas antioxidantes e 
uma redução no conteúdo de moléculas antioxidantes, acompanhadas de um 
aumento no dano oxidativo aos lipídios de membrana o que remete à uma 
produção aumentada de espécies reativas e a uma tentativa do organismo em 
combater este desequilíbrio. 

 
Palavras Chave : gravidez, ectonucleotidases, plaquetas, soro, estresse 
oxidativo. 
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Abstract 
 
The pregnancy stage is very complex in the vascular point of view, 

occurring many changes and adjusts in the circulatory system, in the platelets 
functionality and in the endothelial system with the function of prevent future 
complications to the pregnant or to the newborn at the delivery and in the 
afterbirth. Besides the circulation changes, in the vascular processes and in the 
immune system that are inherent to this stage, there are studies that report the 
generation of reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS), which could 
trigger an imbalance in the redox status. The purine nucleotides ATP, ADP, 
AMP and the nucleoside adenosine participate in the endothelial vascular 
regulation, inflammatory events, immune regulation, among other functions. The 
control of the production, the intracellular and extracellular levels of these 
nucleotides and nucleosides are regulated by an enzymatic cascade, in which, 
participate the enzymes E-NTPDases (ectonucleotise triphosphate 
diphosphohydrolases), E-NPPs (ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodiesterases), 5’-nucleotidase and adenosine 
deaminase. The purpose of this study was to investigate the activity of enzymes 
involved in the hemostatic dynamics from normal pregnant and those with 
complications, such as the gestational diabetes mellitus, the pre-eclampsia and 
infected with the HIV. We also investigated some oxidative stress parameters 
and the platelets aggregation during the third gestational trimester. The results 
demonstrated an increase in the enzymes NTPDase and 5’-nucleotidase in 
platelets from normal pregnant and those with gestational diabetes mellitus and 
pre-eclampsia compared with not-pregnant women. It was also observed an 
increase in the enzyme adenosine deaminase activity in the serum from normal 
pregnant and those with gestational diabetes mellitus, pre-eclampsia and 
infected with the HIV. It was also verified an increase in the platelets activity 
through the measure of platelets aggregation in the normal pregnant, those with 
gestational diabetes mellitus, pre-eclampsia and infected with the HIV. 
Otherwise, it was verified an increase in the activity of the enzymes superoxide 
dismutase, catalase, butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase together 
with an increase in the lipid peroxidation and a decrease in the ascorbic acid 
and total sulphydryl groups content. Moreover, it was not observed any 
significant alteration in the protein carbonilation. The results showed here 
suggest that these ectonucleotidases participate in the modulation of vascular, 
inflammatory, immune and circulatory responses. Finally, it was detected an 
increase in the activity of antioxidant enzymes and a decrease in the antioxidant 
molecules content, together with an increase in the membrane lipids oxidative 
damage, which brings about an increased production of reactive species and a 
struggle of the body to combat this unbalance. 

 
Keyword: pregnancy, ectonucleotidases, platelets, serum, oxidative stress. 
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1. Introdução 

 

Na gravidez são profundas as adaptações anatômicas, fisiológicas e 

bioquímicas que acontecem na mulher a curto espaço de tempo. Elas 

começam logo após a fertilização e continuam durante toda a gravidez 

(duração média de 266 dias a partir da fertilização ou de 280 dias a partir da 

última menstruação) desaparecendo rápida e quase por completo após o parto 

e término da lactação. O entendimento desta adaptação do organismo materno 

é fundamental para que se diferencie o fisiológico do patológico e se possa 

prevenir, diagnosticar e tratar as intercorrências induzidas ou coincidentes com 

a gestação (Bussâmara, 2006).  

  

1.1 Metabolismo na gestação 

 

O conceito de metabolismo descreve as mudanças químicas que 

ocorrem continuamente nas células da matéria viva e remonta ao século XVIII. 

Envolve processo pelo qual o alimento ou matéria nutritiva é construído 

(anabolismo), ou pelo qual o protoplasma é quebrado a uma simples matéria 

(catabolismo). O metabolismo durante a gravidez foi inicialmente interpretado 

como uma introdução de um “parasito” sobre o organismo de uma mulher não 

grávida. As adaptações maternas eram descritas como uma reação ao 

estresse ou a depleção de reservas pelo feto. Este conceito é falho por 

inúmeras razões, entre elas, a de que muitos dos ajustes metabólicos 

acontecem nos estágios iniciais da gravidez quando o feto ainda é muito 
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pequeno para exigir considerável demanda metabólica da mãe (Hadden & 

McLaughlin 2009). 

Já nos períodos finais da gravidez os processos metabólicos tornam-se 

mais complicados devido às interações entre o organismo materno e o 

desenvolvimento do feto. Portanto, as adaptações metabólicas durante a 

gravidez são essenciais para assegurar adequado crescimento e 

desenvolvimento para o feto; para garantir a este um estoque de energia e 

substrato que serão necessários após o nascimento; para atender as 

alterações necessárias no organismo materno para o aumento da demanda 

fisiológica da gravidez; para fornecer a mãe estoques de energia e substratos 

suficientes para fazer frente às demandas da gravidez tanto quanto aquelas do 

trabalho e lactação (Hadden & McLaughlin 2009). 

 

1.2  Metabolismo da glicose na gestação normal 

 

Na gravidez normal, o crescimento da unidade fetal-placentária aumenta 

os níveis de cortisol, do hormônio do crescimento, do hormônio lactogênio 

placentário humano, da progesterona e da prolactina, os quais podem resultar 

em hiperinsulinemia, resistência a insulina, hipoglicemia de jejum e 

hiperglicemia pós-prandial (Kuhl, C. 1998; Butte, N. 2000).    

Por sua vez, ocorre um aumento e uma adaptação da função da célula 

beta pancreática para compensar a diminuição da sensibilidade à insulina e o 

aumento da demanda de energia. Morfologicamente, ocorre hiperplasia e 

hipertrofia das células pancreáticas maternas. Em resposta aos níveis de 

insulina elevados, o organismo materno utiliza a glicose muscular periférica e 
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os estoques de glicogênio teciduais para manter a sensibilidade a insulina 

normal no primeiro trimestre de gravidez. À medida que a gravidez avança, 

estas respostas tornam-se inadequadas para a demanda de energia exigida 

pelo feto e, então, a resistência a insulina desenvolve-se. A resistência à 

insulina em gestações normais é aumentada em cerca de 40% a 70% no 

terceiro trimestre de gestação (Pridjian & Benjamin, 2010). 

 

 

1.3  Diabetes Melito Gestacional  

 

Este tipo de diabetes tem sido definido como algum grau de intolerância 

a glicose com início ou primeiro reconhecimento durante a gravidez (ADA, 

2010), sendo diferente do diabetes tipo 1 ou 2 pré-diagnosticada ou de uma 

diabete do jovem com início na maturidade (MODY). Esse distúrbio é uma das 

complicações mais comuns da gestação, com uma prevalência de 2 a 15%, 

dependendo da população estudada e dos critérios diagnósticos utilizados 

(Montenegro et al., 2000). 

 Esta ampla definição de diabetes mellitus gestacional pode incluir 

mulheres cuja intolerância desenvolveu-se durante a gravidez e aquelas que 

eram portadoras de diabetes pré-existente e ainda não tinham sido 

diagnosticadas antes da gravidez. Esta distinção é muito importante visto que 

diferentemente da maioria dos bebês de mulheres que desenvolveram 

intolerância na gravidez, aqueles bebês de mulheres com diabete pré-existente 

podem estar expostos à hiperglicemia nos primeiros dois trimestres de gravidez 

resultando em um aumento do risco de várias anormalidades em seu sistema 
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cardiovascular, sistema nervoso central e músculo-esquelético (Corrigan et al., 

2009; Correa et al., 2008). Comparado com as mulheres grávidas normais, 

mulheres com diabetes melito gestacional possuem a função das células-ß 

pancreáticas prejudicadas e ocorre uma redução da adaptação destas células 

resultando na insuficiente secreção de insulina, responsável por manter os 

níveis de glicemia normais. Mulheres com diabetes melito gestacional e 

mulheres obesas com diabete melito gestacional apresentam enorme 

resistência à insulina e menor produção de glicose hepática do que mulheres 

sem diabete melito gestacional (Devlieger et al., 2008). 

A realização de exames pré-natais é fundamental visto que a gestação 

em mulheres diabéticas é uma condição reconhecidamente associada a uma 

maior freqüência de anormalidades, quando comparada a gestações normais. 

Sabe-se que a hiperglicemia, nesse período, pode resultar em aumento da 

mortalidade fetal, além de uma maior freqüência de complicações no bebê tais 

como malformações, macrossomia, hipoglicemia, hiperbilirrubinemia, 

policitemia, hipocalcemia, hipomagnesemia, cardiomiopatia hipertrófica e 

síndrome do desconforto respiratório do recém-nascido. Para a gestante, o 

mau controle metabólico está implicado em maiores índices de abortos 

espontâneos, infecções, hipertensão arterial, DHEG, partos pré-termo e 

cesáreas. Embora ainda não estejam completamente definidos os níveis ideais 

de glicemia durante a gestação nas pacientes diabéticas, já está demonstrado 

que um bom controle metabólico está associado à redução dessas 

complicações (Rudge et al., & Rugolo, 2000).  
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1.3.1 Rastreamento da Diabete Melito Gestacional 

 

O rastreamento consiste, inicialmente, no teste oral de tolerância à 

glicose com 50 gramas (TOTG-50), e medidas de glicemia plasmática venosa, 

de jejum e de 1 h após a sobrecarga. A medida da glicemia plasmática venosa, 

em jejum, servirá para identificação de casos assintomáticos de Diabetes 

mellitus prévio. Um resultado de glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL, 

confirmado com repetição do exame, é considerado como diagnóstico de DMG. 

Caso contrário deve ser analisado a glicemia de 1 h do TOTG-50. Considera-se 

rastreamento positivo, quando a glicemia de 1 h após o TOTG-50 for maior ou 

igual a 130 mg/dL, estando indicado o teste de tolerância à glicose com 75 

gramas para diagnóstico. Se a glicemia de 1 h, no teste com 50 gramas, for 

menor que 130 mg/dL, consideram-se rastreamento negativo, devendo ser 

repetido entre a 24ª e 28ª semanas e analisado, utilizando-se os mesmos 

critérios (Montenegro et al., 2000). 

 

1.4  Pré-eclampsia 

 

É uma desordem multisistêmica de causa ainda desconhecida que é 

unicamente da gravidez humana. É a maior causa de mortalidade e morbidade 

materna (15 a 20% em países desenvolvidos), morte perinatal, prematuridade e 

restrição do crescimento intrauterino.  Esta é caracterizada por uma resposta 

vascular anormal durante a placentação a qual é associada com um aumento 

sistêmico da resistência vascular, aumento da agregação plaquetária, ativação 

do sistema de coagulação e disfunção das células endoteliais. O quadro clínico 
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da pré-eclampsia pode se manifestar como uma síndrome maternal 

(hipertensão e proteinúria sem ou com outras anormalidades multisistêmicas) 

ou uma síndrome fetal (restrição do crescimento fetal, fluido amniótico reduzido 

e oxigenação anormal) (Sibai, 2003). 

A pré-eclampsia é o maior problema obstétrico que leva a substancial 

mortalidade e morbidade maternal e perinatal, especialmente em países 

desenvolvidos (Duley, 2003). As conseqüências na pré-eclampsia dependem 

de um ou mais dos seguintes fatores: idade gestacional no momento do início 

da doença, severidade da doença, qualidade do desenvolvimento e presença 

ou ausência de desordens médicas pré-existentes (Kupferminc, 2003). 

 Em geral, as conseqüências perinatais e maternais são usualmente 

favoráveis em mulheres com suave pré-eclampsia desenvolvida em torno da 

36ª semana gestacional. Ao contrário, a morbidade e mortalidade são 

aumentadas em mulheres que desenvolvem esta desordem após a 30ª 

semana de gestação (Zhang et al, 2003), naquelas com desordens médicas 

pré-existentes (Sibai, 2004) e naquelas pertencentes a países desenvolvidos 

(Sibai, 2003).  

  

1.4.1 Diagnóstico da Pré-eclampsia 
 
 

A pré-eclampsia é ususalmente diagnosticada na presença de 

hipertensão associada com proteinúria. A hipertensão é definida como uma 

pressão sanguínea de 140 mm Hg (sistólica) ou 90 mm Hg (diastólica) em pelo 

menos duas ocasiões com um intervalo de medida de pelo menos 4 a 6 horas, 

sendo esta medição feita após a 20ª semana gestacional em mulheres 

conhecidamente normotensas antes da gestação (Brown et al., 2000). 
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  As medições da pressão sanguínea destas gestantes para estabelecer 

o diagnóstico não devem ter um intervalo maior que uma semana. A 

hipertensão é considerada grave se ocorrer aumento sustentado da pressão 

sanguínea até o valor de 160 mm Hg (sistólica) e 110 mm Hg (diastólica) 

separadamente ou ambas (Hauth et al., 2000). A proteinúria é definida como a 

excreção de 300 mg ou mais de proteínas a cada 24 horas. Se as amostras de 

urina de 24 horas não são disponíveis, a proteinúria é definida como uma 

concentração protéica de 300 mg/L ou mais (1+ on dipstick) em pelo menos 

duas medidas utilizando amostras de urina aleatórias obtidas com um intervalo 

máximo de 4-6 horas entre uma coleta e a outra (Sibai, 2003). 

Na ausência de proteinúria, a pré-eclampsia pode ser considerada 

quando a hipertensão está associada com sintomas cerebrais, dor no 

quadrante superior direito ou dor epigástrica juntamente com náuseas e 

vômitos e, também, diminuição do número total de plaquetas (trombocitopenia) 

e alterações dos níveis de enzimas hepáticas (Brown et al., 2000). A pré-

eclampsia é considerada grave se a hipertensão severa esta associada com 

proteinúria ou se a hipertensão está associada com proteinúria severa 

(excreção de 5 g de proteína por dia) (Waugh et al., 2004). 

 

1.5 Gravidez e Vírus da Imunodeficiência Humana (HI V) 

 

A incidência e a prevalência da infecção pelo HIV em mulheres vêm 

aumentando gradativamente desde a década de 1980, quando menos de 10% 

dos pacientes com a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) eram do 
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sexo feminino. Atualmente, quase metade (44-47%) das pessoas infectadas 

pelo HIV são mulheres (Craft et al., 2007).  

As principais formas de exposição na população feminina são os 

relacionamentos heterossexuais e o uso de drogas injetáveis, compreendendo 

95% dos casos novos, com maior importância epidemiológica de forma direta 

para a exposição heterossexual, responsável pela infecção em 63% dos casos. 

Existem diversos fatores que aumentam a probabilidade de contágio pelo HIV 

durante o contato sexual com um indivíduo infectado, tais como a prática do 

sexo anal, a coexistência de outras doenças sexualmente transmissíveis 

(DST), lesões ulceradas, escoriações ou inflamação na mucosa genital, método 

contraceptivo usado e, ainda, relações sexuais durante o período menstrual 

(Cohen et al., 2008).  

Com o drástico aumento da prevalência do HIV nas mulheres, sendo 

que a maior parcela desta está em idade reprodutiva (Craft et al., 2007) e, 

ainda, conhecendo-se a possibilidade não desprezível de transmissão do vírus 

da mãe infectada para seu filho durante a gestação, parto e lactações, foram 

elaboradas intervenções visando a reduzir o risco desta modalidade de 

transmissão. Tais medidas, utilizadas desde 1994, incluem o uso de alguns 

retrovirais como, por exemplo, a zidovudina (AZT), estabelecido a partir de um 

estudo multicêntrico realizado nos Estados Unidos e na França (Connor et al., 

1994). 

As drogas antiretrovirais são supressivas, elas não podem curar a 

infecção com HIV-1. Contudo, a terapia antiretroviral tem mudado a infecção 

com HIV-1 de uma infecção quase uniformemente fatal para uma doença 

crônica. Na verdade o uso generalizado da terapia antiretroviral ao redor do 
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mundo levou a um rápido e notável declínio na morbidade e mortalidade dos 

pacientes infectados (Palella et al., 1998). Contudo, logo após o sucesso do 

primeiro agente, azidotimidina (AZT), ficou claro que a terapia deveria requerer 

uma combinação de agentes, referidos como “HAART” (“highly active 

antiretroviral therapy”) (Larder, 2001). 

 As combinações de antiretrovirais são projetadas para retardar o 

aparecimento de mutantes resistentes à droga e permitir uma supressão viral 

mais duradoura, mas elas também complicam o tratamento. Além disso, o uso 

descontínuo de HAART leva a uma rápida perda da supressão viral, assim 

como outras conseqüências adversas, incluindo aumento do risco de infecções 

oportunistas, complicações cardiovasculares e a morte (Kaufmann et al., 2004). 

 Além disso, diversos estudos têm mostrado que a replicação do HIV é 

um importante determinante de disfunção endotelial (Solages et al., 2006). 

Como conseqüências da função endotelial prejudicada, pacientes infectados 

com HIV podem estar em um estado de hipercoagulabilidade (Wolf et al., 

2002). Nestes pacientes as células endoteliais ativadas promovem ativação 

plaquetária, reações inflamatórias e progressão da aterosclerose (Tsakiris et 

al., 1999).  

 

1.6 Hemostasia 

 

A hemostasia refere-se ao mecanismo relacionado à parada do 

sangramento seguinte a uma injúria de um vaso sanguíneo. Após uma violação 

a integridade vascular, ocorre um complexo de reações que levam a uma 

rápida transformação do sangue da forma fluída até a forma de trombo 
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localizado no sítio do tecido danificado. A hemostasia é, portanto, projetada 

para minimizar a perda sanguínea, restaurar a integridade vascular e preservar 

a vida.  Já a 10.000 a.c evidências sugeriram que os homens primitivos 

entenderam de procedimentos cirúrgicos e reconheceram os riscos de um 

sangramento não controlado. Embora nosso entendimento do complexo 

fisiológico da hemostasia permaneça ainda muito limitado. Estudos têm 

demonstrado que o dano à parede de um vaso sanguíneo leva a uma interação 

complexa de quatro componentes chaves: endotélio vascular, plaquetas, via de 

coagulação e finalmente a fibrinólise (Eyre & Gamlin, 2010). 

 

1.6.1 Endotélio Vascular 

 

A morfologia vascular normal compreende três camadas: a íntima que 

consiste de uma monocamada de células endoteliais não trombogênicas, uma 

membrana basal interna acima do músculo liso e uma membrana adventícia, a 

qual consiste de uma membrana externa que suporta o tecido conetivo. O 

endotélio vascular é equipado com um número de mecanismos que atenuam a 

formação do trombo. Eles previnem a ativação plaquetária através da produção 

de prostaciclinas e óxido nítrico (ambos os quais são vasodilatadores) além de 

ectonucleotidases e sulfatos de heparina. Existem os fatores que interrompem 

a cascata da coagulação, como a antitrombina III, trombomodulina e o inibidor 

da via do fator tecidual. No endotélio vascular é produzido o fator de von 

Willebrand, o qual serve de mediador para a adesão plaquetária e pode 

disparar e regular a fibrinólise através da síntese e da liberação do ativador de 



 14 

plasminogênio tecidual e da inibição do fator inibidor do ativador do 

plasminogênio tecidual (PAI-1) (Van Hinsbergh, 2001).  

Quando o endotélio vascular é fisicamente danificado, ele torna-se 

proinflamatório e protrombótico (tabela 1)  e caracteriza-se pela vasoconstrição, 

ativação e adesão de leucócitos e plaquetas, promoção da formação da fibrina 

e deposição da fibrina na parede vascular (Becker et al., 2000). 

 

 

 

Efeitos no endotélio vascular Mediador conhecido 

Vasoconstrição Reflexo nervoso inicial, sustentado pela liberação 

de grânulos plaquetários 

Adesão e ativação de leucócitos e 

plaquetas 

Expressão do fator de von Willebrand e ativação 

de fatores plaquetários, P-seletina 

Promoção da formação de trombina 

e coagulação 

Iniciação pelo complexo fator VII-fator tecidual  

Deposição de fibrina na parede 

vascular 

Expressão do fator tecidual e inibidor do ativador 

do plasminogênio 

 

Tabela 1. Eventos ocasionados pelo rompimento do endotélio vascular. 

(adaptado de Becker et al., 2000). 
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1.6.2 Plaquetas sanguíneas 

 

As plaquetas são células não nucleadas em forma de disco, medem 

cerca de 2 - 4 mm de diâmetro e são derivados dos megacariócitos. Sua faixa 

de vida útil é de 8 a 14 dias. Sob circunstâncias normais elas circulam 

livremente sem interação, porém na presença de dano ao endotélio, uma 

cadeia de eventos é disparada levando a formação do coágulo rico em 

plaquetas. O papel das plaquetas na hemostasia pode ser dividido em adesão, 

ativação, secreção e agregação (figura 1) (Bhatt, 2008)  

 

1.6.2.1 Adesão Plaquetária 

 

As plaquetas aderem avidamente ao endotélio danificado ou aos 

componentes subendoteliais expostos. A aderência é mediada via fatores 

derivados da parede dos vasos ligados a glicoproteínas especificas das 

membranas plaquetárias. Por exemplo, o colágeno exposto liga-se ao receptor 

de glicoproteína GPIa, enquanto o fator de von Willebrandt liga-se ao receptor 

de glicoproteína GPIb. O fator de von Willebrandt (vWF) é uma grande 

glicoproteína presente no plasma e produzida no endotélio, megacariócitos e 

tecido conetivo subendotelial (Bhatt, 2008). 

 

1.6.2.2 Ativação Plaquetária 

 

Após a adesão plaquetária muitos agonistas, por exemplo, colágeno e 

trombina, assim como alguns produzidos pelas plaquetas (adenosina difosfato) 
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ligam-se aos receptores de glicoproteína e iniciam a transdução de sinal 

através da membrana plaquetária via segundo mensageiros como a fosfolipase 

A2, a qual produz ácido araquidônico, o primeiro passo na síntese de 

prostaglandinas incluindo o proagregatório tromboxano A2.  A ativação 

plaquetária pode ser vista como resultado de uma mudança na conformação 

plaquetária, de disco para esfera com subseqüente formação de pseudópodes 

seguido pelo aumento do contato com outras plaquetas. Isto pode ser facilitado 

pelo aumento na concentração do cálcio intracelular, o qual é, também, 

necessário para ação de outras enzimas. Finalmente a ativação resulta em um 

aumento na secreção de grânulos e agregação plaquetária (Bhatt, 2008).   

 

1.6.2.3 Secreção Plaquetária 

 

As plaquetas contêm dois tipos de grânulos no seu interior, os grânulos 

α e os corpos densos. Os primeiros contêm proteínas específicas plaquetárias, 

por exemplo, fator de crescimento derivado das plaquetas, trombospondinas, 

fator V e proteína S entre outros.  Os corpos densos contêm adeninas não 

metabólicas (ADP, GTP) assim como cátions divalentes Mg 2+ , Ca 2+ e 

serotonina. A secreção promove a formação do tampão plaquetário por 

aumento da produção de plaquetas adicionais (Bhatt, 2008). 

 

1.6.2.4 Agregação Plaquetária 

 

Seguindo a ativação plaquetária, o receptor de glicoproteína GPIIb/IIIa 

ocasiona a mudança de conformação plaquetária, aumentando sua capacidade 
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de ligar-se ao fibrinogênio, o qual leva a formação de múltiplas ligações 

estáveis entre plaquetas adjacentes. Como muitos dos estímulos pró-

agregatórios (por exemplo, ADP e Tromboxane A2) estão também envolvidos 

na ativação plaquetária, ocorre um efeito feedback positivo e uma acumulação 

rápida de plaquetas no sítio da injúria (Bhatt, 2008). 

 

Figura 1. Papel desempenhado pelas plaquetas. (Bhatt, 2008). 
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1.6.3 Coagulação Sanguínea 

 

A formação do tampão plaquetário é freqüentemente referida como 

hemostasia primária, enquanto que a hemostasia secundária envolve a 

complexa interação de fatores de coagulação, os quais formam filamentos de 

fibrina usados para fortalecer o tampão plaquetário. A clássica descrição das 

vias extrínsecas e intrínsecas tem sido largamente ignorada já que não se 

correlaciona muito bem com o processo in vivo (Bombeli & Spahn, 2004; Curry 

& Pierce, 2007). 

 Contudo, este conceito permanece útil para o entendimento da ação de 

anticoagulantes e dos estudos da cascata da coagulação. Desta maneira, 

pode-se dividir o processo de coagulação nas seguintes etapas: Iniciação, 

Amplificação, Propagação e Estabilização (Bombeli & Spahn, 2004; Curry & 

Pierce, 2007) (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismo da Cascata da coagulação. 

(Bombeli & Spahn, 2004; Curry & Pierce, 2007). 

 

 

1.7 Hemostasia na gestação 

 

O processo de hemostasia é o equilíbrio dinâmico entre a coagulação e 

o sistema de degradação da fibrina. A gravidez normal está associada com 

enormes mudanças na hemostasia. Estas mudanças no processo gestacional 

parecem fazer parte de uma adaptação fisiológica a qual assegura um rápido 

controle do sangramento no sítio placentário durante a expansão placentária, 

enquanto permite a expansão da circulação fetal e materna na interface 

uteroplacentária durante o processo gestacional (O’Riordan & Higgins, 2003). 
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Por isso, durante a gravidez, os riscos de sangramento e complicações 

tromboembólicas estão aumentados. A unidade útero-placenta é única e a mais 

importante função é estabelecer o contato entre a circulação materna e a fetal, 

a qual é uma exigência para a sobrevivência do feto. A fronteira entre a 

circulação materna e a fetal permite a troca de gases como oxigênio e CO2 e, 

também, de nutrientes importantes para o feto. Qualquer sangramento e 

eventos trombóticos podem interromper esta importante função, portanto, 

diversos sistemas estão envolvidos no reparo da circulação útero-placentária 

(Sheppard & Bonnar, 1999).  

A separação placentária representa uma profunda mudança local da 

hemostasia. O processo ocorre rapidamente, e o fluxo sanguíneo maternal de 

aproximadamente 700 mL/minuto no sítio placentário tem de ser estancado por 

efeitos combinados da compressão extravascular do miométrio e oclusão 

trombótica dos vasos maternos (O’Riordan & Higgins, 2003). 

Portanto, as mulheres grávidas têm um aumento da reserva de fatores 

precursores da coagulação sanguínea e fibrinogênio para uso na conecção 

com a ativação da hemostasia naquela ocasião. As contrações do miométrio 

inicialmente param o sangramento e os mecanismos hemostáticos 

interrompem o fluxo sanguíneo através da produção de coágulos nos vasos 

sanguíneos, os quais limitam o sangramento quando as contrações miometriais 

subsequentemente diminuem e cessam (Hellgren, 2003). A ativação do 

sistema de coagulação na circulação uteroplacentária predispõe a formação de 

fibrina anormal neste local. Como conseqüência, a trombose uteroplacentária 

excessiva torna-se uma patologia importante de diversas complicações clínicas 

da gravidez. (O’Riordan & Higgins, 2003).  
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Apesar de muitos avanços terem sido feitos na medicina reprodutiva 

durante o último quarto de século, dentre as complicações o aborto recorrente 

permanece sendo a mais comum da gravidez e esta patologia é 

tradicionalmente definida como 3 ou mais perdas consecutivas antes da 20ª 

semana pós-menstruação (Bricker & Farquharson, 2002). 

Existem hipóteses históricas de que o aborto recorrente afeta apenas 

mulheres que já possuem estados protrombóticos antes da gravidez, mas 

evidências têm sido acumuladas ao longo dos anos que alguns casos de 

aborto recorrente são resultado de respostas hemostáticas como demonstrado 

por estudos de trombose placentária (Van Horn et al., 2004), complexos 

trombina-antitrombina (Vincent et al., 1998) e micropartículas circulantes 

(Laude et al., 2001). 

Dentro deste contexo, pode-se dizer que as plaquetas com seus agentes 

autócrinos ADP e ATP liberados dos grânulos densos plaquetários 

desempenham um papel chave na formação do trombo induzido pelo colágeno. 

Elas possuem dois receptores para ATP P2Y1 e P2Y12 e um receptor para ADP 

P2X1. Este último medeia o aumento de cálcio intracelular o qual leva a 

mudança de forma plaquetária e contribui para a ativação plaquetária por 

outros agonistas. O receptor P2Y1 sinaliza via Gqα e causa mobilização de 

cálcio via fosfolipase C, levando a mudança de forma plaquetária, liberação de 

tromboxano A2 e agregação inicial (Cauwenberghs et al., 2006). Desta maneira 

torna-se importante a hidrólise destes nucleotídeos através das enzimas 

nucleotidases como uma forma de controle desta formação de trombos.   
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1.8 Sistema Purinérgico 

 

 A hipótese de um sistema de sinalização purinérgica, usando 

nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares como mediadores, foi 

primeiramente proposto a mais de três décadas em estudos de 

neurotransmissão (Burnstock, 1972). 

 Subseqüentes trabalhos começaram a detalhar como os nucleotídeos 

extracelulares poderiam ser mensageiros modulando sistemas endócrinos e 

exócrinos, os mecanismos vasculares e hemostáticos, os musculoesqueléticos 

e das células imunes e inflamatórias (Burnstock & Knight, 2004). 

 

1.8.1 Nucleotídeos e Nucleosídeos como moléculas si nalizadoras 

 

Os nucleosídeos são glicosilaminas que surgem pela ligação de uma 

nucleobase (purina ou pirimidina) a um açúcar pentose. Como exemplos destas 

moléculas podem-se citar citidina, uridina, adenosina, guanosina, timidina e 

inosina. Estes nucleosídeos são fosforilados por quinases específicas da célula 

e produziram os nucleotídeos. Estes nucleotídeos desempenham importantes 

funções no transporte e transformação de energia celular (nucleosídeos 

trifosfatados como ATP são produtos finais ricos em energia da maioria das 

vias de liberação energéticas bioquímicas) e são tipicamente associados na 

regulação de enzimas e como mensageiros intracelulares. Eles são liberados 

de diversas células vasculares e sanguíneas como, por exemplo, os eritrócitos, 

plaquetas, leucócitos e células endoteliais (Atkinson et al., 2006). 
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O ATP presente nos compartimentos extracelulares é responsável pela 

regulação de uma multiplicidade de processos biológicos, como a 

neurotransmissão, a função cardíaca, o metabolismo ósseo, o metabolismo do 

glicogênio hepático e a inflamação (Hoebertz et al., 2003). 

Os nucleosídeos difosfatados e trifosfatados como o ADP e o ATP, 

juntamente com a adenosina, são bem conhecidos por controlar a resposta 

vascular a injúria endotelial. O ADP é o mais importante promotor da 

agregação plaquetária, enquanto que a adenosina é um potente inibidor deste 

processo. O ATP é importante no transporte de cloretos, na vasodilatação, na 

contração muscular, na função renal e nas doenças de cartilagem (Schetinger 

et al., 2007). 

O ATP em baixas concentrações aumenta a quantidade de colágeno, 

tromboxano A2 e trombina favorecendo desta maneira a agregação plaquetária 

(Soslau & Youngprapakorn, 1997). Este mesmo nucleotídeo em altas 

concentrações é inibidor da agregação plaquetária causada pelo ADP, 

provavelmente devido ao ATP ser hidrolizado a adenosina, a qual é inibidora 

da atividade plaquetária (Birk et al., 2002). A adenosina por sua vez é um 

produto metabólico da degradação de nucleotídeos de adenina e desempenha 

funções que irão depender do tipo de receptor em cada tecido e da origem do 

dano (Borowiec et al, 2006) (figura 3).  
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Figura 3. Esquema da cascata purinérgica. 

 

1.8.2 Receptores purinérgicos 

 

Os efeitos dos nucleotídeos extracelulares são mediados por receptores 

de superfície celular seletivos para nucleotídeos pertencentes a duas famílias 

distintas estruturalmente de receptores P2: P2X e P2Y. Os receptores P2X são 

acoplados a canais de íons e compreendem 7 subtipos (P2X1-7). Os receptores 

P2Y são receptores acoplados a proteína-G e compreendem 14 subtipos (P2Y1-

14). (Yegutkin, 2008).    

 Os receptores para adenosina por sua vez, compreendem 4 subtipos de 

receptores P1 nomeados de A1, A2A, A2B e A3. Todos os receptores P1 de 
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adenosina são proteínas transmembrana acopladas à proteína-G (figura 3) 

(Burnstock, 2006).    

 
  

 
 
 
 
Figura 4. Receptores P1 e P2 para nucleotídeos e nucleosídeos 
 
(Yegutkin, 2008) 
 
 
 
 
1.8.3 Enzimas que degradam nucleotídeos e nucleosíd eos de adenina 

 
 
O controle dos níveis de nucleotídeos é importante na manutenção da 

fisiologia dos processos de sinalização mediados pelos nucleotídeos. Este 

controle é exercido por uma família de enzimas que hidrolizam os nucleotídeos 

e consequentemente geram seus respectivos metabólitos (Borowiec et al., 

2006). Estas enzimas incluem as E-NTPDases (Ecto-Nucleosídeo Trifosfato 

Difosfoidrolase), a família das E-NPPs (Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase 
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Fosfodiesterase), 5`-nucleotidase, Adenosina Deaminase e PNP (Purina 

Nucleosídeo Fosforilase)  (Yegutkin, 2008) (Figura 4). 

  

 

 

Figura 5. Enzimas envolvidas na degradação de nucleotídeos e nucleosídeos 

(adaptado de Yegutkin, 2008). 

 

1.8.3.1 E-NTPDases e 5`- nucleotidase 

 

Estas ectoenzimas são capazes de degradar nucleotídeos tri e 

difosfatados, mas não monofosfatados. Existem oito tipos de enzimas desta 

família nomeados NTPDase 1, 2, 3 e 8 localizados na superfície celular e 

NTPDase 4, 5, 6 e 7 de localização intracelular (Figura 5) (Robson et al., 2006). 
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Figura 6. Localização dos membros da família NTPDase ( adaptado deRobson 

et al., 2006). 

 

As taxas de hidrólise de nucleotídeos diferem entre ambos os subtipos 

de enzimas da família NTPDase. A NTPDase 1 hidroliza ATP e ADP de forma 

quase equivalente a uma taxa molecular de aproximadamente 1:0,5 a 1:0,9 

(Heine et al., 1999), e está ancorada a membrana via dois domínios 

transmembrana que são importantes para a manutenção da atividade catalítica 

e especificidade ao substrato (Grinthal & Guidotti, 2006) 

Essa enzima é expressa também nas células endoteliais vasculares 

(Sevigny et al., 2002), e possui propriedades antitrombóticas preservando 

desta maneira a permeabilidade vascular (Pinsky et al., 2002). Ela converte o 

ADP pró-agregatório em adenosina anti-agregatório. Além disso, as formas de 



 28 

NTPDase 1 solúveis e recombinantes bloqueiam a agregação plaquetária in 

vitro induzida pelo ADP, e inibem a reatividade plaquetária induzida pelo 

colágeno (Zimmermann, 2001). 

Posteriormente, à hidrólise do ATP e ADP em adenosina monofosfato 

(AMP) pela NTPDase1 tem-se a ação da ecto-5’-nucleotidase, a qual, hidroliza 

o AMP em adenosina que é um modulador do tônus vascular e um inibidor da 

agregação plaquetária (Kawashima et al., 2000). 

Esta enzima está ancorada na membrana plasmática via glicosil 

fosfatidilinositol (GPI), onde é conhecida como proteína de superfície do 

linfócito (CD73), sendo um marcador de superfície dos linfócitos T e B. A 

enzima catalisa a fase final da degradação de nucleotídeos extracelulares, ou 

seja, a hidrólise do nucleosídeo 5’-monofosfato ao seu respectivo nucleosídeo 

e fosfato. É a principal enzima responsável pela formação de adenosina 

extracelular e a subseqüente ativação de receptores de adenosina (P1). Ocorre 

na forma de dímero e seu peso molecular está na faixa de 62 a 74 kDa 

(Zimmermann, 1999). 

A ecto-5`-nucleotidase é amplamente encontrada em uma variedade de 

tecidos como rins, fígado, encéfalo, pulmão, endotélio vascular, plaquetas e 

nas células do sistema imune (Colgan, 2006). A atividade das enzimas 

NTPDase 1 e ecto-5’-nucleotidase tem sido investigada em várias patologias 

como diabetes, câncer de mama e infecção pelo HIV (Lunkes et al., 2003; 

Araújo et al., 2005; Leal et al., 2005) entre outras. 
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1.8.3.2 Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase Fosfodiester ase (E-NPPs) 

 

A família E-NPP consiste de 7 ectoenzimas (NPP1-NPP7) numeradas 

de acordo com a ordem de descoberta. Os membros desta família possuem 

surpreendente especificidade pelo substrato e são capazes de hidrolizar 

ligações fosfodiéster e pirofosfato em nucleotídeos, ácidos nucléicos, açucares 

de nucleotídeos e, também, em ésteres de fosfato de colina e lisofosfolipídios 

(Stefan et al., 2005).  

Somente três membros desta família (NPP1-NPP3) são capazes de 

hidrolizar vários nucleotídeos e, portanto, são relevantes no contexto da 

cascata de sinalização purinérgica (Goding et al., 2003). Estas enzimas 

representam uma família de proteínas conservadas e ubíquas que são ou 

expressas como ectoenzimas ou como proteínas secretadas. Como resultado 

seu sítio catalítico é extracelular e elas são denominadas ecto-NPPs (Gijsbers 

et al., 2001). 

Com exceção a NPP-2, que é secretada no meio extracelular, todos os 

demais membros são ligados à membrana por um único domínio 

transmembrana do tipo II, com sua porção aminoterminal voltada para o meio 

intracelular, enquanto que as NPPs 4-7 têm uma orientação do tipo I com sua 

porção aminoterminal voltada para o meio extracelular (figura 5) (Stefan et al, 

2006). 

As E-NPPs são frequentemente alteradas em situações patológicas 

onde sua atividade pode se tornar, juntamente com outros exames clínicos e 

biológicos, uma ferramenta útil para avaliar a progressão de doenças. Tal 
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atividade tem sido encontrada aumentada em grávidas normais, em alguns 

tipos de câncer e doenças colestáticas do fígado (Maldonado, 2008). 

 
 

Figura 7. Estrutura das enzimas da família E-NPP (adaptado de Stefan, 2005) 

 

1.8.3.3 Adenosina Desaminase 
 

É uma importante enzima da cadeia de inativação de purinas, a qual 

cataliza a reação de desaminação irreversível de adenosina a inosina e 2`-

deoxiadenosina a 2`-deoxiinosina, respectivamente, e é largamente expressa 

no intestino, timo, baço e outros tecidos linfóides e não linfóides (Spychala, 

2000). Esta enzima existe em pelo menos três isoformas moleculares, ADA1, 

ADA2 e ADA1 e ADA complexada a proteína (Galanti et al, 1981). A 

homeostase destas isoformas e a atividade das enzimas ADA1 e ADA2 em 
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células humanas são de extrema importância na manutenção do equilíbrio 

entre adenosina e 2´-deoxiadenosina em monócitos e macrófagos (Gakis, 

1996). 

 Ela é uma enzima essencial para a diferenciação de células linfóides e 

tem sido utilizada para o monitoramento de diversas doenças nas quais a 

imunidade do paciente está alterada (Martinez-Hernandez, 1988). Como 

indicador de alteração da imunidade celular, tem-se medido a atividade desta 

enzima no soro já que a mesma está aumentada em doenças que causam 

alteração da resposta imune mediada por células, como por exemplo, na artrite 

reumatóide, no lupus eritematoso sistêmico e na tuberculose (Hitoglou et al, 

2001; Moon et al, 2005).    

 

 

1.9 Estresse oxidativo 

 

1.9.1 Definição de Radicais livres e Antioxidantes 

  

 Um radical livre é qualquer espécie química capaz de existência 

independente que contém um ou mais elétrons não pareados. Um elétron não 

pareado é um elétron que ocupa um orbital atômico ou molecular por si só 

(Halliwell & Gutteridge, 2006). 

Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no organismo 

atacando lipídios, proteínas e DNA, outros são reativos apenas com os lipídios. 

Existem ainda alguns que são pouco reativos, mas apesar disso podem gerar 

espécies danosas. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-
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se centrado nos átomos de oxigênio ou nitrogênio são denominados espécies 

radicalares de oxigênio (ERO) ou espécies radicalares de nitrogênio (ERN) 

danosas. As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: 

hidroxila (HO•), superóxido (O2 •−), peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•) e os não-

radicalares: oxigênio, peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso. Dentre as 

ERN incluem-se o óxido nítrico (NO•), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso 

(HNO2), nitritos (NO2 −), nitratos (NO3 −) e peroxinitritos (ONOO−) (Barreiros & 

David, 2006).  

 No organismo, encontram-se envolvidos na produção de energia, na 

fagocitose, na regulação do crescimento celular, na sinalização intercelular e 

na síntese de substâncias biológicas importantes. No entanto, seu excesso 

apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos lipídios de 

membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, 

carboidratos e DNA. Dessa forma, encontram-se relacionados com várias 

patologias, tais como a artrite, o choque hemorrágico, as doenças do coração, 

a catarata, as disfunções cognitivas, o câncer e AIDS, podendo ser a causa ou 

o fator agravante do quadro geral (Barreiros & David, 2006). 

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes 

produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. O antioxidante é qualquer 

substância que, quando presente em baixa concentração comparada à do 

substrato oxidável, regenera o substrato ou previne significativamente a 

oxidação do mesmo (Halliwell, 2000). 

Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a 

exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superóxido 

dismutase (SOD) ou, não enzimaticamente a exemplo de glutationa (GSH), 
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peptídeos de histidina, proteínas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), ácido 

diidrolipóico e ubiquinol (CoQH2) (Barreiros & David, 2006). Além dos 

antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes 

da dieta como o α-tocoferol (vitamina- E), β-caroteno (pro-vitamina-A), ácido 

ascórbico (vitamina-C), e compostos fenólicos onde se destacam os 

flavonóides e poliflavonóides (Pietta, 2000). 

Em condições fisiológicas existe um equilíbrio entre a formação de 

espécies reativas de oxigênio e a sua eliminação pelos antioxidantes corporais. 

O estresse oxidativo ocorre quando este equilíbrio é rompido e ocorre um 

predomínio de formas pró-oxidantes em detrimento das antioxidantes. Esta 

situação pode ocorrer devido a uma diminuição dos antioxidantes corporais ou 

pelo aumento das espécies reativas de oxigênio (Barreiros & David, 2006).   

 

1.9.2 Estresse oxidativo no processo gestacional 

 

           Existem estudos mostrando que ocorre um aumento do estresse oxidativo 

durante o período gestacional, e o dano oxidativo torna-se mais exagerado se a 

gestação for complicada por algum motivo, por exemplo, por uma desordem 

hipertensiva (Hubel, 1999). As informações relacionando os níveis de estresse 

oxidativo e o status antioxidante em mulheres com uma gravidez não 

complicada por nenhum tipo de agravante ainda são escassas (Litle, 1999) e a 

exata causa do aumento do estresse oxidativo durante a gravidez é 

desconhecida. No entanto, evidências acumuladas sugerem que a placenta 

desempenha um importante papel no aumento do estresse oxidativo durante o 

processo gestacional (Burton & Jauniaux 2004). 
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 Outro fator que está envolvido no estresse oxidativo na gravidez pode ser a 

suplementação com ferro. Sabe-se que a deficiência de ferro é a mais comum 

desordem nutricional do mundo, especialmente nos países desenvolvidos. 

Durante a gravidez, a suplementação com ferro é universal a partir do segundo 

trimestre, sendo uma recomendação padrão devido à alta prevalência de 

anemia, pobre liberação da dieta e inabilidade de encontrar o aumento requerido 

na gravidez. Portanto, o ferro em excesso, o qual é um participante ativo da 

reação de Fenton, resulta na produção de radicais livres e peroxidação lipídica 

(Gutteridge, 1996). Esta, por sua vez, encontrou-se aumentada em mulheres 

que receberam suplementos com vitamina C e ferro diariamente quando 

comparados com mulheres grávidas sem suplementação (Lachili et al., 2001). 

Outros trabalhos evidenciaram que a suplementação com 100mg/dia ou uma 

sobrecarga de ferro pode resultar no aumento dos níveis de MDA ou estresse 

oxidativo no plasma materno e placenta durante a gravidez (Devrin et al., 2006).     

 Outra substância em que há um grande interesse é o óxido nítrico, o qual é 

aceito como um importante mediador de múltiplas funções celulares inclusive 

podendo participar da formação de radicais livres derivados de nitrogênio. Nas 

células vivas o óxido nítrico é sintetizado a partir da L-arginina via ação catalítica 

de uma família de enzimas conhecidas como óxido nítrico sintases (NOSs) 

(Mayer & Hemmens, 1997). 

  Desta maneira, o óxido nítrico gerado endógenamente é um radical livre 

gasoso de curta meia-vida que reage com muitas substâncias incluindo o 

oxigênio molecular e ânion superóxido formando derivados do óxido nítrico, 

como dióxido de nitrogênio, peroxinitrito e nitratos (Moncada et al, 1991). O 

nitrato, quando em altas concentrações na circulação, é resultado do aumento 
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da produção de óxido nítrico pelos tecidos maternos, a placenta ou ambos 

(Baylis, 1999). O ânion peroxinitrito (ONOO-) é um potente oxidante de uma 

variedade de biomoléculas e é citotóxico uma vez que inibe o transporte de 

elétrons mitocondrial resultando na inibição da respiração celular, oxidação dos 

grupos sulfidril de proteínas, iniciação da peroxidação lipídica sem a exigência 

de metais de transição e afetando muitas vias de transdução de sinal (Myatt & 

Cui, 2004). 

 

    

2.0 Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral  

- Investigar a atividade de enzimas envolvidas na degradação de 

nucleotídeos, assim como alguns parâmetros de estresse oxidativo e a 

agregação plaquetária em gestantes normais e com complicações 

gestacionais. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 - Avaliar a atividade das enzimas NTPDase e 5`-nucleotidase em 

plaquetas de gestantes normais e diagnosticadas com pré-eclampsia e 

diabetes gestacional. 

 - Avaliar a atividade da enzima adenosina deaminase em soro de 

gestantes normais e diagnosticadas com pré-eclampsia, diabetes gestacional e 

portadoras de HIV. 
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 - Avaliar a agregação plaquetária em gestantes normais e 

diagnosticadas com pré-eclampsia, diabetes gestacional e portadoras de HIV. 

 - Avaliar a carbonilação protéica, peroxidação lipídica a atividade da 

superóxido dismutase, catalase os níveis de ácido ascórbico, conteúdo 

sulfidrílico total e atividade das colinesterases (Acetilcolinesterase e 

Butirilcolinesterase) em gestantes normais e diagnosticadas com pré-

eclampsia, diabetes gestacional e portadoras de HIV. 

 

 3. Metodologia e Resultados 

 

 Os resultados desta tese estão sob a forma de dois manuscritos e um 

artigo científico. Os itens materiais e métodos, resultados, discussão e 

referências bibliográficas encontram-se nos manuscritos e no artigo científico. 

A carta de aprovação do comitê de ética da Universidade Federal de 

Santa Maria, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o Questionário 

utilizado na captação das gestantes que permitiu a realização do estudo estão 

nos anexos I, II e III, respectivamente. 
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Summary   

Background : Platelet aggregation and adenosine deaminase activity were 

examined of women with pregnancy complications. 

Methods :  The groups of the research were divided as follows: a control group 

(n=15), a normal pregnancy (n=15), a hypertensive pregnancy (n=7), a 

gestational mellitus diabetes (n=10) and a human immunodeficiency virus 

(n=12) group. The activity of the enzyme was verified for colorimetric method 

and the platelet aggregation was checked for an optical aggregometer. 

 Results:   The percentage of platelet aggregation with 5 µM of agonist 

adenosine diphosphate was enhanced in the normal pregnancy, hypertensive 

pregnancy, gestational mellitus diabetes and in human immunodeficiency virus 

groups when compared to the control group and with 10 µM of the same 

agonist was enhanced in the hypertensive pregnancy, gestational mellitus 

diabetes and human immunodeficiency virus groups when compared to the 

control group. Adenosine deaminase activity was enhanced in the normal 

pregnancy, hypertensive pregnancy, gestational mellitus diabetes and human 

immunodeficiency virus groups when compared to the control group. 

Conclusions : The increased of platelet aggregation and adenosine deaminase 

activity indicates that they may act together to help local hemostasis and some 

inflammatory process in that pregnancy complications.  

 
Keywords: Adenosine deaminase; platelet aggregation; pregnancy 

complications. 
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Introduction 

 

Since 1929 it has been recognized, in animal studies, that the endogenous 

purine nucleoside, adenosine, can act as an extracellular signaling molecule, 

affecting heart rate, blood pressure, and coronary blood flow. [1] Continuous 

research on the metabolism and effects of adenosine has led to the concept 

that adenosine formation increases rapidly in situations of impending tissue 

danger, such as during ischemia, and that subsequent adenosine receptor 

stimulation induces a wide range of effects, aimed at protecting the stressed 

tissue [2]. 

Pharmacological studies and recent insights from genetically modified mice 

have indicated that adenosine acts not only as a neuroprotective agent in 

situations of an imbalance between energy supply and energy demand, but is 

also involved in basal physiological functions, in particular in the nervous and 

cardiovascular systems. The wide variety of adenosine actions and the 

potential of adenosine receptors as targets for therapeutic agents to treat 

human diseases have been the topic of recent extensive reviews [3]. 

Adenosine is produced or degraded by several enzymes, including 5`-

nucleotidase, ADA, and AK [4]. In the present study was investigated the 

adenosine deaminase (E.C.3.5.4.4) which is an enzyme present in a great 

number of plants and animals, from simple invertebrates to human beings. This 

important enzyme catalyzes the deamination of adenosine and 

deoxyadenosine into their respective inosine nucleosides [5]. 
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This conversion is an initial step in a series of reactions responsible for 

lymphocyte proliferation and differentiation. Moreover, ADA is considered an 

indicator of cellular immunity and fundamental for the differentiation of 

lymphocytes [6]. In humans, the lack of this enzyme results in severe 

lymphopenia and immunodeficiency, denoting the risk of early death for the 

affected individuals [7]. This enzyme is found in several human diseases, 

lymphocytic effusions, including those consequent of tuberculosis, neoplasms 

and some acute viral infections, suggesting that high ADA activity is indirectly 

related to subsets of T cell lymphocytes involved in the inflammatory response 

[8]. 

ADA has been accepted as an important enzyme in the maturation and function 

of T lymphocytes. Its activity increases substantially during mitogenic and 

antigenic responses of lymphocytes, and conversely, lymphocyte blastogenesis 

is inhibited by ADA inhibitors. It is, therefore, known that ADA activity is higher 

in T cells than B lymphocytes. As an indicator of cellular immunity, plasma 

activity of this enzyme has been suggested to be increased in inflammatory 

diseases, which causes a cell-mediated immune response [9]. In recent years, 

there have been several reports on increased levels of serum/plasma ADA 

activity among HIV-infected individuals [10]. 

Human ADA exists in at least three molecular isoforms, ADA1, ADA2 and ADA, 

and in an ADA-complexing protein [11]. While ADA1 is present in almost all 

human tissues and cells, and most of ADA activity is derived from ADA1, ADA2 

is the predominant isoenzyme in the serum of normal subjects [12]. Normal 

pregnancy is characterized by depressed cell-mediated immunity [13] and, 

therefore, serum ADA activity may be altered. In normal pregnancy, only a few 
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studies have reported serum ADA activity as increased [14] or decreased [15], 

making important the study this enzyme in some problems related to 

pregnancies. 

Another focus of this study is platelet aggregation, which plays a very important 

role in hemostasis and thrombosis. The subendothelial tissue exposed 

following endothelial damage is pivotal for platelets to collect at the damage 

area. The binding of von Willebrand factor (vWF) to the glycoprotein (GP) Ib-IX-

V receptors on the platelet surface facilitates the adherence of platelets on the 

damaged vascular region. Platelets change their shape, secrete the contents of 

their granules and synthesized substances such as thromboxane A2 (TxA2) 

and platelet-activating factor (PAF), and form aggregates under the effect of 

stimulating substances such as collagen (Col), adenosine diphosphate (ADP), 

epinephrine (Epi), thrombin and serotonin. Platelet aggregation is a fibrinogen-

dependent intercellular adhesion process as a result of the activation of 

fibrinogen receptors in the cell membrane [16]. 

At sites of endothelial layer damage, platelets adhere rapidly to the traumatized 

exposed subendothelium, thereby confirming the role of the endothelium in 

thromboregulation [17]. Platelet adhesion is regarded as the trigger for 

hemostasis and thrombosis. Clinical evidence has shown the existence of at 

least three major thromboregulatory mecanisms associated with the vascular 

endothelium. These mechanisms involve the endothelial release of 

endothelium-derived relaxing factor (EDRF), nitric oxide (NO), 

ectonucleotidases, and eicosanoids [18]. 

Venous thromboembolism, pre-eclampsia and pregnancy loss are nowadays 

the most frequent pregnancy complications. Heritable prothrombotic factors 
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lead to an increased risk of thromboembolism and may significantly impair the 

outcome of pregnancy and play a considerable role in the pathogenesis of 

spontaneous abortions. Recurrent abortion involves more than 500.000 women 

in the United States per year [19]. 

Within the past ten years interest in correlations between thrombophilia and 

pregnancy complications has remarkably increased. Thrombophilia is present 

in at least 15% of the Western population and is found in up to 50% of 

individuals with venous thromboembolism. It apparently plays a critical role in 

the development of pregnancy related deep vein thrombosis and pulmonary 

embolism. Thrombotic processes may also be involved in other serious 

obstetric complications, such as recurrent pregnancy loss, pre-eclampsia, 

intrauterine growth retardation (IUGR) and placental abruption by impairment of 

placental perfusion. Pregnancy itself induces a physiological hypercoagulable 

state that might be aggravated by inherited or acquired thrombophilia [20]. 

Therefore the objective of this study was to investigate any possible link 

between either ADA activity or platelet aggregation and pregnancy 

complications. 

 

Materials and methods 

 

Materials 

Adenosine nucleoside, sodium phosphate buffer, was purchased from Sigma 

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

analytical grade our and of the highest purity. 
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Patients and controls 

Fifty-nine women from the Federal University of Santa Maria Hospital (UFSM, 

Santa Maria, RS, Brazil) were included in the study. None of these women had 

a history of inherited hemostatic disorders or other relevant disease states. 

Women with unfavorable outcome of pregnancy were excluded from this 

investigation. Each group were carefully selected by a clinical evaluation and 

separated in five patient groups with an average age among the groups of 

36.37 (± 0.7122, SEM) years (table 1). 

The control group (CG), consisted of 15 nonpregnant healthy volunteers 

women who did not present any disease and had not been submitted to any 

pharmacological therapy during the previous month. The second group, normal 

pregnancy (NP), consisted of 15 pregnant women (singlet pregnancy), with 

diastolic blood pressure ≤ 85 mmHg and with no proteinuria. The third group, 

hipertensive pregnancy (HP), consisted of 7 pregnant women and were 

considered as preeclamptic condition if they developed hypertension during 

pregnancy:  systolic blood pressure ≥ 140 mmHg and diastolic pressure ≥ 90 

mmHg in two occasions (table 1) and proteinuria defined as > 0.3 g of protein in 

24 h urine collection or ≥ 1+ on the urine dipstick test. 

The fourth group, gestational mellitus diabetes (GMD), consisted of 10 

pregnant women presenting an abnormal glucose challenge test (GCT) result 

(> 7.8 mmol/L [>140 mg/dL]) as well as a change of the abnormal glucose oral 

tolerance test (OGTT). Women were diagnosed with GDM if two or more of the 

100 gram OGTT glucose levels exceeded the ADA criteria [21]: fasting > 5.3 

mmol/L; 1-hour > 10.0 mmol/L; 2-hour >8.6 mmol/L; 3 hour > 7.8 mmol/L. 
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 The fifth group which presented human immunodeficiency virus (HIV) 

consisted of 12 pregnant women considered infected with HIV-1 when two 

different serum samples were found to be positive for HIV-1 antibodies by 

ELISA and confirmed by Western blot. The all HIV-1 infected patients were 

previously treated with antiretroviral drugs. The Human Ethics Committee of 

UFSM approved the project 86-2006 and subjects gave informed consent. 

 

Blood samples 

Fifteen milliliters of peripheral blood was collected by venous puncture from 

ante-cubital region into a one plastic tube containing anticoagulant K3.EDTA 

5% and other two plastic tubes with sodium citrate 3.2% and without 

anticoagulant. The samples obtained from each participant were used for 

platelet-rich plasma and platelet-poor plasma preparations and biochemical and 

hematological determinations. Blood samples from the pregnant women were 

obtained from the gestational third trimester.  

 

Platelet aggregation ex vivo 

Platelet aggregation was measured by the method of Born and Cross [22] by 

turbidimetric measurement with a Chrono-log optical aggregometer, with 

AGGRO/LINK® Model 810-CA software for Windows version 5.1. The 

preparation of platelet rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation of 

blood for 20 min at 1000 rpm and the preparation of platelet poor plasma (PPP) 

was obtained by centrifugation of the sample by 3700 rpm for 30 minutes. After 

calibration of the aggregometer, the patient`s data concerning the assays and 
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reagents were entered on a computer coupled to the equipment, and the 

patient`s test was then performed. Aggregation was measured at 37°C and 

expressed as the maximal percent change in light transmittance from baseline 

at 5 min after the addition of the agonist adenosine diphosphate (ADP) 10 µM 

and  5 µM, with platelet poor plasma as a reference.  

 

 Enzyme assay 

Serum adenosine deaminase activities were estimated by the method of Guisti 

and Galanti [23] which is based on the direct measurement of the formation of 

ammonia, produced when adenosine deaminase acts in excess of adenosine. 

The serum (50 µL) was added to the reaction mixture containing 50 mM sodium 

phosphate buffer (pH 6.5). The samples were pre-incubated for 15 minute at 

37º.  The reaction was started by addition of the substrate (adenosine) to a final 

concentration of 21 mM and incubations were carried out for 1 h at 37º. The 

reaction was stopped by adding 106 mM/0.16mM phenol-nitroprusside/mL 

solution. The reaction mixtures were immediately mixed to 125 mM/11 mM 

alkaline-hypochlorite (sodium hypochlorite) and vortexed. Ammonium sulphate 

of 75 µM was used as ammonium standard. The lower concentrations in which 

adenosine deaminase activity reached a maximum level of activity were chosen 

for experimental exposure. Protein determination was measured by the method 

of Peterson with bovine serum albumin used as a standard [24]. The values 

were expressed as U/L of adenosine. All experiments were performed in 

triplicate and mean was used for calculation. 

 

Hematological and biochemical parameters 
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Quantitative determinations of platelets were performed using an ABX MICROS 

60 hematology analyzer (Sysmed Lab Inc. Chicago, USA). Prothrombin time 

(PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) were determined with a 

Coag-a-mate-MTX apparatus (Organon Teknica, Durham. NC, USA). The 

blood glucose measurements used the Cobas Integra Systems (Roche 

Diagnostics). 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the 

nonparametric Kruskal-Wallis test, considering a level of significance of 5%. 

Values of P< 0.05 were regarded as statistically significant. 

 

 

Results 

 

Platelet aggregation ex vivo 

Platelet function was assessed by monitoring platelet aggregation in response 

to stimulation by adenosine diphosphate (ADP). The results obtained for 

percentage of platelet aggregation are presented in figures 1, 3, 4 and table 3. 

Figure 3 shows the percentage of platelet aggregation at a concentration of 5 

µM of ADP as agonist. Percentage of platelet aggregation at 5 µM of ADP as 

agonist was enhanced in the NP (79.4 ± 1.52, SEM), HP (82.4 ± 1.93, SEM), 

GMD (85.9 ± 2.25, SEM) and HIV (81.3 ± 2.81, SEM) pregnancy groups (p < 

0.05) when compared to the CG group (70.2 ± 1.52, SEM). No significant 
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differences (p > 0.05) for percentage of platelet aggregation with 5 µM of ADP 

as agonist were observed between the pregnancy groups (NP, HP, GDM and 

HIV). 

Figure 4 shows the percentage of platelet aggregation at a concentration of 10 

µM of ADP as agonist. Percentage of platelet aggregation with 10 µM of ADP 

as agonist was enhanced in the HP (90.4 ± 1.91, SEM), GMD (93.2 ± 2.93, 

SEM) and HIV (90.4 ± 2.31, SEM) pregnancy groups (p < 0.05) when 

compared to the CG group (79.6 ± 1.25, SEM). No significant differences (p > 

0.05) for the percentage of platelet aggregation with 10 µM of ADP as agonist 

were observed between the NP group (83.0 ± 1.364, SEM) and the CG group 

(79.6 ± 1.257, SEM). No significant differences (p > 0.05) for percentage of 

platelet aggregation with 10 µM of ADP as agonist were observed between the 

pregnancy groups (NP, HP, GDM and HIV).  

 

Enzyme assay 

The results obtained for serum ADA activity are presented in figure 2. 

Adenosine deaminase activity was enhanced in the NP (18.2 ± 0.81, SEM), HP 

(16.8 ± 0.73, SEM) GMD (17.2  ± 0.64, SEM)  and HIV (21.6 ± 1.28, SEM) with 

p < 0.05 when compared to the CG group (12.2 ± 0.50, SEM).  

 

Hematological and biochemical parameters 

The NP, HP and HIV groups presented normal blood glucose levels and OGTT 

whereas the GMD group presented elevated fasting blood glucose levels 

(>140mg/dL) and glucose oral tolerance test (OGTT) (data not shown). 
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Quantitative analysis demonstrated that platelet counts obtained from all 

pregnant women were at normal levels (150 – 350 x 103 platelets/mm3). 

Hematological determinations for Prothrombin Time (PT) showed lower activity 

in the NP, HP and GMD groups in comparison to the CG group and the 

activated partial thromboplastin time (PTTa) showed no significant differences 

in the NP, HP, GMD and HIV groups (table 2). 

 

 

Discussion and Conclusion 

 

The present study was carried out to determine whether there is a relation 

between either adenosine deaminase activities or platelet aggregation and 

pregnancy either without complications or with complications such as 

hypertension, gestational mellitus diabetes and HIV. Alterations in serum ADA 

activity during pregnancy are likely to reflect, at least in part, changes in the 

immunological status throughout normal pregnancy [25]. However, to our 

current knowledge, there have been few reports providing reference values of 

serum ADA activity throughout normal pregnancy [15]. 

 Related studies [26] have measured serum activities of total ADA and ADA2 in 

normal pregnant women in the third trimester and the values were lower than 

those of non-pregnant women, while there was no difference in ADA1 activity. 

These results suggest that reduced serum total ADA activity reflects decreased 

ADA2 activity, which may be partly associated with depressed cell-mediated 

immunity during normal pregnancy. There continues to be controversy in this 

field as Suzuki et al. [27] have shown that there were no significant differences 
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in the serum ADA levels between non-pregnant and pregnant women. In other 

reports [14], researchers found that serum ADA in normal pregnant women was 

significantly higher than that of non-pregnant women.  

In addition, in pregnancies complicated by preeclampsia which is characterized 

by enhanced cell-mediated immunity, ADA activities of the maternal serum 

were increased [28]. Other centers have also suggested increased ADA activity 

among HIV seropositive patients [10] but ambiguity persists with respect to the 

diagnostic and prognostic significance of this parameter. Moreover, other 

pathologies have been associated with altered ADA activity and further studies 

are needed to completely elucidate the mode of action and mechanism, for 

example, in gestational mellitus diabetes [29] and uterine cervix neoplasia [30]. 

In our study, ADA activity was increased in all groups of pregnancies women. In 

the normal pregnancy group, where findings of several studies have been 

controversial, we can suppose that the increase in the amount of erythrocytes, 

in other words, a higher metabolic request by the pregnant women, verified at 

the beginning of the third gestational period, was being responsible for a higher 

release of erythrocytes and platelet adenosine in the circulatory system which 

could be leading to vasodilation and an increase in the uterine and placental 

bloodstream. In turn, ADA activity would be increased in order to degrade the 

higher levels of adenosine found in that location and maintain local hemostasis 

until labor. 

At the group of HIV positive pregnant women, it can be inferred that increased 

ADA activity was a result of cytotoxity from the antiretroviral therapy which the 

patients were undergoing, since decreased enzymatic activity would be 

expected as the patients present a permanent deficit in cell immunity. As 
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demonstrated in other studies [31], increased levels of plasma ADA activity 

among asymptomatic HIV seropositive patients and also the persistent 

increased enzyme activity among subjects on antiretroviral therapy (ART), 

appear to be a sensitive indicator of primary (viral) and secondary (bacterial) 

infection and/or secondary to pharmacotherapy. Hence, subclinical cytotoxicity 

from ART may also result in increased serum ADA activity. 

In pregnants with gestational mellitus diabetes and hypertensive status where 

the inflammatory process are raised due the pathology condition associated we 

can suppose that the increase of the adenosine deaminase activity occurred for 

degrade the excessive amount of adenosine found at the serum these 

pregnants. This suggestion is based on the properties of adenosine as a tumor 

facilitating agent, since this nucleoside causes induction of vasodilation, 

neurovasculogenesis and the reduction of hypoxia and inflammation [32].   

On the other hand the measurement of platelet activation in various platelet 

disorders is increasingly popular because of recent advances in automated 

blood cell counters [33]. In pre-eclampsia, platelets are more prone to adhering 

to the endothelium and releasing alpha and dense-granule constituents. 

Thromboxane A2 and serotonin are then released, contributing to platelet 

aggregation and inducing the formation of fibrin to stabilize platelet thrombi 

which may eventually occlude maternal blood flow to the placenta, leading to 

placental infarction. The increased levels of circulating, platelet-derived 

serotonin induce further platelet aggregation, and may also amplify the 

vasoconstrictor action of certain neurohumoral mediators, thereby causing 

direct contraction of vascular smooth muscle [34]. 
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The vascular complications also are the leading cause of morbidity and 

mortality in diabetic patients. In these patients group the platelets have a key 

function in thromboembolic complications. They express and secrete a wide 

array of factors that affect intercellular interactions, adhesion, signaling events 

in target cells, and trans-endothelial cell migration. Platelets are involved in the 

pathogenesis of diabetic microangiopathy. Their membrane glycoprotein Ia/IIa, 

α2β1 integrin, serves as a platelet receptor for collagen and mediates platelet 

primary adhesion to sub-endothelial tissues, which is an essential first step in 

thrombus formation [35].  

At that time with regard to platelet aggregation, the present findings show that 

patients with pregnancy complications presented elevated procoagulant activity 

at both concentrations used.  We can suppose that this was due to a higher 

platelet request during the chosen gestational period, which would lead to an 

expressive increase in the number of reticulated platelets, which are 

enzymatically and metabolically more active and are produced by the bone 

marrow as a compensatory mechanism. It is also possible to presume that 

hematologic alterations, such as osmotic variation and pH alteration, caused 

platelet membrane alterations, thus releasing vasoactive amines, which would 

promote increased platelet aggregation by stimulating their surface purinergic 

receptors.  

In relation to the HIV positive pregnant women, it can be suggested that the 

hematologic disorder caused by antiretroviral therapy, more specifically 

anemia, would be, at least in part, responsible for platelet reactivity, since there 

are reports of a negative correlation between hematocrit and high platelet 
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reactivity. In other words, a low level of hematocrit causes a high aggregatory 

platelet response [36].  

With respect to synergic action of the adenosine deaminase and platelet 

aggregation verified in these pregnants groups we can conclude that the 

increased of this enzyme (ADA) with a consequent hydrolysis of adenosine 

could be causing the increased of the platelet aggregation, since that 

adenosine displays on important action in platelet aggregation inhibition [32]. 

Then the serum ADA activity and platelet aggregation may be markers of 

pregnancy complications but the regulatory mechanisms which alter enzymatic 

activity and platelet function in these pathologies need still further studies. 
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Tables 

 

Table 1 : Clinical characteristics of the different  pregnancy groups  

 
  Groups    

 NP HP GMD HIV 

Age  (years) 35.8 ± 1.324 38.42 ± 1.251 36.2 ± 1.855 35.16 ± 1.522 

Gestational age 

(weeks/range) 

29.8 ± 0.711 29.71 ± 1.523 28.7 ± 1.044 30.08 ± 0.792 

Systolic blood  pressure 

(mmHg) 

111 ± 2.895 153.57 ± 3.891 110.5 ± 5.241 112.5 ± 3.168 

Diastolic blood pressure

(mmHg)  

70.66 ± 2.175 95 ± 1.543***  71.5 ± 2,693 72.91 ± 2.497 

n 15 7 10 12 

 

Results are expressed as mean value ± S.E.M (n=44). 

Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by the nonparametric Kruskal-Wallis test, considering a level of 

significance of 5%. 

( *** ) P < 0, 001 for NP versus HP; P > 0, 05 for NP versus GMD and HIV.  
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Table 2 : Coagulation parameters in control group a nd the different 

pregnancy groups  

 

   Groups   

 CG NP HP GMD HIV 

PLT (103 

/mm3) 

 

239,7 ± 

10,37 

(189-350) 

219 ± 7,28 

(135-257) 

213 ± 8,85 

(186-250) 

224 ± 8,60 

(170-259) 

209 ± 7,58 

(150-211) 

PT  90.26 ± 0,95 

(82-96) 

76.13 ± 2,06 

(65-90) 

73.14 ± 

0,91*** 

(70-77) 

73.20 ± 

2,04*** 

(65-85) 

 

85.66 ± 1,12 

(79-90) 

APTT  29,48 ± 0,98 

(25-40) 

29,93 ± 1,11 

(23-37) 

28,00 ± 1,77 

(23-35) 

30,45 ± 1,28 

(25-37) 

29,85 ± 1,20 

(25,3-40) 

n 15 15 7 10 12 

 

Results are expressed as mean value ± S.E.M (n=59).  

Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by the nonparametric Kruskal-Wallis test, considering a level of 

significance of 5%. 

( *** ) P < 0, 001 for NP versus HP and GMD. 

PT: Standard value was considered as 100% of actitity. 

APTT: Standard value was 25 s. 

PT and APTT reference values are used as parameters, for healthy people, at 

the Federal University of Santa Maria Hospital. 
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Table 3 : Platelet aggregation in different pregnan cy groups.  

 
 ADP agonist concentration  

 5 µM 10 µM 

CG (n = 15) 70.2 ± 1.52 79.6 ± 1.25 

NP (n = 15) 79.4 ± 1.52* 83.0 ± 1.36 

HP (n = 7)  82.4 ± 1.93***  90.4 ± 1.91*  

GMD (n = 

10) 

85.9 ± 2.25**  93.2 ± 2.93***  

HIV (n = 12) 81.3 ± 2.81*** 90.4 ± 2.31** 

 
Results are expressed as mean value ± S.E.M (n=59). 

Data were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by the nonparametric Kruskal-Wallis test, considering a level of 

significance of 5%. 

( * ) P < 0,05 for CG versus NP; ( *** ) P < 0,001 for CG versus HP and HIV; ( ** 

) P < 0,01 for CG versus GMD for 5 µM of agonist; ( * ) P < 0,05 for CG versus 

HP; ( *** ) P < 0,001 for CG versus GMD; ( ** ) P < 0,01 for CG versus HIV for 

10 µM of agonist;   
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Figures 

 

Fig. 1. Representative aggregatory tracings of PRP. The x axis  shows 

the time of platelet aggregation  and the y axis the percent light transmition.  

PRP was mixed with 10µM of ADP agonists. Measurement 1 = PRP of Control 

group; Measurement  2 = PRP of hypertensive pregnant. 

Fig. 2. Box-whisker-plot of ADA activity in serum obtained from control 

group (CG), normal pregnant (NP), pregnant with hypertension (HP), pregnant 

with gestational mellitus diabetes (GMD) and pregnant HIV soropositive. Data 

represent the mean value ± standard error of mean of 59 individuals. ***P < 

0,001 for CG versus NP and HIV; *P < 0,05 for CG versus HP; **P < 0,01 for 

CG versus GMD.  

 Fig.  3. Box-whisker-plot of platelet aggregation with agonist ADP 5 µM 

in serum obtained from control group (CG), normal pregnant (NP), pregnant 

with hypertension (HP), pregnant with gestational mellitus diabetes (GMD) and 

pregnant HIV soropositive. Data represent the mean value ± standard error of 

mean of 59 individuals. *P < 0,05 for CG versus NP; **P < 0,01 for CG versus 

HP and HIV; ***P < 0,001 for CG versus GMD.  

Fig. 4. Box-whisker-plot of platelet aggregation with agonist ADP 10 µM 

in serum obtained from control group (CG), normal pregnant (NP), pregnant 

with hypertension (HP), pregnant with gestational mellitus diabetes (GMD) and 

pregnant HIV soropositive. Data represent the mean value ± standard error of 

mean of 59 individuals. P > 0,05 for CG versus NP; *P < 0,05 for CG versus 

HP; ***P < 0,001 for CG versus GMD; **P < 0,01 for CG versus HIV. 
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Fig. 1 
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Abstract  

 
Oxidative stress is defined as an imbalance in the production of reactive 

oxygen species and a change in antioxidant defenses. So the objective of this 

work was to investigate oxidative stress and antioxidant capacity in women with 

uncomplicated pregnancy. This study was performed in thirty-nine women with 

uncomplicated pregnancy and was evaluated the oxidative status, antioxidant 

capacity and cholinesterases activity in serum and whole blood. The results for 

antioxidants demonstrated an increased for superoxide dismutase and catalase 

activities with p < 0.05 and p < 0.01 and a decreased for ascorbic acid and total 

content sulphydryl with p < 0.05 and p < 0.001, respectively. On the other hand 

when the pro-oxidant system was verified we found an increased (p < 0.01) for 

MDA and no significant change (p >0.05) for protein carbonylation. For 

cholinesterases enzymes occurred an increase (p< 0.001) in 

acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activities. This study 

demonstrated that there is a change of the pro-oxidant and also the antioxidant 

defenses associated with body changes and circulatory inherent to pregnancy 

process.  

 
Keywords:  oxidative stress, antioxidants, uncomplicated pregnancy, whole 

blood, serum. 

 

 

Introduction 

 

The aerobic organism have antioxidant defense systems that dealing with 

reactive oxygen species (ROS) produced as a consequence of aerobic 
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respiration and substrate oxidation. Small amounts of ROS, including hydroxyl 

radicals, superoxide anions and hydrogen peroxide, are constantly generated in 

aerobic organisms in response to both external and internal stimuli1. They are 

very transient species due to their high chemical reactivity that leads to lipid 

peroxidation and oxidation of some enzymes, and a massive protein oxidation 

and degradation2. 

 Regardless, they attack the phospholipids of cell membranes and 

react with polyunsaturated fatty acids to form lipid peroxides resulting in cellular 

injury. Reactive oxygen species have been proposed as a promoter of lipid 

peroxidation and the endothelial cell dysfunction that is commonly associated 

with disorders of pregnancy3. The prevention of lipid peroxidation is an 

essential process in all the aerobic organisms, as lipid peroxidation products 

can cause DNA damage. In turn the increased of lipid peroxidation and 

decreased antioxidant protection frequently occurs, thus epoxides may 

spontaneously react with nucleophilic centers in the cell and thereby covalently 

bind to DNA, RNA and protein4. 

Low levels of ROS are indispensable in many biochemical processes, 

including intracellular messaging in the cell differentiation and cell progression 

or the control of growth, apoptosis5, immunity and defense against micro-

organisms6. In contrast, high doses and/or inadequate removal of ROS result in 

oxidative stress, which may cause severe metabolic malfunctions and damage 

to biological macromolecules7. 

We can define the oxidative stress (OS) as an imbalance in the 

production of reactive oxygen species (ROS) and the ability of antioxidant 

defenses to scavenge them. It can arise from increased production of ROS 
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and/or a decrease in antioxidant capacity. These ROS are free radicals and 

they induce cellular damage by acting on proteins and lipids. 

Many studies have shown that there is increased oxidative stress 

during pregnancy, and oxidative damage is exaggerated in pregnancy 

complicated by disorders such as preeclampsia8. However, there is only 

scattered information regarding baseline levels of oxidative stress and 

antioxidant status in women with uncomplicated pregnancies9. The cause of 

increased maternal oxidative stress during pregnancy is unknown; 

nevertheless, accumulating evidence suggest that the placenta plays an 

important role in the production of oxidative stress10,11. 

Therefore, the objective of this study was to investigate maternal 

oxidative stress and antioxidant capacity in pregnancy of the women with 

uncomplicated pregnancies. So we will check lipid peroxidation; protein 

oxidative profile; antioxidant defenses and cholinesterases activities on this 

physiological condition. 

   

  

Materials and Methods 

 

Patients and controls 

Thirty-nine women from the Federal University of Santa Maria Hospital (UFSM, 

Santa Maria, RS, Brazil) were included in the study. None of these women had 

a history of other relevant disease states. Women with unfavorable outcome of 

pregnancy were excluded from this investigation. Each woman were carefully 

selected by a clinical evaluation and separated in two patient groups. The 
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control group (CG), consisted of n= 9 nonpregnant healthy volunteers women 

who did not present any disease and had not been submitted to any 

pharmacological therapy during the previous month. The second group, normal 

pregnancy (NP), consisted of n = 30 pregnant women with a singlet pregnancy, 

with a normal diastolic and systolic blood pressure (mmHg) and with an age 

ranged from  27-45 years among the groups conform table 1. All women of the 

group of normal pregnant were being treated with ferrous sulfate. The Human 

Ethics Committee of UFSM approved the project under number 86-2006 and 

subjects gave informed consent. 

 

Blood samples collection 

Eighteen milliliters of peripheral blood was collected by venous puncture from 

ante-cubital region into a three vacutainer plastic tube containing anticoagulant 

sodium citrate 3.2%, EDTA (K3E) and other tube with serum clot activator and 

without anticoagulant for the separation of blood fractions for preparations of 

samples and determinations. All Blood samples from the pregnant women were 

obtained from the gestational third trimester of pregnancy (table 1).  

 

Hematological parameters 

The erythrocytes count, hemoglobin and hematocrit of the all controls and 

patients were performed with an automatic cell counter brand ABX Micros 60 

(ABX Horiba). 

 

Determination of lipid peroxidation  
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As an index of lipid peroxidation we used the formation of TBARS during an 

acid-heating reaction as previously described by Jentzsch et al. [12]. Briefly, 

200 ul of serum samples were mixed with 1.5 ml of 0.2 M ortophosphoric acid, 

250 ul of 0,1M of thiobarbituric acid and 550 ul of distilled water; subsequently 

they were heated in a boiling water bath for 45 minutes. TBARS were 

determined by the absorbance at 532 ηm and were expressed as 

malondialdehyde equivalents (nmol MDA/ml of serum). 

 

Determination of total sulphydryl content 

Total plasma sulphydryl groups were determined as described by Ellman13. In 

short, an aliquot of plasma was reacted with 250 µM DTNB in a final volume of 

2 ml, and the absorbance was read at 412 ηm. A standard curve with cysteine 

was constructed in order to calculate the total sulphydryl in the samples. 

 

Carbonylation of serum proteins 

Protein carbonyl was measured by reaction with 2,4-dinitrophenyl hydrazine 

(DNPH) following the method of Levine et al.14. Assays were performed in 

duplicate for both the DNPH treated samples and blanks. Thus, a serum aliquot 

containing ~5mg protein diluted in 20 mM Hepes buffer, pH 7.2, was placed in 

4 tubes. A half volume of 10% trichloracetic acid was added to precipitate 

protein. Tubes were centrifuged at 3.700 rpm for 5 minutes in a tabletop 

centrifuge, discarding the supernatant. Two tubes, then received 250 ul of 10 

mM DNPH in 2M HCl and the other two the same volume of 2M HCl and pellets 

were resuspended using a pipet tip and vigorous vortexing. The reaction was 

let in the dark, at room temperature, for 30 minutes, vortexing after 15 minutes. 
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Protein was precipitated by addition of 250 ul of 10% trichloracetic acid followed 

by centrifugation for 5 minutes at 3.700 rpm. After discarding the supernatant, 

the pellet protein was washed 2 times with 1.0 ml ethyl acetate:ethanol, 1:1, at 

room temperature. Pellets were broken up with a pipet tip and vortexing, and 

then centrifuged at 3.700 rpm for 5 minutes before discarding the supernatant. 

After the 3rd wash, the pellets were incubated at 37oC at 10 minutes in 1.5 ml 

of 80 mM PBS Buffer (SDS 2%, EDTA 0,5%), pH 8.0, and then read at 370 nm. 

The results were expressed as nmol protein carbonyl/mg of protein. 

 

Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities 

Citrated whole blood was used to determine SOD and CAT activities. SOD 

activity was assayed by measuring the inhibition of adrenaline auto-oxidation as 

absorbance at 480 ηm as Bannister and Calabrese15. CAT activity was 

measured by the rate of decrease in H2O2 at 240 ηm according Aebi16.  

 

Ascorbic acid (Vitamin C) quantification 

Vitamin C analysis followed the method described by Lloyd et al., with 

modifications17. The serum samples was desproteinized with trichloroacetic 

acid (TCA) 15%, using 400 µI of sample and 800 µI of TCA 15%, vortex-mixed 

for 15s and centrifuged  at 1800 x g for 15 minutes. Then, 400 µI of supernatant 

was removed to the other tube and 120 µI of DTC (solution of 5mI of 2.4 

dinitrophenylhydrazine 0.1 mol/I in H2SO4 4.5M; 0.25 mI of thiourea 0.66 

mol/L; 0,25 mI of cupric sulfate 0.027 mol/I) was added. Samples were vortex-

mixed for 10s, closed with filmed paper and incubated at 60 °C for 60 minutes. 

After, samples were transferred to an ice bath for 10 minutes, and then, 600 µI 
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of H2SO4 12M was added. Samples were vortex-mixed for 10s and read at 520 

nm. All samples were measurement in duplicate. It was used calibration curves 

with L(+)-ascorbic acid (Vetec Quimica Fina Ltda) to determine the 

concentration, following the same procedure of the samples. 

 

Erythrocyte acetylcholinesterase activity (AChE) 

Erythrocyte AChE activity was determined by the method of Elmann et al.18,  

modified by Worek et al.19. To achieve temperature equilibration and complete 

reaction of sample matrix sulfhydryl groups with DTNB, the mixture was 

incubated for 10 minutes prior to addition of substrate. Enzyme activity was 

corrected for spontaneous hydrolysis of the substrate and DTNB degradation. 

The butyrylcholinesterase (BChE EC 3.1.1.8) was inhibited by ethopropazine. 

AChE activity was measured at 436 nm and 37°C using polystyrol cuvets. The 

activity of AChE was calculated from the quotient between AChE activity and 

protein content and the results are expressed as µmol/h/mg of protein. 

 

Serum butyrylcholinesterase (BuChE) enzymatic assay 

The BuChE enzymatic assay was determined in serum by a modification of the 

spectrophotometric method of Ellman et al. [18] as previously described by 

Rocha et al.20. The reaction mixture (2 mI final volume) contained 100 mM K+-

phosphate buffer, pH 7.5 and 1 mM 5,5′-dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB). The 

method is based on the formation of the yellow anion, 5,5′-dithiobisnitrobenzoic 

acid, measured by absorbance at 412 nm during 2-min incubation at 25°C. The 

enzyme was pre-incubated for 2 min. The reaction was initiated by adding 8 
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mM butyrylthiocholine iodide (BuSCh). All samples were run in duplicate or 

triplicate and enzyme activity was expressed in µmol BuSCh/h/mg of protein. 

 

Protein determination 
 

Protein was determined by the method of Bradford21 using bovine serum 

albumin as standard. 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed by unpaired t test, considering a level of significance of 

5%. Values of P< 0.05 were regarded as statistically significant. Correlation 

was evaluated by Pearson`s test considering p<0.05 significant. 

 

Results 

 

The results of the erythrocytes count, hemoglobin and hematocrit was 

decreased in the NP group with p< 0.01 when compared to control group (table 

1). In order to verify the changes in membrane lipids the first measurement 

performed was the MDA activity which was enhanced in the NP group (17.75 ± 

0.71, SEM) with p < 0.01 when compared to the CG group (13.42 ± 1.13, SEM) 

as figure B.  

The plasma total content sulphydryl was decreased in the NP (0.36 ± 

0.02, SEM) with p < 0.001 when compared to the CG group (0.67 ± 0.04, SEM) 

(table 2). The protein oxidation of the normal pregnancy group NP (1.54 ± 0.05, 

SEM) demonstrated increased carbonyl content when compared to the control 
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group (1.34 ± 0.12, SEM), but this difference is not significant statistically (p > 

0.05) (figure A).  

The results obtained for dosage of superoxide dismutase (SOD) and 

catalase (CAT) activities are presented in table 2. The superoxide dismutase 

activity was increased in the NP group (43.5 ± 1.47, SEM) with p < 0.05 when 

compared to the CG group (38.0 ± 2.09, SEM). The catalase activity was 

increased in the NP group (17.15 ± 0.33, SEM) with p < 0.01 when compared 

to the CG group (13.75 ± 1.43, SEM). Analyzing the correlations, SOD and 

CAT demonstrated a positive correlation according figure E (p < 0.05). 

 The plasmatic vitamin C quantification was decreased in the NP (2.77 

± 0.25, SEM) with p < 0.05 when compared to the CG group (4.25 ± 0.75, 

SEM) (table 2).  

The erythrocyte AChE activity is shown in figure D. It can be observed 

that there was a significant difference between the patients and the controls. 

The erythrocyte AChE activity was increased in the NP (237.51 ± 11.64, SEM) 

with p < 0.001 when compared to the CG group (133.55 ± 6.69, SEM). The 

serum BuChE enzymatic assay was increased in the NP (37.7 ± 1.22, SEM) 

with p < 0.001 when compared to the CG group (26.25 ± 3.33, SEM) as shown 

figure C.  

 

 

Discussion 

 

In relation to pro-oxidants our results showed that the amounts of MDA 

were increased in the third trimester of gestation in women pregnant. In parallel 
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with this change, there was an increase of the antioxidants SOD and CAT in 

the same period, as well as an increase of the cholinesterase activities. As 

previously10,11, the placenta plays an important role at stress oxidative in 

pregnancy. 

The human placenta is classified as hemochorial type, and the 

establishment of the maternal placental circulation is influenced by the 

trophoblastic invasion. Extravillous trophoblastic invasion transforms the low-

caliber, high-resistance spiral arteries into high-caliber and low resistance22. 

This remodeling of the placental vascular bed causes invasion of the 

cytotrophoblast cells on the maternal spiral arteries feeding intervillous space 

(involving endothelium and muscular tunica media), making them loose their 

smooth muscle and become sinusoids, thus laking any contractibility and 

resulting in an oxidative burst23. 

So the maternal-placental interface is formed by syncytiotrophoblast 

(STB), this cell is the likely origin of the factors which disturb maternal 

endothelium. Significant quantities of syncytiotrophoblast microparticles 

(STBMs), a product of the normal turnover and renewal of the syncytial surface 

by apoptosis, circulate in maternal blood during pregnancy24. The 

synciotiotrophoblast microparticles may lead to activation of maternal 

neutrophils and subsequent production of reactive oxygen species mediated by 

(NAD [P] H) oxidase25. 

 The nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NAD[P]H) oxidase 

is an important enzyme that generates superoxide radicals localized in the 

placenta syncytial microvillous membrane26,27. This enzyme may play a role in 

placental lipid peroxidation by generating increased amounts of the superoxide 
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radical which could explain the increased activity of the enzyme superoxide 

dismutase observed in this work. We also can presume that the placenta is the 

cause of the increased oxidative stress during pregnancy, probably due to 

STBMs released in the maternal-placental interface. 

 Also other researchers reported that the pregnancy itself may produce 

oxidative stress as a result of increased metabolic activity in placental 

mitochondria and reduced scavenging power of antioxidants. Increased plasma 

thiols and placental lipid peroxides in pregnant women and decreased 

expression of antioxidants have been reported28,29. 

Moreover substantial increases in OS have been hypothesized to lead 

to acute pregnancy complications30 or spontaneous abortion31. Also under pro-

thrombotic conditions related with both thrombophilia and pregnancy, 

haemostatic response and microthrombi are generated, which could lead to 

ischemic conditions and mechanical stress in blood vessels and consequent 

generation of reactive oxygen species (ROS)32,33.  

Still there factors intricately associated with endothelium injury and 

coagulation as inflammation, under which increased activity of leukocytes 

results in oxidative burst. Thus a cascade of events initiated by oxidative stress, 

leads to series of responses, such as vasoconstriction, membrane oxidation 

and further pro-coagulation, each of which includes further generation of 

ROS34. 

 In our study were found increased activity of cholinesterase enzymes, 

then we could assume that this increased activity of these enzymes would be 

derived from erythrocytes, platelets and lymphocytes employed in the 

inflammatory process inherent to the process of pregnancy, since there is 
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endothelial dysfunction, especially in the maternal-placental interface.  This 

assumption can be confirmed and we can say that these cells would be 

releasing these enzymes as it has been found high levels of AChE activity in 

non-neuronal tissues35,36. Adding to this, it is known that butyrylcholinesterase 

detoxifies anticholinesterases (AC) that are responsible to threaten 

pregnancy37. 

Regarding the increased activity of serum butyrylcholinesterase we 

could speculate that it is related to a possible change in the levels of 

adipocytokines caused by the accumulation of visceral fat occurred during 

pregnancy. It is well known that these substances are bioactive compounds 

derived from adipose tissue, such as leptin, tumor necrosis factor (TNF-α), 

adiponectin, among others. In the case of adiponectin in contrast to other types 

of adipocytokines, it is reduced in patients with excess visceral fat38. Thus this 

substance would not be exerting its protective effect and anti-inflammatory thus 

favoring the elevation of the enzyme activity butyrylcholinesterase.  

Also, our results are consistent with the literature39, whereas the 

increase of SOD should be followed by increased catalase activity because it is 

known that SOD catalyzes the dismutation of superoxide anion (O2- ) into 

peroxide (H2O2) and oxygen (O2 ) becomes an important antioxidant defense 

system. In turn, the peroxide, which is a co-product of SOD is converted to 

water by catalase.  

Another cause for the increase of pro-oxidants in normal pregnancy 

reported here could be iron supplementation to these women who were 

undergoing. We could suppose that the deposits of iron could be diminished 

since the hematological parameters like hemoglobin are diminished, but serum 
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iron supplementation would be the responsible for stress.  The iron 

supplementation in pregnancy is currently a routine practice in most pregnancy 

care centers particularly in developing countries. Reports indicate that iron is a 

free radical generator40. Indeed the chemical properties of Fe render it a 

potential hazard within the organism and that ferrous íon (Fe 2+) in small non-

protein shielded chelates can catalyze the production of oxygen radicals or 

reactive oxygen species (ROS), which in turn can lead to peroxidation and 

radical chain reaction with molecular damage41. 

Iron also is involved in the Fenton reaction, generating hydroxyl radical 

(OH-) which is particularly toxic. Indeed it is one of the most reactive forms of 

the free radicals. Thus iron is important in toxic cellular injury42 and is probably 

responsible for a portion of the formation of ROS in pregnant women.  

Taking together these results and knowing the importance that the 

balance between the generation of oxygen species and antioxidant systems 

play in our body we can suggest that more studies should be conducted with 

the objective of determine other important enzymes involved in the stress 

oxidative in uncomplicated gestational process.  
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Tables 

 

Table 1: Some clinical characteristics of the study population. 

 

                    Groups 

 Control Normal Pregnancy 

Age  (years) 35.16 ± 1.522 35.80 ± 1.324 

Gestational age 

(weeks/range) 

___________ 29.8 ± 0.711 

Systolic blood  pressure  

(mmHg) 

112.5 ± 3.168 110.0 ± 2.076 

Diastolic blood pressure 

(mmHg) 

72.90 ± 2.497 70.66 ± 2.175 

 
Erythrocytes (RBC) 
(106/mm3 ) 
 

 

4.378 ± 0.074 

 

3.89 ± 0.115 ** 

 
Hemoglobin (HGB) 
(g/dL) 
 

 

13.26 ± 0.253 

 

11.98 ± 0.299 ** 

 
Hematocrit (HCT) 
(%) 

 

39.96 ± 0.765   

 

35.24 ± 0.879 *** 

 

n 

 

8-9 

 

14-30 

 

Results are expressed as mean value ± S.E.M (n=39). Data were analyzed 

statistically by unpaired “t”. ( ** ) p< 0.01; ( *** )  p< 0.001. 
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Table 2:   Values of the antioxidant substances of the normal pregnancy and 

controls. 

 

 

Results are expressed as mean value ± S.E.M for n = 7-30 

independent experiments performed in triplicate. Data were analyzed 

statistically by unpaired “t” test. ( * ) p < 0.05; (**) p < 0.01; (***) p < 0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controls Normal Pregnancy 

Superoxide dismutase 

(U SOD/mg protein) 

38.0 ± 2.09 43.5 ± 1.47*  

Catalase 

(pmol/mg of protein) 

13.75 ± 1.43 17.15 ± 0.33** 

Ascorbic acid 

(µmol/I) 

4.25 ± 0.75 2.77 ± 0.25*  

Total sulfhydryl content 

(umol de SH/ml of plasma) 

0.67 ± 0.04 0.36 ± 0.02*** 

n 7-9 11-30 
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Figures 

 

Fig. A. Box-whisker-plot of protein carbonyls content in serum obtained from 

control group (C) and normal pregnant (NP). Data represent the mean value ± 

standard error of mean of 23 individuals. p > 0.05 for NP when compared to 

control group. 

  

Fig. B. Box-whisker-plot of malondialdehyde content in serum obtained from 

control group (C) and normal pregnant (NP). Data represent the mean value ± 

standard error of mean of 27 individuals. ** p < 0.01 for NP when compared to 

control group. 

 

Fig. C. Box-whisker-plot of Butyrylcholinesterase activity in serum obtained from 

control group (C) and normal pregnant (NP). Data represent the mean value ± 

standard error of mean of 38 individuals. *** p < 0.001 for NP when compared to 

control group.  

 

Fig. D. Box-whisker-plot of Acetylcholinesterase activity in serum obtained from 

control group (C) and normal pregnant (NP). Data represent the mean value ± 

standard error of mean of 38 individuals. *** p < 0.001 for NP when compared to 

control group. 

 
 
Fig. E. Pearson`s correlation between SOD and CAT in citrated whole blood 

(p<0,05). 
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Fig B. 
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Fig.C. 
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Fig. D. 
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Fig. E 
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4.0 Discussão 

  

 Há muito tempo que o papel dos nucleotídeos ATP, ADP, UTP, UDP  

está sendo relacionado à sinalização intercelular em diversos tecidos do corpo 

humano.  Entre as principais funções pode-se dizer que os mesmos estão 

envolvidos na neurotransmissão, na contratilidade muscular, na função 

cardíaca, nas funções hepáticas e gastrointestinais, na distribuição de fluxo 

sanguíneo, nas respostas imunes, no controle do tráfego de leucócitos entre o 

sangue e os tecidos, na agregação e na ativação das plaquetas no sitio da 

injúria celular e, também, na regulação das respostas celulares dos epitélios, 

entre outras (Yegutkin, 2008). 

 Entre as enzimas que são responsáveis pelo controle destes 

nucleotídeos pode-se citar as NTPDases, as NPPs, 5`-nucleotidases e 

adenosina desaminase, as quais desempenham um importante papel na 

tromboregulação nas respostas imunes e inflamatórias (Zimmermann et al., 

2007). Dentro desse contexto estas enzimas têm sido extensivamente 

pesquisadas em várias patologias e condições clínicas além de modelos 

experimentais dos mais diversos tipos (Lunkes et al., 2003; Leal et al., 2005; 

Araújo et al., 2005; Maldonado et al., 2008; Silva et al., 2005). Desta maneira, 

neste trabalho procurou-se verificar a atividade de algumas destas enzimas e, 

também, a agregação plaquetária em gestantes normais e de alto risco para 

problemas trombolíticos. Além disso, verificaram-se também alguns parâmetros 

de estresse oxidativo em gestantes normais.  

Dentro deste contexto, foi escolhido como grupo teste as gestantes 

devido ao fato de que a gravidez, desde a etapa de implantação até o momento 
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do parto, apresenta profundas mudanças no sistema hemostático destas 

mulheres. Durante a gravidez, podem ocorrer potenciais sangramentos no 

momento da implantação e da invasão trofoblástica endovascular das artérias 

espiraladas maternas. O risco de hemorragia atinge o pico durante o terceiro 

estágio da gravidez quando a placenta não apresenta a decídua basal e 

expõem uma grande quantidade de artérias espirais desnudas de sua 

musculatura lisa. Estas mudanças fazem com que o organismo materno 

experimente alterações profundas no seu sistema de coagulação (Lockwood, 

2006). 

Por exemplo, sabe-se que a gravidez é acompanhada por um aumento 

de 2 a 3 vezes nas concentrações de fibrinogênio e 20 até 1000% nos fatores 

de coagulação VII, VIII, IX, X e XII todos os quais com seu pico máximo ao 

termo (Bremme, 2003). Os níveis do fator de von Willebrand chegam a 

aumentar 400%. Por outro lado, os níveis de pró-trombina e fator V 

permanecem inalterados enquanto os níveis dos fatores XIII e XI declinam 

modestamente. Na verdade, há evidências de geração crônica de baixos níveis 

de trombina e fibrina evidenciados pelo aumento dos níveis de fragmento 1-2 

da pro-trombina, complexos trombina-antitrombina e polímeros de fibrina 

solúvel (Ku et al., 2003).  

Outro fator importante diz respeito à aderência plaquetária. As plaquetas 

aderem avidamente ao endotélio danificado ou aos componentes 

subendoteliais expostos via ligantes derivados das paredes dos vasos e que se 

ligarão aos receptores de membrana plaquetários específicos. Por exemplo, o 

colágeno exposto liga-se ao receptor plaquetário GPIa, enquanto o fator de von 

Willebrand liga-se ao receptor plaquetário GPIb (Eyre &Gamlin, 2010).  
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Desta maneira, todas estas mudanças hemostáticas podem estar 

repercutindo na atividade das enzimas estudadas nos grupos de gestantes, 

pois assim como ocorre na gestação normal, as gestantes com hipertensão 

diabetes gestacional e ruptura placentária são associadas com mudanças nos 

parâmetros hemostáticos (O’Riordan & Higgins, 2003). Assim, neste trabalho 

ocorreram aumentos similares na atividade da NTPDase de plaquetas nos 

grupos de gestantes sem complicações (37% e 34%), gestantes com 

hipertensão (41% e 56%) e gestantes com diabetes mellitus gestacional (23% 

and 42%) com ATP e ADP como substrato, respectivamente. A atividade da 

enzima 5’- nucleotidase também foi elevada nos grupos de gestantes sem 

complicações (45%), gestantes com hipertensão (54%) e gestantes com 

diabetes mellitus gestacional (68%). Estes resultados mostram pela primeira 

vez que estas enzimas estão envolvidas no sistema tromborregulatório das 

gestantes. 

Esses resultados sugerem que as atividades finais das enzimas de 

gestantes podem ser devidas ao próprio estado gestacional. Além disso, não 

há duvida de que os nucleotídeos de adenina desempenham papéis 

importantes na hemostasia destas mulheres, pois o ADP é o maior promotor de 

agregação plaquetária enquanto a adenosina, ao contrário, é um dos maiores 

inibidores desta função e, também, um modulador do tônus vascular (Rozalski 

et al., 2005). Portanto, a ação conjunta das enzimas NTPDase e 5`-

nucleotidase são fundamentais para a circulação sanguínea dessas mulheres 

pois a degradação extracelular de ATP, ADP, AMP e a conseqüente geração 

do nucleosídeo adenosina (Robson et al, 2006) podem estar minimizando  de 
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alguma maneira algum efeito deletério provocado pelas alterações pró-

coagulantes  deste período gestacional. 

Por outro lado, as atividades das ectonucleotidases encontram-se 

elevadas em pacientes com diabetes e patologias associadas. Estudos têm 

mostrado que pacientes com hiperglicemia crônica frequentemente tem 

hipercoagulabilidade sanguínea, como evidenciado pelo aumento dos fatores 

de coagulação plasmáticos, redução da tromboresistência endotelial e 

hiperreatividade plaquetária (Sobol & Watala, 2000). Neste trabalho, pode-se 

evidenciar o estado de hipercoagulação pelo tempo de protrombina (TP), o qual 

se encontrou aumentado em todas as gestantes com complicações. Desta 

forma poderíamos supor, que as enzimas NTPDase e 5`-nucleotidase 

plaquetárias estariam funcionando como uma espécie de anticoagulantes 

desempenhando funções semelhantes a antitrombina III  e a trombomodulina 

das células endoteliais. 

Permanecendo na mesma linha de raciocínio, ou seja, a influência 

destas enzimas na hemostasia destas gestantes, este trabalho encontrou a 

atividade da adenosina desaminase elevada em todos os grupos estudados. 

Sabe-se que o nucleosídeo adenosina aumenta rapidamente em situações 

onde o organismo requer impedimento de dano tecidual como, por exemplo, a 

isquemia cerebral, e que a subseqüente estímulação dos receptores de 

adenosina induz uma grande  variedade de efeitos com o objetivo principal de 

proteger o tecido estressado (Linden, 2005).  

Sabe-se que as principais fontes de adenosina são intracelulares. Uma 

outra alternativa e fonte menos importante é a hidrólise intracelular de S-

adenosilhomocisteína. A degradação de adenosina é principalmente confinada 



 108 

ao citosol, onde ela é irreversivelmente desaminada pela adenosina 

desaminase ou refosforilada pela adenosina cinase (Deussen, 2000). Então, 

pode-se justificar em parte o aumento da atividade da enzima adenosina 

deaminase no soro das gestantes normais, com pré-eclampsia, com diabetes 

gestacional e contaminada pelo vírus HIV, visto que a atividade da enzima 5`- 

nucleotidase encontrou-se elevada nestes grupos. 

Outra explicação plausível para o aumento da atividade da adenosina 

desaminase poderia ser encontrado no fato de que sob certas circunstâncias 

de aumento exagerado do estresse metabólico o aumento dos níveis de 

adenosina verificado pela continua degradação de nucleotídeos nestas 

situações facilmente causaria saturação da enzima adenosina cinase e, 

consequentemente, o excesso de adenosina estaria sendo metabolizado até 

inosina e hipoxantina pela adenosina desaminase (Olson & Pearson, 1990).     

 Além disso, a formação intracellular de adenosina aumenta 

concomitantemente com o aumento do trabalho celular e o aumento está 

relacionado a índices como o consumo de oxigênio e liberação de 

transmissores excitatórios (Fredholm, 2007).  

Com relação ao consumo de oxigênio, é interessante lembrar que as 

gestantes estão no terceiro trimestre gestacional, no qual, há uma grande 

demanda metabólica no organismo materno, sendo assim existe uma 

proporcional quantidade de eritrócitos plaquetas e leucócitos, entre outras 

células no sistema circulatório destas pacientes o que pode estar colaborando 

para a liberação de adenosina que auxiliaria no aumento do fluxo sanguíneo na 

interface utero-placenta e, isto, seria mais um fator para explicar a atividade 

aumentada da enzima adenosina desaminase.  
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Por sua vez se pode presumir que este aumento da atividade da enzima 

adenosina desaminase e a conseqüente hidrólise do nucleosídeo antiagregante 

adenosina estaria favorecendo, de certo modo, o aumento da agregação 

plaquetária observado no grupo de gestantes. 

 Além disso, não se pode deixar de considerar a influência que os 

hormônios femininos exercem sobre a agregação plaquetária. Entre esses 

hormônios está a prolactina que é um dos hormônios proeminentes e que 

aumentam durante a gravidez e lactação. Existem trabalhos que relatam que a 

hiperprolactinemia é um potente co-estimulador da agregação plaquetária e 

que poderia ser uma das causas do estado de hipercoagulabilidade observado 

na gravidez e puerperio (Wallaschofski et al., 2001). Assim, a prolactina poderia 

ser um cofator fisiológico para o balanço da coagulação durante a gravidez e 

puerpério, o qual poderia explicar o risco aumentado para tromboembolismo 

venoso em grávidas ao redor do parto (Leal et al., 2005).  

Outro fator que poderia estar causando disfunções de maneira 

significativa no endotélio dessas gestantes e a lipotoxicidade, o qual pode estar 

alterando a função e o metabolismo placentário. Esta alteração é, 

particularmente, importante em grávidas com complicações, como diabetes 

gestacional, pré-eclampsia e contaminadas pelo vírus HIV.  No fígado, por 

exemplo, a oxidação anormal ou excessiva de ácidos graxos leva a produção 

de espécies reativas de oxigênio, distúrbios no metabolismo dos ácidos graxos 

e na composição de fosfolipídios da membrana celular além de alterações no 

conteúdo de colesterol (Jarvie et al., 2010). 

Além disso, o estresse oxidativo pode surgir do acúmulo intracelular de 

triacilgliceróis tendo impacto na eficiência mitocondrial, resultando em acúmulo 
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de elétrons na cadeia de transporte de elétrons, os quais reagiriam com o 

oxigênio para formar radicais superóxido. A combinação de altos níveis de 

lipídios e estresse oxidativo leva à produção de alguns tipos de lipídios 

oxidados: peróxidos lipídicos, lipoproteínas oxidadas e derivados oxidados do 

colesterol (oxiesteróis) (Vejux & Lizard, 2009). Isto poderia explicar em parte o 

aumento da enzima superóxido dismutase (SOD) verificado nas gestantes 

normais neste trabalho. Nesse contexto, provavelmente, a própria 

suplementação com ferro por essas gestantes pode estar colaborando para o 

aumento da enzima superóxido dismutase, visto que a mesma possui três 

isoformas MnSOD, CuZnSOD  e  FeSOD (Guemori et al., 1991).   

Esses radicais superóxidos podem atacar os fosfolipídios das 

membranas biológicas e reagirem com os ácidos graxos poliinsaturados 

formando peróxidos lipídicos que resultam em injúria celular. Essas espécies 

de reativas de oxigênio têm sido propostas como promotoras da peroxidação 

lipídica e disfunção endotelial que é comumente associada com as desordens 

da gravidez (Hung et al., 2002). Entre esses produtos, o malondialdeído é 

freqüentemente utilizado como um marcador indireto de peroxidação lipídica 

sendo detectado pela medida das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) (Grissa et al., 2007). Neste trabalho foi encontrada uma elevação 

significatica do TBARS nas gestantes normais. 

Alguns trabalhos relatam que as enzimas do sistema antioxidante 

presentes no tecido placentário podem parcialmente proteger o sangue 

materno da quantidade excessiva de peróxido de hidrogênio (H2O2) e, se essa 

proteção ficar comprometida durante a gravidez, condições pro-trombóticas 
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podem ocasionar problemas trombolíticos que podem ser exacerbados 

principalmente após o parto (Toglia & Nolan, 1997).    
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5.0 Conclusões 

 

Esse trabalho possui extrema relevância, visto que foi o primeiro a 

verificar a atividade de ectonucleotidases em plaquetas de gestantes normais e 

com complicações na gravidez. Dessa maneira foi possível confirmar que 

essas enzimas participam da regulação hemostática durante o período 

gestacional.  Apesar da existência de outros fatores importantes no sistema de 

regulação plaquetária e no processo de coagulação que não foram avaliados 

nesses pacientes, torna-se evidente com esses resultados obtidos que essas 

enzimas auxiliam no reparo do tônus vascular e disfunções endoteliais 

inerentes a este período. 

Além disso, a participação da enzima adenosina deaminase juntamente 

com o processo de agregação plaquetária estão em consonância com os 

demais resultados encontrados e vem comprovar que, também, exercem 

importantes funções tromboregulatórias, a fim de auxiliar na prevenção de 

futuros problemas vasculares nessas pacientes. 

Adicionalmente, foi detectada a produção de espécies reativas de 

oxigênio durante o período gestacional que participam dessa situação de injúria 

celular. Apesar disso, foi possível observar que o organismo materno consegue 

responder de maneira eficaz por meio de suas defesas antioxidantes 

endógenas com o intuito de manter o equilíbrio homeostático desejável.  
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Anexo I 

 

 

Carta de aprovação do comitê de ética da Universida de Federal 

de Santa Maria para realização de estudos envolvend o 

gestantes do Hospital Universitário de Santa Maria 
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Anexo II 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
 

PERMISSÃO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

1 – TÍTULO 

Avaliação da atividade, cinética e expressão das enzimas NTPDase 

e 5´-nucleotidase e marcadores de estresse oxidativo na gravidez 

 

2 – OBJETIVOS 

2.1 Determinar a atividade, cinética e expressão das enzimas 

NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas de gestantes normais e de 

alto risco 

2.2 Determinar marcadores de estresse oxidativo em gestantes 

normais e de alto risco 

 

3 – REGISTRO 

O estudo será desenvolvido no Departamento de Química do Centro 

de Ciências Naturais e Exatas da Universidade Federal de Santa Maria. Este 

projeto está registrado e possui a anuência do Hospital Universitário de 

Santa Maria (HUSM).       

 

4 – PROCEDIMENTOS 

Os pacientes serão submetidos a punção venosa. O material 

biológico obtido será destinado às dosagens bioquímicas. 

 

5 – RISCOS DA PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

Este estudo não envolve risco adicional de vida ou contaminação aos 

participantes, pois não será realizado nenhum procedimento além daquele 

usado na rotina de punção venosa.  
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6 – ESTOCAGEM DE AMOSTRAS DE SANGUE 

 As amostras de sangue que restarem nos testes bioquímicos serão 

descartadas, obedecendo às normas de biossegurança. 

 

7 – PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

A participação dos pacientes nesse estudo é livre e voluntária A 

recusa na participação não leva a nenhum prejuízo e não comprometerá o 

cuidado médico do paciente.  

 

8 – CONFIDENCIALIDADE 

A identidade do participante permanecerá em sigilo. Os registros do 

prontuário e os demais dados obtidos dos indivíduos em estudo também 

serão confidenciais e serão armazenados em lugar apropriado e seguro no 

Departamento de Química do Centro de Ciências Naturais e Exatas da 

Universidade Federal de Santa Maria. 

Local para contato: Departamento de Química, Centro de Ciências 

Naturais e Exatas, prédio 18, laboratório nº 2208, UFSM, CEP 97105-900, 

telefone 55-3220-8665; responsável: prof.Dr. Maria Rosa Chitolina 

Schetinger (orientador); doutorando: Cláudio A. M. Leal (55-9926-0372). 

 

9 – IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE 

 

Nome:____________________________________________ 

RG:______________________________________________ 

                                                                           

 

 

 

                                                                           ...............................................       

                                                                               Pesquisador responsável 
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Anexo III 

 

Questionário utilizado na captação das gestantes 
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QUESTIONÁRIO 
 

 
 

Nome:.....................................................................................Data:....................... 
 

1. Qual a sua idade? 
 
2. Qual o seu peso e altura? 
 
3. É a sua primeira gravidez? 
 (  ) Sim. 
 (  ) Não. Em sua primeira gravidez ocorreu algum problema gestacional? 
Quantos filhos a senhora possui? 

 
 

4. Em que semana gestacional se encontra a sua gravidez? 
 
 

5. Qual a sua pressão arterial? (sistólica = alta e diastólica = baixa). 
Confirmar com algum documento se a paciente tiver! 

 
 

6. A senhora está em uso de algum medicamento no momento?  
(  ) Sim. Qual o(s) medicamento(s)? 
 
(  ) Não. A senhora tomou algum medicamento no último mês? 
 
 
7. Como se encontra a sua glicemia sanguínea (glicose)? 
 
 
8. A senhora realizou algum exame laboratorial até o momento? 
(  ) Sim. Quais exames? Copiar os resultados! 
 
(  ) Não. 
 
OBS: Copiar todos os resultados de exames e informa ções que a 
paciente tiver a disposição! 
 
 
 
 
                                                                   ...................................................... 
                                                                          Pesquisador responsável 


