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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DOS ÍNDICES PLAQUETÁRIOS, ATIVIDADE DA E-NTPDASE E DA 

ECTO-5'-NUCLEOTIDASE EM PLAQUETAS DE GESTANTES NORMOTENSAS E 

COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

 

AUTOR: Taís Corrêa Almeida 
ORIENTADOR: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva 

COORIENTADORA: Profª. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal 

 
 
A pré-eclâmpsia constitui-se na complicação médica mais encontrada na gravidez, sendo responsável pela 
principal causa da mortalidade e morbidade materna e perinatal. Sua etiologia ainda permanece 
desconhecida, o que dificulta a prevenção primária. Sabe-se que a gestação possui um desequilíbrio 
hemostático com tendência à hipercoagulabilidade e aumento do risco de trombose. Essas alterações 
envolvem a sinalização purinérgica, a qual é composta por nucleotídeos e nucleosídeos, seus respectivos 
receptores, além de enzimas responsáveis por sua degradação. Durante o processo inflamatório, dentre os 
mediadores capazes de modular as ações das plaquetas, destacam-se ATP, ADP, AMP e adenosina, os quais 
se correlacionam diretamente com a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase, E-NPP e E-
ADA. Os nucleotídeos da adenina podem interagir com receptores purinérgicos na superfície celular. Os 
efeitos do ATP extracelular são controlados pela ação das ectonucleotidases E-NTPDase e Ecto-5’-
nucleotidase, que agem sobre o ATP e seus produtos de degradação, reduzindo sua concentração no meio e 
culminando na produção de adenosina, que atua como imunomodulador ou é convertida à inosina pela 
adenosina desaminase (E-ADA). Considerando que as alterações hemostáticas e inflamatórias associadas à 
gestação normal estão mais exacerbadas na PE torna-se relevante o estudo desses mecanismos como forma 
de entender o perfil desse desequilíbrio podendo atuar preventivamente. Sendo assim, realizou-se a análise 
de parâmetros plaquetários, assim como atividade e expressão da E-NTPDase e Ecto-5’nucleotidase em 150 
mulheres divididas em três grupos: não-gestante (n = 50), gestante normotensa (n = 50) e gestante com PE 
(n = 50). Os resultados demonstraram um aumento de 74 (P < 0,001) e 72% (P < 0,01) da agregação 
plaquetária na adição de 5μM e 10μM, respectivamente, do agonista adenosina difosfato (ADP); redução 
de 19% (P < 0,05) da contagem de plaquetas; aumento de 39% (P < 0,05) do fração de plaquetas imaturas 
(IPF); aumento de 7 vezes (P < 0,001) na atividade da E-ADA; redução de 37 (P < 0,001) e 36% ( P < 0,05) 
na hidrólise do ATP e ADP, respectivamente e uma correlação entre contagem de plaquetas, IPF, atividade 
e expressão da E-NTPDase e da Ecto-5’-nucleotidase em gestantes com PE. Em conjunto, os resultados 
sugerem que a disfunção endotelial presente em gestantes com PE exacerba os mecanismos inflamatórios e 
de agregação plaquetária. O organismo tenta reagir frente a esse microambiente inflamatório através da 
hidrólise reduzida do ATP, com consequente inibição plaquetária. No entanto, esse mecanismo não parece 
ser suficiente, já que a doença é mantida. Portanto, o processo de agregação plaquetária assim como a 
sinalização purinérgica parece desempenhar um papel importante na resposta imune e inflamatória 
contribuindo para a evolução clínica da PE. Consequentemente a avaliação desses parâmetros podem levar 
ao desenvolvimento de protocolos para prevenir ou tratar essa patologia de forma eficaz. 

 
 
Palavras-chaves: Pré-eclâmpsia. Plaquetas. Fração de plaquetas imaturas. Sistema purinérgico.



 

ABSTRACT 

 

 

EVALUATION OF PLATELET INDEX AND ACTIVITY OF NTPDASE AND ECTO-5'-

NUCLEOTIDASE IN PLATELETS OF NORMOTENSIVE AND PREECLAMPTIC 

PREGNANT WOMEN 

 
 

AUTHOR: Taís Corrêa Almeida 
ADVISOR: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva 
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Preeclampsia is the most common medical complication in pregnancy, accounting for the main cause of 
maternal and perinatal mortality and morbidity. Its etiology remains unknown which makes primary 
prevention difficult. It is a fact that gestation has a hemostatic imbalance with a tendency to 
hypercoagulability and an increased risk of thrombosis. These changes involve the purinergic signaling, 
which is composed of nucleotides and nucleosides, their respective receptors, and enzymes responsible for 
their degradation. During the inflammatory process, ATP, ADP, AMP and adenosine, which correlate 
directly with the activity of E-NTPDase, E-5'-nucleotidase, E- NPP and E-ADA. Adenine nucleotides may 
interact with purinergic receptors on the cell surface. The effects of extracellular ATP are controlled by the 
ectonucleotidases E-NTPDase and Ecto-5'-nucleotidase, which act on ATP and its degradation products, 
reducing its concentration in the medium and culminating in the production of adenosine, which acts as an 
immunomodulator or is converted to inosine by adenosine deaminase (E-ADA). Considering that 
hemostatic and inflammatory changes associated with normal pregnancy are more exacerbated in PE, it 
becomes relevant to study these mechanisms as a way of understanding the profile of this imbalance and act 
preventively. Therefore, the analysis of platelet parameters, as well as activity and expression of E-NTPDase 
and Ecto-5'nucleotidase were performed in 150 women divided into three groups: non-pregnant (n = 50), 
normotensive pregnant women (n = 50) and pregnant women with PE (n = 50). The results showed an 
increase of 74 (P < 0.001) and 72% (P < 0.01) in platelet aggregation in the addition of 5 μM and 10 μM, 
respectively, of adenosine diphosphate agonist (ADP); reduction of 19% (P < 0.05) of platelet count; 39% 
(P < 0.05) increase in immature platelet fraction (IPF); 7-fold increase (P < 0.001) in the E-ADA activity; 
reduction of 37 (P < 0.001) and 36% (P < 0.05)  in the hydrolysis of ATP and ADP, respectively, and a 
correlation between platelet count, IPF, E-NTPDase and Ecto-5-'nucleotidase activity and expression in 
pregnant women with PE. Together, these results suggest that the endothelial dysfunction present in 
pregnant women with PE exacerbates the inflammatory and platelet aggregation mechanisms. The organism 
reacts to this inflammatory microenvironment through the reduced hydrolysis of ATP, with consequent 
platelet inhibition. However, this mechanism does not seem to be sufficient to overcome the disease since 
the disease is maintained. Therefore, the process of platelet aggregation as well as purinergic signaling 
seems to play an important role in the immune and inflammatory responses contributing to the clinical 
evolution of PE. Consequently, the evaluation of these parameters can lead to the development of protocols 
to prevent or treat this pathology effectively. 

 

 

Keywords: Preeclampsia. Platelets. Fraction of immature platelets. Purinergic system. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está escrita da seguinte forma: primeiro são apresentados a introdução, a 

revisão bibliográfica e os objetivos. A seguir, a metodologia e os resultados estão 

apresentados na forma de dois manuscritos. Os itens discussão e conclusão contêm 

interpretações e comentários gerais referentes aos manuscritos. Por fim, as referências 

bibliográficas apresentadas no final da tese referem-se às citações que aparecem nas seções 

introdução, revisão bibliográfica, discussão e conclusão.  Salienta-se que a formatação dessa 

tese atende à MDT de 2015 da UFSM.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os distúrbios hipertensivos são uma das complicações mais frequentes da gestação e 

contribuem significativamente para a morbidade e mortalidade materna e fetal (AMARAL et 

al., 2017; CORREA et al., 2016) As gestantes hipertensas estão predispostas ao 

desenvolvimento de diversas complicações como deslocamento de placenta, coagulação 

intravascular disseminada e doença renal aguda (GATHIRAM; MOODLEY, 2016; GOEL et 

al., 2014; WU et al., 2015). Destaca-se a importância da diferenciação entre os distúrbios 

hipertensivos de uma doença potencialmente mais ameaçadora, como a pré-eclâmpsia (PE). 

Essa distinção é essencial devido às considerações de tratamento e prognóstico que impactam 

fortemente no manejo do paciente.  A PE é uma síndrome específica da gestação caracterizada 

por disfunção placentária e uma resposta materna levando à inflamação sistêmica com a 

ativação do endotélio e da coagulação (CHAIWORAPONGSA et al., 2014; DOUGLAS B. 

CINES, 2017; YANG et al., 2014). Essa doença multifatorial evidencia-se por um conjunto de 

sinais e sintomas com anormalidades hematológicas e bioquímicas associadas. Caracteriza-se, 

principalmente pela elevação da pressão arterial, proteinúria patológica e edema após a 

vigésima semana de gestação. No entanto, as manifestações clínicas desta síndrome são muito 

heterogêneas (ANDRIETTI et al., 2016; BEZERRA MAIA E HOLANDA MOURA et al., 

2012; BRETT C. YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010; COSTA, 2015; LI et al., 2015; 

MABRY-HERNANDEZ; ROMANO, 2018).   

A integridade do endotélio materno é crucial para a adaptação fisiológica em uma 

gestação normal. No entanto, a disfunção generalizada faz parte da patologia multissistêmica 

da PE (CHAIWORAPONGSA et al., 2014; GATHIRAM; MOODLEY, 2016). Mulheres com 

distúrbios clínicos preexistentes caracterizados por disfunção endotelial, como a hipertensão e 

o diabetes, assim como os fatores de risco cardiovascular predispõe gestantes à PE 

(MAYNARD; KARUMANCHI, 2011; SAN MARTÍN; SOBREVIA, 2006; STEEGERS et 

al., 2010). Além disso, os fatores genéticos e imunológicos referentes à mãe e ao feto estão 

fortemente relacionados ao desenvolvimento da PE. Os fatores de risco para a PE constituem 

em importantes sinais de alerta para que se encaminhe a gestante a um tratamento adequado. 

Diversos estudos têm sido direcionados ao papel do endotélio vascular na adaptação 

cardiovascular à gestação e na patogenia da PE (CHARNOCK-JONES, 2016; ESCUDERO; 

SOBREVIA, 2008; TAN; TAN, 2013; UZAN et al., 2011). O dano vascular provoca o 

aumento da permeabilidade capilar favorecendo a trombose plaquetária e elevação do tônus 

vascular. Sendo assim, acredita-se que a ativação da cascata da coagulação tem um papel 



19 

 

importante na patogênese dessa doença. Consequentemente, as plaquetas vêm assumindo um 

papel relevante na fisiopatologia da PE. Há evidências de que a ativação e agregação 

plaquetária precedam o aparecimento dos sintomas clínicos (EVERETT et al., 2014; 

MORAES et al., 2015). As plaquetas são consideradas estruturas heterogênicas a respeito do 

seu volume e densidade. Entre os índices plaquetários, vem merecendo destaque o volume 

plaquetário médio (VPM), por se tratar de variável biológica que determina a função e 

atividade plaquetária (ALTINBAS et al., 2012; CEYHAN et al., 2006; KASHANIAN et al., 

2013). A importância clínica de volumes plaquetários maiores tem sido relacionada com a 

presença de agregação plaquetária aumentada, visto que há estudos demonstrando esse 

processo em gestantes com PE (JÄREMO et al., 2000; LATTOVA et al., 2013). Outro 

parâmetro associado à hipercoagulabilidade é a fração de plaquetas imaturas (IPF), a qual é 

classificada como marcador clínico da trombocitopoiese. A IPF tem sido sugerida como um 

índice sensível para monitorar mudanças na produção e destruição plaquetária (EVERETT et 

al., 2014; MORAES et al., 2015). Sendo assim, este parâmetro seria uma ferramenta precoce 

de detecção da alteração das plaquetas anteriormente ao aparecimento do VPM aumentado em 

gestantes pré-eclâmpticas.  

 Tendo em vista que a PE possui um estado de hipercoagubilidade e de inflamação 

mais acentuado que as gestações normais a avaliação da resposta imune se torna interessante. 

Um importante sistema envolvido nas vias de biossinalização capaz de modular as respostas 

imunes e inflamatórias é o sistema purinérgico. Esse sistema estabelece suas funções através 

de três componentes principais: nucleotídeos e/ou nucleosídeos, receptores purinérgicos e 

enzimas específicas. Os nucleotídeos de adenina (ATP e ADP) e seu derivado adenosina, são 

secretados por plaquetas, leucócitos e células endoteliais danificadas. Representam uma 

importante classe de moléculas extracelulares que desempenham um papel importante na 

modulação da resposta imune (BURNSTOCK, 2015; KOSZALKA et al., 2004). Essas 

moléculas interagem com os receptores purinérgicos presentes na superfície celular e 

desencandeiam uma cascata de eventos que modulam diversos processos biológicos como a 

agregação plaquetária e a inflamação (BURNSTOCK, 2014; ROBSON; SÉVIGNY; 

ZIMMERMANN, 2006). O trifosfato de adenosina (ATP) é liberado nos tecidos danificados 

gerando resposta inflamatória. Esse nucleotídeo possui a capacidade tanto para induzir quanto 

para inibir a agregação plaquetária. Em baixas concentrações o ATP aumenta a quantidade de 

colágeno, aumentando assim, a agregação plaquetária. Já em altas concentrações inibe a 

agregação plaquetária causada pela adenosina difosfato (ADP), provavelmente devido ao fato 

do ATP ser hidrolisado em adenosina, a qual é inibidora da atividade plaquetária  (BOURS et 
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al., 2006; BURNSTOCK, 2015; ROSA et al., 2007). O ADP no meio extracelular atua como 

mediador primário da ativação plaquetária, contribuindo para homeostasia e formação de 

trombos, através do seu efeito agregatório após danos teciduais. A adenosina, metabólito da 

degradação de nucleotídeos da adenina, desempenha funções importantes como efeitos 

neuromodulatórios, regulação de processos inflamatórios, inibição da agregação plaquetária e 

vasodilatação, sendo considerada um agente cardioprotetor (BOURS et al., 2006; MENZIES 

et al., [s.d.]; VIRGILIO; VUERICH, 2015). As moléculas de nucleotídeos após desempenhar 

suas funções orgânicas, devem ser degradadas de modo a manter seus níveis extracelulares 

em concentrações fisiológicas. Para isto, existe um sistema responsável pelo controle dos seus 

níveis extracelulares, exercido por enzimas ancoradas na membrana plasmática das células, 

como plaquetas, linfócitos e células endoteliais. As enzimas que hidrolisam nucleotídeos são 

conhecidas como ecto-nucleotidases e podem ser classificadas como família das E-NTPDase 

(nucleosídeo trifostato 5’-difosfohidrolase ou apirase; EC 3.6.1.5), família das E-NPP 

(nucleosídeo pirofosfato/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1), fosfatases alcalinas e E-5’-nucleotidase 

(EC 3.1.3.5) sendo amplamente distribuídas nos tecidos (ROBSON; SÉVIGNY; 

ZIMMERMANN, 2006). Estas enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática 

que tem início com a ação da E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrólise do ATP 

e do ADP, formando AMP. A seguir a enzima E-5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do 

AMP formando adenosina (GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001). Ainda, seguindo a 

sequência de degradação dos nucleotídeos, existe a enzima E-ADA (adenosina desaminase; 

EC 3.5.4.4), a qual regula as concentrações de adenosina, através da conversão e formação de 

inosina (BOURS et al., 2006; ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Além de 

possuírem importante atividade na regulação dos níveis de nucleotídeos e nucleosídeo da 

adenina, as ectoenzimas possuem ações extremamente importantes no sistema imunológico 

(YEGUTKIN, 2008; YEGUTKIN; SAMBURSKI; JALKANEN, 2003). A E-NTPDase inicia 

a cascata de hidrólise de nucleotídeos da adenina, sendo conhecida como um marcador de 

superfície celular (CD39). Em plaquetas intactas, essa enzima está envolvida na regulação de 

nucleotídeos, na circulação e no tônus vascular. Estudos indicam que a CD39 se constitui em 

um potencial agente terapêutico para inibição de processos trombóticos (ALLARD; 

LONGHI; JOHN, 2017; LA SALA et al., 2003). Por sua vez, a enzima E-5’-nucleotidase é 

um marcador de superfície celular (CD73), o qual hidrolisa o AMP em adenosina. É uma 

glicoproteína intrínseca da membrana plasmática encontrada em diferentes tipos celulares, 

como as plaquetas e tecido nervoso. Na vasculatura, a E-5'-nucleotidase é predominantemente 
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associada ao endotélio vascular de grandes vasos, como a aorta, artéria carótida e coronária 

(YEGUTKIN, 2008).  

 Considerando a complexidade da PE, bem como as lacunas existentes na literatura este 

estudo se justificou para gerar conhecimentos que poderão resultar em benefícios para o 

diagnóstico, bem como para o entendimento da fisiopatologia da PE.  

Embora estudos prévios tenham apresentado alterações no sistema purinérgico na membrana 

das plaquetas de gestantes, a participação dos nucleotídeos no desenvolvimento da doença 

ainda é pouco explorada. Portanto, torna-se relevante analisar os padrões plaquetários e 

atividade e a expressão de enzimas do sistema purinérgico na superfície de plaquetas durante 

a PE. O entendimento no papel das plaquetas na fisiopatologia da PE é de grande valor, visto 

que podem se tornar importantes marcadores precoces do desenvolvimento desta doença. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

2.1.1 Epidemiologia e definição 

 

 Os distúrbios hipertensivos correspondem às complicações mais frequentemente 

encontradas nas gestantes. Na América Latina, são responsáveis por 26% da causa de morte 

materna (KHAN et al., 2006; SAY et al., 2014) (Figura 1).  

 

Figura 1 – Distribuição entre os países da desordem hipertensiva como causa de morte 

materna 

 

 
 

Fonte: Adaptação de Say et al. (2014). 

 

A pré-eclâmpsia (PE) é um distúrbio específico da gestação e afeta em torno de 3 – 

5% das mulheres grávidas em todo o mundo (KHAN et al., 2006). Esse percentual poderá ser 

maior em ambientes socioeconômicos menos favoráveis e em países com maior prevalência 

de doença cardiovascular (CURIEL-BALSERA et al., 2011). Em países em desenvolvimento, 
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nos quais os cuidados com a saúde são limitados, a PE é uma das principais causas da morte 

materna, causando uma estimativa de mais de 60 mil mortes anuais (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2005). Já nos países desenvolvidos, a indução ao parto prematuro para 

proteger a saúde da mãe pré-eclâmptica resulta em significativa morbimortalidade para o 

neonato, devido às sequelas da prematuridade e baixo peso ao nascer (YOUNG et al., 2010).  

 Com base na classificação de American College of Obstetricians and Gynecologists 

(ACOG) (Figura 2) a PE é definida como pressão arterial elevada após a 20ª semana de 

gestação (≥ 140 mmHg sistólica e ≥ 90 mmHg diastólica) associada com proteinúria de ≥ 

300mg/24H (NORTH et al., 2011; SUTTON; HARPER; TITA, 2018).  

A PE pode ser classificada em duas fases: a primeira é assintomática (PE leve), 

caracterizada pelo crescimento placentário anormal durante o primeiro trimestre da gestação, 

produzindo uma quantidade excessiva de materiais placentários na circulação materna 

(REYNA-VILLASMIL et al., 2011). A produção desses fatores faz com que se constitua a 

segunda fase da pré-eclâmpsia (PE grave) a qual passa a ser sintomática, tipicamente 

caracterizada pelo aparecimento da hipertensão associada à disfunção dos órgãos maternos, 

incluindo o cérebro, fígado, rim e placenta após 20ª semana de gestação. As manifestações 

clínicas da lesão dos órgãos pode incluir proteinúria, insuficiência renal, doença hepática, 

problemas neurológicos, distúrbios, hematológicos ou restrição do crescimento fetal (Tabela 

1) (ARULKUMARAN; LIGHTSTONE, 2013; SIBAI, 2013). Caso a pré-eclâmpsia não for 

tratada poderá evoluir para um estado convulsivo conhecido como eclâmpsia. Por muito 

tempo, acreditou-se que a eclâmpsia fosse o resultado final da pré-eclâmpsia, justificando a 

origem do termo. Hoje, está claro que as convulsões constituem apenas uma das 

manifestações clínicas da PE grave. As complicações clínicas da PE advém principalmente da 

elevada pressão intravascular juntamente com o endotélio lesado,  o que provoca movimento 

do líquido dos espaços intravascular para o extravascular, tendo como consequência, edema 

no cérebro, retina, pulmões, fígado e tecidos subcutâneos. A hipertensão e o dano endotelial 

levam à proteinúria. O movimento do fluido no espaço intravascular para os tecidos 

subcutâneos produz edema, sintoma característico da PE (KONGWATTANAKUL et al., 

2018). 
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Figura 2 – Abordagem ao diagnóstico da hipertensão gestacional e da pré-eclâmpsia com base 

na classificação modificada da ACOG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptação de North et al. (2006). 

 

 

Hipertensão gestacional 

Início recente depois da 20ª semana 

de gestação 

PA diastólica ≥ 90 mmHg e/ou PA 

sistólica ≥ 140 mmHg 

Há proteinuria? 
Amostra aleatória de urina > 30 mg mmol-1  

 

Proteinúria ≥ 300 mg/24h 

Doença multissistêmica materna? 

- Distúrbios hematológicos: trombocitopenia, hemólise; 

- Disfunção hepática: dor no epigástrico/quadrante superior 

direito, náuseas, transaminases séricas elevadas; 

- Distúrbios neurológicos: cefaleias, distúrbio visual 

persistente; 

-Disfunção renal: oligúria, creatinina sérica; 

- Edema pulmonar. 

Sim, para qualquer um. Não 

Complicações fetoplacentárias? 

- Deslocamento da placenta, dor abdominal, 

sangramento vaginal; 

- Restrição ao crescimento fetal; 

Sim, restrição ao crescimento fetal. Não 

PRÉ-ECLÂMPSIA 

Sim Não 
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Tabela 1 –  Definição da pré-eclâmpsia e pré-eclâmpsia severa 

 

Pré-eclâmpsia leve Pré-eclâmpsia severa 

1. Pressão sanguínea sistólica: ≥ 140 mmHg ou 

diastólica ≥ 90 mmHg após a 20ª semana de 

gestação em uma mulher normotensa.  

1. Pressão sanguínea sistólica: ≥ 160 mmHg ou 

diastólica ≥ 110 mmHg em 2 ocasiões separadas 

em pelo menos 6h de intervalo. 

E OU 

2. Proteinúria ≥ 300 mg em uma coleta de urina 

de 24h.   

2. Proteinúria ≥ 1g em uma coleta de 24h e 

associada com pré-eclâmpsia.  

3. Envolvimento de órgãos-alvo em associação 

com a pré-eclâmpsia: 

a)Oligúria (<400 ml/dia); 

b)Trombocitopenia 

c)Testes de função hepática prejudicados; 

d)Dor epigástrica/quadrante superior direito; 

e)Perturbações cerebrais ou visuais; 

f) Edema pulmonar. 
 

 

Fonte: Adaptação de Arukulmaran et al. (2013). 

 

Além disso, em torno de 19% das pacientes com pré-eclâmpsia podem evoluir para 

um quadro com hemólise, níveis elevados de enzimas hepáticas e contagem baixa de 

plaquetas o que constitui a síndrome HELLP, que está associada ao aumento da 

morbimortalidade perinatal (CURIEL-BALSERA et al., 2011). O termo HELLP é o acrônimo 

utilizado para descrever hemólise (do inglês, hemolysis), enzimas hepáticas elevadas (do 

inglês, elevated liver enzymes) e plaquetas baixas (do inglês, low platelets). A causa exata da 

HELLP é desconhecida, mas a ativação geral da cascata de coagulação é considerada o 

principal problema subjacente. Isto leva a uma anemia hemolítica microangiopática e ao 

consumo de plaquetas (MIRANDA et al., 2011). Sendo assim, é um achado extremo do 

espectro de alterações que ocorrem na hipertensão induzida pela gestação e como seus sinais e 

sintomas são confundidos com os da pré-eclâmpsia grave (dor epigástrica ou no quadrante 

superior direito, náusea e mal-estar), as formas leves podem não ser diagnosticadas. Assim, a 

sua identificação ocorre quando a síndrome HELLP está bastante avançada 

(KONGWATTANAKUL et al., 2018). 

 

2.1.2 Uma visão histórica 

 

 Os distúrbios decorrentes da gestação sempre despertaram a curiosidade da 

humanidade. Registros datados em 3.000 a.C, em países de diferentes continentes, referem 

crises convulsivas em mulheres grávidas. Mesmo antes da invenção dos escritos se tem 
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indícios de ocorrência de eclâmpsia na história. Uma sepultura datada em 28.000 a.C, 

considerada a “mãe humana mais antiga” foi encontrada por paleontólogos, sendo descrita 

como uma mulher de 20 anos enterrada com o bebê no seu útero com aproximadamente 8 

meses de gestação, o qual se propõe que tenha ido à óbito devido à eclâmpsia (ROBILLARD 

et al., 2018). Deste então, as convulsões associadas ao parto têm constantemente 

acompanhado a humanidade como uma possível eventualidade durante a gestação. Fato que 

justifica o nome da doença, já que eclâmpsia deriva da palavra grega eklampsis que significa 

relâmpago, refletindo o início súbito de convulsões em mulheres grávidas. Como as 

convulsões epilépticas provocam contrações musculares involuntárias, distúrbios visuais, 

movimentos incomuns na cabeça ou nos olhos, alterações na boca, perda da consciência e 

amnésia completa após o evento, esses sintomas foram interpretados em todas as civilizações 

como uma possessão do mau espírito ou que alguém tinha lançado um feitiço sobre a gestante 

(ROBILLARD et al., 2017). 

Ao longo dos anos e de estudos observacionais o homem foi buscando 

esclarecimentos a respeito dessa patologia (Figura 3). No entanto, apenas no século XVIII 

(1739) ocorreu a diferenciação entre os termos: epilepsia e eclâmpsia proposto por Bossier de 

Sauvage, uma vez que constatou que a eclâmpsia é de natureza aguda e cessa quando o evento 

precipitante é removido diferentemente do que ocorre com a epilepsia (MANDY J. BELL, 

2010). No ano de 1797, Demanet observou a ligação existente entre o edema e a eclâmpsia 

em mulheres gestantes. Pierre Rayer é conhecido por ter sido o primeiro a descrever 

proteinúria em gestantes eclâmpticas, no ano de 1840. Esse conhecimento auxiliou John 

Lever, no ano de 1843, a demonstrar pela primeira vez que a proteinúria que acompanhava a 

eclâmpsia era específica da doença e não fazia parte de um distúrbio geral (MANDY J. 

BELL, 2010). Além disso, no mesmo ano, o Dr. Robert Johns descreveu a conexão entre os 

sintomas premonitórios durante os últimos meses da gestação e o desenvolvimento de 

convulsões. Esses sintomas incluíam a presença de dor de cabeça, perda temporária da visão, 

dor severa no estômago e edema nas mãos, braços, pés e face (JOHNS, 1843). O ano de 1897, 

foi considerado um novo marco para a história da obstetrícia, já que através de Vaquez e 

Nobecourt realizaram a descoberta da hipertensão eclâmptica. Como resultado dessas 

contribuições o conceito pré-eclâmptico foi reconhecido. Sendo assim, quando há a presença 

de edema, proteinúria e dores de cabeça há uma maior preocupação frente a essa gestante já 

que existe a possibilidade da manifestação de convulsões (CHESLEY, 1984). Até hoje a pré-

eclâmpsia é conhecida como a “doença das teorias”. Sendo assim, em 1989 foi postulado a 

teoria do Dr. Robert e seus colegas, a qual continua orientar pesquisas relacionadas à etiologia 
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da pré-eclâmpsia e eclâmpsia. Dr. Robert e seus colegas postularam que a pré-eclâmpsia 

representava um distúrbio endotelial. Baseando-se em trabalhos anteriores e infelizmente de 

autor desconhecido, a equipe do Dr. Robert associou a pré-eclâmpsia com a invasão 

superficial de trofoblasto e subsequente redução na perfusão placentária. Com isso, a equipe 

hipotetizou que o fator circulante causasse disfunção endotelial e levaria a ativação da cascata 

de coagulação, anormalidades da pressão arterial e perda do líquido do espaço intravascular 

(ROBERTS et al., 1989). 

 

Figura 3 – Evolução história sobre o entendimento da pré-eclâmpsia 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

2.1.3 Fisiopatologia 

 

 O papel da placenta é fundamental para a etiologia da PE. Uma vez que essa doença 

ocorre apenas na gestação, uma condição fisiológica na qual células alogênicas de dois 

indivíduos entram em contato direto. Sabe-se que o desenvolvimento dessa complicação 

gestacional depende apenas da presença da placenta e não do feto, isso porque a PE ocorre na 

mola hidatiforme. Além disso, quanto maior a massa placentária, maior o risco de adquirir 

PE, o que se justifica pela maior incidência de PE em gestações gemelares (FOX et al., 2014). 

Importante salientar que não existe cura para essa patologia, sendo que a única intervenção 

capaz de resolver a PE é a retirada da placenta (MC LEAN; REYES; VELARDE, 2017).  
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 A teoria mais aceita para a sua etiopatogenia é a da invasão trofoblástica anormal. 

Durante a gestação normal, ocorre aumento do fluxo sanguíneo uterino com o objetivo de 

permitir a perfusão do espaço interviloso da placenta e suportar o crescimento fetal. Sendo 

assim, ocorre uma transformação fisiológica das artérias espiraladas do útero para que possa 

receber esse aumento do fluxo sanguíneo. Para isso, os trofoblastos invadem a parede arterial 

e transformam as artérias espirais de diâmetros estreitos para vasos de grande diâmetro, 

permitindo a perfusão adequada da placenta (REDMAN, 2011). No entanto, na PE a artéria 

espiralada não realiza essa transformação fisiológica, provocando uma isquemia 

úteroplacentária. Além disso, as artérias espiraladas não transformadas tornam-se propensas à 

aterose, a qual caracteriza-se pela presença de células espumosas na parede da artéria e pela 

acumulação de depósito de fibrina no lúmen arterial. Isso faz com que haja uma presença de 

macrófagos carregados de lipídios e infiltrados mononucleares (STAFF; DECHEND; 

REDMAN, 2013). Essas lesões assemelham-se com as placas ateroscleróticas, as quais supõe-

se em serem responsáveis por diversos mecanismos presentes na PE, entre eles a reação 

imunológica contra o tecido fetal, fluxo sanguíneo anormal com características de 

cisalhamento e resposta inflamatória sistêmica (STAFF; DECHEND; REDMAN, 2013).  

 Além disso, a redução do fluxo sanguíneo pode provocar um baixo crescimento fetal, 

disfunção sistêmica materna devida às substâncias liberadas na placenta isquêmica e 

consequentemente os sintomas da PE. É importante salientar que essa falha na transformação 

fisiológica das artérias espiraladas não é exclusiva e nem suficiente para causar a PE. Isso 

porque também observou-se a mesma falha em processos como aborto espontâneo, 

deslocamento prematuro da placenta e trabalho de parto prematuro (KIM et al., 2002, 2003). 

Entretanto, os mecanismos responsáveis pela falha na transformação fisiológica das artérias 

espiraladas ainda não foram elucidados. Existem linhas de pesquisa que indicam que os 

trofoblastos, responsáveis pela transformação das artérias espiraladas, estejam anormais 

provocando uma placentação deficiente. O grande aporte de sangue no espaço interviloso da 

placenta gera um estresse oxidativo nos trofoblastos, promovendo a diferenciação 

trofoblástica de um fenótipo proliferativo para um invasivo. Sendo assim, esses trofoblastos 

invadem as artérias espiraladas (TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG, 2011). O 

objetivo central da invasão trofoblástica é fixar a placenta ao útero e transformar as artérias 

espiraladas em vasos de baixa resistência. Consequentemente a invasão trofoblástica também 

proporciona a comunicação com as células imunes da mãe, produção de hormônios e 

citocinas, substituição das células endoteliais e angiogênese. Caso ocorra uma inadequada 
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invasão trofoblástica as consequências são um possível aborto ou a perfusão placentária 

continua de maneira ineficaz gerando a PE (REDMAN; SARGENT, 2010) (Figura 4).  

 

Figura 4 – Estabelecimento da circulação intervilosa materna 

 

 

 

Fonte: Adaptação de Redman et al (2010). 

 

Embora a invasão trofoblástica anormal seja um precursor conhecido do 

desenvolvimento da PE, não se sabe se a PE é a causa ou o resultado da hipóxia placentária 

(GRANGER; SPRADLEY; BAKRANIA, 2018; MAKRIS et al., 2007).  O que é consenso 

entre os pesquisadores é que a isquemia placentária provoca a liberação de fatores endoteliais 

prejudiciais à circulação materna. A redução do suprimento sanguíneo para a placenta leva a 

função anormal de células endoteliais, possivelmente como resultado de estresse oxidativo. 

Essa disfunção endotelial resulta em vasoconstrição generalizada, ativação plaquetária, 

trombose e diminuição do volume plasmático com subsequente redução do suprimento 

sanguíneo para múltiplos órgãos. Sendo assim, a PE é caracterizada pela disfunção endotelial 

generalizada e uma resposta inflamatória sistêmica exagerada (MEHER; DULEY, 2011) 
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2.1.4 Fatores de risco 

 

A identificação apropriada das gestantes que se encontram sob risco aumentado de PE 

possibilita o encaminhamento adequado à assistência pré-natal, assim como um diagnóstico e 

início do manejo precoce. Entre os fatores de risco relevantes para o desenvolvimento da 

doença, destaca-se a má-adaptação imunológica e a incompatibilidade genética.  

Acredita-se que o risco que a nuliparidade provoca ao desenvolvimento da PE seja 

devido ao mecanismo imunológico, uma vez que o organismo materno desenvolve tolerância 

aos aloantígenos paternos após a exposição ao líquido seminal. Sendo assim, uma prolongada 

exposição ao sêmen pode servir como maneira de diminuir o risco de desenvolvimento da PE 

(REDMAN; SARGENT, 2010). Possivelmente esse mesmo mecanismo explique a maior 

incidência de PE em gestantes que tiveram um menor tempo de coabitação sexual, que se 

submeteram a processos de inseminação artificial, utilizaram métodos contraceptivos de 

barreira, mulheres multíparas que mudaram de parceiros da gestação anterior (REDMAN; 

SARGENT, 2010). Além disso, estudos demonstram que existe o risco aumentado em 

adquirir pré-eclâmpsia em 80% se o cônjuge masculino já teve uma gestação anterior que 

resultou em PE. Com isso, acredita-se que o antígeno leucocitário humano (HLA) específico e 

fatores seminais (níveis mais baixos de TGF-β) estejam relacionados nessa predisposição 

genética (BIGGAR et al., 2010).  

 Como a PE é considerada uma doença multissistêmica, diferentes fatores podem estar 

relacionados com o risco de seu desenvolvimento. Entre eles destacam-se: idade materna 

extrema (17 anos ≤ e ≥ 35 anos), obesidade, diabetes gestacional e hipertensão crônica (MOL 

et al., 2015).  

 

2.2 PLAQUETAS 

 

2.2.1 Aspectos gerais 

 

Em 1862, Giulio Bizzozero, o chamado "pai da plaqueta", descreveu um "elemento 

morfológico” novo no sangue com um papel importante na hemorragia e trombose. Seriam 

então, as plaquetas as quais são fragmentos citoplasmáticos dos megacariócitos 

(MAZZARELLO; CALLIGARO; CALLIGARO, 2001). Esses estão presentes na medula 

óssea e sua diferenciação e maturação depende da trombopoietina e de interleucinas (IL) IL-3, 

IL-6 e IL-11. A fragmentação citoplasmática dos megacariócitos ocorre na medula óssea e as 
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plaquetas são lançadas na circulação, isoladas ou agrupadas. Em condições normais, as 

plaquetas apresentam diâmetro de 3mm a 4mm e cerca de 1mm de espessura. Não possuem 

material nuclear e apresentam vida média de oito a dez dias. O intervalo de referência da 

contagem de plaquetas no sangue periférico é de 150.000 a 400.000/μL (MCINTOSH et al., 

2018). Por muito tempo acreditou-se que as plaquetas apenas participavam do processo de 

hemostasia (JURK et al., 2005). Atualmente, está claro que elas exercem um papel essencial 

nesse processo e apresentam outras funções importantes, como a manutenção do tônus 

vascular, por meio da secreção de diversas substâncias incluindo serotonina, tromboxano e 

prostaglandinas (PG) e a liberação de mediadores inflamatórios (KOSZALKA et al., 2004). 

Está bem estabelecida a participação das plaquetas como contribuidoras e 

moduladoras de diversos distúrbios, uma vez que secretam e expressam um grande número de 

substâncias mediadoras nos processos de coagulação, inflamação, aterosclerose, podendo 

incluir a doença arterial coronariana, trombose venosa profunda, doenças mieloproliferativas, 

fibrilação atrial, câncer, acidente vascular cerebral (AVC), infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), doença renal, diabetes, doença intestinal inflamatória e 

esclerose múltipla (WACHOWICZ et al., 2016). A função das plaquetas no processo 

hemostático inclui o recrutamento na circulação sanguínea para a matriz subendotelial sempre 

que ocorre dano vascular e liberação de fator tissular (FT). Quando ativadas, as plaquetas 

expressam rapidamente glicoproteínas (GP) de superfície que interagem com outras plaquetas, 

endotélio vascular e células inflamatórias (PANKRATZ et al., 2016). 

As reações plaquetárias são mediadas por moléculas de adesão expressas na superfície 

que estabelecem interações entre plaquetas (homotípicas), leucócitos, células endoteliais e 

matriz extracelular (heterotípicas) (SEMPLE; ITALIANO; FREEDMAN, 2011). Uma 

sucessão de eventos incluindo contato, adesão, ativação, secreção e agregação culmina na 

formação do plug plaquetário, que impede temporariamente a perda sanguínea, conforme a 

Figura 5. 

As plaquetas possuem meia-vida curta de aproximadamente 10 dias (BRIGGS; 

HARRISON; MACHIN, 2007). Em condições normais, as plaquetas não são ativadas pela 

superfície endotelial. A camada endotelial monocelular atua como uma superfície 

antitrombótica, na medida em que não permite a interação das plaquetas com as proteínas 

subendoteliais e pela produção de prostaciclina I2 e óxido nítrico, ambos inibidores da 

ativação plaquetária. As células endoteliais também expressam a enzima CD39, que converte 

adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP) e esta em adenosina monofosfato 

(AMP), evitando a ativação plaquetária pelo ATP e ADP (OQUELI et al., 2007). A presença 
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de mecanismo enzimático que hidrolisa ADP na circulação é muito importante para limitar a 

agregação plaquetária e consequentemente a formação de trombo (SEMPLE; ITALIANO; 

FREEDMAN, 2011).  

 

Figura 5 – Funções plaquetárias na hemostasia 

 

 

 
Fonte: Adaptação de Semple et al (2011). 

 

Na presença de dano ou trauma vascular, as proteínas subendoteliais, como o fator de 

Von Willebrand e o colágeno, são expostas e a adesão plaquetária ocorre com a finalidade de 

promover a cicatrização tecidual. A interação entre estas proteínas e as plaquetas acontece 

através de diversos receptores na superfície plaquetária (GPIbα, GPVI α2β1) e, concomitante 

à adesão, ocorre a ativação plaquetária. Múltiplas vias metabólicas são estimuladas, causando 

um aumento na concentração intracelular de cálcio. Este aumento ativa a fosfolipase A2 e a 

actina-miosina ATPase, levando à formação de tromboxano A2 e à alteração na conformação 

das plaquetas, respectivamente. Quando ativadas, as plaquetas liberam o conteúdo de seus 

grânulos (ATP, ADP, serotonina, cálcio, fibrinogênio, fator de Von Willebrand, citocinas e 

fatores pró-trombóticos), o que proporciona seu aumento volumétrico e reatividade. A 

conexão entre as plaquetas para a formação desse agregado ocorre através da ligação entre o 

fibrinogênio e o receptor da glicoproteína IIb/IIIa (NURDEN, 2011). Com isso, as plaquetas 

também contribuem para a hemostasia secundária, ativando a cascata da coagulação, na qual 

ocorre a formação do coágulo de fibrina, tamponando de forma mais eficiente o local lesado, 

conforme a Figura 6. 
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Figura 6 – Ativação da cascata de coagulação 

 

 

 

Fonte: Adaptação de Marshall et. al. (2003). 

 

2.2.2 Gestação e o envolvimento de plaquetas 

 

A gestação normal está associada a um estado inflamatório e à exacerbação da 

coagulação. A hipercoagulabilidade visa proteger a mulher de uma potencial hemorragia no 

momento do parto. Um aumento fisiológico na concentração de vários fatores da coagulação e 

uma hiperativação plaquetária, mediada pela elevação de cálcio, tem sido observado ao longo 

da gestação (SOUZA; BATISTA FILHO; FERREIRA, 2002).  

Um papel importante na fisiopatologia da pré-eclâmpsia tem sido atribuído às 

plaquetas. Isso porque se acredita que a ativação e agregação das plaquetas precedam o 

aparecimento dos sintomas clínicos (CHAIWORAPONGSA et al., 2014). Atualmente, está 

bem estabelecido que as plaquetas, além da ação essencial no processo hemostático, 

participam da resposta inflamatória (FREITAS et al., 2014). A contagem de plaquetas 

normalmente decresce na PE, mas somente cerca de 18% das pacientes desenvolvem 

plaquetopenia (BERGMANN; RATH, 2015; LEAL et al., 2007). Alguns mecanismos têm 

sido propostos para explicar a plaquetopenia, como a geração de trombina na presença de 

imunocomplexos circulantes e lesão vascular, a agregação plaquetária e a destruição mediada 
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por mecanismos imunes. Na PE, a membrana plaquetária apresenta uma composição lipídica 

anormal, com um aumento da relação colesterol/fosfolípide, aumento da atividade da proteína 

quinase C no citosol e na membrana das plaquetas, além de uma redução da atividade da 

Na+/K+ ATPase. No entanto, a atividade da Ca2+ ATPase permanece elevada como na 

gestação normal (KAZMI et al., 2011).  

Dados da literatura revelam que as desordens hipertensivas na gestação cursam com 

ativação plaquetária, elevação dos níveis de fibrinogênio e moléculas de adesão, derivadas do 

endotélio vascular (GARDINER; VATISH, 2017). Com a ativação plaquetária ocorre uma 

mudança conformacional da GPIIb/IIIa, localizada na superfície das plaquetas, favorecendo a 

ligação ao fibrinogênio, a agregação plaquetária e liberação do conteúdo dos seus grânulos. A 

degranulação contribui para alterações vasculares placentárias e sistêmicas, especialmente 

pela liberação de substâncias vasoativas, mitogênicas e mioproliferativas, como o TXA2, 

fatores de crescimento e de transformação derivados das plaquetas e de β-tromboglobulina 

(LATTOVA et al., 2013). As alterações plaquetárias maternas na PE também podem 

repercutir no neonato. Um estudo realizado em gestantes com PE e gestantes saudáveis, e seus 

respectivos neonatos, revelou um aumento da expressão de CD62P, CD63, CD41, CD9 e 

CD36 em gestantes saudáveis e seus neonatos após ativação in vitro das plaquetas com 

trombina. Os neonatos de mulheres com PE, entretanto, apresentaram menor expressão de 

CD62P, CD63, CD9 e CD36. Além disso, as plaquetas foram menos responsivas à ativação in 

vitro. Esses achados sugerem que a PE influencia a expressão de GP de superfície plaquetária 

nas gestantes e nos seus neonatos, que podem apresentar a função das plaquetas alterada, 

contribuindo para um risco adicional de sangramento em neonatos trombocitopênicos 

(PALTA et al., 2015).  

 

2.3 ÍNDICES PLAQUETÁRIOS 

 

 Algum tempo atrás, os estudos plaquetários limitavam-se, principalmente, à contagem 

de plaquetas e às referências morfológicas sobre macroplaquetas, satelitismo e agregação 

plaquetária. Com o surgimento dos analisadores hematológicos de segunda geração, na 

década de 1980, tornou-se possível a medição automática de vários parâmetros (CRABBE; 

POUCKE, 2002). Entre esses índices, vem merecendo destaque o Volume Plaquetário Médio 

(VPM), por se tratar de uma variável biológica que determina a função e a atividade 

plaquetária (SANTOS; FILHO, 2004). Além disso, a contagem das plaquetas imaturas (IPF) 



35 

 

através de uma marcação fluorescente tem sido uma importante ferramenta de avaliação de 

trombocitopoiese (BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007).  

 

2.3.1 Volume Plaquetário Médio e a Associação com Patologias 

 

 O VPM é um parâmetro universalmente disponível nas contagens de sangue de rotina 

por hemogramas automatizados e, portanto, é um índice atraente para estudar em cenários 

clínicos (BUYUKKAYA et al., 2014). O VPM é um parâmetro fornecido no hemograma que 

não gera custos adicionais para o laboratório. Esse parâmetro é um sensível indicador de 

desordens plaquetárias in vivo, no entanto, é tecnicamente difícil sua avaliação in vitro devido 

aos interferentes analíticos, como o tempo de armazenamento da amostra e o uso de 

anticoagulantes. 

O VPM apresenta relação inversamente proporcional à ploidia do megacariócito. 

Além disso, possui uma correlação não linear com a contagem das plaquetas, já que 

representa a renovação das mesmas (KASHANIAN et al., 2013). Este parâmetro é 

correlacionado com a função plaquetária e pode ser um índice mais sensível que o número de 

plaquetas, como marcador de interesse clínico em diversas desordens. O volume plaquetário 

elevado por ser encontrado em diabetes (SCHMOELLER et al., 2017; ZHOU et al., 2018), 

doenças cardíacas (SANSANAYUDH et al., 2014; VAROL; OZAYDIN, 2014), 

hipertireoidismo (BALDANE et al., 2015; BAYHAN et al., 2016), esplenectomia (GRADY 

et al., 1985), vírus da imunodeficiência humana (HIV) (NKAMBULE; DAVISON; IPP, 2015; 

QADRI et al., 2013) e púrpura trombocitopênica idiopática (LEE; KIM, 2010; NTAIOS et al., 

2008).  

O tamanho das plaquetas, avaliado através do VPM, pode ser considerado um 

marcador de ativação plaquetária uma vez que as plaquetas de tamanho maior se tornam mais 

reativas, produzem mais fatores pró-trombóticos, agregando mais facilmente (COLKESEN et 

al., 2008). As macroplaquetas apresentam um tamanho de 4 a 7μm de diâmetro e plaquetas 

gigantes maiores que 7 μm, geralmente 10 a 20 μm. Embora a avaliação cuidadosa no 

tamanho, em uma distensão sanguínea, seja rápida e acurada, acaba sendo subjetiva, uma vez 

que a morfologia é enganosa para a estimativa do tamanho plaquetário. Isso se deve pelo fato 

de que plaquetas grandes sejam mais atrativas que os menores, então, frequentemente quando 

uma distensão é lida, mostra erroneamente “plaquetas gigantes” (VAN DER MEER; 

MACKENZIE; DINNISSEN, 2003). O uso de VPM, determinado pelos analisadores 

hematológicos, melhorará a descrição de várias desordens plaquetárias. 
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Como já discutido anteriormente, durante a pré-eclâmpsia ocorre um processo 

sistêmico de disfunção endotelial. Como consequência, haverá uma destruição em massa das 

plaquetas o que reduz a sua vida útil. Observa-se, o aumento do tamanho das plaquetas 

durante a pré-eclâmpsia, uma vez que as plaquetas mais jovens são maiores que as plaquetas 

adultas. Estudos têm demonstrado que os valores do VPM estão proporcionalmente 

aumentados em relação à gravidade da pré-eclâmpsia quando comparados a um grupo de 

gestantes normotensas (KASHANIAN et al., 2013; YANG et al., 2014). Apesar de haver um 

aumento de VPM, a utilização desse parâmetro como teste de triagem possui algumas 

limitações. Embora o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) seja o anticoagulante de 

escolha para a contagem de células sanguíneas, pode induzir alterações na forma e na 

ultraestrutura das plaquetas, devido ao tempo e temperatura, tornando-as esféricas 

(KASHANIAN et al., 2013). Logo o índice, VPM é considerado bastante instável e pouco 

confiável (DASTJERDI; EMAMI; NAJAFIAN, 2016). 

 

2.3.2 Plaquetas imaturas 

 

 As plaquetas imaturas (IPF) são plaquetas maiores e mais reativas do que as plaquetas 

maduras. Essas plaquetas jovens possuem pequena quantidade de mRNA residual (ácido 

ribonucleico), o qual é rapidamente degradado após a liberação das plaquetas na circulação. 

Esse resíduo pode ser facilmente detectado utilizando marcação de esfregaços sanguíneos 

com corantes supravitais, como o azul de metileno, ou através de corantes fluorescentes e até 

mesmo fazendo o uso da citometria de fluxo. Utilizando esta última metodologia, a contagem 

da fração de plaquetas imaturas tem um grande potencial clínico (BRIGGS; HARRISON; 

MACHIN, 2007).  

 As IPFs são análogas aos reticulócitos da série dos eritrócitos, também chamadas de 

plaquetas reticuladas. O número de IPFs reflete o grau de atividade da trombopoiese e pode 

ser utilizado para distinguir as causas de trombocitopenia (JUNG, et al. 2010) sendo um 

parâmetro mais estável que o VPM (BRIGGS, et al., 2004). Quando a trombocitopenia for 

causada por falha na medula óssea o percentual de IPFs estará diminuído, enquanto que no 

caso da trombocitopenia causada por destruição periférica, o percentual de IPFs estará 

aumentado (JUNG et al., 2010).  

Outra importante utilização deste parâmetro é o monitoramento da recuperação da 

medula óssea após o transplante. Nesse procedimento, observou-se que a contagem de IPFs se 

recupera significativamente mais rápido que a contagem total de plaquetas (ML et al., 2006). 
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Elas são também utilizadas no monitoramento de transfusões sanguíneas, implementando uma 

política de transfusão profilática de plaquetas mais controlada e definindo limites de 

contagens específicos, principalmente quando a recuperação plaquetária é iminente. Auxilia 

também na redução do uso de concentrados plaquetários e as possíveis infecções adquiridas 

por transfusão (BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007). Pacientes que possuem a atividade 

do megacariócito diminuída possuem plaquetas com pouco RNA em seu citoplasma enquanto 

que, quando a atividade do megacariócito está elevada ocorre um aumento do RNA 

citoplasmático. Estas plaquetas são quantificadas nos novos aparelhos automatizados que 

empregam citometria de fluxo fluorescente, através da IPF. A IPF é fornecida em 

porcentagem e em valores absolutos. O valor de referência para mulheres deste parâmetro 

varia de 3,3 – 6,4% (CUI et al., 2017). 

A metodologia utilizada para a obtenção da IPF é a citometria de fluxo com 

fluorescência ótica, utilizando corantes específicos, o polimetina e o oxazina. Estes dois 

corantes penetram no citoplasma das plaquetas e dos eritrócitos corando o RNA das mesmas, 

sendo a metodologia utilizada também para contagem de reticulócitos. As células passam 

através de um feixe de laser semicondutor onde o volume celular e a intensidade da 

fluorescência gerada são mensurados. Após, um algoritmo informatizado separa as plaquetas 

maduras das plaquetas imaturas. Este processo de separação é realizado através das cores, as 

plaquetas imaturas são plotadas com pontos verdes, enquanto as plaquetas maduras são 

plotadas com pontos azuis, conforme Figura 7. 

 

Figura 7 – Citograma da contagem óptica de plaquetas pelo analisador hematológico Sysmex 

XE2100 

 

 
IPF: Fração de plaquetas imaturas; PLT maduras: plaquetas maduras. 

 

Fonte: CONSULTORIA CIENTÍFICA DA SYMEX AMÉRICA LATINA (2007). 
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Estudos demonstraram a diminuição das plaquetas circulantes e um aumento do VPM 

em mulheres com pré-eclâmpsia (DUNDAR et al., 2008; FREITAS et al., 2013; JÄREMO et 

al., 2000), mas raros são os dados sobre plaquetas imaturas. A contagem das plaquetas e 

mensuração dos índices plaquetários são métodos rápidos, baratos e de fácil obtenção em 

laboratórios e hospitais que trabalham com tecnologia avançada de automação, podendo ser 

útil, como teste de triagem, para identificação precoce de pré-eclâmpsia e eclâmpsia 

(ANNAM; SRINIVASA; YATNATTI, 2011). 

 

2.3 SISTEMA PURINÉRGICO 

 

O sistema purinérgico envolve três principais componentes: nucleotídeos e 

nucleosídeos extracelulares com os mediadores da sinalização (receptores, através dos quais 

estes nucleotídeos e nucleosídeos exercem seus efeitos) e as ectoenzimas, responsáveis pelo 

controle dos níveis extracelulares destas moléculas (YEGUTKIN, 2008) (Figura 8). 

 

Figura 8 – Sinalização purinérgica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componentes da sinalização purinérgica (A); receptor do tipo P1 (B); Receptor do tipo P2X (C); Receptor do 

tipo P2Y (D); ATP liberado extracelularmente (E); Adenosina formada a partir do ATP via CD39 e CD73 (F); 

E-NTPDase (ou CD39) (G); 5´nucleotidase (ou CD 73) (H); e E-ADA (I). 

 

Fonte: Adaptação de Junger et al. (2011). 
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O sistema purinérgico é caracterizado por ser uma via de sinalização importante em 

diversos tecidos, desencadeando múltiplos efeitos celulares, incluindo resposta imune, 

inflamação, dor, agregação plaquetária, vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e 

morte celular (RALEVIC; BURNSTOCK, 2003). Quando ativadas, as plaquetas liberam 

nucleotídeo adenosina trifosfato (ATP) na circulação (SUN et al., 2012). O ATP exerce 

efeitos na tromborregulação, pois é liberado dos grânulos plaquetários, juntamente com a 

adenosina difosfato (ADP), no momento que ocorre ativação das plaquetas (SOSLAU, 1997). 

O ADP, nas plaquetas, age como um importante mediador da agregação plaquetária e da 

tromborregulação, podendo ser liberado na circulação sanguínea após danos teciduais 

(ZIMMERMANN, 1999). Em situações de disfunção ou dano vascular, o ADP é liberado do 

interior de grânulos existentes nas plaquetas, sendo então considerado o agonista mais 

importante do recrutamento plaquetário e o indutor da formação de trombos no interior de 

vasos (MARCUS et al., 2003). Já o AMP é um metabólito intermediário da hidrólise do ATP 

(BARSOTTI; IPATA, 2004) que exerce a função de sinalizador em situações de desequilíbrio 

no metabolismo, servindo também como substrato para a formação da adenosina (CUNHA, 

2001). A adenosina é reconhecida por possuir propriedades anti-inflamatórias (CRONSTEIN, 

1994), vasodilatadoras, neuroprotetoras (JACOBSON; GAO, 2006) e imunossupressoras (J 

SPYCHALA, 1997), além de atuar como um potente inibidor da agregação plaquetária 

(BOROWIEC et al., 2006). Em condições fisiológicas, os nucleotídeos e nucleosídeo da 

adenina são encontrados no meio extracelular em baixas concentrações não atravessando a 

membrana celular, mas podendo realizar suas ações biológicas através de receptores 

específicos presentes na superfície celular, denominados receptores purinérgicos (VIRGILIO 

et al., 2001). O ATP extracelular e seus metabólitos são reconhecidos por duas famílias de 

receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes na superfície de diversas células cujos membros 

são ativados pela adenosina e por ATP e ADP, respectivamente (BURNSTOCK, 2015). Os 

purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas subclasses: acoplados à proteína G 

(metabotrópicos), chamados de P2Y e os ligados a canais iônicos, designados P2X (LA 

SALA et al., 2003). Em especial, o receptor subtipo P2X7 pode funcionar como um poro 

iônico não-seletivo em mastócitos, plaquetas, macrófagos e linfócitos (DUBYAK, 1993; 

VIRGILIO et al., 2001). A liberação de grande quantidade de ATP intracelular durante o 

processo inflamatório aumenta a sinalização purinérgica através da ativação do receptor P2X7 

desencadeando eventos pró-inflamatórios. A liberação da principal citocina, a IL-1β, durante 

o processo inflamatório, está associada com a atividade do receptor P2X7 (LISTER et al., 

2007). Estudos relacionando a ativação do receptor P2X7 à liberação e ativação de outras 
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citocinas como IL-1α, IL-2, IL-4, IL-6, IL-13, IL-18 e TNF-α também têm sido descritos 

(JACOB; NOVO; BACHERT, 2013; LOOMIS et al., 2003; MEHTA; HART; WEWERS, 

2001; SMITH; ALVAREZ; ESTES, 2001). 

O controle dos níveis extracelulares dos nucleotídeos da adenina e da adenosina, bem 

como a consequente sinalização purinérgica por eles induzida através dos receptores, é 

fundamental na manutenção dos processos fisiológicos de sinalização purinérgica como 

secreção, inflamação, fluxo sanguíneo, dentre outros (ROBSON; SÉVIGNY; 

ZIMMERMANN, 2006). Este controle é realizado por uma variedade de enzimas ancoradas à 

superfície celular ou localizadas no meio intersticial de forma solúvel (ROBSON; SÉVIGNY; 

ZIMMERMANN, 2006). Essas enzimas são conhecidas como ectonucleotidases e podem ser 

classificadas como E-NTPDase (nucleosídeo trifostato 5’-difosfohidrolase ou apirase; EC 

3.6.1.5), E-NPP (nucleosídeo pirofosfato/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1), fosfatases alcalinas e 

Ecto-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5) sendo amplamente distribuídas nos tecidos 

(ZIMMERMANN, 1999).  

Estas enzimas atuam formando uma cadeia enzimática que tem início com a ação da 

E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrólise do ATP e do ADP, formando AMP. A 

seguir a enzima Ecto-5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do AMP formando adenosina 

(GODING, 2000; ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006). Ainda, seguindo a 

sequência de degradação dos nucleotídeos, a enzima E-ADA (adenosina desaminase; EC 

3.5.4.4) regula as concentrações de adenosina, através da conversão em inosina (BOURS et 

al., 2006).  

Além de possuírem papel essencial na regulação dos níveis de nucleotídeos e 

nucleosídeo da adenina, as ectoenzimas possuem ações extremamente importantes no sistema 

imunológico. A E-NTPDase é conhecida como um marcador de superfície celular (CD39). No 

sistema vascular, a NTPDase-1 desempenha um papel importante no sistema hemostático, 

uma vez que ela controla os efeitos pró-trombóticos e pró-inflamatórios de nucleotídeos como 

o ATP e o ADP, prevenindo assim a formação de coágulos e a vaso-oclusão (YEGUTKIN, 

2008). Por sua vez, a enzima Ecto-5’-nucleotidase é um marcador de superfície celular 

(CD73) e a principal fonte enzimática de adenosina no meio extracelular, enquanto a ADA, 

tornou-se conhecida como um marcador molecular de ativação de células T (FRANCO et al., 

1997), sendo que alterações em sua atividade têm sido consideradas indicadores de distúrbios 

imunológicos (POURSHARIFI et al., 2009).  

O sistema purinérgico desempenha função importante na manutenção da hemostasia 

normal, prevenindo excessiva agregação plaquetária e estando relacionado à resposta 



41 

 

inflamatória. Tendo em vista que o quadro de disfunção generalizada no endotélio, durante o 

processo de pré-eclâmpsia, pode ser responsável por todos os aspectos clínicos dessa 

síndrome torna-se de interesse científico a avaliação da sinalização purinérgica nas pacientes 

acometidas com essa alteração patológica. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar os índices plaquetários, atividade da E-NTPDase e da Ecto-5'-nucleotidase em 

plaquetas de gestantes normotensas e com pré-eclâmpsia 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a agregação plaquetária em gestantes normotensas e com pré-eclâmpsia; 

- Determinar os valores de IPF e VPM em gestantes normotensas e com pré-eclâmpsia; 

- Avaliar a atividade e a expressão das enzimas E-NTPDase e E-5-nucleotidase em plaquetas 

de gestantes normotensas e com pré-eclâmpsia; 

- Correlacionar os parâmetros de agregação plaquetária, IPF e a atividade e expressão das 

enzimas E-NTPDase e E-5-nucleotidase; 

- Verificar relação do envolvimento do sistema purinérgico entre os fatores de risco e o 

surgimento da pré-eclâmpsia.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

  



44 

 

4 MANUSCRITOS 

 

 Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob forma de dois 

manuscritos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas, encontram-se compondo os próprios manuscritos e representam a íntegra deste 

estudo.  

Os manuscritos estão estruturados de acordo com as normas das revistas científicas 

para os quais foram submetidos: Blood Coagulation & Fibrinolysis, (Manuscrito I) e Journal 

of Applied Biomedicine (Manuscrito II). 

 

Manuscrito I: Preeclampsia: relationship between platelet parameters and system purinergic. 

Manuscrito II: Preeclampsia: risk factors associated of purinergic system. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

4.1 MANUSCRITO I 

 

Preeclampsia: relationship between platelet parameters and system purinergic. 

 

Taís C. Almeida1,3*, Matheus H. Jantsch4, Luiz F. Carli4, Karine L. Silveira1,3, Karla N. 

Pereira5, Pâmela B. Soares5, Luana P. Pelinson2, Jucimara Baldissarelli2, Maria Rosa C. 

Schetinger2, Daniela B. R. Leal1,2,4, José E. P. Silva1,2 

 

1Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências da Saúde, 

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil 

2Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica, Centro de Ciências Naturais e 

Exatas, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul Brazil 

3Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas, Centro de Ciências da Saúde, 

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil 

4Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciências da Saúde, Universidade 

Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 97105-900, Santa Maria, RS, Brazil 

5Laboratório de Análises Clínicas, Hospital Universitário de Santa Maria, RS, Brazil 

 

*Corresponding Author: Dr. Taís Corrêa Almeida 

Universidade Federal de Santa Maria, Centro de Ciências da Saúde, Departamento de 

Análises Clínicas e Toxicológicas, Avenida Roraima 1000, Prédio 26, Sala 1357, 

Camobi, 97105-900, Santa Maria-RS, Brazil. Tel.: + 55 55 2208464 

E-mail:  tais.correa@yahoo.com.br 

 

 

 

mailto:tais.correa@yahoo.com.br


46 

 

Abstract 

Background: Haemostatic and immunological changes occur during pregnancy and are 

exacerbated in pregnant women with hypertensive disorder, and with preeclampsia (PE). We 

investigated platelet indices, E-NTPDase and Ecto-5-nucleotidase activity in platelets of 

normotensive pregnant women and with PE. Methods: Platelet aggregation, immature platelet 

fraction (IPF), adenosine deaminase activity (E-ADA), activity and expression of E-NTPDase 

(CD39) e E-5’-nucleotidase (CD73) and platelet activation marker (CD63) were measured in 

150 woman divided into three groups: non-pregnant woman (nonP), normotensive-pregnant 

(NP) and preeclamptic woman (PE). Results: The results showed an increase of 74% and 72% 

of platelet aggregation after addition of 5 µM and 10µM, respectively, of the adenosine 

diphosphate agonist (ADP); reduction of  9% platelet counts; 39% increase in IPF; 7-fold 

increase in ADA activity; reduction of 37% and 36% of ATP and ADP hydrolysis, 

respectively; correlation between platelet count, activation markers and activity and 

expression of enzymes in pregnant women with pre-eclampsia. Conclusions: Our results 

demonstrate a direct relationship between increased platelet aggregation, IPF and ADA 

activity. In addition, it was found that PE is associated with a greater number of correlations 

suggesting that the process is multifactorial. It is possible that analysis these parameters may 

be useful peripheral markers of PE.  

 

Keywords: preeclampsia, immature platelet fraction, platelets, adenosine deaminase activity, 

purinergic system, platelet activation markers, biomarker 
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Introduction 

 Gestational hypertensive disorders are one of the leading causes of fetal-maternal 

morbidity and mortality [1]. The aetiology of preeclampsia (PE) is unknown, and its 

pathophysiological mechanisms are related to placental ischaemia, inflammation, and changes 

in coagulation [2-4]. These mechanisms appear to be a consequence of a complex interaction 

of the placental and maternal tissue, leading to generalised endothelial dysfunction [5-6]. This 

causes a further accentuation in the normal shift of haemostatic equilibrium toward 

hypercoagulability. 

 Hypercoagulability is observed in normal pregnancies, however, this phenomenon is 

potentiated in PE [7]. Platelet aggregation can be stimulated by some substances, including 

collagen, adenosine diphosphate (ADP), epinephrine, thrombin, and serotonin. Platelet 

adhesion may therefore trigger homeostasis and thrombosis in endothelial cells. Three major 

thromboregulatory mechanisms exist that are associated with the vascular endothelium, 

including endothelial release of endothelium-derived relaxing factor, nitric oxide, 

ectonucleotidases and eicosanoids [8].  

 Thrombus formation causes endothelial damage which can generate a vascular response 

through extracellular adenine nucleotides, such as adenosine triphosphate (ATP), adenosine 

diphosphate (ADP) and adenosine, which interact with specific platelet and endothelial cell 

receptors [9]. In the vascular system these molecules participate in platelet activity, and ADP 

is involved in the recruitment and aggregation of platelets [10]. In addition, these molecules 

also participate in the activation or inhibition of the immune system. Depending on the 

concentration, ATP has pro-inflammatory functions, as it is responsible for the stimulation 

and proliferation of lymphocytes, these cells being involved in the release of cytokines [11]. 

Meanwhile, adenosine appears as an anti-inflammatory molecule [12]. Adenine nucleotides 

and adenosine released into the extracellular space play their biological roles through their 
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binding to the purinergic receptors present on the cell membrane [13]. These enzymes act 

together, forming an enzymatic chain that begins with the action of E-NTPDase (EC 3.6.1.5) 

and E-NPP, which hydrolyze ATP, forming the AMP. Eight subtypes of E-NTPDase are 

known, and E-NTPDase-1, which is known as CD39, plays a critical role in modulating the 

effect of ATP in inflammation. E-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5), also known as CD73, 

hydrolyzes AMP to adenosine and is involved in immunomodulation and inflammatory 

processes [10]. Finally, adenosine is deaminated by Ecto-adenosine deaminase (E-ADA; EC 

3.5.4.4) in inosine [14]. Adenosine is an endogenous regulatory metabolite and inhibitor of 

platelet aggregation. Thus, ADA removes the adenosine produced by further degradation of 

ATP and ADP, thereby rendering it unavailable to reduce the degree of aggregation that 

occurs through an effect on cyclic platelet adenosine monophosphate [15]. Leal et al.[16] 

demonstrated an increase in ADA activity with the consequent hydrolysis of adenosine in 

pregnant women with PE, suggesting serum ADA activity and the aggregation of peripheral 

markers of pregnancy are associated with PE. In addition, the purinergic cascade is still 

controlled by enzymes that regulate levels of other purines known as hypoxanthine, xanthine 

and uric acid, the latter being a potent antioxidant molecule [17]. 

 Due to exaggerated platelet aggregation, thrombocytopenia is commonly observed in 

pregnant women [18]. The immature platelet fraction (IPF) corresponds to the level of platelet 

production in the bone marrow. It reflects the stage of thrombopoiesis and can be used to 

distinguish the causes of thrombocytopenia, as it is a more stable parameter than mean platelet 

volume (MPV) [19,20]. Studies suggest that IPF and MPV would be increased and total 

platelet numbers decreased in hypertensive compared with normotensive pregnancy [19]. 

 In addition to their value in understanding the pathophysiology of PE, some markers of 

these changes can also be used for the clinical management of complicated pregnancies. Since 

purinergic system enzymes are present in the platelet membranes, playing an important role in 
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the maintenance of normal hemostasis and in the inflammatory response, it is relevant and of 

scientific interest to evaluate the activity of the ectonucleotidases involved in the degradation 

of nucleotides and nucleoside adenine in pregnant women with preeclampsia.  

 Considering that hemostatic and inflammatory changes associated with normal 

pregnancy are more exacerbated in PE, it becomes relevant to study these mechanisms as a 

way of understanding the profile of this imbalance and act preventively. Therefore, this study 

proposes analyze the relationship between platelet parameters, as well as activity and 

expression of E-NTPDase and Ecto-5'nucleotidase were performed in normotensive-pregnant 

and preeclamptic woman. 

  

Methods 

Chemicals 

 Adenosine nucleoside, Coomassie Brilliant Blue G, and bovine serum albumin were 

obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) and ADP was obtained from Chrono-Log 

Corporation (Havertown, USA). All other reagents were of analytical grade and of the highest 

purity available. 

 

Patients  

 A cross-sectional study was conducted on 150 women. Patients were divided into three 

groups: non-pregnant woman (nonP, n = 50), normotensive-pregnant (NP, n = 50) and 

preeclamptic woman (PE, n = 50). Normotensive-pregnant and woman non-pregnant woman 

were recruited at the Basic Health Unit Wilson Noal, Santa Maria, RS and preeclamptic 

woman were recruited at the Federal University of Santa Maria Santa Maria, RS, Brazil, and 

all participants signed an informed consent form. The Human Ethics Committee of the Health 

Science Centre from Federal University of Santa Maria, protocol number 
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42347615.6.0000.5346, Brazil, approved the protocol. Each group was carefully selected by a 

clinical evaluation. None of these women had other relevant disease states. Women with an 

unfavourable outcome of pregnancy were excluded from the investigation. Inclusion of 

women sought to maintain similarity of age and gestational age among the groups, seeking 

greater homogeneity among subjects. Blood samples from pregnant women were obtained 

from the twentieth week of gestation. 

 The NP group consisted of pregnant women (simple pregnancy), with systolic/diastolic 

blood pressure ≤ 120 x 80 mmHg and no proteinuria. The PE group was selected based on the 

criteria of the National High Blood Pressure Education Program Working Group on High 

Blood Pressure in Pregnancy [16]. PE was defined as systolic and diastolic blood pressure of 

≥ 140 x 90 and/or ≥ 90 mmHg, respectively, accompanied by proteinuria ≥ 0.3 g/24 h after 20 

weeks of gestation. 

 

Blood samples 

 Peripheral blood (10 mL) was collected by venous puncture from the antecubital region 

into one Vacutainer® tube containing 5% ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and two 

Vacutainer® tubes containing 0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9). The samples 

obtained from each participant were used for the preparation of platelet-rich plasma (PRP) 

and platelet-poor plasma (PPP). Biochemical and haematological parameters were 

subsequently determined in EDTA blood. 

 

Platelet aggregation 

 For platelet aggregation, 4 mL of blood in the Vacutainer® system was treated with 

0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9). Was analyzed by the method of Born and Cross 

[21] across turbidimetric measurement with a Chrono-log optical aggregometer, 
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AGGRO/LINK® Model 810-CA software for Windows (version 5.1). PRP was prepared by 

centrifugation for 12 min at 1000 rpm and PPP was prepared by centrifugation of the sample 

at 3700 rpm for 30 min. After calibration of the aggregometer, the patient's data concerning 

the assays and reagents were entered on a computer coupled to the equipment, and the 

patient's test was performed. Aggregation was measured at 37°C and expressed as the 

maximal percentage change in light transmittance from baseline at 5 min after the addition of 

5 and 10 μM of the agonist ADP, with PPP as a reference. The results were expressed as 

percentage of aggregation. 

 

Immature platelet fraction (IPF) and mean platelet volume (MPV) 

 The evaluation of IPF was performed within 2 h of the collection of 2 mL of blood in 

tubes with EDTA using the XE-5000® (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) automated 

hematology system. The platelets and platelet index counts were conducted using the 

impedance method, which also provided MPV and platelet distribution width (PDW). IPF was 

quantified using the optical fluorescence method conducted in the reticulocyte/optical platelet 

channel of the same equipment. In this approach, a polymethine fluorescent dye is used to 

stain the DNA and RNA of the reticulated cells, platelet membranes, and granules. This 

method allows the simultaneous counting of reticulocytes, erythrocytes, and fluorescent 

platelets. 

 

Coagulation parameters 

 Prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin (PTT) and fibrinogen were 

determined in the samples containing citrate through automated system ACL TOP 300 IL. 

 

Platelet preparation 
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 For platelet isolation, platelets were separated from PRP from the collector in the 

vacutainer system with 0.126 M sodium citrate anticoagulant (1:9) according to Pilla et al. 

[22] with modifications by Lunkes et al. [23]. Initially, whole blood was centrifuged for 12 

min at 1000 rpm to obtain PRP. The PRP was centrifuged at 3700 rpm for 30 min, washed 

twice with 3.5 mM HEPES buffer containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCl, and 5.5 mM 

glucose, and centrifuged at 3500 rpm for 10 min. The washed platelets were resuspended in 

HEPES buffer and the protein concentration was adjusted to 0.4–0.6 mg/mL and used to 

determine enzymatic activities. 

 

Protein determination 

 Protein content was measured by the Coomassie Blue method according to Bradford 

[24], using bovine serum albumin as the standard. This assay is based on the binding of the 

dye Coomassie Blue G-250 to protein, which is accompanied by measurement of the 

absorbance maximum of the solution at 595 nm. 

 

Determination of enzymatic activity of E-NTPDase and E-5'-nucleotidase in platelets 

The enzymatic activity of E-NTPDase in platelets was performed in duplicate and 

determined by colorimetric assay by quantifying the inorganic phosphate released in the 

nucleotide hydrolysis reaction, according to Pilla et al. (1996) and Ecto-5'-nucleotidase by the 

same method, but with some modifications, and the colorimetric assay according to Chan et 

al. (1986). 

 

ADA assay 

 ADA activity from platelets was determined as described by Guisti and Galanti [25]. 

This method is based on he direct measurement of the formation of ammonia, which is 
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produced when ADA acts in excess of adenosine. Briefly, 50 μL of platelets was reacted with 

21 mmol/L of adenosine (pH 6.5) and incubated at 37°C for 1 h. The reaction was stopped by 

the addition of 106 mM sodium nitroprussiate and 167.8 mM hypochlorite solution. 

Ammonium sulfate (75 mM) was used as the ammonium standard. All experiments were 

performed in triplicate and the values were expressed in nmol/NH3/min/mg of protein. One 

unit (1 U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1 mmol of 

ammonia per min from adenosine at standard assay conditions. 

 

Determination of expression of CD39, CD63 and CD73 in platelets by flow cytometry 

E-NTPDase (CD39), E-5'-Nucleotidase (CD73) and CD63 expressions were assessed 

by flow cytometry. The cells were then incubated with anti-CD39, anti-CD73 and anti-CD63 

and were analyzed by flow cytometry using the BD Accuri C6 flow cytometer.  

 

Statistical analysis 

 Normality of data was evaluated using the Kolmogorov–Smirnov test. The data were 

analyzed using unpaired one-way analysis of variance followed by Tukey. The results were 

given as mean ± standard error of the mean (mean ± SEM) or median ± interquartile range 

and values of P < 0.05 were considered significant. Pearson’s test correlation analysis was 

used to evaluated the correlation. Should be noted that in some analyzes there were not 

enough samples, so n is reduced. 

 

Results 

Subjects 

 The demographic and clinical data are shown in Table I. There were significant 

differences in the PE group in terms body mass index (31.92; SEM = 0.82; n = 50; ***P < 
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0.001), systolic blood pressure (159.00; SEM = 3.31; n = 50; ***P < 0.001), diastolic blood 

pressure (99.80; SEM = 3.35; n = 50; ***P < 0.001), compared with the nonP group. However, 

there were no significant differences between groups in terms of nulliparity, gestational age 

and previous abortions. 

 

Platelet aggregation 

 Platelet function was assessed by monitoring platelet aggregation in response to 

stimulation by ADP. Using 5 μM of ADP as agonist, the percentages of platelet aggregation 

presented an increase of 73.60% in the PE group (66.80; SEM = 7.69; n = 15; ***P < 0.001) 

compared with the NP group (38.47; SEM = 2.30; n = 15; *P < 0.05) and 2-fold higher 

compared with the nonP group (29.47; SEM = 3.13; n = 15; ***P < 0.001) (Figure 1A). Figure 

1B shows the percentage of platelet aggregation when 10 μM of ADP was used as an agonist. 

Percentages of platelet aggregation presented an increase of 72.18% the PE group (66.24; 

SEM = 6.86; n = 15; **P < 0.01) compared with the NP group (38.47; SEM = 3.36; n = 17; *P 

< 0.05) and 2-fold higher compared with the nonP group (32.76; SEM = 2.57; n = 17; ***P < 

0.001). 

 

Coagulation parameters  

 The coagulation parameters, platelets, PT and fibrinogen, they are altered in patients 

with PE (Table 2). Platelets were reduced by 18.70% in the PE group (196.70 x 103 µL; SEM 

= 7.30; n = 50; *P < 0.05) compared with the NP group (233.60 x 103 µL; SEM = 8.81; n = 

50; P < 0.05) and 28.10% compared with the nonP group (273.60 x 103 µL; SEM = 9.46; n = 

50; *P < 0.05). An increase of 36.10% and 38.70% of the fibrinogen in the PE group (438.5 

mg/dL; SEM = 11.27; n = 50; ***P < 0.001) and NP group (446.90 mg/dL; SEM = 7.92; n = 

50; ***P < 0.001), respectively, was observed when compared to the nonP group (322.2 
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mg/dL; SEM = 39.64; n = 50). However, there no was significant difference observed in the 

analysis of MPV, PDW and PTT. 

 Pregnant preeclamptic presented a significant increase of 39.20% in IPF (7.82%; SEM 

= 0.64; n = 50; *P < 0.05) compared with the NP group (5.61%; SEM = 0.49; n = 50; *P < 

0.05) and 4-fold higher than the nonP (3.44%; SEM = 0.23; n = 50; ***P < 0.001) (Figure 2). 

 

ADA activity 

 Results obtained for adenosine deamination by E-ADA are shown in Figure 3. The 

adenosine deamination activity was altered in groups of pregnant women PE. This activity 

was increased 7-fold in the PE group patients (59.17 U ADA/mg of protein; SEM = 4.87; n = 

40; ***P < 0.001) compared with the NP group (8.49 U ADA/mg of protein; SEM = 0.88; n = 

40; ***P < 0.001) and 4-fold in the nonP group (14.88 U ADA/mg of protein; SEM = 1.54; n = 

40; ***P < 0.001). 

 

E-NTPDase activity 

The results of E-NTPDase activity on platelets using ATP as a substrate are shown in Figure 

4A. The hydrolysis of ATP is reduced by 36.87% in the PE group (7.48 nmol Pi/min/mg 

protein; SEM = 0,67; n = 40; ***P < 0.001) when compared to NP group (11.85 nmol 

Pi/min/mg protein; SEM = 0.80; n = 40; ***P < 0.001) and 31.25 % when compared to nonP 

group (10.88 nmol Pi/min/mg protein; SEM = 0.74; n = 40; **P < 0.01). The results obtained 

for E-NTPDase activity when ADP is used as the substrate are shown in Figure 4B. The 

hydrolysis of ADP is also reduced by 35.78% in the PE group (6.82 nmol Pi/min/mg protein; 

SEM = 0.55; n = 40; *P < 0.05) when compared to NP group (10.62 nmol Pi/min/mg protein; 

SEM = 1.18; n = 40; *P < 0.05) and 27.70% when compared to the nonP group (9.18 nmol 

Pi/min/mg protein; SEM = 0.54; n = 40 *P < 0.05).  
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Activity of Ecto-5'-nucleotidase 

Figure 4C shows the hydrolysis of AMP by Ecto-5'-nucleotidase in platelets of different 

groups. However, there was no significant difference among the three groups.  

 

Correlation between platelet count, IPF, enzymatic activity and expression of E-NTPDase 

and E-5'-nucleotidase hydrolysis in the platelets 

 In order to evaluate the correlation between the platelet count and the cytometric 

analysis, Pearson correlation was performed. Figure 5 shows the correlation coefficients (r) 

obtained for all parameters in each of the groups studied. In the PE group, seven significant 

correlations were observed; in the NP group, three significant correlations and in the control 

group only a significant correlation was observed. 

 

Discussion 

 Platelet aggregation, immature platelet fraction (IPF), adenosine deaminase activity 

(ADA), activity and expression of E-NTPDase (CD39) e E-5’-nucleotidase (CD73) and 

platelet activation marker (CD63) were measured in preeclamptic woman. The findings of the 

present study demonstrate that patients with PE exhibit increased platelet aggregation 

compared with the NP group. Leal et al. [16] also showed changes in coagulation in pregnant 

women with PE using the same concentrations of agonist as this study. This may be a result of 

abnormal placental perfusion in pregnant women with PE. The pathophysiology of PE has not 

been elucidated, however, the main hypothesis involves placental ischaemia [26]. An 

abnormal trophoblastic invasion is believed to occur, causing a reduction in placental blood 

flow and consequently maternal endothelial dysfunction and increased vascular permeability. 

Therefore, the contact of platelets with the injured endothelium activates the coagulation 

system, which can increase both consumption and bone marrow production of platelets [27]. 
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 The observed increase in platelet aggregation should lead to platelet exhaustion and 

consumption and consequent lowering of the platelet count. The results of this study are in 

agreement with Leal et al. [16], Alsheeha et al. [28], and Sahin et al. [29], in that the platelet 

count was decreased significantly in patients with PE compared with the NP group. The 

reflection of excess platelet consumption can also be visualised through PT. This parameter is 

high in our study in pregnant women with PE demonstrating a short time to coagulate due to a 

drop in platelet count.  

 It has been suggested that the pathophysiological process of PE provokes a cascade 

effect on maternal coagulation obtaining inversely proportional parameters: increased platelet 

aggregation and decreased platelet count. Consequently, this coagulation process changes the 

number of immature platelets in pregnant women with PE. This study investigated the IPF 

and showed a significant increase in pregnant women with PE compared with the NP group. 

Although there are few studies on IPF, Everett et al. [30] and Moraes et al. [19] is has been 

demonstrated results that are consistent with this study. Evaluation of the IPF is an early 

marker signalling an increase in platelet consumption due to exaggerated coagulation. We 

considered IPF as an early marker of PE since the marker of platelet function (MPV) was not 

significant in pregnant women with PE in this study. The decrease in the number of platelets 

stimulates increased synthesis with the consequent release of younger platelets, which tend to 

be larger, into the circulation. This heterogeneity with respect to the volume and density of 

platelets is evaluated by the MPV [4]. It is believed that it is not possible to observe the 

increase in MPV because this process occurs later compared with the IPF. Studies consider 

IPF as a more stable parameter for evaluation of thrombocytopenia compared with MPV 

[31,32]. Although MPV is altered in pregnant women with PE, this parameter has a low value 

for predicting the disease [19,20]. The principle of evaluation and laboratory identification of 

the IPF is due to the fact that these platelets have cytoplasmic RNA configuring as immature 
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denoting that the bone marrow has released them into the circulation early. Therefore, the IPF 

corresponds to the level of immature platelets that are larger and more reactive than mature 

platelets, reflecting the stage of thrombopoiesis [19.33]. When thrombocytopenia is caused by 

bone marrow failure, the percentage of immature platelets will be decreased, whereas in the 

case of thrombocytopenia caused by peripheral destruction, the percentage of immature 

platelets will be increased, as observed previously [34]. In-depth study of the IPF is relevant 

since this method is rapid and accessible, and can be introduced into the care of pregnant 

women with PE. This study provides important information regarding the relevance of 

platelets in this syndrome. It has been suggested that this parameter, which is thought to be of 

little clinical use, be used as a screening test for early laboratory identification of 

thrombocytopenia provoked by PE due to the increase in the peripheral destruction of 

platelets. 

 As has already been shown, the hypercoagulation present in pregnant women with PE is 

due to platelet hyperactivity. However, platelet aggregation occurs after signalling the 

inflammatory process by endothelial dysfunction caused by placental ischaemia. This cell-

mediated immune response may be seen in this study as the increased ADA activity in 

pregnant women with PE. The association between elevated ADA activity and PE was first 

reported by Yoneyama et al. [35,36] and the results are in agreement with this study. Leal et 

al. [16] also observed increased ADA activity and platelet aggregation, suggesting them as 

peripheral markers of pregnancy associated with diabetes, PE, and HIV. We can relate this 

increase in ADA activity with the platelet aggregation observed in this study. The fact that 

ADA activity is increased in patients with PE may lead to a decrease in the concentration of 

adenosine, which would favour the stages of thrombosis. Adenosine degradation by ADA is 

probably due to elevated systemic inflammation, a characteristic of PE response [6]. In 

addition, the levels of ADA are increased when cellular immunity is stimulated and PE is a 
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condition in which there is enhanced cell-mediated immunity [26]. ADA activity is correlated 

with high levels of pro-inflammatory genes. Thus, the degradation of adenosine through ADA 

is probably an inflammatory response to PE [29]. In support of this, the increase in ADA 

would cause a decrease in the amount of adenosine, an important anti-aggregation marker, 

and with this there will be increased platelet aggregation, and consequently, platelet 

consumption will not be restored by the bone marrow in sufficient time, causing the release of 

immature platelets into the bloodstream. 

 As platelet aggregation also causes an inflammatory process, it is important to evaluate 

damage markers. Extracellular ATP is an important immune modulator that can be promptly 

released with other cellular components following stress or injury. In the immune system, 

ATP functions as an indicator of tissue destruction [37]. Extracellular ATP acts on 

inflammatory responses by binding to purinergic P2 receptors, which are expressed by almost 

all cell types, including cells of the immune system [38]. ATP levels can be regulated during 

inflammatory and immune responses by ectoenzymes [39]. Under normal physiological 

conditions, a large amount of ATP is stored inside the cells, while in the extracellular medium 

the ATP level is low. However, when there is process of hypoxia or oxidative stress large 

amounts of ATP are released into the extracellular medium [40]. In our study, a reduction of 

the ATP hydrolysis was observed which would provoke a greater amount of ATP in the 

extracellular environment. The actual cause of increased ATP in preeclampsia pregnant 

women is unknown, but it is possible that placental hypoxia, as well as activation of immune 

and endothelial cells and platelet aggregation, may lead to increased ATP [41,42]. The results 

of Spaans et al. [42] are consistent with ours, since they also observed a reduction in ATP 

hydrolysis, confirming through the low expression of CD39 in the placenta of pregnant 

women with PE. In addition, circulating ATP increases blood pressure in pregnant women 

with pre-eclampsia. This phenomenon can occur in two ways: through the activation of the 
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inflammatory response or inactivation of hemopexin activity [43,44]. Hemohexine has serine 

protease activity and is considered a free heme sequestrant [45]. In pregnant women with PE, 

the activity of hemopexin is reduced by ATP, causing an increase in the expression of 

angiotensin II receptor 1 and consequent increase in blood pressure [43,45]. Direct evidence 

of the role of ATP in the symptomatology of PE has been demonstrated in a study with 

pregnant rats in which infusion of ATP induced PE-like syndrome, including proteinuria, 

generalized inflammation, and increased blood pressure [46-48]. Thus, the balance of ATP is 

disturbed in pregnant women with PE. Which induces hypertension, activation of endothelial 

cells and systemic inflammation, configuring ATP as an important sign of danger in these 

pregnant women.  

 As well as ATP, the ADP does not normally circulate in plasma, it is stored in the 

platelet granules. However, when a hemostatic plug or thrombus formation process occurs, 

collagen and thrombin stimulate platelets to release ADP [49]. ADP is recognized for its 

platelet aggregation power, by changing the shape, refractoriness of cells and potentializing 

the effects of other aggregating agents [50].  In agreement with the results regarding platelet 

aggregation in pregnant women with PE of this study, reduced hydrolysis of ADP was 

observed, providing a greater amount of this substrate in the extracellular environment in pre-

eclamptic pregnant women. Thus, ADP stimulated by PE factors exacerbates the platelet 

aggregation process in these pregnant women. 

 In order to evaluate different parameters present in the PE process, the correlation 

between the platelet count and the cytometric analysis between platelet parameters, as well as 

its activity and expression of the purinergic system was evaluated. This finding is interesting 

and shows that there are an increasing number of parameters that correlate confirming the 

multifactorial process of PE. This allows us to infer that platelet activation occurs during 

pregnancy, which is more intense in PE. With this, it is understood that platelet activation is 
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stimulated by platelet exhaustion and consumption, which may suggest that platelet 

production would be intensified in the early stages of PE. In addition, the presence of IPF 

confirms the hypothesis that the decrease in the number of platelets would only be present 

when the activation of these exceeded its synthesis. 

 

Conclusions 

 We conclude that there is a relationship between the increase in platelet aggregation, 

IPF, and ADA activity in pregnant women with PE. It is believed that the endothelial 

dysfunction present in women with PE exacerbates these inflammatory and platelet 

aggregation mechanisms. Therefore, it is possible that analysis of parameters such as IPF, 

platelet aggregation, and ADA activity may be useful peripheral markers of PE.  
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Figure Legends 

 

Figure 1. Platelet aggregation using agonist adenosine diphosphate (ADP).  

1A. Platelet aggregation using ADP 05 μM in plasma obtained from non-pregnant woman 

(nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). 1B. Platelet 

aggregation using ADP) 10 μM in plasma obtained from non-pregnant woman (nonP), 

normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Data represent the median ± 

interquartile range. The symbol* represents statistical difference (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, n = 45). Kruskal-Wallis test for independent sample followed of Tukey test was used 

for the sample. 

 

Figure 2. Immature platelet fraction (IPF) platelets in plasma obtained from non-pregnant 

woman (nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Bars represent 

the median ± interquartile range. The symbol* represents statistical difference from the 

between groups. (Kruskal-Wallis test for independent sample followed of  Tukey test was 

used for the sample, *P < 0.05, n = 150). 

 

Figure 3. ADA activity in the platelets in plasma obtained from non-pregnant woman (nonP), 

normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). Bars represent the median ± 

interquartile range. The symbol* represents statistical difference from the between groups. 

(Kruskal-Wallis test for independent sample followed of Tukey test was used for the sample, 

*P < 0.05, n = 120). 

 

Figure 4. Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase) activity [hydrolysis 

of ATP (A) and ADP (B)] and Ecto-5’-nucleotidase [hydrolysis of AMP (C)] in platelets in 
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nonP, NP and PE group. Bars represent the median ± interquartile range. The symbol * 

represents statistical difference from the between groups. (Kruskal-Wallis test for independent 

sample followed of  Tukey test was used for the sample, **P  <  0.01,  *P  <  0.05, ***P <  

0.001, n = 120). 

 

Figure 5. Correlation between platelet count, IPF, enzymatic activity and expression of E-

NTPDase and E-5'-nucleotidase hydrolysis in the platelets in plasma obtained from non-

pregnant woman (nonP), normotensive-pregnancy (NP) and preeclamptic woman (PE). In 

bold are the values o of r that were significant *P < 0.05, n = 15). 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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              Table I. Demographic and clinical data. 

 

Data were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey test. Values represent mean ± SEM. 

*P < 0.05; **P < 0.001 and ***P < 0.001. nonP: non-pregnant woman; NP: normotensive pregnancy; 

PE: preeclampsia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
nonP                        

(n = 50) 

NP 

(n = 50) 

PE 

(n = 50) 

Age, years  27.50 ± 0.61 24.70 ± 0.79* 26.60 ± 1.09 

BMI 22.95 ± 0.41 28.23± 0.60*** 31.92 ± 0.82*** 

Nulliparous, n (%) - 15 (30) 20 (40) 

Gestational age, weeks - 33 ± 8.00 33 ± 4.30 

Previous abortions, n (%) - 0 5 (10) 

Systolic blood pressure, mmHg  116.00 ± 0.69 112.20 ± 1.40 159.00 ± 3.31*** 

Diastolic blood pressure 

mmHg                             

82.80 ± 0.99 
71.60 ± 1.25*** 99.80 ± 3.35*** 
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Table 2. Coagulation parameters of patients 

 

Data were evaluated by one-way ANOVA followed by Tukey test. Values represent mean ± 

SEM. *P < 0.05; **P < 0.001 and ***P < 0.001. nonP: non-pregnant woman; NP: normotensive 

pregnancy; PE: preeclampsia. MPV: mean platelet volume, PDW: platelet distribution width, 

PLT: platelets, PT: prothrombin time, PPT: activated partial thromboplastin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
nonP                            

(n = 50) 

NP 

(n = 50) 

PE 

(n = 55) 

MPV (fL) 10.43 ± 0.10 10.75 ± 0.17 10.77 ± 0.14 

PDW (fL) 12.60 ± 0.23 13.59 ± 0.39 13.49 ± 0.29 

PLT (103µL) 273.60 ± 9.46 233.60 ± 8.81** 196.70 ± 7.30*** 

PT (sec) 10.76 ± 0.18 10.28 ± 0.19* 9.75 ± 0.11*** 

PPT (sec) 27.95 ± 0.48 28.65 ± 1.31 26.41 ± 0.45 

Fibrinogen (mg/dL) 322.20 ± 39.64 446.90 ± 7.92*** 438.50 ± 11.27***  
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Abstract 

Preeclampsia (PE) is a common condition of pregnancy, marked by the onset of hypertension 

and proteinuria. The etiology is unknown and its pathophysiological mechanisms are related 

to placental hypoperfusion, endothelial dysfunction, inflammation, and coagulation disorders, 

leading to inadequate circulation in the mother, fetus and placenta. These processes involve 

purinergic signaling composed of nucleotides and nucleosides, as well as their respective 

receptors and the as enzymes responsible for their degradation. During the inflammatory 

process, among the mediators capable of modulating the actions of lymphocytes and platelets, 

we highlight ATP, ADP, AMP and adenosine, which correlate directly with the activity of E-

NTPDase, E-5'-nucleotidase, E-NPP and E-ADA. Adenine nucleotides may interact with 

purinergic receptors on the cell surface. The effects of the extracellular concentrations ATP 

are controlled, in part,  by the ectonucleotidases E-NTPDase and E-5'-nucleotidase, which act 

on ATP and its degradation products, reducing its concentration in the medium and 

culminating in the production of adenosine, which acts as an immunomodulator or is 

converted to inosine by adenosine deaminase (E-ADA). Several studies have reported 

changes in the activity and expression of these enzymes in some pathologies. Considering that 

PE is not a single disease, but a set of diseases with common clinical manifestations, it is 

interesting to evaluate the influence of these risk factors on the development of PE. Therefore, 

the purpose of this review is to establish a relationship between the purinergic signaling of 

risk factors and the development of PE. 

 

Keywords: preeclampsia, purinergic system, E-NTPDase, E-5'-nucleotidase. 
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Introduction 

Preeclampsia (PE) and other hypertensive disorders of pregnancy have major world-

wide consequences, with high maternal and perinatal mortality (Mabry-Hernandez and 

Romano, 2018; Steegers et al., 2010). The diagnostic criteria of this multisystem disorder 

were defined by International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) as 

being the raised blood pressure higher than 140/90 mm Hg on two or more occasions at least 

6 h apart with the patient at bed rest and proteinuria in excess of 300 mg protein/day after 20 

weeks of gestation (Brown et al., 2018). The etiology is unknown and its pathophysiological 

mechanisms are related to placental hypoperfusion, endothelial dysfunction, inflammation and 

coagulation disorders, leading to inadequate circulation in the mother, fetus and placenta 

(Amaral et al., 2017). The clinical manifestation of PE is not always evident and can progress 

rapidly even in the absence of its symptoms (Brett C. Young et al., 2010). The epidemiology 

of PE reflects a wide range of risk factors as well as the complexity and heterogeneity of the 

disease. Risk factors can be classified into pregnancy specific characteristics and maternal 

pre-existing features. Although the cause of preeclampsia remains unclear, several clinical 

risk factors have been described and include obesity, maladaptation immunological, genetic 

incompatibility and diabetes  (Bartsch et al., 2016; Bilano et al., 2014; Louise C. Kenny et al., 

2014; Lisonkova and Joseph, 2013; Paré et al., 2014). Therefore, it is not a surprise that an 

increasing number of studies has demonstrated purinergic system alterations in the 

pathogenesis of PE. On the other hand, there are no studies evaluating the influence of 

purinergic signaling on risk factors on the development of PE. Therefore, this study proposes 

to present an overview of purinergic signaling and risk factors and how they may influence 

the development of PE. 

 

Preeclampsia: purinergic signaling 
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Since the inflammatory process resulting from PE promotes activation of the immune 

and inflammatory responses, extracellular nucleotides are essential molecules for the initiation 

and maintenance of inflammatory reactions, since they are signaling molecules involved in a 

wide spectrum of biological effects (Virgilio and Vuerich, 2015). Their levels are controlled 

by a complex cell surface‐located group of enzymes called ectonucleotidases and adenosine 

deaminase. There are four major families of ectonucleotidases, nucleoside triphosphate 

diphosphohydrolases (NTPDases/CD39), ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterases 

(E‐NPPs), alkaline phosphatases and ecto‐5'‐nucleotidase. The purinergic system It is 

characterized by being an important signaling pathway in several tissues, unleashing multiple 

cellular effects, including immune response, inflammation, platelet aggregation, endothelium 

mediated vasodilation and cell death  (Rosa et al., 2007). The diphosphate and triphosphate 

nucleosides such as ADP and ATP, together with adenosine, are well known to control 

vascular response and endothelial damage. These nucleotides are secreted by platelets, 

leukocytes, damaged endothelial cells and represent an important class of extracellular 

molecules that play an important role in modulating the immune response (Burnstock, 2012; 

Robson et al., 2006). These molecules interact with purinergic receptors present on the cell 

surface and trigger the cascade of events that modulate various biological events, such as the 

immune response, platelet aggregation, and inflammation  (Ralevic and Burnstock, 2003). 

ATP serves as a Danger Associated Molecular Pattern (DAMP) for the immune system 

(Bönner et al., 2013; Bours et al., 2006). Under physiological conditions there are minimal 

amounts of ATP in the extracellular environment, however, in situations like PE their amount 

can triple (Bours et al., 2006). It is an important nucleotide in the process of vasodilation. At 

low concentrations increases the amount of collagen, thromboxane A2 and thrombin, favoring 

platelet aggregation. However, at higher concentrations, ATP inhibits platelet aggregation, 

possibly due to the fact that ATP generates adenosine, an important platelet inhibitor 
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(Packham and Rand, 2011). In pregnant women with PE, the values of ATP are high when 

compared to normotensive pregnant women (Bakker et al., 2007; Spaans et al., 2014). The 

exact cause for the increase of this nucleotide is unknown, however, placental hypoxia and 

activated endothelial and immune cells release increased amounts of ATP (Bakker et al., 

2013, 2007; Steegers et al., 2010). 

 The action of ADP on platelets is an important mediator of platelet aggregation and 

thromboregulation, being released into the bloodstream after tissue damage (Gachet, 2012; 

Packham and Rand, 2011). Data not yet published by our group, we observed a reduced 

NTPDase activity on the ADP substrate in pregnant women with PE compared to the non-

pregnant group. It is assumed that there a greater amount of ADP circulating in the medium 

provides an increase in platelet aggregation.  

Circulating adenosine plays many important biologic roles that relate to circulatory 

and metabolic control. The plasma level of adenosine is determined mainly by the balance 

between adenosine uptake and release from the platelets, vascular endothelium, and red blood 

cells (Yoneyama et al., 2000). In PE the activity of E-ADA is increased which provides a 

greater hydrolysis of adenosine, reducing its amount in the extracellular environment 

(Yoneyama et al., 2002, 2001). One of the possible reasons for this immune regulation is the 

increase in platelet aggregation in this group of pregnant women (Figure 1). In a study 

performed by Leal et al. (Leal et al., 2016), pregnant women with PE presented an increase in 

both E-ADA activity and platelet aggregation compared to the group of normotensive 

pregnant women. 

 

Risk factors for preeclampsia 

Some clinical disorders predispose women to acquire PE. The appropriate 

identification of women who are at increased risk of PE allows a better clinical and prognostic 
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management. In addition, PE screening and prevention techniques are more effective for 

women at high risk. It is important to emphasize that an important aspect for clinical practice 

is the individualized cumulative risk of these various risk factors in pregnant women. Thus, in 

this study we will address risk factors involving the process of obesity, diabetes, poor 

immunological adaptation and genetic incompatibility. 

 

Obesity 

The Global Health Organization (“Obesity and overweight,” 2015), estimates an 

increase in the percentage of overweight women (body mass index ≥ 25 kg/m2). The high 

prevalence of obesity has consequences such as miscarriage, thromboembolism and 

hypertensive complications (Oa et al., 2017; Yogev and Catalano, 2015). Given the obesity 

epidemic in the world, this is one of the largest attributable and potentially modifiable risk 

factors for PE. The risk of PE progressively increases with increasing BMI, even within the 

normal range. Obesity increases the overall risk of PE by approximately 3-fold (Bodnar et al., 

2005). A meta-analysis showed that the risk of developing PE doubled with each 5kg/m2 

increase in pre-gestational BMI (Brien et al., 2002). 

It is believed that obesity during gestation comes basically from the ingestion of foods 

and high caloric beverages  (Albala et al., 2002; Claudia Bambs, Jaime Cerda, 2008; de Onis 

et al., 2010). Due to the growing number of obese pregnant women, the Institute of Medicine 

has established clinical guidelines for healthy ranges of weight gain in pregnancy, concluding 

that the greater the body mass index, the lower the weight gain (Leddy et al., 2008). 

Obesity is associated with a low-grade systemic inflammation. In response the 

organism release TNF-α, one of the important cytokine what increase in concentration in 

adipose tissue (Burnstock and Gentile, 2018; Tang et al., 2015). The production of TNF-α, by 

adipose tissue is believed to regulate the size of adipocytes, constituting a homeostatic 
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mechanism in order to limit the size of adipocytes against excessive consumption (Cruz-

Garcia et al., 2011). Adenosine is an endogenous anti-inflammatory metabolite and is capable 

of suppressing macrophage activation and limiting cytokine release (Kalogeris et al., 2014). In 

response to this inflammatory condition caused by obesity, adenosine is released to decrease 

the production of cytokines. Given that both the adipocyte and the placenta have all the 

machinery to produce adenosine, it is not surprising that adenosine levels are elevated in 

overweight pregnant women (Badillo et al., 2017; Strouch et al., 2005). Although we do not 

know the biological result of the increase of adenosine in overweight pregnant women, we 

can not rule out the role of adenosine in the metabolic adaptations of pregnancy (Badillo et 

al., 2017). However, E-ADA acts on this adenosine to convert it into inosine, thereby 

decreasing the concentration of in the extracellular medium adenosine. Study by Jadhav et al. 

(Jadhav and Jain, 2012) supports this mechanism as ADA activity is increased in both 

overweight and obese subjects and the increase is directly proportional to the increase in BMI. 

By inactivating extracellular adenosine which is spontaneously released by adipocytes, ADA 

impairs the insulin sensitivity for glucose transport (Green, 1987). 

 

Diabetes 

Worldwide, about 600 million individuals are predicted to have diabetes mellitus 

(DM) by the year 2035 (Zimmet et al., 2014). The definition DM comprises a group of 

metabolic disorders that are characterized by dysregulation of glucose metabolism, which 

results from defects in insulin secretion, decreased insulin sensitivity, or both  (Shaw et al., 

2010). Studies have demonstrated that DM alters the ectoenzymes of purinergic system on 

brain and platelets of alloxan-induced diabetic mice and rats (Ghneim and Kordee, 2003; 

Lunkes et al., 2004; Schmatz et al., 2009). Corroborating with these data, a study by 

Baldissera et al. (Baldissera et al., 2017) demonstrated alterations in enzymes of the 
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purinergic system in serum (NTPDase, 5’-nucleotidadse and ADA) of diabetic mice 

suggesting that these alterations may be due to the inflammation process caused by the 

hyperglycemia. Glucose homeostasis and pathophysiology of DM are regulated by adenosine 

(Antonioli et al., 2015; Johnston-cox et al., 2012; Yip et al., 2000). Adenosine alters insulin 

secretion and regulates β-cell homeostasis by controlling the proliferation and regeneration of 

β-cells in addition to maintaining their survival in an inflammatory environment (Andersson, 

2013; Ohtani et al., 2013; Yang et al., 2012). Moreover, adenosine is recognized as a major 

regulator of cell responsiveness to insulin by controlling insulin signaling in adipose tissue, 

muscle and liver (Faulhaber-walter et al., 2011; Figler et al., 2011). ATP stimulates pancreatic 

insulin release through a glucose-dependent P2Y receptor-mediated mechanism and also 

modulates insulin secretion through interactions with ATP-sensitive potassium channels in 

islet β-cells. Biotin enhances ATP synthesis in pancreatic islets, resulting in reinforcement of 

glucose-induced insulin secretion (Burnstock, 2017). Pregnancy is a diabetogenic state with 

increasing burden on the mother’s metabolism. Insulin resistance is often found during 

pregnancy leading to a compensatory increase in pancreatic β-cell response and eventually 

hyperinsulinemia. Changes in hormonal levels as well as secretion of placental hormones such 

as progesterone, cortisol, human placental lactogen, prolactin and growth hormone further 

causen insulin resistance during pregnancy (Weissgerber and Mudd, 2015). Gestational 

diabetes mellitus (GDM) is defined as glucose intolerance detected during pregnancy 

(American Diabetes Association, 2014). The prevalence of GDM is increasing and affects 

between 1 and 14% of all pregnancies, caused by a global increase in the number of women 

with obesity around reproductive age (Moses et al., 2011). Furthermore, diabetes practically 

doubles the risk of developing PE (Weissgerber and Mudd, 2015). Diabetes results from 

altered vascular function originating from endothelial dysfunction. Based on this information, 

there is a relationship between increased levels of adenosine and the onset of endothelial 
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dysfunction in human umbilical veins during gestational diabetes (Muñoz et al. 2006; Farías 

et al., 2010; San Martín and Sobrevia, 2006). However, evaluating pregnant women with 

diabetes and PE, Leal et al. (Leal et al., 2016) demonstrated that there is an increase in E-

ADA activity with consequent hydrolysis of adenosine which could be partially related to 

increased platelet aggregation.  

 

Maladaptation immunological  

 Studies suggest that maladaptation immunological is a factor of PE etiology (Djurisic 

and Hviid, 2014). Maladaptation immunological may cause superficial intravascular 

trophoblastic invasion and may elude placental ischemia and endothelial cell dysfunction. As 

a consequence can cause the secretion of toxic cytokines and free radicals (Walker, 2000). PE 

is a typically human disease, therefore, the expressive size of the human fetal brain 

necessitates a deep trophoblastic invasion. However, this process will only occur if there are 

significant immunogenic adaptations in terms of tolerance between maternal and paternal 

tissues (Robillard, Gustaaf  and Dekker, 2002). 

 The causes of maladaptation immunological mainly involve the influence of inflammatory 

processes generated from the reaction of the maternal mechanism against the foreign paternal 

antigens causing a superficial trophoblastic invasion (Roberts and Lain, 2002).   

It is believed that this maladaptation acts in response to the inflammatory reaction 

caused by gestation. Different immunological studies have led to the hypothesis that 

immunological mechanisms probably contribute to the pathogenesis of PE (Djurisic and 

Hviid, 2014; Roberts and Lain, 2002; Walker, 2000). However, the molecular and biological 

mechanisms responsible for this immune dysfunction are unclear. During gestation, the 

mother's immune systems should recognize the presence of foreign allogenic cells. Gestation 
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is characterized by a natural allograft and the mother may have genes against the paternal 

HLA which would belong to a group other than yours.  

Research suggests that less time to exposure to the paternal antigens increases the risk 

of the PE (Louise C Kenny et al., 2014; Luo et al., 2007; Robillard et al., 1999, 1994). 

Besides that, practical evidence of poor immunological adaptation leading to the development 

of EP includes the introduction of multiparous women with a new partner, artificial 

insemination with donor sperm and use of barrier contraceptives. Research confirms that 

maternal exposure to sperm confers a protective mechanism (Einarsson et al., 2003; Saftlas et 

al., 2013). 

In view of the fact that poor immune adaptation is related to a failure to change the 

inflammatory reaction. Purinergic signaling of this maladaptation manifests itself through the 

inflammatory process. With this, it is possible to deduce that in these cases there is an 

increase of extracellular ATP, since it is a signal of damage. The involvement of ATP in the 

inflammatory process occurs through the production and release of cytokines and release of 

histamine with consequent production of prostaglandins. A greater release adenosine is also 

present as it is a potent anti-inflammatory agent (la Sala et al., 2003). 

 

Genetic incompatibility 

Research indicates a possible involvement of the antigen recognition system through 

human leukocyte antigens (HLA). The three most commonly expressed subtypes are HLA A, 

B and D. It should be noted that cytotrophoblast cells do not express these more common 

types, but HLA C, G and E subtypes. This differentiated expression of the HLA is 

fundamental so that the mother does not recognize the fetus as a foreign body and thus does 

not begin a reaction of rejection to the fetal tissues (Rokhafrooz et al., 2018; Tersigni et al., 

2018; Vianna et al., 2016). NK lymphocytes play a key role in pregnancy acceptance. They 
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bind to the HLA cytotrophoblast and stimulate the production of cytokines that will provide 

trophoblastic invasion (Emmery et al., 2017). A study by Hiby et al. (Hiby et al., 2004) 

showed that when the AA subtype in NK bound to the specific HLA-C subtype, the 

production of the trophoblast stimulating cytokines was much lower and that specific 

combination of NK-AA and HLA-C1 was found more frequently in women who developed 

PE. Since the gene that synthesizes HLA is inherited from the father and what synthesizes NK 

is inherited from the mother, they suggested that this could be one of the mechanisms 

involved in the pattern of genetic inheritance of PE. This study also demonstrated that 

different HLA-C subtypes in combination with different NK subtypes could stimulate or 

inhibit trophoblastic invasion to different degrees, reinforcing the hypothesis that the 

occurrence of PE will also depend on the genetic compatibility of the couple  (Hiby et al., 

2004). 

As there are no studies relating the purinergic system and the genetic incompatibility 

existing in PE, we performed an analysis of the purinergic system in the mechanism of 

chronic rejection of transplanted organs. This relationship will be made since the mechanism 

of organ transplant rejection resembles the process of interaction between the mother's NK 

lymphocytes and the fetal HLA antigens. In episodes of chronic rejection, the endothelial 

layer is invariably damaged, triggering a collateral pathway of coagulation mediated through 

thrombin. The effects are mediated through protease-activated receptors and lead to the 

activation of platelets, endothelial cells and immune cells. This response is synergistically 

augmented through the release of ADP by activated platelets and endothelial cells, resulting in 

ectonucleotidase mediated production of AMP and adenosine (Shrivastava et al., 2007). 

Bearing in mind the destructive effects of thrombus formation in mediating transplant 

rejection and its biological pathways of formation, one can appreciate the role of 

ectonucleotidases in modulating of these responses (Imai et al., 2000; Zeiser and Robson, 
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2016). The expression of CD39 has been reported to be significantly decreased in in chronic 

rejection. This fact was confirmed in a study involving model of rejection in mice. Mice that 

overexpressed human CD39 increased survival of cardiac allografts along with protection 

against thrombosis (Dwyer et al., 2004). Therefore, it is assumed that the genetic 

incompatibility between mother and fetus during PE also presents the imbalance of the 

purinergic cascade. The expression is reduced of CD39 and CD73 would provide an increase 

in platelet aggregation, potentiating the PE process. 

 

Conclusions 

Preeclampsia is characterized by inflammatory manifestations and platelet 

aggregation. The causal mechanisms of preeclampsia remain incompletely understood. 

Accumulating evidence supports a consensus that inflammation, immune maladaptation, and 

disturbances in pro- vs. anti-angiogenic factors are likely important contributing an etiological 

factors. The causal mechanisms of PE remain incompletely understood. Accumulating 

evidence supports a consensus that oxidative stress, immune maladaptation, and disturbances 

in pro- vs. anti-angiogenic factors are likely important contributing etiological factors. The 

understanding of the pathogenic mechanisms and its risk factors involved in this disease may 

help uncover crucial information to clarify its origin and may enable the development of 

treatment targets. The signaling of the purinergic system becomes a great ally in the evidence 

of pathologies since it is responsible for the purinergic regulation of the immune and 

inflammatory response during the clinical evolution of the disease. Through this review, we 

realized that there is a relationship in the purinergic response between different risk factors 

(Figure 2). This reinforces the idea that PE consists in the sum of a set of diseases with 

common clinical manifestations 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Factors influencing the change in purinergic signaling in preeclampsia 

Preeclampsia is believed to be related to extensive vascular changes in the spiral arteries that 

carry maternal blood to the placenta. This characteristic of the pathology may result in 

abnormal supply of oxygen to the placenta leading to a potential of hypoxia or ischemia 

causing activation of several mechanisms resulting in a high level of oxidative stress and 

inflammation. This phenomenon is suggested to result from increased expression and activity 

of hypoxia. Oxidative stress results in endothelial dysfunction and most likely increases the 

release in the extracellular medium of ATP and ADP nucleotides. In addition to ATP being 

recognized as a damage marker, high concentrations in the extracellular medium confer a 

platelet inhibitory property, which indicates the mechanism of the organism against the 

disease. However, high concentrations of ADP in the extracellular medium induce platelet 

aggregation favoring the disease process. The systemic endothelial dysfunction present in PE 

causes an exaggerated coagulation in these pregnant women. Therefore, the extracellular 

levels of adenosine are reduced in this group of pregnant women. 

 

Figure 2. Involvement of risk factors in preeclampsia. 

Some clinical disorders predispose women to preeclampsia. Appropriate identification of 

women who are at increased risk for PE makes it possible to maximize the chances of 

establishing an early diagnosis and treatment. Analyzing the main risk factors of PE we have: 

as a means of regulating obesity there is the release of TNF-, which will have its 

concentration decreased in the extracellular medium through adenosine. In addition, there are 

studies demonstrating increased E-ADA in the body impairs insulin sensitivity to the glucose 

transporter. On the other hand, the inflammation caused by poor immune adaptation has high 
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levels of ATP and increased CD73 activity acting as antiaggregant. Diabetes and genetic 

incompatibility are related to each other through altered vascular function. This fact may lead 

to an increase in platelet aggregation and, consequently, an increased activity of E-ADA in 

diabetic pregnant women. Already the platelet aggregation induced by the altered vascular 

function causes increased ADP and AMP as a response to genetic incompatibility between 

mother and fetus and their levels increased through the reduced levels of CD39 and CD73. 

The signaling of the purinergic system becomes a great ally in the evidence of pathologies 

since it is responsible for the purinergic regulation of the immune and inflammatory response 

during the clinical evolution of the disease. 
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Figure 2 
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5 DISCUSSÃO 

 

 A gestação provoca ao organismo uma mudança brusca em um curto espaço de tempo. 

Riscos de sangramento ocorrem em diferentes fases da gestação que vão desde a implantação 

e invasão trofoblástica das artérias espiraladas à exposição dessas artérias durante o processo 

de formação da decídua basal que ocorre em torno de 18° semana (KOOPMANS et al., 2014; 

TALUNGCHIT; LIABSUETRAKUL; LINDMARK, 2013). Além disso, as adaptações 

decorrem das medidas de proteção do organismo frente ao sangramento excessivo no 

momento do parto. Uma das consequências dessa mudança é o dano endotelial o qual impacta 

diretamente nas plaquetas e no processo de coagulação. Desse modo, podemos inferir que o 

aumento da agregação plaquetária no grupo de gestantes normais e pré-eclâmpticas, nesse 

estudo, pode ser devido a essas alterações fisiológicas. Além disso, é possível observar a 

diferenciação no aumento desse processo coagulatório entre as gestantes normais e as com 

PE, confirmando que essa patologia potencializa os processos de dano e coagulação (Figura 

9). 

A trombocitopenia é uma condição bastante comum em gestantes com PE. Sua 

incidência está em torno de 15 a 20% e pode chegar a 50% em casos de PE grave 

(JODKOWSKA et al., 2015; LEEMAN et al., 2016; PALTA et al., 2015).  A etiologia é 

multifatorial, mas a trombocitopenia está relacionada com a lesão endotelial a qual provoca a 

ativação e consumo exagerado de plaquetas (PALTA et al., 2015). Fato esse que é observado 

nesse estudo ao analisar os parâmetros de contagem de plaquetas e IPF. Percebe-se que esses 

parâmetros são inversamente proporcionais. Na medida em que há uma acentuação na 

hipercoagulabilidade há uma elevação no consumo das plaquetas, diminuindo a sua 

quantidade na circulação sanguínea. Consequentemente, os valores de IPF aumentam, uma 

vez que o processo de coagulação está acelerado, com isso as plaquetas são recrutadas para a 

formação de trombos e a medula óssea não consegue produzir em tempo hábil a quantidade de 

plaquetas necessárias e acaba liberando na corrente sanguínea plaquetas jovens. A 

metodologia utilizada para a obtenção do IPF é acessível, simples e de baixo custo, já que é 

realizada no mesmo equipamento em que se realiza hemogramas de rotina. Sendo assim, a 

viabilidade da obtenção do IPF pode ser útil na avaliação de gestantes com PE. Os resultados 

aqui encontrados demonstram que esse parâmetro pode ajudar no diagnóstico diferencial em 

associação com outras informações clínicas a respeito da paciente.  

 Na PE a hipercoagulabilidade depende da via extrínseca da coagulação que altera a 

configuração dos fosfolipídios dentro da membrana celular sendo evidenciado pelo tempo de 
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protrombina (TP) (JEONG et al., 2013). Comparando-se os diferentes grupos nesse estudo, 

percebe-se que o parâmetro TP das gestantes com PE é maior que os outros grupos. Esse fato 

indica que a coagulação ocorre em um tempo menor, proporcionando o risco da formação de 

coágulos.  

Avaliando esses diferentes parâmetros de coagulação no âmbito do sistema 

purinérgico é possível associar essas alterações ao mecanismo de resposta do organismo 

frente ao dano vascular. Os nucleotídeos representam um importante papel na regulação do 

fluxo normal (ZIMMERMANN, 1999). O ATP, uma importante molécula sinalizadora de 

dano, é liberado a partir de plaquetas ativadas e hemácias rompidas. Já o ADP possui a 

capacidade de induzir a agregação plaquetária de uma maneira irreversível, quando está em 

altas concentrações fazendo com que as plaquetas liberem o conteúdo dos seus grânulos na 

corrente sanguínea. A partir desses processos é possível justificar a importância das 

ectonucleotidases em hidrolisar os nucleotídeos até adenosina (BURNSTOCK, 2015). Sendo 

assim, pode-se sugerir que as alterações das atividades das enzimas NTPDase e E-

5’nucleotidase nas gestantes com PE tenham sido desencandeadas a partir do dano vascular.  

Nesse estudo, os resultados encontrados nos parâmetros de coagulação relacionam-se com as 

atividades enzimáticas das NTPDase e E-5’ nucleotidase.  

O ATP é liberado por tecido hipóxico, nesse caso pela placenta hipóxica (BAKKER et 

al., 2013; BOURS et al., 2006). A liberação na circulação causa a ativação de células imunes 

e endoteliais que também podem produzir ATP, resultando em uma cascata de ativação 

(GERASIMOVSKAYA et al., 2002; IYER et al., 2009). Como mecanismo de proteção, o 

ATP pode ser hidrolisado em adenosina por diferentes enzimas extracelulares presentes nas 

células como as células endoteliais e as células trofoblásticas (BOURS et al., 2006; LEE et al., 

2010). A baixa atividade dada NTPDase em hidrolisar o ATP em gestantes com PE sugere 

que o organismo está tentando reverter a situação de hipercoagulabilidade em que se encontra, 

uma vez que altas concentrações de ATP na circulação promove a inibição plaquetária 

possivelmente pelo fato do ATP gerar adenosina, um importante inibidor de agregação 

plaquetária; além de ser considerado um vasoconstritor do endotélio. Por outro lado, esse 

mecanismo compensatório parece não ser suficiente, uma vez que a condição dessa patologia 

é mantida. Apesar desse estudo não ter avaliado a quantidade de ATP circulante, pode-se 

sugerir através da reduzida atividade de NTPDase que haja uma alta concentração de ATP nas 

gestantes com PE. Estudo de Bours et al., (2006), apresentou níveis plasmáticos aumentados 

de ATP extracelular em gestantes com PE. Sendo assim, considera-se que o ATP elevado 
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contribui para o desenvolvimento da doença, uma vez que o ATP extracelular é um 

considerado um sinal de perigo, além de aumentar a pressão arterial. 

Outro fator que colabora para que a PE siga se manifestando nessas gestantes mesmo 

que a atividade da NTPDase frente ao ATP esteja em busca da hemostasia normal, é o fato da 

atividade reduzida da enzima sobre o ADP. Com isso sugere-se uma maior concentração de 

ADP na circulação o que promove ainda mais a agregação plaquetária. Sabe-se que quando 

ativadas, as plaquetas, liberam grandes quantidades de ATP e ADP. O papel do organismo é 

de tentar reverter esse processo através da atividade modulatória da NTPDase sobre esses 

substratos. No entanto, a partir de mecanismos ainda não elucidados, nem sempre é possível 

obter o equilíbrio hemostático. Diferentemente do que era esperado, os marcadores de 

expressão da NTPDase e da Ecto-5’-nucleotidase não apresentaram resultados significativos a 

respeito da ativação plaquetária. 

O ADP induz a formação de adenosina a qual aumenta rapidamente em situação de 

dano tecidual (CEKIC; LINDEN, 2016). Nesse estudo, observou-se um grande aumento na 

atividade da enzima E-ADA. Corroborando com os nossos resultados, estudo de Leal et al. 

(2016), apresentou também uma grande elevação na atividade dessa enzima. Supõe-se que o 

aumento de agregação plaquetária induza uma maior atividade da E-ADA proporcionando 

uma menor quantidade de adenosina no meio extracelular. Como consequência, esse 

mecanismo exacerba o processo de coagulação, uma vez que a adenosina é um importante 

inibidor de agregação plaquetária. Por outro lado, nesse estudo não houve diferença 

significativa na expressão de CD39 e CD73, os quais normalmente estão elevados em 

circunstâncias de hipóxia e o seu aumento geraria um papel protetor através da geração de 

adenosina (DWYER et al., 2004; ROBSON; SÉVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).  

Todas essas alterações a nível de coagulação observadas em gestantes com PE neste 

estudo podem estar relacionadas com os fatores de risco dessas mulheres. Em relação à 

obesidade, 13% das gestantes com PE encontram-se com o IMC acima dos valores 

recomendados. A causa da PE é desconhecida, porém, estudos encontraram uma associação 

entre IMC elevado e PE (RUDRA; WILLIAMS, 2005). Mulheres com menor índice corporal 

possuem menor risco em adquirir PE (BARTON, 2008; BELOGOLOVKIN et al., 2007). O 

mecanismo pelo qual a obesidade aumenta a incidência da PE inclui tanto o aumento à 

resistência à insulina quanto à inflamação (MCDONALD et al., 2012; WALSH, 2007). Além 

disso, a resistência à insulina ganha mais força na aquisição da PE, uma vez que provoca a 

redução de óxido nítrico podendo levar à hipertensão (ANDERSON, 2001; RAY JG, 

VERMEULEN MJ, SCHULL MJ, 2005; SKJAERVEN et al., 2012). Nossos resultados estão 
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de acordo com o estudo de Dantas et al., (2013), em que se acredita que o aumento da 

obesidade se deva ao aumento da urbanização e mudanças na dieta da população (CABRAL; 

LIRA, 2012; VÍTOLO; BUEN; GAMA, 2011). Além disso, estudos demonstram que 

mulheres latino-americanas possuem forte associação com maior IMC e PE (FORTNER et 

al., 2009; RENEE TURZANSKI FORTNER, PENELOPE S. PEKOW; BRIAN W. 

WHITCOMB, LYNNETTE LEIDY SIEVERT, GLENN MARKENSON; LISA CHASAN-

TABER, 2011).  

Além disso, todo esse processo inflamatório que desencadeou a alteração dos 

parâmetros de coagulação pode estar envolvidos no processo de distúrbio imunológico 

provocado pela PE. A partir do século XX, a hipótese de que o organismo materno tenta 

rejeitar a unidade feto-placentária por conter antígenos paternos estranhos ao organismo da 

mãe, ganhou força (BIGGAR et al., 2010; TERSIGNI et al., 2018). Relatos das pacientes com 

PE deste estudo demonstraram que houve um menor tempo de coabitação sexual e gestação 

com parceiro diferente da anterior, sugerindo que esses fatores imunológicos podem estar 

relacionados com a aquisição da PE. No entanto, é necessário mais estudos a respeito do HLA 

da mãe e do pai.  

Contudo, esse trabalho evidenciou que a PE induz um forte processo de coagulação no 

organismo materno. Sendo assim, o aumento do consumo de plaquetas é maior que a sua 

reposição. Por esse motivo é evidenciado valores aumentados de IPF das gestantes com PE 

quando comparadas às gestantes normotensas. Além disso, esse parâmetro que é de fácil 

execução poderia ter uma maior aplicabilidade no auxílio do diagnóstico da PE uma vez que o 

VPM não mostrou alterações significativas nesse estudo, demonstrando ser um processo 

subsequente à liberação de plaquetas imaturas. Uma das vantagens da avaliação do IPF sobre 

o VPM consiste no fato de que o IPF mede o número de plaquetas recém liberadas pela 

medula óssea alteração mais precoce do que as apresentadas pelo VPM e contagem de 

plaquetas (BRIGGS et al., 2004; BRIGGS; HARRISON; MACHIN, 2007). Sendo assim a 

avaliação da IPF como um parâmetro de maior importância clínica podendo auxiliar no 

diagnóstico precoce o que evitaria maiores complicações materno-fetais e um manejo 

adequado a essas pacientes.  

Portanto, a síndrome da PE que pode ter origem na invasão anormal dos trofoblastos 

na placenta pode gerar o início da disfunção endotelial e ativação plaquetária. O contato 

dessas plaquetas com o endotélio lesado pode desencadear a cascata de coagulação e o 

aumento do consumo plaquetário resultando na diminuição do número de plaquetas e obtendo 

aumento das plaquetas imaturas como forma de compensação por parte da medula óssea. 
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Associar as alterações dos parâmetros de coagulação com o sistema purinérgico é de extrema 

importância uma vez que demonstra que resposta do organismo frente à doença. Com isso, 

acredita-se que as plaquetas são importantes no acompanhamento clínico das gestantes com 

PE. Uma vez que são obtidas de uma maneira simples e de baixo custo o que favorece o seu 

uso como marcador de diagnóstico e prognóstico nas desordens hipertensivas da gestação. 

Além do mais, o seu estudo pode elucidar causas obscuras envolvendo o processo de PE.  

 

Figura 9 - Resumo esquemático – Gestantes com pré-eclâmpsia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



109 

 

 

 

 

 

 

  



110 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Os dados analisados em conjunto permitem concluir que: 

 

 Há uma maior agregação plaquetária em gestantes com PE; 

 Observou-se que os valores de IPF estão aumentados em gestantes com PE, no entanto 

não houve diferença significativa entre os valores de VPM. Com isso, deduz-se que 

IPF é um parâmetro mais sensível quando comparado com o VPM. Além disso, esses 

devido sua praticidade esse índice pode ser facilmente introduzido na assistência 

clínica de gestantes; 

 A atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’ nucleotidase em plaquetas de gestantes 

com PE mostrou-se alterada.  

 Diferentemente do que era esperado, não se observaram alterações significativas na 

expressão da atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’nucleotidase; 

 Observou-se que o aumento da agregação plaquetária teve como reflexo alterações no 

âmbito do sistema purinérgico, indicando que esses processos podem estarem 

relacionados entre si através de mecanismos de compensação ou de sinalização de 

danos celulares; 

 Com base na pesquisa bibliográfica foi possível observar que os fatores de risco 

possuem mecanismos similares aos da PE. Sendo assim, pode-se criar duas teorias a 

respeito: os mecanismos dos fatores de risco envolvendo a obesidade, diabetes, má 

adaptação imunológica e incompatibilidade genética potencializam os efeitos da PE, 

uma vez que constituem em um acréscimo de alterações semelhantes; as alterações 

presentes nos fatores de risco podem induzir o processo de hipercoagubilidade e de 

inflamação presente nas gestantes com PE.  
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Realizar um acompanhamento dos valores plaquetários e da atividade enzimática do 

sistema purinérgico durante e após a gestação de mulheres com PE a fim de entender o 

comportamento da plaqueta frente à doença e após o seu término; 

 Estratificar as gestantes com PE de acordo com o manejo clínico e avaliar o 

comportamento farmacológico sobre o sistema purinérgico.  
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Título do projeto: CORRELAÇÃO ENTRE ÍNDICES PLAQUETÁRIOS E ATIVIDADE 

DA NTPDASE E DA ECTO-5’-NUCLEOTIDASE EM PLAQUETAS DE GESTANTES 

NORMOTENSAS E COM PRÉ-ECLÂMPSIA 

 

Pesquisador responsável: Prof. Dr. José Edson Paz da Silva 

Instituição: Universidade Federal de Santa Maria – Centro de Ciências da Saúde 

Pesquisadores participantes: Ms. Taís Corrêa Almeida, Prof. Dr. José Édson Paz da Silva, 

Prof. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal. 

Telefone para contato: (55) 9131 1737 (Taís) ou (55) 3220.8346(José Edson) 

 

Local da coleta dos dados: ________________________________________________ 

Nome do paciente: ________________________________Idade: _______Sexo:_____ 

Responsável legal: ______________________________________________________ 

 

Você está sendo convidada para participar, como voluntário, em uma pesquisa. 

Você precisa decidir se quer participar ou não. Por favor, não se apresse em tomar a decisão. 

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsável pelo estudo qualquer dúvida 

que você tiver. Após ser esclarecida sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer 

parte do estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a 

outra é do pesquisador responsável. Em caso de recusa você não será penalizado(a) de forma 

alguma. 

Objetivo: Serão feitas algumas dosagens para avaliar a predição da pré-eclâmpsia. 

Procedimento e riscos: Os riscos a que as pacientes estarão sujeitas serão os inerentes à 

coleta de material biológico, o qual consiste em um desconforto devido a picada da 

agulha para a coleta de sangue, com possibilidade de mancha roxa no local de punção. 

Benefícios: os resultados do estudo não trarão benefícios diretos, porém sua contribuição é 

importante e consiste apenas para ajudar novos estudos sobre a evolução e tratamento da 

doença. 

O projeto não lhe trará custos financeiros, não haverá recompensa pela sua participação e não 

ocorrerá penalidade caso você não aceite participar da pesquisa. Seu atendimento será 

mantido mesmo que você não participe da pesquisa. O material coletado (sangue e dados) será 

mantido sob guarda do pesquisador durante cinco anos e após será destruído. 

Confidencialidade: sua identidade e dados pessoais não serão revelados, nem divulgados sem 

a sua autorização. Apenas os pesquisadores terão acesso às informações pessoais e aos 

resultados dos exames, os quais serão utilizados em conjunto com os dados de outros 

pacientes para a avaliação do estudo e em publicações científicas. Quando você assinar na 

linha abaixo, isto significa que concorda em participar da pesquisa descrita acima, Para 

esclarecimentos durante o período de pesquisa, contatar o pesquisador responsável, Prof. Dr. 

José Edson Paz da Silva. Você é livre para retirar seu consentimento a qualquer momento da 

pesquisa. 

 

 

 

 

 
Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comitê de Ética em 

Pesquisa – UFSM - Cidade Universitária - Bairro Camobi, Av. Roraima, nº1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria 

– RS. Telefone: (55) 3220-9362 – Fax: (55)3220-8009 Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: 

www.ufsm.br/cep 
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Eu _________________________________________ (paciente ou responsável), após 

ler/ouvir as informações sobre a pesquisa e esclarecer minhas dúvidas, concordo 

voluntariamente em participar desse estudo. Discuti com o pesquisador 

______________________________ sobre a minha decisão em participar dessa pesquisa, 

ficando claro para mim os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as 

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 

minha participação é isenta de despesas e que poderei retirar o meu consentimento a qualquer 

momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades, prejuízos ou perda de qualquer 

benefício que eu possa ter adquirido no meu tratamento neste serviço. 

Afirmo ainda que, de livre e espontânea vontade, permito que os dados e informações a meu 

respeito sejam utilizados da forma como estabelecida entre eu e o pesquisador. 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido 

deste sujeito da pesquisa ou representante legal para a participação neste estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Assinatura do participante Data: 

..................................................................................................................................................... 

Assinatura do pesquisador Data: 

..................................................................................................................................................... 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comitê de Ética em 

Pesquisa – UFSM - Cidade Universitária - Bairro Camobi, Av. Roraima, nº1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria 

– RS. Telefone: (55) 3220-9362 – Fax: (55)3220-8009 Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: 

www.ufsm.br/cep 

http://www.ufsm.br/cep
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APÊNDICE B – FORMULÁRIO PACIENTES 

 

1.Nome: ____________________________________________________________________ 

2.Idade: ____________________________________________________________________ 

3.Telefone: _________________________________________________________________ 

4.Endereço:_________________________________________________________________ 

5.Escolaridade:_______________________________________________________________ 

6.Profissão:__________________________________________________________________                             

7. Número de filhos:___________________________________________________________ 

8. Gravidez planejada: _________________________________________________________ 

9. Pré-natal: ______________________________ Nº de consultas: _____________________ 

10. Parceiro fixo: _____________________________________________________________ 

11. Idade gestacional: _________________________________________________________ 

12. Data da última gestação:____________________________________________________ 

13.Peso:_______________Altura:________________________________________________ 

14.P.A:_____________________________________________________________________ 

15. Histórico de hipertensão arterial gestacional, pré-eclâmpsia ou eclampsia em gestações 

anteriores: __________________________________________________________________ 

16. Uso de medicação: ________________________________________________________ 

17. HAS prévia: ______________________________________________________________ 

18. Patologias: _______________________________________________________________ 

19. Histórico de abortos anteriores: ______________________________________________ 

20. Histórico familiar de hipertensão arterial, pré-eclâmpsia ou eclampsia: _______________ 

21. Atividade física:___________________________________________________________ 

 

ANOTAÇÕES: 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 
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ANEXO A – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B – CARTA DE SUBMISSÃO DO MANUSCRITO I 
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ANEXO C – CARTA DE SUBMISSÃO DO MANUSCRITO II 

 

 

 

 

 


