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RESUMO 
 

 

A pré-eclâmpsia caracteriza-se pelo aparecimento de hipertensão e proteinúria a 

partir da vigésima semana de gestação. Essa doença cursa com vasoconstrição e 

disfunção endotelial generalizada. O óxido nítrico é um mensageiro intracelular e 

intercelular e participa de várias reações fisiológicas e fisiopatológicas que ocorrem 

em diversos tipos de células.  É produzido a partir da L-arginina, em uma reação 

catalisada por uma família de enzimas,  sintases do óxido nítrico. Nas células 

endoteliais e nas plaquetas, o óxido nítrico ativa a enzima guanilato ciclase, que leva 

ao aumento de guanosina monofosfato cíclica (GMPc), resultando em relaxamento 

vascular e inibição da ativação plaquetária. A L-Arginina Dimetil Assimétrica (ADMA) 

é um aminoácido de origem intracelular formada a partir da metilação de resíduos de 

arginina das proteínas e compete com a L-arginina reduzindo a síntese de óxido 

nítrico. Os polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do gene da enzima sintase do 

óxido nítrico endotelial estão associados ao comprometimento da síntese de óxido 

nítrico em várias condições clínicas. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

participação do óxido nítrico na fisiopatologia da pré-eclâmpsia. Foram avaliados os 

níveis plasmáticos de ADMA (ELISA, Diagnostika GMBH), níveis de GMPc 

intraplaquetário (ELISA, Amersham) e os polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-

786C no gene da sintase do óxido nítrico endotelial na pré-eclâmpsia grave de início 

precoce (idade gestacional <34 semanas) e tardio (idade gestacional ≥34 semanas). 

Foram avaliadas 201 mulheres, das quais 53 eram gestantes com pré-eclâmpsia 

grave precoce (grupo I), 45 gestantes com pré-eclâmpsia grave tardia (grupo II) e 

103 gestantes normotensas (grupo III). Os níveis plasmáticos de ADMA foram 

maiores no grupo I em relação ao grupo II e III (p<0,001 para ambos). Os níveis de 

GMPc intraplaquetário não foram diferentes ao comparar os grupos dois a dois. O 

polimorfismo VNTR b/a teve a frequência maior do alelo a e genótipo aa no grupo I. 

A frequência de mulheres homozigotas (894TT) (modelo recessivo) foi maior no 

grupo I em relação ao grupo II e no grupo II em relação ao grupo III (p=0,042 e 

p=0,002, respectivamente). A frequência de mulheres homozigotas (VNTR b/a) 

(modelo recessivo) foi maior no grupo I em relação ao grupo III (p=0,011). Uma 

maior frequência dos genótipos aa e ab para o polimorfismo VNTR b/a (modelo 

dominante) foi observada ao comparar os grupos I e II, bem como os grupos I e III 
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(p=0,042, e p=0,049, respectivamente). A frequência do haplótipo T-b-C foi maior no 

grupo II em relação os grupos I e III (p=0,0056 e p=0,036, respectivamente). A 

análise de correlação do polimorfismo T-786C e os níveis de GMPc intraplaquetário 

revelou que esses estão fracamente correlacionados (p=0,036; r=0,430). Concluiu-

se que há indícios que ocorra um comprometimento da via L-arginina:NO na pré-

eclâmpsia grave precoce e tardia. Os níveis plasmáticos de ADMA e de 

polimorfismos do gene da sintase do NO sugerem que as formas precoce e tardia da 

pré-eclâmpsia grave constituem doenças distintas. O GMPc intraplaquetário não 

constitui um marcador fidedigno para avaliar a inibição da ativação plaquetária na 

pré-eclâmpsia. 

 

 

 

Palavras-chave: 

Pré-eclâmpsia precoce/tardia – óxido nítrico – polimorfismos no gene da sintase 

endotelial do óxido nítrico – ADMA- GMPc 
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ABSTRACT  

 

Preeclampsia is characterized by the development of hypertension and 

proteinuria from the twentieth week of pregnancy. The disease progresses with 

generalized vasoconstriction and endothelial dysfunction. Nitric oxide is an 

intercellular and intracellular messenger and participates in several physiological and 

pathophysiological reactions occurring in various cell types. It is produced from L-

arginine in a reaction catalyzed by a family of nitric oxide synthases. In endothelial 

cells and platelets, nitric oxide activates the enzyme guanylate cyclase, which leads 

to increased cyclic guanosine monophosphate (cGMP) resulting in vascular 

relaxation and inhibition of platelet activation. L-Arginine Asymmetric Dimethyl 

(ADMA),an amino acid of intracellular source formed from the methylation of arginine 

residues of the protein, competes with L-arginine reducing nitric oxide synthesis. The 

polymorphisms G894T, VNTR b / a and T-786C gene of the enzyme endothelial nitric 

oxide synthase are associated with impaired nitric oxide synthesis in several clinical 

conditions. The objective of this study was to investigate the role of nitric oxide in the 

physiopathology of preeclampsia. Plasma levels of ADMA (ELISA Diagnostika 

GMBH), intraplatelet cGMP (ELISA, Amersham) levels and polymorphisms 

G894T, VNTR b / a and T-786C mutation in the endothelial nitric oxide synthase 

were assessed in early onset severe preeclampsia (gestational age <34 weeks) and 

late (gestational age ≥ 34 weeks). A total of 201 women were evaluated, 53 with 

early severe preeclampsia (group I), 45 with late severe preeclampsia (group II) and 

103 normotensive pregnant women (group III). Plasma levels of ADMA, were higher 

in group I than in group II and III (P<0.001 for both). Intraplatelet levels of cGMP were 

not different when comparing the groups in pairs. VNTR polymorphism b/a had a 

higher frequency of allele a and genotype aa in group I. The frequency of women 

homozygous (894TT) (recessive model) was higher in group I than in group II and 

group II than in group III (P=0.042 and P=0.002, respectively). The frequency of 

homozygous women (VNTR b/a) (recessive model) was higher in group I than in 

group III (P=0.011). Higher frequencies of genotypes aa and ab for VNTR b/a 

polymorphism (dominant model) were observed comparing the groups I and II, as 

well as the groups I and III (P=0.042, P=0.049, respectively). The frequency of 

haplotype T-b-C was higher in group II compared to groups I and III (P=0.0056 and 
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P=0.036, respectively). The correlation analysis of the polymorphism T-786C and 

intraplatelet cGMP levels revealed that these are poorly correlated (P=0.036, 

r=0.430). It was concluded that could be an impairment of the L-arginine: NO 

pathway in early and late-onset preeclampsia. ADMA plasma levels and nitric oxide 

synthase gene polymorphisms suggest that early and late forms of preeclampsia are 

different diseases. Intraplatelet cGMP is not a reliable marker to assess inhibition of 

platelet activation in preeclampsia. 

 
Keywords: 
 
Early-onset/late-onset preeclampsia - nitric oxide - polymorphisms of the gene of 

endothelial nitric oxide synthase - ADMA -cGMP 
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A gestação constitui uma situação clínica particular, na qual há alteração 

complexa no organismo da mulher a fim de permitir o crescimento e alojamento do 

feto. Dessa forma, alterações importantes ocorrem no útero, como aumento de 30 a 

50 vezes do seu tamanho e o consequente aumento do fluxo sanguíneo para 

garantir a nutrição e oxigenação necessária ao desenvolvimento fetal.  

A pré-eclâmpsia, na forma pura, é caracterizada pelo aparecimento, em 

gestante normotensa de hipertensão e proteinúria, após a vigésima semana de 

gestação. Clinicamente é importante distinguir a forma grave da pré-eclâmpsia, na 

qual a sintomatologia clínica é ainda mais acentuada. A pré-eclâmpsia pode evoluir 

para outras manifestações clínicas mais sérias como a eclâmpsia, a síndrome 

HELLP (Hemolysis elevated liver enzymes, and low platelet) e a coagulação 

intravascular disseminada. 

Estudos epidemiológicos sugerem que a pré-eclâmpsia está associada à 

predisposição familiar e às condições socioeconômicas, étnicas e geográficas das 

gestantes. Mulheres que têm parentes de primeiro grau que desenvolveram pré-

eclâmpsia apresentam chance cinco vezes maior de ocorrência da doença. Os genes 

paternos também desempenham um papel importante no desenvolvimento da pré-

eclâmpsia, uma vez que o risco dessa doença é maior em gestante cujo parceiro foi 

gerado em uma gravidez complicada pela pré-eclâmpsia. Este fato é de grande 

relevância considerando que o imprinting genômico regula o envolvimento de genes 

exclusivamente paternos no controle da invasão e crescimento da placenta, enquanto 

o mesmo evento regula a ação de genes maternos na resposta imune adaptativa da 

gravidez. 

Há mais de 30 anos, a idade gestacional na qual surgem os sintomas da pré-

eclâmpsia vem despertando a atenção da comunidade científica. No entanto, na 

prática clínica, apenas nos últimos anos a classificação da doença em precoce e 

tardia, de acordo com a idade gestacional na qual surgem os sintomas da doença, 

tem sido adotada. Atualmente a pré-eclâmpsia é classificada como precoce se os 

sintomas surgem antes de 34 semanas e tardia, se surgem na 34ª semana ou mais. 

Estas duas formas tendem a ser consideradas como doenças que apresentam 

mecanismos etiopatogênicos distintos. 

O sistema cardiovascular materno requer mudanças funcionais e estruturais 

para acomodar a necessidade circulatória fetal crescente durante a gestação. 

Fisiologicamente, há um aumento do ritmo cardíaco, uma diminuição sistêmica da 



22 

 

resistência vascular, um aumento do volume sanguíneo, do fluxo renal, da filtração 

glomerular e redução intensa da resistência vascular uteroplacentária. Os 

mecanismos envolvidos nas alterações uteroplacentárias durante a gestação ainda 

não são conhecidos. No entanto, sabe-se que falhas nesse processo adaptativo 

reduz o fluxo sanguíneo placentário em mulheres com pré-eclâmpsia. 

A disfunção endotelial parece constituir um determinante para o 

desenvolvimento da pré-eclâmpsia, uma vez que a maioria dos sinais e sintomas 

observados nessa doença está associada ao endotélio como a vasoconstrição 

generalizada, hipercoagulabilidade e hipertensão.  Além disso, um aumento da 

ativação plaquetária e da formação de agregados plaquetas-leucócitos na pré-

eclâmpsia tem sido relatado na literatura. 

O óxido nítrico é um mensageiro intra e intercelular e participa de várias 

reações fisiológicas e fisiopatológicas que ocorrem em diversos tipos de células. É 

produzido a partir da L-arginina, em uma reação catalisada por uma família de 

enzimas, as sintases do óxido nítrico. Nas células endoteliais e nas plaquetas, o 

óxido nítrico ativa a enzima guanilato ciclase, que leva ao aumento de guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc), redução de íons cálcio resultando em relaxamento 

vascular e inibição da ativação plaquetária. A avaliação laboratorial do óxido nítrico é 

complexa, em função da sua meia-vida muita curta e concentração ínfima, e essa 

tem sido realizada indiretamente por meio de ensaios que refletem a sua presença.  

Considerando o papel fisiológico do óxido nítrico na dilatação vascular, na 

inibição da ativação plaquetária, bem como em diversas etapas da gestação, é 

possível inferir que um comprometimento da sua síntese esteja associado à 

ocorrência de pré-eclâmpsia.  

Apesar de inúmeros estudos envolvendo a pré-eclâmpsia, a etiologia dessa 

doença ainda não foi elucidada. A principal motivação para realização deste estudo 

foi esclarecer a participação do óxido nítrico na fisiopatologia da pré-eclâmpsia. 

Dessa forma, foi avaliada a inibição competitiva da sintase do NO, pela 

determinação da ADMA plasmática (inibidor competitivo da síntese de óxido nítrico), 

a inibição da ativação plaquetária, pela determinação de GMPc intraplaquetário e foi 

investigada a presença dos polimorfismos (G894T, VNTR b/a e T-786C) do gene da 

enzima sintase do óxido nítrico endotelial, em gestantes com pré-eclâmpsia grave, 

nas formas precoce e tardia e gestantes normotensas. 
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Uma grande limitação aos estudos referentes à pré-eclâmpsia é representada 

pela dificuldade de diagnóstico e classificação de suas diferentes formas clínicas. O 

sucesso do diagnóstico clínico da pré-eclâmpsia depende essencialmente do 

cuidado com que se procura obtê-lo. Assim, é fundamental uma anamnese bem 

feita, visando encontrar qualquer evidência na história pregressa da paciente de 

fatos que possam sugerir uma lesão renal primária, bem como um exame clínico-

laboratorial rigoroso, valorizando não somente os critérios para o diagnóstico de pré-

eclâmpsia, mas também incluindo uma completa avaliação da função renal.  

No presente estudo, foi uma preocupação constante assegurar o diagnóstico 

correto dos casos incluídos, eliminando todos os casos duvidosos. Os critérios de 

inclusão e exclusão das participantes foram rigidamente seguidos em todas as 

maternidades onde as gestantes foram selecionadas.  

Cumpre ressaltar que, até o momento, nenhum marcador laboratorial que 

apresente a relação custo-efetividade favorável foi proposto para o diagnóstico da 

pré-eclâmpsia, sendo esse feito essencialmente com base medida da pressão 

arterial, determinação da proteinúria e nos dados clínicos.  

Considerando a complexidade da pré-eclâmpsia, bem como as lacunas 

existentes na literatura, este estudo se justifica plenamente podendo gerar 

conhecimentos que resultem em benefícios para o diagnóstico e prognóstico dessa 

doença, bem como para o entendimento da etiologia e fisiopatologia da mesma. 
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2.1 Considerações gerais da pré-eclâmpsia 

 

A pré-eclâmpsia (PE) é uma doença específica da gestação, caracterizada 

por hipertensão e proteinúria, na qual são observadas redução da perfusão 

sanguínea em diversos órgãos devido aos vasoespasmos e ativação das plaquetas 

e proteínas da coagulação. (1) 

A PE incide em cerca de 10% das primigestas (Ministério da Saúde - Manual 

do puerpério 2006) e é responsável por elevada morbiletalidade perinatal (5-20%). 

Diversos fatores estão associados ao risco de desenvolvimento da PE como história 

familiar e pessoal da doença; primeira gravidez; gestação de um diferente parceiro; 

história de PE na avó paterna; extremos da idade materna (menos que 15 anos e 

mais que 35 anos); diabetes mellitus; hipertensão crônica; síndrome metabólica; 

doença renal; gestação múltipla; mola hidatiforme, grupo sanguíneo ABO e 

alterações trombofílicas. (2-4) 

Do ponto de vista da evolução, distinguem-se a PE que se desenvolve em 

gestante normotensa, denominada PE pura, daquela que se instala em gestantes 

com quadro hipertensivo anterior, a PE sobreposta. (2) 

Apesar dos avanços nas pesquisas envolvendo a PE, sua etiologia ainda não 

é conhecida. Nenhum tratamento é eficaz para essa doença, a não ser a interrupção 

da gravidez e retirada da placenta.  

O diagnóstico de PE é feito pela determinação da pressão arterial e da 

proteinúria e não existe um teste laboratorial capaz de confirmar ou excluir a doença. 

A monitoração das gestantes pré-eclâmpticas inclui o hemograma, contagem de 

plaquetas e determinação de marcadores de função hepática e renal. A PE pode 

evoluir para casos ainda mais complexos como a eclâmpsia, caracterizada por 

convulsões, que podem evoluir para o coma, a síndrome HELLP (Hemolysis 

elevated liver enzymes, and low platelet), caracterizada por hemólise, alteração das 

enzimas hepáticas e plaquetopenia ou a coagulação intravascular disseminada 

(CID).  (3) 

Lindheimer (1981) relatou que a análise de material obtido por biópsia renal 

revelou a presença de outras doenças renais em 20 a 40% dos casos 

diagnosticados como PE o que, entre outras implicações, pode levar ao erro de 

diagnóstico e à falta de acompanhamento médico no seguimento pós-parto de 

outras doenças confundidas com PE. Além disso, resulta na obtenção de conclusões 
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errôneas em pesquisas sobre o tema. (5) No entanto, um estudo realizado no 

Hospital das Clínicas/UFMG/Belo Horizonte, onde foram comparados o diagnóstico 

clínico da PE e os resultados obtidos por microscopia ótica de material de biópsia 

renal, revelou um acerto diagnóstico na totalidade dos casos estudados. (6) A 

discordância destes resultados em relação aos da literatura mundial provavelmente 

está associada às características epidemiológicas dos grupos analisados (etnia, 

ambiente, alimentação, etc). Resultados semelhantes foram anteriormente obtidos 

por Barros (1987) em um estudo realizado em São Paulo, que revelou apenas 4,2% 

de nefropatia nos casos diagnosticados como PE. (7) 

 

2.1.1 Complicações  

 

Diversas complicações a curto e longo prazo estão associadas a PE, 

incidindo tanto na mãe quanto no feto. A eclâmpsia, a síndrome HELLP e a CID 

constituem as maiores complicações da PE grave. A eclâmpsia é caracterizada por 

convulsões tônico-clônicas generalizadas e ocorre em cerca de 2% das gestantes 

com PE grave. A síndrome HELLP ocorre em aproximadamente 10-20% dos casos 

de PE grave e em 70% dos casos surge entre as 27ª e 37ª semanas de gestação.  

(8, 9) A CID ocorre quando o equilíbrio hemostático é rompido e há um predomínio 

da atividade pró-coagulante sobre a atividade anticoagulante. Dentre este arsenal de 

achados clínicos e laboratoriais, o diagnóstico da PE torna-se, muitas vezes, difícil e 

desafiador.  As complicações maternas mais graves são as que incluem o sistema 

nervoso central como as convulsões (eclâmpsia), acidente vascular hemorrágico ou 

isquêmico. Os danos hepáticos variam desde o aumento das enzimas ao 

aparecimento da síndrome HELLP. (10) Simultaneamente às complicações 

maternas, podem surgir na PE as complicações fetais e neonatais que incluem 

prematuridade iatrogênica, crescimento intrauterino restrito (CIUR), oligoidrâmnio, 

dificuldade respiratória neonatal e aumento da frequência de admissão nas unidades 

de tratamento intensivo neonatal. (11) 

Dentre as complicações a longo prazo de gestantes que apresentaram PE, 

destaca-se o risco de recorrência (mulheres com PE grave  na primeira gestação 

apresentam risco elevado de recorrência em 25 a 65%), complicações 

cardiovasculares (hipertensão, doenças cardíacas isquêmicas, infarto, diabetes tipo 

II e tromboembolismo venoso) e doenças renais. (12, 13) 
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2.1.2 Características clínicas 

 

A PE é determinada pelo aparecimento de hipertensão e proteinúria a partir 

da vigésima semana de gestação. A hipertensão gestacional é definida por pressão 

sistólica ≥140mmHg ou pressão diastólica ≥90mmHg, em mulheres previamente 

normotensas antes da vigésima semana de gestação. A proteinúria é definida pelo 

aparecimento de proteína em quantidade superior a 0,3g em urina de 24 horas ou 

300mg/dL. Na ausência de proteinúria, o diagnóstico de PE é dado quando a 

hipertensão estiver acompanhada por sintomas como cefaleia, escotoma (distúrbios 

visuais), epigastralgia (dor abdominal) ou alterações em parâmetros laboratoriais 

como plaquetopenia e aumento das enzimas hepáticas. (1) Estima-se que 20% de 

mulheres que desenvolveram eclâmpsia e 10% de mulheres com alterações clínicas 

e histológicas de PE não apresentaram proteinúria. (14) 

A proteinúria é um evento frequente e sua detecção na PE ocorre, 

geralmente, após o aparecimento da hipertensão. Para sua avaliação é importante 

considerar tanto as variações individuais como a circadiana. Recentemente, a razão 

proteína/creatinina tem sido considerada o método de quantificação preferencial de 

proteinúria na população. O uso dessa razão para o diagnóstico da PE ainda é 

controverso. Testes utilizando a razão proteína/creatinina foram comparados aos 

testes em urina de 24 horas e as conclusões foram conflitantes. Estudos mais 

antigos demonstraram que a razão proteína/creatinina não se correlacionava com a 

excreção de proteína em urina de 24 horas durante a gestação. (14) Entretanto, 

dados recentes sugerem uma correlação significante entre esses testes. (15) Uma 

meta-análise demonstrou sensibilidade de 84% e especificidade de 76% utilizando 

um ponto de corte maior que 30mg/mmoL, para a razão proteína/creatinina ao 

comparar com o padrão ouro de excreção de proteína acima de 300mg/dL, em urina 

de 24 horas. (16) 

Historicamente, o edema fez parte da tríade sintomática da PE (hipertensão, 

proteinúria e edema). No entanto, o edema é muito inespecífico para ser utilizado 

como propósito de diagnóstico, considerando que gestantes normotensas também 

podem desenvolvê-lo durante a gestação. (3)  
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2.1.3 Classificação da PE 

 

Clinicamente é importante distinguir a forma grave da PE onde a hipertensão, 

proteinúria e sintomatologia clínica são ainda mais acentuadas. Dentre os sintomas 

destacam-se a cefaleia intensa, distúrbios visuais, edema pulmonar e falência renal 

aguda com oligúria ≤500mL em 24 horas.  

Os parâmetros para diagnóstico da PE grave consistem em: 

1) Hipertensão: pressão sanguínea sistólica ≥160mmHg e/ou pressão 

sanguínea diastólica ≥110mmHg em, no mínimo, duas ocasiões. O 

intervalo entre as medições não deve ser inferior a seis horas ou 

superior a uma semana;  

2) Proteinúria: excreção de proteína ≥2g em urina de 24 horas ou ≥2+ 

pelo método semi-quantitativo de fita, em amostras isoladas 

(coletadas em intervalo mínimo de 4 horas). (1) 

Há mais de 30 anos, a idade gestacional na qual surgem os sintomas da pré-

eclâmpsia vem despertando a atenção da comunidade científica (17, 18). No 

entanto, na prática clínica, apenas nos últimos anos a classificação da doença em 

precoce e tardia, utilizando como referencial a idade gestacional na qual surgem os 

sintomas, sendo o ponto de corte em 34 semanas, vem sendo valorizada. (19, 20) 

Atualmente as formas precoce e tardia tendem a ser consideradas como doenças 

que apresentam mecanismos etiopatogênicos distintos. 

O surgimento da PE em momentos mais precoces determina um pior 

prognóstico.  Tem sido relatado que o aparecimento da doença antes da 24ª semana 

está associado à alta morbidade materna e perinatal e a uma chance de 50% de 

recorrência em gestações subsequentes. Nesses casos, também está aumentada a 

incidência de hipertensão crônica no futuro, assim como dos níveis de 

microalbuminúria, o qual é um importante preditor de cardiopatia isquêmica. (21) O 

surgimento em idade gestacional inferior a 32 semanas está associado a uma 

mortalidade materna 20 vezes maior em relação à PE que ocorre nas gestações a 

termo. (10)  
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2.1.4 Patogênese 

 

Apesar dos inúmeros estudos envolvendo a PE, sua etiologia ainda não foi 

elucidada. Na PE grave há evidências de hipoperfusão placentária e isquemia que 

incluem obstrução vascular difusa, deposição de fibrina, espessamento da camada 

íntima e aterosclerose, particularmente no leito placentário. (3)  

Lesão endotelial materna generalizada nos rins, fígado e cérebro 

provavelmente ocorre após a liberação de fatores vasopressores pela placenta. 

Diversos marcadores plasmáticos de ativação e disfunção endotelial estão alterados 

nas gestantes com PE, como o fator de von Willebrand, fator VIII, fibronectina 

celular, fator tissular, tombomodulina, selectina E, fator de crescimento derivado de 

plaqueta e endotelina. (22-24) A lesão endotelial materna pode ser claramente 

visualizada nos rins. Alterações ultraestruturais no glomérulo renal incluem aumento 

e vacuolização das células endoteliais e perda do espaço capilar, favorecendo a 

deposição de fibrina, que diminui a área de filtração e, consequentemente, provoca a 

redução do ritmo de filtração glomerular em até 40%. (3) Alterações nos marcadores 

de hipercoagulabilidade, como o dímero D, (25) fatores envolvidos na via do fator 

tissular,  (26-28) bem como o comprometimento do sistema fibrinolítico (29) têm sido 

obtidas na PE.  

 Estudos têm mostrado que além da alteração vascular, a PE está associada à 

intensa resposta inflamatória materna, porém, o fator que inicia essa resposta 

inflamatória excessiva não é, ainda, totalmente conhecido. (30, 31) Foi verificado 

que durante a gestação, o equilíbrio é significativamente alterado pela presença da 

placenta, uma vez que progesterona e citocinas são capazes de modular as células 

do sistema imunológico favorecendo o estado regulatório.  

Na PE, o desvio da resposta imune para o estado regulatório provavelmente não 

ocorre, ou é revertido em fases muito precoces da doença. Sabe-se que as citocinas 

pró-inflamatórias podem provocar alterações funcionais e estruturais, incluindo 

danos oxidativos e comprometimento dos mecanismos de vasoconstrição e 

relaxamento de vasos, o que resulta em alterações da integridade vascular e da 

hemostasia. (32) 

Durante gestações sem complicações, observa-se um aumento em quase 

todos os componentes do sistema renina - angiotensina. No entanto, na PE a 

atividade da renina, e os níveis circulantes de angiotensina II e aldosterona 
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encontram-se reduzidas por razões ainda desconhecidas. (33) Diversos estudos 

demonstraram a presença de um anticorpo agonista do receptor de angiotensina II 

tipo 1 na circulação de mulheres preeclâmpticas e que a ativação desse receptor por 

esses anticorpos poderia levar ao aumento de alguns fatores (espécies reativas de 

oxigênio, inibidor do ativador do plasminogênio, fator tissular e NADAPH oxidase) 

relacionados a disfunção endotelial e lesão vascular. (34, 35) 

A vasoconstrição arteriolar, observada na PE, aumenta a resistência ao fluxo 

sanguíneo e, dessa forma, explica o aparecimento da hipertensão. Com o aumento 

da resistência periférica e aparecimento da hipertensão, o volume plasmático é 

reduzido por perdas para o espaço extravascular, resultando no aparecimento de 

edema e hemoconcentração. A hemoconcentração, por sua vez, compromete a 

velocidade do fluxo sanguíneo, predispondo à ativação plaquetária e à coagulação 

sanguínea. As plaquetas ativadas mediam a ligação de leucócitos, promovendo a 

ativação de neutrófilos e a consequente produção de radicais livres do oxigênio, que 

contribuem para a lesão endotelial. (23) 

A investigação da associação da PE com a presença de fatores trombofílicos 

tem resultado em conclusões conflitantes, provavelmente devido à dificuldade de 

correlacionar a presença de polimorfismos diversos em populações de diferentes 

etnias. Uma associação entre mutações no gene do fator II da coagulação, da 

metileno tetrahidrofolato redutase, e fator V Leiden com a ocorrência de PE foi 

demonstrada em alguns estudos (36, 37). No entanto, outros não revelaram essa 

associação. (38, 39) Dekker et al. (1995) demonstraram que gestantes que 

desenvolveram PE grave, examinadas 10 semanas após o parto, apresentavam 

frequência elevada de alterações trombofílicas (hiper-homocisteinemia, síndrome 

antifosfolipídica, deficiência de proteína S, e presença de anticorpo anticardiolipina). 

(17) Van Pampus et al. (1999) identificaram em gestantes que tiveram PE, uma 

deficiência de proteína S, maior resistência à proteína C ativada, presença de fator V 

Leiden, hiper-homocisteinemia e níveis elevados de anticorpo anticardiolipina 

comparando-se às gestantes que evoluíram normalmente. (40) 

Apesar de inúmeras hipóteses para o entendimento da fisiopatologia da PE, a 

presença da placenta e a disfunção endotelial parecem constituir os maiores 

determinantes para o desenvolvimento da doença, uma vez que a resolução da 

maioria dos sinais e sintomas ocorre em até 48 horas após remoção da placenta. 

Confirmando essa hipótese, a PE já foi identificada em gravidez molar (placenta 
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presente e ausência de feto) e, após o parto, em casos nos quais a remoção da 

placenta não foi completa. (41, 42) 

 

2.2 Óxido Nítrico  

 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre gasoso, conhecido há muitos anos 

como poluente do ar e agente tóxico. (43) Nos últimos 30 anos, tem sido verificado 

que o NO constitui uma molécula de sinalização celular endógena de grande 

importância do ponto de vista fisiológico. 

O NO endógeno é produzido a partir da L-arginina por um grupo de enzimas 

conhecidas como sintases do NO. Há três isoformas conhecidas desta enzima. Uma 

delas consiste em uma isoforma constitutiva, encontrada nas células endoteliais e 

plaquetas (44) (eNOS) que sintetiza NO por períodos curtos, dependente de íons 

cálcio (Ca2+) e de calmodulina. A segunda é responsável pela síntese de NO 

dependente de Ca2+ nos neurônios (nNOS). A terceira é induzida após a ativação 

das células por citocinas e endotoxinas bacterianas (iNOS) e, uma vez expressa, 

sintetiza NO por longos períodos. Essa isoforma é independente de Ca2+ e 

responsável pelas manifestações tóxicas do NO. (45, 46) 

O NO é um mensageiro intracelular e intercelular e participa de várias reações 

fisiológicas e fisiopatológicas que ocorrem em diversos tipos de células, incluindo os 

sistemas cardiovascular, imune e nervoso. O NO produzido pelas células endoteliais 

tem um papel essencial no processo de relaxamento dos vasos sanguíneos. Em 

condições fisiológicas, o relaxamento vascular ocorre quando receptores da 

membrana das células endoteliais são ativados por estímulos solúveis (incluindo-se 

acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, substância P, serotonina e outros) ou 

quando há um aumento do atrito exercido pelas células circulantes sobre a camada 

endotelial (shear-stress) o que leva à ativação da eNOS presente nessas células e à 

consequente produção de NO. A eNOS está estrategicamente ancorada na 

membrana da célula endotelial, favorecendo a liberação de grandes quantidades de 

NO próximo tanto à camada muscular do vaso quanto às células sanguíneas 

circulantes. (43, 46) 

Em resposta aos agonistas como a bradicinina, ocorre a fosforilação da 

eNOS, determinando sua translocação para o citosol. Esse mecanismo 

provavelmente tem um papel na regulação da produção de NO in situ e na sua 
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atividade biológica. O NO produzido pela célula endotelial difunde-se rapidamente 

para a célula muscular ou para o lúmen vascular. A difusão rápida e a facilidade com 

que esta molécula penetra em outras células, graças ao seu pequeno tamanho e à 

sua característica lipofílica, são cruciais para o entendimento das suas atividades 

biológicas. No interior da célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme 

da enzima guanilato ciclase (GC) e, assim, altera a conformação dessa enzima, 

tornando-a ativa (GCa). A GCa catalisa a saída de dois grupamentos fosfato da 

molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formação de guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc). O sistema GC-GMPc tem uma importância central para 

a ação fisiológica do NO. O aumento da concentração de GMPc na célula muscular 

resulta no relaxamento dessa célula, uma vez que há a diminuição da entrada de 

Ca2+ para a célula, a inibição da liberação de Ca2+ do retículo endoplasmático e o 

aumento do sequestro de Ca2+ para esse retículo. Sabe-se que a produção de 

GMPc é interrompida segundos após a remoção do NO da enzima guanilato ciclase 

(Figura 1). (45, 46)  

O NO que deixa a célula endotelial em direção à corrente sanguínea pode 

penetrar nas plaquetas, especialmente nas que se encontram próximas à parede do 

vaso ou nas hemácias. No interior das plaquetas, assim como ocorre na célula 

muscular, o NO promove um aumento de GMPc e diminuição do Ca2+ livre. Como o 

Ca2+ é essencial para o processo de ativação plaquetária, esse processo estará 

inibido. Dessa forma, o NO produzido pelas células endoteliais bem como o 

produzido pelas plaquetas é importante para o controle da função plaquetária 

(Figura 1). (46) 
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Figura 1: Esquema das funções vasodilatadora e inibidora da ativação plaquetária do NO. NO 

(óxido nítrico), NOS (sintase do óxido nítrico), GMPc (guanosina monofosfato cíclica).  

 
 

Atualmente, está bem estabelecido que o NO resultante da eNOS tem um 

papel crucial na manutenção do tônus vascular, na regulação da pressão sanguínea, 

na prevenção da agregação plaquetária, na regulação da interação leucócitos-

endotélio e na permeabilidade vascular.  (46, 47) 

A produção reduzida de NO está associada a doenças como aterosclerose, 

hipertensão, vasoespasmos cerebral e coronariano e lesão por isquemia-reperfusão. 

(48, 49) 

No sistema imune, o NO é o efetor da citotoxicidade mediada pelos 

macrófagos e a produção excessiva desse mediador é um estímulo para a 

inflamação. Nos neurônios, o NO atua como mediador para potencializar a 

neurotransmissão a longo prazo. (45) 

Evidências demonstram que o NO está intimamente envolvido em diversas 

etapas da gravidez. Estudos no modelo animal e em humanos sugerem a 

participação desse composto no processo de implantação do embrião (50), na 

manutenção da aquiescência uterina durante a gestação, nos ajustes fisiológicos 

fundamentais para o êxito da gestação (51, 52), na regulação da pressão sanguínea 

(53), na refratariedade aos agentes pressores e na inibição das contrações uterinas 

durante a gestação e permissão dessas no momento do parto. (54)  
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O sistema cardiovascular materno requer mudanças funcionais e estruturais 

para acomodar a necessidade circulatória fetal crescente durante a gestação, o que 

está associado à redução intensa da resistência vascular uteroplacentária. (55) Os 

mecanismos envolvidos nas mudanças uteroplacentárias durante a gestação ainda 

não são conhecidos. No entanto, acredita-se que o NO tenha um papel importante 

tanto na gravidez normal como na PE. (56) 

 

2.2.1 L-Arginina Dimetil Assimétrica (ADMA) 

 

  A L-Arginina Dimetil Assimétrica (ADMA) é um aminoácido de origem 

intracelular encontrado, fisiologicamente, no plasma, urina, tecidos e em diversas 

células. (57) A ADMA é formada durante as modificações pós-traducionais das 

proteínas quando resíduos de arginina são metilados pela ação de enzimas 

metiltransferases. (58) As metiltransferases se encontram predominantemente no 

núcleo celular e exercem ações no processamento do RNA e controle transcricional. 

A ADMA é liberada no citosol quando as proteínas são hidrolisadas, sendo assim, 

um produto do turnover das mesmas. Dessa forma, a quantidade de ADMA gerada é 

dependente da extensão da metilação das proteínas e da taxa de turnover. (59) 

Além da ADMA, duas outras argininas metiladas já foram descritas, a 

dimetilarginina simétrica (SDMA), que é um isômero inerte da ADMA (60-62) e a NG-

monometil-L-arginina (L-NMMA).  

 Existem dois tipos de metiltransferases com várias isoformas. A tipo 1 catalisa 

a formação da ADMA e a tipo 2, da SDMA. O análogo L-NMMA pode ser formado a 

partir dos dois tipos de metiltransferases. (58) 

Hibbs et al. (1987) foram os primeiros a demonstrarem a ação biológica de 

argininas metiladas ao confirmar que a ativação de macrófagos in vivo era inibida 

pelo análogo L-NMMA. (63) 

Atualmente, a ADMA é considerada o inibidor competitivo das três isoformas 

da NOS, uma vez que seu isômero inerte, a SDMA não apresenta efeito direto na 

atividade dessas enzimas e os níveis de L-NMMA no plasma são muito reduzidos. 

(60, 61) 

O efeito inibitório da ADMA sobre a NOS pode ser revertido pela 

suplementação excessiva com L-arginina. (61) A concentração inibitória máxima em 

50% (IC50) é dependente da concentração de L-arginina do meio (64) e varia de 
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aproximadamente 2-10µM. (65) Diversos estudos in vitro demonstraram que níveis 

aumentados de ADMA inibiram significativamente a eNOS e reduziram a produção 

de NO em cultura de células endoteliais e em vasos sanguíneos humanos isolados. 

(66-68) Além disso, foi demonstrado que a administração de ADMA em ratos 

saudáveis causou um aumento da resistência vascular renal e da pressão arterial. 

(69) 

Todas as três formas de arginina metilada interferem no transporte da NOS, 

que é mediado pelo carreador de aminoácido catiônico na membrana plasmática 

(canais y+), o que explica o efeito inibitório do isômero inerte da ADMA, o SDMA, na 

biodisponibilidade do NO. (70) 

 

A Figura 2 ilustra a síntese de ADMA e sua interferência na síntese de NO.  

 
Figura 2: Síntese de ADMA a partir de resíduos metilados de arginina e sua interferência na 

síntese de NO. NO (óxido nítrico), NOS (sintase do óxido nítrico). 

 

 

 A eliminação de ADMA se dá predominantemente por metabolização que 

envolve as enzimas dimetilarginina dimetilaminohidrolase (DDAH) com a produção 

de citrulina e dimetilamina, mas pode ocorrer também por excreção renal. (71) As 

DDAH apresentam duas isoformas com distribuição distinta de acordo com o tecido, 

mas com atividades semelhantes. (72)  

 A regulação da expressão gênica e da atividade das DDAH permanece 

desconhecida. Foi demonstrado que a incubação de células endoteliais com fator de 
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necrose tumoral alpha (TNFα) ou com lipoproteína de baixa densidade oxidada 

reduziu a atividade dessas enzimas. (73) Outros fatores como stress oxidativo, 

níveis elevados de glicose ou de homocisteína, contribuem para redução da 

atividade das DDAH e consequente elevação dos níveis de ADMA. (74, 75) Alguns 

estudos sugerem o envolvimento do fígado no metabolismo das argininas metiladas, 

uma vez que foi demonstrado que os hepatócitos expressam canais y+ em suas 

membranas em abundância e contém concentrações elevadas de DDAH. (59) Mais 

recentemente, um estudo com pacientes que passaram por cirurgia hepática, 

demonstrou que o fígado é essencial para a regulação da concentração plasmática 

das argininas metiladas. (76) 

Em diversas doenças, como as cardiovasculares, cerebrais, da mucosa 

gástrica e PE, tem sido relatada a elevação dos níveis plasmáticos de ADMA e essa 

tem sido utilizada como um marcador de prognóstico. (77, 78)  

 

2.2.1.1 ADMA e PE 

 

Diversos estudos demonstraram a importância do NO na ocorrência da PE. 

Speer et al. (2008)  observaram que na metade da gestação, os níveis de ADMA 

eram mais elevados em gestantes que desenvolveram PE em relação aquelas com 

gestação normal. (79) Savvidou et al. (2003) mostraram que concentrações 

elevadas de ADMA precederam a PE. Esses pesquisadores encontraram níveis 

plasmáticos de ADMA mais elevados nas 23-25ª semanas em mulheres que 

posteriormente desenvolveram PE. (80)  

Alguns estudos demonstraram níveis elevados de ADMA em mulheres com 

PE, relacionando-os à diminuição da síntese de NO e ao comprometimento 

endotelial que é observado nessa doença. (81-85) Acredita-se que concentrações 

elevadas de ADMA atuem inibindo a eNOS e contribuindo para a disfunção 

endotelial observada na PE. (86) Além disso, acredita-se que a ADMA, além de inibir 

a atividade da eNOS, possa convertê-la em uma enzima geradora de superóxidos, 

servindo como fonte de estresse oxidativo vascular. (79) Outro mecanismo proposto 

para redução de NO pela ADMA seria a competição com moléculas de L-arginina 

através da membrana endotelial alterando, assim, a produção de NO pela redução 

da disponibilidade de arginina. (87) 
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Sandrim et al. (2010) em um estudo na população brasileira encontrou uma 

associação negativa entre os níveis plasmáticos de ADMA e os níveis de nitratos na 

PE ao comparar com gestantes normotensas. (88) 

 

2.2.2 Avaliação laboratorial do NO na PE  

  

A determinação de NO em amostras biológicas é complexa e desafiadora 

devido à ínfima concentração e meia-vida curta dessa molécula, cerca de quatro a 

seis segundos no plasma e dez a sessenta segundos nos tecidos. (46) Diversos 

métodos utilizando as mais avançadas tecnologias têm sido propostos na literatura 

para determinação de parâmetros relativos ao NO, tanto direta quanto indiretamente, 

por meio de ensaios que reflitam a sua presença.  

  Em modelos animais, fragmentos de artérias de tecido subcutâneo, anéis de 

artéria umbilical, fragmentos placentários, leucócitos e plaquetas circulantes têm 

sido utilizados para a determinação de NO, por meio de diferentes metodologias. Em 

seres humanos, a determinação do NO é ainda mais complexa, considerando-se a 

dificuldade de obtenção de amostra biológica devido a questões éticas. 

A participação do NO na PE tem sido investigada e resultados contraditórios 

têm sido relatados. Um aumento dos níveis de NO (89-93), ou níveis sem alterações  

(94-96) ou diminuição (97-101) em relação às gestantes normotensas foram 

encontrados.  

Pathak et al. (1999) encontraram níveis de nitrato e nitrito aumentados na PE 

e acreditam que esse aumento ocorra devido à produção excessiva de NO pela 

circulação sistêmica e/ou pelos vasos uteroplacentários como uma resposta 

compensatória à isquemia placentária e redução do fluxo sanguíneo pela invasão 

trofoblástica incompleta. Além disso, o comprometimento renal, característico da PE, 

pode afetar a excreção urinária dos nitratos e consequentemente resultar em 

aumento desses no plasma. (93) 

Ma et al. (2010) observaram em ratas e camundongos prenhas que a 

introdução de um análogo competitivo da L-arginina levou ao aparecimento de sinais 

de PE. (102)  Kulandavelu et al. (2012),  em um estudo com ratas com deficiência da 

eNOS, revelaram, além dos achados já estabelecidos em mulheres com PE 

(deficiencia na redução da resistência vascular uterina) uma alteração na morfologia 

das arterias espiraladas e hipóxia placentária. (103) Espinoza et al. (2006) 



38 

 

propuseram a participação do NO na morfologia das artérias espiraladas. Essas 

artérias que normalmente apresentam uma camada fina ou ausente de músculo liso 

na gestação normal, tiveram essa camada muscular retida, menos alongada e 

tortuosa em ratas com deficiência da eNOS em relação ao grupo controle, o que 

contribui para o aparecimento da hipóxia placentária observada na PE. (104)  

Sabe-se que a hipóxia reduz significativamente a trancrição gênica  e a 

expressão do RNA mensageiro (RNAm) do fator de crescimento placentário (PGF) 

aumenta a expressão do receptor solúvel do PGF (sFlt-1) bem como do fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF). (105) O PGF e seu receptor sFlt-1 são 

proeminentementes expressos no trofoblasto humano. Quando os níveis de PGF e 

VEGF (liberado quando há lesão endotelial) estão elevados, o sFlt-1 se liga aos 

mesmos reduzindo, assim, os níveis circulantes desses fatores.  Vários estudos 

mostraram, experimentalmente, que níveis elevados de sFlt-1 induzem sintomas 

semelhantes a PE (aumento da pressão arterial, proteinúria e lise endotelial 

glomerular) em modelos animais. (106-108) Groesch et. al. (2011) demostraram que 

a inibição sistemática de NO com L-NAME em ratas aumentou os níveis de sFlt-1 e 

que a hipóxia materna reduziu os níveis de PGF, sugerindo que o mecanismo 

biológico de inibição de NO envolva o trofoblasto. Estes investigadores concluiram 

que a redução da produção de PGF pelas células trofoblásticas, concomitantemente 

ao aumento da produção de sFlt-1 no ambiente de hipóxia, podem atuar limitando a 

produção de NO e a função do trofoblasto. Sugeriram, também, que a redução do 

níveis de NO no trofoblasto faz com que predomine a liberação de fatores 

antiangionênicos comprometendo, dessa forma, a formação placentária. (109) 

Em um estudo recente na população brasileira, Brandão et al. (2012) 

avaliaram a função endotelial na PE pela técnica FMD. Essa técnica consiste na 

obtenção da imagem do vaso durante o menor momento de distensão, que 

corresponde a diástole cardíaca. Após uma condição de hipóxia (conseguida ao 

insuflar o manguito por cinco minutos até uma pressão superior a 250mmHg) é feita 

nova medida do diâmetro do vaso após 1 minuto. A diferença relativa, medida em 

porcentagem, do diâmetro do vaso pós oclusão e basal corresponde ao FMD.  

Nesse estudo 74 gestantes foram acompanhadas e dessas 15 desenvolveram PE. A 

medida da FMD foi realizada entre as semanas 24 e 27 de gestação e os valores de 

FMD foram significativamente menores nas gestantes que desenvolveram PE em 
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relação as gestantes normotensas, demonstrando assim, um compromentimento da 

função endotelial na PE. (110)  

   

2.2.3 Polimorfismos do gene da sintase do NO endotelial (eNOS) 

 

 A eNOS é uma enzima expressa predominantemente no endotélio e 

plaquetas. Ela é codificada por um gene com 26 éxons localizado no cromossomo 

7q35 a 36 com tamanho de 21kb e que transcreve um RNAm com 4052 

nucleotídeos. (111)  

  Alguns polimorfismos no gene da eNOS e sua relação com a PE foram 

descritos e vêm sendo estudados. Dentre esses, o polimorfismo G894T no exon 7 

que leva à substituição de uma guanina por uma timina, resultando na troca do 

aminoácido glutamato por aspartato na posição 298. (112) Outro polimorfismo 

descrito para o gene da eNOS é o VNTR (variable number of tandem repeat) b/a no 

intron 4, caracterizado pela repetição de uma sequencia de 27 pb. (113) Finalmente, 

outro polimorfismo do gene da eNOS conhecido é o T-786C no qual há a troca de 

uma timina por uma citosina na posição 786 na região promotora do gene da eNOS. 

(113)  

 O polimorfismo G894T já foi associado ao desenvolvimento de várias 

desordens vasculares como a hipertensão, o infarto do miocárdio, a doença arterial 

coronariana, o espasmo coronariano e a PE, nas quais a biodisponibilidade do NO 

está reduzida. (114-117) Dessa forma, sugere-se que a presença do alelo 894T 

esteja relacionada à diminuição da biodisponibilidade do NO. Philip et al. (1999) 

demonstraram que a resposta ao vasoconstritor, fenilefrina estava relacionada ao 

número de alelos 894T, ou seja, em homozigose a vasoconstrição é maior que em 

heterozigose.  (118) Além disso, foi demonstrado que a enzima eNOS sintetizada a 

partir do alelo 894T está sujeita a clivagem proteolítica nas células endoteliais. (119) 

Savvidou et al. (2001), estudando a relação entre o polimorfismo G894T e o FMD 

em gestantes saudáveis, encontraram uma relação inversa entre FMD e a pressão 

arterial para aquelas com genótipo 894TT. Estes pesquisadores propuseram que o 

alelo 984T em homozigose leva à atenuação gradual da geração de NO, o que torna 

o endotélio mais suscetível à alteração da pressão arterial e, consequentemente a 

uma disfunção endotelial. (120)  
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Um estudo conduzido no Japão mostrou associação do alelo 894T e a 

ocorrência de PE grave. Neste estudo, o alelo 894T estava presente em 28,8% das 

mulheres com PE grave, enquanto essa frequência era 14,1% no grupo controle. 

(112) Estes pesquisadores demonstraram também uma relação desse mesmo 

polimorfismo e a presença de placenta abrupta, constatando que o alelo 894T pode 

causar vasoconstrição arteriolar resultando em isquemia placentária. (121)  

Serrano et al. (2004) demonstraram que na população colombiana a presença 

do alelo 894T em homozigose foi associada ao risco de desenvolvimento de PE. 

Admitiram que o aumento da biodisponibilidade de NO seria o responsável pela 

vasodilatação materna, necessária para acomodar o aumento do volume circulatório 

durante a gravidez, sem o aumento da pressão e que na PE, essa adaptação estaria 

comprometida. (113) 

 Por outro lado, Landau et al. (2004) não encontraram associação entre o 

alelo 894T e a ocorrência de PE em mulheres brancas e hispânicas nos Estados 

Unidos. Da mesma forma, Turan et al. (2010) não encontraram tal relação ao 

estudarem gestantes turcas com PE e sem CIUR. Neste estudo, a frequência do 

alelo 894T foi 26,4% nas gestantes com PE e 18,5% nas gestantes normotensas. 

(122)       

Em um estudo recente, na população brasileira, Sandrin et al. (2010), ao 

pesquisar a relação entre os polimorfismos G894T, VNTR b/a, e T-786C do gene da 

eNOS e as concentrações plasmáticas de nitrito, um metabólito do NO, não 

verificaram relação do polimorfismo G894T e o nitrito. Neste estudo, não foi 

verificada relação entre esses polimorfismos e a ocorrência de PE. Esses achados 

estão de acordo com aqueles já descritos anteriormente por esse mesmo grupo. 

(123, 124) 

Uma meta-análise avaliando a associação entre o polimorfismo G894T do 

gene da eNOS e a ocorrência de PE identificou nove estudos envolvendo 1055 

gestantes com PE e 1788 gestantes controles. Um valor de odds ratio, tendendo a 

uma associação positiva, para ambos os modelo de padrão de herança (recessivo e 

dominante), foi obtido. No entanto, esta associação não foi significativa. (125) 

Avaliando o polimorfismo VNTR b/a, Tempfer et al. (2001) encontraram 

associação entre o mesmo e a PE. (126) Arngrímsson et al. (1997) sugeriram que o 

desequilíbrio de ligação do VNTR b/a com outro polimorfismo seria uma explicação 

plausível para alteração da síntese da eNOS.  (127) Por outro lado, Zhang et al. 
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(2005) acreditam que o polimorfismo VNTR b/a levaria à diminuição dos níveis do 

RNAm, e consequentemente dos níveis da eNOS. (85) Níveis reduzidos de nitrito 

foram encontrados em gestantes normotensas do genótipo aa ao comparar com 

aquelas do genótipo bb para esse mesmo polimorfismo. (124) 

Para o polimorfismo T-786C, em um estudo conduzido na Polônia, foi 

observada relação do alelo -786C e a ocorrência de PE. Nesse mesmo estudo foi 

encontrado aumento significativo da frequência do genótipo CC e do alelo -786C em 

gestantes com PE grave em relação às gestantes do grupo controle (128). Esses 

achados estão de acordo com aqueles encontrados pelo mesmo grupo de 

pesquisadores em um estudo anterior, porém incluindo todas as formas da PE. (129) 

Estudos in vitro demonstraram que a presença do alelo -786C no polimorfismo T-

786C reduziria a atividade promotora do gene da eNOS em aproximadamente 50%. 

(130) Níveis elevados de nitrito foram identificados em gestantes normotensas com 

genótipo CC ao comparar com aquelas do genótipo TT para o polimorfismo T-786C. 

(124) No entanto, um estudo não encontrou alteração nos níveis de nitrito para esse 

polimorfismo. (131)  

Chen et al. (2012) conduziram um estudo de meta-análise relacionando a 

presença dos três polimorfismos da eNOS e a ocorrência de PE. Identificaram 79 

trabalhos publicados até junho de 2011 e 18 desses foram incluídos na meta-

análise. Treze estudos analisaram o polimorfismo G894T e incluíam 1488 gestantes 

com PE e 2199 controles; nove analisaram o polimorfismo VNTR b/a com 1133 

gestantes com PE e 1282 controles; e finalmente, seis estudos avaliaram o 

polimorfismo T-786C com 737 gestantes com PE e 1077 controles. Os estudos 

selecionados foram analisados de acordo com a população estudada (asiáticas e 

não asiáticas), sendo que treze avaliaram não asiáticas e seis, asiáticas. Na análise 

de alelos do polimorfismo G894T, nenhum estudo mostrou associação. Para a 

análise genotípica, uma relação positiva foi encontrada considerando o modelo 

recessivo de herança e para o modelo dominante uma relação negativa foi obtida. 

Para o polimorfismo VNTR b/a não foi encontrada associação na frequência alélica, 

sendo que para a frequência genotípica foi obtida uma relação negativa com o 

modelo dominante de herança. Finalmente, para o polimorfismo T-786C, nenhum 

estudo mostrou resultados significativos. Em suma, este estudo sugere que o 

genótipo TT do polimorfismo G894T e o genótipo aa do polimorfismo VNTR estão 

associados a um risco aumentado de ocorrência de PE. Dentre os 18 estudos 
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selecionados, quatro realizaram análise de haplótipo e a meta-análise mostrou que o 

haplótipo T-b-C está positivamente associado ao risco de PE.  (132) 

Dai et al. (2013) realizaram um recente estudo de meta-análise avaliando a 

associação dos polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C e a ocorrência de PE. 

Esses pesquisadores não encontraram associação entre o polimorfismo G894T e PE 

ao considerar os modelos dominante e recessivo de herança. Por outro lado, o 

genótipo aa (VNTR b/a) e TC e CC para o polimorfismo T-786C foram associados 

com a PE, nos modelos recessivo e dominante, respectivamente. (133) 

Embora os estudos de meta-análise proporcionem respostas confiáveis dos 

resultados inconsistentes de estudos caso controle encontrados na literatura, a 

análise de haplótipo pode fornecer respostas biológicas muito mais relevantes. (134) 

A análise de haplótipo corresponde à análise das possíveis combinações de 

marcadores localizados no mesmo segmento cromossômico. (134) Dessa forma, 

este tipo de análise tem mais poder em estudos genéticos de associação do que a 

análise isolada dos polimorfismos. (135)  

A análise de haplótipo para investigar a associação entre PE e os 

polimorfismo da eNOS já foi realizada em diferentes populações. Em um estudo na 

Colômbia, após construção dos haplótipos e estimativa de suas frequências entre 

casos e controles, foi observada uma diferença com significância global. Para a 

análise individual dos haplótipos, foi observado um risco aumentado de ocorrência 

de PE para o haplótipo T-b-C ao comparar com o selvagem G-b-T. (113) Da mesma 

forma, Díaz-Olguín et al. (2011) encontraram em mulheres mexicanas a associação 

do haplótipo T-b-C com a ocorrência de PE. Nessa mesma população, a frequência 

deste haplótipo foi maior ao comparar com as gestantes colombianas com PE 

(14,3% versus 9,3%, respectivamente). (136) 

No Brasil, Sandrim et al. (2008) encontraram diferença na distribuição das 

frequências dos haplótipos dos três polimorfismos da eNOS ao comparar gestantes 

com PE e gestantes normotensas. Estes investigadores sugeriram que o haplótipo 

G-a-T é aparentemente protetor para a ocorrência da PE e o G-a-C aumenta o risco 

de ocorrência dessa doença. (123) Em outro estudo deste mesmo grupo, que 

investigou a relação entre a concentração de nitrito plasmática e os genótipos, foi 

encontrado nas gestantes normotensas com o haplótipo G-b-C níveis mais elevados 

de nitrito em relação às gestantes pré-eclâmpticas. (124) Em outro estudo de análise 

de haplótipo e tratamento anti-hipertensivo na PE, foi observado que os haplótipos 
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G-a-C e T-a-T foram associados à redução e a ausência da resposta ao tratamento, 

respectivamente. (137) 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral: 

 

Avaliar marcadores das vias metabólicas de síntese e inibição do óxido nítrico 

(NO) em gestantes que desenvolveram PE grave de início precoce e tardio.  

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

Nas gestantes com PE grave (formas precoce e tardia) e gestantes 

normotensas:  

 

 Determinar e comparar a inibição competitiva da sintase do NO, por 

meio da determinação dos níveis plasmáticos de ADMA. 

 

 Investigar e comparar a inibição da ativação plaquetária, por meio da 

determinação dos níveis de GMPc intraplaquetário. 

 

 Determinar e comparar a frequência dos polimorfismos G894T, VNTR 

b/a e T-786C no gene da eNOS e avaliar a relação dos mesmos com 

os níveis de GMPc intraplaquetário. 

 

 Determinar e comparar a frequência dos haplótipos envolvendo estes 

polimorfismos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Casuística  
 

4.1.1 Aspectos éticos  

 

Este estudo foi aprovado pela pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal de Minas Gerais – ETIC 0530.0.203.00-09 (ANEXO A), 

Diretoria do Hospital Público Regional de Betim (HPRB)/Betim - Minas Gerais 

(ANEXO B), da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte – CEP 035/2009 

(ANEXO C), do Hospital Municipal Odilon Behrens (HOB) – CEP 0681.0.000.216-11 

(ANEXO D) e pela gerência da Unidade Básica de Saúde da Família (UBSF) 

Guanabara/ Betim que também concordou com o desenvolvimento do presente 

estudo nessa unidade de saúde (ANEXO E).  

Este estudo foi também aprovado como um subprojeto de um projeto 

previamente aceito, sob o ponto de vista ético e formal, pelo NEP/ Maternidade 

Odete Valadares (MOV) / Belo Horizonte / Minas Gerais - Parecer FHEMIG: Nº 

77/08, CAAE: 00.40.0.287.203-0 (ANEXO F).  

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa, utilizando-se linguagem clara, foi 

feito pelos pesquisadores, a todas as participantes envolvidas no estudo e o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido em todos os casos (ANEXO G). 

Uma ficha clínica contendo dados importantes para análise dos resultados foi 

preenchida em todos os casos (ANEXO H). 

 

4.1.2 Seleção das integrantes do estudo  

 

As participantes deste estudo foram distribuídas em três grupos: 

 

Grupo I: Gestantes apresentando PE grave de início precoce (diagnóstico < 

34ª. semana de gestação)  

Grupo II: Gestantes apresentando PE grave de início tardio (diagnóstico > 

34ª. semana de gestação) 

Grupo III: Gestantes normotensas 

 

O número de participantes em cada grupo, de acordo com cada parâmetro 

avaliado no estudo, está apresentado na Figura 3. As gestantes dos grupos I e II 
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foram selecionadas na maternidade do HPRB, na MOV, no HOB e na Santa Casa 

de Misericórdia. As gestantes do grupo III foram selecionadas no posto de saúde 

UBSF Guanabara/Betim, no HOB e na Santa Casa de Misericórdia. Os dados 

clínicos e laboratoriais de interesse foram obtidos a partir do cartão de pré-natal e/ou 

prontuário médico. 

 

Figura 3 - Número de mulheres participantes do estudo de acordo com os grupos e 

parâmetros avaliados. 

 
 
  
 

4.1.2.1 Critérios de inclusão 

 

Os critérios de inclusão das gestantes com PE grave precoce (grupo I) foram:  

 

 Mínimo de dois episódios de pressão sistólica/diastólica ≥ 160mmHg e/ou 

110mmHg, medidos num intervalo de quatro horas e/ou;  

 Proteinúria superior a 2g em urina de 24 horas e/ou maior que (++), em amostras 

isoladas, pelo método semi-quantitativo de fita, conforme o protocolo clínico 

adotado nas maternidades e/ou;  

 Sintomas (escotoma, epigastralgia, reflexo patelar, cefaleia); 

 Aparecimento dos sintomas na idade gestacional inferior a 34 semanas 

 

Os critérios de inclusão das gestantes com PE grave tardia (grupo II) foram:  
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 Mínimo de dois episódios de pressão sistólica/diastólica ≥ 160mmHg e/ou 

110mmHg, medidos num intervalo de quatro horas e/ou;  

 Proteinúria superior a 2g em urina de 24 horas e/ou maior que (++), em amostras 

isoladas, pelo método semi-quantitativo de fita, conforme o protocolo clínico 

adotado nas maternidades e/ou;  

 Sintomas (escotoma, epigastralgia, reflexo patelar, cefaleia); 

 Aparecimento dos sintomas na idade gestacional maior ou igual a 34 semanas 

 

A classificação da doença como PE grave foi feita pela equipe obstétrica das 

maternidades envolvidas no estudo.  

 

Para o grupo das gestantes normotensas (grupo III) os critérios de inclusão foram:  

 

 Pressão sistólica/diastólica ≤ 120/80mmHg e sem qualquer história de 

hipertensão  ou PE; 

 Ausência de proteinúria; 

 Terceiro trimestre de gestação.  

 

4.1.2.2 Critérios de exclusão 

 

Os critérios de exclusão, comuns aos três grupos foram: 

 

 Obesidade.  

 Gestação múltipla. 

 Presença de doenças intercorrentes como distúrbios da coagulação, doenças 

cardiovasculares, doenças renais, doenças autoimunes, doenças hepáticas, 

diabetes e câncer.  

 Trabalho de parto avançado.  

 Presença de sangramento de qualquer natureza.  

 

As integrantes dos três grupos avaliados foram pareadas segundo a idade. 
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4.1.3 Amostra biológica 

 

Foram coletadas de cada participante do estudo, amostras de 5 mL de 

sangue venoso em EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), diretamente em tubos do 

sistema BD Vacutainer® (Becton Dickinson), devidamente identificados. 

A amostra colhida em EDTA foi imediatamente centrifugada por cinco 

minutos, a 1000 rpm, à temperatura ambiente (centrífuga FANEN®, São Paulo, SP), 

para obtenção de plasma rico em plaquetas (PRP). A uma alíquota de 200 μL de 

PRP foram adicionados 50 μL de isobutilmetilxantina (IBMX) (inibidor da 

fosfodiesterase), na concentração final de 100 μM. Posteriormente, este tubo foi 

centrifugado juntamente com a amostra de sangue total em EDTA durante 15 

minutos a 3000 rpm para obtenção do precipitado de plaquetas e do plasma em 

EDTA, respectivamente. Após desprezar o sobrenadante do precipitado de 

plaquetas, adicionou-se 100 μL da solução de Ringer lactato (meio para manter o 

precipitado de plaquetas). O plasma em EDTA e a alíquota do precipitado foram 

armazenados à temperatura de aproximadamente -80ºC, onde permaneceram até o 

momento da realização da determinação de ADMA e de GMPc intraplaquetário (138-

142) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Esquema do preparo da amostra para obtenção do GMPc 

intraplaquetário. rpm (rotação por minuto), PRP (plasma rico em plaquetas), IBMX 
(isobutilmetilxantina). 

 
 

Das amostras colhidas em EDTA foi feita a extração de DNA (ácido 

desoxirribonucléico) para posterior investigação dos polimorfismos do gene da 

eNOS. 
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4.2 Métodos  

 

4.2.1 Determinação quantitativa de ADMA plasmática 

 

A determinação quantitativa de ADMA foi realizada pela técnica de ELISA, 

utilizando o conjunto diagnóstico ADMA – ELISA DLD, Diagnostika GMBH 

(Alemanha), seguindo rigorosamente as instruções do fabricante. 

 O princípio do teste consiste na presença de moléculas de ADMA fixadas na 

superfície de uma placa, que competem com as moléculas de ADMA presentes no 

plasma (nas quais foi previamente adicionado um grupo acila) por uma quantidade 

determinada de anticorpos de coelhos anti-ADMA. Quando o sistema encontra-se 

em equilíbrio, antígenos (ADMA) livres e complexos antígenos-anticorpo são 

removidos por lavagens sucessivas. Os anticorpos ligados à fase sólida são 

detectados pela adição de um anticorpo anti-anticorpo de coelho ligado à 

peroxidase. A revelação é feita pela determinação da reação da enzima peroxidase 

com o substrato TMB (perborato 3, 3’, 5, 5’ – tetrametilbenzidina), gerando um 

produto de coloração azul. Essa reação é interrompida pela adição de ácido sulfúrico 

e a cor torna-se amarela. A intensidade da cor produzida foi determinada 

fotometricamente no leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader - 

MOLECULAR DEVICES (EUA) em 450nm e é inversamente proporcional à 

concentração de ADMA na amostra. 

 A faixa dos valores de referência da ADMA plasmática, fornecido pelo 

fabricante, é de 0,4 – 0,75 µmol/L (80 – 150 ng/mL). No entanto, o mesmo 

recomenda que cada laboratório determine a sua faixa de normalidade. 

 

4.2.2 Determinação quantitativa do GMPc intraplaquetário 

 

A determinação quantitativa do GMPc intraplaquetário foi realizada por 

técnica de ELISA (enzyme linked imune assay), utilizando conjunto diagnóstico da 

Amersham (Inglaterra), protocolo de acetilação.  

No dia do ensaio, as alíquotas de precipitado de plaquetas, previamente 

preparadas nos dias das coletas e armazenadas a -80°C, foram ressuspensas em 

100 μL do reagente de lise (para hidrolisar as membranas das plaquetas e liberar o 

GMPc intracelular) e agitadas no vórtex durante 10 minutos. Em seguida, adicionou-



52 

 

se 50 μL do reagente de acetilação e misturou-se por 5 minutos. A acetilação 

consiste na adição de grupamento acetila na molécula de GMPc, a fim de promover 

uma alteração na conformação da molécula tornando-a maior e, facilitando o 

reconhecimento pelo anticorpo anti-GMPc, aumentando, dessa forma, a 

sensibilidade do teste (2 fmol/poço). 

O princípio do teste consiste na presença de anticorpos obtidos de macacos 

(anti-GMPc de coelhos) fixados na superfície da placa de ELISA. O GMPc acetilado 

da amostra compete com uma quantidade fixa de moléculas de GMPc ligados à 

peroxidase, por um número limitado de sítios de ligação dos anticorpos anti- GMPc. 

Quando o sistema encontra-se em equilíbrio, antígenos (GMPc) livres e 

complexados a anticorpos são removidos por lavagens sucessivas. A revelação é 

feita pela determinação da reação da enzima peroxidase com o substrato TMB 

(perborato 3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina), gerando um produto de coloração azul. 

Esta reação é interrompida pela adição de ácido sulfúrico e a cor torna-se amarela.  

A intensidade da cor produzida foi determinada fotometricamente no leitor de 

microplacas VersaMax Microplate Reader - MOLECULAR DEVICES (EUA) em 450 

nm e é inversamente proporcional à concentração de GMPc na amostra. 

 

4.2.3 Análise Molecular 

 

4.2.3.1 Extração de DNA 

 

As amostras de sangue (5 mL) foram coletadas em frasco estéril com EDTA, 

e o DNA genômico foi extraído utilizando-se o conjunto de reagentes BIOPUR mini 

spin®, seguindo-se rigorosamente as instruções do fabricante. Uma alíquota de 200 

μL da amostra de sangue total foi transferida para um tubo tipo Eppendorf ® de 1,5 

mL e incubada com 200 μL de solução de lise celular (tampão A) e 20 μL de 

proteinase K. Agitou-se bem em vórtex por 5 segundos. Os tubos foram incubados 

por 15 minutos, à 56oC, agitando em vórtex a cada três minutos.  Após adição de 

400 μL de tampão B6 de ligação e homogeneização, transferiu-se a mistura para o 

tubo spin e incubou-se por 10 minutos à temperatura ambiente. A mistura foi 

centrifugada a 12.900 rpm, durante dois minutos em centrífuga SIGMA® modelo 

2K15 (Alemanha). O filtrado foi descartado e o tubo spin foi colocado em novo tubo 

de reação de 2 mL, ao qual foram adicionados 500 μL de tampão de lavagem I e 
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centrifugado a 12.900 rpm por um minuto. O filtrado foi descartado e adicionou-se 

800 μL de tampão de lavagem II. Após um minuto de centrifugação a 12.900 rpm o 

filtrado foi novamente descartado e o tubo spin centrifugado por mais quatro minutos 

a 14.000 rpm para remoção completa do etanol. Finalmente, foram adicionados 100 

μL de tampão de eluição pré-aquecido a 56°C, incubado à temperatura ambiente por 

5 minutos e centrifugado por um minuto a 10.000 rpm. O tubo spin foi descartado e 

as amostras armazenadas à -20ºC até as análises. 

 

4.2.3.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

O DNA extraído das amostras de sangue de todas as participantes do estudo 

foi submetido à investigação da presença dos polimorfismos no gene da eNOS 

(G894T, VNTR b/a e T-786C). As metodologias foram padronizadas para este 

estudo no laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de Farmácia da UFMG e 

foram empregados oligonucleotídeos iniciadores e condições de reação previamente 

descritas (123, 143, 144). Na reação de PCR foram utilizados os seguintes 

reagentes: oligonucleotídeos iniciadores (IDT®), desoxirribonucleotídeos 

(Fermentas®), tampão (Dream taq Buffer 10X- Fermentas®) e Taq polimerase 

(Fermentas®). As reações foram realizadas para um volume final de 15 µL em 

termociclador MJ Research® modelo PT 100 (EUA) (G894T) e Amplitherm® (EUA) 

(VNTR b/a e T-786C). As sequências dos oligonucleotídeos específicos para cada 

uma das mutações investigadas estão listadas no Quadro 1. 

 

Quadro 1 - Oligonucleotídeos utilizados nas PCR, para amplificação dos segmentos 

genômicos específicos. 

Mutação Óligo senso Óligo antisenso 

G894T1 5’-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’` 
 

5’-AGTCAATCCCTTGGTGCTCAC-3’ 

VNTR b/a2 5`-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3` 
 

5`-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3` 
 

T-786C2 5`-TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3` 
 

5`-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3` 

_________________________ 

(143)
1
; (144)

2
. 

 

O número de ciclos, concentração dos reagentes e temperatura de 

anelamento foram padronizados para cada segmento genômico a ser amplificado 
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com o objetivo de se obter uma boa amplificação, com o mínimo de inespecificidade. 

As condições padronizadas se encontram nos Quadros 2 e 3. 

 

Quadro 2 - Quantidade dos reagentes utilizados nas PCR. 

Reagentes G894T VNTR b/a T-786C 

Tampão 10X 1,5 L 1,5 L 1,5 L 

dNTP (400 mM/mL) 1,5 L 1,5 L 1,5 L 

Óligo senso (10 M) 0,5 L  1,0 L  1,0 L  

Óligo antisenso (10 M) 0,5 L  1,0 L  1,0 L  

Taq polimerase (5U/L) 0,15 L 0,15 L 0,15 L 

DNA (35 ng/L)  1,0 L 1,0 L 1,0 L 

Água q.s.p.  15 L 15 L 15 L 

 ______________________ 
 dNTP: desoxirribonucleotídeos; q.s.p.: quantidade suficiente para. 

 
 
 

Quadro 3 - Programa de PCR utilizados para amplificação das regiões gênicas de interesse. 

Etapas G894T VNTR b/a T-786C 

Desnaturação prévia 95º - 5 min 94º - 4 min 94º - 4 min 

Desnaturação 95º - 1 min 94º - 30 seg 94º - 30 seg 

Anelamento 63º - 1 min 63º - 30 seg 65º - 30 seg 

Extensão 72º - 1 min 72º - 1 min 72º - 1 min 

Nº de ciclos 30 ciclos 35 ciclos 35 ciclos 

Extensão final 72º - 5 min 72º - 5 min 72º - 5 min 

___________________________ 
Nº: número; min: minutos; seg: segundos. 

 

Após amplificação, foi obtido um fragmento de 206 pares de bases (pb) e 180 

pb para avaliação dos polimorfismos G894T e T-786C, respectivamente. Para 

avaliação do genótipo VNTR b/a foram obtidos fragmentos de 420 pb (genótipo bb) 

ou 393 pb (genótipo aa) ou ambos (genótipo ab), conforme ilustra a Figura 5.   
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Figura 5 - VNTR b/a. Fragmentos obtidos após realização da PCR. 

 

__________________________ 
 

 
 

1 - Padrão de peso molecular. 
2, 5, 8 e 9 - Perfil de bandas de indivíduo de genótipo ab (393 e 420 pb). 
3, 4, 6, 7, 10 - Perfil de bandas de indivíduo de genótipo bb (420pb).  

 

4.2.3.2 Polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLP) 

 

Após amplificação do segmento específico, uma alíquota de 5 μL da reação 

de amplificação foi digerida com endonuclease de restrição específica, sendo 

incubada com 1,5 μL de tampão da enzima de restrição à 37°C por no mínimo 8 

horas. As condições foram padronizadas de acordo com protocolos já descritos e se 

encontram no Quadro 4. (123, 143, 144) 

  

Quadro 4 - Condições de digestão enzimática para detecção dos polimorfismos G894T e  

T-786C. 

 Concentração de uso 

Reagente G894T T-786C 

Tampão da enzima 10X 1,5 L (Tango10X) 1,5 L (tampão B) 

Enzima de restrição (10 u/L) MboI 5U MspI 5U 

Produto de PCR 3,0 L 5,0 L 

Água q.s.p. 15 L 15 L 

  ______________________ 
  q.s.p.: quantidade suficiente para 

 

O resultado da digestão foi analisado em gel de poliacrilamida a 8% corado 

com nitrato de prata. Para o genótipo de G894T, obtido após a digestão pela enzima 
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MboI (Fermentas®) (Figura 6), a presença da sequência GATC, ou seja, do alelo 

894T, cria um sítio para a enzima de restrição no fragmento amplificado. Os 

indivíduos que não possuem este alelo apresentam apenas uma banda na mesma 

altura do produto amplificado (206pb). O perfil de indivíduos homozigotos para o 

alelo 894T é evidenciado pela presença de dois fragmentos de 119pb e 87pb. 

Indivíduos heterozigotos apresentam os três fragmentos.  

Para o polimorfismo T-786C, após digestão pela enzima de restrição MspI 

(Promega®), são gerados dois grupos de fragmentos de tamanhos variados. Caso 

esteja presente o alelo selvagem (-786T), observam-se fragmentos de 140 pb e 40 

pb (não visualizado, pois é perdido durante a corrida do gel). Por outro lado, se o 

alelo -786C estiver presente, observam-se fragmentos de 90 pb, 50pb e 40pb (os 

dois últimos não são visualizados, pois são perdidos durante a corrida do gel), 

conforme ilustrado na Figura 7. 

 

Figura 6 - G894T. Fragmentos obtidos após realização da PCR e digestão 

com endonuclease de restricão. 

 
__________________________ 
1 - Padrão de peso molecular. 
2, 4, 6 e 7 - Perfil de bandas de indivíduo homozigoto para o alelo selvagem 894G (206pb). 
3, e 9 - Perfil de bandas de um indivíduo homozigoto para o alelo 894T (119 e 87pb).  
5, 8 e 10 - Perfil de bandas de um indivíduo heterozigoto (206, 119 e 87pb). 
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Figura 7 - T-786C. Fragmentos obtidos após realização da PCR e digestão 

com endonuclease de restricão. 

 
___________________________ 
1 - Padrão de peso molecular. 
2, 3, 6, 8 e 10 - Perfil de bandas de indivíduo homozigoto selvagem; genótipo TT (140 e 40pb). O 
fragmento de 40pb não é visualizado no gel. 
9 - Perfil de bandas de um indivíduo com o genótipo CC (90, 50 e 40pb).  Os fragmentos de 50 e 
40pb não são visualizados no gel. 
4, 5 e 7 - Perfil de bandas de um indivíduo com o genótipo TC (140, 90, 50 e 40pb). Os fragmentos de 
50 e 40pb não são visualizados no gel. 

 

 

4.3 Análise estatística dos resultados 

 

A análise estatística dos dados foi feita utilizando o programa SPSS (versão 

13.0). A normalidade dos dados foi testada pelo método Shapiro-Wilk. A 

comparação das medianas das variáveis contínuas (ADMA  e GMPc) para os três 

grupos foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. A comparação dos resultados entre dois 

grupos foi feita pelo método de Mann-Whitney com correção de Bonferroni 

(p<0.05/número de comparações (3) = p<0,017). A comparação das variáveis 

categóricas (polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C) foi feita pelo teste do qui-

quadrado de Pearson assintótico (2). Quando p<0,05 fez-se a análise do resíduo 

ajustado a fim de identificar onde se encontrava a diferença. Foi verificado se as 

populações estavam sob o equilíbrio de Hardy-Weinberg, utilizando-se o programa 

genepop (http://genepop.curtin.edu.au/). Por regressão logística binária obteve-se a 

Odds ratio e o intervalo de confiança, visando comparar a distribuição das 

frequências genotípicas, considerando como modelo os padrões dominante e 

recessivo de herança. Objetivando investigar a correlação entre os polimorfismos 

http://genepop.curtin.edu.au/
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G894T, VNTR b/a e T-786C e os níveis de GMPc intraplaquetário foi utilizada a 

correlação de Spearman. 

Para análise de haplótipos foi utilizada a última versão do PHASE v 2.1 

http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html (145). Os valores das 

frequências encontrados para cada haplótipo em cada grupo foram comparados pelo 

teste do qui-quadrado de Pearson assintótico (2). 

Inicialmente, foi investigada por análise univariada, a associação entre a 

ocorrência de PE grave e as variáveis explicativas (parâmetros clínicos, ADMA, 

GMPc e polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do gene da eNOS). Para a 

variável idade foi utilizado valor de ≤15 e ≥35 como ponto de corte para risco de PE 

grave e idade entre 15 e 35 anos como ausência de risco de PE grave. Para a 

variável gravidez, as gestantes primigestas foram consideradas como risco de PE 

grave e gestantes não primigestas como ausência de risco de PE grave. Para as 

variáveis ADMA e GMPc intraplaquetário, foram considerados como ponto de corte 

os valores das medianas encontradas para um grupo de mulheres sadias, não 

gestantes e em idade fértil (0,52 µmol/L e 1,23 fmol/plaquetas x106, 

respectivamente). Para ADMA, níveis maiores ou iguais a 0,52 µmol/L foram 

considerados como risco de PE e níveis menores como ausência de risco. Para o 

GMPc, níveis maiores ou iguais a 1,23 fmol/plaquetas x106 foram considerados 

como ausência de risco e níveis menores foram considerados como risco de PE 

grave. Para os polimorfismos foram considerados riscos ausente, intermediário e 

aumentado, para a ocorrência de PE grave, a presença dos genótipos nas formas 

selvagem, heterozigota e homozigota, respectivamente. Posteriormente, as variáveis 

que seguiram o critério p<0,20, foram avaliadas por regressão logística multivariada.  

Foram consideradas como diferenças significativas valores de p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html
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5 RESULTADOS 
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5.1 Distribuição das participantes do estudo de acordo com local onde foram 

selecionadas 

 

A Tabela 1 ilustra a distribuição das participantes do estudo de acordo com 

o local onde foram selecionadas. 

 

Tabela 1 - Distribuição das participantes do estudo de acordo com a maternidade onde 

foram selecionadas. 

Maternidades 
PE grave 
 pecoce 
(n = 53) 

PE grave 
tardia 

(n = 45) 

Gestantes 
Normotensas 

(n = 103) 

MOV 41(77%) 31(69%) - 

HPRB 11(21%) 11(24%) - 

Santa Casa 01(2%) 02(5%) 05(5%) 

HOB - 01(2%) 12(12%) 

UBSF Guanabara -  86(83%) 

_________________________ 
MOV: Maternidade Odete Valadares; HPRB: Hospital Público Regional de Betim; HOB: Hospital 
Municipal Odilon Behrens UBSF: Unidade Básica de Saúde da Família.  

 

5.2 Características clínicas dos grupos avaliados 

As características clínicas das gestantes com PE grave precoce, PE grave 

tardia e normotensas (grupos I, II e III, respectivamente) estão apresentadas na 

Tabela 2. 
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Tabela 2 - Características clínicas das participantes do estudo. 

Características 
clínicas 

PE grave 
precoce 
(n = 53) 

PE grave 
tardia 

(n = 45) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 103) 
p 

Idade (anos) 26 (21-32) 25 (21-32) 24 (20-29) 0,418
d 

IMC (Kg/m2) 23 (21-28) 24 (22-30) 24 (21-27) 
0,650

d 

IG (sem) 31 (30-32) 36 (35-38) 33(30-36) <0,001
a,b,c 

 

GPG (Kg) 12 (7-15) 14 (9-17) 10(7-14) 0,007*
d 

0,073
a 

0,151
b 

0,002*
c 

% Primigestas 49,0 53,3 41,7 
0,384

d 

PA sist. (mmHg) 170 (160-180) 170 (160-180) 110 (100-110) <0,001**
d 

0,947
a 

<0,001**
b,c

 

PA diast. (mmHg) 110 (100-118) 110 (100-118) 70 (70-70) <0,001**
d 

0,781
a 

<0,001**
b,c

 

_________________________ 
IMC: Índice de massa corporal; IG: idade gestacional diagnóstico/coleta; sem: semanas; GPG: ganho de peso 
na gestação; PA: pressão arterial; sist: sistólica; diast: diastólica. 
*p<0,05; **p<0,017 (Correção de Bonferroni). Os dados não-paramétricos são apresentados como mediana 
(intervalo interquartil) (Mann-Whitney/Kruskal-Wallis). 
a
: grupos: precoce x tardia ; 

b
: grupos: precoce x normotensas; 

c
: grupos: tardia x normotensas; 

d
: grupos: 

precoce x tardia x normotensas. 
 
 

As características clínicas das participantes dos grupos I, II e III foram obtidas 

nos prontuários médicos, no cartão de pré-natal e durante a entrevista. 

 

A comparação da idade das integrantes dos três grupos revelou que não 

houve diferença significativa entre as medianas obtidas (p=0,418). Não foi 

encontrada diferença comparando-se o índice de massa corporal nos três grupos 

(p=0,650).  

 

A idade gestacional foi diferente comparando-se os grupos dois a dois 

(p<0,001). 

 

O ganho de peso na gestação foi superior no grupo II, em relação ao grupo III 

(p=0,002). Não foi observada diferença na comparação entre os outros grupos. 
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Nenhuma mulher apresentou histórico de perda gestacional ou aborto. O 

número de gestantes primigestas não foi diferente ao comparar os três grupos 

(p=0,384). 

 

Conforme esperado, por ser um critério de inclusão, os valores da pressão 

sistólica (p<0,001) e da pressão diastólica (p<0,001) foram diferentes comparando-

se os grupos PE grave precoce/tardia e gestantes normotensas, sendo mais 

elevados no grupo com PE grave precoce/tardia.  

 

5.3 Avaliação dos parâmetros laboratoriais das gestantes com PE grave 

precoce e PE grave tardia 

 

Os parâmetros laboratoriais das gestantes com PE grave precoce/tardia, 

obtidos a partir dos prontuários médicos, estão apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Parâmetros laboratoriais das gestantes com PE grave precoce e tardia. 

Parâmetros PE grave 
precoce 
(n = 53) 

PE grave 
tardia 

(n = 45) 

p 

Nº de hemácias x 10
6
/mL 

Hemoglobina (g/dL) 

Hematócrito (%) 

Nº de plaquetas x 10
3
/mL  

4,1 (0,5) 

12,3* (11,4-12,8)  

37,1* (35,1-39,0)  

179,5 (68,3) 

4,0 (0,5) 

11,6* (10,8-12,5) 

35,6* (33,8-36,7) 

191,0 (77,6) 

0,656 

0,079 

0,035** 

0,315 

AST (U/L) 24,0* (20,0-34,5)  24,5* (17,0-31,0) 0,409 

ALT (U/L) 19,5* (12,5-27,5) 15,0* (10,0-26,0) 0,299 

Ácido Úrico (mg/dL) 5,6 (1,2)  5,3(1,5) 0,245 

Bilirrubina Total (mg/dL) 0,30* (0,27-0,66) 0,33* (0,29-0,44) 0,606 

Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,15* (0,10-0,30) 0,33* (0,03-0,10) 0,004** 

Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0,20* (0,10-0,40) 0,28* (0,20-0,37) 0,527 

LDH (U/L) (Piruvato→Lactato) 453* (367-616) (n=41) 414* (311-567) (n=31) 0,162 

LDH (U/L) (Lactato→Piruvato) 281* (185-461) (n=11) 242* (208-274) (n=11) 0,563 

Proteinúria (g/24hrs) 

Proteinúria fita¹ 

        Negativa 

        Positiva 

                + 

               ++ 

              +++ 

             ++++ 

3,52 (2,54) 

 

01 (2%)  

 

02 (4%) 

06 (11%) 

08 (15%) 

14 (27%) 

3,72 (2,74) 

 

01(2%) 

 

03(7%) 

08(18%) 

10(22%) 

09(20%) 

0,915 

 
- 
 
 
- 
 
- 
 
- 

__________________________ 
N°: número; AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina amino transferase; LDH: 
desidrogenase lática. 
*Dados apresentados como mediana (intervalo interquartil). Para as variáveis que seguem a 
normalidade dados são apresentadas como média e desvio padrão (DP). ¹ Números absolutos. 
**p<0,05 (Mann-Whitney e teste t). 
 

Os parâmetros do hemograma, as enzimas hepáticas aspartato amino 

transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT), a bilirrubina, bem como o ácido 

úrico não mostraram diferenças entre os grupos, exceto o hematócrito que foi maior 

no grupo PE grave precoce e a bilirrubina direta que foi maior no grupo de PE grave 

tardia (p=0,035 e p=0,004, respectivamente). A avaliação da atividade da LDH foi 

realizada pelos métodos de conversão de piruvato a lactato (faixa referência: 200-

480 u/L) e de lactato a piruvato (faixa referência 125-220 u/L) As medianas da 

atividade da desidrogenase lática (LDH) não foram diferentes entres os grupos, 

porém foram maiores que a faixa de referência para o método lactato a piruvato em 
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ambos os grupos. O valor de proteinúria estava acima da faixa de referência deste 

parâmetro (<0,15) (Tabela 3). 

 

Com relação à sintomatologia clínica do grupo de gestantes com PE grave 

precoce, 34 gestantes (64%) relataram sintomas, sendo que 28 gestantes (82%) 

relataram cefaleia, 14 (41%) epigastralgia, 07 (21%) escotoma e 08 (24%) reflexo 

patelar aumentado. Com relação à presença de edema, esse foi observado, em 

graus variados em 21 gestantes (40%), sendo + em 06 gestantes (29%), ++ em 07 

(33%), +++ em 07 (33%), e ++++ em 01 (5%). 

 

A terapia anti-hipertensiva utilizada em 52 gestantes (98%) incluiu nifedipina 

em 41 gestantes (79%), metildopa em 26 (50%) e hidralazina em 01 (02%). Para a 

prevenção das crises convulsivas, foi utilizado sulfato de magnésio em 13 gestantes 

(25%) e para induzir a maturação pulmonar do feto, visando à interrupção da 

gestação, foi administrado corticoide (betametasona ou dexametasona ou 

beclometasona) a 32 gestantes (62%).  

 

Apesar da internação hospitalar e tentativa terapêuticas de controle da 

hipertensão e das convulsões, cinco gestantes com PE grave precoce (9%) 

evoluíram para síndrome HELLP e uma para eclâmpsia (2%).  

 

No grupo de gestantes com PE grave tardia, 25 gestantes (56%) relataram 

sintomas, sendo que 23 gestantes (92%) relataram cefaleia, 08 (32%) epigastralgia, 

07 (28%) escotoma e 01 (04%) reflexo patelar aumentado. Com relação à presença 

de edema, esse foi observado, em graus variados em 17 (38%) gestantes, sendo + 

em 02 gestantes (12%), ++ em 07 (41%), +++ em 05 (29%) e edema generalizado 

(anasarca) em 03 (18%). 

 

A terapia anti-hipertensiva utilizada em 38 gestantes (84%) incluiu nifedipina 

em 24 gestantes (63%), metildopa em 15 (39%) e hidralazina em 07 (18%). A 

prevenção das crises convulsivas foi feita com sulfato de magnésio em 17 gestantes 

(38%) e a indução da maturação pulmonar do feto, visando à interrupção da 

gestação, foi feita com corticoide (betametasona ou dexametasona ou 

beclometasona) a 03 gestantes (07%).  



65 

 

 

Apesar da internação hospitalar e tentativa terapêuticas de controle da 

hipertensão e das convulsões, três gestantes com PE grave tardia (7%) evoluíram 

para síndrome HELLP e duas para eclâmpsia (4%).  

 

5.4 Avaliação quantitativa de ADMA plasmática 

 

Os valores de ADMA plasmática para os três grupos estão apresentados na 

Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Valores de ADMA plasmática obtidos para os grupos avaliados.  

 PE grave 
precoce 
(n = 29) 

PE grave 
tardia 

(n = 24) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 50) 

p 

ADMA 

(µmol/L) 

 

0,66(0,52-0,78) 

 

0,47(0,42-0,60) 

 

0,48(0,42-0,58) 

<0,001*
a 

<0,001*
b 

0,840
c 

 _____________________________ 
*p<0,017 (correção de Bonferroni). Os dados não-paramétricos são apresentados como mediana 
(intervalo interquartil) (Mann-Whitney). 
a
: grupos: precoce x tardia ; 

b
: grupos precoce x normotensas; 

c
: grupos tardia x normotensas. 

 

 

A concentração de ADMA plasmática foi maior nas gestantes com PE grave 

precoce em relação às gestantes com PE grave tardia (p<0,001). O mesmo ocorreu 

ao comparar o grupo de gestantes com PE grave precoce com o grupo de gestantes 

normotensas (p<0,001). Não houve diferença comparando-se os níveis de ADMA 

das gestantes com PE grave tardia e gestantes normotensas (p=0,840). 

 

5.5 Avaliação quantitativa de GMPc intraplaquetário 

 

Os valores de GMPc intraplaquetário para as gestantes com PE grave 

precoce, PE grave tardia e normotensas estão apresentados na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Valores de GMPc intraplaquetário obtidos para os grupos avaliados. 

 PE grave 
precoce 
(n = 34) 

PE grave 
tardia 

(n = 24) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 61) 

p 

GMPc 

(fmol/plaquetas * 10
6
) 

 
1,83(0,85-3,27) 

 
2,80(1,20-4,23) 

 
1,46(0,97-3,11) 

0,273
a 

0,813
b 

0,130
c
 

_________________________ 
Os dados não-paramétricos são apresentados como mediana (intervalo interquartil) (Mann-
Whitney). 
a
: grupos: precoce x tardia ; 

b
: grupos: precoce x normotensas; 

c
: grupos: tardia x normotensas. 

 
 

Os níveis de GMPc intraplaquetário não foram diferentes comparando-se os 

grupos dois a dois.  

 

5.6 Avaliação dos polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do gene da eNOS 

 

As populações mostraram-se sob equilíbrio de Hardy-Weinberg, exceto 

aquela referente ao polimorfismo G894T do grupo de PE grave tardia, como 

representado na Tabela 6.   

 

Tabela 6 - Equilíbrio de Hardy – Weinberg para as populações estudadas (valores de p). 

Polimorfismo PE grave 
precoce 
(n = 53) 

PE grave 
tardia 

(n = 45) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 103) 
G894T 0,734 0,009* 0,231 

VNTR b/a 1,000 0,666 0,036 

T-786C 0,338 0,495 0,583 

_____________________________ 

*p<0,025 

 

A Tabela 7 mostra as frequências alélicas e genotípicas de cada polimorfismo 

do gene da eNOS para os grupos PE grave precoce/tardia e gestantes normotensas. 
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Tabela 7 - Distribuição e comparação das frequências alélicas e genotípicas nos grupos 

avaliados. 

Genótipo PE grave 
precoce 
(n = 53) 

PE grave 
tardia 

(n = 45) 

Gestantes 
normotensas 

(n = 103) 

p 

G894T     

G 77(0,73) 59(0,66)** 163(0,79)*** 0,043* 

T 29(0,27) 31(0,34)*** 43(0,21)**  

GG 27(0,51) 23(0,51) 62(0,60) 0,002* 

GT 23(0,43) 13(0,29) 39(0,38)  

TT 03(0,06) 09(0,20)*** 02(0,02)**  

VNTR b/a     

b 68(0,64)** 72(0,80) 162(0,79) 0,009* 

a 38(0,36)*** 18(0,20) 44(0,21)  

bb 22(0,42) 28(0,62) 60(0,58) 0,004* 

ab 24(0,45) 16(0,36) 42(0,41)  

aa 07(0,13)*** 01(0,02) 01(0,01)  

T-786C     

T 74(0,70) 62(0,69) 158(0,77) 0,252 

C 32(0,30) 28(0,31) 48(0,23)  

TT 24(0,45) 20(0,44) 59(0,57) 0,528 

TC 26(0,49) 22(0,49) 40(0,39)  

CC 03(0,06) 03(0,07) 04(0,04)  

___________________________ 
1
Teste Qui- Quadrado de Pearson Assintótico. * p<0,05; **<-1,96, grupo menos frequente; e 

***>1,96, grupo mais frequente. Análise de resíduo ajustado 

 

 

Diferenças foram obtidas nas frequências alélicas e genotípicas para o 

polimorfismo G894T (p=0,043 e p=0,002, respectivamente) e VNTR b/a (p=0,009 e 

p=0,004, respectivamente) quando comparados os três grupos (Tabela 7). Após 

análise de resíduo ajustado, foi constatado que a diferença ocorreu em função das 

maiores frequências de gestantes com alelo 894T e genótipo TT no grupo de PE 

grave tardia em relação às gestantes normotensas. Para o polimorfismo VNTR b/a 

as frequências do alelo a e genótipo aa foram maiores no grupo de gestantes com 

PE grave precoce. Por outro lado, as frequências alélicas e genotípicas dos três 

grupos, para o polimorfismo T-786C, foram semelhantes (p=0,252 e p=0,528, 

respectivamente). 
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Uma vez que não é conhecido o padrão de herança genético destes 

polimorfismos, bem como se esses podem determinar diferentes níveis da enzima 

eNOS, a comparação das frequências genotípicas foi feita considerando o padrão 

recessivo e dominante, como mostram as Tabelas 8 a 13. 

 
Tabela 8 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

recessivo de herança: homozigoto vs (heterozigoto + selvagem) entre os grupos PE grave 
precoce e PE grave tardia. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 0,24 0,06-0,95 0,042* 

VNTR b/a 6,70 0,79-56,66 0,081 

T-786C 0,84 0,16-4,38 0,836 

________________________ 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança * p<0,05 (Regressão logística binária). 

 

Tabela 9 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

recessivo de herança: homozigoto vs (heterozigoto + selvagem) entre os grupos PE grave 
precoce e gestantes normotensas. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 3,03 0,49-18,72 0,233 

VNTR b/a 15,52 1,86-129,83  0,011* 

T-786C 1,49 0,32-6,89 0,614 

________________________ 
 OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança * p<0,05 (Regressão logística binária). 

 

 

Tabela 10 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

recessivo de herança: homozigoto vs (heterozigoto + selvagem) entre os grupos PE grave 
tardia e gestantes normotensas. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 12,63 2,60-61,21 0,002* 

VNTR b/a 2,32 0,14-37,90 0,555 

T-786C 1,77 0,38-8,25 0,468 

________________________ 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança * p<0,05 (Regressão logística binária). 

 

Ao comparar a distribuição das gestantes com PE grave precoce vs PE grave 

tardia; PE grave precoce vs gestantes normotensas e PE grave tardia vs gestantes 

normotensas, de acordo com o genótipo, considerando como modelo o padrão 

recessivo de herança, homozigotas vs (heterozigotas + selvagem), verificou-se 

maior frequência de mulheres homozigotas no grupo de PE grave precoce vs 
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gestantes normotensas e no grupo de PE tardia vs gestantes normotensas para o 

polimorfismo G894T (p=0,042 e p=0,002, respectivamente). A frequência de 

mulheres homozigotas no grupo de PE grave tardia também foi superior em relação 

a gestantes normotensas, para o polimorfismo VNTR b/a. Além disso, observou-se 

que os genótipos TT e aa conferiram uma chance 12,63 e 15,52 vezes maiores, 

respectivamente, de desenvolvimento de PE grave tardia e PE grave precoce, 

considerando como modelo o padrão recessivo de herança. Para o polimorfismo T-

786C não foi observada diferença de distribuição de frequência ao comparar os 

grupos dois a dois, de acordo com este padrão de herança (Tabelas 8 a 10). 

 

Tabela 11 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

dominante de herança: (homozigoto + heterozigoto) vs selvagem entre os grupos PE grave 
precoce e PE grave tardia. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 1,00 0,45-2,22 0,987 

VNTR b/a 2,32 1,03-5,24 0,042* 

T-786C 0,97 0,43-2,15 0,934 

_________________________ 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança. (Regressão logística binária). 

 

Tabela 12 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

dominante de herança: (homozigoto + heterozigoto) vs selvagem entre os grupos PE grave 
precoce e gestantes normotensas. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 1,46 0,75-2,84 0,270 

VNTR b/a 1,97 1,00-3,85 0,049* 

T-786C 1,62 0,83-3,16 0,156 

_________________________ 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança. (Regressão logística binária). 
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Tabela 13 - Comparação das frequências genotípicas considerando como modelo o padrão 

dominante de herança: (homozigoto + heterozigoto) vs selvagem entre os grupos PE grave 
tardia e gestantes normotensas. 

Polimorfismos OR IC (95%) p 

G894T 1,45 0,72-2,93 0,305 

VNTR b/a 0,85 0,41-1,74 0,651 

T-786C 1,68 0,83-3,40 0,151 

_________________________ 
OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança. (Regressão logística binária). 

 

Ao considerar como modelo o padrão dominante de herança (homozigoto + 

heterozigoto) vs selvagem, foi observada maior frequência dos genótipos aa e ab 

para o polimorfismo VNTR b/a ao comparar os grupos PE grave precoce vs PE 

grave tardia, bem como os grupos PE grave precoce vs gestantes normotensas 

(p=0,042, e p=0,049, respectivamente). Para os polimorfismos G894T e T-786C a 

distribuição de frequências foi semelhante ao comparar os grupos dois a dois, de 

acordo com este padrão de herança (Tabelas 11 a 13). 

 

5.7 Análise de haplótipos  

 

 A Tabela 14 representa as frequências dos haplótipos encontradas para os 

grupos PE grave precoce/tardia e gestantes normotensas. 

 
Tabela 14 - Frequências haplotípica dos polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C no gene 

da eNOS nos grupos PE grave precoce/tardia e gestantes normotensas.  

Haplótipos PE grave 
precoce 
(n = 44) 

PE grave 
tardia 

 (n = 44) 

Gestantes  
normotensas 

(n= 100) 

pa pb pc 

G-b-T 0,33 0,39 0,49 NS 

0,0056 

NS 

NS 

NS 

NS NS 

T-b-C 0,08 0,22 0,11 NS 0,036 

G-b-C 0,11 0,07 0,09 NS NS 

T-b-T 0,13 0,12 0,10 NS NS 

G-a-T 0,19 0,17 0,18 NS NS 

Total  1,00 1,00 1,00   

___________________________ 
Pearson chi-square test. P<0,01 (=0,05/5) foi considerado significante. NS: não significativo. 
a
: grupos: precoce x tardia ; 

b
: grupos: precoce x normotensas; 

c
: grupos: tardia x normotensas. 
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 Três haplótipos (T-a-C, G-a-C and T-a-T) foram excluídos da análise 

estatística uma vez que apresentaram frequências abaixo de 5% em pelo menos um 

dos três grupos avaliados. Comparando-se os haplótipos individualmente, foi 

observada que a frequência do haplótipo T-b-C foi maior na PE grave tardia vs a PE 

grave precoce e gestantes normotensas (p=0,0056 e p=0,036, respectivamente) . 

Nenhuma diferença foi observada com relação aos outros haplótipos quando 

comparados os três grupos (Tabela 14). 

 

 

5.8 Correlação entre os polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C e os níveis 

de GMPc intraplaquetário  

 

Visando investigar a correlação entre os polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-

786C e os níveis de GMPc intraplaquetário, foi utilizada a correlação de Spearman 

como apresentado na Tabela 15. 

 

Tabela 15 - Coeficiente de correlação (r) de Spearman e valor de p para os polimorfismos G894T, 

VNTR b/a e T-786C e os níveis de GMPc intraplaquetário nos grupos avaliados. 
Parâmetros PE grave 

precoce 
PE grave 

tardia 
Gestantes 

normotensas 

r p r p r p 

G894T vs GMPc 0,240 0,171 -0,047 0,826 0,013 0,920 

VNTR b/a vs GMPc 0,061 0,730 0,152 0,477 0,177 0,172 

T-786C vs GMPc 0,319 0,066 0,430 0,036* 0,212 0,102 

________________________ 
*p< 0,05; r: coeficiente de correlação.  

 

 

 Uma correlação fraca entre o polimorfismo T-786C e os níveis de GMPc 

intraplaquetário (p=0,036) no grupo de  gestantes com PE grave tardia foi obtida. 

Para as outras análises, nenhuma correlação foi observada (Tabela 15). 
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5.9 Associação dos parâmetros clínicos, ADMA plasmática, GMPc 

intraplaquetário e polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do gene da eNOS e 

ocorrência de PE grave 

 

Visando avaliar a associação independente dos parâmetros clínicos, ADMA 

plasmática, GMPc intraplaquetário, e polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do 

gene da eNOS e a ocorrência de PE grave, foi primeiramente realizada uma análise 

univariada, considerando a presença de PE grave e as variáveis explicativas, como 

mostra a Tabela 16. 

 

Tabela 16 - Análise univariada, considerando PE grave como variável dependente. 

Variáveis 
explicativas 

OR IC 95% p 

Idade 2,59 1,03-6,54 0,044* 

Gravidez  1,42 0,82-2,45 0,206 

Aborto 0,85 0,44-1,65 0,630 

ADMA  1,99 0,93-4,28 0,077* 

GMPc  0,69 0,33-1,42 0,313 

G894T        0 

                   1 

                   2 

1 

1,11 

6,64 

 

0,63-1,96 

1,42-30,98 

 

0,727 

0,016* 

VNTR b/a   0 

                   1 

                   2 

1 

1,14 

11,11 

 

0,65-2,00 

1,38-89,7 

 

0,655 

0,024* 

T-786C       0 

                   1 

                   2 

1 

1,63 

1,84 

 

0,93-2,85 

0,49-6,91 

 

0,088* 

0,364 

________________________ 
 
    OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confiança * p<0,20. 
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As variáveis explicativas que seguiram o critério p<0,20 foram avaliadas 

segundo o modelo de regressão logística multivariada. No entanto, tal modelo não 

se ajustou a estes resultados, uma vez que todas as variáveis perderam 

significância (p>0,05) após a análise multivariada. 
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6 DISCUSSÃO 
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6.1 Características clínicas dos grupos avaliados 

 

No presente estudo foram avaliadas 201 gestantes, sendo 53 (26,4%) com 

PE grave precoce (Grupo I), 45 (22,4%) com PE grave tardia (Grupo II) e 103 

(51,24%) normotensas (Grupo III).  

Embora relatos da literatura sugiram que a PE ocorra com maior frequência 

em mulheres nulíparas (3, 146), na presente casuística não foram obtidas diferenças 

na porcentagem de gestantes primigestas entre os grupos.    

O ganho de peso na gestação (GPG) foi significativamente maior nas 

gestantes com PE grave tardia, comparando-se às normotensas (p=0,002). 

Cunningham et al. (2000) relataram que um aumento de peso na gestação de 

aproximadamente 500g por semana é considerado normal, mas quando o ganho 

ponderal é maior que 1 kg em qualquer semana, ou 3 kg em um mês, deve-se 

suspeitar de PE. O caráter súbito do ganho de peso, ao invés de um aumento 

distribuído ao longo da gestação, é característico dessa doença. O ganho ponderal é 

quase totalmente devido à retenção hídrica excessiva e, geralmente, é demonstrável 

antes de sinais vitais visíveis de edema. (146) No entanto, essa diferença não foi 

observada ao comparar as gestantes com PE grave precoce e as gestantes 

normotensas. Uma provável explicação seria o fato das gestantes com PE precoce 

apresentarem idade gestacional menor e consequentemente menor ganho de peso, 

uma vez que esse é crescente ao longo da gestação. 

A pressão arterial foi maior no grupo com PE grave precoce e tardia em 

relação às gestantes normotensas, como esperado. A mediana das pressões 

sistólica e diastólica (110/70mmHg) do grupo de gestantes normotensas foi menor 

que o valor de referência considerado normal para a população em geral 

(120/80mmHg). A diminuição dos níveis pressóricos na gestação normal pode estar 

relacionada ao aumento fisiológico do ritmo cardíaco, uma diminuição sistêmica da 

resistência vascular, um aumento do volume sanguíneo, do fluxo renal e da filtração 

glomerular. A despeito do ritmo cardíaco e do volume sanguíneo, ocorre uma 

diminuição da pressão arterial durante o segundo trimestre e início do terceiro, 

período gestacional em que se encontravam as gestantes normotensas incluídas 

neste estudo. (147) 
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Apesar da internação hospitalar e tentativa terapêutica de controle da 

hipertensão e das convulsões, cinco (9%) gestantes com PE grave precoce 

evoluíram para síndrome HELLP e uma (2%) para eclâmpsia. No grupo de gestantes 

com PE grave tardia três (7%) evoluíram para síndrome HELLP e duas (4%) para 

eclâmpsia. Sabe-se que a síndrome HELLP e a eclâmpsia ocorrem em 10-20% e 

2,8% dos casos de PE grave, respectivamente. (8)  

As gestantes com PE grave precoce e tardia relataram sintomas clínicos, 

sendo a cefaleia o mais frequente (82% e 92% dos casos, respectivamente), 

seguida da epigastralgia (41% e 32%, respectivamente). No grupo de gestantes com 

PE grave precoce o aparecimento de reflexo patelar aumentado (24%) foi maior que 

escotoma (21%), enquanto que dentre as gestantes com PE grave tardia o 

aparecimento de escotoma (28%) foi maior que reflexo patelar aumentado (4%). 

Admite-se que a cefaleia e o escotoma estejam relacionados ao vasoespasmo das 

arteríolas cerebrais e retinianas, respectivamente. A epigastralgia provavelmente 

resulta de necrose hepatocelular, do edema e isquemia que distende a cápsula de 

Glisson.  (146)  

 

6.2 Parâmetros hematológicos e bioquímicos                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

 

A monitoração laboratorial das gestantes com PE inclui a realização do 

hemograma, contagem de plaquetas, avaliação da função hepática (pela 

determinação de AST, ALT e de bilirrubinas), determinação de desidrogenase lática 

(LDH) e de ácido úrico, visando avaliar a gravidade e evolução da doença. (148)  

A mediana da contagem de hemácias e as médias dos valores de 

hemoglobina e hematócrito das gestantes com PE, obtidas por meio dos dados 

coletados dos prontuários médicos, estavam abaixo ou no limiar inferior do intervalo 

de referência (4.040 x 103/mL, 11,9g/dL e 36,2% respectivamente). A anemia, em 

geral, por carência nutricional ou pela expansão do volume intravascular, é 

frequentemente observada na gestação. No entanto, não foi objetivo deste estudo 

avaliar a ocorrência de anemia. 

Os resultados dos parâmetros bioquímicos das gestantes com PE grave 

precoce e tardia mostraram média ou mediana das enzimas hepáticas AST (<31) e 

ALT (<34), bilirrubina total (<1,1), direta (<0,3) e indireta (<0,8) e ácido úrico (2,6-6,0) 

dentro da faixa de referência e não diferiram entre os grupos, exceto o hematócrito, 



77 

 

que foi mais elevado na PE grave precoce e a bilirrubina direta, que foi mais elevada 

na PE grave tardia, embora ambos estivessem muito próximo dos limiares das faixas 

de referências. A bilirrubina é um produto do metabolismo do grupo heme da 

molécula de hemoglobina e ocorre no sistema retículo-endotelial. Os níveis 

plasmáticos de bilirrubina constituem um marcador de hemólise, bem como de lesão 

hepática. (148) A PE grave pode evoluir para síndrome HELLP que cursa com 

hemólise, alteração das enzimas hepáticas e redução do número de plaquetas 

circulantes.  

As medianas dos níveis de LDH nas gestantes com PE grave precoce e tardia 

(281 e 242U/L, respectivamente) foram superior ao nadir da faixa de referência 

(Lactato→Piruvato = 125-220U/L). Sabe-se que enzima LDH catalisa a conversão de 

lactato a piruvato e é um marcador de dano celular. Níveis elevados dessa enzima 

são observados na lesão vascular (149), na hemólise, inflamações, traumas e 

hepatites. (148) O aumento de LDH obtido nos grupos com PE grave precoce e 

tardia provavelmente reflete a lesão endotelial observada nessa doença, uma vez 

que vários estudos têm relatado um aumento plasmático de marcadores de lesão 

endotelial. (22, 150)  

As médias dos valores da contagem de plaquetas nos grupos com PE grave 

precoce e tardia (180 e 191x103/mL, respectivamente) foram próximas ao limiar 

inferior da normalidade. Diversos estudos relataram que a PE está associada à 

plaquetopenia. (96, 151, 152) No entanto, no presente estudo, não foi possível fazer 

a comparação da contagem de plaquetas entre os grupos avaliados, uma vez que 

este parâmetro não foi obtido para o grupo de gestantes normotensas.  

Um dos critérios de inclusão das gestantes com PE grave neste estudo foi 

proteinúria superior a 2g/24 horas ou ++ pelo método semi-quantitativo da fita. No 

entanto, duas gestantes, uma com PE grave precoce e outra com PE grave tardia, 

apresentaram proteinúria negativa. Duas gestantes com PE grave precoce e três 

com PE grave tardia, apresentaram + pelo método semi-quantitativo. Apesar da 

proteinúria inferior a ++, a sintomatologia clínica, aliada aos níveis pressóricos, 

levaram a equipe obstétrica a classificar essas gestantes como portadoras de PE 

grave. 
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6.3  Avaliação quantitativa de ADMA plasmática 

 

Os resultados obtidos revelaram um aumento nos níveis plasmáticos de 

ADMA na PE grave precoce em relação à PE grave tardia e às gestantes 

normotensas. A comparação entre as gestantes com PE grave tardia e as gestantes 

normotensas não revelou diferença.  

A ADMA é um inibidor endógeno da eNOS que compete com o seu substrato 

natural, a L-arginina, comprometendo a síntese de NO. A elevação dos níveis de 

ADMA foi associada a eventos vasculares, nos quais a síntese de NO estaria 

comprometida. (80) Níveis aumentados de ADMA foram relatados na hipertensão, 

doença renal, acidente vascular cerebral e doenças da mucosa gástrica. (60, 88, 

153-155)  

Diversos estudos revelaram níveis plasmáticos aumentados de ADMA em 

gestantes com PE comparando-se às gestantes normotensas. (80, 88, 156-159) No 

entanto, nesses estudos não foi feita a classificação da PE em suas diferentes 

formas. Um aumento dos níveis de ADMA na primeira metade da gestação (antes do 

aparecimento dos sintomas clínicos) em relação às gestantes que não evoluíram 

para PE sugere o potencial desse marcador para monitoração de gestantes que 

apresentam fatores de risco para desenvolvimento da doença. (79, 80). Um estudo 

conduzido na população brasileira revelou associação negativa entre os níveis 

plasmáticos de ADMA e os níveis de nitratos (metabólito do NO) em gestantes com 

PE comparadas às gestantes normotensas. (88) 

Sabe-se que na gravidez normal os níveis plasmáticos de ADMA reduzem até 

a 24ª semana de gestação e sobem próximo ao final de uma gravidez a termo. (160) 

Essas mudanças refletem a queda inicial e o subsequente aumento do tônus 

vascular e da pressão arterial durante a gestação sem complicações. Uma vez que, 

no presente estudo, a média da idade gestacional das gestantes com PE grave 

precoce foi 31 semanas e das gestantes normotensas foi 32 semanas, pode-se 

inferir que a diferença dos níveis de ADMA obtida não foi devida às variações 

fisiológicas que ocorrem em seus níveis durante a gestação. 

Os mecanismos responsáveis pelo aumento dos níveis plasmáticos de ADMA 

na PE ainda não são conhecidos. A DDAH II é altamente expressa na placenta (72) 

e é sensível à inativação oxidativa pela modificação de um resíduo de cisteína no 

seu sítio ativo. (161) Sabendo que o início do desenvolvimento placentário na PE é 
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associado ao estresse oxidativo (162) é possível inferir que ocorra redução da 

atividade da DDAH nesse período, o que justificaria o aumento dos níveis de ADMA, 

que comprometeria a síntese de NO, resultando na disfunção endotelial local. Além 

disso, o turnover das proteínas é intenso durante o desenvolvimento placentário, 

(163) o que também pode contribuir para o aumento dos níveis de ADMA. 

Finalmente, outro determinante nos níveis de ADMA na PE é a atividade hepática, 

uma vez que o fígado é o órgão de maior importância na regulação dos níveis dessa 

molécula (59). Considerando os níveis aumentados de LDH na PE grave (precoce e 

tardia) no presente estudo, pode-se inferir que a disfunção hepática tenha 

contribuído para a elevação de ADMA nas gestantes com PE grave precoce. 

Em concordância com a hipótese do presente estudo, o aumento da 

concentração de ADMA no plasma foi associado à gravidade da PE. Sabe-se que a 

ADMA, além de competir com a L-arginina pelos sítio ativo da NOS e comprometer a 

produção de NO, pode também promover o desacoplamento da atividade enzimática 

da eNOS  e convertê-la em  um gerador de superóxido. Essa propriedade da ADMA 

contribui, ainda mais, para a disfunção vascular e pode desempenhar um papel de 

grande importância na fisiopatologia da PE, servindo como uma fonte de estresse 

oxidativo vascular. (161)   

Atualmente, há um interesse crescente no estudo das funções dos fatores de 

crescimento angiogênicos (fator de crescimento endotelial vascular-VEGF e o factor 

de crescimento placentário-PlGF) e os seus receptores solúveis-sFlt1 

(antiangiogênico) na fisiopatologia de PE. (164) Cooke et al. (2003) demonstraram 

que a ADMA é capaz de afetar a angiogênese na gestação normal e na PE, uma vez 

que a angiogênese,  bem como a atividade angiogênica dos fatores de crescimento 

(VEGF, PlGF, e fator de crescimento básico de fibroblastos) foram inibidas na 

presença de concentrações elevadas de ADMA in vitro. (165) Smith et al. (2003) 

demonstraram que níveis aumentados de ADMA reduziram a expressão de VEGF 

em cultura de células endoteliais e, dessa forma, podem afetar não apenas a 

atividade dos fatores de crescimento, mas também a produção desses. (166) Estes 

investigadores concluíram que a avaliação das interações entre os fatores de 

crescimento (VEGF e proangiogênico-PlGF) e fatores anti-angiogênicos (ADMA e 

sFlt1) no início da gravidez poderia ser de grande valia para prever o risco de 

ocorrência de PE. 
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Cumpre ressaltar que o presente estudo foi o primeiro a avaliar os níveis 

plasmáticos de ADMA na PE grave precoce e tardia. Os resultados encontrados 

corroboram com a hipótese inicial de que níveis plasmáticos aumentados de ADMA 

na PE grave precoce comprometem a síntese de NO. Dessa forma, promovem 

disfunção endotelial e o comprometimento da placentação e, consequentemente, 

contribuem para o surgimento das manifestações clínicas da doença. Além disso, 

estes resultados permitem inferir que a fisiopatologia da PE precoce e tardia é 

distinta, corroborando com outros relatos da literatura. (17, 19, 20)  

 

6.4 Avaliação quantitativa de GMPc intraplaquetário 

 

As plaquetas expressam eNOS (44) e possuem a enzima guanilato ciclase. 

(167) Em resposta à ativação das plaquetas, a eNOS plaquetária catalisa a oxidação 

de um dos nitrogênios guanidinos da L-arginina, que é convertida em L-citrulina e NO 

e esse ativa a enzima guanilato ciclase, a qual transforma a GTP em GMPc. (44) O 

aumento de GMPc resulta na redução de Ca2+ e, consequentemente, na inibição da 

ativação plaquetária. (46)  

Sabe-se que a PE está associada à ativação plaquetária. (168-170) No 

presente estudo, foram determinados os níveis de GMPc intraplaquetário, visando 

avaliar a inibição da ativação das plaquetas em gestantes com PE grave precoce e 

tardia e gestantes normotensas. Não foram obtidas diferenças ao comparar os três 

grupos.  

Um único estudo foi encontrado na literatura avaliando os níveis de GMPc 

intraplaquetário na PE (142). Este estudo foi conduzido no Equador e, 

contrariamente aos resultados obtidos no presente estudo, foi relatada uma redução 

dos níveis de GMPc intraplaquetário nas gestantes com PE em relação às gestantes 

normotensas e mulheres não gestantes. No entanto, neste estudo não foram 

incluídas apenas gestantes com a forma grave da PE e, além disso, as gestantes 

viviam em uma condição de oxigenação particular, ou seja, a 2.800m de altitude, o 

que poderia justificar, de alguma forma, a diminuição de GPMc obtida na PE.  

Considerando que as plaquetas estão ativadas na PE (168-170), poderiam 

ser admitidos dois mecanismos: um aumento da inibição plaquetária mediado pelo 

GMPc (44) na PE grave em relação às  gestantes normotensas (em resposta à 

ativação plaquetária exacerbada), ou uma diminuição da inibição mediada pela 
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GMPc (o que justificaria como resultado final a maior ativação plaquetária observada 

na PE). No entanto, no presente estudo, não foram encontradas diferenças 

comparando os níveis de GMPc intraplaquetário nos três grupos de gestantes. 

Os resultados de GMPc intraplaquetário precisam ser interpretados com 

cuidado. É importante ressaltar que o GMPc intraplaquetário pode resultar tanto da 

eNOS das plaquetas, como das células endoteliais. Nessas células, o NO, que 

possui pequeno peso molecular e natureza lipofílica, atravessa facilmente a 

membrana, podendo tanto dirigir no sentido da camada muscular do vaso e penetrar 

nas células musculares, quanto ir em direção à luz do vaso e penetrar nas plaquetas 

que circulam margeando o endotélio. (167) Além disso, a síntese de NO plaquetário 

é também estimulada pela adenosina monofosfato cíclica (AMPc), segundo 

mensageiro dos trofoblastos e responsável pela regulação de vários genes.  (171) 

Admitindo uma redução de GMPc intraplaquetário nas gestantes com PE 

grave em relação às normotensas, o que concorreria para a ativação plaquetária 

relatada na literatura, (168-170) a ausência dessa redução poderia ser explicada 

pelo efeito de medicamentos anti-hipertensivos utilizados para controlar a pressão 

arterial dessas gestantes. A nifedipina, um bloqueador de canal de Ca2+, foi utilizada 

em 98% das gestantes com PE grave precoce e em 84% das gestantes com PE 

grave tardia, e estudos prévios mostraram que essa é capaz de ativar a GC e 

produzir GMPc, (172, 173) o que poderia ter comprometido a obtenção da redução 

dos níveis de GMPc intraplaquetário nas gestantes com PE grave precoce e tardia.  

Outra provável explicação envolve o peptídeo natriurético atrial (ANP), que 

também participa da síntese de GMPc. (174) As plaquetas possuem receptores para 

o ANP (175) e níveis aumentados desses peptídeos, bem como de GMPc 

plasmático foram relatados na PE. (101) Além disso, uma associação positiva entre 

estímulos fisiopatológicos (shear stress, crescimento celular e presença de espécies 

reativas de oxigênio) e o aumento da expressão e estabilidade do RNA mensageiro 

da eNOS tem sido descrita. (176-178)  

Sabe-se que a PE está associada a um processo inflamatório exacerbado 

(179) com geração de espécies reativas do oxigênio (ROS) e à vasoconstrição 

generalizada. (180) Estudos recentes têm demonstrado in vivo que o aumento do 

atrito das células circulantes com o endotélio vascular, determinado pela 

vasoconstrição (shear-stress) constitui um dos mais potentes estimuladores da 

expressão da eNOS. Weber et al. (2005) demonstraram que o shear-stress resulta 



82 

 

em um aumento da meia-vida do RNAm da eNOS em cerca de três vezes, por 

aumentar a cauda poli A. (181) Recentemente, foi demonstrado, em células 

umbilicais humanas (HUVEC) sob shear-stress, o aumento da produção de micro 

RNA (miR-21). O miR-21 liga-se a um RNAm, que quando expresso leva a apoptose 

da célula endotelial. Dessa forma, o miR-21 resulta no aumento da meia-vida destas 

células, contribuindo para aumentar a atividade da eNOS. Weber et al. (2010) 

demonstraram que a exposição das HUVEC ao shear-stress unidirecional aumentou 

em cinco vezes a expressão do miR-21, levando à redução da apoptose, aumento 

da atividade da eNOS e, consequentemente, da produção de NO. (182) As ROS, em 

particular o peróxido de hidrogênio (H2O2) também contribuem para o aumento da 

expressão e atividade da eNOS. (183-185) Thomas et al. (2002) demonstraram que 

a adição de H2O2 à cultura de células endoteliais estimulou a ativação da eNOS pela 

fosforilação da serina na posição 1177, resultando em aumento da produção de NO. 

(183)  

Finalmente, outra explicação para a não obtenção de redução dos níveis de 

GMPc intraplaquetário na PE está associada ao volume das plaquetas. Um aumento 

do volume plaquetário médio (MPV) na PE tem sido relatado. (186-188) Sabe-se, 

que as plaquetas maiores são mais reativas, o que determinaria um aumento na 

ativação da eNOS plaquetária e, consequentemente, da síntese de NO e de GMPc 

intraplaquetário nas gestantes com PE.  

Por outro lado, admitindo um aumento do GMPc intraplaquetário na PE, em 

resposta à ativação plaquetária exacerbada relatada nessa doença (168-170), a não 

obtenção desse aumento poderia ser explicada pela presença de polimorfismos da 

eNOS. (119, 124, 189, 190) Uma associação do alelo 894T e genótipo 894TT nas 

gestantes com PE grave tardia e do alelo a e genótipo aa (VNTR b/a) naquelas com 

PE grave precoce foi obtida, o que pode justificar a não obtenção do aumento do 

GMPc intraplaquetário. Outra interferência nos níveis de GMPc intraplaquetários 

pode ser atribuída à ADMA na PE grave precoce. Um aumento de ADMA nessas 

gestantes pode ter contribuído para a não obtenção de aumento de GMPc em 

resposta à ativação plaquetária. 
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6.5  Avaliação dos polimorfismos G894T, VNTR b/a e T-786C do gene da eNOS 

 

Relatos da literatura sugerem que polimorfismos do gene responsável pela 

síntese da NOS estão associados à diminuição da síntese de NO. (119, 124, 189, 

190) No presente estudo, foram investigados os polimorfismos G894T, VNTR b/a e 

T-786C.  

Todos os três grupos de gestantes avaliados estavam sob Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (EHW) quando considerados os três polimorfismos, exceto a 

população de gestantes com PE grave tardia para o polimorfismo G894T. Isto 

significa que não havia uma distribuição aleatória dos alelos nesta população, sendo 

esperado um número menor de homozigotos 894TT que a frequência observada. 

Vários fatores podem deslocar este equilíbrio, como a seleção e endogamia. Uma 

vez que não tenha sido pesquisado o fator consanguinidade entre os genitores das 

mulheres que participaram deste estudo, este fator não pode ser descartado.  

As frequências do alelo 894T e genótipo 894TT foram maiores nas gestantes 

com PE grave tardia em relação ao grupo de gestantes normotensas. Estes 

resultados estão de acordo com estudos publicados anteriormente.  (112, 113, 132) 

Paradoxalmente, outros estudos não encontraram associação do alelo 894T e 

genótipo 894TT e ocorrência de PE. (122-125) Um provável mecanismo pelo qual a 

presença do alelo 894T comprometeria a síntese do NO consiste na clivagem 

proteolítica seletiva da eNOS nas células endoteliais e tecidos vasculares, que 

resultaria na redução da geração de NO em indivíduos homozigotos para esse 

polimorfismo. Esta hipótese corrobora como a detecção de associação deste alelo e 

a PE grave tardia no modelo recessivo de herança. (119, 191) 

Uma associação do alelo a e genótipo aa (VNTR b/a) foi obtida na PE grave 

precoce em relação à PE grave tardia e gestantes normotensas. O presente 

resultado está em concordância com outros previamente relatados, onde foi obtida 

uma associação entre o polimorfismo VNTR b/a e a ocorrência de PE. (126) 

Bashford et al. (2001) propuseram que a presença do genótipo aa estava associada 

a níveis de pressão arterial elevados no início da gestação. (192) Outro estudo 

concluiu que indivíduos com genótipo aa apresentaram níveis plasmáticos reduzidos 

dos metabólitos do NO (nitrato e nitrito). (189) No entanto, outro trabalho sugere que 

a interferência desse polimorfismo na biodisponibilidade do NO estaria relacionado 

ao desequilíbrio de ligação com outro(s) polimorfismo(s) ainda não descrito.  (127)  



84 

 

Considerando o modelo recessivo de herança, observou-se que os genótipos 

894TT e aa conferiram uma chance 12,63 e 15,52 vezes maiores, respectivamente, 

de desenvolvimento de PE grave tardia e PE grave precoce. Ao considerar como 

modelo o padrão dominante de herança, foi observada maior frequência dos 

genótipos aa e ab para o polimorfismo VNTR b/a ao comparar os grupos PE grave 

precoce e PE grave tardia, bem como os grupos PE grave precoce e gestantes 

normotensas. O polimorfismo VNTR b/a está localizado no intron 4 e ainda não é 

conhecido o mecanismo pelo qual ele esteja ligado a alterações funcionais na 

eNOS. A relação entre o alelo a e o genótipo aa (modelo recessivo e dominante) e a 

ocorrência de PE grave precoce está de acordo com aquela encontrada por Tempfer 

et al. (2001), (126)  apesar desses investigadores  não classificarem a PE em suas 

diferentes formas. No entanto, outros pesquisadores não encontraram essa 

associação. (113, 124, 136, 193, 194)  

No presente estudo não foi encontrada relação entre o polimorfismo T-786C e 

a PE grave precoce e tardia. Estudos publicados anteriormente, que avaliaram o 

processo de transcrição do gene da eNOS, revelaram que o alelo C do polimorfismo 

T-786C reduzia a expressão desse gene e consequentemente, a síntese de NO. 

(195, 196) No entanto, os mecanismos deste evento não foram identificados. 

Miyamoto et al. (2000), observaram que apenas o alelo C desse polimorfismo era 

alvo de replicação pela proteína A1 (fator ligante de DNA com ação inibitória da 

transcrição da eNOS in vitro), reduzindo, dessa forma, os níveis de RNAm da eNOS. 

(130)  

Uma meta-análise recente demonstrou que os polimorfismos VNTR b/a e T-

786C contribuem significativamente para a ocorrência de PE, especialmente para as 

mulheres europeias. Contrariamente, no estudo citado, nenhuma associação foi 

encontrada para o polimorfismo G894T e ocorrência de PE. (133) Diversos fatores 

podem explicar a divergência dos estudos que avaliam os polimorfismos e 

ocorrência de PE, como a origem étnica das populações estudadas, diferenças nos 

critérios de seleção e tamanho amostral. Considerando a importância étnica na 

distribuição dos polimorfismos da eNOS (197, 198) pode-se admitir que a 

associação entre os polimorfismos da eNOS e a ocorrência da PE possa estar 

limitada a um grupo específico de mulheres. 

Em concordância com o presente estudo, uma associação entre o haplótipo 

T-b-C e a ocorrência de PE em mulheres da Colômbia e do México foi anteriormente 
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relatada. (113, 136) É importante ressaltar que existem duas variantes raras (894T e 

-786C) na combinação do haplótipo T-b-C, as quais foram relacionadas à 

hipertensão e à redução de NO. (190) A análise conjunta desses dados, permite 

inferir que a disfunção endotelial nas gestantes com PE grave tardia é mais 

importante quando comparada à PE grave precoce. Em um estudo prévio na 

população brasileira, a associação do haplótipo G-a-C e PE foi obtida. (123) No 

entanto, vale ressaltar que esse estudo não avaliou separadamente gestantes com 

as formas precoce e tardia da doença.  

Uma vez que no presente estudo, o polimorfismo G894T foi associado à PE 

grave tardia e o VNTR b/a à PE grave precoce, pode-se inferir que as alterações 

funcionais induzidas por esses dois polimorfismos sejam suficientemente diferentes  

a ponto de influenciar a idade gestacional na qual os sintomas da PE manifestariam. 

No entanto, outros estudos são necessários para validar essa premissa e avançar 

no entendimento da influência dos polimorfismos da eNOS e a ocorrência de PE, 

bem como a forma da doença (precoce ou tardia).  

Cumpre ainda ressaltar que embora os resultados envolvendo os 

polimorfismos G894T e VNTR b/a tenham implicações clínicas importantes, nenhum 

deles pode ser considerado como responsável único para o desenvolvimento da PE, 

considerando o caráter multifatorial dessa doença, bem como as lacunas existentes 

na compreensão da sua etiologia. 

É oportuno lembrar que este foi o primeiro estudo a avaliar a relação dos 

polimorfismos da eNOS nas formas precoce e tardia da PE grave. Considerando a 

distribuição das frequências dos alelos e genótipos nos grupos avaliados, é possível 

concluir que a PE grave precoce e tardia constituem duas formas distintas da 

doença. Os resultados do presente estudo certamente poderão ser úteis para 

trabalhos futuros visando à triagem por meio de genotipagem de gestantes que 

tenham fatores de risco para desenvolvimento de PE.    

 Quando avaliadas as correlações entre os polimorfismos da eNOS e os níveis 

de GMPc intraplaquetário, observou-se apenas uma fraca correlação entre o 

polimorfismo T-786C e o GMPc intraplaquetário no grupo de PE grave. Uma vez que 

não foi avaliada a expressão da proteína eNOS, nem a dosagem direta de NO, estes 

resultados sugerem que outros mecanismos, além dos determinantes genéticos, 

estão envolvidos na alteração dos níveis de GMPc intraplaquetário nos três grupos 

avaliados. 



86 

 

6.6 Avaliação das variáveis associadas à ocorrência de PE grave 

 

Visando avaliar quais variáveis estariam associadas, de forma independente, à 

ocorrência de PE grave foi feita a análise multivariada de regressão logística. 

Observou-se que, embora na análise univariada preliminar a idade, os níveis de 

ADMA e as variáveis genéticas mostraram associação com a doença, nenhuma 

dessas permaneceu associada de forma independente, o que provavelmente reflete 

o aspecto multifatorial e complexo dessa doença. 

 

6.7 Considerações finais 

 

Os resultados obtidos para a determinação de ADMA plasmática e para os 

polimorfismos da eNOS apontam para um comprometimento da síntese de NO na 

PE grave. No entanto, a interpretação dos níveis de GMPc intraplaquetário não 

permitiram conclusões, pela dificuldade de avaliação das plaquetas in vitro e 

complexidade da metodologia para determinação do GMPc intraplaquetário. 

 

6.8 Limitação do estudo 

 

1. Dificuldade de diagnóstico da PE  

Apesar da rigidez no seguimento dos critérios de inclusão e exclusão para 

seleção das gestantes, eliminando todos os casos duvidosos, não se pode excluir a 

possibilidade de inclusão de algum caso equivocado, uma vez que as gestantes 

foram selecionadas em quatro maternidades distintas. 
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    Os resultados obtidos sugerem um comprometimento da via L-arginina:NO na 

PE grave precoce e tardia 

 

 Os níveis plasmáticos de ADMA e a diferença nas frequências dos 

polimorfismos no gene da sintase do NO sugerem que as formas precoce e 

tardia da PE grave apresentam fisiopatologias distintas 

 

 O GMPc intraplaquetário não constitui um marcador para avaliar a inibição da 

ativação plaquetária na PE grave 
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Perspectiva de estudos  

 

Avaliar os níveis plasmáticos de ADMA, ao longo da gestação, em mulheres que 

apresentam fatores de risco para o desenvolvimento de PE. 
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ANEXO A – Parecer de aprovação COEP – UFMG  
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Anexo B – Declaração de aprovação pelo HPRB 
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ANEXO C - Parece de aprovação CEP – Santa Casa 
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Anexo D – Parecer aprovação CEP - HOB 
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Anexo E – Declaração aprovação UBSF Guanabara 
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ANEXO F – Parecer aprovação CEP - MOV 
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ANEXO G – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

FACULDADE DE FARMÁCIA 

DEPTO. ANÁLISES CLÍNICAS E TOXICOLÓGICAS 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

PROJETO DE PESQUISA: “ PRÉ-ECLÂMPSIA PRECOCE E TARDIA: AVALIAÇÃO DE 

ADMA, GMPc E POLIMORFISMOS DA SINTASE DO ÓXIDO NÍTRICO”  
 

Prezada Sra, 
 
Você está sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo 

investigar as alterações da coagulação que ocorrem na pré-eclâmpsia e,dessa forma, 
contribuir para o maior entendimento desta doença.  Você será incluída no grupo-controle, 
ou seja, de mulheres não gestantes. 

Para realizar este estudo, gostaríamos de colher 5mL do seu sangue para realização 
dos exames e armazenamento em um banco de amostras biológicas para estudos genéticos 
futuros. Esclarecemos que este banco de amostras está aprovado e registrado no Comitê de 
Ética/UFMG sob o nº 216/06.  

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formação de um 
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formação de hematomas, a coleta de sangue 
será realizada por um profissional experiente. Serão utilizados agulhas e tubos descartáveis.  

Seu nome e os resultados dos exames serão mantidos em segredo. 

Esclarecemos que caso não queira participar deste estudo, não haverá nenhum 
problema.  
 Para qualquer dúvida sobre esta pesquisa você deverá entrar em contato com as 
pessoas responsáveis pela mesma, cujos nomes estão abaixo relacionados.  
  Se você estiver de acordo, por favor, assine esta folha.  
Professores responsáveis: 
Luci Maria Sant’Ana Dusse – telefone: 3409-6880 
Karina Braga Gomes Borges – telefone: 3409-4983 
Ana Paula Salles Moura Fernandes – telefone: 3409-6884 
Maria das Graças Carvalho – telefone: 3409-6881 
Patrícia Nessralla Alpoim – telefone: 3409-6900 
 
Comitê de Ética em Pesquisa – COEP: Av. Antônio Carlos, nº. 6627 – Pampulha – Campus 
UFMG, Unidade Administrativa II. CEP: 31270-901. Telefone: 3409-4592. 
NOME: 
_____________________________________________________________________ 
 
Carteira de identidade:__________________________________  
 
Assinatura: _______________________________________ DATA: ____/____/____ 
Agradecemos sua valiosa participação! 
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ANEXO H – Fichas clínicas grupos I, II e III 

 

FICHA CLÍNICA 

Projeto: “PRÉ-ECLÂMPSIA PRECOCE E TARDIA: AVALIAÇÃO DE ADMA, 

GMPc E POLIMORFISMOS DA SINTASE DO ÓXIDO NÍTRICO” 

Data:  

Grupo 1: Pré-eclâmpsia Paciente nº:  

Diagnóstico de pré-eclâmpsia dado em: ______/______/______ 

Médico responsável: 

1. Identificação 

Nome:  

Prontuário número: 

Nacionalidade:  Naturalidade:  

Data de nascimento:  Idade:  

Estado civil:  Escolaridade:  

Endereço: 

Rua/Avenida:  

Número:  Complemento:  

Bairro:  Cidade:  

CEP:  Estado:  

Telefone: (    ) 

2. Anamnese 

Presença de doenças intercorrentes? (distúrbios da coagulação, doenças cardiovasculares, doenças renais, 

doenças autoimunes, doenças hepáticas, diabetes, câncer, sangramento, pré-eclâmpsia na família, complicações em gravidez 
anterior) 

 
 
 
 

Fumante? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Consumo de álcool? ☐ SIM   ☐ NÃO Quantidade: 

Pratica exercício físico? ☐ SIM  ☐ NÃO 

Frequência: Modalidade: 

 

3. Informações sobre a(s) gestação(ões) 

Idade gestacional: ______ semanas 

Pré-natal? ☐SIM   ☐ NÃO 

Gravidez múltipla? ☐ SIM   ☐ NÃO 

GPA (Gravidez Parto Aborto): ______/______/______ 

Mesmo pai? 

Partos vaginal  (PN) ou cirúrgico (PC)?  

Intervalo interpartal (meses):  

Parto prematuro? 

Filhos vivos: 

Principais queixas: 

☐ Cefaléia            ☐ Epigastralgia            ☐ Escotoma           ☐ Reflexo patelar 
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☐ Outros 

4. Uso de medicamentos 

☐ Nifedipina                       ☐ Metildopa                       ☐ Sulfato de magnésio 

☐ Outros 
 

5. Informações clínicas e laboratoriais 

Altura: ______ cm 

Peso: ______ Kg 

Ganho de peso na gravidez: ______Kg 

Exames laboratoriais: 
Data da realização: 

Hm:                                            
Hb:                                            
Ht:                                             
Global:                                     
N.b 
N.S 
E 
B 
L 
M  
Plaquetas: 

TGO: 
TGP: 
Bilirrubina total: 
Bilirrubina direta: 
Bilirrubina indireta: 
Ac. Úrico: 
LDH: 
Outros: 
 
 

Pressão arterial: 

Acompanhamento: 

Data e horário Pressão arterial Proteinúria (24 horas) Edema 
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FICHA CLÍNICA 

Projeto: “PRÉ-ECLÂMPSIA PRECOCE E TARDIA: AVALIAÇÃO DE 

ADMA, GMPc E POLIMORFISMOS DA SINTASE DO ÓXIDO NÍTRICO” 
Data:  

Grupo 2: Normotensas Paciente nº: 

1. Identificação 

Nome: 

Prontuário número: 

Nacionalidade: Naturalidade: 

Data de nascimento: Idade: 

Estado civil: Escolaridade: 

Endereço: 

Rua/Avenida:  

Número:  Complemento:  

Bairro:  Cidade:  

CEP:  Estado:  

Telefone: (   ) 

2. Anamnese 

Presença de doenças intercorrentes? (distúrbios da coagulação, doenças cardiovasculares, doenças renais, 

doenças autoimunes, doenças hepáticas, diabetes, câncer, sangramento, pré-eclâmpsia na família, complicações em gravidez 
anterior) 
 
 
 

 

Fumante? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Consumo de álcool? ☐ SIM   ☐ NÃO Quantidade: 

Pratica exercício físico? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Frequência: Modalidade: 

3. Informações sobre a(s) gestação(ões) 

Idade gestacional: ______ semanas 

Pré-natal? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Gravidez múltipla? ☐ SIM   ☐ NÃO 

GPA (Gravidez Parto Aborto): _____/_____/_____ 

Mesmo pai? 

Partos vaginal  (PN) ou cirúrgico (PC)? 

Intervalo interpartal (meses): 

Parto prematuro? 

Filhos vivos: 

4. Uso de medicamentos? ☐ SIM   ☐ NÃO 

SE SIM. Quais medicamentos? 

5. Informações clínicas 

Altura: _______ cm 

Peso: _______ Kg 

Ganho de peso na gravidez: 

Pressão arterial: _______/_______ mmHg 
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FICHA CLÍNICA 

Projeto: “PRÉ-ECLÂMPSIA PRECOCE E TARDIA: AVALIAÇÃO DE 

ADMA, GMPc E POLIMORFISMOS DA SINTASE DO ÓXIDO NÍTRICO” 

Data:  

Grupo: 3 - Mulheres não gestantes Paciente nº: 

1. Identificação 

Nome: 

Nacionalidade: Naturalidade: 

Data de nascimento: Idade: 

Estado civil: Escolaridade: 

Endereço: 

Rua/Avenida:  

Número:  Complemento:  

Bairro:  Cidade:  

CEP:  Estado:  

Telefone: (   ) 

2. Anamnese 

Presença de doenças intercorrentes? (distúrbios da coagulação, doenças cardiovasculares, doenças renais, 

doenças autoimunes, doenças hepáticas, diabetes, câncer, sangramento, história familiar) 

Fumante? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Consumo de álcool? ☐ SIM   ☐ NÃO Quantidade: 

Pratica exercício físico? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Frequência: Modalidade: 

 

Uso de medicamentos? ☐ SIM   ☐ NÃO 

SE SIM. Quais medicamentos? 

Gestações? ☐ SIM   ☐ NÃO 

Se SIM. Quantas?  

Intercorrências durante a gestação? (hipertensão, pré-eclâmpsia, aborto, parto prematuro) 

 

3. Exame físico 

Altura: _______ cm 

Peso: _______ Kg 

IMC:  

Pressão arterial: _______/_______ mmHg 

 
 


