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RESUMO
A atividade da adenosina desaminase (ADA) tem se mostrado útil para o diagnóstico da principal causa de derrame em nosso país, a

tuberculose. Contudo, sua dosagem ainda não vem sendo utilizada de rotina. Acreditamos que a não existência de um kit comercial
validado seja um dos principais fatores. Neste artigo descrevemos os cuidados com o líquido, a técnica de dosagem e o rendimento desta
no diagnóstico da tuberculose de diversas localizações.

Descritores: adenosina desaminase, técnicas de diagnóstico e procedimentos, sensibilidade e especificidade.

ABSTRACT
The adenosine deaminase activity (ADA) is useful in the diagnosis of the principal cause of pleural effusion in our country, the

tuberculosis. Nevertheless, its measurement has not being used in the routine investigation. We believe that the principal reason is that no
commercial kit is available. We describe how to collect the fluid, the steps for ADA measurement and its usefulness in the diagnosis of
tuberculosis in diverse localization.
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Introdução
A tuberculose pleural é a causa mais freqüente de

derrame pleural exsudativo em adultos no nosso país1.
Seu diagnóstico definitivo, pela identificação do bacilo
(por baciloscopia, cultura do líquido ou do fragmento
pleural), nem sempre é possível e o encontro do
granuloma (especialmente se exibir necrose caseosa) em
fragmento de biópsia de pleura parietal, sugere a causa.

As limitações desses métodos diagnósticos vêm
motivando a pesquisa de novas técnicas com maior
rentabilidade, mais ágeis e precisas, decorrente de
procedimentos menos invasivos. O ideal seria a
identificação do bacilo como nos métodos baseados
na biologia molecular (identificação de fragmentos
do bacilo), mas métodos indiretos que detectam
alterações imuno-bioquímicas também têm sido



Neves DD  e  cols.  �  Dosagem da ADA

PULMÃO RJ � Volume 13 � Nº 3 � Jul-Ago-Set  �  183

utilizados, com aumento da chance de acerto em um
diagnóstico de probabilidade.

Até o momento a dosagem da ADA tem se
destacado como teste útil, de baixo custo operacional
e com maior suporte na literatura para auxílio no
diagnóstico da tuberculose pleural2-4.

O objetivo deste estudo é descrever o modo
adequado de coleta e processamento do material para
a dosagem da ADA e discutir sua utilidade no
diagnóstico da tuberculose.

Metodologia
A dosagem da ADA, para diagnóstico da causa de

derrame, só deve ser realizada no líquido pleural, pois
já se comprovou seu melhor rendimento em relação
ao sangue periférico5, provavelmente em razão da
compartimentalização das células inflamatórias. De
modo geral, a enzima tem estado mais elevada no
líquido orgânico testado (pleural, peritoneal,
pericárdico e sinovial) do que no sangue, indicando
que existe síntese local da enzima6-12. Além disto,
diversas doenças, além da tuberculose, podem elevar
a atividade da ADA no sangue periférico, levando a
resultados falsos positivos. Não foi observada correlação
entre a dosagem sérica e a do líquido pleural8,13.

A obtenção do material é realizada por meio de
toracocentese de rotina. É importante conhecermos
como tratar o material obtido para uma dosagem correta.

A centrifugação do líquido, a 1.000 x g por pelo
menos 10 minutos logo após a coleta, deve ser realizada
no intuito de separar o conteúdo celular e não celular
do liquido pleural. A lise, que ocorre com o
congelamento do material, pode liberar a ADA contida
nas células, alterando o valor da dosagem da enzima.
No entanto, já foi descrito que a hemólise, possível de
ocorrer decorrente a acidentes de punção, não parece
alterar a dosagem se esta for realizada em até 72 horas
após a coleta14.

O líquido deve ser estocado em diferentes frascos,
sem anticoagulante. É descrito inibição pelo fenol
contido nos preparados comerciais de heparina e com
o ácido etileno-diamino-tetracético (EDTA) pode haver
interferência pela presença de compostos de amônia15.

Realizamos uma experiência em que as amostras
eram colhidas, inicialmente, em 4 tubos: (1) sem
anticoagulante, (2) com oxalato de sódio, (3) com ácido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e (4) com heparina.
Não foram observadas diferenças significativas entre a
atividade da enzima nos primeiros 35 testes realizados,
de diferentes pacientes, pelo método colorimétrico
empregado. Caso seja conveniente guardar o líquido
com uso de anticoagulante deve-se dar preferência ao
oxalato de sódio, de baixo custo financeiro e sem
referência a possíveis interferências na dosagem.

Sabemos, por experiências anteriores, que líquidos
convenientemente estocados mantêm a atividade da
ADA por um período de até 6 meses. A ADA no soro é
estável por pelo menos 24 horas a 25oC, temperatura
ambiente; por 7 dias a 4oC, em geladeira, e por pelo
menos 3 meses a 20oC negativos, em freezer15-18.

A rotina de se estocar o material em vários tubos
se justifica, pois, com o descongelamento do material
há perda de atividade da ADA, o que torna o líquido
sem utilidade para futuras dosagens. O transporte até
o laboratório, onde são realizadas as dosagens, deve
ser feito em recipientes padronizados e que garantam
uma baixa temperatura durante o trajeto.

A dosagem de atividade da ADA é geralmente
realizada pela técnica descrita por Giusti15. Esta é a
técnica utilizada na maioria dos trabalhos clínicos da
literatura. Além disto, trata-se de um método rápido (o
resultado pode ser fornecido em 2 horas), utilizando
reagentes de baixo custo (menos de US$ 1,00 para cada
dosagem), sem necessidade de aparelhagem especial
(sua realização é possível em qualquer laboratório de
médio porte) e utiliza pequena quantidade de amostra
(0,05mL). A reação colorida, que revela a quantidade
de amônia liberada pela ação da enzima, é feita segundo
a reação de Chaney e Marbach que produz uma cor
azul mais estável que as reações de Nessler e a de
Berthelot, utilizadas em outras técnicas19.

Como não existe um kit comercial validado para
sua dosagem, esta deve ser realizada de modo
artesanal. Este fato pode contribuir para dificultar a
realização mais amiúde da dosagem pelos diversos
laboratórios de extensão.

Figura 1 � Esquema da reação bioquímica na dosagem da ADA.
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Em resumo, esta técnica baseia-se na dosagem da
amônia liberada pela transformação da adenosina em
inosina, catalisada pela ADA. A amônia forma, na
presença de fenol, em solução alcalina, um derivado
indofenol com intensa cor azul. Esta reação é catalisada
pelo nitroprussiato de sódio e pode ser quantificada
por espectrofotometria, como no esquema mostrado
na figura 1.

Sugere-se que as dosagens enzimáticas, de cada
amostra, sejam feitas em duplicata, visando controlar
possíveis erros técnicos e o resultado expresso pela
média aritmética. Nos casos em que os valores sejam
discordantes, diferença superior a 10%, a dosagem
deve ser repetida. Já foi descrito que a diferença entre
dosagens, num mesmo dia, é inferior a 8%8 e de 14%,
em média, a diferença entre testes com 6 semanas
de intervalo20.

Para cada amostra deve ser feito um branco, em
que não é adicionado o substrato. Brancos para controle
do substrato e reagentes também são realizados a cada
dia de dosagem, como descrito a seguir.

Técnica de dosagem da ADA
Todos os vidros utilizados para estoque dos

reagentes devem ser esterilizados e de cor âmbar. O
material de laboratório usado deve ser lavado com água
bidestilada (livre de amônia), sendo esta também
utilizada no preparo dos reagentes. Os profissionais
que trabalharem na dosagem da ADA e na manipulação
do material utilizado para a realização da mesma não
devem ser fumantes em função da interferência que
pode ser causada pelo resíduo de amônia que fica
depositado nas mãos dos fumantes.

1ª fase � Reação enzimática: no tubo de dosagem
(�D�) é colocado 0,5mL de solução de adenosina
tamponada (21mM de adenosina em 50mM de tampão
de fosfato de sódio com pH final de 6,5) e, após
aquecimento a 37oC por 5 minutos, são adicionados
para o início da reação 50 microlitros da amostra que
contém a enzima (ou seja, 0,05mL de líquido pleural)
à temperatura ambiente. Esta solução de adenosina,
que serve como substrato à reação, contém 15mL de
solução tampão + 140mg de adenosina (SIGMA
número A9251 em http://www.sigma-aldrich.com) com
pH ajustado para 6,5 e diluído em 25mL de solução
tampão fosfato. Os tubos são então arrolhados e
colocados em incubação, em banho-maria, a 37oC por
45 minutos, com agitação a cada 15 minutos.

Além dos tubos de dosagem, três outros são feitos
para servir de brancos para a leitura final. O tubo �O�
é composto por 0,5mL de tampão de fosfato de sódio,
com as características descritas, e 0,05mL de água

bidestilada. O tubo �S�, controle da coloração do
substrato, recebe 0,05mL de água bidestilada no lugar
da amostra. O tubo �B�, branco da amostra, além desta
recebe 0,5mL do tampão de fosfato de sódio 50mM,
pH de 6,5, em vez da adenosina tamponada, sendo
feito um para cada amostra. Os conteúdos do tubo
�S� e do tubo �O� são feitos a cada dia de determinação
de várias amostras. O conteúdo destes tubos estão
explicitados no quadro abaixo.

Quadro 1 - Conteúdo do tubo de dosagem e dos brancos
para mensuração da ADA.

Valores em ml.

2ª fase � Reação colorida / revelação: a reação é
parada com a adição de 1,5ml de solução de fenol /
nitroprussiato (106mM de fenol e 0,17mM de
nitroprussiato de sódio), com imediata mistura de
solução alcalina de hipoclorito de sódio (11mM de
hipoclorito de sódio em 125mM de hidróxido de sódio)
e vigorosa agitação dos tubos. Estes são então, mais
uma vez, arrolhados e incubados a 37oC por 30
minutos, para o desenvolvimento da reação colorida.

3ª fase � Dosagem da atividade: a absorvância é
medida em 630nm, usando-se cubetas com caminho
óptico de 1cm, no espectrofotômetro. O tubo �O� é
utilizado como branco de leitura. Depois são
descontados os valores encontrados nos tubos �S� e
respectivo �B� da absorvância do tubo de dosagem
(�D�), e o resultado é comparado com o de uma curva
padrão (figura 2) para a determinação da quantidade
de NH3 produzida nas condições de dosagem. Esta
curva é construída usando-se 0,5mL de soluções
obtidas por diluições sucessivas de uma solução
150mM de sulfato de amônia, e deve ser refeita sempre
que forem usadas novas soluções de fenol /
nitroprussiato e hipoclorito de sódio. Desta forma,
pode-se calcular a quantidade de ADA existente em
cada amostra de líquido.

Os valores são expressos em U/L, que é definida
como sendo a quantidade em mmol de NH3

produzidos, a 37oC, por minuto, pela enzima contida
em 1 litro da amostra.

Alguns cuidados são importantes durante a
dosagem da ADA: 1) reagentes, amostra e padrões
devem estar na temperatura ambiente, isto é
particularmente importante quando utilizamos
incubações curtas, com uma hora ou menos, podendo
influenciar a sensibilidade do teste; 2) a precisão na
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pipetagem é particularmente importante quando se
trabalha com pequenos volumes, pipeta não ajustada,
com possibilidade de perda de material (erro de até
20%), bolhas de ar na pipeta devido à aspiração rápida
(perda de até 10%), líquido ao redor da pipeta (ganho
de 3%), esvaziamento rápido da pipeta com não saída
de todo o material (perda de até 5%); 3) mistura
adequada dos reagentes e agitação durante a incubação
e 4) calibração cuidadosa do equipamento após registro
de cada dosagem.

Discussão
Adenosina Aminohidrolase (EC 3.5.4.4) é o nome

recomendado pela União Internacional de Química
Pura e Aplicada e pela União Internacional de
Bioquímica, para designar a Nucleosídeo Desaminase
ou Adenosina Desaminase, abreviada por ADA. Esta
enzima pertence a um grupo de enzimas que atuam
no metabolismo das purinas, e já foi descrita nos
microrganismos, nos vegetais, nos invertebrados, nos
anfíbios, nas aves e nos mamíferos21. Está presente em
todos os tecidos humanos, principalmente livre no
citoplasma das células22, mas também é encontrada
na membrana celular23. Sua distribuição pelos
diferentes tecidos não é homogênea e quantidades
maiores da enzima são observadas nos órgãos
linfóides22, 24-26.

A principal função da ADA é sua ação na
proliferação e diferenciação dos linfócitos e na
maturação dos monócitos13,27,28, mas pode mediar
diversos processos biológicos, incluindo vasodilatação
coronariana, esteroidogênese e lipólise.

Devido ao fato de a enzima ser liberada por
linfócitos, em presença de processo inflamatório, ou
pelos macrófagos, com microorganismo no seu
interior, é esperado um aumento da sua atividade em

entidades mórbidas infecciosas ou que envolvam
resposta imunológica, especialmente das células T29,30.
Como estas são as principais células envolvidas na
resposta imunológica à tuberculose, sua atividade tem
sido pesquisada mais amiúde como auxiliar no
diagnóstico desta doença, mas também em inúmeras
outras enfermidades.

A ADA foi descrita pela primeira vez por Schmidt,
em 1928, que a separou da enzima ácido adenílico
desaminase31. A sua dosagem com finalidade
diagnóstica foi proposta em 1970, como marcador
sorológico para o câncer de pulmão32. Os primeiros
trabalhos com relação à utilidade da ADA no
diagnóstico da tuberculose datam de 1973, em
meningite33, e em 1978 em pleura e peritônio34. Outros
trabalhos surgiram, com maior entusiasmo, a partir
de 1990. No final da década de 80, surgem os
primeiros trabalhos sobre a pesquisa das isoenzimas
em líquido pleural8,35, mas ainda existem controvérsias
sobre a sua utilização na rotina para o diagnóstico
dos derrames27,36-38.

O rendimento da dosagem da ADA para o
diagnóstico da tuberculose pleural já foi avaliado em
mais de 6.000 observações39,40, sendo que um terço
destes secundário a tuberculose. A prevalência desta
foi em média de 36%, variando de 5% a 72%. O valor
discriminatório variou de 33U/L a 100U/L e a
sensibilidade e especificidade de 62% a 100%, mas,
geralmente com ambas acima de 80%.

O valor que melhor discrimina os pacientes com
tuberculose pleural das demais etiologias varia nos
diferentes estudos, predominando os valores entre 35
a 60U/l2,8,39,41-46. Alguns sugerem uma faixa, onde
existe dúvida sobre a etiologia47,48. O Consenso
Brasileiro de Tuberculose49 reconhece a utilidade da
ADA para o diagnóstico de probabilidade da
tuberculose pleural, recomendando o valor
discriminatório de 40U/l.

A dosagem da ADA já foi realizada em diversos
fluidos biológicos. Em líquido pericárdico, a
sensibilidade varia de 71% a 100% e a especificidade
de 91% a 100%17,50-54, com valor discriminatório
semelhante ao utilizado no derrame pleural.

O diagnóstico da tuberculose peritoneal
geralmente é difícil, especialmente nos pacientes
cirróticos e dependente de exame invasivo: a
laparoscopia. Quando baseados em resultados de
exames não específicos, existe um grande número de
diagnósticos incorretos, em torno de 30%55. A
sensibilidade e especificidade da ADA estão acima dos
90%53,55-60, apesar de alguns autores sugerirem uma
menor sensibilidade do método nos pacientes

Figura 2 � Curva padrão para cálculo da dosagem da ADA.
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cirróticos, em áreas de baixa prevalência de tuberculose
e em pacientes com AIDS56,61.

O valor da atividade da enzima no líquor é
menor que nos demais líquidos de serosas e sua
utilidade bastante controversa. A sensibilidade e
especificidade foram maiores que 80%, variando nos
diferentes estudos33,53,62,63. Cabe salientar que um
maior número de doenças que causam meningite
podem cursar com elevação da ADA e portanto a
especificidade nestes casos é menor, especialmente
em pacientes com AIDS64.

A ADA já foi investigada no diagnóstico
diferencial de derrames articulares65 e em uma
avaliação inicial na tuberculose urinária66, apesar da
amônia presente na urina dificultar a dosagem.

Empolgados com a utilidade do método para o
diagnóstico da tuberculose extrapulmonar, alguns
estudos foram realizados no escarro e lavado
broncoalveolar. A dosagem da ADA foi maior nos
pacientes com tuberculose do que no grupo controle
com outras doenças pulmonares, malignas ou
infecciosas, inclusive em pacientes com BAAR
negativo mas cultura positiva, mas com utilidade
prática ainda controversa67-74.

Em crianças com tuberculose pulmonar, foi
observada uma maior atividade sérica da enzima do
que nas com pneumonias bacterianas, por micoplasma
ou por vírus75,76. Em adultos, soronegativos para o HIV,
a ADA2 mostrou uma sensibilidade para o diagnóstico
de TB pulmonar de 54,5% e especificidade de 98%77.
Existe uma infinidade de doenças que podem cursar
com aumento sérico da ADA, diminuindo a
especificidade do método para o diagnóstico, mas a
dosagem sérica pode ser útil no acompanhamento do
tratamento da tuberculose pulmonar78, diminuindo
com o início do tratamento específico, principalmente
pela diminuição da atividade da ADA2

79 e sem
correlação com outros parâmetros da fase aguda75.

Concluímos que, apesar de não existir um kit
confiável para dosagem, a técnica de dosagem da
atividade da ADA e um método de fácil implantação
e que dever ser realizado de rotina para investigação
de tuberculose, especialmente em áreas de alta
prevalência da doença. O rendimento como teste
diagnóstico depende da prevalência da tuberculose
e de outras possíveis doenças que possam cursar com
elevação da ADA em determinado material. Frente
a uma ADA baixa podemos, praticamente, excluir a
tuberculose como causa do derrame mas a
confirmação do diagnóstico vai depender da
exclusão de outras causas que cursam com elevação
da enzima.
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