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A alteragdo da fungdo endotelial precede o desenvolvi-
mento das alteragoes aterosclerdticas morfoldgicas e
pode contribuir para o desenvolvimento da lesao e das
complicacdes clinicas finais. Essa observacao levou ao
desenvolvimento de diversos métodos com o objetivo de
testar os diferentes aspectos da fungéo endotelial. Apesar
da importancia de seu estudo, os testes disponiveis ainda
nao sao adequados para screening ou para decisao clinica
individual, visto que ainda sao de dificil execucao e de alto
custo e apresentam certa variabilidade que ainda limita
seu uso na rotina clinica. Porém, deve-se ressaltar que ha
clara necessidade de novas estratégias de testes clinicos
que possam refinar a avaliagdo de risco cardiovascular
individualmente, portanto o estudo da fungéo endotelial,
com o avancar das pesquisas, provavelmente vird a se
tornar uma ferramenta importante na avaliagao do risco
cardiovascular, na deteccao precoce da doenca, além de
julgar respostas as intervencdes designadas para prevenir
a progressao da doenca em estagios precoces e reduzir
0s eventos adversos tardios.
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Changes in endothelial function precedes the development
of morphological atherosclerotic changes and can also
contribute to lesion development and later clinical compli-
cations. This observation has led to the development of a
range of methods to test different aspects of its function.
Despite the importance of endothelial function testing, itis
not yet suitable for screening or individual clinical decision-
-making, because currently the available tests are difficult,
expensive, and variable for routine clinical use. However it
must be emphasized that there is a clear need for clinical
testing strategies that refine risk assessment in individual
subjects. In this context, in a near future, endothelial
function testing will become an important diagnostic tool
in cardiovascular risk evaluation, and also in early disease
detection, and judgment of response to interventions de-
signed to prevent progression of early disease, and reduce
later adverse events in patients.

Endothelium, endothelial function, atherosclerosis, patho-
physiology.
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INTRODUGAO

Aaterosclerose habitualmente tem seu inicio na infancia, podendo
progredir silenciosamente durante um longo estagio pré-clinico e
eventualmente se manifestar clinicamente, geralmente na meia-
-idade. Durante os ltimos 30 anos, tem ficado claro que o inicio
e a progressao, além de sua ativagao final, dependem de mudan-
cas dinamicas profundas na biologia vascular'. O endotélio tem
emergido como um regulador chave na homeostase vascular, e
nesse papel ele ndo tem meramente uma funcéo de barreira, mas
também age como um transdutor ativo de sinais das alteragoes
circulatdrias que levam a modificagdo do fenétipo da parede do
vaso?. A alteracao da funcao endotelial precede o desenvolvimen-
to das alteracoes aterosclerdticas morfoldgicas e pode também
contribuir para o desenvolvimento da leséo e das complicagoes
clinicas finais®. A observagéo do papel central do endotélio no
processo da doenga aterosclerética levou ao desenvolvimento de
métodos com o objetivo de testar os diferentes aspectos da sua
funcdo, que incluem medidas tanto da injiria quanto do reparo
endotelial. Isso providenciou ndo apenas novas descobertas
sobre a fisiopatologia, mas também uma oportunidade clinica de
deteccéo precoce da doenga. Seu estudo possibilitou também
quantificar o risco, julgar respostas as intervencoes designadas
para prevenir a progressao da doenca em estégios precoces e
reduzir os eventos adversos tardios nos pacientes®.

A ATIVACAO ENDOTELIAL E A ATEROSCLEROSE

0 que € geralmente referido como “disfuncéo endotelial” deveria
mais apropriadamente ser considerado com ativagao endotelial,
que pode contribuir eventualmente para a doenca arterial, prin-
cipalmente em determinadas condiges’. A ativagao endotelial
representa uma mudanga de um fendtipo quiescente para um
que envolve resposta de defesa do hospedeiro. De fato, a maioria
dos fatores de risco cardiovascular leva a ativagao da maquinaria
molecular no endotélio, que resulta na expressao de citocinas e
moléculas de adesao designadas para interagir com leucdcitos e
plaguetas, desencadeando mecanismos inflamatdrios direcionados
a tecidos especificos®.

A mudanca fundamental envolvida nesse processo € a altera-
¢ao na sinalizagao de um processo celular quiescente, mediado
pelo dxido nitrico (NO), em diregdo a um estado de ativacéo
por sinalizagdo redox. Espécies reativas de oxigénio (ROS), na
presenca da superdxido dismutase, levam a geragao de peroxido
de hidrogénio, que, tal como 0 NO, pode se difundir rapidamente
através da célula, reagir com os grupos cisteina nas proteinas
e alterar sua funcéo®. Porém, devido aos diferentes processos
quimicos envolvidos, isso resulta em consequéncias bastante
diferentes, como a fosforilacédo dos fatores de transcrigéo,
indugdo de remodelagdo de cromatina nuclear e transcricdo
génica e ativagao de protease. E intrigante que a enzima NO
sintase endotelial (eNOS), que normalmente ajuda a manter o
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estado quiescente do endotélio, pode mudar, direcionando sua
acao para geragao de ROS em determinadas circunstancias,
como parte da ativagdo endotelial. Isso é chamado de desa-
coplamento eNOS e resulta em formagdo de superdxido, se
o cofator-chave tetra-hidrobiopterina ndo esté presente, ou
geracao de peroxido de hidrogénio, se o substrato L-arginina
esta deficiente’. Portanto, a habilidade da eNOS de regular o
fendtipo endotelial quiescente ou o ativado coloca essa enzima
num papel central na homeostase endotelial.

Se a ativagao endotelial e a sinalizagdo redox s&o parte da
defesa normal do hospedeiro, é de suma importancia conside-
rar quais as circunstancias em que esses mecanismos podem
contribuir para aterogénese e eventos clinicos. A diferenca
entre a defesa normal do hospedeiro e ativagao celular danosa
pode ser uma consequéncia da natureza, extensdo, duragéo
e combinacao de estimulos pro-inflamatérios. Por exemplo,
foi demonstrada recentemente uma redugéo profunda, porém
transitoria, da dilatagdo endotélio-dependente associada com
infeccOes leves na infancia®. Isso pode ser um mecanismo
adaptativo, e ndo necessariamente pro-aterogénico, mas pode
assim se tornar se as condigOes adversas ambientais estiverem
presentes e forem de carater mais persistente. Isso pode incluir
fatores de risco como hipercolesterolemia, hipertensao e dia-
betes, assim como outras condigdes inflamatdrias conhecidas,
como periodontite, que pode induzir a desregulagao cronica do
NO e a produgao de ROS®™. Todos esses mecanismos desenca-
deados por fatores ambientais que levam a ativacéo endotelial
sao provavelmente modulados por fatores genéticos.

Em algumas circunstancias, a produgao cronica de ROS pode
exceder a capacidade celular enzimatica e nao enzimatica de
produgao de antioxidantes e, portanto, contribuir para a doenga
vascular por inducéo de ativacdo endotelial sustentada. Uma
importante fonte de ROS é provavelmente mitocondrial, visto
que a producao de ROS e a capacidade da superdxido dismutase
mitocontrial estdo habitualmente balanceadas durante a fosfo-
rilacdo oxidativa'. Isso pode sofrer distdrbios durante hipéxia
ou condicbes em que haja aumento do substrato, tal como
ocorre com transtornos metabdlicos relacionados a obesidade
ou diabetes tipo I, que séo caracterizados por hiperglicemia
e aumento dos 4cidos graxos livres circulantes''3. Qutras
fontes importantes de estresse oxidativo no endotélio sao as
enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases,
assim como a xantina oxidase, as quais, com se observou,
tém atividade aumentada em artérias de pacientes com doen-
ca coronariana™. A sinalizagdo endotelial de ROS pode ser
desencadeada, ainda, pela exposicéo a citocinas inflamatorias
e fatores de crescimento e pela interagdo do endotélio com
leucdcitos. Independentemente da sua fonte, a interagéo entre
ROS e NO estabelece um circulo vicioso, que resulta em ativagao
endotelial subsequente e inflamagao.
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LESAO E REPARO ENDOTELIAL

A exposicéo prolongada ou repetida a fatores de risco cardio-
vasculares pode exaurir o efeito protetor dos sistemas anti-
-inflamatorios entre as células endoteliais. Como consequéncia,
nao apenas o endotélio se torna disfuncional, mas também as
células endoteliais podem perder sua integridade, podendo
progredir para a senescéncia e se destacar para a circulagao’®.
Os marcadores circulantes de tal dano celular endotelial incluem
microparticulas endoteliais derivadas de células ativadas ou
apoptoticas e células endoteliais inteiras’. Observou-se 0
aumento desses marcadores tanto na doenga aterosclerotica
periférica e coronaria como em outras condigdes inflamatorias
associadas com aumento do risco vascular como artrite reu-
matoide e ldpus eritematoso sistémico’. Esses marcadores
podem ser quantificados e se tornar candidatos promissores
para a pratica clinica (ver abaixo).

Alintegridade endotelial depende nao apenas da extensao da
injdria, mas também da capacidade enddgena de reparagao. Dois
mecanismos pelos quais o reparo ocorre foram recentemente
identificados. Células endoteliais maduras adjacentes podem
se replicar localmente e substituir as células danificadas ou
que foram perdidas. Mais recentemente, tem ficado claro que
células progenitoras endoteliais circulantes sdo um mecanismo
alternativo importante para manutencéo e reparo do endotélio.
Essas células sao recrutadas da medula 6ssea para a circulagao
periférica e podem se diferenciar em células maduras com
caracteristicas endoteliais. A mobilizagdo dessas células € em
parte NO-dependente e pode estar prejudicada em pacientes
com fatores de risco cardiovascular®. Da mesma maneira, fa-
tores que demonstram levar a melhora da fungdo endotelial e a
biodisponibilidade de NO, como exercicio e estatinas, também
demonstraram ter um efeito positivo poderoso na mobilizagéo
das células progenitoras endoteliais?’%.

AVALIAG[\O CLINICA DA FUN(}AO ENDOTELIAL

A melhor compreenséo da biologia vascular do endotélio permi-
tiu o desenvolvimento de testes clinicos que avaliam diversos
aspectos das propriedades funcionais do endotélio normal e
ativado?. ldealmente, tais testes deveriam ser seguros, nao
invasivos, reprodutiveis, de baixo custo e padronizados entre 0s
laboratdrios. Os resultados também deveriam refletir a biologia
dindmica do endotélio por toda a histéria natural da doenga
aterosclerdtica, definir os processos de doenga subclinica, assim
como providenciar informagao progndstica para estratificacao de
risco na fase clinica tardia. Nenhum teste atualmente preenche
esses critérios, e uma grande variedade de testes ¢, portanto,
necessaria para caracterizar as multiplas facetas da biologia
endotelial*.
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RESPOSTA VASOMOTORA ENDOTELIO-DEPENDENTE
Aavaliagéo da resposta vascular endotélio-dependente tem sido
ampla e clinicamente usada para o estudo da funcao endotelial.
Os testes utilizam estimulos farmacoldgicos e/ou fisioldgicos
gue promovem a liberagao endotelial de NO e outros compostos
vasoativos e, frequentemente, envolvem uma comparagao com
as respostas vasculares a dilatadores endotélio-independentes
como a nitroglicerina. A determinagdo da biodisponibilidade
local de NO ndo reflete apenas sua influéncia no tonus vascular,
mas também outras fungdes importantes dessa molécula, que
incluem tromborregulagao, adeséo e proliferacéo celular*.

Os estudos iniciais da fungéo endotelial foram realizados na
circulagao coronariana e envolviam a infuséo local de acetilcolina e
amedida da mudanga no didmetro do vaso por meio da angiografia
coronariana quantitativa??. A acetilcolina libera NO dos vasos com
endotélio intacto, o que leva a vasodilatagdo, mas causa vasocons-
tricdo em sujeitos com disfuncao endotelial, como resultado de um
efeito vasoconstritor muscarinico direto na célula muscular lisa.

Respostas a uma grande variedade de agonistas endoteliais,
gue incluem a substancia P adenosina e bradicinina, também tém
sido utilizadas, assim como estimulos fisioldgicos, como o teste
cold-pressor e a dilatagdo mediada por fluxo (FMD) de artérias
de condutancia proximais?’. Além disso, 0 uso de antagonistas
especificos do NO como o L-NMMA definiu a contribuigdo do NO
a essas respostas vasomotoras?. Esses estudos providenciaram
descobertas importantes sobre os efeitos vasculares dos fatores
de risco e a potencial reversibilidade da disfungéo endotelial em
resposta a intervengdes como as estatinas e aos inibidores da
enzima de conversao de angiotensina?.

Embora esses testes acessem diretamente a circulagao
coronariana, sua natureza invasiva limita seu uso para pacien-
tes com doenga avangada e exclui a repeticao seriada dos
testes para acompanhamento. Como a disfungdo endotelial
& um processo sistémico, uma abordagem menos invasiva foi
desenvolvida utilizando os mesmos principios de infusdo local
de probes farmacoldgicos e medidas das alteragdes do tonus
vascular do antebrago pela pletismografia de oclusao venosa®'.
Isso providenciou uma oportunidade de avaliagao da fisiopatolo-
gia endotelial durante o estagio pré-clinico de doenca por meio
do uso de agonistas e antagonistas apropriados, possibilitando
a construcao de curvas dose-resposta. A correlagao entre as
respostas a acetilcolina na circulagao corondria e no antebraco
foi bem demonstrada. A pletismografia de ocluséo venosa
tem sido amplamente utilizada, principalmente utilizando a
infusdo de substancias diretamente na artéria braquial. Nesses
€asos, por necessitar para sua execugao de canulagdo arterial,
isso limita seu uso repetido e o torna um método invasivo e
proibitivo em grandes estudos. Os resultados também sédo de
dificil padronizagdo, em virtude de o tonus basal do vaso de
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resisténcia ser variavel e os protocolos de teste diferirem entre
os laboratdrios de pesquisa. A relevancia clinica em relagao a
aterosclerose também ¢é incerta, por causa de a fisiopatologia
microvascular ndo necessariamente refletir as mudancas nas
artérias de condutancia, as quais sao particularmente predis-
postas a desenvolver a doenga®.

Por todas essas razdes, buscou-se 0 desenvolvimento de
outros métodos. Em 1992, foi descrito um teste nao invasivo utili-
zando ultrassom para acessar a funcéo vascular de uma artéria de
condutancia na circulagao sistémica®. Nesse método, o didmetro
da artéria braquial € medido antes e depois de um aumento do
shear stress, que € induzido por hiperemia reativa (FMD). Quando
um cuff de esfigmomandmetro colocado no antebrago € insuflado
e liberado 4 a 5 minutos apds, a FMD ocorre predominantemente
como um resultado da liberagéo endotelial de NO®.

Assim como na circulagdo coronariana, essa resposta da
artéria braquial pode ser contrastada com a resposta a um
vasodilatador endotélio-independente como a nitroglicerina
sublingual®. Apesar de tecnicamente trabalhoso, esse método
pode ser padronizado, a fim de produzir resultados reprodutiveis
que apresentam correlagdo com a fungdo endotelial vascular
coronariana®*%. O desenvolvimento de softwares modernos
permitiu a avaliagdo continua do didmetro arterial e do fluxo
sanguineo por meio de todo pratocolo, pelo uso de algoritmos de
deteccao que podem ser editados manualmente. E importante
notar que variagoes nessa técnica, como a posicao de ocluséo
do cuff e a duracdo da insuflagdo, podem produzir resultados
que sao menos representativos da atividade local de NO. Apesar
disso, esse método trouxe inmeras vantagens para a area da
pesquisa. A FMD da artéria braquial tem sido estudada ampla-
mente em pesquisa clinica, por permitir a avaliagao seriada de
individuos jovens, incluindo criangas. Também permite testar
intervengoes farmacoldgicas ou de estilo de vida na biologia
endotelial em um estagio precoce pré-clinico, quando 0 processo
de doenca tem mais probabilidade de ser reversivel®. Esse teste
representa o gold standard para pesquisa clinica da biologia
endotelial em vasos arteriais de condutancia e sua introdugao foi
responsavel por abrir um novo campo na area de epidemiologia
vascular. Existem, porém, desafios praticos que precisam ser
superados antes que essa técnica possa ser adequada para
0 uso na préatica clinica de rotina*. Esses desafios incluem a
necessidade de operadores altamente treinados, o custo do
equipamento e também o cuidado necessario para minimizar
as influéncias fisioldgicas e ambientais, como exercicio, dieta,
ingestao de cafeina e variagbes na temperatura.

MARCADORES CIRCULANTES DA FUNQAO ENDOTELIAL
Uma avaliagdo ampla das numerosas funcdes do endotélio pode
ser obtida pelo estudo dos niveis de moléculas de origem endo-
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telial na circulacao periférica. Essas incluem produtos diretos das
células endoteliais que sofrem mudangas quando o endotélio esta
ativado, tais como medidas da biologia do NO, citocinas inflama-
torias, moléculas de adesdo, reguladores de trombose, assim
como marcadores de dano ou reparo endotelial. Muitos desses
marcadores circulantes sao de medicao dificil e de alto custo e séo
habitualmente apenas utilizados em ambiente de pesquisa clinica®.

Niveis circulantes de nitritos e proteinas nitrosiladas refletem,
em parte, a geracao endotelial de NO, mas sao dificeis de medir
e podem nem sempre representar a producao endotelial de NO®.
Especificamente, os valores podem se confundir com outras es-
pécies que contém nitrogénio, outras fontes de NO e uma ampla
variacao de NO proveniente da dieta. A dimetilarginina assimétrica
é um derivado endégeno, antagonista competitivo da NO sintase.
Os seus niveis estdo elevados em sujeitos com fatores de risco,
como dislipidemia e hipertensao, assim como em pacientes com
doencas associadas com aterosclerose, como diabetes e insufi-
ciéncia renal. Elevagoes dos niveis da dimetilarginina assimétrica
estao associadas com reducao da biodisponibilidade de NO em
estudos animais e clinicos®. Sua medida pode vir a se tornar um
marcador de risco na pratica clinica®, porém, até o momento, 0s
ensaios permanecem de alto custo e dificuldade.

A ativacao endotelial leva a expressao aumentada de
citocinas inflamatérias, moléculas de adesao que tém papel
importante na iniciagao, progressao e desestabilizacdo da lesao
aterosclerdtica. Moléculas bem caracterizadas que podem ser
medidas na circulagdo com imunoensaios comerciais incluem
a E-selectina e a P-selectina, entre outras*#2. A E-selectina
é provavelmente a mais especifica para ativacao endotelial.
Seus niveis aumentam em associacdo com fatores de risco
cardiovascular e foram associados com medidas funcionais e
estruturais da doenca aterosclerética, assim como com prog-
néstico cardiovascular adverso®#.

Similarmente, as consequéncias procoagulantes da ativagao
endotelial podem ser medidas como alteragoes no balango do
ativador do plasminogénio tecidual e seu inibidor enddgeno, o
inibidor da ativagao do plasminogénio-1 (PAI-1)*. Além disso, 0
fator de Von Willebrand, uma glicoproteina amplamente derivada
do endotelio, é liberado para a circulagdo por células endoteliais
ativadas. Esse agente apresenta fungéo tanto na ativagao celular
posterior quanto na promogao da ativagao plaquetéria e da
coagulacao e pode ser facilmente medido*®*’.

A compreensao de que a funcao endotelial reflete o resultado
do balanco entre injlria e reparo levou ao desenvolvimento de
ensaios para quantificar o desprendimento de células endote-
liais maduras e microparticulas derivadas para representar os
diversos graus de lesao, assim como a determinacao do nimero
e caracteristicas funcionais das células endoteliais progenitoras
circulantes, refletindo, assim, o potencial enddgeno de reparo®.
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Células endoteliais circulantes que se desprendem no contexto
de ativacao endotelial e perda da integridade podem ser mensura-
das na circulagéo tanto por citometria de fluxo quanto por micros-
copia fluorescente®. O aumento dos niveis de células endoteliais
circulantes em pacientes com doenga aterosclerotica e inflamagéo
vascular sugere uma relagao direta entre o nimero dessas células
na circulagao periférica e a extensao da injlria endotelial®.

Apesar da demonstragao de que a mensuragao de células
endoteliais circulantes e de células endoteliais progenitoras esta
correlacionada a outras medidas da fungéo endotelial in vivo e a
ocorréncia de eventos cardiovasculares futuros®, essas novas
medidas ainda estao longe do uso clinico. Todavia, € provavel
que novas descobertas na evolucdo da doencga e potenciais
oportunidades de tratamento emergirdo desse campo, que
rapidamente se desenvolve.

APLICAGOES CLINICAS

As evidéncias atuais sugerem que a funcéo endotelial € um
marcador integrativo dos efeitos resultantes da presenca de
fatores de risco tradicionais e emergentes na parede arterial
e de sua capacidade de reparo intrinseco. Essa biologia vas-
cular endotélio-dependente € critica ndo apenas na iniciagéo
e na progressao da aterosclerose, mas também na transicéo
da doenca estavel para o estado instavel. Como resultado, o
estudo da fungdo endotelial em pesquisa clinica tem emergido
como um end point importante que complementa a dosagem
de fatores de risco circulantes, técnicas de imagem para de-
tecgdo do surgimento de doengas arteriais estruturais (como
espessamento da camada média intima da cardtida), ultrassom
intravascular e tomografia computadorizada, além de resultados
clinicos cardiovasculares tradicionais.

Em pacientes com aterosclerose estabelecida, distlrbios
na resposta vasomotora associados com ativacdo endotelial
podem contribuir para isquemia miocardica transitoria e angina
pectoris®', além de estar associados a alteragdes da composicéo
e biologia da placa, o que pode influenciar sua estabilidade®.
Deve-se reconhecer que a fungao endotelial, ao contrério das
medidas da morfologia da parede do vaso, apresenta variabilida-
de biolégica intrinseca; assim, uma medida isolada, de maneira
semelhante a medida da pressao arterial, pode dar apenas uma
informacao de carater instantaneo e limitada em alguns casos.
Todavia, muitos estudos clinicos de coorte tém demonstrado
que uma medida isolada da fungéo endotelial tanto na circu-
lacdo coronariana quanto na circulagdo periférica apresenta
valor prognéstico tanto em pacientes com doenca coronariana
estabelecida quanto em sujeitos com sintomas atipicos®.

Algumas questdes, porém, requerem investigagao adicional
em grandes estudos prospectivos. Estas incluem o valor prediti-
vo adicional dessa abordagem em relagéo a outros marcadores
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de risco estabelecidos, a aplicabilidade na populacéo geral e
qual o perfil de teste mais apropriado, 0 que pode incluir uma
combinagéo de testes para marcadores endoteliais circulantes e
respostas vasomotoras®. O principal valor, porém, do estudo da
funcao endotelial € que sua avaliagao pode indicar uma série de
intervengdes numa fase mais precoce do curso da doenca, em
que a resposta ao tratamento pode ser mais eficaz. Na doenga
avangada, uma verdadeira “caixa de Pandora” j4 foi aberta, e
o resultado pode depender de muitos fatores, e nem todos
podem ser identificados e modificados. H4 uma necessidade
clara para novas estratégias de testes clinicos que possam
refinar a avaliagdo de risco cardiovascular individualmente e,
em particular, identificar aqueles pacientes de maior risco e
sua resposta ao tratamento®. Apesar da avaliagao de a fungao
endotelial ter acrescentado muito na compreensao do processo
aterosclerético, ainda ndo é adequada para screening ou para
deciséo clinica individual, visto que os testes ainda sao de dificil
execucao e de alto custo e apresentam certa variabilidade que
ainda limita seu uso para rotina clinica®.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
Apesar de ainda ndo estar disponivel para o uso na rotina de
avaliagdo clinica, a habilidade de medir a fungéo endotelial de
maneira nao invasiva ja levou a mudancas na compreenséo
da evolugdo da aterosclerose e na avaliagdo do impacto dos
fatores de risco cardiovasculares na fisiologia do vaso na fase
pré-clinica da doenca, além de possibilitar 0 estudo dos resul-
tados de intervencdes terapéuticas, que nao sao possiveis com
0s exames comuns padronizados no momento para esse fim.
Uma abordagem abrangente que envolva a mensuragao da
funcao endotelial, da predisposigao genética, de fatores de risco
e da doenca estrutural arterial provavelmente sera a melhor forma
de avaliar novas estratégias terapéuticas, particularmente na fase
precoce e pré-clinica da doenca, estagio durante o qual um melhor
manejo pode resultar em maiores beneficios em salide publica.
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