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Introducao

O endotélio é a monocamada celular que reveste o
interior dos vasos sanguineos, incluindo artérias, veias
e as camaras do coragdo,! atuando como uma camada
protetora entre os demais tecidos e o sangue circulante.”
Essas células sdo denominadas células endoteliais.
O endotélio exerce fungdo determinante no controle da
homeostase vascular, participando da regulagéo de sinais
intracelulares,' permeabilidade e ténus vascular,® cascata
de coagulagdo e angiogénese,* entre outros. Uma das
principais funges do endotélio é a liberagao de substancias
frente a estimulos, que atuam de forma autdcrina e/ou
pardcrina.? Dessa forma, agressdes ao endotélio geram
uma resposta inflamatéria, com atuagdo de diversos
tipos celulares (linfécitos, mondcitos, plaquetas e células
musculares lisas),® levando a um quadro de disfungdo
da célula endotelial, enrijecimento da parede vascular e
formacédo da placa de aterosclerose.®

A disfuncdo endotelial é uma caracteristica precoce
chave no desenvolvimento e progressdo da placa
aterogénica e suas respectivas complica¢des. Essa condicdo
é caracterizada por uma redugédo na biodisponibilidade
de vasodilatadores derivados do endotélio, tais como o
6xido nitrico (NO), e um aumento, relativo ou absoluto, da
biodisponibilidade de vasoconstritores. Este desequilibrio
prejudica a vasodilatagdo dependente endotélio, marca
funcional que caracteriza a disfuncido endotelial.”

No inicio da formagdo da placa ateromatosa, a
disfungdo endotelial pode ser caracterizada pelo
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aumento na expressdo e liberacdo de moléculas de
adesdo, entre elas, a selectina endotelial (E-selectina), a
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e a molécula
de adesdo vascular 1 (VCAM-1). Essas moléculas
sdo liberadas em resposta a estimulos de citocinas
inflamatdrias, de lipopolissacarideos bacterianos ou de
lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDL-ox).
Elas permitem a ligagdo célula-célula ou célula-matriz
extracelular, levando a deposicdo de células espumosas
no espago subendotelial,’ e aumento da espessura da
parede do vaso, com redugdo ou até mesmo completa
obstruc¢do do ldmen vascular.’

A determinagdo da func¢do da endotelial consiste na
andlise de sua responsividade a estimulos vasodilatadores
ou vasoconstritores, permitindo o avango no entendimento
do desenvolvimento e progressdo da aterosclerose e
possiveis alvos terapéuticos.? Os métodos consistem em
andlises in vitro, como cultura de células endoteliais, e in vivo,
como a dilatagdo mediada pelo fluxo (DMF), pletismografia
por oclusdo venosa (POV) ou dosagem de marcadores
séricos. No entanto, nenhuma dessas técnicas atualmente
é aplicada para diagndstico clinico de disfuncéo endotelial,
uma vez que elas sdo muito invasivas, caras ou dificeis de
padronizar.'

A alteragdo da funcado endotelial precede as altera¢ées
aterosclerdticas morfoldgicas e pode contribuir para o
desenvolvimento da lesdo e das complicagdes clinicas
finais. As doencas cardiovasculares (DCV) sdo as
principais causas de morte natural no mundo, inclusive
no Brasil. Dados recentes do DATASUS de 2014
apontaram que aproximadamente 30% dos registros
de mortalidade nacional foram decorrentes de doencas
cardiovasculares. Dessa forma, a pesquisa clinica, por
meio das técnicas mencionadas acima, possibilita o
melhor entendimento desse problema e permite que
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novas oportunidades de prevengéo e tratamento surjam,
diminuindo a morbimortalidade e gastos ptblicos.
O amplo conhecimento das ferramentas de avaliagdo da
funcdo endotelial pelos profissionais da drea da satide
possibilita o aprimoramento das mesmas, tornando
possivel a translagdo da pesquisa clinica para efetiva
aplicagdo na clinica médica.

A seguir, técnicas de avaliacdo da fungdo endotelial serdo
descritas de acordo com ultimos achados da literatura.

Analises in vitro

Cultura de células endoteliais

A cultura de células endoteliais é largamente
descrita na literatura, principalmente em estudos que
demonstram o efeito do estresse oxidativo e inflamagéo
sobre os mecanismos de mobiliza¢do e proliferagao
dessas células in vitro.! O desenvolvimento da cultura
de células endoteliais a partir de sangue periférico
representa um importante passo nas pesquisas sobre
células angiogénicas circulantes, uma vez que essas

células passaram a ser isoladas para estudo.

Contudo, a utilizacdo da cultura celular para
avaliacdo da fungdo endotelial apresenta pros e contras.
A possibilidade do estudo de diferentes vias de sinalizagdo
intracelular permite que diversos ensaios sejam feitos,
com diferentes objetivos. Por exemplo, a descoberta
de marcadores de superficie, anticorpos monoclonais e
beads magnéticas de imunoensaio facilitaram o processo
de isolamento, quantificacdo e caracterizacao de células
endoteliais. No entanto, essa técnica apresenta limitagdes
em relagdo a alteracdes fenotipicas que as células sofrem
dependendo do tempo de cultura e do meio utilizado,
além de ndo estar completamente estabelecido como
um modelo fiel ao in vivo.”” Dessa forma, o protocolo
para realiza¢do da cultura deve ser cuidadosamente
estudado, uma vez que diferentes fatores de crescimento
sdo conhecidos por estimular diferentes fenétipos nas
células em proliferagdo."

Devido a dificuldade em se estudar o endotélio in
vivo, diversas técnicas in vitro foram desenvolvidas.'?
Dentre essas técnicas, as HUVECs (células endoteliais
de veia umbilical humana) tém sido largamente
utilizadas como fonte de células endoteliais humanas,
uma vez que sdo livres de patégenos e fisiologicamente
mais relevantes que a demais linhagens disponiveis.’®
Culturas primdrias com essas células sdo capazes

de manter caracteristicas nativas das células do
endotélio, incluindo a expressdo de marcadores de
superficie especificos, além de vias de sinalizagdo
de intracelulares.

Uma vez no meio de cultura, essas células apresentam
padrdo disperso na placa e ap6s dias de incubagdo,
passam a apresentar padrdo confluente, ocupando a
maior parte do fundo da placa.” Quando a placa se
apresenta completamente coberta, as células se agrupam
e formam tight junctions (jungdes de oclusdo); as células
adquirirem formato de paralelepipedo e se assemelham
ao que ocorre in vivo."* HUVECs sdo usualmente utilizadas
em pesquisas de biologia molecular, permitindo avancos
no estudo da fisiopatologia da formacdo da placa de
ateroma e dos mecanismos responsdveis pelo controle da
angiogénese e vascularizacdo das areas danificadas.'>"”
Culturas de HUVECS possibilitam estudos de interagdo
celular (resultando na andlise de moléculas de adeséo e
citocinas), avaliacdo dos efeitos da taxa de cisalhamento
e fluxo oscilatério na sinalizacdo celular (de forma a
reproduzir o fendmeno que ocorre no limen dos vasos),
além de permitir a descoberta de receptores e fatores
de transcrigdo que participam no desenvolvimento e
progressdo da disfuncdo endotelial.’** No entanto, os
resultados devem ser interpretados com cuidado devido
as jd mencionadas limita¢des da metodologia.

Ensaios funcionais in vitro

Nas tltimas décadas, ensaios funcionais in vitro vém
sendo utilizados para avaliagdo da funcdo endotelial,
como o banho de 6rgdo e o registro miografico, e se
mostrado técnicas essenciais para a descoberta de
fatores de relaxamento derivados do endotélio (EDRF),
sendo o mais estudado entre eles, o 6xido nitrico (NO).?!
Tais ensaios sdo importantes uma vez que nos permitem
medir o relaxamento dependente do endotélio de alguns
segmentos, em resposta a agonistas reconhecidos —
acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de s6dio.

O banho de 6rgdo isolado é uma técnica in vitro que
avalia a reatividade vascular em resposta a agonistas,
gerando uma curva dose resposta utilizada para investigar
alteragdes fisioldgicas e farmacolégicas de preparagdes
bioldgicas isoladas de varias espécies (coelho, rato, etc).
Tecidos e 6rgédos utilizados incluem: anéis ou tiras de
artérias e veias, dtrio, ventriculo ou musculo papilar,
diafragma, fundus de estdbmago, intestino (duodeno, jejuno
e ileo), traqueia, ttero, entre outros. Esta técnica tem por
funcdo reproduzir um ambiente fisiolégico adequado de
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temperatura, aeragdo e nutrientes para andlises dessas
preparagdes. Ela é composta por uma aparelhagem que
consiste de uma cuba de vidro de parede dupla que possui
em seu interior uma cdmara muscular, com capacidade
varidvel entre 5 e 50 mL, conectada a uma serpentina
helicoidal por onde desloca-se o liquido nutritivo. Esta
serpentina helicoidal encontra-se banhada com édgua
aquecida a 37°C, a qual é impulsionada por uma bomba
de circulagdo. O 6rgdo ou tecido isolado é mantido dentro
da cAmara muscular. Uma de suas extremidades é fixada
em uma haste de vidro conectada a uma bomba de ar
que proporciona aeragdo da solu¢do nutritiva, e a outra
extremidade, fixada a uma alavanca, é conectada a um
transdutor de for¢a por uma linha de algod&o.?*

A partir dai os experimentos envolvem adicdo de
drogas em doses cumulativas a cAmara muscular ou
estimulagéo elétrica (quando o 6rgéo é fixado entre dois
eletrodos de platina conectados a um estimulador elétrico),
que resultam na contra¢do ou relaxamento do mdusculo
em estudo. As mudangas de tensdo sdo registradas em
midgrafos (quimografos, fisidgrafos ou sistemas de
aquisigdo digital),’ os quais registram a intensidade e a
cinética dos diferentes estdgios da contracio (velocidade,
frequéncia ou decaimento). A partir dos resultados
experimentais, curvas de resposta a dose ou ao estimulo
sdo geradas.” Quando a curva dose-resposta desloca-se
para a direita, significa que hd um comprometimento da
liberagdo de EDRF/NO pelo endotélio.”

2

Essa técnica é importante, pois proporciona o
controle total do ambiente de experimentagao (solugio
nutritiva, temperatura controlada, etc) e é capaz de
isolar elementos da fungdo endotelial usando, por
exemplo, inibidores da enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), como L-NAME. Outras vantagens
do método incluem o preparo relativamente simples, o
que permite maltiplas preparagdes simultaneamente;
a possibilidade do uso de estimulagdo elétrica; e
quantifica¢do precisa da resposta.

Uma desvantagem desse método é que sua
utilizacdo é restrita a experimenta¢do animal, devido
a consideragdes éticas que limitam a disponibilidade
e a quantidade de amostras humanas e a variabilidade
das respostas relacionadas com eventos controlados
nos pacientes. Outra desvantagem seria a necessidade
de utilizar um tamanho relativamente grande do tecido
(> 1 mm de didmetro), o que inviabiliza a avaliagdo
de vasos com didmetro menores.”® Apesar de ser a
metodologia mais amplamente utilizada para o estudo

da funcdo endotelial em modelos animais, ela apresenta
a limitacdo de ndo distinguir os fendmenos biolégicos

que ocorrem no ldmen e no exterior do vaso sanguineo.

Analises in vivo

Dilatacao mediada pelo fluxo (DMF)

Importantes evidéncias sugerem que a deteccdo da
disfungdo endotelial na artéria braquial atua como um
importante indicador de disfun¢ao endotelial sistémica.?
A funcdo vascular pode ser medida de diversas formas,
tanto com a utilizagdo de técnicas invasivas como
métodos ndo invasivos.”

As técnicas invasivas envolvem principalmente
a administragdo intra-arterial de substancias que
promovem o aumento da liberagdo de NO que, por sua
vez, induz a dilatacdo dos leitos vasculares investigados
em individuos saudéveis. A observagdo de vasoconstri¢cdo
nessas situagdes indica possivel disfunc¢do endotelial.?
Todavia, por sua natureza invasiva, apresentam como
desvantagem a dificuldade de utilizagdo generalizada na
populagao. Dessa forma, o desenvolvimento e a utilizagéo
de métodos ndo invasivos tornam-se mais préticos e
acessiveis para determinacdo da fungao vascular.”

Dentre as intimeras técnicas ndo invasivas de determinacio
da fungdo vascular, uma que desponta como a mais utilizada
e mais importante, combina o imageamento de artérias
(principalmente da artéria braquial) em resposta a uma
hiperemia reativa, induzindo aumento de fluxo local e
esperada dilatagdo dependente de endotélio.>” Nesta técnica,
com auxilio de manguito pneumdtico ou torniquete, vasos
distais daméo ou do antebrago sdo ocluidos por determinado
tempo, seguido da liberacdo dos aparatos de oclusao.
Essa liberagdo resultard em hiperemia reativa nos leitos
vasculares distais e proximais, consequéncia de uma dilatacao
local, mediada pela liberagdo de alguns fatores, como o NO.%
O aumento do fluxo nas artérias proximais, como a braquial,
é resultado do aumento do estresse de cisalhamento e da
dilatagaoinduzida pelo NO.* A esta resposta, dd-se onome de
dilatagdo mediada pelo fluxo (DMF). Classicamente, a técnica
envolve o imageamento de artérias com auxilio de um
ultrassom durante duas condig¢des: durante o repouso
(medidas basais) e durante a hiperemia reativa (apds um
periodo de 5 minutos de oclusdo arterial).

A DMF na artéria braquial é uma medida indireta de
liberagdo do NO pelo endotélio a partir de um estimulo
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transiente de fluxo sanguineo.* A dependéncia da
DMF pelo NO foi mostrada por meio da infusdo
intra-arterial de um inibidor especifico da eNOS , a
Ng-mono-metil-L-arginina (L-NMMA), que reduziu
em aproximadamente 66% a dilatacdo arterial em
resposta ao estresse de cisalhamento.®

Tem sido proposta uma relagdo proporcional entre
a magnitude da dilatagdo mediada com a funcgao
endotelial.”? Uma DMF prejudicada é considerada
uma das primeiras manifesta¢gdes potencialmente
reversiveis de doenga vascular, e pode resultar em uma
importante medida do impacto de danos ao endotélio.”
Além disso, a disfungdo endotelial detectada pela
DMF tem potencial em predizer um fator de risco
mesmo na auséncia de diagndstico para doencas
coronarianas.?** Nesse sentido, a determinacdo
da DMF tem sido proposta como uma técnica com
potencial aplicabilidade clinica na identificacdo de
fatores de risco para eventos cardiovasculares, mesmo
em pacientes assintomadticos.*

A determinagdo da DMF tem capacidade de estratificar
os individuos em baixo, moderado ou alto risco para
futuros eventos cardiometabdlicos.? Para Gokce et al.,*
uma prejudicada DMF tem valor progndstico a longo
prazo e sugerem que a técnica pode ser utilizada na
tomada de decisdes terapéuticas sobre determinado
paciente. Baseado nisso, estudos mostraram uma
associagdo entre uma deficiente DMF com o aumento de
fatores de riscos de eventos cardiovasculares.%

Sob perspectivas metodolégicas, alguns cuidados
devem ser levados em considera¢do durante a
determinacdo da DMF. Por causa de varia¢des na
magnitude de dilatacdo entre periodos pés-prandiais,
principalmente ap6s refei¢des ricas em lipideos e
momentos de jejum ou, ainda, durante o ciclo menstrual,
é recomendado que os estudos que investiguem a DMF
sejam conduzidos com pacientes em jejum e mulheres
na fase folicular do ciclo menstrual.*

Contudo, assim como outras técnicas, a avaliagdo
da DMF apresenta algumas limitacées que devem
ser levadas em consideragdo. Primeiramente, a falta
de padronizagdo e varia¢gdes no posicionamento dos
manguitos nos punhos/bragos e nos didmetros dos vasos
dificultam a comparagdo dos resultados com outros
achados. Além disso, em determinadas condic¢des de
doengas, o grau de hiperemia reativa pode sofrer variagdo
mesmo sob estimulos similares. Ainda, alteracdes
nas estruturas dos vasos sanguineos e uma dilatacdo

prejudicada podem atuar como fatores limitantes durante
a técnica de DME.! Vale ressaltar que se trata de uma
técnica altamente avaliador-dependente, o que pode
levar a diferentes valores de DMF.

Fluxometria por laser Doppler (FLD)

A fluxometria por laser Doppler (FLD) é uma
excelente técnica para mensuragdo da microcirculagdo
cutanea.”? E baseada na medigdo do efeito doppler
causado pela refracdo de uma luz emitida em frequéncia
conhecida sobre as células vermelhas do sangue em
movimentacdo.”? A FLD é amplamente utilizada por
se tratar de uma técnica ndo invasiva, simples de ser
aplicada e por permitir medicdes continuas.”” FLD nao
determina diretamente o fluxo sanguineo local, mas
fornece um indice de perfusdo cutanea.

Esta técnica é baseada na difusdo e refracdo de
um feixe de luz monocromatica. O feixe de luz sofre
mudangas em seu comprimento de onda (efeito doppler)
quando se choca com células vermelhas sanguineas que
estdo em constante movimentagdo.* A frequéncia e
a magnitude da mudanga do comprimento de onda
do feixe de luz tém associacdo com a velocidade dos
globulos vermelhos e com a quantidade dessas células.
A maioria dos equipamentos utiliza um comprimento
de onda de 780 nandmetros, suficientes para penetrar
na pele de qualquer individuo, independentemente de
cor ou saturagdo de oxigénio.?**

Quando combinada a outras técnicas, como a infusdo
de substancias vasoativas com efeito local, a iontoforese
de pequenas moléculas carregadas ou técnicas que
induzam hiperemia reativa, a FLD tem sido utilizada
para determinagdo de mudangas na microcirculagdo
da pele em tempo real.”? Por exemplo, a administracdo
intradérmica de ACh por iontoforese induz dilatagdo
dependente de endotélio que combinada com a FLD
permite quantificar o fluxo sanguineo da regiao.*

A FLD apresenta boa precisdo para quantificar rdpidas
altera¢des no fluxo sanguineo cutdneo. Todavia, a
heterogeneidade caracteristica desse tecido, devido a
diferengas em sua anatomia, promove uma variabilidade
espacial, que contribui para uma relativa baixa qualidade
na reprodutibilidade da técnica. Por outro lado, o
uso de probes integrados auxilia na diminui¢do da
variabilidade espacial, permitindo aumentos na
reprodutibilidade.® Outra vantagem desta técnica é seu
cardter ndo invasivo; mesmo quando acoplada a infusdo
intradérmica, a técnica é relativamente segura, dada a
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pequena quantidade de droga infundida. Esta técnica
apresenta menor complexidade do que a DMF, porém
com um bom potencial de relevancia clinica para testar
a satde vascular.”

Pletismografia por oclusao venosa (POV)

A pletismografia por oclusdo venosa (POV) comegou
a ser estudada hd mais de 90 anos e o seu objetivo
inicial era avaliar o fluxo sanguineo em 6rgaos.*
Atualmente, a POV vem sendo amplamente utilizada
em estudos que investigam a func¢do endotelial,
avaliando a ac¢do do sistema nervoso auténomo na
regulacdo do fluxo sanguineo, assim como a resposta
vasodilatadora frente a estimulos diversos como, por
exemplo, o exercicio e o estresse mental.*"** Por ser um
método de fécil aplicabilidade, a POV é muito utilizada
no estudo da fisiologia vascular em humanos in vivo,
tanto em individuos sauddveis quanto em diversas
situagdes patoldgicas.*

O procedimento nédo invasivo de POV consiste na
colocacdo de um manguito pneumdtico na porgao
superior do braco do individuo, e inflado a uma pressao
inferior a pressdo diastélica. Geralmente utiliza-se uma
pressdo em torno 40 mmHg, sendo o manguito inflado
intermitentemente durante aproximadamente 10 segundos
e desinflado por 5 segundos. Esse procedimento dura em
torno de 2 a 3 minutos.**

A pressdo gerada por essa manobra é suficiente para
manter o fluxo arterial em diregdo ao antebraco, porém
impossibilita o retorno venoso, o que acarreta no aumento
do volume do membro. Tal aumento é linear e captado
por meio de um sensor sildstico (strain gauge) que é
posicionado no ponto de maior volume do antebrago.
Esse sensor é preenchido com mercurio e é capaz de
medir qualquer alteracdo no volume tecidual.®

O individuo em situagdo de repouso apresenta
o fluxo sanguineo no antebraco que se divide em,
aproximadamente, 70% no musculo estriado esquelético
e 30% na pele. A mdo possui intimeras comunicagdes
arteriovenosas relacionadas a irrigacdo da pele. Para que
isso ndo influencie na medida de fluxo no antebraco, é
posicionado um manguito inferior em torno do punho
é inflado a uma pressdo supra sist6lica momentos antes
da medida.*>#464

A variacdo no volume do membro proveniente da
manobra é utilizada para avaliar a responsividade do vaso.
Esse estimulo pode ser mecanico, promovendo hiperemia

reativa, ou por via quimica e invasiva, pela administragao
de substancias vasoativas. A resposta prejudicada ou
diminuida pode ser um indicio de disfungdo endotelial.*®
A disfungdo endotelial é considerada um fator critico
no desenvolvimento, progressdo e complicacdes para a
doenga arterial coronariana.* A fungdo endotelial, quando
preservada, funciona como um importante regulador de
inflamac&o vascular e remodelamento.*#74850

A vasodilatagdo endotélio-dependente pode ser
mensurada por meio da hiperemia reativa que é estimulada
por meio de um manguito posicionado no brago e inflado
uma pressdo supra sistélica conforme descrito acima.
Esse estfimulo induz a produgdo de vasodilatadores,
principalmente NO, a partir da microvasculatura,
aumentando a velocidade do fluxo. O estresse de
cisalhamento provocado pelo atrito do sangue com a
parede do vaso promove vasodilatacdo. Posteriormente, o
manguito é liberado rapidamente e as variagdes nos vasos
sdo medidas.®® Outra forma de se medir essa resposta é
por meio da infusdo de ACh, que atua como agonista de
receptores muscarinicos localizados no endotélio, e usada
para avaliar vasodilatagdo dependente do endotélio.
Geralmente sdo infundidas doses crescentes durante
5 minutos e a medida de fluxo sanguineo no antebraco,
dada por mL.100mL".min" tecidual, é verificada nos dois
dltimos minutos da infusdo.”*

Ja a vasodilatacdo endotélio-independente é avaliada
pela infusdo de substancias vasoativas precursoras de
NO, como o nitroprussiato de sédio. Os strain gauges vao
identificar a variacdo vascular confirmar se houve uma
resposta adequada ou ndo. Quando a resposta condiz
com o estimulo, podemos afirmar que a funcido endotelial
estd preservada.®

A POV, quando realizada de forma invasiva utilizando
a infusdo intra-arterial de substincias vasoativas, é
considerada como ferramenta padrdo-ouro para a andlise
do comportamento vascular. Porém, isso inviabiliza a sua
realizagdo em grande escala na prética clinica.

Velocidade de onda de pulso (VOP)

Ao fim da ejegdo ventricular, é gerada uma onda de
pressdo que se propaga do coracdo para a periferia em
determinada velocidade. A medida dessa velocidade
é denominada velocidade de onda de pulso (VOP).*!
Alguns autores definem a VOP como a distancia
percorrida pelo fluxo sanguineo dividida pelo tempo
necessdrio para percorrer tal distdncia, dada em
metros/segundos.®
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A VOP tem sido adotada como um importante
marcador de risco cardiovascular.”® Assim, quanto
menor a VOP, mais eldstico e saudédvel se encontra o
vaso. Porém, quando o vaso apresenta um alto nivel de
rigidez, ocorre um aumento na propagacdo das ondas de
pulso na artéria aorta e grandes vasos, além de causar
um retorno precoce das ondas de pulso refletidas da
periferia.>* A onda de pulso é normalmente refletida em
qualquer ponto de descontinuidade da drvore arterial,
causando uma onda retrégrada na aorta ascendente.
Esse retorno antecipado, ainda no final da sistole,
promove uma sobrecarga no trabalho cardiaco.*

A associagdo entre a rigidez arterial e fatores de
risco como doenga arterial coronariana, diabetes
mellitus, hipertensdo arterial, disfung¢do diastélica e
idade ja estd bem estabelecida.” Um individuo jovem
sauddvel apresenta valores reduzidos de VOP, porém,
com o avangar da idade as propriedades eldsticas dos
vasos reduzem, aumentando os valores de VODP.>®
Ainda existem controvérsias quanto aos valores de
VOP e risco cardiovascular, porém, valores maiores
que 12 m/s sdo tidos como “ponto de corte” .’

Existem diferentes técnicas para mensuragdo da VOP,
porém a forma estabelecida na literatura como padréo
ouro é a relacdo carétida-femoral por expressar valores
diretamente relacionados a artéria aorta e por ser um
método ndo invasivo.*® Essa técnica é realizada com
o individuo em posicdo supina, e dois transdutores sdo
posicionados, um na artéria carétida comum direita e
outro na artéria femoral direita. A diferenca de tempo
entre o inicio da onda de pulso carotideo e o inicio da
onda de pulso femoral, e a medida da distancia entre os
transdutores sdo utilizados para calcular a VOP .35

Outro método amplamente recomendado para a
andlise das ondas de pulso é a tonometria de aplanacao.
Essa técnica é utilizada para estimar a onda de pressao
adrtica a partir da onda de pressdo na artéria carétida
comum ou radial. O uso da tonometria da artéria radial é
mais recomendado devido ao suporte da estrutura dssea
no local, o que facilita a medida. Para a sua realizagéo,
é utilizado um transdutor posicionado na pele no local
mais proeminente do vaso. Os sinais da onda pressao
sdo captados pelo aparelho e posteriormente é aplicada
uma fungdo de transferéncia para calcular a onda de
pressdo da aorta.”

A rigidez arterial representa um forte indicio de

doenca cardiovascular, o que justifica o uso da anadlise
de onda de pulso na pratica clinica, identificando

alteragdes nos vasos que possam estar diretamente
relacionados a satde vascular mesmo antes do

aparecimento de sinais ou sintomas.™

Possiveis limitagoes da técnica estdo relacionadas a
existéncia de comorbidades associadas como sindrome
metabdlica, obesidade e diabetes, o que pode prejudicar o
registro da onda de pressao femoral. Além disso, homens
com obesidade abdominal e mulheres com grande
volume do busto podem ocasionar erro na determinacdo
da distancia entre os pontos de medida.”

Marcadores séricos de disfunc¢ao endotelial

Biomarcadores sdo ferramentas analiticas usadas para
avaliar parametros biolégicos. Em 2001, um grupo de
trabalho do National Institutes of Health (NIH) padronizou a
defini¢do de biomarcador, ou marcadores biolégicos, como
"uma caracteristica que é objetivamente medida e avaliada
como um indicador de processos biolégicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas para
uma intervengdo terapéutica’. Atualmente, sdo utilizados
como ferramenta para: 1) identificagdo de individuos
sob alto risco; 2) diagndstico rdpido e preciso em
condi¢des de doenga; 3) progndstico e tratamento eficazes.
Independentemente de sua finalidade, um biomarcador
apresenta relevancia clinica quando apresenta as seguintes
caracteristicas: precisdo; padronizacdo e reprodutibilidade;
adequacao ao paciente; facil interpretagdo por clinicos; e
alta sensibilidade e/ ou especificidade pelo pardmetro que
se propde a identificar.”

O uso de biomarcadores séricos para avaliagdo da
funcado endotelial apresenta vantagens devido a relativa
simplicidade dos procedimentos e ao fato de que amostras
de sangue venoso sdo amplamente utilizadas na rotina
laboratorial. A utilizacdo desses marcadores biolégicos
para avalia¢do do prognéstico e/ou diagnéstico de
doencas vasculares ainda estd em um estdgio inicial de
desenvolvimento, mas essa drea de atuagao apresenta um
grande potencial.!

Moléculas de adesao celular ICAM-1, VCAM-1 e
E-selectina)

As células endoteliais desempenham um papel
chave no transporte de células e substratos metabélicos
entre o sangue e o espaco intersticial, incluindo um
complexo sistema de sinalizacdo que regula respostas
imunes inatas do leito vascular. Quando essas células
sdo ativadas por estimulos pré-inflamatdrios, tais como



IntJ Cardiovasc Sci. 2017;30(3):262-273

Artigo de Revisao

Storch etal.

Métodos de investigacao da fungao endotelial

endotoxinas bacterianas, interleucina 1B (IL-1B), fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), proteina C reativa (PCR),
LDL-ox ou por for¢as hemodindmicas relacionadas ao
fluxo sanguineo, a expressdo de moléculas de adeséo
é aumentada e, portanto, sdo consideradas marcadores
precoces de ativagdo endotelial e inflamagéo sistémica.®

A migragdo transendotelial de leucécitos é regulada
por moléculas de adesdo celular soltiveis, tais como
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas. A ICAM-1 é membro
da superfamilia de imunoglobulinas e ligante para
integrinas B2 de moléculas presentes em leucécitos® e é
altamente expressa em células endoteliais e macréfagos
subendoteliais.®? A ICAM-1 participa da mediagdo de
uma série de interac¢oes célula-célula, incluindo a adesao
e transmigracdo de leucécitos na parede do endotélio
vascular. Dados da literatura suportam a hipé6tese de que
aexpressdo de ICAM-1 leva a ativagdo células endoteliais
e ainflamagdo que, por sua vez, sdo passos importantes
na iniciagdo e progressdo da aterosclerose.*®

A VCAM-1 também pertence a superfamilia
de imunoglobulinas e é um ligante do antigeno-4
muito tardio, uma B-integrina encontrada apenas na
superficie de células mononucleares.* Sua expressdo é
predominantemente restrita a células endoteliais e células
fusiformes ocasionais. De forma contrdria a ICAM-1, que
é produzida em baixos niveis, a VCAM-1 néo é expressa
no endotélio sauddvel.> Supde-se que a expressdo de
VCAM-1 pode resultar da ativacdo endotelial, uma
vez que aumenta o recrutamento local de mondcitos
e melhora a interagdo mondcito-endotélio durante a
iniciacdo da formacao de lesdes ateroscleréticas.®

A E-selectina, molécula pertence a familia das lectinas
do tipo C, é provavelmente a mais especifica dentre os
marcadores de ativacdo endotelial.®*” Sua expressdo é
restrita ao endotélio vascular e induzida por citocinas
inflamatérias. Essa molécula de adesido desempenha um
papel importante no recrutamento de leucdcitos para o
local da inflamagéo e, medeia a rolagem de leucécitos em
vasos sanguineos inflamados.”

Marcadores inflamatorios

Ao longo dos tultimos anos, evidéncias tém
demonstrado que a inflamagdo estd intimamente
relacionada com a patogénese da aterosclerose e suas
complicagdes. PCR, ligante de CD40 (CD40L), IL-18,
proteina quimiotdtica de mondécitos (MCP-1), entre
outros, sdo marcadores inflamatérios que resultam
na ativagdo endotelial.®® Fortes evidéncias cientificas

indicam que a ativagdo inflamatéria é uma importante
via no desenvolvimento e progressdo de aterosclerose.
A cascata inflamatoéria estd envolvida durante todo
o processo de formacdo da placa aterosclerética,
desde as fases iniciais de disfun¢do endotelial até o
desenvolvimento de sindromes corondrias agudas.®

Interleucina-18 (IL-18)

A interleucina- 18 (IL-18), membro da familia
de citocinas IL-1, é altamente expressa em placas
ateroscleréticas e se localiza principalmente em
macréfagos residentes nessas dreas. O aumento da
expressdo de IL-18 estd associado diretamente ao
desenvolvimento da disfun¢do endotelial, uma vez que
essa interleucina promove aumento na expressdo de
moléculas de adesdo no endotélio vascular.®

Proteina-C Reativa (PCR)

A PCR ¢ pentraxina circulante composta de cinco
subunidades idénticas dispostas na forma de um
pentamero ciclico, que desempenha um papel importante
naresposta imune inata humana.” Pesquisas nos tltimos
20 anos sugerem que a PCR pode apresentar capacidade
pré-aterogénica e afetar diretamente a expressdo de
moléculas de adesdo e a fibrindlise, atuando, assim
no processo inflamatério em células endoteliais no
desenvolvimento da disfunc¢do endotelial.”*”?

Esses estudos demonstram que a PCR promove
ativacdo endotelial por meio da expressio de ICAM-1,
VCAM-1, E-selectinas e MCP-1 e, ainda, ativa macréfagos
que expressam citocinas e fatores teciduais, promovendo
um aumento da absorcdo de lipoprotefnas de baixa
densidade (LDL) por outras lipoproteinas.” Verificou-se
também que a PCR modula negativamente a produgdo de
fatores vasoativos derivados do endotélio, principalmente
o NO, principal controlador da homeostase vascular.
Esse processo pode facilitar a ocorréncia de apoptose nas
células endoteliais e atenuar mecanismos compensatérios
importantes para a angiogénese.”

Paralelamente, a PCR tem capacidade de acentuar
a producdo da endotelina-1 (ET-1), um potente
vasoconstritor dependente do endotélio, e da IL-6, uma
citocina pré-inflamatéria chave.”? Todos esses dados
corroboram com a ideia de que a PCR é preditora de
aterosclerose e morte vascular. Sua concentragdo sérica
pode refletir a satide endotelial, uma vez que essa proteina
tem capacidade de alterar o fenétipo de células endoteliais
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e, assim, contribuir para a formacdo da lesdo, ruptura
da placa e trombose corondria. Portanto, além de atuar
como um biomarcador inflamatdério, a PCR também é
considerada um mediador de doenca vascular.®

Ligante de CD40 (CD40L)

O ligante CD40 (CD40L), que pode se apresentar na
forma livre ou soltvel, é uma proteina transmembrana
de tipo II que pertence a superfamilia do TNF e compde
uma via fisiopatolégica intimamente envolvida na
inflamagdo e na aterogénese.” O CD40L origina-se
principalmente de plaquetas que, apesar de serem
essenciais para a hemostasia, também tém potencial
para iniciar uma resposta inflamatéria na parede
vascular.”” Uma vez ativadas, plaquetas prontamente
expressam CD40L e o aparecimento dessa molécula
em sua superficie induz as células endoteliais a
secretar quimiocinas e expressar moléculas de adesao,
promovendo, assim, o recrutamento e extravasamento
de leucdcitos no local da lesdo.”

CD40L pode rapidamente desprender-se da membrana
plaquetdria, apresentando-se na forma soltivel. Ambas as
formas tém atividade pré-trombética e pré-inflamatéria,
aumentando a ativacgdo e agregacdo plaquetdria e a
conjugacdo de plaquetas-leucdcitos e leucdcito-endotélio.
Ainda, aumentam a libertacdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio a partir de plaquetas estimuladas.”
Resumindo, esse sistema de ativacdo de CD40L promove
um estado inflamatério cronico na parede vascular e isso
contribui para o desenvolvimento da disfun¢do endotelial,
aterogénese e suas respectivas complicagdes.”™

Proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1)

Uma vez aderidos a parede vascular devido a agdo
das moléculas de adesdo celular, os mondcitos migram
do endotélio para a camada intima, a mais interna da
parede vascular. Essa migragdo de mondcitos é mediada
por um gradiente de concentracio de MCP-1, a partir
da interagdo dessa molécula com os receptores CCR2 de
mondcitos. Uma vez no interior da camada intima, os
mondcitos desenvolvem-se em macréfagos e comegam a
expressar receptores antioxidantes, tais como SR-A, CD36
e LOX-1, que internalizam lipoprotefnas modificadas.
Essa internalizacdo da origem a macréfagos ou células
espumosas que transportam lipidios, os quais caracterizam
as lesdes aterosclerdticas precoces.”

Estudos mostram que a MCP-1 induz o recrutamento
de mondcitos apds lesdo endotelial, e esse dano parece ser
necessdrio para o aparecimento local dessa molécula e sua
expressdo sobre plaquetas aderentes. Portanto, a expresséo
de MCP-1 apéds a lesdo vascular é um mecanismo altamente
especializado, que desempenha um papel decisivo
no remodelamento vascular em situa¢des de injuria.
A dosagem do seu nivel plasmaético pode refletir o grau
de disfuncdo e comprometimento do endotélio vascular.”

Células endoteliais circulantes (CEC) e microparticulas
endoteliais (MPE)

A funcdo endotelial reflete o balango entre lesdo e
reparagdo do endotélio vascular. Essa relagdo levou
ao desenvolvimento de ensaios para quantificar o
descolamento das células endoteliais maduras e de
microparticulas derivadas para representar o grau de dano.
Células endoteliais circulantes (CEC), que se desprendem
quando h4 ativagéo ou perda de integridade do endotélio
vascular, podem ser medidas na circulagdo por citometria
de fluxo ou microscopia de fluorescéncia. Uma vez iniciado
o processo de apoptose endotelial, ocorre aumento abrupto
daliberagao de célcio pelo reticulo endoplasmatico, fazendo
com que a membrana celular saia do estado repouso.*
Dados da literatura sugerem que ha uma relagdo direta
entre o aumento o nimero CEC na circulagdo periférica
e a extensdo da lesdo endotelial em pacientes com doenga
aterosclerdtica e inflamacgao vascular.”

Microparticulas endoteliais (MPE) sdo pequenas
vesiculas formadas e liberadas pela membrana celular
de CEC ativadas ou danificadas em resposta a ativagdo
e/ou apoptose.”® Ao se desprender de suas células de
origem, as MPE carregam em sua superficie moléculas de
adesdo, enzimas e receptores, além de expressarem uma
variedade de antigenos constitutivos,® e portanto, sua
composicdo pode ser utilizada para caracterizar o estado
da célula endotelial progenitora. Em condi¢des normais, a
ativagdo endotelial — quando o endotélio sai de seu estado
basal e passa a expressar citocinas e moléculas de adeséo,
desencadeando mecanismos inflamatérios — mantém-se
local, discreta e reversivel, de forma que MPE circulantes sédo
dificilmente encontradas. Ja niveis elevados de MPE foram
observados em uma variedade de condicdes associadas
com a ativagdo endotelial ou a apoptose,* indicando que
MPE estdo diretamente relacionadas com a trombogénese
e formacdo da placa de ateroma,” participando ainda nos
processos de inflamacdo, dano vascular e angiogénese.™
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Mieloperoxidase (MPO) e espécies reativas de
oxigénio (EROs)

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima membro da
superfamilia heme peroxidases, liberada por neutréfilos
ativados, mondcitos e macréfagos teciduais, que catalisam
a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS). Além
de sua importancia no combate a doengas infecciosas,
a MPO é cada vez mais reconhecida pelo seu papel no
inicio e progressdo da aterosclerose.””” A MPO liga-se
a glicosaminoglicanas nas paredes vasculares e, nessa
circunstancia, prejudica a liberagdo de NO derivada do
endotélio e fung¢do endotelial local.”

Produtos da atividade das MPO, como 4cido
hipocloroso, radical tirosil e diéxido de nitrogénio,
reagem com peréxido de hidrogénio e podem contribuir
para a ocorréncia de danos oxidativos em lipideos e
proteinas do organismo. Portanto, os dados da literatura
corroboram a ideia de que niveis de MPO podem predizer
o desenvolvimento da disfuncdo endotelial e doenca
arterial coronariana, enquanto baixos niveis plasmaéticos
e determinados polimorfismos especificos de MPO foram
descritos como cardioprotetores.®®”

Por sua vez, o estresse oxidativo pode promover a
disfuncdo endotelial por uma série de mecanismos,
mas a via predominante envolve a reducdo da
biodisponibilidade de NO. Em determinadas
circunstancias, a producdo cronica de EROs pode
exceder a capacidade antioxidante enzimatica e nédo
enzimadtica e, consequentemente, ocorrer um aumento
dos niveis de biomoléculas oxidadas e os possiveis
danos teciduais associados. Evidéncias sugerem que o
estresse oxidativo tem um papel central na aterogénese
e que poderia desempenhar esse papel por meio do
desenvolvimento e progressdo da disfungio endotelial.®

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
também conhecido por fator de permeabilidade
vascular, é amplamente conhecido por seu papel na
angiogénese, estimulando a proliferacdo e migragdo de
células endoteliais, além de aumentar a permeabilidade
vascular. Esse fator é secretado por vérios tipos celulares
diferentes, incluindo as células endoteliais. VEGF liga-se
principalmente a receptores tirosina-quinase de
superficie celular denominados VEGFR-1, VEGFR-2
e VEGFR-3.%° Dentre esses receptores, o VEGFR-2
destaca-se no que diz respeito a avaliagdo da fungdo
endotelial, pois sua expressdo é restrita as células do

endotélio vascular. Esse receptor desempenha um
papel significativo na migragdo celular, vasodilatacdo
dependente do endotélio e angiogénese.

A ativagdo de VEGFR-2 ocorre a partir da ligacdo
com VEGF ou por aumento da taxa de cisalhamento
do fluxo sanguineo, que desencadeia uma cascata de
sinalizagdo e ativagdo das vias MEK-MAPK (proliferagdo
e migrac¢do), PI3K-Akt (sobrevivéncia) e de Src eNOS
(permeabilidade). Em adultos, VEGFR2 é fisiologicamente
detectdvel em quantidades baixas na vasculatura e, em
situagdes adversas (como crescimento tumoral, reparagdo
de feridas e em doengas inflamatérias) participa do
processo de revascularizagdo local.®

Outros

LDL-oxs sdo moléculas proé-inflamatérias e
imunogénicas que podem afetar uma grande variedade
de processos ateroscleréticos a partir de eventos
precoces, tais como a expressdo da molécula de
adesdo e ativacdo do sistema imunitdrio, até eventos
posteriores, tais como a agregacdo plaquetdria e
desestabilizac¢do da placa aterosclerética.” A LDL-ox é
formada por processos oxidativos durante a migracao
das particulas de LDL na parede dos vasos sanguineos
e, recentemente, tem sido proposta como marcador de
disfuncdo endotelial e aterogénese.®®

Outro marcador da satdde endotelial sdo os dcidos
graxos livres (AGLs). AGLs podem elevar os niveis
de EROS a partir da producéo de citocinas em células
mononucleares. Além disso, podem induzir a ativagao
de vias pré-inflamatérias de NF-kB em células
endoteliais humanas. Gragas a essas caracteristicas,
0os AGLs sdo considerados um biomarcador precoce
para lesdo endotelial e aterosclerose, apresentando
implica¢des importantes para a prevencdo e tratamento
de doencgas cardiovasculares.®

As consequéncias pré-coagulantes da ativacdo
endotelial podem ser mensuradas por alteragdes no
equilibrio entre o ativador do plasminogénio tecidual
(tPA) e do seu inibidor endégeno, o inibidor da ativagdo
do plasminogénio-1 (PAI-1). Além disso, o fator de von
Willebrand, uma glicoproteina amplamente liberada
pelo endotélio ativo, apresenta um papel adicional
na ativacgdo celular, na promogdo da coagulacgdo
e na ativacdo de plaquetas. Além desses fatores,
o fibrinogénio também pode ser considerado um
biomarcador de fungdo endotelial. Essa glicoproteina é
sintetizada principalmente nas células hepéticas e em

270



271

Storch etal.

Métodos de investigacdo da funcéo endotelial

IntJ Cardiovasc Sci. 2017;30(3):262-273

Artigo de Revisao

megacaridcitos, e pode se ligar a proteinas da superficie
da glicoproteina (GP) IIb / Illa, criando pontes entre
as plaquetas. O fibrinogénio estimula a migracao
de células de musculo liso, promove a agregacédo
de plaquetas e aumenta a viscosidade no sangue e,
portanto, é associado com o desenvolvimento inicial
da aterosclerose.®

Conclusao

Evidéncias mostram a importancia da disfuncdo
endotelial para o desenvolvimento e progressdo das
doencas cardiovasculares. Intimeros sdo os métodos para
investigagdo da fun¢do da endotelial, sendo estes in1 vivo ou
in vitro, invasivos ou ndo invasivos. Vale ressaltar que essas
técnicas sdo amplamente utilizadas no &mbito da pesquisa
clinica, porém os mesmos ainda ndo sdo utilizados em
diagndsticos, por serem muito invasivas, muito caras ou
dificeis de serem padronizadas. Ressaltamos, assim, a
importancia de mais estudos e investimentos na drea a
fim de tornéa-las aplicéveis na pratica clinica e, com isso,
minimizar problemas de satide publica relacionados
a doengas cardiovasculares, por meio do diagndstico
precoce de disfunc¢do endotelial.

Limita¢oes

O presente artigo trata-se de uma revisdo de
literatura narrativa e, portanto, ndo apresenta uma
metodologia de confecgdo estabelecida e reprodutivel,
ficando a cargo dos autores a identificagdo e selegdo de
estudos, sua andlise e interpreta¢do. Porém, ressalta-se
que o objetivo dessa revisdo é fornecer uma atualizagdo
sobre os métodos atualmente utilizados para avaliar
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