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Resumo

A aterosclerose é uma doenca oriunda da disfungao
endotelial e de inflamacdo. O endotélio vascular
regula a homeostase vascular, provocando
alteragdes funcionais adaptativas através da
liberagao de vdrias substancias com atividades pré
e anticoagulantes, capazes de promover a adesdao
de moléculas, e com agdes vasoativas. A homeostase
vascular € o resultado da regulagdo dindmica dessas
fungdes. O 6xido nitrico (ON) é a principal substancia
antiaterogénica. A perda da atividade biol6gica do
ON, denominada de disfun¢do endotelial, pode ser o
evento desencadeante da doencga aterosclerdtica
vascular em humanos. A disfun¢do endotelial ocorre
bem antes das manifestagdes estruturais da
aterosclerose e a sua avalia¢do clinica pode servir
como preditor futuro de eventos cardiovasculares,
sendo um marcador da atividade da doenca
aterosclerética. O objetivo dessa revisdo é abordar
0s mecanismos fisiopatoldgicos da aterosclerose, os
métodos de avaliagdo da funcdo endotelial em
humanos e a sua aplicabilidade clinica.

Introducao

A doenca cardiovascular aterosclerdtica é
responsavel por mais de 19 milhdes de mortes
anuais'. A descricdo feita por Furchgott e Zawadzki?,
em 1980, do fator de relaxamento dependente do

como o 6xido nitrico**, desencadeou uma série de
estudos sobre o endotélio e a sua importancia em
vérias condig¢des clinicas, incluindo a aterosclerose®.

Em condigoes fisioldgicas, o endotélio contribui com
a homeostase vascular por promover alteragdes
funcionais adaptativas. O endotélio libera vdrias
substancias autdcrinas e paracrinas com atividades
pré e anticoagulantes, capazes de promover adesao
celular e com agdes vasoativas (Quadro 1). A
homeostase vascular é o resultado da regulacéo
dindmica dessas fungdes®. O 6xido nitrico (NO) é
produzido na célula endotelial vascular a partir do
aminodcido L-arginina em um processo catalisado
pela enzima 6xido-nitrico-sintase (NOs)**. Além da
sua acdo vasodilatadora, o NO inibe a adeséo e a
agregacdo plaquetdrias’, impede a proliferacao do
musculo liso vascular®, limita o recrutamento
vascular de leucécitos” e inibe a produgdo do fator
tecidual® que é um determinante critico na geragao
do trombo. Enquanto o NO é a principal substancia
vasodilatadora liberada pelo endotélio, a endotelina
1 (ET1) age contrariamente ao NO, tendo um efeito
vasoconstritor, além de aumentar a atividade central
e periférica do sistema nervoso simpdtico, de
possuir agdo natriurética e de estimular o sistema
renina-angiotensina-aldosterona'®.

Na presenca de fatores inflamatérios e dos fatores
de risco cardiovascular mais freqiientes hd perda
da acdo protetora do endotélio, com aumento da
propensdo a vasoconstri¢do, trombose, inflamacao
e proliferagdo celular na parede do vaso'. Assim, a
perda da atividade biolégica do NO, denominada
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Controle do

processo inflamatério

Fatores de crescimento

Fator quimiotdtico

de mondcitos (MCP-1)
Moléculas de adesdo
(VCAM-1, ICAM-1,

Interleucinas 1, 6 e 18

Fator de necrose

Fator de crescimento

derivado do endotélio

Fator de crescimento

derivado das plaquetas

selectinas)

Fator estimulador de
coldonia-M

Quadro 1

Substancias derivadas do endotélio
Manutengao do Balancgo entre
tonus vascular fluidez e trombose
Oxido nitrico Oxido nitrico
Prostaglandinas Ativador plasminogénio
(PGI2, TxA2) tissular
Endotelina 1 PAI-1
Angiotensina II Fator Von Willebrand
Peptideo Trombomodulina
natriurético tipo C Prostaglandinas

Fator tissular

tumoral

de disfung¢do endotelial, pode ser o evento
desencadeante da doencga aterosclerética vascular
em humanos® e, a sua avaliagdo, um marcador
precoce de risco de aterosclerose.

Estresse oxidativo, inflamacao e disfun¢ao
endotelial

A geragdo de radicais livres é o processo final de
lesdo celular da maioria dos fatores de risco
cardiovascular, sendo denominado ESTRESSE
OXIDATIVO™. Este processo se origina na secre¢io
de NO, um produto gasoso instavel e altamente
difusivel, que é um intermedidrio quimico capaz
de exercer efeitos na transdug¢do de sinais
biolégicos especificos de maneira autdcrina (na
proépria célula de origem) ou pardcrina (em células
contiguas). A 6xido-nitrico-sintase (NOs) é a
enzima responsavel pela sintese de NO, tendo
sido identificadas trés isoformas distintas: NOs
neuronal (tipo I), NOs indutivel (tipo II) e NOs
endotelial (tipo III)*. As isoformas de NOS
catalisam a oxidagdo dos elétrons da L-arginina para
NO e L-citrulina. A sintese de NO ¢ influenciada
por vérios cofatores como tetrahidrobiopterina,
inibidor da NOS enddgena— dimetilarginina
assimétrica (ADMA) e da disponibilidade do
substrato.

Existem outras moléculas ativas formadas a partir
do NO e denominadas espécies reativas derivadas
do oxigénio (EROs). A produgdo de EROs é
usualmente um processo enzimadtico, estimulado
por agonistas especificos, cujos niveis estdo
anormais em condi¢des patoldgicas. O radical

superdxido, uma das principais EROs de interesse
bioldgico, reage de modo rdpido e favoravel com o
NO, inibindo sua bioatividade e gerando espécies
reativas oxidantes secunddrias, como o peroxinitrito
(ONOO), um potente oxidante capaz de oxidar
moléculas de LDL, causar disfunc¢io vascular e
nitrificar os residuos de tirosina das protefnas'.

O equilibrio interativo entre estas moléculas é
determinante da funcdo celular, por meio de
regulagdo de proteinas especificas e lipideos. Desta
forma, a disfunc¢éo endotelial decorrente da acdo dos
radicais livres pode ser resumida como uma
disfunc¢do da sinalizacdo redox vascular, ou seja,
uma transdugdo de sinais celulares mediada por
reacoes de transferéncia de elétrons, envolvendo
radicais livres (intermediarios dotados de existéncia
independente e que apresentam um elétron
desemparelhado na tltima camada).

A producao excessiva de EROs ou uma diminuigdo
das defesas antioxidantes leva a toxicidade celular
por dois mecanismos'?:

e desequilibrio na sinalizagdo das células
vasculares, com as EROs agindo como segundo
mensageiro intracelular;

e toxicidade quimica direta das EROs pela alta
reatividade destas espécies contra todos os
componentes quimicos celulares, que pode
danificar o DNA e levar a apoptose.

Uma das principais vias finais do estresse oxidativo
é a perda da bioatividade do NO, com conseqtiente
redugdo da capacidade vasodilatadora dependente
do endotélio®. Este processo é apenas um dentre as
vdrias manifestagdes do complexo desequilibrio
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redox e dos multiplos déficits funcionais associados
a disfuncao endotelial.

O endotélio apresenta papel fundamental no inicio
e na perpetuagdo do processo inflamatério cronico
vascular, principalmente através de sua capacidade
de secretar citocinas e moléculas de adesdo. O
endotélio normal ndo permite a aderéncia de
leucécitos, porém, nas fases precoces da
aterosclerose, as células endoteliais expressam
moléculas de adesdo, em fungao de estimulos como
IL-1, TNFa, PCR, com recrutamento de células
inflamatdrias, posterior migracao transendotelial e
penetracdo na intima do vaso'®. Alibera¢do continua
de citocinas pelo endotélio e pelas células
espumosas perpetuam o processo inflamatério, o
acimulo de lipideos e influenciam a atividade das
células musculares lisas.

As moléculas de adesdo mais estudadas sio:
selectinas (B, E e L), moléculas de adesido intercelular
(ICAMs) e moléculas de adesdo das células
vasculares (VCAM-1). Suas formas soltaveis tém
sido identificadas na circulagdo e servem como
marcador de risco para eventos cardiovasculares'.

Avalia¢ao da fung¢ao endotelial

A avaliacdo da fungdo endotelial é importante para
o entendimento da etiopatogenia da aterosclerose e
avaliacdo dos resultados de intervengdes
preventivas e terapéuticas.

Aavaliacdo da resposta vasodilatadora dependente
do endotélio é um indicador da satide do endotélio.
A avaliacdo das mudangas do fluxo sanguineo, ap6s
hiperemia reativa ou injecdo intra-arterial (corondria
ou periférica — braquial ou femoral) de substancias
vasoativas, pode ser analisada através de vdrios
métodos. A administracdo de acetilcolina (Ach)
acarreta uma resposta vasodilatadora dependente
da liberagdo endotelial de NO. Esta liberacdo basal
pode ser avaliada através do uso de inibidores
especificos das NOs, como monometil-L-arginina
(L-NMMA). A administra¢do de nitroprussiato de
s6dio ou nitratos acarreta uma resposta
vasodilatadora independente do endotélio, ou seja,
por agdo direta sobre as células musculares lisas.

Os estudos iniciais para a andlise da vasodilatagdo
endotélio-dependente em artérias corondrias foram
realizados por angiografia corondria ap6s a infusdo
de acetilcolina™ e aumento de fluxo sanguineo®.
Demonstrou-se que individuos com comprovada
doenca aterosclerética coronariana apresentavam
diminuicdo da vasodilatagdo mediada pelo aumento
do fluxo e vasoconstricdo paradoxal apds infusdo

de acetilcolina'®. Posteriormente foi demonstrado
que essa resposta vasoconstritora corondria ocorreu
por um aumento da liberagdo de endotelina 1
(ET1)*. Os testes ndo-invasivos para a avaliacdo da
funcdo endotelial coronariana incluem o
ecocardiograma com Doppler, a tomografia com
emissdo de positrons (PET) e a ressonancia nuclear
magnética com contraste.

O estudo da circulagdo sanguinea dos membros
pode ser feito através da infusdo intra-arterial
(braquial ou femoral) de agentes vasoativos e
medidos através de pletismografia de oclusdo
venosa. Este método tem sido utilizado hd quase
100 anos?! e, anterior a descoberta do endotélio, era
utilizado para estudar o papel do sistema nervoso
autdnomo na regulacdo do fluxo sanguineo dos
membros. Ainda hoje permanece como poderosa
ferramenta de avaliacdo das respostas do fluxo a
numerosos estimulos (exercicios, estresse mental,
isquemia, aquecimento) e permite o uso de vdrias
substdncias agonistas e antagonistas em um leito
vascular mais acessivel. Esta técnica utiliza um
sensor que mede as mudancgas no volume do
antebrag¢o decorrente do aumento do fluxo
sanguineo. Sua limitacdo se deve a necessidade de
cateterizagdo arterial e por isso, aplicagdo limitada
em estudos de larga escala.

O estudo da vasodilatagdo mediada pelo fluxo é um
bom indicador da fung¢do endotelial, podendo ser
realizado de maneira ndo-invasiva através do uso
do doppler vascular. A resposta ao aumento do fluxo
ap6s um periodo de isquemia é, em grande parte,
dependente da liberacdo de NO, mas também reflete
a liberagdo de outras substancias vasodilatadoras®.
Esta técnica pode ser aplicada a grandes estudos
populacionais e realizada vdrias vezes ao longo do
tempo, mas é dependente da habilidade e da prética
do observador®.

Schroeder et al. demonstraram, em estudo piloto,
que a presenca de disfunc¢do endotelial pela andlise
do fluxo apés hiperemia reativa se correlacionou
com a presenca de doenga coronariana, em 122
pacientes submetidos a angiografia coronariana,
com sensibilidade de 71% e especificidade de 81%,
sugerindo que este método nado-invasivo pode ser
mais um teste de screening para o diagndstico
precoce da doenca aterosclerética coronariana,
sendo necessdrios, no entanto, estudos
prospectivos*. A circulagdo braquial estd diminuida
em individuos com vérios fatores de risco
cardiovascular e responde a intervengdes que
diminuam este riscos®?.

Zeiher et al. sugeriram que a vasodilatagdo mediada
pelos receptores de acetilcolina se encontra
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diminuida em estdgios precoces da doenca
aterosclerética, enquanto a dilatagdo dependente do
fluxo se encontra alterada em estdgios mais
avancados da doenga®. Assim, os testes com infusado
de agonistas da acetilcolina seriam os mais
indicados para a avaliagdo precoce da disfuncao
endotelial, principalmente na circulacdo
coronariana, embora a acetilcolina possa ter efeito
paradoxal direto sobre as células musculares lisas'®.

A medida darigidez arterial, que inclui a velocidade
da onda de pulso e a distensibilidade arterial, tem
sido realizada através da tonometria e utilizada
como método ndo-invasivo para a avaliagdo da
satde vascular?®. J4 sdo encontrados estudos
recentes demonstrando que este método prediz
eventos cardiovasculares®®. A rigidez arterial é
altamente dependente das alteracdes estruturais
fixas da parede arterial, como o grau de fibrose e
calcificacdo®. Assim, a confirmacdo da relacao
precisa entre a disfuncdo endotelial e a rigidez
arterial necessita de mais estudos.

Podem ser utilizadas as dosagens de substéancias
circulantes secretadas pelo endotélio, embora
existam dificuldades técnicas para as dosagens
de NO e EROs por serem moléculas evanescentes
(meia-vida curta). A dosagem da relagdo nitrito/
nitrato, L-arginina, L-citrulina e ADMA podem
servir como fndices indiretos da disponibilidade de
NO"?'. As dosagens de fibrinogénio, fator de Von
Willebrand, PAI-1, endotelina 1, moléculas de
adesdo e protefna C-reativa ultra-sensivel podem
ser utilizadas como marcadores indiretos da
ativacdo endotelial'.

Ainda ndo existe um padrdo-ouro para a medida
do estresse oxidativo em humanos. A
nitrotirosina é o produto final estdvel da
producdo de peroxinitrito e o ensaio de sua
deteccdo em proteinas tem sido proposto como
marcador indireto da producédo de peroxinitrito.
Em individuos normais geralmente os niveis de
nitrotirosina sdo indetectdveis, e aumentados em
condigdes de estresse oxidativo como hipertensao
arterial®, choque séptico® e diabetes mellitus™.
Recentemente a mensuracdo dos isoprostanos
plasmadticos ou urindrios, que sdo moléculas
semelhantes as prostaglandinas produzidas pela
peroxidagdo do 4cido araquidoénico das
membranas celulares e catalisada pelos radicais
livres, tem sido estudada como reflexo da
oxidagdo das moléculas de LDL in vivo *°. A
medida do 8-epi-PGF2a, um dos isoprostanos
mais abundantes, representa um marcador
sensivel e reprodutivel do estresse oxidativo®. A
concentracdo plasmdtica ou urindria de
isoprostanos estd aumentada em vdrias

condigdes, tais como: doencgas inflamatérias®,
diabetes mellitus®, infarto do miocédrdio/pds-
angioplastia®?® e hipercolesterolemia®.

Aplicagao clinica da avaliacao da funcao
endotelial

A disfunc¢do endotelial é um evento precoce na
doenga vascular, ocorrendo antes que se possa
detectar qualquer alteragdo morfoldgica do vaso.
Além do seu significado precoce na aterosclerose,
a disfuncdo endotelial também estd presente nos
estados mais avangados da doenca, quando jd sdo
observadas manifesta¢des clinicas®. Alguns
autores relataram reducdo importante da fungédo
endotelial em artérias corondrias com lesdes
ateroesclerdticas responsdveis pelo aparecimento
de angina instdvel ou infarto do miocardio®*°. A
disfuncdo endotelial também promove resposta
vasoconstritora anormal em situag¢des
desencadeadoras de eventos isquémicos, como
estresse fisico e mental*..

A relacdo entre disfuncido endotelial e doenca
vascular aterosclerética tem sido confirmada por
trabalhos clinicos que mostram um valor de
predicdo da disfuncdo endotelial e progressao da
doenga aterosclerética, independentemente dos
fatores de risco cardiovasculares mais freqiientes.
Suwaidi et al.** observaram, durante um periodo de
2,3 anos, 157 pacientes com doenga aterosclerdtica
coronariana, classificados como portadores de
funcdo endotelial normal (n=83), disfuncao
endotelial moderada (n=32) e disfuncio endotelial
grave (n=42). A func¢io endotelial foi avaliada por
meio de inje¢do intracoronariana de acetilcolina, e
a alteragdo do fluxo coronariano foi quantificada por
Doppler. Houve uma incidéncia de 14% de eventos
cardiovasculares (infarto do miocérdio,
revasculariza¢do do miocdrdio ou morte) no grupo
com disfunc¢do endotelial grave, considerado como
tendo uma variacdo menor que 1% do fluxo
sanguineo coronariano, enquanto ndo houve
qualquer evento nos grupos com funcdo endotelial
normal ou disfung¢do leve (variagdo do fluxo
coronariano entre 0 e 50 %).

Schéchinger et al.?® também estudaram a resposta
vasomotora coronariana em resposta a injegdo de
acetilcolina e nitroglicerina, a ativagdo do sistema
nervoso simpdatico por imersdo da mao do
paciente em dgua gelada por 90 segundos (cold
pressor test) e apds a injecdo de papaverina e
adenosina para avaliar a dilatacdo dependente
do fluxo, em 147 pacientes com doenga
coronariana. Estes autores acompanharam esses
pacientes por um periodo de 7,7 anos e relataram
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um aumento significativo na incidéncia de
eventos cardiovasculares (morte, angina instdvel,
infarto do miocardio, angioplastia coronariana,
revasculariza¢do do miocdrdio, acidente vascular
encefdlico isquémico ou revascularizagdo arterial
periférica) nos pacientes que apresentaram
disfun¢do endotelial. Esta disfunc¢do foi
caracterizada como uma resposta vasoconstritora
a acetilcolina e ao cold pressor test e redugdo na
resposta vasodilatadora secundéria ao aumento
do fluxo sanguineo e a inje¢do de nitroglicerina
intracoronariana.

Halcox et al.** avaliaram a fung¢do endotelial
coronariana em 308 pacientes que foram
submetidos ao cateterismo cardiaco. Esses
pacientes foram acompanhados por um periodo
de 46 meses, tendo ocorrido 35 eventos cardiacos
graves nesse periodo. A disfung¢do endotelial foi
um fator de predicdo independente para a
ocorréncia desses eventos, inclusive nos
pacientes com cateterismo normal.

Schindler et al.*, em um estudo prospectivo,
avaliaram se pacientes com cateterismo normal
e resposta coronariana anormal ao cold pressor test
apresentavam maior risco de evento
cardiovascular. Esses autores avaliaram 130
pacientes por um periodo médio de 45+9 meses
e encontraram eventos cardiovasculares nos
grupos com resposta anormal e nenhum evento
nos pacientes com resposta normal. Infelizmente
esses autores ndo utilizaram a injecdo de
acetilcolina intracoronariana como método para
a avaliagdo da fungdo endotelial, o que significou
uma limitagdo do experimento.

Diante da dificuldade da avaliacdo da disfuncgéo
endotelial com injegdo intracoronariana de
acetilcolina, alguns autores avaliaram a disfuncao
endotelial na circulagdo braquial como fator de
predicdo para doengas cardiovasculares.
Neuteufl et al.* avaliaram a fungdo endotelial por
estudo com ultra-som da dilatacdo da artéria
radial mediada por fluxo, em 73 pacientes com
dor tordcica. Esses pacientes foram
acompanhados por um periodo de 5 anos e os
autores observaram que a disfun¢do endotelial
foi um fator de predig¢do independente para
eventos cardiacos.

Heitzer et al.* avaliaram a funcdo endotelial por
pletismografia com oclusdo venosa do antebrago
com injecdo intra-arterial de acetilcolina e
nitroprussiato de sédio, em 281 pacientes com
doenga coronariana documentada. Observaram que
a diminuicdo da resposta vasodilatadora a
acetilcolina foi um fator de predicdo independente

para eventos cardiovasculares. Ndo houve
associacdo com a resposta obtida com o
nitroprussiato de sédio.

Perticone et al.*” também observaram que a
disfuncdo endotelial foi um importante fator de
predicdo para eventos cardiacos, estudando 225
pacientes hipertensos acompanhados por um
periodo médio de 31,5 meses. J4 Gokce et al.*,
em um estudo prospectivo, demonstraram haver
uma forte relacdo entre a reducdo da dilatacao
da artéria braquial mediada por fluxo e eventos
cardiovasculares adversos no pés-operatério,
estudando um grupo de 187 pacientes de alto
risco cardiovascular submetidos a cirurgia
vascular.

Além da disfuncdo endotelial ter um importante
valor de predigdo para eventos cardiovasculares,
amparada por vdrios trabalhos clinicos, Benzuly
et al.*’, através de um modelo experimental de
aterosclerose induzida por dieta, em macacos,
demonstraram que a melhora da funcédo
endotelial precedia a melhora morfolégica da
doenga vascular aterosclerética, sugerindo um
papel progndstico ao estudo da funcdo endotelial
na avaliagdo de intervengdes preventivas para a
reducdo do risco cardiovascular. Esse papel
prognostico da avaliagdo da fungdo endotelial
também foi descrito por Modena et al.** que
acompanharam 400 mulheres pés-menopausa,
hipertensas, com disfuncdo endotelial, por um
periodo de 67 meses e observaram maior
incidéncia de complicag¢des cardiovasculares nas
pacientes que ndo apresentaram melhora da
funcdo endotelial apés 6 meses de controle
efetivo da hipertensdo arterial.

Conclusoes

A aterosclerose deixou de ser vista como uma
doenga de lipideos para ser estudada como um
processo dindmico e progressivo oriundo da
disfung¢do endotelial e de inflamagdo. O estudo
da patogénese deste processo, entendendo os
mecanismos celulares e moleculares, é
fundamental para a elaboracdo de intervengdes
preventivas. As evidéncias cientificas sugerem
que a disfuncdo endotelial ocorre bem antes das
manifestac¢des clinicas das alteragdes vasculares
estruturais, provocadas pela aterosclerose e que
a avaliacdo clinica da disfuncdo endotelial pode
servir como preditor de eventos cardiovasculares,
sendo um marcador da atividade da doenca
aterosclerdética.
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