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Resumo A disfungéo endotelial € um dos primeiros eventos patoldgicos no desenvolvimento de
doengas cardiovasculares (DCV) e tem sido amplamente estudada como um biomarcador
precoce dessas condigdes. O endotélio desempenha um papel crucial na regulagdo do ténus
vascular, inflamagéo, trombose e permeabilidade vascular. Sua fungdo € mediada principalmente
pelo 6xido nitrico (NO), uma molécula vasodilatadora produzida pela enzima éxido nitrico sintase
endotelial (eNOS). A reducéo na biodisponibilidade de NO, associada ao aumento do estresse
oxidativo e da inflamagéo, resulta em um endotélio disfuncional, contribuindo para a
aterosclerose e outras complicagbes cardiovasculares. Diferentes métodos tém sido empregados
para avaliar a fungdo endotelial, incluindo biomarcadores séricos e celulares. Entre os
biomarcadores séricos, destacam-se moléculas pré-inflamatérias, como a proteina C-reativa
(PCR), citocinas inflamatérias e moléculas de adesao celular (VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina),
que indicam ativagdo endotelial e progresséo da inflamagao vascular. Biomarcadores celulares,
como microparticulas endoteliais e células progenitoras endoteliais circulantes, refletem lesdo
endotelial e capacidade regenerativa do endotélio. Além disso, novos biomarcadores vém sendo
estudados para aprimorar a detecgéo precoce da disfungéo endotelial e sua correlagao com DCV.
Entre eles, MMPs/TIMPs, ANGPT L2, endoglina e homocisteina que, apesar da necessidade de
estudos avangados, proporcionamnovas perspectivas para a predicao e prevengéo de eventos
cardiovasculares. A avaliagao desses biomarcadores permite a detecgao precoce da disfungao
endotelial, contribuindo para a estratificagdo do risco cardiovascular e a personalizagdo das
intervencbes terapéuticas. Mudancas no estilo de vida, terapia com estatinas, inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e agentes antioxidantes sao estratégias que visam
preservar a fungdo endotelial e reduzir a incidéncia de eventos cardiovasculares. Portanto, a
identificacdo e monitoramento continuo desses biomarcadores representam ferramentas
valiosas na prevengéo e manejo das DCV.

Palavras-chave: Disfuncdo endotelial. Doencas cardiovasculares. Oxido nitrico. Aterosclerose.
Biomarcadores.

1. INTRODUGAO

As caracteristicas definidoras dos sistemas bioldgicos sdo um conjunto de 6rgéos
funcionais e sistemas hemodinadmicos, que facilitam o funcionamento dos o6rgdos. Uma
caracteristicaimportante € a maneira como esses compartimentos sao separados e, em sistemas
de mamiferos, isso ocorre por meio do revestimento de células Unicas dos vasos sanguineos,
conhecido como endotélio. Embora inicialmente reconhecido por sua fungcdo de barreira, a
compreenséo do papel do endotélio se expandiu muito nas ultimas décadas’.

Em sua manifestacdo original, o papel do endotélio foi determinado para facilitar o
intercAmbio bilateral de materiais nutricionais e residuais entre o sangue e os tecidos e controlar
a coagulagéo do sangue, prevenindo e restringindo a formagao de coagulos a cura de tecidos
lesionados. Nos tempos modernos, o endotélio foi reconhecido como fonte de uma variedade de
mediadores bioldgicos importantes, alguns dos quais estdo entre as descobertas mais relevantes
na historia da biologia?.

Esses mediadores s&o vasoconstritores, vasodilatadores e reguladores de trombose e
inflamacg&o. Nos ultimos anos, o interesse na inflamagao em patologia e fisiopatologia aumentou
de forma significativa e o endotélio foi identificado como um mediador chave na regulagéo da
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inflamacgao. O papel do endotélio em doengas e seu potencial como alvo terapéutico é hoje de
grande interesse, especialmente em doengas cardiovasculares e na metastase do cancer4.

Lesdo em células endoteliais ou perturbacdo da homeostase no endotélio é
denominada disfungdo endotelial — um termo originalmente relacionado a capacidade
vasodilatadora reduzida, mas se expandiu com a evolugdo da compreensdao do papel do
endotélio na inflamacé&o cronica de varias doencas®.

2. HISTORIA DE DISFUNGAO ENDOTELIAL

O endotélio e as células endoteliais tém sido a fonte de algumas das principais
descobertas na biologia humana. O fendmeno da disfungcdo endotelial consta na literatura ha
pelo menos 25 anos. A disfungdo endotelial (DE) pode ser definida de forma resumida como a
propriedade vasoativa ou capacidade vasodilatadora reduzida e, mais amplamente, como
quaisquer alteragdes que impactam a fungdo homeostatica vasoprotetora do endotélio. As
células endoteliais foram descobertas como a fonte de peptideos vasoconstritores de 21
aminoacidos, conhecidos como endotelinas, em 1987, por Masaki et al?,

Outro fator contrastante € um vasodilatador, que resultou na descoberta do gas lipofilico
dissolvido, oxido nitrico (NO), designado por muitos anos como fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF)8. A constatagéo de que o EDRF era um gas dissolvido e que poderia mediar
uma via de sinalizagao tradicional — ativagdo da cinase GMP ciclica — foi um grande estimulo
para a comunidade cientifica, pois muitos esperavam que o EDRF fosse um peptideo. Furchgott,
Ignarro e Murad receberam o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina, em 1998, pela descoberta
do EDRF, sendo NO e suas propriedades de sinalizagdo. O NO media a vasodilatagao e
inumeras outras respostas bioquimicas e celulares que sao protetoras do endotélio e dos tecidos
subjacentes®.

3. DISFUNGAO ENDOTELIAL E DOENGA CARDIOVASCULAR

Estudos clinicos acreditam que a disfuncdo endotelial (DE) leva a aterosclerose
acelerada. Nesse caso, suas duas forgas motrizes incluem o impacto na vaso-regulagéo e na
inflamagéao crénica nao resolvida. Em resposta a lesdo vascular, uma infinidade de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatérias sdo liberadas. As cascatas inflamatérias sdo complexas,
envolvendo moléculas e células pré e anti-inflamatérias’.

Uma area que demonstra muito bem o papel do endotélio é a da fungéo e disfungéo
erétil, que geralmente precede a doenga cardiovascular (DCV) e pode ser considerada como um
marcador precoce de DCV clinicamente relevante. Possivelmente n&o seja intuitivo o fato de que
o funcionamento adequado envolva vasodilatagdo em oposicdo a vasoconstricdo. A
vasodilatagdo leva ao aumento do fluxo sanguineo e a resposta bioldgica necessaria®®.

Portanto, a DE, que reduz a vasodilatagéo, inibe o processo da fungéo erétil. Isso
permite compreender se correlagao da disfungéo erétil com a doenca arterial coronaria (DAC),
que atinge toda a arvore vascular. Porém, sua manifestagao é variavel, de acordo com os leitos
vasculares e o perfil individual do paciente. Assim, a disfungao erétil € como um indicador de
DCV e indica a necessidade de monitoramento e avaliagdo do estado dos leitos vasculares
associados a doengas cardiacas, derrames e amputagdes de membros inferiores®°,

Um endotélio normal regula a quiescéncia biologicamente desejavel da vasculatura e
protege contra a aterosclerose. Os efeitos no endotélio podem ser uma area muito dificil de
estudar in vitro, especialmente no contexto de pressao arterial ou inflamac&o. Dados in vitro
surgem de estudos em células vasculares isoladas, no entanto, o impacto de outros fatores como
NO, endotelina (ET)-1 e angiotensina (Ang)-ll tem multiplas agbes na condugdo do
desenvolvimento da aterosclerose. O papel do sistema imunolégico e da inflamagédo é muito
complexo envolvendo multiplos mediadores bioquimicos e celulares e, embora o conhecimento
sobre o sistema imunoldgico esteja evoluindo, mais insights sdo necessarios antes que uma
intervencdo terapéutica possa ser descrita. Ensaios em humanos de estratégias anti-
inflamatdrias, como o uso de anticorpos anti-interleucina (IL)-1B no ensaio CANTOS, mostraram
resultados promissores, mas os dados iniciais surgem em pacientes de alto risco e DCV
secundaria, em vez dos alvos desejaveis, que ocorrem em pessoas Mmais jovens com
aterosclerose precoce'"12,

Os inibidores de SGLT2 (SGLT2i) bloqueiam a reabsorgao renal de glicose e tém um
efeito importante no aumento da excregéo de glicose e na redugéo da hiperglicemia. Também
reduzem eventos cardiovasculares e morte em ensaios clinicos'®. Dados indicam que os
SGLTZ2iexerce acoes favoraveis no sistema cardiovascular, incluindo a prevencédo de eventos
cardiovasculares. Os efeitos favoraveis da empagliflozina e seus efeitos na DE foram avaliados
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pelo indice de tonometria arterial periférica (RHI) de hiperemia reativa em um ensaio clinico
multicéntrico duplo-cego em 16 centros e mais de 100 pacientes que receberam empagliflozina
ou placebo por 24 semanas (ensaio EMBLEM). Nao houve diferenga no RHI em pacientes que
receberam empagliflozina ou placebo’. Em estudos pré-clinicos, no entanto, a dapagliflozina
melhorou a DE em um modelo de camundongos com diabetes tipo 2 e também alterou o
microbioma intestinal, que é um determinante emergente da DE e da DCV que precisa ser
acompanhado'?3.

4. DISFUNCAO ENDOTELIAL — ASPECTOS CLINICOS

A avaliagdo clinica da DE corresponde a duas expressdes — regulagdo vasoativa
prejudicada e inflamagdo e resposta trombotica®. Enquanto a DE é caracterizada
patofisiologicamente por um estado protrombiético, proinflamatério e aterogénico, sua avaliagdo
tem se concentrado, principalmente, na fungéo vasodilatadora da artéria e na capacidade de
regular o ténus, a resisténcia e o fluxo sanguineo. As primeiras avaliagdes da fungado endotelial
da artéria coronaria em humanos basearam-se na infusdo direta intracoronaria de
vasodilatadores dependentes do endotélio (como a acetilcolina), acompanhada por angiografia
quantitativa da artéria coronaria®6.

Este mesmo método € usado nas circulagdes periférica e coronaria, sendo a hiperemia,
ou a resposta de dilatagdo induzida pela infusdo direta de acetilcolina, o critério ou medida
padrao-ouro da fungéo endotelial. No entanto, a natureza invasiva dessa abordagem, incluindo
a necessidade de cateterizagdo intra-arterial e supervisdo médica, limita sua utilidade em
pesquisas e cenarios clinicos. Com isso, varios métodos nio invasivos foram desenvolvidos,
fazendo com que o estresse de cisalhamento da artéria seja manipulado para induzir um
aumento no fluxo sanguineo e/ou didmetro da artéria — que €, pelo menos em parte, dependente
do endotélio™.

A dilatagdo mediada por fluxo (FMD) da artéria braquial € um método usado em
pesquisa clinica, introduzido como uma medida nao invasiva da fungéo endotelial, em 1992, por
Celemejer et al'®. Enquanto o paciente esta descansado e deitado em posi¢do supina, um
manguito de pressao arterial no antebrago € inflado por 5 min e entéo liberado para induzir
hiperemia reativa local e estresse de cisalhamento. A imagem de ultrassom é usada para medir
o didmetro da artéria braquial na linha de base e durante o periodo apés a liberagdo do manguito,
e a diferencga entre essas medidas representa a FMD. Essa resposta de dilatagao é atenuada
quando o inibidor de NO L-NMMA ¢ infundido localmente, o que fornece alguma confirmacgao da
dependéncia de NO da FMD'®.

Consistente com a nog¢ao de que a DE esta envolvida no inicio da aterosclerose, a FMD
prejudicada foi relatada como um biomarcador precoce do desenvolvimento da doenca
aterosclerotica e esta associada a progresséo do espessamento da carotida-intima?°. Além disso,
a FMD é prejudicada em grupos de pacientes com alto risco de eventos cardiovasculares. Na
verdade, a FMD esta negativamente associada ao risco de eventos cardiovasculares e
mortalidade naqueles com e sem DCV estabelecida. Quando a FMD ¢ avaliada usando o método
padronizado recomendado, um aumento de 1 ponto na FMD (por exemplo, dilatagéo de 5 a 6%)
esta associado a uma redugdo de 9% no risco futuro de eventos cardiovasculares?'22,

Apesar de seu uso generalizado em pesquisa, a FMD nao foi adotada como uma
ferramenta de avaliagao clinica. Isso provavelmente se deve aos requisitos técnicos da medicao
da FMD, incluindo acesso a dispositivos de ultrassom adequados e ultrassonografistas bem
treinados, além do tempo e da experiéncia necessarios para analise de imagem. Métodos
alternativos mais adequados para cenarios clinicos foram desenvolvidos e testados, incluindo
hiperemia passiva de movimento das pernas, que também depende do uso de ultrassom, e
hiperemia reativa, que pode ser medida nos membros ou digitos usando pletismografia ou
tonometria arterial?.

O dispositivo Endo-PAT, por exemplo, fornece uma medida automatizada de hiperemia
reativa nos dedos e é relatado como o unico dispositivo aprovado pela FDA para a avaliagdo néo
invasiva da funcdo endotelial. As medidas derivadas do Endo-PAT sdo modestamente
correlacionadas com a FMD, e cada método difere em sua associagao com fatores de risco. Isso
reflete diferencas na vasculatura avaliada, onde a FMD é uma medida da fungdo macrovascular
e 0 Endo-PAT indica a fung&o microvascular, assim como diferentes patologias®*.

Muitos fatores de risco tradicionais séo responsaveis por apenas cerca de 50-60% dos
eventos cardiovasculares. A adogdo de qualquer medida da fungdo endotelial na pratica clinica
tem o potencial de somar valor a classificagdo e ao prognostico da doenga. Para isso, é
necessaria uma compreensao da variancia natural da fungéo endotelial. Usando métodos de
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avaliagcdo padronizados, valores de referéncia especificos para idade e sexo para FMD da artéria
braquial foram publicados, o que fornece uma referéncia normativa para pesquisas futuras e,
potencialmente, para a pratica clinica®.

5. BIOMARCADORES COMO INDICADORES DE DISFUNCAO ENDOTELIAL E DOENGAS
CARDIOVASCULARES

A aplicacdo de biomarcadores séricos para monitorar a fungdo endotelial apresenta
inimeras vantagens, dada a relativa simplicidade dos procedimentos. Amostras de sangue
venoso sao usadas em laboratérios clinicos e podem ser uma maneira acessivel de medir
biomarcadores sistémicos de doencgas vasculares. O uso desses marcadores para avaliar o
prognostico e / ou diagnédstico de disturbios vasculares esta crescendo continuamente, devido a
sua relevancia clinica. A identificagdo de biomarcadores é fundamental para a mudanga da
medicina reativa para a medicina 3P no campo vascular, ajudando a obter um perfil
individualizado do paciente e a melhorar os resultados individuais?.

5.1 Biomarcadores séricos

A ativacao endotelial é desencadeada por varios estimulos inflamatérios, como toxinas,
marcadores inflamatdérios como proteina C reativa, ligante CD40 (CD40L), interleucinas (como
IL-1B, IL-18), ligante CC-quimiocina 2 (CCL2), pentraxina-3 e sortilina. Além disso, a inflamagao
€ uma caracteristica essencial no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose e suas
complicagdes. A cascata inflamatdria esta presente na disfungao endotelial e em todo o processo
de aterosclerose?’:%8,

5.2 Moléculas de adeséo celular

As células endoteliais regulam a permeabilidade e o transporte de moléculas entre o
sangue e o espaco intersticial e controlam as vias de sinalizagdo associadas a imunidade inata.
Devido a inflamagéo, elas sdo ativadas e a expressao das moléculas de adesdo aumenta. As
moléculas de adesao celular sdo consideradas marcadores precoces de ativagao endotelial e
inflamac&o sistémica?’.

CAMs solluveis — ou seja, molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), E-selectinas e
molécula de adesao de células vasculares-1 (VCAM-1) — regulam a transmigracgao de leucocitos.
ICAM-1 e VCAM-1 pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e s&o ligantes para integrinas
B em leucdcitos e células mononucleares, respectivamente. ICAM-1 & altamente expresso em
células endoteliais e macréfagos subendoteliais, enquanto VCAM-1 é predominante em células
endoteliais e ndo esta presente em endotélio saudavel?®?',

O ICAM-1 participa da adesao e transmigracdo de leucdcitos na parede endotelial
vascular e leva a ativagao e inflamacao das células endoteliais, etapas iniciais na iniciagao e
progressao da aterosclerose. A expressao de VCAM-1 resulta da ativagdo endotelial, pois
aumenta o recrutamento local de mondcitos e sua interagao com células endoteliais durante as
fases iniciais do processo aterosclerotico®?33,

A E-selectina, pertencente a familia das lectinas do tipo C, € um dos marcadores mais
especificos de ativagcao endotelial. Sua expressao € limitada as células endoteliais e induzida por
citocinas inflamatodrias. A E-selectina recruta leucécitos mediando seu rolamento para o local da
inflamagéo. Niveis elevados de moléculas de adesdo soluveis, como VCAM-1, P-selectina e
ICAM-1, também foram relatados em pacientes com COVID-193435,

5.3 Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (PCR) é uma pentraxina com um papel essencial na resposta
imune humana inata. Tradicionalmente é considerada um biomarcador de inflamacgao, possui
propriedades pré-aterogénicas, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo, reduzindo a
biodisponibilidade do NO, promovendo vasoconstrigdo e disfungédo endotelial. Também promove
a ativacdo endotelial por meio da expressdo de ICAM-1, VCAM-1, E-selectinas e CCL2, ativa
macroéfagos que expressam citocinas e fatores teciduais e reduz os fatores vasoativos derivados
do endotélio, principalmente o NO, afetando a homeostase vascular. Este processo pode
promover a apoptose em células endoteliais e reduzir mecanismos compensatérios importantes
para a angiogénese3®%’.

Concomitantemente, a PCR aumenta a producdo de endotelina 1, um potente
vasoconstritor dependente do endotélio, e IL-6, uma citocina pro-inflamatéria chave. A PCR é
considerada um preditor de aterosclerose e disfungdo vascular. Essa proteina é capaz de
modificar o fendétipo das células endoteliais e contribuir para a formacgéo de lesdes, ruptura de
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placas e trombose coronariana. Trata-se, portanto, um biomarcador inflamatério e um mediador
da doenca vascular®.

5.4 Ligante CD40

O CDA40L, pertence a superfamilia TNF, € uma proteina soluvel transmembrana tipo Il
que compreende uma via fisiopatolégica ligada a inflamacdo e aterogénese. E produzido
principalmente nas plaquetas, sendo fundamental na hemostasia e na resposta inflamatoéria na
parede vascular. As plaquetas ativadas expressam CD40L em sua superficie, estimulando a
secrecgao de quimiocinas e a expressao de moléculas de adesdo em células endoteliais, levando
ao recrutamento e mobilizagdo de leucdcitos para o local da lesao™.

Também pode se desprender da membrana plaquetaria, aparecendo sistemicamente.
O CD40L tem atividade proé-inflamatoria, pré-oxidante e pro-trombética, aumentando a ativagao
e agregacao plaquetaria, e o acoplamento plaqueta-leucocitario e leucécito-endotelial tanto na
forma sollvel quanto na plaqueta®®. De fato, o CD40L leva a inflamag&o cronica, contribuindo
para a disfung&o endotelial e aterogénese®.

5.5 CC-quimiocina ligante 2

O aumento da expressdo de CCL2 atrai mondcitos do lumen do vaso para o espago
subendotelial e, em associagdo com moléculas de adeséo, facilita a ligagdo dos mondcitos as
células endoteliais e a transmigragao para a camada intima. O recrutamento e a migragdo de
mondcitos sdo mediados pelo CCL2. Dentro da intima, os mondcitos se diferenciam em
macrofagos e comegam a expressar receptores como o receptor eliminador de macroéfagos (SR-
A), o receptor LDL oxidado semelhante a lecitina 1 (LOX-1) e o CD36, que internalizam o LDL
modificado iniciando o processo aterosclerético. O dano endotelial desencadeia o aumento da
expressédo de CCL2. A medigédo dos seus niveis sistémicos é considerada um biomarcador de
disfungdo endotelial*'.

5.6 Dimetilarginina assimétrica

A dimetilarginina assimétrica (ADMA) é um inibidor endégeno da NO sintase e um
biomarcador de comprometimento do NO e aterosclerose. Os niveis de ADMA se correlacionam
independentemente com as medigdes da funcido endotelial. Niveis plasmaticos elevados de
ADMA estéao relacionados com hiperlipidemia, hipertensao, doencga arterial coronariana, angina
instavel, doencga renal terminal, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e diabetes. O
diabetes tipo 2 tem sido associado a niveis elevados de ADMA que, juntamente com o NO, é
determinante da resisténcia a insulina. A metformina reduziu os niveis séricos de ADMA em 30%
em pacientes diabéticos tipo 2. Da mesma forma, a rosiglitazona reduziu os niveis de ADMA em
individuos hipertensos ndo diabéticos resistentes a insulina*?.

5.7 Endocan

Endocan, um proteoglicano soluvel de condroitina/sulfato de dermatano, € expresso e
secretado principalmente pelo endotélio ativado. Varias citocinas pré-inflamatérias e fatores pro-
angiogénicos regulam positivamente sua sintese e secrecéo. Niveis elevados de endocan tém
sido associados a varios disturbios cardiometabdlicos, como hipertensao, doencga renal cronica,
doenca arterial coronariana, doenga hepatica gordurosa, diabetes tipo 2 e aterosclerose. Na
hipertensao, os niveis de endocan estao positivamente correlacionados com cIMT, niveis de PCR
de alta sensibilidade e rigidez arterial*>44.

Na aterosclerose, esta envolvido por meio da disfungdo endotelial, promovendo
inflamagéo, adesdo celular e estresse oxidativo. O endocan aumenta sob condigbes pro-
inflamatérias — IL-18, TNF-a e outros fatores pro-inflamatérios elevados —, levando a um aumento
adicional de VCAM-1 e ICAM-1, com subsequente adesdo de leucécitos ao endotélio e
recrutamento e migragéo de células inflamatérias. Em macrofagos, in vitro, o tratamento com
endocan estimulou a producdo de NO e ROS e aumentou a expressao de iNOS e PCR. Trata-
se, portanto, de um importante preditor de progressdo e prognéstico de eventos
cardiovasculares®.

5.8 Mieloperoxidase e espécies reativas de oxigénio

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima pertencente a superfamilia das heme
peroxidases, € produzida por neutrofilos, mondcitos e macrofagos teciduais ativados. Uma vez
ativado, catalisa a formagdo de ROS — como acido hipocloroso, radical tirosil e diéxido de
nitrogénio —, levando a danos oxidativos de lipidios e proteinas no corpo. Esta enzima € util no
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combate a doengas infecciosas e também pode ser usada para prever o inicio e a progressao
da aterosclerose. A MPO se liga aos glicosaminoglicanos na vasculatura e prejudica a liberagéo
de NO derivado do endotélio, causando disfungéo endotelial®.

Altos niveis de MPO estao ligados a disfungao endotelial e doenga arterial coronariana,
enquanto baixos niveis plasmaticos e alguns polimorfismos de MPO s&o cardioprotetores*’. O
estresse oxidativo, por sua vez, pode promover disfungdo endotelial por meio de varios
mecanismos, sendo a redug¢ao da biodisponibilidade de NO o mais proeminente. O ciclo vicioso
associado a produgao de ROS pode exceder as defesas antioxidantes e, em Ultima analise, pode
ocorrer um incremento nas biomoléculas oxidadas e danos teciduais. O estresse oxidativo
desempenha um papel central no desenvolvimento da disfungdo endotelial e aterogénese.

5.9 Pentraxina 3

Biomarcador inflamatdrio e de dano tecidual, a pentraxina 3 (PTX3) pertence a familia
das proteinas C-reativas, sendo considerada um preditor de recuperacgao funcional em pacientes
de cirurgia cardiaca. Estimulos pro-inflamatérios, lesdo ou infecg¢ao, citocinas pro-inflamatoérias,
engajamento do receptor toll-like e por¢gdes microbianas induzem a produgéo de PTX3 por varios
tipos de células da linhagem mieloide, fibroblastos, células epiteliais, células mesangiais, células
endoteliais vasculares e linfaticas, células musculares lisas, adipdcitos, astrécitos e células da
microglia*®.

Envolvida na remodelagao da matriz, também desempenha um papel na resisténcia a
alguns patégenos e tem um papel regulador na inflamacgao e na fertilidade. Uma vez liberada, a
PTX3 tem uma agéo potencial no diagndstico e progndstico de doencgas cardiovasculares, além
de atuar na imunidade inata, interagindo com varios ligantes microbianos ou endégenos,
regulando a inflamacgdo, além da remodelagdo e reparo tecidual. As mdultiplas propriedades
funcionais da PTX3 estéo relacionadas a capacidade de interagir com diversos ligantes*°.

Outros marcadores

Os eventos aterotrombéticos sdo caracterizados por um aumento no estresse
oxidativo, ativagao de células endoteliais, elevacdo de varias citocinas/ quimiocinas proé-
inflamatérias, ativagao plaquetaria, aumento nas proteinas da fase aguda, fatores de crescimento
angiogénicos, entre outros biomarcadores sistémicos. O LDL oxidado (oxLDL) é uma molécula
pré-inflamatéria envolvida em varios eventos ateroscleréticos, incluindo processos iniciais —
estimulo na adesdo, expressdo da molécula e ativagao do sistema imunolégico — e eventos
tardios, como agregacao plaquetaria e desestabilizacdo da placa aterosclerética. O estresse
oxidativo modifica as particulas de LDL durante a migracdo na parede dos vasos sanguineos,
sendo o oxLDL um marcador proposto de disfun¢éo endotelial e aterogénese®°.

Os acidos graxos livres promovem o aumento nos niveis de ROS e promovem a
ativacdo das vias proé-inflamatérias do fator nuclear-kB. Por isso, sdo considerados um
biomarcador precoce para dano endotelial e aterosclerose?’. O aumento dos niveis de
homocisteina e a superproducao de endotelina 1 também estao ligados a disfuncéo endotelial e
ao aumento da rigidez vascular, exercendo um papel importante na medicina personalizada®’.

Apds a ativacdo das células endoteliais, um desequilibrio entre o ativador do
plasminogénio tecidual e seu inibidor endégeno, o inibidor de ativagdo do plasminogénio-1,
promove um estado pro-coagulante. Além disso, o fator de von Willebrand, uma glicoproteina
liberada pelas células endoteliais, nutre a coagulagéo e a ativagédo plaquetaria. O fibrinogénio,
uma glicoproteina e biomarcador da fungéo endotelial, é sintetizado principalmente nas células
do figado e megacariocitos, podendo se ligar a superficie da glicoproteina (GP) lIb/llla, além de
unir as plaquetas entre elas. Também promove a agregagao plaquetaria e a migragéo de células
musculares lisas e aumenta a viscosidade do sangue e os eventos iniciais no processo
aterosclerotico®.

Recentemente, niveis séricos de renalase aumentados foram associados a doencga
microvascular coronariana sintomatica em pacientes com dor toracica aguda, tornando a
renalase um potencial biomarcador de doenga microvascular coronariana®®. Em pacientes com
COVID-19, marcadores de ativacao endotelial — como fator de von Willebrand; trombomodulina;
angiopoietina-2; e endoglina, um fator de crescimento transformador B receptor — foram
descritos4%.
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6. BIOMARCADORES CELULARES

6.1 Células endoteliais circulantes e microparticulas endoteliais

A funcdo endotelial revela o equilibrio entre o dano endotelial vascular e o reparo.
Existem varias técnicas para quantificar o descolamento de células endoteliais maduras e
microparticulas derivadas como um indice de dano endotelial. A ativagao ou lesdo das células
endoteliais promove o descolamento das células endoteliais circulantes (CEC), levando ao seu
aumento na circulagao. A citometria de fluxo ou a microscopia de fluorescéncia podem ser usadas
para quantificar a células endoteliais. O aumento da CEC na circulagdo periférica esta
diretamente associado a extensdo do dano endotelial em pacientes com inflamagéo vascular,
aterosclerose e COVID-19%.

As microparticulas, as vesiculas de membrana (0,1 a 1 um) liberadas por diferentes
tipos de células e CEC, sao novos biomarcadores de lesao endotelial, ligadas a aterosclerose e
complicagbes vasculares relacionadas (inflamagéo, trombose e apoptose). Sdo potenciais
biomarcadores de dano vascular e inflamagéo, sendo seu niumero circulante capaz de fornecer
dados clinicos em individuos saudaveis ou pacientes com DCV, como um marcador substituto
da fungao vascular®”-%8,

As microparticulas endoteliais (EMP), por sua vez, sdo pequenas vesiculas originadas
e liberadas pela membrana plasmatica de células endoteliais ativadas ou danificadas. Elas
carregam moléculas de adesao, enzimas e seus receptores de superficie, além de expressar
uma variedade de antigenos constitutivos®®. Altos niveis de EMP ocorrem quando as células
endoteliais sdo ativadas, apoptéticas e relacionadas a trombogénese e formagédo de placas
ateromatosas, participando também dos processos de inflamagdo, dano vascular e
angiogénese®®'. EMPs derivadas de células endoteliais ativadas podem regular a fungdo de
mondcitos/ macréfagos, estimulando a produgéo de citocinas pro-inflamatdrias. Altos niveis de
EMP tém sido associados a disfungao endotelial em pacientes com doenga arterial coronariana®.

6.2 Microparticulas plaquetarias

As microparticulas plaquetarias (PMP) sao muito abundantes no plasma humano.
Estudos descreveram uma relagéo entre PMP e inflamagéao, coagulagao sanguinea, trombose e
progressao do tumor. Elas exercem um papel na regeneracgao tecidual e na angiogénese. Seus
niveis sdo altos no infarto do miocardio, diabetes tipo 2 ou hipertens&o pulmonar®?.

6.3 Microparticulas de monocitos

Microparticulas derivadas de monécitos (MMP) estdo relacionadas a disfungao
endotelial. Elas podem ativar as células endoteliais, devido ao aumento da inflamagéao da IL-1p.
O tratamento de camundongos ApoE —/- com MPM levou ao acumulo de macréfagos na parede
vascular e promoveu a formagéo de placas ateroscleréticas. A interagao entre MPM e células
inflamatorias estimula a doenga aterosclerética em camundongos ApoE /-84,

7. NOVOS BIOMARCADORES DE DISFUNGCAO ENDOTELIAL EM DOENGAS
CARDIOVASCULARES

7.1 Metaloproteinases de matriz/inibidor tecidual de metaloproteinases

Em estudo, Boumiza et al®® avaliaram a relag&o entre os niveis de metaloproteinases
da matriz (MMPs) ou inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) e disfung&o endotelial
em 185 individuos obesos, 67 com sobrepeso e 227 ndo obesos. Eles destacaram que os niveis
de MMP-9 ou a razdo MMP-9/TIMP-1 poderiam ser preditivos para disfuncio endotelial e, com
isso, propuseram o uso de MMPs e TIMPs como biomarcadores clinicos em DCVs relacionadas
a obesidade, como sindrome metabdlica e hipertensdo. Geralmente, considera-se que ha
associagao entre MMPs, TIMPs e obesidade, bem como doengas relacionadas a obesidade,
incluindo sindrome metabolica®.

A disfungao endotelial € um dos primeiros determinantes para doengas relacionadas a
obesidade, incluindo hipertensdo. Acredita-se agora que as MMPs estejam envolvidas em
complicagbes fisioloégicas e patologicas da obesidade ou sindrome metabdlica. A MMP-9
pertence a um membro (por exemplo, gelatinase) da familia MMP. Portanto, alteragbes na
protedlise mediada por MMPs/TIMPs podem contribuir para muitos estados patolégicos
(sindrome metabdlica e hipertenséo). Espera-se que suas descobertas fornegam novos aspectos
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para o uso de MMPs e TIMPs como biomarcadores clinicos em doengas cardiovasculares
relacionadas a obesidade, como sindrome metabdlica e hipertensdo®.

Ainda no estudo de Boumiza et al®, foi observado que os pardmetros medidos incluiam
dilatagdo mediada por fluxo, hiperemia de reatividade cutdnea microvascular (usando laser
Doppler) e vasodilatagédo microvascular induzida por cloreto de acetilcolina (iontoforese laser
Doppler) e condutancia vascular cutanea. A metodologia é usada para testar disfungéo endotelial.
A ligacdo de dados de disfungdo endotelial obtidos com os dados acima e de MMP e TIMP
fornece evidéncias cientificamente l6gicas de MMP e TIMP como biomarcadores de disfungao
endotelial®.

Olejarz et al®, por sua vez, mostraram em seu estudo que é consistente a nogao de
MMP-7 e MMP-9 como biomarcadores de disfungdo endotelial para instabilidade de placa
aterosclerdtica. Atualmente € bem reconhecido que MMPs podem ser secretadas por células
endoteliais. MMP-9 (matrilisina-1) participa da disfungdo endotelial por varias vias, como
aumento da migragao de células inflamatdrias e invasao na parede arterial, participagcao no efeito
oxLDL e apoptose endotelial, enquanto MMP-7 (gelatinase-B) desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento de placa, neovascularizag¢ao, calcificagao, além de ativagéo e
desestabilizagdo de placa. O aumento da atividade de MMP-7 e MMP-9 foi observado em placas
instaveis, e a maior expressao tecidual de MMP-9 foi encontrada em placas do tipo lipidico em
comparagao com placas dos tipos necroético e inflamatério-erosivo.

Tabela 2. Novos biomarcadores solliveis e de componentes celulares de disfungéao
endotelial em doengas cardiovasculares.

BIOMARCADORES

NOMES

ALTERNATIVOS USO POTENCIAL

Os niveis de MMP-9
ou a razao MMP-9/TIMP-1
podem ser preditivos de
disfuncao endotelial; usando
MMPs e TIMPs como
biomarcadores clinicos em
DCVs relacionadas a
obesidade, como sindrome
metabdlica e hipertensao;
MMP-7 e MMP-9 como
biomarcadores de disfungao
endotelial para instabilidade
da placa aterosclerética.

Um biomarcador
candidato emergente para
DCV, particularmente
aterosclerose.

A endoglina pode
ser usada como um
biomarcador de disfungao
endotelial em DCV (por

Metaloproteinases
de matriz/inibidor tecidual de
metaloproteinases

MMPs/TIMPs

ANGPTL2 derivado
de células endoteliais (um
mediador pro-inflamatério)

ANGPT L2

CD105 ou TGF-BB

Endoglina

receptor Il (uma glicoproteina
transmembrana
homodimérica)

exemplo, hipercolesterolemia,
aterosclerose e hipertensao) e
como um possivel marcador
do beneficio do tratamento
com atorvastatina na
aterosclerose.

Homocisteina

Um aminoacido ndo
proteinogénico derivado da
metionina

E provavel que a
homocisteina atue como um
preditor independente de
resultados cardiovasculares
adversos; a concentragao
basal de homocisteina
provavelmente é um preditor
do beneficio da terapia anti-
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hipertensiva e um alvo
terapéutico critico.

7.2 Proteina 2 relacionada a angiopoietina (ANGPT L2)

Trata-se de um mediador pré-inflamatério, que promove inflamagao vascular e
aterosclerose®”-%8, Horio et al®” relataram que os niveis de ANGPTL2 no tecido da aorta do
camundongo knockout da apolipoproteina E (ApoE-/-) foram positivamente correlacionados com
a gravidade da aterosclerose. A ANGPTL2 é altamente expressa em células endoteliais e
macrofagos que infiltram placas ateromatosas e promove inflamagéo vascular por meio de uma
via de sinalizag&o do fator nuclear (NF)-kkB em células endoteliais e aumento da quimiotaxia de
mondcitos/macrofagos. Os autores sugerem em seu estudo que a ANGPTL2 derivada de células
endoteliais acelera a inflamagéao vascular, levando a disfungdo endotelial e ao desenvolvimento
de aterosclerose.

Em seu estudo, Hata et al®® analisaram as concentragbes séricas de ANGPTL2 em
3005 japoneses residentes na comunidade e com 40 anos sem histérico de DCV. Eles
observaram que a taxa de incidéncia de DCV ajustada por idade e sexo aumentou
significativamente e linearmente com o aumento das concentracdes séricas de ANGPTL2. Essas
concentragbes elevadas foram consideradas um fator de risco significativo para DCV, apés o
ajuste para fatores de risco convencionais diferentes dos componentes da sindrome metabdlica.
Com isso, os autores acreditam que os niveis séricos elevados de ANGPTL2 s&o um novo fator
de risco para o desenvolvimento de DCV na populagédo em geral.

Esses resultados indicam que a ANGPTL2 poderia ser usada como um biomarcador
candidato emergente para DCV, particularmente aterosclerose. No entanto, dados de uma meta-
analise de ANGPTL2 de pacientes com aterosclerose ainda sdo necessarios em estudo
longitudinal, para provar a ANGPTL2 como um biomarcador confiavel®”-68,

7.3 Endoglina (CD105 ou TGF-BRreceptor lll)

Corresponde a uma glicoproteina transmembrana homodimérica, expressa
principalmente em células endoteliais de vasos sanguineos. Uma forma soluvel de endoglina é
conhecida como um dominio extracelular da endoglin de membrana de comprimento total, que é
liberada na circulagdo sanguinea, apds clivagem proteolitica da regido justamembrana da
endoglina ligada a membrana sob condi¢des patoldgicas. Evidéncias crescentes indicam que a
endoglin desempenha um papel importante na regulagao da disfungdo endotelial induzida por
colesterol®.

Vicen et al’® verificaram que células endoteliais aorticas humanas tratadas com 7-
cetocolesterol, em camundongos deficientes em apolipoproteina E/receptor de LDL
(ApoE2/2/LDLR2/2) propensos a aterosclerose, desenvolveram hipercolesterolemia em
associagdo com niveis aumentados de P-selectina e endoglina, bem como uma interrupgéo do
metabolismo do NO. Parece haver uma correcao entre a expressdo aumentada de endoglina por
hipercolesterolemia e a disfungdo endotelial, que é seguida pelo desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas, por adesado e transmigragdo de células inflamatorias via células endoteliais
ativadas ou disfuncionais.

Em estudos com camundongos com knockout duplo do receptor apoE/LDL
(apoE/LDLR), Strasky et al”' demonstraram que uma dieta rica em colesterol resultou em um
aumento significativo dos niveis de colesterol e endoglina no soro, assim como no aumento do
tamanho da placa de aterosclerose na aorta. Rathouska et al 72, por sua vez, revelaram que o
tratamento com atorvastatina é capaz de reduzir os niveis de colesterol e o tamanho da placa,
além dos niveis da forma soluvel de endoglina. Os autores também propuseram que o aumento
da forma soluvel de endoglina pode ser usado como um biomarcador de disfungédo endotelial em
DCV, como, por exemplo, hipercolesterolemia, aterosclerose e hipertensdo, e como um possivel
marcador do beneficio do tratamento com atorvastatina na aterosclerose.

7.4 Homocisteina

Foi demonstrado que a homocisteina, um aminoacido ndo proteinogénico derivado da
metionina, € um forte preditor e fator de risco independente para eventos isquémicos arteriais.
Além disso, foi relatada a associacdo da homocisteina elevada com sindrome metabdlica e
diabetes’. Wald et al’* identificaram que a concentragdo sérica do aminoacido homocisteina foi
positivamente associada ao risco de doenga cardiaca isquémica, trombose venosa profunda e
embolia pulmonar, e acidente vascular cerebral. Ha fortes evidéncias de que a associagéo entre
homocisteina e doenca cardiovascular € causal. Nesse caso, os autores consideram que a
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reducdo das concentracdes de homocisteina em 3umummol/L dos niveis atuais diminuiria o risco
de doenca cardiaca isquémica em 16%; trombose venosa profunda em 25%; e acidente vascular
cerebral em 24%. Esses resultados indicam que a concentragdo sérica de homocisteina
provavelmente atua como um preditor independente de resultados cardiovasculares adversos.

Um estudo subsequente mostrou que concentragdes elevadas de homocisteina
diminuiram significativamente o efeito anti-hipertensivo dos inibidores da enzima de converséo
da angiotensina (enalapril), em pacientes hipertensos ndo tratados anteriormente. Esses
resultados indicam que a concentragdo basal de homocisteina € um possivel preditor para o
beneficio da terapia anti-hipertensiva e um alvo terapéutico critico. Existem mecanismos pelos
quais a homocisteina resulta em dano vascular, sendo um deles a indu¢cdo de disfungao
endotelial. A homocisteina elevada pode promover a atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e agir sinergicamente com a angiotensina Il para causar danos a vasculatura
e levar a deterioragao da fungéo endotelial™.

Ao avaliarem o papel da homocisteinilagdo da ECA na disfun¢ao endotelial de artérias
coronarias e mesentéricas, obtidas de ratos Wistar machos, Huang et al”® demonstraram que o
aumento da producdo local/vascular de homocisteina estimulou a disfungdo endotelial. O
mecanismo proposto, pelo qual os niveis elevados de hiper-homocistinemia reduziram a eficacia
do enalapril, resulta no efeito direto da hiper-homocistinemia, que causa disfungédo vascular
independentemente do sistema renina-angiotensina. Analisados de forma criteriosa, esses
dados fornecem a justificativa da homocisteina como um biomarcador candidato de disfungao
endotelial para doengas cardiovasculares.

8. LIMITAGOES DOS BIOMARCADORES DE ATIVAGAO E DISFUNGAO ENDOTELIAL NO
AMBIENTE CLINICO

Embora os biomarcadores de ativagcéo e disfuncéo endotelial desempenhem um papel
importante no diagnostico da aterosclerose, algumas limitagdes permanecem. Por exemplo, as
limitacbes tecnoldgicas atuais na purificagdo de microparticulas circulantes se mantém e
métodos padronizados de detecgdo de microparticulas estdo faltando’®”7. Além disso, como os
biomarcadores endoteliais de lesdo vascular em humanos, os biomarcadores endoteliais de DCV
em humanos geralmente ndo sao especificos e tém sensibilidade limitada. Embora sejam Uteis
para o clinico na identificagdo de fatores de alto risco, diagndstico de doengas, monitoramento
do progndstico e fornecimento de intervencao terapéutica, alguns fatores podem limitar esses
biomarcadores para uso clinico”®7°.

A principio, os poucos exemplos disponiveis em estudos clinicos podem ser uma
barreira significativa para desenvolver biomarcadores confiaveis. Portanto, grandes ensaios
clinicos multicéntricos para avaliagdo sao necessarios. Sobre a sensibilidade e especificidade de
um biomarcador, é fundamental avaliar o conteudo de informacgao de um biomarcador em uma
faixa de valores, frequentemente com o uso de curvas ROC. Porém, a metodologia para esse
proposito raramente foi usada nos estudos disponiveis sobre o tema™®.

Alguns dados obtidos de estudos clinicos, por sua vez, s&o controversos e
frequentemente sob especulagdo. Os mecanismos para lidar com a contradigao ainda estao
faltando. No contexto de microparticulas endoteliais circulantes, usa-las como biomarcador na
pratica clinica também é limitado. Isso provavelmente se deve a falta de métodos padronizados
de microparticulas’” 8.

Geralmente, os biomarcadores derivados do endotélio s&o ligados a outros
biomarcadores de plaquetas, leucdcitos, células musculares lisas de vasos sanguineos e células-
tronco/progenitoras cardiacas. Sem a cooperagédo de outros biomarcadores, o uso isolado de
biomarcadores endoteliais limita sua aplicagdo. Finalmente, a falta de compreensdo das
diferencas em biomarcadores entre ativagdo e disfungdo endotelial também pode dificultar a
interpretacdo correta do desenvolvimento e resultado de doencgas. Independentemente das
limitagbes, alguns biomarcadores podem servir como ferramentas de pesquisa, fornecendo
insights sobre mecanismos de doencas e podem ser biomarcadores candidatos muito
promissores de DCVs, conforme seu interesse dé origem a pesquisas mais detalhadas a
respeito’®.
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