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Resumo

A prevengao primaria da doenga cardiovascular constitui
uma opgao de grande relevancia pelos seus impactos
na sadGde. Alguns biomarcadores tém sido considerados
Gteis na avaliacdo da doenca cardiovascular, dentre eles
microparticulas originadas de diferentes populagbes de células.
Microparticulas sao estruturas liberadas pela membrana
de diferentes tipos celulares apds ativagdo ou apoptose,
presentes tanto no plasma de individuos saudaveis (niveis
considerados fisiol6gicos) quanto em portadores de diferentes
doencas. Muitos estudos tém sugerido uma associagao
entre microparticulas e diferentes condigbes patoldgicas,
destacando-se a relagao com o desenvolvimento das doencas
cardiovasculares. Além disso, tém sido descritos os efeitos
de diferentes terapias hipolipemiantes na mensuragao de
microparticulas. Os estudos ainda sao controversos quanto
aos niveis de microparticulas que possam ser considerados
patolégicos, e os métodos utilizados ainda sdo variados, o
que sugere a necessidade da padronizagao dos diferentes
protocolos utilizados, visando a utilizagdo de microparticulas
como biomarcadores Gteis na prética clinica.

Introducao

As microparticulas (MP) sdo definidas como uma populagao
de vesiculas originadas de diferentes tipos celulares (Tabela 1)
apos ativacao ou apoptose, possuindo um tamanho entre
50 nm e 1000 nm e contendo material celular, como
proteinas, mRNA e lipoproteinas, que sao fundamentais para
a identificagao dessas vesiculas por diferentes técnicas, como
citometria de fluxo'. Todas as células sanguineas produzem MP,
e as plaquetas liberam a maior quantidade de MP plaquetdrias
(MPP), correspondendo a 70%-90% do total de MP no plasma
de individuos saudaveis®*.

Palavras-chave

Doengas cardiovasculares, Biomarcadores Farmacoldgicos
/ analise, Microparticulas Derivadas de Células, Aterosclerose
/ prevencao & controle.

Correspondéncia: Carolina Nunes Franca *

Rua Pedro de Toledo, 276, Vila Clementino, CEP 04039030, Sao Paulo,
SP - Brasil

E-mail: carolufscar24@gmail.com; cnfranca@unisa.br

Artigo recebido em 10/09/14; revisado em 19/09/14; aceito em 21/10/14

DOI: 10.5935/abc.20140210

Até a década de 1990, nenhuma importancia biolégica
foi dada as MP, e elas eram consideradas como particulas
inertes resultantes de destruigao celular ou apenas marcadores
de apoptose. Porém, em 1996, Raposo e col.” sugeriram a
importancia das MP na resposta imune adaptativa. A partir
disso, varios trabalhos tém mostrado a importancia dessas
vesiculas como vetores de troca intracelular de informacao
biolégica, por meio de identificagdo, caracterizagao e
quantificacao das MP em vdrias situagoes, como obesidade,
diabetes, infarto, depressao, cancer, HIV e insuficiéncia renal.

Com o desenvolvimento do processo aterosclerético, os
mondcitos passam a acumular lipoprotefnas, transformam-se
em macréfagos ricos em colesterol, que sofrem apoptose,
liberando alta quantidade de lipides no meio extracelular,
ocasionando um ciclo vicioso de inflamacao, estresse
oxidativo, apoptose de células endoteliais ou erosao endotelial
(Figura 1), culminando com os desfechos aterotrombéticos,
como infarto do miocardio ou acidente vascular isquémico,
que ocorrem em razao do contato das substancias do interior
da placa com o sangue, produzindo imediata coagulacao e,
consequentemente, obstrucao total e stbita do vaso®.

Tanto individuos saudaveis quanto portadores de diferentes
enfermidades possuem MP no plasma’. Estimulos inflamatérios
para a liberagao incluem lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
Gram-negativas e citocinas, como fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1p).
Ap0s ativagao, as células mudam sua conformagao assimétrica,
expondo a fosfatidilserina, um aminofosfolipideo responsavel
por alta capacidade pré-coagulante®.

Microparticulas de diferentes populacoes
celulares

Microparticulas plaquetarias

As MPP sdo as mais abundantes no plasma humano*®.
Ha vérios trabalhos mostrando a relagdo entre essas MP e
coagulagao sanguinea'®, processos inflamatérios'", trombose
e progressao de tumores'? e interacdo entre leucécitos e
células endoteliais'.

Por outro lado, estudos sugerem que MPP podem ter
importante relagdo na regeneracao tecidual, por estarem
fortemente associadas a angiogénese'. Alguns autores
mostraram que as MPP in vitro promovem o brotamento de
anéis adrticos por meio da ativagao das vias de sinalizagao
da PI3-cinase e Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK)™ e
promovem a neovascularizagao pés-isquemia'®.
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Tabela 1 — Antigenos presentes na superficie de microparticulas plaquetarias, endoteliais e monociticas

Microparticulas

Antigenos de superficie

Referéncias

MPP CD31, CD41, CD42, CD61, CD62P, CD63 3,8, 10, 39, 58, 62

MPE CD31, CD51, CD54, CD62E,CD105, CD106, CD144, 8,9,23,34,36,39,42, 43,
CD146, E-selectina, VE-caderina 58-61

MPM CD14, CD54 28,29, 31

MPP: microparticulas plaquetarias; MPE: microparticulas endoteliais; MPM: microparticulas monociticas®.

Figura 1 - Representacéo ilustrativa de algumas interagdes celulares no decorrer da formagéo do ateroma.

Microparticulas endoteliais

As MP endoteliais (MPE) representam uma menor
populacao de MP presentes no plasma, porém tém sido
associadas a doenga cardiovascular, especialmente a
disfuncdo endotelial®. Assim como ocorre com as MPP,
estudos sugerem haver relagao entre MPE e angiogénese'®,
crescimento tumoral'” e aumento de estresse oxidativo'®.

Ha trabalhos mostrando a importancia das MPE na
proliferagdo e diferenciagao de células progenitoras
endoteliais, que sao fundamentais na regeneragao vascular'?,
indicando uma possivel fungao protetora relacionada a
regeneracao, reparo e protegao vascular®.

Mezentnev e col.?" avaliaram in vitro diferentes padroes
de angiogénese (razao de divisao celular, formagao de
capilares e apoptose de células endoteliais), comparando
niveis fisiol6gicos de MPE presentes em individuos saudaveis
(entre 10° e 10* MPE/mL, conforme literatura)??? e
concentragbes patolégicas (presentes em portadores de
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doenca cardiovascular, 10° MPE/mL)**%*. Observou-se que
niveis patolégicos de MPE afetaram todos os parametros
associados a angiogénese de maneira diretamente
proporcional a concentragdo de MPE. Os mesmos
autores haviam demonstrado anos antes que 10° MPE/mL
prejudicaram o relaxamento dependente do endotélio, o
que nao foi visto com 10* MPE/mL%".

Microparticulas monociticas

Assim como as MPP, MP originadas de monécitos
(MPM) podem conter substancias pré-coagulantes e
estar relacionadas a disfuncdo endotelial?® e a sepse®.
Estudo desenvolvido por Wang e cols.** mostrou que MPM
sao capazes de ativar células endoteliais, por conterem IL-1f
que aumenta o processo inflamatério.

Hoyer e cols.?" avaliaram o papel das MPM na inflamagao
vascular e encontraram que o tratamento de camundongos
ApoE -/- com MPM promoveu a formagao de placa
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aterosclerética nos animais e aumentou o acimulo de
macréfagos na parede vascular. Os autores sugeriram uma
importante interagdo entre MPM e células inflamatérias na
doenga aterosclerdtica nos camundongos ApoE -/-.

Microparticulas e doenca coronariana

Muitos estudos sugerem uma relacao direta entre aumento
de MP e desenvolvimento de doenca coronariana. Augustine e
cols.* avaliaram pacientes expostos a estresse cardiaco durante
ecocardiografia com dobutamina e encontraram aumento
de MP de diferentes tipos celulares (plaquetas, hemécias e
células endoteliais) seguido por rapido clearance em resposta
ao estresse cardiaco. Os autores sugeriram que a liberagao
de MP seria um mecanismo protetor para remover o estresse
celular nesses pacientes.

Sarlon-Bartoli e cols.** mensuraram niveis de MP de
origem leucocitaria (MPL) no plasma de 42 individuos
que apresentaram estenose da artéria carétida acima de
70%. Eles mostraram que pacientes com placa instavel
tiveram aumento nos niveis de MPL CD11bCD66b+
e CD15+, sugerindo que mesmo subpopulacdes de
MP menos frequentes no plasma (em comparagao as
MPP) podem agregar importantes informagdes no que
concerne aos estudos clinicos analisando vulnerabilidade
da placa aterosclerética em pacientes com elevado grau
de estenose carotidea.

Estudo desenvolvido por Morel e cols.** avaliou os niveis
de MPL e MPE dentro das artérias coronarianas ocluidas de
pacientes ap6s infarto com elevagao do segmento ST, tratados
por angioplastia primaria, e comparou com as quantificagoes
dessas MP no sangue periférico. Os autores encontraram
aumento das MP no interior das artérias, mostrando a
importancia dessas vesiculas no desenvolvimento da
aterotrombose coronariana.

Faille e cols.** mensuraram MPs CD11b+ (marcador
de mondcitos) em pacientes com sindrome coronariana
aguda sem elevagdo do segmento ST no eletrocardiogama.
O intuito foi verificar se a quantificacao dessas MP poderia
contribuir para a identificagdo de pacientes com maior risco
de um evento cardiovascular recorrente em um més apds
o implante do stent coronariano. Foi encontrada menor
quantidade de MP CD11b+ em individuos com evento
cardiovascular recorrente do que em pacientes que nao
tinham complicagoes, sugerindo que haja uma maior captura
dessas MP nos sitios de lesoes ateroscleréticas.

Jeanneteau e cols.>® avaliaram em ratos e humanos
o papel das MP no mecanismo de condicionamento
isquémico remoto (CIR), que é descrito como uma estratégia
de cardioprotecdo relacionada ao infarto. Nao foram
encontradas diferengas no nimero total de MP no grupo de
animais submetidos ao CIR comparado ao grupo controle.
Apds caracterizagao fenotipica das MP, observaram-se
elevagoes nas subpopulagoes endotelial e anexina V+
(apoptéticas) no grupo CIR. Assim como no modelo animal,
houve aumento de MPE e MP Anexina V+ no grupo de
individuos submetidos ao CIR.

Porto e cols.?” avaliaram as concentracbes de MP
em pacientes pés-infarto com elevagao do segmento

ST submetidos a intervencdo coronariana percutanea
priméaria, e a relagdo dessas vesiculas com a obstrugao
microvascular (definida por angiografia maltipla e
eletrocardiografia). Os principais achados foram que as
subpopulagoes de MP avaliadas (MPP e MPE) tiveram
niveis mais elevados no interior das coronarias se
comparadas ao sangue aértico. Além disso, houve maior
liberagao das duas subpopulacées de MP na artéria
coronariana comprometida do que na aorta ascendente,
indicando uma produgao local de MP. Os autores sugerem
que os dados encontrados possam reforgar a hipdtese de
que as MP atuem como elementos ativos na embolizagao
e na fisiopatologia da obstrucao microvascular.

Kaabi e cols.*® avaliaram a relacdo entre o tratamento de
pacientes portadores de doenga arterial coronariana estavel
por contrapulsacao externa de alta pressao (CEAP) e niveis
de MP. Essa terapia tem sido considerada efetiva e segura
para pacientes com angina de peito refrataria. Os autores
encontraram aumento de MPP apés tratamento por CEAP,
sem diferengas nos niveis de MPE e MPM.

Williams e cols."" avaliaram ativagao plaquetaria e niveis
de depressao em portadores de doenga arterial coronariana,
uma vez que a depressao, mesmo em condigoes leves, é um
preditor independente de maior mortalidade apds infarto do
miocdrdio. Os autores encontraram que pacientes portadores
de moderada depressao e altos niveis de TNF-a, IL-6 e PCR
possuiam, paralelamente, maior liberagao de MPP, indicando
que um componente pré-inflamatério foi capaz de alterar a
fungao plaquetaria nesses pacientes.

Bernal-Mizrachi e cols.** mostraram que, de acordo com
o estimulo que a célula recebe (ativacdo ou apoptose),
ocorre a expressao de diferentes proteinas de superficie.
Os autores desenvolveram um estudo em que eles analisaram
duas subpopulagoes de MPE (CD31+/CD42- e CD51+) em
individuos com doenca arterial coronariana e encontraram
que as MPE CD31+/CD42- foram mais expressas em eventos
agudos (infarto do miocardio e angina instavel), enquanto as
MPE CD51+ foram liberadas em quantidades semelhantes
tanto em eventos agudos quanto cronicos (angina estavel).

Microparticulas e diabetes melito

Alguns trabalhos mostram maiores concentragoes de
MPP relacionadas ao diabetes. Ogata e cols.** avaliaram
os niveis de MPP em 92 portadores de retinopatia
diabética. Os autores encontraram maior liberacao de MPP
nesses pacientes comparados a individuos saudaveis, e o
aumento foi tanto maior quanto mais grave a retinopatia.
Na aterotrombose, MP estdo relacionadas com a liberacao
de citocinas pelos leucdcitos e células endoteliais, o
recrutamento de mondcitos para a placa aterosclerética,
a proliferacao de células musculares lisas, a angiogénese
e o aumento do estresse oxidativo. Por outro lado, MP
podem atuar como sinalizadores para a homeostase
celular, promovendo um balango entre estimulo celular,
proliferagdo e apoptose'.

Lumsden e cols.*" avaliaram portadores de diabetes
tipo 2 apés sindrome coronariana aguda (seis meses antes
do evento), que tiveram reduzidos niveis de MPE sem
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alteragoes em MPP. Os autores sugerem que esses resultados
inesperados, uma vez que estdo em discordancia com a
maioria dos trabalhos da literatura, podem ser resultantes de
medicagbes concomitantes utilizadas pelos pacientes*>#+.

Outros trabalhos indicaram que o aumento na expressao
de moléculas de adesao estd associado a ativagao de
mondcitos, que podem se ligar a células endoteliais
presentes na parede dos vasos, levando a progressao
da retinopatia diabética. Esses dados sugerem que a
mensuragao dos niveis de MPM seja um biomarcador dtil
da progressao da retinopatia diabética*.

Microparticulas na disfuncao endotelial e na dislipidemia

Leroyer e cols.*® mostraram que MP originadas de
macré6fagos (CD40+) podem promover angiogénese no interior
da placa, sugerindo que essas MP possam ser determinantes na
vulnerabilidade da placa. Porém, estudos avaliando a relagao
entre MP e angiogénese tém-se mostrado contraditérios e
inconclusivos, uma vez que alguns afirmam que certas MP
podem estimular angiogénese (MPP, por exemplo)’*#”, bem
como outros estudos afirmam que MP podem tanto estimular
quanto inibir a angiogénese, dependendo da origem celular**°.

Alguns estudos mostraram que portadores de sindrome
metabdlica possuem aumento nos niveis de MP comparados
a individuos saudaveis e que elas estao relacionadas a
disfungao endotelial, por diminuigao na expressao de eNOS
e aumento da liberagdo de espécies reativas de oxigénio®'.

O primeiro trabalho a demonstrar o efeito direto das MP
na fungao vascular foi desenvolvido por Boulanger e cols.>?
Os autores avaliaram se MP presentes no sangue periférico
de pacientes com sindrome ndo isquémica e pés-infarto
agudo do miocdrdio influenciariam a resposta dependente
do endotélio em anéis aérticos de ratos. Observou-se que
MP de individuos pés-infarto reduziram o relaxamento
vascular induzido por acetilcolina (por influenciar a via do
oxido nitrico), sugerindo que as MP poderiam contribuir
com a disfungao endotelial observada apés o evento agudo.

Diehl e cols.>® analisaram diferentes subpopulagdes de MP
em portadores de hipertensao pulmonar, tendo encontrado
niveis aumentados de MPL, MPE e MPP, o que indica maior
atividade inflamatéria e pré-coagulante, que pode estar
relacionada a complicagoes tromboembdlicas e disfuncao
endotelial nesses pacientes.

Ja estd bem descrita na literatura a melhora da funcao
endotelial promovida pelos bloqueadores de canais de
célcio. Nomura e cols.* mostraram reducao de MPE em
portadores de diabetes tipo 2 ap6s tratamento com o
bloqueador de canal de célcio nifedipino. Resultado similar
foi obtido pelo mesmo grupo® com portadores de diabetes
tipo 2 e hipertensdo apés tratamento com benidipina,
pertencente a mesma classe farmacolégica. O efeito do
bloqueador do sistema renina-angiotensina (BRA) valsartana
nos titulos de MPM em individuos portadores de diabetes
melito tipo 2 também foi avaliado pelo mesmo grupo®®,
que observou que o farmaco inibiu a liberagao de MPM.
Esses resultados sugerem que BRA possa contribuir no
tratamento da aterosclerose.
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Microparticulas e terapias hipolipemiantes

Tém-se buscado novas estratégias que possam inibir as
fungoes das MP ou que proporcionem um maior clearance.
Muitos estudos tém avaliado o efeito de diferentes estratégias
hipolipemiantes na quantidade de MP liberadas por
diferentes tipos celulares®”>®.

Pinheiro e cols.*” avaliaram o efeito do antiplaquetario
clopidogrel associado ou ndo a rosuvastatina (40 mg)
nos niveis de MPE e MPP em pacientes coronarianos
estaveis em uso de estatinas ha pelo menos trés meses.
Os autores identificaram um aumento nos niveis de MPP
apods a suspensdo por quatro semanas da rosuvastatina
(mantendo-se apenas o clopidogrel) e uma tendéncia a
maior liberacdo de MPE nesses pacientes, sugerindo que
tenha ocorrido um aumento da apoptose das plaquetas, e
também que a rosuvastatina possa ter um efeito protetor
sobre o endotélio quando em associagao com o clopidogrel.
Franca e cols.®® analisaram em estudo similar a influéncia
da atorvastatina (80 mg) em associagdo ou nao com o
clopidogrel, também em coronarianos estaveis. Os autores
sugeriram uma maior estabilidade vascular promovida pela
atorvastatina ap6s identificarem uma relagao inversa entre a
concentragao plasmética de atorvastatina e os niveis de MPP.

Outro estudo® avaliou o efeito do tratamento por cinco
dias com vitamina C nos niveis de MP em portadores de
diabetes, dislipidemia, ou pelo menos dois fatores de risco
para doenga cardiovascular pés-infarto. Foi encontrada
redugao no nimero de MPE e MPP, que os autores
associaram a redugdo do estresse oxidativo promovido pela
vitamina C.

Nesse sentido, os estudos mostram que as MP podem
ser marcadores (teis ndo sé na avaliagio da doenca
cardiovascular, estando também associadas a cancer'®'?,
sepse?? e outras enfermidades. Porém, ainda ha muita
controvérsia sobre niveis considerados fisiol6gicos e
patolégicos. Embora a citometria de fluxo seja considerada
padrao de referéncia para identificagao e caracterizagao
fenotipica de MP, os estudos utilizam-se de métodos
bastante variados (tempo de centrifugacao e de incubagao
com os anticorpos, diferentes marcadores), o que ainda
dificulta a comparagdo entre as publicagbes existentes
na literatura.

Em conclusao, a pesquisa por novos biomarcadores que
possam estar relacionados com a doenga cardiovascular
tem despertado o interesse pelo estudo de MP de diferentes
origens celulares, especialmente plaquetarias. Porém, os
trabalhos ainda sdo controversos, sendo necessarios estudos
buscando a padronizagao de técnicas mais sensiveis para
obtencao, caracterizacdo e quantificagdo dessas vesiculas
para que, futuramente, os dados possam ser transpostos
para a prdtica clinica.
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