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Resumo

A obesidade é considerada pela Organização mundial de Saúde como uma epidemia global sendo considerada um factor de risco cardiovascular independente. Estima-se que cerca de 10% da população pediátrica mundial apresente excesso de peso ou obesidade e que cerca de 40% sejam obesas na vida adulta.

 A obesidade caracteriza-se por um processo pró-inflamatório crónico que resulta na lesão do endotélio. O resultante desequilíbrio na produção de mediadores que normalmente regulam a homeostasia vascular, particularmente a biodisponibilidade do óxido nítrico (NO), favorece um ambiente pró-aterosclerótico propício ao desenvolvimento da doença cardiovascular.
 Estudos anátomo-patológicos em crianças com excesso de peso ou obesidade evidenciam lesões do endotélio que se traduzem nos precursores da lesão aterosclerótica. No entanto, as repercussões clínicas destas alterações raramente se manifestam em idade pediátrica, sendo detectadas apenas através de biomarcadores, alterações morfológicas dos vasos ou modificações do tónus arterial periférico.

Summary

Obesity is considered a global epidemy with important public health issues as it is an independent risk factor in the development of cardiovascular disorders. Approximately 10% of the world’s paediatric population has excess weight or obesity and 40% of these will be obese adults. 

Obesity is characterized by a chronic, low grade, pro-inflammatory process that ultimately results in endothelial dysfunction, the trigger lesion leading to adult cardiovascular disease. This leads to an imbalance in the synthesis of mediators that normally regulate vascular homeostasis, particularly nitric oxide (NO) bioavailability, favoring a pro-atherosclerotic status, the hallmark of cardiovascular disorders.

These changes begin early in childhood and anatomopathological studies in children with excess weight or obesity have shown endothelial changes that represent the precursors of the atherosclerotic lesion. 

Although the clinical impact of these changes rarely manifest themselves in infancy, the presence of related biomarkers as well as vascular morphological changes can, at this early stage, be found and assessed. 
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Introdução

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em idade pediátrica, a obesidade define-se como um índice de massa corporal (IMC) superior ao percentil 95 (P95) para o sexo e a idade1. No entanto, não é o excesso de peso, mas sim o excesso de gordura e a sua distribuição corporal que se relacionam com as comorbilidades associadas à obesidade2. 

A obesidade é considerada um fator de risco cardiovascular independente. Estima-se que o risco relativo de morte cardiovascular por cada 1Kg/m2 (> IMC de 21) seja 1,10 e 1,08 para homens e mulheres adultos, respectivamente3. A obesidade em adolescentes é um forte preditor de doença coronária em adultos, independente de serem adultos obesos. Implicitamente, a obesidade infantil, se mantida, poderá condicionar alterações vasculares permanentes com repercussões nefastas na vida adulta. 

Genericamente a obesidade classifica-se em dois subtipos: obesidade andróide (abdominal, visceral ou central) e ginóide (glúteo-femoral), sendo a obesidade central aquela que é considerada um importante fator de risco na progressão para a doença cardiovascular (DCV)4. Daí a necessidade de introduzirmos outras medidas que espelhem mais adequadamente a adiposidade e a sua distribuição, tal como a circunferência abdominal (CA). Esta, sendo independente da estatura, reflete a quantidade de massa gorda intra-abdominal. Apesar das limitações do IMC, na população obesa existe uma correlação entre este e a percentagem de gordura corporal e o risco de DCV5. Como tal, o IMC é considerado uma ferramenta útil e prática, permite estabelecer padrões e continua a ser a medida de referência não só no seguimento das crianças obesas mas também em estudos epidemiológicos. 

2.Prevalência

A obesidade é considerada pela OMS como a epidemia do 3º milénio, não só pela sua crescente prevalência mas pelo facto de se tratar de uma doença universal, não limitada apenas aos países desenvolvidos. Pela primeira vez, na história da humanidade, o número de pessoas com excesso de peso ultrapassou o de pessoas com desnutrição6. Estima-se que cerca de 10% da população pediátrica mundial apresente excesso de peso ou obesidade e que cerca de 40% sejam obesas na vida adulta7. Segundo dados fornecidos pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), os valores relativos ao excesso de peso (incluindo obesidade) em Portugal, na faixa etária entre os 5 e 17 anos, encontram-se acima da média em relação a praticamente todos os países da União Europeia, especificamente 23,5% nos rapazes e 21,6% nas raparigas8.

3. Evolução para a doença cardiovascular: disfunção adipocitária e endotelial


3.1 Disfunção adipocitária

O tecido adiposo branco (TA) é um órgão endócrino, que produz inúmeras substâncias bioativas, coletivamente designadas de adipocinas. O TA tem ações metabólicas, endócrinas e imunológicas importantes e as suas células, particularmente os adipócitos, expressam e segregam diversas proteínas da fase aguda e mediadores da inflamação, tais como, o fator de necrose tumoral (TNF-α), as interleucinas (IL-6, IL-8 e IL-10), o inibidor do activador do plasminogéneo (PAI-1), o angiotensinogéneo, a leptina, a adiponectina, a resistina, a lipoproteína lipase e os ácidos gordos livres. De igual forma, influenciam múltiplos processos fisiológicos contribuindo para o balanço energético, o metabolismo lipídico e glicídico, a ação da insulina, a angiogénese e a remodelação vascular, a pressão arterial e a coagulação9. 

Os restantes elementos celulares constituem a fração vascular e do estroma, composta por fibroblastos, pré-adipócitos, respetivo suporte vascular e macrófagos. Os macrófagos representam cerca de 10% da celularidade do TA mas podem atingir 60% da massa celular na obesidade. Têm origem na medula óssea e o seu número está diretamente relacionado com a adiposidade10. 

O aumento da adiposidade, sobretudo a visceral, e particularmente por hipertrofia dos adipócitos, tem como consequência a desregulação metabólica destas células que resulta na infiltração de macrófagos e expressão de variados mediadores inflamatórios, que se potenciam mutuamente, e que contribuem para o processo inflamatório crónico de baixo grau que caracteriza a obesidade11. 

Um dos mecanismos propostos como ponto de partida para a cascata inflamatória, é o de hipoxia celular. O aumento do TA resulta na diminuição do fluxo sanguíneo à massa adipocitária contribuindo para a hipoxia e necrose celular, sobretudo dos adipócitos hipertrofiados12. Neste contexto, é de realçar a importância da monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), sobre-expressa pelo TA na obesidade, e que favorece a migração de monócitos e macrófagos para o tecido adiposo13. O recrutamento destas células imunes tem como objetivo a fagocitose dos adipócitos necrosados. Outro mecanismo proposto relaciona-se com o excesso de ácidos gordos armazenados que resulta em anomalias funcionais do retículo endoplasmático (RE) e das mitocôndrias, culminando em stress oxidativo celular. 
Os macrófagos são células metabolicamente ativas que, dependente do seu fenótipo, têm a capacidade de sintetizar substâncias pró e anti-inflamatórias, representados pelos fenótipos M1 e M2, respetivamente. Na obesidade predominam os macrófagos tipo- M1 que expressam mediadores pró-inflamatórios como, por exemplo, o TNF-α e a IL-614, que mantêm a cascata inflamatória e, como tal, são centrais no processo fisiopatológico da obesidade.

As adipocinas de maior relevo na obesidade são a leptina e a adiponectina. A leptina é uma hormona expressa predominantemente, mas não exclusivamente, pelos adipócitos. Os seus níveis circulantes relacionam-se com a quantidade de massa gorda e o tamanho do adipócito15. Transmite ao sistema nervoso central, particularmente ao hipotálamo, informação respeitante ao teor de energia armazenada no tecido adiposo, controlando a ingestão alimentar e implicitamente o balanço energético. Paradoxalmente, na obesidade, o elevado teor de leptina não induz diminuição do apetite, traduzindo um estado de leptino-resistência16. Para além do seu papel na homeostasia energética, a leptina está também implicada na regulação de vários mecanismos fisiológicos, entre eles, a resposta imune 17. A leptina é considerada uma adipocina com propriedades pró-inflamatórias, estimulando a secreção de outras citocinas, como é o caso da IL-6 e do TNF-α, através da estimulação direta de células imunes como, por exemplo, os macrófagos e as células T pró-inflamatórias. Do ponto de vista clínico, em doentes com doença cardíaca confirmada, níveis elevados de leptina são preditores de futuros eventos cardiovasculares, de forma independente de outros fatores de risco cardiovascular.

A adiponectina é a mais abundante das adipocinas. Ao contrário da leptina, os seus níveis estão reduzidos na obesidade, particularmente na obesidade visceral. Atenua a expressão de TNF-α, diminui a quimiotaxia dos macrófagos, favorece a expressão de macrófagos fenotipicamente tipo- M2, aumenta a produção de óxido nítrico, estimula a angiogénese e aumenta a sensibilidade à insulina. Daí ser uma adipocina com propriedades anti-inflamatórias, anti-aterogénicas e anti-diabéticas. A expressão desta hormona é inibida em condições de hipoxia tecidular e stress oxidativo, assim como por ação de TNF-α e IL-6, achados frequentes em indivíduos obesos. Como tal, o efeito anti-inflamatório da adiponectina na obesidade é suprimido18. 
A ação cardioprotetora advém das suas propriedades anti-aterogénicas e anti-hipertensoras. Inibe, por um lado, a migração de células imunes para a região sub-endotelial e a ativação de várias substâncias pro-inflamatórias (moléculas de adesão vascular e intercelular) que favorecem a disfunção do endotélio e, implicitamente, estão na génese da formação, manutenção e rutura da placa aterogénica e, por outro, contribui para a ativação de moléculas anti-inflamatórias 19. 

Ou seja, quer os adipócitos quer os macrófagos do TA expressam substâncias cuja sinalização parácrina potencia localmente a libertação de múltiplos mediadores pró-inflamatórios. Estes, por si, refletem a sua atividade noutros tecidos, estimulando a libertação de outros mediadores inflamatórios, como é o caso da proteína C reativa (PCR) sintetizada no fígado. A desregulação na produção de citocinas pró-inflamatórias caracteriza, assim, o processo inflamatório crónico de baixo grau observado na obesidade20. Mais ainda, estes mediadores sistémicos estão implicados nas complicações metabólicas e cardiovasculares da obesidade, incluindo a resistência à insulina, a hipertensão arterial e estados pró-trombóticos, estes dois últimos particularmente associados com o aumento do angiotensinogénio e do PAI-1, respetivamente.

3.2 Disfunção endotelial

O endotélio é uma camada unicelular que regula a homeostasia vascular através da expressão de mediadores bioativos21. Por vias de sinalização autócrina, parácrina ou endócrina22, estes mediadores controlam o tónus vascular (ex. óxido nítrico; endotelina-I), a agregação plaquetária (ex. Factor von Willebrand), a formação de trombos (ex. trombomodulina) e a aderência de leucócitos e facilitam a fibrinólise (ex. ativador do plasminogénio tecidular). Em condições fisiológicas, existe um equilíbrio na produção destas substâncias, estando o endotélio, no seu estado quiescente, tendencialmente vasodilatador e com características anti-aterogénicas23. Central à normal função do endotélio, encontra-se o óxido nítrico (NO) 24. Uma das principais funções do NO é promover o relaxamento do músculo liso, induzindo a vasodilatação e regulando a perfusão tecidular. Também exerce outras funções centrais à homeostasia vascular, através da inibição da adesão plaquetária e leucocitária e da proliferação de células do músculo liso vascular. 

O NO é de tal forma crucial na manutenção da homeostasia vascular que a disfunção endotelial define-se em função da biodisponibilidade do NO, diminuída neste contexto, sobrepondo-se a expressão de mediadores vasoconstritores e pró-ateroscleróticos como é o caso da endotelina-1, um potente vasoconstritor de origem endotelial patente na disfunção endotelial. 

Considera-se a disfunção endotelial (DE) ou ativação endotelial (termo defendido por alguns autores) a lesão mais precoce do processo aterosclerótico que precede qualquer alteração morfológica dos vasos. As alterações subsequentes levam à modificação do fenótipo da parede do vaso culminando na formação da placa aterosclerótica. Representa uma mudança do fenótipo quiescente para um mediado por citocinas inflamatórias, que contribuem para o início e a progressão da doença aterosclerótica.

Vários estudos, incluindo análises anátomo-patológicas, têm demonstrado que a doença aterosclerótica inicia-se na infância, particularmente em crianças com fatores de risco cardiovascular. Daí que a obesidade infantil seja considerada um importante preditor de morbilidade e mortalidade cardiovascular no adulto25.

À semelhança da PCR, outras substâncias pró-inflamatórias sintetizadas pelo tecido adiposo como a resistina, a leptina, o TNF-α e os ácidos gordos livres, participam na lesão endotelial, diretamente actuando no endotélio e indiretamente interferindo na produção de outras adipocinas26. 

Estes mediadores contribuem para a lesão endotelial através do aumento da expressão de enzimas oxidativas (ex. NADPH oxidase) formando espécies reativas de oxigénio (ROS) como o anião superóxido e o peróxido de hidrogénio. Em concentrações elevadas, as ROS são tóxicas para o ambiente celular condicionando stress oxidativo celular e consequentemente a desregulação metabólica característica da disfunção endotelial. As ROS têm a capacidade de regular a expressão de vários genes promotores de substâncias ligadas à disfunção do endotélio, como é o caso das moléculas de adesão, citocinas e fatores quimiotáticos27. Os próprios mecanismos que contribuem para a eliminação das ROS estão comprometidos, como é o caso das enzimas antioxidantes superóxido dismutases, contribuindo para a manutenção da sinalização das reações de redução-oxidação. 
No endotélio, o stress oxidativo culmina na diminuição da biodisponibilidade do NO e, consequentemente, na redução da capacidade vasodilatadora dependente do endotélio e da atividade anti-aterogénica. A produção de NO também pode estar comprometida por inibidores endógenos como é o caso da enzima dimetilarginina assimétrica (ADMA); os níveis deste antagonista competitivo da sintetase do óxido nítrico (eNOS) aumentam na presença de concentrações elevadas de TNF-α28. Ou seja, a ADMA,  na prática clínica, pode ser utilizada como índice indireto da biodisponibilidade do NO, visto o doseamento direto deste não ser prático dado a sua curta semi-vida.

Ainda relativamente ao stress oxidativo, e também à inflamação, é importante realçar a importância dos prostanoídes (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano) e a sua relação com doenças cardiovasculares, como a hipertensão arterial e a aterosclerose29. Estas substâncias são sintetizadas por ação enzimática das cicloxigenases (COXs), a COX-1 e a COX-2. A COX-1 existe praticamente em todos os tecidos, ao contrário da COX-2 que é sobre expressa essencialmente por estímulos pró-inflamatórios. A COX-1 é responsável pela expressão de tromboxano A2 (TXA2), um potente vasoconstritor que promove a adesão de plaquetas ao endotélio, e, a COX-2, pela produção da prostaciclina (PGI2), um agente vasodilatador com ações anti-plaquetárias. O equilíbrio na produção destas substâncias promove a homeostasia cardiovascular, que é perturbado em processos inflamatórios, tal como a obesidade, favorecendo a expressão de TXA2, promovendo a lesão endotelial30. 

O ponto de partida para a aterosclerose inicia-se com o recrutamento de monócitos e células-T para a parede do vaso31. A adesão é iniciada com o rolamento dos leucócitos no endotélio, subsequente ligação à superfície endotelial e posterior transmigração destas células inflamatórias para a camada íntima da artéria. Este processo é possível face à presença de moléculas de adesão leucocitárias expressas pelo endotélio32. Habitualmente existem em pequenas quantidades, no entanto, na presença de citocinas inflamatórias, a síntese destas substâncias aumenta. As mais importantes são as selectinas P, E e L, de origem plaquetária, endotelial e leucocitária, respetivamente, as moléculas de adesão intercelular (ICAM) e as moléculas de adesão das células vasculares (VCAM-1). Destas, a E-selectina relaciona-se mais especificamente com o endotélio, sendo particularmente importante no rolamento dos leucócitos. Os níveis aumentados de E-selectina associam-se a fatores de risco cardiovascular sendo um marcador precoce de ativação endotelial33.

Na íntima, os linfócitos e macrófagos perpetuam a resposta inflamatória. Os macrófagos englobam partículas LDL-oxidadas formando células espumosas. As moléculas de LDL- oxidadas estimulam a produção endotelial de substâncias pró-inflamatórias, incluindo moléculas de adesão leucocitária e o fator estimulador de colónias de macrófagos (M-CSF), e inibem a produção de NO. Se o processo inflamatório persistir, o recrutamento de células inflamatórias para a íntima mantem-se, aumentando assim o número de células espumosas e a expressão de citocinas que culminam na formação, manutenção e rutura da placa aterosclerótica. Também, se a inflamação se mantiver ativa, o próprio endotélio fica lesado com perda de células endoteliais para a circulação. A regeneração celular ocorre quer por proliferação de células endoteliais adjacentes, cujo potencial regenerativo é limitado, quer por migração para a circulação de células progenitoras, que têm a sua origem na medula óssea (onde representam cerca de 1-5% da população celular) e a capacidade de se diferenciarem em células progenitoras endoteliais (EPCs). As EPCs têm um papel importante na neovascularização de orgãos isquémicos e reendotelização de vasos danificados, mantendo a integridade vascular. Nos portadores de fatores de risco cardiovascular (RCV), o número e função das EPCs encontra-se reduzido, existindo uma correlação inversa entre o número daqueles fatores presentes no mesmo individuo e o número de EPCs34. O endotélio expressa fatores de ativação, entre eles o NO, que estimulam o recrutamento de EPCs da medula óssea para a circulação periférica ocorrendo a ligação das EPCs ao endotélio, via moléculas de adesão (ex. E-selectina) 35. Em circunstâncias em que a biodisponibilidade do NO esteja comprometida, é de esperar um número reduzido de EPCs em circulação assim como da função destes elementos celulares36.Estudos mostram que em eventos agudos transitórios (ex. enfarte do miocárdio) o número de EPCs encontra-se elevado. Já em patologias crónicas, os marcadores inflamatórios expressos, tal como a PCR e o TNF-α, inibem a mobilização, diferenciação e função das EPCs37.
4.
Avaliação clínica da função endotelial

Os conhecimentos atuais da biologia do endotélio vascular permitem a sua avaliação, tendo como base marcadores estruturais e funcionais38.

4.1 
Avaliação morfológica

A avaliação estrutural e funcional do endotélio é possível através da realização da angiografia coronária, sendo este leito arterial um dos mais implicados no processo aterosclerótico. Esta técnica permite a avaliação in situ das alterações morfológicas dos vasos em questão e a resposta a fármacos vasoativos (ex. acetilcolina), permitindo aferir a biodisponibilidade do NO. No entanto, apesar de ser o teste gold standard na avaliação morfológica da DE do leito coronário, trata-se de um exame de carácter invasivo, dispendioso e associado a vários riscos que só deve ser usado mediante necessidade clínica39. Como tal, a sua aplicabilidade como marcador da DE é limitada, particularmente em idades pediátricas. 

Outro exame de interesse na prática clínica utilizado para avaliar alterações morfológicas associadas à DE, é a espessura da camada intima- média carotídea (IMT) avaliada por ultrassonografia. É um método não-invasivo, seguro e de baixo custo que permite a avaliação do risco cardiovascular, em fases precoces e avançadas da doença aterosclerótica, em grupos considerados de risco40. Apesar de ser uma avaliação periférica, é considerada representativa do status da circulação coronária41, sendo uma importante ferramenta na avaliação da doença cardiovascular subclínica, possibilitando estratégias de prevenção. Em idades pediátricas, nos grupos de risco, o aumento do IMT também se correlaciona com a DE e, na população adulta, confere valor preditivo relativamente a futuros eventos cardiovasculares adversos e permite avaliar a evolução da doença e a resposta às terapêuticas instituídas. 
O IMT pode ser avaliado em vários segmentos da artéria carótida, incluindo a carótida comum, a bifurcação carotídea, o bulbo carotídeo e a carótida interna. Apesar de alguns estudos demonstrarem que o IMT derivado da avaliação dos vários segmentos da artéria carótida apresente uma capacidade preditiva semelhante relativamente a eventos cardíacos adversos, outros autores consideram que os valores do IMT obtidos no bulbo carotídeo e na carótida interna tenham uma melhor correlação com a doença coronariana42. Apesar do IMT ser influenciado por vários fatores de risco cardiovascular e, em particular, a hipertensão arterial, é considerado um fator independente de risco cardiovascular43. A fim de padronizar a forma de avaliar o IMT, o Mannheim Carotid Intima-Media Thickness Consensus sugeriu que este fosse avaliado na parede distal da artéria carótida comum44. Outra limitação desta técnica refere-se à inexistência de valores de referência ou pontos de corte ajustados à idade, género e etnia, que atribuam risco cardiovascular. 

4.2 
Avaliação funcional

O facto de a DE ser uma doença sistémica possibilita-nos a avaliação não-invasiva da vasorreatividade fluxo-dependente (NO dependente) em artérias mais periféricas, como é o caso da artéria braquial45. Neste contexto, utiliza-se a ultrassonografia braquial para avaliar a alteração do diâmetro do vaso, antes e após oclusão do fluxo braquial pela insuflação de uma braçadeira, ou seja, através da hiperémia reativa ou vasodilatação-fluxo-mediada (FMV)46. Considera-se uma técnica sensível pois relaciona-se com a função endotelial das coronárias, mas com limitações de ordem técnica e interpretativa, pelo que, segundo alguns autores, não é um método útil para estratificação de risco 47. Nas crianças, a sua utilização é limitada pelo potencial desconforto imposto (insuflação da braçadeira 50mmHg acima da tensão arterial sistólica durante 5 minutos) e necessidade de colaboração48. 

Outro método não-invasivo de utilidade na prática clínica, principalmente em idades pediátricas, face à sua fácil aplicabilidade e por existirem valores de referência para idades pediátricas 49,50, é a avaliação da velocidade da onda de pulso (VOP), que permite a avaliação indireta da rigidez arterial. A VOP quantifica o tempo que a onda de pulso leva a percorrer uma determinada distância no leito arterial. Estudos mostram que existe uma correlação entre a VOP e a presença de DE51. Quanto maior a rigidez do vaso, e implicitamente uma menor biodisponibilidade do NO, mais rápida a VOP52,53. Para além de potencialmente identificar doença subclínica, também tem valor preditivo relativamente a futuros eventos cardiovasculares adversos. 
4.3
Avaliação analítica

A quantificação de biomarcadores relacionados com a DE permite avaliar alguns aspetos fundamentais do processo fisiopatológico subjacente, nomeadamente a cascata inflamatória, a ativação do endotélio, a biodisponibilidade do NO e os mecanismos reparadores do endotélio. 

4.3.1 
Marcadores inflamatórios

Na obesidade, vários marcadores inflamatórios são expressos, sendo a proteína C-reativa ultra-sensível (PCRus) a de maior utilidade na rotina clínica54. A PCR tem uma semivida de cerca 18 horas, não sendo influenciada pela idade, o estádio de Tanner ou o ciclo circadiano. É um biomarcador sensível, mas com baixa especificidade para inflamação tecidual. Vários estudos têm demonstrado a sua relação com as doenças cardiovasculares sendo considerado um preditor independente de eventos cardiovasculares 55,56. Na prática clínica, o seu interesse prende-se com o facto de se poder atribuir risco relativo de doença aterosclerótica, mesmo em indivíduos aparentemente saudáveis, nomeadamente baixo (<0.1mg/dl), moderado (0.1-0.3 mg/dl) e elevado (> 0.3mg/dl). Portadores de PCRus superior a 0.3mg/dl têm duas vezes mais a probabilidade de virem a ter doença aterosclerótica, comparado com indivíduos com baixo risco (Classe de recomendação IIa e nível de evidência B)57,58. Em crianças obesas, a PCRus não só traduz a presença de um processo inflamatório persistente mas, à semelhança da população adulta, também confere risco cardiovascular 59,60. 
4.3.2
Marcadores da ativação endotelial

As moléculas de adesão celular facilitam a ligação de leucócitos ao endotélio e, posteriormente, a sua transmigração para o espaço sub-endotelial. As mais estudadas são as da família das selectinas e as da superfamília das imunoglobulinas, a VCMA e a ICAM. Conforme referido, a E-selectina tem características singulares visto derivar de células endoteliais, ao contrário das restantes, que têm múltiplas fontes. É expressa precocemente em resposta a um estímulo inflamatório e, como tal, é considerada um indicador precoce da ativação endotelial, podendo, potencialmente, aferir RCV61,62. Em quadros inflamatórios mantidos, como é o caso da obesidade, é de esperar a sua sobre expressão63. 
4.3.3
Marcadores da biodisponibilidade do NO

A avaliação direta do NO plasmático, no contexto da DE, é condicionada por vários fatores, especificamente a semivida extremamente curta do NO e pelo facto do NO não ser expresso exclusivamente pelo endotélio64. Logo, a necessidade de se recorrer a uma avaliação indireta, através do doseamento de metabolitos do NO (que pelos mesmos motivos podem não ser representativos do NO endotelial) ou do já referido inibidor endógeno competitivo da eNOS, a ADMA 65. Os níveis desta enzima, para além de estarem elevados em portadores de doenças com risco cardiovascular66, incluindo a obesidade67, são preditivos de eventos cardiovasculares adversos68 que se correlacionam com outros marcadores de RCV, como é o caso da IMT69 e da PCR70. 
4.3.4
Marcadores dos mecanismos reparadores

Em 1997, Asahara e colaboradores descreveram, pela primeira vez, a presença de células mononucleares CD34 positivas (de origem estaminal) na circulação periférica com capacidade de neovascularização, às quais atribuíram o nome de células progenitoras endoteliais (EPCs)71. Atualmente sabe-se que as EPCs, de facto, englobam várias populações celulares, sendo a denominação de EPCs atribuída às mais importantes. 
As EPCs têm a capacidade de se diferenciar em células endoteliais maduras e têm um importante papel na reparação do endotélio lesado72. A libertação destas células da medula óssea para a circulação periférica ainda não está completamente esclarecida, propondo-se, entre outros mecanismos, a ativação da metaloproteinase da matriz -9 (MMP-9), um processo NO dependente. As EPCs expressam alguns recetores comuns à célula endotelial, nomeadamente o Cluster of Differentiation 34 (CD34) e o Vascular Endothelium Growth Factor Receptor-2 (VEGFR2-), que permitem a sua ligação ao endotélio danificado e a sua quantificação por citometria de fluxo73,74. Estes marcadores não são exclusivos da célula endotelial, podendo condicionar potenciais erros na sua leitura. No entanto, apesar de não existir um marcador específico, a associação de CD34-CD33-VEGFR2 na mesma linha celular aparenta caracterizar as EPCs75. 

Conclusão
Em crianças portadoras de factores de risco cardiovascular, particularmente a obesidade pela sua prevalência, já são patentes as alterações mais precoces da doença aterosclerótica. Nestas faixas etárias estas alterações são reversíveis, daí ser, de todo o interesse a implementação de medidas que evitem a progressão da doença. Na prática clínica o acesso a exames complementares de diagnóstico, para além da sua utilidade na aferição de risco, permitem avaliar a resposta às medidas terapêuticas instituídas. 
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