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Resumo

O processo de angiogénese envolve uma sequéncia
complexa de estimulos e respostas integradas, como
estimulagao das células endoteliais (CE) para sua proliferagao
e migragdo, estimulagdo da matriz extracelular, para atragao
de pericitos e macréfagos, estimulagdo das células musculares
lisas, para sua proliferacdo e migracao, e formacao de novas
estruturas vasculares.

Angiogénese é principalmente uma resposta adaptativa
a hipoéxia tecidual e depende do aciimulo do fator de
crescimento induzido pela hipéxia (FIH-1 a) na zona do
miocardio isquémico, que serve para aumentar a transcrigao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus
receptores VEGF-R, pelas CE em sofrimento isquémico.

Esses passos envolvem mecanismos enzimdticos e proteases
ativadoras do plasminogénio, metaloproteinases (MMP)
da matriz extracelular (MEC) e cinases que provocam a
degradacao molecular proteolitica da MEC, bem como pela
ativagdo e a liberacdo de fatores de crescimento, tais como:
fator bésico de crescimento dos fibroblastos (FCFb), VEGF
e fator de crescimento insulinico-1 (FCI-1). Posteriormente,
vem a fase intermedidria de estabilizacido do novo broto
neovascular imaturo e a fase final de maturagao vascular da
angiogénese fisiol6gica.

Como conclusoes generalizaveis, é possivel afirmar que a
angiogénese coronaria em adultos ¢, fundamentalmente, uma
resposta pardcrina da rede capilar preexistente em condigoes
fisiopatolégicas de isquemia e inflamagao.

Introducao

Nesta revisao, aborda-se a angiogénese miocdrdica
enddégena no adulto, sob uma ética unificada dos diversos
mecanismos moleculares descritos. Essa visao se baseia na
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interpretacao “dinamica” da definicao cunhada por Folkman:
“Angiogénese é a geracao e a expansao de vasos sanguineos
a partir de uma rede vascular preexistente, sob estimulos
enddgenos ou exdgenos”'. No adulto, angiogénese é, em
grande parte, uma resposta adaptativa a hipéxia tecidual e
ocorre em uma ampla variedade de situacoes, que vao desde
desenvolvimento embrionario até crescimento tumoral?.

Mediando a cascata de eventos celulares e moleculares,
estd a ativacdo do FIH- 1, que serve para aumentar a
transcricao pelas CE, em sofrimento isquémico, do VECF e
seus receptores VEGF-R?.

Acredita-se que a rede capilar preexistente € o lugar de
inicio comum, no desenvolvimento e na geragdao dos novos
capilares, mediada pelos diferentes sistemas de sinais que
desencadeiam a produgao de fatores de crescimento e que
terminam induzindo a proliferagao das células endoteliais. A
definicao de angiogénese feita por Folkman, citada, baseia-se
em solidos elementos andtomo-morfométricos.

A relacao capilar/fibra miocardica normal no coracao
do adulto é de 1 para 1, ou seja, um capilar por fibra
miocardica. O calibre maximo de novos vasos identificados
no processo de angiogénese é de 200 um de didmetro*. Se
nao houver circulagao corondria epicardica de alimentagao
de dita circulagao colateral com fluxo sanguineo adequado,
é provavel que ocorra a regressao paulatina do processo
de angiogénese. Por sua vez, cada fibra do miocérdio tem
diametro que varia de 10 a 25 um e o comprimento varia de
50 a 100 um, com distribuigao capilar uniforme na parede
ventricular esquerda de 3.000 para 4.000/cm?°.

Portanto, podemos dizer que essa definicao tem forte
sustentagao morfométrica. Isso significa que, no coracao
adulto normal em repouso, para que se mantenha a vida
celular, deve existir uma fonte de nutrientes ao coracao. Em
outras palavras, as células progenitoras endoteliais circulantes
(CPEc) requerem circulagdo coronariana preexistente para
chegar ao local em que ocorre a isquemia miocardica.

Ao analisar o segundo componente da definigdo de
Folkman, quando diz: “[...] por estimulos endégenos ou
exégenos...”, verifica-se que abrangeu os dois principais
mecanismos do processo de angiogénese: a endégena sao
o0s processos fisiolégicos e patolégicos, enquanto a exégena
é a terapia angiogénica cardiovascular como forma exégena
de indugdo de angiogénese. O objetivo desta revisao é
analisar os mecanismos da angiogénese enddgena nos
processos fisiolégicos.
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I. Fases da regulacao dos mecanismos
indutores de angiogénese miocardica
endogena no adulto:

1. Fase inicial: isquemia miocardica como estimulo inicial

A angiogénese é, principalmente, uma resposta
adaptativa a hipéxia tecidual e depende do actimulo
de FIH-1 a, que, em condigbes de hipéxia tecidual,
ativa a expressao de fatores de crescimento e inicia o
processo de angiogénese na zona isquémica, a partir da
rede coronariana preexistente®. Além disso, a atragao e
o recrutamento de CPEc e macré6fagos ativam, de forma
pardcrina, a angiogénese nessa area’. A expressao do
VEGF-A é um indicativo do recrutamento dos progenitores
mieloides no miocardio isquémico, enquanto as células
perivasculares da angiogénese sdo mediadas pelos fatores
derivados de células estromais (FDE)-1 (Figura 1)°.

Na cardiopatia isquémica, tanto FIH-Ta quanto VEGF-A
estao presentes na placa aterosclerética, sugerindo que o FIH,
por via da sinalizagdo angiogénica, estd diretamente envolvido
no crescimento da placa aterosclerética’.

A isquemia miocardica grave leva ao acimulo de FIH-1 e
a expressao de fatores que estimulam brotos angiogénicos nas
proximidades dos vasos sanguineos no miocardio isquémico.

Nao podemos esquecer que a isquemia grave e persistente
causa apoptose da CE e das fibras miocardicas. Além disso,
os progenitores mieloides e endoteliais derivados da medula
6ssea também sao recrutados para participar ativamente do
apoio da angiogénese'®.

O FIH-Ta é claramente importante para a angiogénese
no miocardio. No entanto, pouco se sabe a respeito do
FIH-2a. Cardiomidcitos privados de FIH-Ta especificos
foram levados a reducao da vascularizacao, alteracoes no
metabolismo energético e anormalidade da fungao contrétil.
Em contrapartida, a superexpressao da proteina de fusao
FIH-Ta/VP16 (FIH-1Ta do ADN vinculante e ativador de
dominio ligado com heterodimerization VP16) foi capaz de
promover a angiogénese e reduzir o tamanho de infarto em
modelo experimental em rato. Tal como ocorre com outros
tecidos hipoxicos, o FIH-Ta é essencial para o aumento
da concentragao, na medula éssea, de precursores de CE.
Mesmo uma deficiéncia parcial de FIH-1a, decorrente de
envelhecimento, estd associada a uma redugao significativa
na concentragao dessas células e a uma pobre vascularizagao
em miusculo isquémico'.

A hipoxemia também regula a produgéo e a expressao do
VEGF, em razdao do aumento da transcricdo do FIH-1 e do
aumento na estabilidade do VEGF-dependente da regiao 3
do ARNm™.

Isquemia miocardica
severa
less@o isquémica de
células endoteliais

IFDE-1 '[F”“] IVEGF

Atracéo local de CPEc e macroéfagos circulantes

[ Maior concentracdo local de VEGF J

[ Angiogénesis |

[ Aumento da circulagéo colateral ]

llustragéo dos mecanismos moleculares e fisiopatologicos determinantes da angiogénese miocardica secundaria a isquemia.
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O mecanismo molecular iniciador da angiogénese pode
ser impulsionado pela privagdo de oxigénio e nutrientes,
como glicose, que regulam a expressao génica. Observou-
se também que a hipéxia regula os receptores TIE-2, sendo
moduladores da atividade do VEGF, o que leva as CE a
proliferar pelos mecanismos de brotamento ou divisao. De
acordo com o padrao de sinal do VEGF e TIE-2, é possivel
induzir angiogénese por brotos ou intussuscepgao’. Um
fato importante, de aplicagdo terapéutica do VEGF, é que
a isquemia estimula sua expressao, bem como a de seus
receptores' (Figura 1).

1.1. Mecanismo de angiogénese por atracao de células
tronco circulantes durante o infarto agudo do miocardio

Durante a isquemia miocardica, o aumento da expressao
e estabilizagdo da transcricao de FIH-1 promove produgao
local e liberagao pela CE em sofrimento isquémico dos fatores
FDE-1 e VEGF-A™. O FIH circulante regula muitos genes
da angiogénese, mas a indugao do VEGF talvez seja o mais
notavel. FIH aumenta a concentracao local de VEGF em até
30 vezes, em poucos minutos. O VEGF estimula a angiogénese
fisiolégica e patolégica em estrita resposta dose-dependente®.
Esses mediadores sdo capazes de aumentar a mobilizagdo e
o recrutamento das CPEc na drea isquémica'.

O aumento da expressao de FDE-1 é essencial para
regulagdo da atracao, migragao e retengao seletiva, no tecido
miocardico isquémico, das CPEc ou das CE com o receptor
de superficie 4 da quemoquina CXC-R4'®. Isso significa que
a via FIH-1 é o mecanismo de unificacdo do sistema de
sinalizagao da angiogénese, no contexto do infarto agudo do
miocardio (Figura 1).

Essas CPEc, do mesmo modo que ocorre com as
células mesenquimais da medula 6ssea (entre outras), sao
mobilizadas, atraidas e deslocadas da circulagao periférica
para as dreas de isquemia miocdrdica'’.

Ha evidéncia de que FDE-1 com o receptor de sinal
CXC-R4 + desempenha papel importante no recrutamento
de células circulantes da medula éssea no contexto de uma
grave isquemia miocardica. Esse sinal é essencial para o
recrutamento de células-tronco no coragdo. O CXC-R4 + é
um receptor de superficie celular da FDE-1, expresso nas CPEc
e nas células-tronco circulantes hematopoéticas (CTHc)'™.

As CPEc desempenham papel importante na manutengao
da parede vascular endotelial, auxiliando na reendotelizagao
(mudanca fisiolégica das CE) e na angiogénese'.

No entanto, os niveis de FDE-1 endégeno secretado
diminuem apés o IAM e retornam ao nivel normal apds o 42
ou 72 dias do IAM?,

As células mesenquimais circulantes derivadas da medula
6ssea (CMcDMO) constituem uma ponte para o interior de
miocardio isquémico, expresso pelo FDE-1, que podera ser
um sinal facilitador para a migragao de células circulantes e
da medula éssea’’.

Acreditava-se que os precursores endoteliais existiam apenas
durante a vida embriondria. Atualmente, foram identificados
precursores na medula dssea e em vasos periféricos no adulto.
Alguns fatores de crescimento, como o fator estimulador de
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colonias de granuldcitos (FECG), b-FCF e FCI-1, estimulam sua
diferenciacao e sua mobilizagao?'. Esses precursores de células
endoteliais colonizam novas dreas de brotos angiogénicos no
adulto e, no futuro, podem ser alvos terapéuticos.

Rehman e cols.?? tém questionado a origem dessas CPEc
e sua verdadeira incorporagdo na parede dos vasos em
crescimento. Descobriram que a maior parte das chamadas
CPEc deriva de mondcitos/macréfagos, com apenas uma
pequena populagdo de células-tronco CD-34%/células
progenitoras hematopoéticas a partir de células tronco/
angioblastos. Esses mondcitos/macréfagos secretam miiltiplos
fatores de crescimento angiogénicos, que promovem, com sua
estimulagao paracrina, o crescimento neovascular??.

O conceito de CPEc é muito atrativo, porém, mais de uma
década apés sua descoberta, ainda ndo existem marcadores
especificos das CPEc e os resultados dos ensaios clinicos ainda
sao controversos. Empregando um enfoque protedmico,
um estudo recente mostra que as células com fenétipo de
CPEc poderiam ser células mononucleares circulantes com a
incorporagao de microparticulas de plaquetas®.

Schmeisser e cols.** demonstraram que o monécito CD-
347 pode desenvolver in vitro um fenétipo endotelial e tomar
forma em uma estrutura tubular, o que sugere um potencial
papel dos monécitos na angiogénese*.

Finalmente, Ziegelhoeffer e cols.?> publicaram um estudo
que aponta para o fato de que, no organismo adulto, as
células-tronco provenientes da medula éssea ndo promovem
crescimento vascular pela incorporagao nas paredes
vasculares, mas sim através de mudiltiplos efeitos paracrinos
de citocinas angiogénicas®.

Resumindo: a angiogénese é um mecanismo fisiolégico
organizado sob rigorosa regulacao, com muitos fatores que
influenciam o processo ativo em nivel molecular, incluindo
muitos polipeptidios soltveis, como VEGF, angiopoietina, FCF,
fatores de crescimento derivado de plaquetas (FCDP), fator de
crescimento transformador B (FCT-), fator de necrose tumoral
(FNT)-0, FECG, entre muitos outros?®.

1.2. Mecanismo de angiogénese endégena por ativacao
de células-tronco residentes no coracao

O verdadeiro papel desse mecanismo e da quantificagao
de seu efeito angiogénico é incerto. Células-tronco residentes
do miocardio (CTRM) foram capazes de se diferenciar em
cardiomiécitos, células endoteliais e células musculares lisas?’.
Essas CTRMs expressam receptores para FCH e para FCI-1,
que podem levar ao recrutamento e a proliferacao das CE e
repor algumas fungdes do coragao com dano isquémico. Assim
como ocorre com as células mesenquimais circulantes (MSCc),
que sao capazes de secretar FCH e FCI-1 em resposta a lesao?®.

1.3. Proliferacao de células endoteliais como resposta
final comum da isquemia miocardica: geracao de broto
vascular angiogénico

Em adultos, esse processo se deve, principalmente, a
hipoxemia e se encontra mediado pela ativacao de FIH-
Ta, que serve para aumentar a transcricdo do VEGF e seus
receptores VEGFRs?.
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O VECGF estimula a angiogénese fisioldgica e patolégica em
estrita relagdo dose-dependente®. O VEGF é uma proteina
que tem a caracteristica especifica de estimular a replicagao de
células endoteliais vasculares, essenciais para a angiogénese™.
O VEGF-A se liga a dois receptores tirosina-quinase (RTK),
VEGFR-1 (flt-1) e VEGFR-2 (KDR, Flk-1). Receptores tirosina-
quinase flt-1 (VEGF-R1) constituem a segunda maior afinidade
para o VEGF. Embora nao tao especifico, o receptor flk-1 ndo
compartilha afinidades com células do sistema inflamatério,
como, por exemplo, monécitos ou células cancerosas, ao
contrario do receptor flt -1. Num recente e elegante trabalho
da Universidade de Leuven, fez-se importante descoberta
com implicagbes terapéuticas para o futuro, qual seja, a
relativa especificidade do VEGF-B, em termos de sua atividade
angiogénica no tecido miocdrdico isquémico®".

No mecanismo da angiogénese, devido ao crescimento
vascular em forma de broto vascular, é possivel determinar
0s seguintes passos de maneira simplificada:

a) vasodilatacao inicial, processo que envolve éxido
nitrico e VEGF*2;

b)  aumento da permeabilidade vascular em resposta
ao VEGF, como extravasamento de proteinas plasmaticas que
funcionam como suporte para a migragao das células endoteliais
(CE). O aumento da permeabilidade é produzido pela formagéao
de fenestragdes organo-vesiculares e pela redistribuicao das
moléculas de adesao celular endotelial plaquetdria®*;

¢) degradagao proteolitica da MEC: as proteinases expoem
proteinas da MEC degradada, como colageno IV e monémero
de colageno fibrilar, que induzem a migragao de CE e CML*.

Os trés passos descritos envolvem mecanismos enzimaticos
que incluem a Ang2, um inibidor de TIE23%, proteases
ativadoras do plasminogénio, metaloproteinases (MMP) da
MEC e cinases ou familia das heparinases.

Todas as proteases influenciam na angiogénese através
da degradagao molecular proteolitica da MEC, e da ativagao
e liberacao do fator de crescimento, como bFCF, VEGF
e IGF1, sequestrado na matriz extracelular (Quadro 8 na
Figura 2)*°. Também exercem acdo proteolitica o fator de
crescimento transformador (FCT) e a ativagao proteolitica de
quimioquinas angiogénicas como o IL-1. Ou seja, durante o
remodelamento vascular por brotagao, ocorre degradacao
proteolitica, incluindo ativadores de plasminogénio como a
urocinase ativadora do plaminogénio (UPA) e seu inibidor
PAI-1, matriz metaloproteinases (MMPs) e inibidores da
metaloproteinases dos tecidos (TIMPs), heparinases, quinases,
tirosinases e caderinases®.

Ao analisar o papel critico da degradagao proteolitica da
MEC no crescimento e na manutengao do broto angiogénico,
devem ser considerados os limites de tempo de dito processo.
O processo também deve ser equilibrado, porque degradagao
insuficiente impede que as células vasculares deixem suas
posigdes originais. Por outro lado, a excessiva degradagao
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Formagéo dos plexos vasculares primarios do mesoderme, durante a fase embrionéria. Os hemangioblastos e a bipotencialidade de seus precursores
representam o passo intermediario dos precursores endoteliais (os angioblastos); na etapa embrionéria, formam a rede vascular primitiva chamada vasculogénese e,
na vida adulta, expandem-se e remodelam-se, levando a angiogénese (Quadros 3 e 4). No Quadro 5, esta a fase de estabilizagdo, representada pela unido das CE pela
acéo do VEGF e do FCDP-, que recruta os pericitos e as células do mdsculo liso, cobrindo as células endoteliais durante a estabilizagao do vaso. A angiopoietina — 1
(Ang-1) e FCT-b1 estabilizam o nascente vaso. A Ang-2, na auséncia de fatores de crescimento, provoca a regressédo do broto nascente. No Quadro 6, ilustram-se 0s
processos angiogénicos de intussuscepgédo e por surto. Nos Quadros 7 e 8, ilustram-se as fases de remodelamento e maturagao do vaso nascente. CML: células do
musculo liso; PCT: pericitos. Unido do VEGF com as células endoteliais (CE), FCDP-B recruta pericitos (PC). Adaptado de Carmeliet.
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impede o apoio e a orientagdo para a migragao das CE e,
consequentemente, também a angiogénese3®.

No processo de angiogénese, uma vez produzida a
degradagao proteolitica da MEC, seguida por fragmentagao
da membrana basal, produz-se a migragao quimiotatica das
células endoteliais através da membrana basal. Para que
isso acontega, € necessdrio que as conexoes intercelulares
endoteliais sejam degradadas. Quando as CE migram para
formar novos brotos, a MEC sofre degradagdo proteolitica e
mudangas em sua composicao (Figura 3).

A migracdo das CE ocorre 24 horas antes dos seguintes
processos:

a) proliferacao;

b) adesao e reestabelecimento de contatos intracelulares;
¢) formacao do limen vascular;

d) maturacao funcional do endotélio.

Como se pode apreciar, as proteases desempenham papel
critico no processo de angiogénese®.

A estimulagao do VEGF sobre os receptores de membrana
tirosina-quinase das células endoteliais vasculares é expressa
através de membros de gens Src da familia das tirisina-
quinase, como o Src, Fyn, Yes, que regulam mdiltiplas fungoes
intracelulares. Em primeiro lugar, Src, Fyn e Yes desempenham,
cada qual, papel Gnico no sistema de sinalizagao mitogénica do
VEGF. Em segundo lugar, eles contribuem para a modulagao do
VEGF na migragao celular. Em terceiro lugar, Fyn desempenha
papel Gnico na indugdo de VEGF para a formagao do tubo
neovascular. O Fyn tem um efeito regulador negativo sobre
a migragao e a estabilizagao do tubo neovascular induzido
pelo VEGF. Esses resultados fornecem provas diretas de que
Src, Fyn e Yes tém importante papel na regulagao do VEGF
nos eventos mediados pelas células endoteliais*.

A existéncia de tubos com pericitos reflete o inicio precoce
da participagao de pericito na angiogénese intussusceptiva
(ver Quadro 4 da Figura 2). A criagdo de uma rede vascular
funcional exige que os brotos vasculares emergentes maturem
e permanegam funcionais ao longo do tempo. A associagao do

Estagio 0 da angiogénese: vaso estavel.

envolvido no processo de angiogénese.

Estagio 2 da angiogénese: formagao de um novo canal.

Componentes maiores que um capilar normal que pode pode ser

Estagio 1 da angiogénese: alteragdes dentro dos vasos.

Estagio 3 da angiogénese: Maturagdo do novo vaso.

MB: membrana basal, CE: celulas endoteliais; H: hemaceas; P: Plaquetas; MEC: matriz extracelular; MF: macréfago; MT: mastécito.

Esquema detalhado do processo de angiogénese, mostrado no estagio 1: dilatagdo do vaso, ativagéo de células endoteliais, ativagdo de plaquetas,
secregdo de ativadores do plasminogénio e enzimas proteoliticas, desgranulagdo de mastécitos, ativagdo de macrofagos, ruptura da membrana basal e aumento de
permeabilidade com saida de fibrina e outras proteinas; no estéagio 2: formagéo de pseuddpodos, degradagdo da matriz extracelular, migragdo de células endoteliais
para o espago extravascular com sua proliferagéo e formagéo de brotos de tecido vascular; e no estagio 3: nova membrana basal e maturagéo da nova parede vascular
para estabelecimento do fluxo sanguineo, formagdo de tubos e conexdes, além de novos vasos.
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pericito e do CML com os brotos de recente formagao das CE
regula sua proliferacao, sobrevivéncia, migragao, diferenciacao,
ramificagao vascular, fluxo sanguineo e permeabilidade vascular.
A participagdo precoce dos pericitos no desenvolvimento
da microvasculatura tem importantes implicagoes para a
intervencao terapéutica em muitas doengas*'.

O fluxo sanguineo, com sua pressao sobre a nova parede
vascular, interage de forma integrada e dindmica com o
citoesqueleto e a MEC. O fluxo sanguineo continuo estimula
a proliferacao das células endoteliais e regula VECF, integrina
aVb3, PECAM-1 e VE-caderina. A tensao de cisalhamento
(“shear stress”) estimula a proliferagao de células endoteliais
e, consequentemente, aumenta o diametro do vaso*.

A MEC fornece os contatos necessarios entre as CE e os
tecidos circundantes, impedindo que os brotos neovasculares
degenerem. Uma matriz de colageno intersticial e elastina
entre as células vasculares oferece propriedades de
viscoelasticidade e resisténcia a parede do vaso. A MEC
também regula a formagao do novo broto vascular. Quando
as células endoteliais migram para formar novos brotos
vasculares, a matriz ndo apenas é rompida proteoliticamente,
como também sua composigao é alterada. Proteinases
expdem novos epitopos nas protefnas da MEC (por exemplo,
o colageno V) ou alteram sua estrutura (mondmeras de
colageno fibrilar), levando a migragao das CE e CML**. Além
disso, fibronectina, fibrina e outros componentes da matriz
fornecem um andaime para o apoio e as orientagoes das CE.

As integrinas sao receptores de superficie celular especificos
da MEC, que, por transmissao de informagdes bidirecionais
entre o exterior e o interior de células vasculares, ajudam a
construir novos brotos vasculares de maneira coordenada. As
integrinas a5p3 e a5B5 tém sido, ha muito tempo, consideradas
um regulador positivo da angiogénese, porque seus antagonistas
farmacoldgicos suprimem a angiogénese patolégica®.

O fator de crescimento derivado das plaquetas (FCDP) - B
e de seu receptor FCDP-RB desempenha papel essencial na
estabilizagdo dos vasos sanguineos nascentes, recrutando
células mesenquimais FCDP-Rf positivo. A falta de
recrutamento das CE tem como resultado um crescimento
neovascular patolégico, o que provoca: alteragdo da
permeabilidade neovascular, fragilidade neovascular,
sangramento, insuficiéncia de perfusao e hip6xia em embrides
que tém caréncia de FCDP-B*. Em vez disso, uma combinagao
de FCDP-B e VEGF resulta na formagao de brotos vasculares
mais maduros do que em monoterapia com qualquer dos
fatores. Isso € muito importante para o futuro desenvolvimento
de estratégias terapéuticas da angiogénese.

Outro sistema de sinalizacao envolvido na manutencao,
crescimento e estabilizacdo do broto neovascular nascente é
o receptor TIE-2, que liga as angiopoietinas Ang-1 e Ang-2.
Diferentemente da Ang-2, que ativa a TIE-2 em algumas células,
mas bloqueia o TIE-2 em outras, a Ang-1 consistentemente
ativa o receptor TIE-2. A Ang-1, por sua vez, compacta os
brotos neovasculares nascentes, através das moléculas de
ligacdo, e promove interagao entre as CE das paredes como
um adesivo de proteinas e contragdo de pericitos. A atividade
angiogénica da Ang-2 estd em sinergia com o VEGF para
estimular a angiogénese no coragao, mas, quando os sinais nao

sdo suficientes, causa a morte das CE e a regressao do broto
neovascular nascente. Ou seja, os sinais de ativagao TIE-2
devem funcionar como uma balanca de precisao®.

2. Fase intermediaria: a estabilizacao do novo broto
neovascular imaturo

O broto nascente neovascular é estabilizado através do
recrutamento de células murais e pela geragdo de uma nova
MEC. Pelo menos quatro vias moleculares estao envolvidas na
regulagao desse processo: FCDP e seu receptor p (FCDP-RB);
esfingosina-1/fosfato-1 (S1P1); fator de diferenciagdo endotelial
(receptor proteina esfingosina G-1 (EDG1); Ang1-TIE-2 e 0 FCT.
O FCDP-B é secretado pela CE, presumivelmente em resposta
ao VECF. Embora o FCDP- seja expressado pelas CE e as células
murais, sao estas as responsaveis durante a fase de maturagao
da angiogénese. Também sao essenciais, para a formagao e a
estabilizacdo do broto neovascular, os receptores TIE-1 e TIE-2,
e os dois ligantes para TIE-2, como Ang1 e Ang2. As principais
fontes de Ang1 e Ang2 sao, respectivamente, as CE parietais e as
CE de 6rgaos especificos. O Ang1 é conhecida pela estabilizagao
dos brotos vasculares emergentes e por torna-los resistentes a
fuga entre conexdes intercelulares. Na auséncia de VECF, a
Ang2 atua como um antagonista da Ang1 e desestabiliza o broto
neovascular nascente, levando, finalmente, a sua regressao. Na
presenca de VEGF, Ang2 facilita a angiogénese. O FCT-B1 é uma
citoquina multifuncional que promove o ciclo de maturagao
do broto noevascular em desenvolvimento pela estimulagao
da MEC, ao estimular a indugao e a diferenciacao de células
mesenquimais em CE murais*.

3. Fase final: maturacao vascular da angiogénese
fisiologica

Os determinantes moleculares de maturacao neovascular
podem ser agrupados em trés categorias: 1) Uniao dos fatores
de crescimento a um tipo de receptor celular, com seu efeito
correspondente; Il) Regulacdo molecular das interacoes
celulares; 11I) Regulagdao molecular das interagoes entre as
células endoteliais e a matriz extracelular.

I) Unido dos fatores de crescimento a um tipo de receptor
celular, com seu efeito correspondente:

a) Receptores de CE flt1y, flk1 (VEGF-R1, VEGF-R2): 1)
Regulagao das proteases na organizagao da MEC; 2) Geragao
da MEC proviséria, que permite aumentar a permeabilidade;
3) Regulagao do FCDP-, que recruta as células para estabilizar
a parede do vaso nascente; 4) Supressao da apoptose nos
vasos nascentes; 5) Estabilizacao das CE.

b) FCDP-RB; Angl/TIE-2: 1) Promogao de proliferacao,
migracao e recrutamento das células murais; 2) Estabilizacao
de vasos nascentes, o que facilita as interagdes entre as jungoes
intercelulares (CE-CE, CE-MEC); 3) Supressao da apoptose
das CEc.

©) Ang2/TIET: induz apoptose das CE, na auséncia de VEGF.

d) Ang1/TIE1: coordenam a polaridade vascular.

e) FCT-p1/FCT-BRII:

1) Promovem a produgao de proteases e MEC.

2) Promovem a diferenciacao de fibroblastos para
miofibroblastos.
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f) FCT-B1/ALK1regulam a proliferagdo e a migracao de CE.
g) FCT-B1/ALK5: regulam a maturagdo dos novos vasos.

h) FCT-B1/ALK1 e a endoglina: promovem a especializagao
arterial e venosa.

) Regulagdo molecular das conexdes intercelulares:
a) V caderina: forma as uniées entre as CE.

b) N-caderina: faz conexdes entre as células da parede
celular e as CE.

¢) Conectinas: estabelece conexoes entre as CE e as CE e
células parietais.

[} Regulacdo molecular das interagoes entre as CE e a
MEC:

a) a5B1, a1p1, a2p1, avp3, avB5: supressao da apoptose
de CE.

b) Proteases: em sua agdo enzimdtica, promovem a
produgao da MEC, como, por exemplo, a clivagem do
coldgeno XVIII para endostatina, o plasminogénio, a
angiotensina e proteases como MMP2 e PEX.

c) Proteases inibitorias: evitam a degradacao proteolitica
da MEC para estabilizar o vaso.

Esses dados suportam, de forma consistente, a hipdtese de
que Ang2 e VEGF levam a formagao dos brotos neovasculares,
enquanto Ang1 estd envolvida na estabilizagao do broto, por
interacao das CE e da célula mural®.

3.1. Formacao do ltiimen vascular

Durante o processo de angiogénese, ocorrem migragao e
proliferagao de CE por aproximadamente 24 horas, periodo
durante o qual as proteases desempenham papel crucial®. A
proliferagao é registrada no nivel das CE e CML¥".

O processo de formagao do limen vascular é uma fase
coordenada de adesao molecular-celular durante a extensao
do vaso sanguineo. As moléculas especificas responsaveis pela
extensao do vaso nao sao bem conhecidas*.

O receptor TIE-2 e de CE é necessario para o
desenvolvimento de vasos sanguineos, bem como para sua
manutengao e reparagao. A Ang foi identificada como ligante
especifico para o receptor TIE-2. Como jé citado, Ang-1 é um
agonista dos receptores TIE-2 que promove a sobrevivéncia
das CE e reduz a permeabilidade vascular®.

Em contraste com a Ang-1, a Ang-2 foi inicialmente descrita
como antagonista que bloqueia a TIE-2/Ang-1 e leva a ativacao
do TIE-2, o que resulta na apoptose das CE. No sistema de
sinalizagao das CE para sua sobrevivéncia e migragao, o TIE-2
é componente essencial do desenvolvimento da vasculogénese
embriondria, assim como da angiogénese no adulto. Trabalhos
recentes identificaram uma proteina tirosina fosfatase beta
como uma nova CE-fosfatase especifica que regula a sinalizacao
Ang-1-TIE-2 das CE. Assim, estratégias orientadas para HPTP-f
podem ser benéficas a sinalizacdo da Angl e, portanto,
melhoram a formacao e a maturagao dos neovasos no contexto
da angiogénese terapéutica. Além disso, é possivel concluir
que a hipéxia aumenta a expressao de HPTP-B e diminui
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a fosforilagao da TIE-2, o que langa nova luz sobre o papel
potencial da angiogénese do HPTP-B. A indugao de HPTP-B pela
hipdxia pode representar um importante mecanismo regulador
de ativacao do TIE-2 na angiogénese patolégica.

Em resumo, as CE tém um receptor tirosina-quinase
seletiva; o TIE-2 e seus ligantes, a angiopoietina Ang-1 e
Ang-2, por sua vez, sao essenciais para a manutengao e a
reparagao dos vasos sanguineos. A Ang-1 é um agonista da
ativagao dos receptores TIE-2. No entanto, a Ang-2 é contexto-
dependente, ou seja, pode ser antagonista ou agonista. A
proteina tirosina-fosfatase beta (HPTP-B) desempenha papel
relevante na sobrevivéncia das células endoteliais, modulando
a sinalizagdo de Ang-1-TIE-2.

3.2. Permeabilidade neovascular

O VEGF leva a proliferagdo e a migracao das CE no
processo da angiogénese. Foi inicialmente identificado como
fator de permeabilidade vascular (VPF). Muitas evidéncias
sugerem que a angiogénese é precedida e/ou acompanhada
de aumento da permeabilidade®.

Os mecanismos pelos quais VEGF/VPF aumentam a
permeabilidade vascular (PV) persistem desconhecidos.
Murohara e cols.”" identificam o 6xido nitrico (ON) na
regulagao da PV, enquanto van der Zee e cols* identificaram,
in vitro, que o VEGF/VPF estimula a produgao de ON no
endotélio macrovascular.

Isner* demonstrou a agao sinérgica entre ON e prostaciclinas
produzida pela interagao do VEGF/VPF com seu receptor Flk-
1/KDR/VEGF-R2 como mediador da permeabilidade vascular
induzida por VEGF/VPF, constituindo uma propriedade Gnica
do VEGF/VPF entre as citocinas angiogénicas. Quando as
proteases foram avaliadas por sua capacidade de aumentar
a permeabilidade pelo teste de Miles, o VEGF foi o Gnico a
aumentar a permeabilidade — o mecanismo de agao, contudo,
é desconhecido. O 6xido nitrico tem sido implicado como
um fator regulador da permeabilidade, dependendo de sua
concentracao local*.

Existem trés tipos diferentes de permeabilidade vascular:

1) permeabilidade da membrana basal vascular (PBV),
presente nos tecidos normais;

2) aumento da permeabilidade vascular produzido em
resposta a uma Unica e breve exposicao a VEGF-A ou a outros
agentes;

3) aumento crénico da permeabilidade vascular, que
caracteriza a angiogénese patolégica.

Finalmente, observou-se que o VEGF-A varia
significativamente em diferentes cepas do rato, e é provavel
que a resposta da permeabilidade, tanto basal quanto induzida
por alguns fatores, também difere em camundongos com
diferentes estruturas genéticas, embora isso ainda ndo tenha
sido investigado de forma sistematica®’.

Il. Respostas das Células Vasculares a
Hipoxia

A hipéxia leva ao aumento da sinalizacao através da
transcricao do FIH-1.
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1. Células endoteliais

Existem dois mecanismos identificados na hipoxemia que
estao ligados a angiogénese ou ao seu bloqueio: um, que
promove a proliferacio e a sobrevivéncia através de CE pela
ativagao de receptores VEGF de sinalizagdo e expressao de
eNOS e, outro, que inicia a apoptose. Os resultados podem
depender da gravidade da hipéxia. Hipoxemia moderada
promove, principalmente, proliferagao e sobrevivéncia, enquanto
hipoxemia grave, préxima a condigoes anaerébicas, pode causar
apoptose significativa. In vivo, o acimulo de FIH decorrente de
apoptose de CE nao tem sido reportado®.

2. Células musculares lisas vasculares

Tal como ocorre com as células endoteliais, a hipoxemia
grave provoca apoptose das CML, enquanto a hipoxemia
moderada aumenta sua proliferacdo. Induzida por hipoxia, a
expressao da ciclo-oxigenase (COX)-2 e FCDP-B é importante
para os receptores de CML que estimulam sua proliferagdo. O
mecanismo preciso é desconhecido, mas uma possibilidade é
que 0 MT1-MMP possa agir como uma molécula acesséria da
atividade proteolitica associada com receptor FCDP-*.

3. Macrofagos

Em resposta a hipoxemia tecidual, um grande ndmero de
mondcitos é recrutado da circulagao para os tecidos hipéxicos,
onde se diferenciam em macréfagos. Varios fatores e protefnas
nos tecidos hipéxicos contribuem para o recrutamento dos
mondcitos, a saber: proteina-1 (MCP-1), FNT-a, FEC-1, fator
derivado estromal (FDE)-1 e VEGF-A. Os macréfagos promovem
a angiogénese ao estimular a secrecao de metaloproteinases da
matriz (MMP) e uma variedade de fatores angiogénicos, tais
como VEGF-A, FCF, interleucina-2 e fator de necrose tumoral.
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