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Papel da célula endotelial em neoplasias malignas hematoldgicas

The role of endothelial cells in hematologic malignancies
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A neoformagdo vascular constitui evento essencial para que ocorra o desenvolvimento
humano. Nesta fase, o sistema vascular sofre expansdo. Células endoteliais maduras
(ECs) irdo compor a parede dos vasos, enquanto células endoteliais oriundas da
medula éssea (MO) migram para locais de neoformagdo vascular com subseqiiente
diferenciacdo em células endoteliais maduras. Processos fisiolégicos e patolégicos
como cdncer tém a angiogénese como importante componente. Estudos correlacionam
a angiogénese com a agressividade tumoral em alguns tipos de tumores incluindo
hematolégicos, o que ressalta a importdncia da terapia antiangiogénica como alvo de
pesquisas cada vez mais profundas. Neste artigo de revisdo enfocamos o papel da
angiogénese nas neoplasias hematologicas com énfase em possiveis alvos terapéuticos.
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Introdugao

Durante o desenvolvimento humano, elementos essen-
ciais ao crescimento, como nutrientes e oxigénio, sdo consu-
midos continuamente. A medida que ha divisdo celular ainda
na vida embrionaria, o sistema vascular sofre expansdo para
garantir o aporte destas substancias a todo o organismo em
formagio, em um processo denominado angiogénese.'*> As
células endoteliais maduras (ECs) que irdo compor a parede
dos vasos originam-se do mesoderma esplancnico do em-
bridlo e posteriormente se diferenciam em estruturas vasculares
nos diferentes tecidos e 6rgdos.*

A neoformagdo vascular ¢ essencial ndo somente du-
rante o desenvolvimento fetal, mas também no ciclo repro-
dutivo feminino, e tem seu papel de destaque no reparo
tecidual. Durante muitos anos acreditou-se que o inico me-
canismo implicado no surgimento de um novo vaso em su-

porte ao crescimento e a recuperagdo de tecidos isquémicos
fossem a angiogénese e a miogénese vascular.?

Recentemente, a angiogénese foi definida como o
surgimento de vasos sangiiineos originarios de estruturas
vasculares preexistentes, e Risau ef a/ definiram um termo
novo, denominado vasculogénese, caracterizado pelo re-
crutamento de células endoteliais oriundas da medula 6s-
sea (MO) a locais de neoformag¢do vascular com subse-
quente diferenciacdo em células endoteliais maduras com
intensa capacidade de proliferagio local.’ Estas células com
capacidade angiogénica e propriedades de angioblastos
foram descritas pela primeira vez hé oito anos e denomina-
das células endoteliais progenitoras (EPCs).!*7

Dados experimentais mostraram que células endoteliais
progenitoras (EPCs) oriundas da MO foram isoladas entre
células mononucleares do sangue periférico e parecem ter
tropismo por locais de neovascularizagdo fisioldgica ou
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patologica, onde se diferenciam em ECs, podendo ser quanti-
ficadas.>®® Tanto as ECs quanto as EPCs s#o raras na circu-
lacdo sangiiinea, perfazendo entre 0,01% e 0,0001% das célu-
las mononucleares periféricas.*!

Estudos recentes em animais e humanos sugerem que
as EPCs melhoram a funcdo de 6rgdos isquémicos, possivel-
mente pela inducio e modulagio da vasculogénese e angio-
génese em areas de hipoxemia ou pela estimulagdo da
reendotelizacdo de vasos lesionados.’

Este processo ¢ controlado por varias moléculas, sen-
do a familia do VEGF (fator de crescimento do endotélio
vascular) e seus receptores os principais mediadores.>!!
Multiplos fatores e vias de sinalizagdo sdo criticos para o
processo de crescimento e maturacdo dos capilares recém-
formados.?

Angiogénese neoplasica

Muitos processos fisioldgicos e patoldgicos, como a
cicatrizagdo, a inflamagdo cronica e o cancer, t€ém a angio-
génese como importante componente. '

O crescimento de tumores solidos depende da sua ca-
pacidade de adquirir, dentre outras coisas, suprimento
sangiiineo adequado.*"® As células ndo sobrevivem se per-
dem capacidade de receber oxigénio e nutrientes ou se estdo
incapacitadas de liberar moléculas toxicas.*

O oxigénio pode ser difundido por capilares a uma dis-
tancia de 150 pm a 200 um. Se as células neoplésicas estdo
mais distantes e ndo alcangam estes vasos, morrem.* A angio-
génese ¢, portanto, essencial para o crescimento tumoral e
para a ocorréncia de metastases.'* Sua extensdo ¢ determina-
da pelo balango entre moléculas reguladoras positivas e ne-
gativas liberadas por células vizinhas e pelas proprias célu-
las tumorais no ambiente tecidual neoplasico, podendo afe-
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tar a composi¢do genética das células do hospedeiro dentro
da extensdo tumoral.* (Figura 1)

O crescimento tumoral ocorre em duas fases, a avas-
cular e a vascular. O tecido tumoral possui potencial angio-
génico e seu crescimento, invasdo e metastase sdo angio-
génico-dependentes. Vajkoczy et al investigaram o mecanis-
mo de tropismo e incorporagdo das EPCs durante a neofor-
magdo vascular em um modelo tumoral usando EPCs de em-
brides de ratos como modelo experimental. Mostraram que
as EPCs mantém sua capacidade de contribuir para a angio-
génese tumoral na vida adulta.'”” Outros achados recentes
em modelos experimentais mostraram ainda que somente tu-
mores avangados com alta heterogeneidade e capacidade
proliferativa recrutam EPCs para neoformacéo vascular. Sur-
preendentemente, durante o processo de crescimento pro-
gressivo tumoral, as células endoteliais adquirem novas ca-
racteristicas e secretam citocinas CC, um grupo de quimio-
atrativos com cistinas adjacentes que estimulam a neovas-
cularizag¢do de forma autdcrina e enddcrina.'® Além disso,
EPCs derivadas da MO contribuem para o crescimento
tumoral, fornecendo EPCs que diretamente se incorporam ao
endotélio vascular do tumor."'” Hipoxia também pode mobili-
zar EPCs da MO da mesma forma que citocinas de origem
hematopoética, como o GM-CSF (fator estimulador de colo-
nia granulo-monocitica). O crescimento de tumores malignos
resulta em hipdxia tecidual e pode assim mobilizar ECs de
forma paracrina e contribuir para o surgimento de novos va-
SOS.15’16’18

A ativacgdo da angiogénese sangiiinea e linfatica, jun-
tamente com respostas inflamatdrias e imunossuprimidas na
ocasido, promovem migragao, invasio e, portanto, iniciagao
do processo metastatico de tumores sélidos.!!” Com isso, 0
aumento da angiogénese demonstra ser um importante fator
de progndstico em muitas neoplasias.?’

Cancer

A anormalidade fundamental necessaria para
o desenvolvimento do cancer € a continua prolife-
rac¢do desordenada das células comprometidas. Em
vez de responderem apropriadamente aos sinais que
controlam o comportamento celular normal, as
células neoplasicas crescem e dividem-se de forma
descontrolada, invadindo os tecidos normais adja-
centes e, por fim, espalham-se a distancia (metas-
tase). A perda generalizada do controle do cresci-
mento exibido por estas células ¢ o resultado final
de anormalidades acumuladas em multiplos siste-
mas reguladores do crescimento e se reflete em
muitos aspectos do comportamento celular que dis-
tinguem as células neoplasicas de suas equivalen-
tes normais.?!

A questido mais importante na patologia do
cancer ¢ distinguir a resposta de neoplasias benig-
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nas e malignas. Ambas sdo classificadas de acordo com o
tipo de célula da qual se origina. A maioria pertence ao grupo
de carcinoma, sarcoma ¢ leucemia ou linfoma.?!

Os carcinomas, que incluem aproximadamente 90% das
neoplasias, sdo neoplasias das células epiteliais. Os sarcomas,
raros em humanos, sdo tumores sélidos de tecido conjunti-
vo, musculo, 0sso, cartilagem e tecido fibroso. As leucemias
e os linfomas, que representam 8% dos tumores malignos em
humanos, originam-se de células da linhagem hematopoética
e do sistema imune, respectivamente.?!-?

O desenvolvimento do cancer é um processo de multi-
plos passos envolvendo mutagdes e sele¢do de células com
capacidade de proliferacdo, sobrevivéncia, invasio e metas-
tatizag@o. O primeiro passo nesse processo, a tumorigénese,
resulta de alteragdo genética em uma tinica célula, promotora
de proliferagdo anormal. Esta proliferagdo aumenta o numero
desta populagdo de células denominada de clone, formando
o tumor, que permanece progredindo, adquirindo mutagdes
adicionais.”!

Os carcindgenos tém sido identificados por estudos
experimentais com animais e analise epidemioldgica da fre-
qiiéncia de cancer em populagdes humanas. A radiac¢do e
muitos outros carcindgenos atuam danificando o DNA e
induzindo mutagdes. Estes agentes sdo tidos como iniciado-
res que levam ao desenvolvimento neoplasico.?!

Os oncogenes sdo genes capazes de induzir a transfor-
magdo celular, fornecendo as primeiras informagdes sobre as
bases moleculares do cancer. Alguns dos oncogenes identi-
ficados em tumores humanos sdo homdlogos de oncogenes
que foram caracterizados previamente em retrovirus, ao pas-
S0 que outros sdo novos oncogenes descobertos primeira-
mente em humanos.?'

Os genes supressores tumorais representam o lado
oposto do controle do crescimento celular, inibindo a prolife-
racdo celular e o desenvolvimento de neoplasia. Em muitos
tumores, esses genes sdo perdidos ou inativados, implican-
do a perda da regulag@o negativa da proliferac@o celular, con-
tribuindo para o crescimento anormal de células tumorais.?'

Papel da célula endotelial em doencgas
onco-hematolégicas

O aumento da angiogénese demonstrou ser um fator
de prognostico importante em tumores solidos. Em onco-
hematologia, foi associado a sindrome mielodisplasica (SMD),
leucemia mieldide cronica (LMC), leucemia linféide aguda
(LLA), leucemia mieloide aguda (LMA) e mieloma multiplo
(MM). Recentemente, o aumento de células endoteliais
circulantes como marcador indireto da angiogénese foi asso-
ciado ao cancer de mama e a linfoma ndo-Hodgkin (LNH).20-23-24

No MM, as células neoplasicas sdo diretamente regu-
ladas por fatores do microambiente medular. A neoangio-
génese ¢ considerada importante na sua patogénese e pro-
gressdo. Ocorre aumento da densidade microvascular na MO
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induzida por VEGF secretado pelas células do MM e do
estroma medular. A produg¢do do VEGF decorre de estimulo
direto da IL-6 produzida por células do estroma, proporcio-
nando a sobrevida dos plasmocitos neoplasicos. O VEGF
também atua de forma reciproca estimulando a producio de
IL-6 e o crescimento tumoral diretamente.>

O aumento da densidade vascular foi demonstrado tam-
bém na SMD, uma doenga clonal caracterizada por hema-
topoese ineficaz resultando em citopenia periférica refrataria.
Durante o curso desta doenga, a diferenciacdo das células
precursoras hematopoéticas torna-se progressivamente
desordenada, terminando por transformar-se em leucemia
aguda.?’

As ECs e as EPCs estdo significativamente aumenta-
das nas SMD quando comparadas com o grupo controle
(p<0.0001); porém sem diferenca entre os varios subtipos da
classificagio French--American-British (FAB) e sem impacto
na sobrevida de acordo com o International Prognostic
Scoring System (IPSS). Estes dados sugerem possivel
envolvimento da angiogénese na patogénese da SMD.?

Na LMA hé evidéncias de que ECs desempenham pa-
pel importante na neovascularizagio e crescimento do tumor.
Um estudo demonstrou elevagdo substancial destas células
endoteliais em pacientes com LMA em comparag@o ao grupo
controle.”

O impacto do aumento de VEGF no curso da LMC ain-
da é desconhecido, porém relatos recentes mostram que pa-
cientes com LMC apresentam maior densidade vascular quan-
do comparados com o grupo controle, sendo que, na fase
blastica, esse aumento ¢ maior que na fase cronica.?>*

As células linfoides da leucemia linf6ide cronica (LLC)
podem acumular-se in vivo e permanecer na fase G0/G1 do
ciclo celular indefinidamente, porém morrem rapidamente por
apoptose in vitro na auséncia de determinados fatores
humorais e celulares presentes in vivo. Células endoteliais
podem prolongar a viabilidade destas células B. A forma
dimérica de IL-6 produzida pelas ECs impede que células da
LLC-B entrem em apoptose em cultura com taxa de redugdo
de até 50% quando comparado ao grupo controle.”’

Dentre as doencas linfoproliferativas, o LNH é um gru-
po de neoplasia com diferente grau de agressividade, com
diferente capacidade de progressdo. Pesquisadores tém
correlacionado grau de agressividade e angiogénese.
Crivellato et al encontraram resultados sugerindo que o
processo intrinseco de proliferagdo da célula endotelial e a
formacgdo vascular do estroma linfomatoso variam de acor-
do com o grau de malignidade tumoral. Estes achados res-
saltam a importancia que a terapia antiangiogénica pode
representar.”

Drogas antiangiogénicas

A transformagdo maligna requer a geragdo de um
microambiente fértil onde as células tumorais proliferem. Este
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microambiente ¢ composto por um sistema complexo de célu-
las estromais e vasos neoformados. As células endoteliais
contribuem para a angiogénese tumoral, que surge da ramifi-
cagdo de vasos vizinhos ao tecido neoplasico em formagio®
(Figura 2). Fatores angiogénicos associados as proteinas da
matriz extracelular, fibronectina e colageno promovem a dife-
renciacdo das células endoteliais progenitoras circulantes
(CEPCs). As CEPCs expressam receptores para o fator de
crescimento vascular de células endoteliais (VEGFR-1 e
VEGFR-2) que, quando estimulados, levam a diferenciag@o
em endotélio tumoral funcional® (Figura 3).

A mobilizag¢do das células hematopoéticas pro-angio-
génicas originarias da MO ¢ um processo dindmico que

tumoral

requer a ativagdo de metaloproteinases me-
diada por fatores angiogénicos, especialmen-
te a metaloproteinase MM9, que promove li-
beragdo de um ligante soluvel KIT (sKIT). O
sKIT tem a fun¢do de promover a prolifera-
¢do e mobilizagdo das EPCs e células hemato-
poéticas dentro do microambiente medular e,
posteriormente, capacitando-as para atingir
a circulagdo periférica.*

Varios pesquisadores procuram por te-
rapias antitumorais que tenham como alvo
as EPCs ou células hematopoéticas pro-
angiogénicas. Uma possivel opcdo seria pro-
mover diretamente o bloqueio do VEGFR, im-
pedindo a mobilizagdo e o recrutamento des-
tas células para a neovascularizag¢@o tumoral.
Outra via poderia ser a capacitagdo das EPCs
e das células hematopoéticas pro-angio-
génicas para liberagdo de toxinas dentro do
tumor apds sua migragdo e adesdo vascular,
causando toxicidade local.*

Estudos adicionais precisam ser desen-
volvidos para identificar quais subtipos
tumorais sdo mais dependentes das células
endoteliais para o seu crescimento. Sabe-se
atualmente que, dentre as neoplasias hemato-
poéticas, os linfomas dependem da mobili-
zaco e da incorporacdo funcional das EPCs
na neovascularizacdo tumoral para o seu cres-
cimento.*

Virias drogas tém sido estudadas como
terapia antiangiogénica. Diferentes inibidores
diretos e indiretos do receptor de VEGF es-
tdo sob investigacdo para o tratamento de
tumores solidos e neoplasias hematoldgicas.
O objetivo seria bloquear a via de sinaliza-
¢do do VEGF/VEGFR por competitividade (ex.
agentes bioldgicos, anticorpos anti-VEGF/
VEGEFR ¢ inibidores de transcricdo do VEGF).
O primeiro estudo que documentou o blo-
queio do VEGF por um anticorpo monoclonal
(AcMo) suprimindo a angiogénese e o crescimento tumoral
invivo foi feito utilizando a linhagem celular do glioblastoma.
Recentemente, o efeito antitumoral da inativacdo do VEGF
também in vivo foi identificado em modelo de insulinoma
murino.’!

O resultado mais bem sucedido como terapia anti-
angiogénica direcionada ao VEGF tem sido com o uso do
AcMo humanizado bevacizumabe (Avastin®) aceito pelo
FDA como terapia de primeira linha para cancer colorretal
metastatico, em fevereiro de 2004. Pacientes com cancer de
células renais também apresentaram maior tempo de pro-
gressdo de doenca com o uso da medicacgdo. Outros resul-
tados promissores foram observados em tumores pancrea-

Célula
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ticos, carcinoma de mama e pulmonar ndo de pequenas
células associado a outros quimioterapicos. O bevacizumab
age indiretamente reduzindo o numero de EPCs no organis-
mo.!

Dentre as neoplasias hematoldgicas, este AcMo tem
sido testado em pacientes com MM refratario ou recidivado
(com ou sem a talidomida), LMC em crise blastica, SMD e
LNH de alto grau recidivado ou refratario.*'

OPTK787/ZK222584 (Novartis Pharmaceuticals) tem
sido testado em estudos fase 1 juntamente com o mesilato
de imatinibe (Glivec®) na LMA e LMC em crise blastica, em
estudos fase 2 na MDS primaria ou secundaria, e fase 1 no
MM. Este agente inibe a tirosina quinase ¢ disponivel para
administracdo por via oral e se liga aos sitios de liga¢do de
ATP dos VEGFRs. No MM, esta droga atua diretamente
nos plasmocitos neoplasicos, inibindo o crescimento e a
migracdo celular induzida pelo VEGF, além de inibir o cresci-
mento celular induzido por IL-6 dentro do microambiente
medular.’!

Outros inibidores do VEGF tém sido descritos. O
GW654652 indazolylpyrimidina ¢ um potente inibidor de
VEGF. Em MM atua diretamente nas células tumorais ¢ no
microambiente medular, levando a redugo da capacidade de
migra¢do dos plasmdcitos tumorais, incluindo os casos re-
sistentes a terapia convencional. Possui também ag¢3o inibi-
toria sobre a IL-6 e acredita-se que sua agdo néo seja removi-
da apds a interrupgdo da terapia.’!

A talidomida esta inclusa no grupo de drogas que age
diretamente sobre as células endoteliais. Por sua capacidade
antiangiogénica, a mesma tem sido usada em casos de MM
refratario e/ou resistente com resposta em até um terco dos
casos.’!

Uma série de medicamentos imunomoduladores tem
sido testada. O mecanismo de acdo varia de co-estimuladores
de células T, estimulantes da imunidade humoral mediada
por IFN-a e IL-2, além da potencializa¢ao da toxicidade das
células NK. Este estudo subsidia o uso do imunomodulador
CC-5013 (Revlimid®) em estudo fase 1 de escalonamento de
dose para pacientes com MM refratario ou recidivado, com
estabilizacdo da doenga em até 79% dos casos. Estudos fase
1 e 2 também tém sido conduzidos com o imunomodulador
CC-4047 (Actimid®) para MM, com eventos adversos acei-
taveis.”!

O pentapeptideo ciclico EMD 121974 (Cilengitide®) ¢
classificado como terapia antitumoral no grupo de drogas
inibidoras da via de sinalizag@o endotelial integrina-especifi-
ca com efeito inibitério. Seu uso tem sido testado em casos
de LMA e LNH.*!

O bortezomibe ¢ um inibidor do proteossoma recente-
mente aceito pelo FDA para pacientes com MM em progres-
sd0 apods terapia especifica. Induz apoptose e producdo e
secre¢do de citocinas inibitdrias do crescimento e sobrevida
celular. Seu efeito antiangiogénico é outro potencial meca-
nismo de a¢do.*!
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Abstract

Vascular neoformation is an essential event in the development of
the human body. In this phase vascular networks undergo
expansion. Mature endothelial cells constitute the structure of vessel
walls so endothelial cells from bone marrow migrate to sites of
vascular neoformation with subsequent differentiation as mature
endothelial cells (endothelial progenitor cells). Physiopathological
and pathological processes such as cancer use angiogenesis as an
important component for growth. Studies correlate angiogenesis
with aggressive tumors for some types of tumors, including
hematological malignancies, thereby highlighting the importance of
anti-angiogenic therapy. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008; 30(3):

223-228.

Key words: Angiogenesis, endothelial cell; hematologic malignancies.
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