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1 INTRODUCAO

As células endoteliais formam o endotélio vascular, um epitélio de
revestimento simples e plano que recobre a face interna dos vasos sanguineos e
coracdo. Conhecimentos acumulados nas ultimas décadas evidenciaram que 0
endotélio ndo é apenas uma barreira entre o limen vascular e os constituintes
das paredes dos vasos, mas um tecido enddcrino, metabolicamente ativo e capaz
de liberar varias substancias reguladoras do tdbnus e do crescimento vascular,
assim como de modular a coagulacéo e inflamacéao (BRITTEN, 1999).

As diversas funcdes realizadas pelo endotélio requerem uma efetiva
capacidade de comunicacéo intercelular que ocorre por meio dos diferentes tipos
de juncdes existentes nas membranas das células endoteliais, como as juncdes
de adeséao, vedacao e jungdes gap (GUTSTEIN et al., 2003).

O desenvolvimento e a manutencao dos tecidos organicos demandam
oxigénio e nutrientes, 0s quais sao transportados através dos vasos sanguineos,
essa eficiéncia € mantida por meio da angiogénese. Além disso, a progressao de
varios processos fisiopatoldgicos estd diretamente relacionada ao aumento
anormal das redes vasculares (RISAU, 1997; HOEBEN et. al., 2004).

A inflamacao é um mecanismo de protecado do organismo em resposta
a injuria. O endotélio vascular contribui consideravelmente para o0 processo
inflamatorio, assim como € afetado por ele. Quando o processo inflamatorio
agudo ndo é completamente resolvido, ocorre a inflamacédo cronica tipica de
doencas auto-imunes (TIZARD, 2002).

Em condicbes fisiolégicas, a manutencdo do tbnus vascular e da
homeostase intravascular é realizada pelo endotélio. Ele produz substancias
vasodilatadoras e também substéncias vasoconstritoras que atuam
equilibradamente. O 6xido nitrico atua como protetor da parede vascular e quando
produzido em excesso ou em quantidades insuficientes pode desencadear
processos patologicos cérebro e cardiovasculares, que estdo acometendo cada
vez mais pessoas no mundo (SNYDER & BREDT, 1992).

Diante do exposto, a compreensdo tanto da estrutura quanto das
inumeras funcbes do endotélio vascular € fundamental para a prevencdo de

doencas e o desenvolvimento de novas acdes terapéuticas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas estruturais das células endoteliais

2.1.1 A descoberta da célula endotelial

A primeira descricdo de endotélio foi atribuida a MALPIGHI em 1660. A
palavra endotélio foi introduzida pelo anatomista alem&o His, em 1865,
combinando as palavras gregas “endon”, significando interior, e “thele”,
significando mamilo, subentendendo-se revestimento com caracteristicas
papilares. Essa terminologia foi proposta para se contrapor a "epitélio”, termo
criado para descrever a camada de células que recobre as papilas (mamilos) da
lingua. Hoje, o termo endotélio € empregado para descrever o revestimento
interno do sistema circulatério (EVORA, 1999).

Historicamente, a célula endotelial foi um dos primeiros tipos de células
a ser cultivada. Em 1921, Lewis cultivou células endoteliais extraidas de tecidos e
observou que elas possuiam capacidade de formar vasos. Em 1961 Robertson
aplicou técnicas de clonagem para isolar diferentes tipos de células a partir de
explante arterial, enquanto em 1963 Maruyama e, em 1966, Freyer e
colaboradores colhiam células endoteliais do revestimento interno da veia do
cordao umbilical humano e da artéria, respectivamente, por meio de digestéo por
tripsina. No entanto, somente em 1973 que o pesquisador Jaffe e seus
colaboradores foram bem sucedidos com a manutengdo de cultivos de células
endoteliais, obtendo uma populacdo homogénea (MURRAY & KOPECH, 1953;
THORIN & SHREEVE 1998).

Até o final dos anos 60, o endotélio foi considerado como uma barreira
celular relativamente inerte, ndo-trombogénica. No entanto em 1966, Florey
desafiou essas crencas, afirmando que o endotélio era mais que uma pelicula fina
nucleada. As células endoteliais normais mantém um equilibrio vascular entre
inducéo e inibicdo de crescimento, vasoconstricdo e vasodilatagéo, adesdo e nao
adesdo, coagulacdo e anticoagulacdo. Desse modo, o endotélio modula o tdbnus



vasomotor, regula a estrutura vascular, controla o fluxo sanguineo e é mediador
das respostas, inflamatoria e imunolégica (THORIN & SHREEVE 1998).

2.1.2 Morfologia da célula endotelial

No inicio do desenvolvimento embrionario, durante a gastrulacdo, as
células que invaginam através da linha primitiva formam a mesoderme. Estas
novas células mesodérmicas orientam-se imediatamente em varias regides,
formando a mesoderme axial, paraxial, intermédia, lateral e posterior. A
mesoderme posterior do embrido dard origem a mesoderme extra-embrionaria,
que ir4 originar a placenta e o saco vitelinico. Células hematopoiéticas e
endoteliais possuem um precurssor em comum, o0 hemangioblasto. No saco
vitelinico, esses hemangioblastos formam agregados celulares, chamados de
ilhotas sanguineas. Nas células periféricas desse agregado encontram-se 0S
angioblastos que irdo se diferenciar em células endoteliais, enquanto que as
células do centro se diferenciardo em células hematopoiéticas (RISAU, 1997).

O endotélio classifica-se como um tecido de revestimento pavimentoso
simples, onde as células geralmente sdo achatadas e dispostas em uma Unica
camada (Figura 1). O nudcleo é saliente e central. Ocorrem em locais do corpo
onde a protecdo mecanica é pouco necessaria. E um revestimento que permite a
passagem de substancias como, por exemplo, horménios, heméacias, leucdcitos
dentre outras moléculas (BANKS, 1992).

As células endoteliais apresentam-se justapostas, entre as quais ha
pouca substancia extracelular, e seu longo eixo orienta-se na dire¢do do fluxo
sanguineo. A superficie de contato entre as células e o tecido conjuntivo
subjacente € chamada lamina basal, a qual é composta por colageno tipo 1V,
proteoglicanas e as glicoproteinas laminina e entactina. Além de papel estrutural e
filtracAo de membranas, a lamina basal realiza, entre suas funcdes, a regulagéo
da proliferacdo e diferenciacdo celular, ligando-se com fatores de crescimento,
influencia na polaridade celular, no metabolismo celular, organiza as proteinas

nas membranas plasméaticas de células adjacentes afetando a transducdo de



sinais através dessas membranas e serve como caminho e suporte para a
migracao de células (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

e S

Figura 1 — Fotomicrografia de uma seccdo de uma veia. Todos 0S vasos
sanguineos sao revestidos por células endoteliais (setas).
Fonte: JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004.

Usualmente, o nucleo da célula endotelial se projeta para dentro da luz
capilar, seu citoplasma contém poucas organelas, representadas principalmente
por um pequeno aparelho de Golgi, mitocéndrias e polirribossomos livres e
algumas cisternas de reticulo endoplasmético rugoso (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Esta se tornandocada vez mais evidente que as células
endoteliais s@o heterogéneas e podem variar de funcdo, fenotipo, composicao
antigénica, propriedades metabdlicas, e em suas respostas aos fatores de
crescimento, pois constantemente moldam-se as necessidades do tecido local,
adaptando-se a microambientes diferentes. Enquanto a heterogeneidade entre as
espécies animais tem sido relatada, séo interessantes as diferencas observadas
dentro das proprias espécies, onde as células endoteliais diferem dependendo do
tamanho, funcéo e localizacdo do vaso, e podendo até mesmo variar dentro de
segmentos discretos de um unico ciclo da microcirculacdo (RHODIN, 1968;
GRAIER et al, 1996).

Foram relatados diferentes fenétipos na estrutura do citoesqueleto, na

fibronectina da matriz e na expressao de moléculas de adeséo célula-célula, nas



células endoteliais. A heterogeneidade tem sido relatada entre o endotélio
microvascular, in situ, e os grandes vasos, assim como o endotélio microvascular
de diferentes leitos vasculares. Embora as células endoteliais sejam tipicamente
orientadas longitudinalmente na direcdo do fluxo sanguineo, em todos os
vasos, as células que revestem os microvasos sdo achatadas e alongadas, ao
passo que o revestimento dos grandes vasos é poligonal, embora ambos 0s tipos
de células tenham sido encontradas ao mesmo tempo. Endotélio continuo € uma
caracteristica dos vasos do cérebro, retina e capilares musculares, enquanto
endotélio fenestrado € encontrado na glandula enddcrina e no rim. As vénulas tém
a maioria e as arteriolas, a minoria, do sistema juncional elaborado, enquanto os
capilares ndo tém comunica¢des juncionais. As células endoteliais das
artérias sdo mais espessas do que as dos capilares e veias. Ocorrem também
diferencas no numero de corpos de Weibel-Palade, que sdo vesiculas intra-
citoplasmaticas de armazenagem do fator VIII da coagulagcédo. Corpos de Weibel-
Palade sdo encontrados em pouca quantidade nos microvasos, principalmente
no endotélio arteriolar, e eles estdo em maior nimero NOs vasos sanguineos que
se encontram perto do coracdo (WEIBEL & PALADE, 1964; SIMIONESCU &
SIMIONESCU, 1977; CORNHILL et al., 1980).

O comportamento de células endoteliais de vasos de grande calibre,
em cultura, € muito semelhante ao seu comportamento in vivo. Isso ndao ocorre
para células endoteliais microvasculares, e pelo menos cinco fendtipos foram
observados — em formato de paralelepipedos, polimorficos, aparéncia de fase
densa, fusiforme e redondo — em microscopia de contraste de fase. Esses
fendtipos tém sido considerados, por alguns autores, como artefatos morfolégicos
cultura-dependentes, e eles propdem que tais heterogeneidades morfoldgicas
podem representar diferencas inatas mantidas em culturas
(RONE & GOODMAN, 1987; SPANEL-BOROWSKI & FENYVES, 1994).

Diferencas nos tamanhos celulares, entre células endoteliais cultivadas
de grandes vasos, foram observadas em individuos de mesma espécie. Em 1994,
Ohbayashi e colaboradores relataram que as células endoteliais de aortas de
suinos foram 30% menores que as células das artérias coronarias. Evidéncias
indiretas também sugerem que as células endoteliais humanas isoladas de

artérias cerebrais sdo maiores do que as isoladas de vasos periféricos do mesmo



tamanho. Em 1995, Mebazaa e colaboradores relataram que as células
endoteliais endocardicas crescem a uma densidade 25% maior do que células
endoteliais vasculares, e esta densidade estd associada a um aumento na
sobreposicao celular e interdigitacbes. Além disso, observou-se que células
endoteliais de origem cerebral ttm um periodo de tempo de replicagéo mais longo
do que as células de um vaso periférico (THORIN et al., 1997).

Embora in situ o endotélio de artérias e veias geralmente estejam em
um estado inativo durante toda a vida de um adulto normal e saudavel, ha
evidéncias de que, em alguns vasos, as células endoteliais possam se tornar
plasticas com respeito a capacidade proliferativa e de diferenciacdo. O
crescimento da célula endotelial € outro parametro que pode variar nas culturas.
Por exemplo, a proliferacdo endotelial de veias e capilares € essencial para a
vascularizagdo de membros transplantados e tumores. No entanto, o endotélio de
grandes vasos nao participa da neovascularizacdo. Isto pode ser devido, pelo
menos em parte, a diferencas na expressdao de receptores de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), os quais sdo rapidamente induzidos em
células endoteliais de vénulase capilares, mas néo em células
endoteliais arteriais (FERRARA et al., 1992; RISAU, 1997; THORIN et al., 1997).

2.1.3 Especializacbes da membrana da célula endotelial

Diversas funcdes especializadas do endotélio requerem uma efetiva
capacidade de comunicacdo entre as células endoteliais e as células da parede
vascular (POLACEK et. al., 1997).

A maioria das células possui dois diferentes mecanismos de
comunicacao intercelular. A comunicacdo mediada por fatores de crescimento ou
por hormdnios é uma delas e, neste caso, as células ndo precisam ter contato
direto. No segundo mecanismo, para que haja a comunicacao intercelular, as
células precisam estar em contato direto umas com as outras, sendo essa
adeséao, em parte, devida a acdo coesiva de membros da familia de glicoproteinas
transmembrana, chamadas caderinas. Além desse efeito coesivo, as membranas

exibem lateralmente vérias especializacbes que constituem as juncdes



intercelulares (YAMASAKI, 1990; GOODENOUGH et al., 1996; JUNQUEIRA et
al., 2004).

Os diferentes tipos de juncdes existentes em células de animais
vertebrados sdo as juncbes de adesdo celular (juncbes de aderéncia e
desmossomos), as juncdes de vedacdo (zbnula de oclusdo) e as juncdes de
comunicacdo (juncdes gap) (Figura 2). As juncdes de aderéncia (JA) e os
desmossomos promovem a adeséo intercelular, as juncdes de vedagcao impedem
a livre movimentacdo de moléculas entre células, enquanto que as juncdes
comunicantes mediam o transito de 4gua e moléculas entre células. Ambos os

tipos de juncdes estdo presentes nas células endoteliais (GUTSTEIN et al., 2003).
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Figura 2 — Representacdo esquematica das juncdes intercelulares.
Fonte: FERRARA, 2009.

Por meio das junc¢des de aderéncia, as células sdo mantidas juntas por
ligacbes dependentes de célcio formadas entre os dominios extracelulares de
moléculas de caderina que transpde o espaco entre células vizinhas. A VE-
caderina (VE= vascular endotelial) é exclusiva de endotélios, sendo que essa



proteina é considerada inclusive como um marcador de endotélio. O dominio
citoplasmatico dessas caderinas € ligado por meio das proteinas, denominadas
cateninas, a uma variedade de proteinas citoplasmaticas, incluindo filamentos de
actina do citoesqueleto. Elas conectam o meio externo ao citoesqueleto de actina
e fornecem uma via potencial para sinais a serem transmitidos do exterior da
célula ao citoplasma (KARP, 2005).

A VE-caderina limita a migracdo celular e participa de inibicdo de
contato durante o crescimento de células endoteliais, o que requer a ligacdo da
VE-caderina com as cateninas. O complexo VE-caderina/catenina é muito
dindmico e sua composicao altera-se rapidamente de acordo com o estado
funcional das células. Nos estados iniciais da formacdo da juncdo ou quando as
células migram, a VE-caderina estd altamente fosforilada em tirosina e
principalmente ligada a catenina pl20 e a [-catenina (liga a caderina a a-
catenina, as quais nao se ligam diretamente), somente pequena quantidade do
complexo estd ligada ao citoesqueleto. Quando as juncbes se estabilizam, os
residuos de tirosina da VE-caderina sdo desfosforilados e a catenina p120 e a -
catenina tendem a se destacar do complexo e serem substituidas por
placaglobina (y-catenina). Tais alteragbes s&o acompanhadas por uma
associacdo mais forte entre o complexo caderina-catenina e a actina (Figura 3)

(LAMPUGNANI, 1997).
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Figura 3 — Representacdo esquematica das juncdes de aderéncia (JA).
VE-caderina € estabilizada por ions de calcio e por
conexdes intracelulares para o citoesqueleto de actina: a-,
B-, Yy e pl20-catenina conectam a VE-caderina aos
microfilamentos de actina. Proteinas de outras juncoes,
como JAM e PECAM-1, contribuem para estruturar a JA.
Fonte: YUAN & RIGOR, 2010.

Processos inflamatérios agudos e potencialmente os crénicos podem
provocar alteracdes juncionais. Em 2001, Bianchi e colaboradores demonstraram,
utilizando um modelo experimental de circulagdo extracorpoérea em suinos, a
influéncia da injaria de isquemia e reperfusdo sobre a integridade das juncdes de
aderéncia do miocardio. Foi registrada ruptura das juncdes associada a
reperfusdo e edema.

Os desmossomos sao juncdes adesivas em forma de disco, numerosos
em tecidos propensos ao estresse mecanico. Assim como as jun¢des de adesao,
os desmossomos contém caderinas que ligam duas células através de um estreito
espaco extracelular, mas que tém uma estrutura de dominio diferente daquela das
juncbes de adesdo e sdo referidas como desmogleinas e desmocolinas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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As membranas de cada célula vizinha na regido do desmossomo
aparecem paralelas e separadas por um espaco de 30nm a 50nm. No lado
citoplasmatico de cada célula adjacente, existe uma placa eletrodensa constituida
de material protéico cuja proteina principal € chamada de desmoplaquina. Essas
placas sdo conectadas aos respectivos citoplasmas por filamentos intermediérios
que formam uma verdadeira rede, ligando-se a varios desmossomos. Ainda nessa
regido, oligoproteinas transmembranicas especiais, chamadas glicoproteinas de
ligacdo, se prendem a placa de desmoplaquina por um lado e reagem entre si por
meio de seus dominios extracelulares, mantendo assim juntas as membranas
plasmaticas adjacentes. Essas glicoproteinas de ligacdo pertencem a familia das
caderinas e séo as desmogleinas e desmocolinas. Entre as células endoteliais
dos vasos da retina, por exemplo, existem zonas de oclusdo entremeadas com
desmossomos (HIRSCHI et al., 1997; ALBERTS et al., 2004).

Nas células endoteliais também se encontram estruturas elaboradas
denominadas juncdes intercelulares de oclusédo. Elas apresentam permeabilidade
variavel a macromoléculas, de acordo com o tipo de vaso sanguineo considerado,
e desempenham um papel fisiol6gico tanto em condi¢cdes normais quanto em
patologicas. Essas estruturas localizam-se na regido apical da célula endotelial e
funcionam como uma vedacdo que regula a difusdo lateral entre os dominios
basolateral e apical da membrana plasmatica, formando uma barreira
semipermeavel ao fluxo paracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004;
CARDOSO et al., 2010).

Estudos recentes tém relatado dois tipos de juncdo de ocluséo: a
juncao bicelular, que se apresenta como pontos de anastomose entre membranas
plasmaticas de duas células adjacentes, quando observada por microscopia
eletrbnica, e a juncao tricelular, que se apresenta como pontos de contato entre
trés ceélulas, sendo formada por trés pares de elementos de selagem centrais
(CERENIDO et al., 2008).

Claudinas, ocludinas (marvelD1), tricelulinas (marvelD2), marvelD3 e
moléculas de adeséo juncional (JAM) sdo proteinas integrais da membrana que
interagem com as membranas de células vizinhas, formando uma barreira. As
proteinas transmembrana das jun¢des séo frequentemente agrupadas de acordo

com o numero de vezes que abrangem a membrana plasmatica: JAM é uma
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proteina transmembrana de passagem Unica, enquanto ocludinas, claudinas,
tricelulinas (TRIC) e marvelD3 sdo proteinas de passagem quadrupla (CARDOSO
et al., 2010).

A TRIC, uma proteina e identificada por Ikenouchi e colaboradores em
2005, pertence as juncbes de oclusdo e encontra-se predominantemente
concentrada nos contatos tricelulares, apesar de também estar presente nas
juncdes bicelulares. Esta proteina pertence a familia das proteinas
transmembrana, como a ocludina, possuindo cerca de 32% de homologia com a
mesma (ISHIBASHI, et al., 1993).

As ocludinas foram as primeiras proteinas integrais de membrana a
serem identificadas nas juncdes de vedacao. Estudos tém revelado a atuacéo da
ocludina em diferentes eventos celulares relacionados a carcinogénese. Os
experimentos usando hepatécitos de camundongos deficientes para ocludina
mostraram que essa proteina inibe a apoptose através da ativacdo das vias
MAPK — enzimas reguladas por mitdgenos que atuam na modificacdo pés-
traducional de proteinas — e AKT — agamaglobulinemia tirosina cinase proteina
que modula a funcdo de varios substratos envolvidos na regulacdo da
sobrevivéncia, progresséo e crescimento celular — demonstrando seu papel na
sinalizacado celular, além da sua atuacao como molécula de adesdo (FELDMAN et
al., 2005).

As claudinas foram identificadas como principais constituintes dos fios
das juncgbes bicelulares. Estudos in vitro mostraram que elas sdo capazes de
induzir a formacéo de juncdes de vedacdo e que individualmente variam em sua
capacidade de formar uma barreira mais estreita ou frouxa. Claudina-1 e claudina-
5 estdo associadas com a manutencdo da funcdo normal da barreira
hematoencefalica. Alteracdes nos niveis de expressdo das claudinas podem
causar perturbacdes na funcionalidade da barreira paracelular e promover
potencial oncogénico. Elas também séo consideradas bastante importantes na
angiogénese (VORBRODT & DOBROGOWSKA, 2003).

A molécula de adesao juncional (JAM), outra proteina integral de
membrana, esta envolvida na adesao intercelular entre as células das barreiras,
bem como na adesdo entre as barreiras e as células do sistema imunoldgico.

Proteinas JAM sdo membros da superfamilia de imunoglobulinas e sé&o
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compostas por JAM-1, JAM-2 e JAM-3. Ambas as proteinas JAM-2 e JAM-3
controlam a transmigracdo de leucdcitos, outro importante aspecto das
funcdes da barreira (OGASAWARA et. al., 2009).

MarvelD3 € uma terceira proteina de vedacdo associada ao dominio
MARVEL. Acredita-se que marvelD3 ndo € essencial para a montagem da juncao
e a formacgéo de uma barreira funcional de difusdo paracelular. Por outro lado, é
um determinante da permeabilidade paracelular, mas 0s mecanismos
responsaveis por essa propriedade tém que ser identificados. Além
disso, marvelD3 é capaz de compensar parcialmente a perda da ocludina ou da
TRIC, mas, eles ndo se complementam funcionalmente (STEED et al., 2009).

Um tipo de juncdo de comunicacdo, chamada juncao gap é um canal
formado por um cilindro, denominado conexon, onde cada um deles é formado
pelo agrupamento de seis cilindros menores, chamados de conexinas (Cx). Essa
juncédo foi relatada pela primeira vez, na década de 60 por Kanno e Loewenstein
com a finalidade de descrever regides especializadas, onde as membranas
plasmaticas de duas células adjacentes se reaproximam, sem se fundirem.

A juncdo gap € a unica forma de comunicacéo direta de sinais entre
células vizinhas. Essa juncdo € considerada mecanismo crucial para a
manutencdo da homeostasia celular, além de varias outras atividades como a
regulacdo do crescimento e diferenciacao celular, resposta vasoativa das células
endoteliais e conducdo elétrica nos tecidos excitaveis (STEINBERG, 1998;
YAMASAKI et. al., 1998).

Estudos ultraestruturais, funcionais e fisiolégicos a fim de identificar e
caracterizar as conexinas, mostraram que as junc¢des formam poros que permitem
a passagem de moléculas sinalizadoras como horménios, AMP ciclico, ions
dentre outros, que podem propagar informacgdes entre células vizinhas, integrando
as funcdes celulares nos tecidos (FIGURA 4) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das juncdes gap
fornecendo passagens entre o interior de
células adjacentes.

Fonte: RISAU, 1997.

Uma das maiores contribuicdes no conhecimento das jun¢des gap, no
transcorrer dos ultimos anos, foi a demonstracdo de que diferentes conexinas
poderiam estar implicadas na formacdo de um mesmo canal. As constituicées
diferentes dos conexons contribuem para a seletividade dos canais. A presenca
das conexinas 37, Cx40, Cx43 e Cx45 foram constatadas na parede vascular
através da deteccdo de RNAm, proteinas e outros métodos indiretos (LARSON et
al., 1995; KRUGER et al., 2002).

As células musculares lisas da parede vascular expressam
predominantemente a Cx43, e em alguns momentos a Cx40. As células
endoteliais expressam as Cx37, Cx40, Cx43. As funcbes especializadas do
endotélio requerem uma comunicacdo intercelular entre as proprias células
endoteliais, entre elas e 0os monadcitos e também entre células endoteliais e a
parede vascular (LITTLE et al., 1995).

Existem evidéncias de que as conexinas também exercem papel
importante na transmigracéo de linfocitos através do endotélio. E possivel que a

sinalizacao entre as células endoteliais seja modificada em condi¢cdes patoldgicas
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como na inflamacdo, em que a migracdo trans-endotelial é essencial no
recrutamento das células para a resolucdo do processo inflamatério (OVIEDO-
ORTA et al., 2002).

A expressdo das Cx37, Cx40 e Cx43 foram estudas em arteriolas de
mesentério de ratos por meio de imunofluorescéncia. A expressdo das Cx40 e
Cx43 foi abundante nas maiores arteriolas (30-40um) assim como nas arteriolas
terminais e capilares. A Cx37 foi encontrada na maioria, mas ndo em todas as
arteriolas estudadas. J4 as vénulas mesentéricas ndo apresentaram marcacao
para nenhuma conexina (GUSTAFSSON et al., 2003).

Embora as células endoteliais expressem as Cx37, Cx40 e Cx43 nos
grandes vasos como aorta de camundongos, as células endoteliais expressam
predominantemente as conexinas 37 e 40. Em estudos com animais deficientes
em conexinas 37 e 40, SIMON e MCWHORTER (2002) mostraram a importancia
dessas proteinas para o desenvolvimento normal e manutencdo do sistema
vascular de camundongos. Animais que possuiam deficiéncias das Cx37 e Cx40
morreram apos o primeiro dia de nascimento e apresentavam severas
anormalidades vasculares em pele, testiculos, intestino, estbmago e pulmdes. Em
outro estudo, os mesmos autores verificaram a comunicacao intercelular e os
niveis das Cx37 e Cx40 em células endoteliais de aorta de camundongos em fase
embrionaria. Houve diminuicdo da comunicacdo intercelular nos animais
deficientes da Cx40, sendo que nos animais jovens essa diminuicdo foi mais
acentuada. N&o foi observada diferenga na comunicagao intercelular nos animais
deficientes da Cx37, porém, nos animais que apresentavam deficiéncia das Cx37
e Cx40, a comunicacao foi interrompida. A auséncia de uma conexina resultou na
superexpressdao da outra, mostrando uma mutua dependéncia para maxima
expressao no endotélio vascular (PEPPER et al., 1992).

O &cido ribonucléico mensageiro (RNAm) da Cx37 foi identificado em
células de diversos 6rgaos, tais como coragédo, Utero e ovario de rato, coracdo de
camundongo, células endoteliais da veia umbilical de humanos, células
endoteliais aodrticas de bovinos e célula muscular lisa de aorta de rato.
Camundongos com fendtipo deficiente em Cx37 apresentam hemorragia intensa e
esterilidade das fémeas. Cultura de células endoteliais proveniente de aorta
bovina e endotélio bovino mostrou altos niveis de RNA das Cx37 e Cx40, porém
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na cultura de células endoteliais proveniente de vasos de pequeno calibre da
retina somente a Cx43 apresentou alta expressdo. Esse resultado mostra mais
uma vez que o padrdo de expressdo das conexinas nas células endoteliais é
muito variado (EVANS et al., 2002).

Alguns estudos tém relacionado as conexinas das células endoteliais
com diversas patologias vasculares. Em 2000, Meda demonstrou que na
hipertenséo cronica em ratos ha uma alteracdo da expressdo da Cx43 nas células
musculares lisas da parede dos vasos, sugerindo que a comunicacdo entre
células mediada pela Cx43 pode contribuir para a regulacdo da elasticidade da
parede vascular, pois em geral, houve aumento da expressdao da Cx43
acompanhado por uma maior elasticidade do vaso (EVANS et al., 2002).

Em 2001. Liao e colaboradores relacionaram a expressao da Cx43 com
as alteracdes vasculares. Utilizando camundongos com delecdo da Cx43
especificamente nas células endoteliais, verificaram que a ndo expressao da
Cx43 no endotélio provocou hipotensdo e bradicardia nesses animais. Sobre a
Cx40, camundongos que apresentam deficiéncia da proteina apresentam arritmia
atrial, uma vez que esta conexina estd localizada nas células endoteliais

principalmente do tecido cardiaco (EVANS et al., 2002).

2.2 Aspectos funcionais das células endoteliais

O endotélio é estruturalmente simples, porém funcionalmente
complexo, sendo responsavel por diversos processos como homeostase,
angiogénese, regulacdo da pressao arterial, inflamacdo. O endotélio possui
papéis multiplos e importantes tanto em eventos fisioldgicos quanto em
fisiopatoldgicos (BAHIA et al., 2004).

2.2.1 Endotélio e Angiogénese

A angiogénese é um processo fisiolégico dos organismos, responsavel

pelo crescimento, manutengdo e maturacdo dos tecidos vasculares normais. Esta
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envolvido também em fendbmenos patolégicos nos quais a neovascularizacao tem
maior importancia (LICHTENBERG et al., 1997).

O termo angiogénese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig
para descrever a vascularizacdo naplacenta. O estudo sistematico da
angiogénese teve inicio com Judah Folkman, e, progressivamente, foram
desenvolvidos varios modelos in vitro e in vivo para o estudo de seus
mecanismos moleculares, modulacdo e a sua importdncia Nnos processos
fisiolégicos e patolégicos (FOLKMAN, 1995).

Atualmente, o termo angiogénese tem sido empregado para descrever
0 crescimento de brotos endoteliais a partir de vénulas pdés-capilares
preexistentes e para demonstrar 0os processos de crescimento e remodelamento
de uma rede vascular primitiva, até se tornar uma rede complexa. A angiogénese
envolve distintas formas de crescimento vascular. Elas tém inicio com a dilatacéo
de vénulas pré-existentes, as quais podem sofrer brotamento, ou tornarem-se
divididas por colunas de células periendoteliais, processo denominado
intussuscepc¢ao, ou por pontes de células transendoteliais, as quais dividem o
vaso em capilares distintos (CARMELIET, 2000).

No embrido, o plexo vascular primitivo se origina do mesoderma por
vasculogénese. Células precursoras indiferenciadas, denominadas angioblastos,
diferenciam-se in situ em células endoteliais, que se reunem formando uma rede
vascular primitiva. Essa rede consiste huma teia de tubos e sacos de células
endoteliais, que posteriormente sofrem remodelamento transformando-se em uma
rede vascular madura. O remodelamento envolve a formacédo de pequenos e
grandes vasos, estabelecimento de um fluxo direcional, associa¢cdes com células
murais, denominadas células periendoteliais (pericitos e musculo liso), e ajuste da
densidade vascular para satisfazer as exigéncias nutricionais do tecido. As células
endoteliais formam as artérias, as veias, 0s vasos linfaticos e podem gerar
pericitos e células musculares lisas da parede vascular (YAMASHITA et al.,
2000).

Na fase adulta, novos vasos surgem principalmente por angiogénese,
embora a vasculogénese também possa ocorrer. Essa neovascularizacéo

acontece pelo recrutamento de células semelhantes aos angioblastos,



17

denominadas células progenitoras endoteliais (EPCs) da medula 6ssea (Figura 5)
(CONWAY et al., 2001).

Célulasvermelhas do sangue

% Célulasendoteliais
o Membrana basal

e % 4

Fibroblastos/_hr‘“*' A I’xi
4 I’,lr

Angiogénese
Figura 5 — Representacdo do processo angiogénico, destacando-se
alguns integrantes do endotélio vascular.
Fonte: FERRARA, 2009.

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no crescimento
vascular diferem-se nos varios tecidos. Assim, 0s neovasos terdo aspectos
morfolégicos e funcionais de acordo com as necessidades de cada tecido. Essa
heterogeneidade das células endoteliais é determinada pela expressdo e
atividade de fatores angiogénicos, tais como fator de crescimento de endotélio
vascular (VEGF) e angiopoetina (Ang-1), que variam nos diferentes tecidos, e por
fatores angiogénicos orgao-especificos, que determinam a alteracdo angiogénica.
A angiogénese esta sujeita a um complexo sistema de controle com fatores
angiogénicos e antiangiogénicos. No adulto, ha uma predominancia dos fatores
angiostaticos (antiangiogénese) sobre os angiogénicos. A neovascularizacdo so
ocorrera quando esta relacao for inversa (CARMELIET, 2000).

O processo de angiogénese é dividido em quatro etapas. Inicia-se com
a degradacao da matriz extracelular adjacente, seguida da migracédo celular,
proliferacdo e reorganizagdo das células endoteliais para formar o tubo capilar.
Nos vasos fornecedores de células endoteliais para a formacdo de brotos
capilares, ocorre vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular em

resposta ao éxido nitrico e ao VEGF. Logo em seguida, ocorre a degradacdo da
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membrana basal por metaloproteinases para que a célula endotelial consiga
migrar em direcdo a fonte de estimulo angiogénico. Simultaneamente a essa
migracao ocorre a proliferacao celular induzida por fatores de crescimento como o
fator de crescimento de fibroblastos (FGF), VEGF A, angiotensinas, efrinas e
outros, que irdo se ligar aos receptores nas células endoteliais induzindo sua
proliferacdo. As células entdo se alinham, formando tubos capilares, e depositam
a matriz extracelular, contribuindo assim para a morfogénese. Nos vasos em
crescimento, € rara a presenca de pericitos, células semelhantes a musculatura
lisa que envolvem os capilares endoteliais; tais células somente aparecerao nos
capilares maduros (FOLKMAN, 1995; ACKERMANN, 2009).

Depois de formados, os vasos sanguineos sao frouxamente ordenados
e demandam remodela¢céo para tornarem-se maduros. As células endoteliais irdo
produzir uma membrana basal madura e células de musculo liso e pericitos
podem se formar na parede do vaso. Fibroblastos podem formar fibras
adventicias, dependendo de o vaso formado ser um capilar, uma artéria, veia ou
um vaso linfatico. A proliferacdo de células endoteliais linfaticas € mediada
essencialmente por VEGF C e pelo seu receptor, VEGF R3, assim como a
expresséo do gene prox 1 (ACKERMANN, 2009).

A angiogénese esta sujeita a um complexo sistema de controle com
fatores  angiogénicos e antiangiogénicos. Angiostatina,  endostatina,
trombospodina sao alguns exemplos de fatores angiostaticos. Os fatores
angiogénicos funcionam como um mecanismo protetor do tecido normal, mas
podem promover também formacgdes vasculares patologicas em certas doencas
como a psoriase, retinopatia diabética, artrite reumatoide e, principalmente, no
crescimento e disseminagdo de tumores, em que os inibidores de angiogénese
tém sido intensamente estudados pela acao quimioterapica contra certos tipos de
cancer (BERNARDINI et al., 2003).

A ligacédo entre inflamacdo e angiogénese € bastante evidente devido
ao numero de fatores que modulam ambos os mecanismos. O processo dentre o
qual a intima relacdo entre angiogénese e inflamacéo fica estabelecida é durante
a reparacao tecidual (ROBBINS, 1994).
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2.2.2 Endotélio e Inflamacéao

A inflamagé&o tem sido intensamente investigada desde o inicio da era
cristd, quando Celsus definiu os quatro sinais principais ou cardinais da
inflamac&o rubor, tumor, calor e dor. No século XIX, Rudolph Virchow, patologista
germanico, retomou um conceito introduzido por Galeno, médico da Roma Antiga,
gue acrescentou a esses sinais um quinto: a perda de funcédo da parte afetada
(WANNMACHER & FERREIRA, 2004).

A inflamacéo é caracterizada pela resposta dos tecidos a presenca de
microorganismos ou injaria. E um mecanismo vital de defesa do organismo,
contudo, dependendo do grau, a inflamacéo pode ser muitas vezes mais danosa
do que a agressao causada pelo agente. O endotélio vascular contribui
consideravelmente para processo inflamatério, assim como é afetado por esse
processo. A lesdo tecidual, causada por bactérias, trauma, agentes quimicos,
calor ou por qualquer outro fendmeno, determina a liberacdo de diversas
substancias que produzem alteracbes secundarias acentuadas nos tecidos
lesionados. As alteracdes mais marcantes sao a vasodilatagdo com consequente
aumento do fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade dos capilares com
extravasamento de liquido para o espaco intersticial, coagulacdo no espaco
intersticial devido a grande presenca de fibrinogénio e de outras proteinas que
migraram dos capilares, além de tumefacdo celular (GLUCK et al., 2001;
RESCHE-RIGON et al., 2006).

A magnitude da reposta inflamatéria € crucial ao organismo. Assim
como a insuficiéncia nesta resposta (ou imunodeficiéncia) pode levar a infeccao
generalizada, a resposta excessiva pode causar prejuizo ao organismo. O
equilibrio homeostético € restabelecido por uma resposta altamente conservada
de contra-resposta a inflamagé&o, o processo antiinflamatorio. O tempo de duracao
e a intensidade da inflamacdo determinam diferentes graus ou fases de
transformacdo nos tecidos, caracterizando uma inflamacdo como sendo, por
exemplo, do tipo agudo ou crénico (TRACEY, 2002; FALLAVENA et al., 2009).

Apds a injuria, ocorre uma constricdo transitéria das arteriolas locais,
seguida imediatamente pela dilatacdo de todos 0s pequenos vasos sanguineos

da area acometida, resultando no aumento do fluxo sanguineo para o tecido
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lesado. Quando os vasos sanguineos se dilatam, aumentam sua permeabilidade,
de forma que o fluido se move do sangue para os tecidos, nos quais provoca
edema e inchaco. Ao mesmo tempo em que essas mudancas estdo ocorrendo no
sangue, estdo acontecendo as resposta celulares. As mudangas nos vasos
sanguineos permitem aos neutréfilos e mondcitos aderirem as células endoteliais.
Se os vasos sanguineos forem danificados, entdo as plaquetas também podem
se ligar e liberar fatores vasoativos e de coagulacdo. Apds aderirem as paredes
dos vasos, os leucdécitos emigram para o interior dos tecidos adjacentes, pela
compressao através das fendas entre as células endoteliais (TIZARD, 2002).

Os leucdcitos aderem ao epitélio vascular, inserem seus pseudépodos
entre as células e se comprimem entre as células endoteliais e a membrana
basal. Em seguida, eles se movem do interior do fluido tecidual sob a influéncia
de moléculas quimiotéxicas. Pelo fato de os neutrofilos serem as células mais
mobveis de todos os leucécitos sanguineos, essas células sdo as primeiras a
chegarem ao tecido danificado. Mondcitos se movem mais vagarosamente e
chegam mais tarde. Essas células sdo atraidas por moléculas quimiotaxicas aos
locais de crescimento bacteriano e ao tecido danificado. L4 eles fagocitam e
destroem qualquer material estranho. Os mondcitos se transformam em
macrofagos inflamatérios e removem o tecido morto e em processo de morte. O
primeiro passo na migracdo dos neutrofilos é a aderéncia as paredes dos vasos
sanguineos pequenos. Normalmente, os neutrofilos flutuam no sangue e néo se
ligam as células endoteliais. A ligagcéo resulta quando as moléculas de aderéncia
sao expressas pelas moléculas endoteliais. Essa expressédo é desencadeada por
produtos bacterianos, tais como lipopolissacarideos, ou por moléculas produzidas
pelos tecidos danificados, como trombina, histamina, fator de necrose tumoral-a
(TNF- a) e interleucina-1 (IL-1). Essas moléculas fazem com que as células
endoteliais expressem uma glicoproteina chamada de selectina P (CD62P). Ela
pode se ligar as cadeias laterais de carboidratos em uma proteina de superficie
presente nos neutrofilos denominada selectina L (CD62L). Essa adesdo é
transitéria em virtude da rapida liberacdo da selectina P da superficie do
neutrofilo. Como resultado, os neutrofilos ndo se ligam firmemente, mas se
movem gradualmente, rolando ao longo das superficies das células endoteliais

perdendo velocidade até parar por completo (TIZARD, 2002).
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A medida que os neutrdfilos rolam ao longo da superficie endotelial
ocorre 0 segundo estagio de adesdo. Um lipideo denominado fator ativador
plaguetario (PAF), secretado pelas células endoteliais, ativa os neutréfilos
circulantes. Como resultado, a expresséo da integrina CD11a/CD18, na superficie
dos neutrofilos aumenta e sofre mudanca conformacional. Isso resulta em
aumento da afinidade pelo seu ligante, uma glicoproteina denominada CD102
(ICAM-2), expressa nas células endoteliais. Essa ligacdo da integrina faz com que
o neutréfilo chegue a uma parada completa e se ligue firmemente as células
endoteliais apesar da forca de separacéo do fluxo sanguineo. Uma vez que os
neutréfilos se liguem firmemente, inserem seus pseuddpodos entre as células
endoteliais e migram para fora do vaso sanguineo no interior dos espacos
teciduais sob a influéncia de moléculas quimiotaxicas (diapedese) (Figura 6)
(TIZARD, 2002).

Figura 6 Fotomicrografia evidenciando diapedese de neutrofilos em
apendicite. Neutrdéfilo (circulado) passando através de poro (P)
aberto entre as paredes endoteliais de células adjacentes (HE,
1000X).

Fonte: CORREA, 2000.

Um segundo estagio do aumento de leucécito-célula endotelial leva
varias horas pra se desenvolver e é mediado por citocinas. Consequentemente,

as células endoteliais ativadas pela IL-1 e pelo TNF- a expressam a selectina E
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(CD62E), que potencializa ainda mais a adesividade dos neutrofilos. A IL-1
também induz & produgcdo de uma proteina denominada interleucina-8 (IL-8), a
partir das células endoteliais e isso por sua vez atrai mais neutrofilos para a area.
O TNF - a estimula as células endoteliais a secretarem a IL-1. Além disso,
promove a vasodilatacdo, atividade de procoagulantes e trombose, e aumenta a
expressdo das proteinas de aderéncia celular e a producdo de moléculas
quimiotaxicas. Os leucdcitos migram pelo tecido inflamado por um processo
chamado quimiotaxia. Substancias enddgenas e exdgenas podem agir como
agentes quimiotaxicos. Os agentes exdgenos mais comuns sdo 0s produtos
bacterianos como peptidios e outros de natureza lipidica. Mediadores endégenos
incluem: componentes do sistema complemento, particularmente Cb5a, produtos
da lipoxigenase, principalmente leucotrieno B4 (LTB4), e as citocinas como IL-1,
IL-6, TNF-a e particularmente as quimiocinas da familia da IL-8 (TIZARD, 2002).

A fagocitose e a liberacdo de enzimas pelos neutréfilos e macréfagos
constituem os dois principais beneficios do acumulo de leucécitos no foco
inflamatorio. Ao se encontrarem, a particula a ser ingerida e a célula fagocitaria
acoplam-se, um fendmeno que exige reconhecimento e fixagcdo. Algumas vezes, a
célula fagocitaria € capaz de reconhecer e ingerir a particula diretamente, mas na
maioria das vezes a fagocitose s6 é possivel apds o envolvimento das particulas
por opsoninas, que sao fatores naturais do soro como, por exemplo, um
fragmento da imunoglobulina G e o fator C3b do sistema complemento, que se
ligam a particulas facilitando a fixacdo de células fagocitarias. Apos a fixacéo, as
células fagocitarias emitem pseudépodos que envolvem completamente as
particulas dentro de um vacuolo (fagossomo) delimitado por parte da sua prépria
membrana citoplasmatica. Para dentro deste vacuolo sao liberados produtos
bactericidas e bacteriostaticos, preexistentes ou recém-formados nos lisossomos.
A fagocitose culmina com a destruicdo do agente agressor no interior dos
fagolisossomos. Um mecanismo importante para a destruicdo de microrganismos
no interior dos fagolisossomos é dependente de oxigénio: a fagocitose estimula o
consumo de oxigénio e a producdo de metabdlitos reativos, que sdo convertidos
em peroxido de hidrogénio (H202). O H202, por sua vez, na presenca de CI- é
convertido, pela enzima mieloperoxidase, em &cido hipocloroso (HOCI) (TIZARD,
2002).
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Em alguns casos, o processo inflamatério agudo ndo é completamente
resolvido, o que pode levar a inflamagé&o cronica, como é o caso de doencgas auto-
imunes ou infec¢cdes causadas por microrganismos que conseguem evadir a
resposta imune. Esse tipo de inflamacéo acontece quando macréfagos e células T
sdo constantemente ativados, levando ao seu acumulo nos sitios de lesdo e
significativo dano tecidual. As citocinas liberadas pelos macréfagos cronicamente
ativados estimulam a proliferacdo de fibroblastos, levando ao aumento da
producdo de colageno que culmina na fibrose, caracteristica tipica das
inflamagdes cronicas (TIZARD, 2002).

A inflamacdo aguda pode ser controlada por constituintes do plasma
gue inativam os mediadores inflamatérios diretamente ou inibem as enzimas que
geram os mediadores. A at-antitripsina e a a2 macroglobulina bloqueiam as
proteases liberadas a partir dos granulos dos neutréfilos, bem como trombina,
plasmina e esterase C1. A proteina C-reativa bloqueia a agregacao plaquetaria.
Os radicais de oxigénio altamente reativos (superdxido e peréxido de hidrogénio),
liberados durante a explosao respiratoria dos neutrofilos, causam danos teciduais
e inflamacao através da oxidacao dos lipideos da membrana celular. Como esses
radicais livres sdo muito destrutivos, os tecidos devem proteger-se através da
remocao de radicais livres. As catalases e as peroxidades removem os peroxidos,
enguanto o superoxido dismutase, ceruloplasmina e ions de cobre livres removem
0 superoxido liberado pelos neutrofilos (TIZARD, 2002).

Os neutrdfilos geralmente morrem durante uma resposta inflamatoria.
No entanto, caso liberem no meio suas enzimas lisossomais, podem causar dano
tecidual severo, o que normalmente ndo ocorre. Como os neutrofilos sofrem morte
celular programada (apoptose), os seus lipideos de superficie se alteram e os
macrofagos reconhecem essas alteracbes. Como resultado, os neutréfilos em
processo de morte séo fagocitados intactos pelos macrofagos, e o seu contetdo
nao escapa para o interior dos tecidos. Alem disso, os macrofagos que
consomem esses neutréfilos ndo liberam citocinas ou lipideos vasoativos.
Claramente, a fagocitose das células apoptéticas € uma maneira eficiente de
remocado de células indesejadas sem liberacdo de conteddo celular téxico
(TIZARD, 2002).
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2.2.3 Endotélio e Neoplasias

A observacdo de que o crescimento tumoral é acompanhado pela
proliferacéo vascular foi feita ha mais de 100 anos, levando a criacdo da hipétese
de que a neovascularizagdo facilitaria o crescimento de tumores por meio da
oferta de nutrientes e oxigénio, além de remover catabdlitos. Virchow, em 1865,
chamou a atencao para o grande niamero de vasos sanguineos em volta de uma
massa tumoral (MARGI & NEWLAND, 2000; PLATE, 2001).

Em 1939, Ide e colaboradores sugeriram que os tumores liberavam
fatores especificos capazes de estimular o crescimento de vasos sanguineos.
Porém, a primeira fragcdo tumoral, responsavel pela angiogénese, foi isolada
apenas em 1971, por Folkman. Esta fracdo ativa foi chamada de fator
angiogénico tumoral (TAF). A partir de entdo, varios fatores angiogénicos foram
descritos, dentre eles o fator de crescimento dos fibroblastos (variedade basica e
acida), a angiogenina, o fator de crescimento transformante o, o fator de
crescimento transformante B, o fator de crescimento endotelial produzido pelas
plaguetas e o fator de necrose tumoral a. (FOLKMAN et al., 1971; RIBATTI et
al.,1999).

A anatomia vascular tumoral é diferente daquela observada em tecidos
normais. Os vasos sanguineos formados em tumores sao tortuosos, possuem
regides dilatadas, integridade vascular reduzida, numerosas fenestracdes e
membrana basal descontinua ou ausente (CARMELIET, 2000).

Estudos mostram que a inducdo de angiogénese pode ocorrer em
diferentes estagios da progressdo de tumores, dependendo da natureza da
neoplasia e do microambiente tumoral. Historicamente, a angiogénese tumoral foi
descrita como um processo que ocorre em duas etapas separadas, chamadas de
switch angiogénico. A primeira etapa € avascular, na qual os tumores
permanecem como lesdes ocultas, de tamanho pequeno e limitado, o balancgo
entre proliferacdo e morte celular estdo precisos. A fase seguinte é vascular e
caracterizada pelo crescimento exponencial da massa tumoral (FOLKMAN, 1995;
BERGERS, 2004).

Antes de se tornarem vascularizados, o desenvolvimento dos tumores

ocorre de uma forma bastante lenta, e a difusdo € o meio pelo qual o tumor é
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suprido de oxigénio e nutrientes. Apos a massa atingir mais de 2mm de diametro,
a nutricdo tumoral por difuséo se torna insuficiente, e o tumor entra em estado de
hipéxia. O fator de transcricdo induzido por hipoxia (HIF-1) leva os genes a
codificarem o VEGF, iniciando-se, portanto, a sua expressao. A ligacdo entre o
VEGF com seus receptores em vasos pré-existentes estimula a proliferacdo de
células endoteliais e consequente formacdo de novos vasos sanguineos para 0s
tumores. O aumento da expressdo do VEGF no tumor esta intimamente
associado a um mau prognaostico, recorréncia do cancer e aumento da densidade
vascular (FERRARA, 2004; HICKLIN & ELLIS, 2005).

Hemangiomas e hemangiossarcomas sao neoplasias de origem
mesenquimal, provenientes de células endoteliais vasculares. Embora o0s
hemangiomas sejam considerados neoplasias benignas, acredita-se que
transformacdo maligna possa ocorrer em alguns casos multicéntricos e nos
tumores induzidos pela irradiagéo solar. Esses tumores podem se desenvolver em
qualquer regido corpérea; entretanto, sdo mais comuns na pele. Podem ser
classificados em capilares ou cavernosos, dependendo do tamanho dos espacgos
vasculares. Microscopicamente, 0os hemangiomas originam-se de células
endoteliais e consistem de espacgos vasculares cheios de sangue, arranjados em
fileiras ou camadas simples de células endoteliais achatadas bem diferenciadas.
As margens sdo bem demarcadas, mas ndo encapsuladas (SCHULTHEISS,
2004; WARREN & SUMMERS, 2007; SILVA JUNIOR, et al., 2008).

O hemangiossarcoma é uma neoplasia maligna que pode atingir um
anico o6rgdo, desenvolver metastases regionais ou distantes, ou ainda,
apresentar-se sob a forma multicéntrica, cujo principal sitio priméario é o baco, mas
pode atingir o atrio direito, o tecido subcutaneo e o figado. O hemangiossarcoma
acomete principalmente animais idosos e 0s sinais clinicos sdo inespecificos,
variando de acordo com a localizagdo do tumor. Por ser altamente vascularizado,
disseminam-se rapidamente pelos vasos sangiineos e linfaticos causando
metéstases em quase todos os tecidos, principalmente no pulmdo A manifestacao
mais grave do hemangiossarcoma é a morte subita decorrente de hemorragias
severas na cavidade toracica ou abdominal provindas da ruptura do tumor
(WARREN & SUMMERS, 2007; BORTOLUZZI, et al., 2008; FERRAZ, et al.,
2008).
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Histologicamente, o hemangiossarcoma apresenta areas difusas de
hemorragia e necrose. O tecido € composto por células endoteliais imaturas
formando espacos vasculares. Esses espacos podem ser compostos de uma ou
mais camadas de células endoteliais pleomorficas com nucleos hipercromaticos e
citoplasma abundante (GULBAHAR, et al., 1998).

O hemangioendotelioma epiteliéide (HEE) é outro tipo de tumor com
origem nas células endoteliais vasculares, sendo considerado raro. Surge mais
frequentemente no pulmé&o, no figado, nos tecidos moles e no 0sso, sendo
também descrito em muitos outros locais. Apresenta morfologia de baixo grau de
malignidade. Incidéncia pulmonar e mediastinica sdo conhecidas e a origem
pleural foi descrita pela primeira vez em 1988, e foram onze os casos conhecidos,
descritos na literatura. Apesar das caracteristicas histolégicas serem semelhantes
as referidas em outras localizacdes, o HEE da pleura apresenta comportamento
bastante agressivo. Geralmente é diagnosticado em fase sintomética, sendo mais
habituais as queixas de toracoalgia e/ou dispnéia. Na maioria dos casos, existe
derrame pleural e o0s exames imaginolégicos revelam espessamento ou
formacdes nodulares da pleura. A sobrevida dos doentes € na quase totalidade
dos casos, de alguns meses, apos o diagnéstico (LAUFFER et al., 1996; CROTTY
et al., 2000; ENDO et al., 2004; MASSERA et al., 2004; TRAVIS et al., 2004).

O sarcoma de Kaposi (SK) também é uma neoplasia proveniente de
células endoteliais e foi descrito pela primeira vez em 1872 por Moritz Kaposi
como "sarcoma hiperpigmentado multiplo idiopatico”. Trata-se de uma neoplasia
angioproliferativa maligna multicéntrica, caracterizada sob o ponto de vista
macroscopico pelo desenvolvimento de tumores circunvizinhos frequentemente
elevados. Na maioria das vezes, esses tumores restringem-se a pele e ao tecido
subcutdneo, mas podem cursar comprometimento visceral amplamente
disseminado. A analise microscopica caracteriza-se pela presenca de canais
revestidos por endotélio e espacos vasculares associados a agregados de células
fusiformes de variados tamanhos. Existem quatro variantes clinico-
epidemioldgicas conhecidas que possuem as mesmas caracteristicas
histoldgicas: classico ou esporadico, africano/endémico,

iatrogénico/imunossupressdo e epidémico/associado a infeccdo pelo virus da
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imunodeficiéncia humana adquirida (FRIEDMAN-KIEN & SALTZMAN, 1990;
STEBBING et al., 2003; PATRIKIDOU et al., 2009).

A partir das evidéncias mencionadas anteriormente, observa-se hoje
uma grande atividade de pesquisa buscando relacionar a presenca de fatores
angiogénicos no tecido tumoral e seu progndstico.

Além dos tratamentos anti-neopldsicos convencionais, a elevada
consisténcia dos conhecimentos acumulados até o momento sobre a importancia
da angiogénese como fator primordial no desenvolvimento tumoral levou a
consequente proposicdo de uma estratégia terapéutica baseada no
desenvolvimento de medicamentos capazes de inibi-la, proporcionando uma
reducado do crescimento tumoral (FERRARA, 2004).

2.2.4 Endotélio e Estresse Oxidativo

O endotélio desempenha importante efeito regulador ou modelador do
tbnus vascular, inclusive das artérias coronarias e, consequientemente da
perfusdo tissular, funcionando como sensor das alteracbes hemodinamicas e
sinais humorais ou estimulos quimicos da corrente sanglinea, transmitindo-os as
células musculares lisas subjacentes. Para tal, o endotélio intacto modula a acdo
de substancias vasoativas produzidas localmente ou circulantes, metaboliza e
inativa substancias vasopressoras e secreta substancias vasodilatadoras e
vasoconstrictoras (ALMEIDA & VASQUEZ, 1993).

A vasodilatacdo ocorre principalmente pela acdo do Oxido nitrico,
considerado o mais importante fator endotelial, ou fator de relaxamento derivado
do endotélio (EDRF), ao lado da prostaciclina e do fator hiperpolarizante derivado
do endotélio. As substancias vasoconstritoras secretadas pelas células
endoteliais, designadas fatores de contracdo derivados do endotélio (EDCFs),
incluem as endotelinas e os fatores produzidos pela via da ciclooxigenase, como
prostaglandina H2, tromboxane A2 e anions superoxido (VANE et al., 1990;
BASSENGE et al., 1991).

Em condig¢des fisioldgicas, existe um equilibrio preciso entre a liberacao
desses fatores, sendo a producdo dos fatores relaxantes mais importantes,
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sobressaindo o efeito dos agentes contrateis. No entanto, em diversas condi¢des
patologicas, esse equilibrio € alterado com uma consequiente atenuacdo dos
efeitos vasodilatadores, sendo portanto o endotélio de suma importancia na
génese de doencas vasculares (VANE et. al., 1990).

O oOxido nitrico (NO) € uma molécula gasosa simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxica devido
a presenca de radical livre (elétron extra) que a torna um agente quimico
altamente reativo. O endotélio integro tem funcdo protetora contra o
desenvolvimento de lesbes vasculares mantendo a vasodilatacdo, inibindo a
agregacdo plaquetaria, a adesdo leucocitaria e a proliferacdo das células
musculares lisas. Essas a¢fes sao exercidas principalmente liberacdo continuada
de O6xido nitrico, considerado o mais importante fator endotelial (SNYDER &
BREDT, 1992).

Na membrana das células endoteliais estdo presentes as enzimas
oxido-nitrico-sintase (e-NOS) que, ao serem estimuladas, sintetizam NO cuja
acado nas células musculares ou no limen vascular promove o relaxamento do
vaso. Ao penetrar na célula muscular, o NO desencadeia uma série de alteragdes
que resultam na formacdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), essencial
para sua ac¢do. Com o aumento do GMPc ha uma diminui¢do da entrada de Ca*™"
na célula e aumento da captura de Ca' pelo reticulo endoplasmatico,
promovendo a vasodilatacdo (AMODEO & HEIMANN, 2003; DUSSE et. al., 2003).

Caso haja inibicdo da sintese, liberacdo ou atividade do NO derivado
do endotélio, pode ocorrer vasoconstricdo e consequente elevacdo da pressao
arterial. Esta age aumentando a producgdo de peréxido de hidrogénio e radicais
livres, e estas substancias, por sua vez, reduzem a producdo do NO endotelial,
aumentando a aderéncia leucocitaria e a resisténcia periférica (MORIEL, 2001).

A producdo excessiva ou nao-compensada de espécies reativas de
oxigénio caracteriza o estresse oxidativo e favorece os eventos inflamatérios. O
estresse oxidativo reduz a biodisponibilidade de NO, aumenta a adesdo de
neutrofilos na parede dos vasos, participa da oxidacao da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), e € um segundo mensageiro intracelular de fatores de
crescimento indutores de proliferacdo, secrecdo de matriz extracelular,
diferenciacao e senescéncia (SOUZA & LAURINDO, 2002).
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Portanto, a disfuncdo endotelial provoca alteracbes no relaxamento
vascular devido a reducdo da biodisponibilidade do NO, acarretando no
desenvolvimento de importantes enfermidades cérebro e cardiovasculares que
vém acometendo cada vez mais pessoas no mundo e, a medida que a populacao
envelhece a morbimortalidade por essas doengcas aumenta. Diante disso
inUmeros estudos estdo sendo desenvolvidos na tentativa de prevenir e tratar tais
distarbios (BONETTI et al., 2003).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta e a evolucdo dos conhecimentos, sobre o papel do
endotélio, contribuiram de forma significativa para a compreensdo de varias
alteracdes fisiologicas do organismo. A importancia dos pesquisadores, que
constituiram a historia das células endoteliais, é fundamental e deve ser sempre
relembrada tanto como um marco na evolugcdo, como um estimulo para novas
descobertas.

A estrutura celular relativamente simples e as complexas funcdes
fazem do endotélio um tecido extremamente importante para a manutencdo da
vida. Desde o revestimento dos vasos as funcdes enddcrinas, o desempenho
equilibrado do endotélio € indispensavel para a hemostasia.

Disfuncdes endoteliais ocasionam importantes afeccdes tanto em
animais como em seres humanos e devido a isso o endotélio, atualmente, tem
sido foco de discussdes na clinica médica, sendo também temas de muitas
pesquisas.

Portanto a busca por novos conhecimentos sobre o assunto, a tentativa
de elucidar todas as a¢des das células endoteliais e a melhor maneira de prevenir
doencas deve ser incessante.
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