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Resumo

A formacéo de uma rede vascular associada ao tumor € um passo importante
para compreender as etapas da progressdo tumoral. Esta revisdo tem como
objetivo destacar os principais marcadores de inducdo, proliferacdo e
inibicdo da angiogénese, bem como a quantificacio da densidade
microvascular, correlacionados com pesquisas pré-clinicas e clinicas em
canceres ginecoldgicos. Estudos mostram que nos casos mais avangados de
canceres ginecoldgicos, biomarcadores como VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular), MMP (Metaloproteinase de Matriz), CD105
(Endoglina), TIMP (inibidores de tecido de metaloproteinases) e VASH
(Vasohibina) estdo mais expressos em comparagdo com individuos
saudaveis. A avaliacdo continua desses biomarcadores em casos de cancer
poderia servir no futuro como base para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas, levando a uma boa resposta ao tratamento do
cancer e, assim, aumentando a sobrevida dos pacientes com cancer.
Palavras-chave: Angiogénese, biomarcadores, cancer
ginecoldgico, densidade microvascular, VEGF.
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Abstract

The formation of a vascular network associated with the tumor is an
important step in understanding the stages of tumor progression. This review
aims to highlight the main markers of angiogenesis induction, proliferation,
and inhibition, as well as the quantification of microvascular density,
correlated with pre-clinical and clinical research in gynecological cancers.
Studies show that in advanced cases of gynecological cancers, biomarkers
such as VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), MMP (Matrix
Metalloproteinase), CD105 (Endoglin), TIMP (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases), and VASH (Vasohibin) are more expressed compared
to healthy individuals. The ongoing assessment of these biomarkers in cancer
cases could potentially serve as a foundation for the development of new
therapeutic approaches, leading to a favorable response to cancer treatment
and thus increasing the survival of cancer patients.

Keywords: Angiogenesis, biomarkers, Endoglin, gynecological cancer,
microvascular density, VEGF.
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INTRODUCAO

O processo pelo qual as células cancerigenas surgem das
células normais é chamado tumorigénese e ocorre em varias
etapas. Isso inclui as mutagfes acumulativas que levam a ativagao
dos proto-oncogenes e posterior inativacdo dos genes supressores
de tumor. A progressdo e/ou regressdo, assim como o futuro das
células tumorais, no entanto, dependem diretamente da geragao
de um ambiente favoravel. O chamado estroma tumoral, onde ha
uma relagdo mutua entre as células tumorais e as células
residentes no estroma, como fibroblastos e células endoteliais [1].

A compreensdo da formacdo de uma rede vascular associada
ao tumor é um passo importante para entender o processo de
progressdo tumoral até a geracdo de metastases. A importancia do
processo de angiogénese para a progressdo tumoral foi
demonstrada por estudos sobre o anticorpo monoclonal contra o
VEGF, o primeiro medicamento anti-angiogénico para humanos,
g, portanto, ha um interesse crescente no estudo da vascularizagao
de tumores [2].

Varios marcadores celulares sdo usados para investigar esse
processo de angiogénese em diferentes estagios da
neovascularizagdo tumoral. Esta revisdo destaca os principais
marcadores [3-23] para a inducdo da angiogénese (VEGF e
MMPs), marcadores disponiveis para a proliferacdo endotelial e
quantificacdo da densidade microvascular (CD105) e inibidores
da angiogénese (TIMP e VASH), bem como revisa as patentes
disponiveis na literatura sobre a aplicabilidade desses marcadores
em pesquisas pré-clinicas e clinicas de medicamentos anti-
angiogénicos em cancer ginecoldgico.

ANGIOGENESE TUMORAL

Vasculogénese e angiogénese sdo 0s termos usados para o
processo de formacdo de novos vasos sanguineos. O primeiro
termo é o processo de formagdo de vasos sanguineos durante o
estdgio embrionéario e tem sua origem nos angioblastos. O
segundo termo é o processo que ocorre durante o estagio pds-
embrionério, quando a formagao de novos vasos sanguineos surge
de vasos sanguineos pré-existentes [24, 25].

Em muitos processos fisiologicos, a vascularizagdo é um
passo importante, como no desenvolvimento embrionario, no
ciclo menstrual feminino, nos processos de reparo tecidual, bem
como no crescimento e na diferenciagdo de tecidos [26-28]. No
entanto, em condicBGes patologicas (doencas isquémicas,
inflamatorias e neoplasicas), esse processo € chamado de
neoangiogénese [29-31].

No caso de tumores, a observacdo da angiogénese foi feita ha
mais de um século, mas a hipdtese de que um tumor produz
substancias angiogénicas s foi formulada em 1968, por Folkman.
Ele propds que o crescimento do tumor e a metastase dependem
da angiogénese, e que bloquear esse processo poderia ser uma
estratégia para inibir a progressao tumoral [26, 32].

Diversas mutagBes em proto-oncogenes e genes supressores
de tumor levam a produgdo descontrolada de fatores de
crescimento, incluindo fatores angiogénicos. Por exemplo,
mutacOes dos genes RAS e p53 aumentam a expressdo do VEGF.
Associado a0 VEGF na indugdo da angiogénese, h& os
angiopoietinas (ANG), que apresentam duas isoformas (ANG-1 e
ANG-2). No entanto, esse fator de crescimento ainda ndo €
totalmente compreendido, pois em certas circunstancias age como
um fator pré-angiogénico, em outras atua como antagonista [33,
34]. Outro fator que ndo é completamente compreendido é o fator
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de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que apresenta em
sua familia cinco isoformas (PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB,
PDGF-CC e PDGF-DD) capazes de se ligar a trés receptores
(PDGFR-0, PDGFR-B e PDGFR-0/B) [35]. A interacdo
PDGF/PDGFR ¢é importante para o crescimento celular,
quimiotaxia, controle da pressdo dos fluidos intersticiais e
modulacéo do estroma tumoral, incluindo pericitos e fibroblastos
(revisado por Madsen et al., 2012) [36], mas nas neoplasias
ginecoldgicas ainda ndo esta claro qual é a fungdo. Por esses
motivos, esses fatores ndo foram destacados nesta reviso.

Outros fatores que podem afetar o crescimento do tumor a
partir da vascularizacdo sdo as condi¢cbes de permeabilidade
vascular, ou seja, as metaloproteinases de matriz (MMPs), que
também influenciam a infiltracdo de células imunes (por exemplo,
mondcitos, mastocitos e linfdcitos), bem como agentes que
promovem a producdo de fatores angiogénicos, ou seja, CD105,
ou inibem a proliferagdo de células endoteliais (TIMPs e VASH)
[27, 31, 37-40].

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

O termo "VEGF" refere-se a glicoproteina dimérica composta
por quatro isoformas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ¢ VEGF-D
[6,7]. O VEGF é produzido pela maioria das células do corpo, mas
é regulado positivamente pela hipoxia. Para realizar suas acoes,
os membros da familia VEGF se ligam a trés receptores de
tirosina quinase, VEGFR1, VEGFR2 e VEGFR3. Em relagdo a
acao no processo de neovascularizagdo durante ensaios in vivo, 0
desempenho do VEGF-A estd principalmente ligado a via de
ativacdo ligada ao receptor VEGFR2 [6,7].

Associado aos receptores VEGF, hd um co-receptor, a
neuropilina, com duas isoformas (NRP-1 e NRP-2), que estdo
envolvidas na regulacdo celular e apresentam alta afinidade pelo
VEGF, levando assim a ativacdo de suas vias [41,42]. Ha relatos
de que a NRP-1 regula as func¢des das células endoteliais de forma
independente da relacdo VEGF/VEGFR2 [43,44].

O VEGF ¢é produzido no ambiente tumoral sob hipdxia,
principalmente por células endoteliais (EC) e células mieloides
infiltrantes, como macréfagos associados a tumores (TAM). A
angiogénese tumoral esta frequentemente associada a um fenétipo
imunossupressor de macréfagos, 'M2', que sdo pré-angiogénicos
[45, 46]. Outras células infiltrantes, como neutrdéfilos, também
podem desempenhar um papel na angiogénese tumoral [47, 48].

Considerando o papel do VEGF, varios estudos investigaram
0 comportamento desta glicoproteina como um biomarcador para
0 desenvolvimento tumoral; Esta sob investigacdo como um
marcador para a inducdo e progressdo da angiogénese em tumores
ginecoldgicos. Xu et al. (2013) [49] avaliaram canceres de mama
e tumores benignos de mama correlacionando a expressdo do
VEGF por técnicas imuno-histoquimicas e de imagem
[tomografia computadorizada (TC)] para trés aspectos: 1) fluxo
sanguineo, 2) volume vascular e 3) permeabilidade da superficie
no local do desenvolvimento tumoral. Os resultados
demonstraram que em pacientes com cancer de mama invasivo,
h&d maior expressio de VEGF e uma correlagdo positiva
significativa para as varidveis avaliadas pela tomografia em
comparagao com casos de tumores benignos de mama.

Metaloproteinases de Matriz (MMP)

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases
com atividade proteolitica para coldgeno durante a degradacéo de
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proteinas da matriz extracelular (MEC) [8]. A familia MMP inclui
cerca de 28 membros, que representam uma classe importante de
endopeptidases. As metaloproteinases de matriz, particularmente
a MMP-2 e a MMP-9, desempenham um papel importante no
desenvolvimento dos tumores, na invasdo dos tumores e na
formacdo de metéstases. A auséncia de equilibrio entre as MMPs
e seus inibidores pode facilitar a progresséo tumoral [8].

Alguns estudos mostraram a importancia de investigar as
MMPs 2 e 9 em canceres ginecoldgicos. Em um estudo realizado
por Xu et al. (2013) [49], a expressdo da MMP-2, avaliada por
imuno-histoquimica, foi correlacionada com a permeabilidade
vascular da superficie avaliada por tomografia computadorizada.
Foi possivel observar que, comparando voluntarios com cancer de
mama e tumores benignos de mama, os pacientes com céncer de
mama apresentaram valores mais elevados para a MMP-2 e
correlagdo positiva e significativa com o0 aumento da
permeabilidade vascular. Outros relatos na literatura enfatizam
que a expressdo da MMP-2 esta ligada a tumores de mama pouco
diferenciados [50, 51].

Medicao da Densidade Microvascular (por CD34 e CD31)
e Endoglina (CD 105)

A endoglina (CD105) é uma glicoproteina de superficie
celular homodimérica que atua como um receptor auxiliar para o
complexo receptor do fator de crescimento beta transformante;
CD34; glicoproteina de superficie celular envolvida na adesdo e
CD31 é uma molécula de adesdo de células endoteliais de
plaquetas (PECAM-1). CD105 é uma proteina, homodimero de
peso molecular 180 kDa, e 0 gene para esta proteina esta
localizado no cromossomo 9; esta CD105 é expressa ha superficie
celular [14, 52, 53]. CD105 (Endoglina) € um marcador
importante na angiogénese, pois é essencial para a proliferacdo
das células endoteliais e estimula a fase ativa da angiogénese; a
proteina (CD105) é expressa ha superficie celular. Varias funcdes
da CD105 provavelmente estdo associadas as vias do TGF- [15].
CD34 ¢ uma glicoproteina de superficie celular envolvida na
adeséo, CD31 é uma molécula de adesao de células endoteliais de
plaquetas (PECAM-1).

CD105, CD34 e CD31 no cancer de mama

Estudos com tumores ginecoldgicos usaram a marcagdo com
CD105 e correlacionaram-na como um fator preditivo para o
prognostico, medi¢do da densidade microvascular e avaliagdo de
métodos terapéuticos. Nesse sentido, o estudo de Dales et al.
(2003) [54] sugere que a presenca de CD105 em pacientes com
cancer de mama tem relevancia clinica para o prognoéstico. Além
disso, a imunomarcacdo de CD105 pode ser considerada um
importante fator associado para a selecdo de pacientes, o que
poderia melhorar a terapia antiangiogénica, usando o mAb
(anticorpo monoclonal) a-CD105. O fato de a angiogénese ser um
evento importante para o crescimento tumoral e a geracdo de
metéstases implica que o nivel de angiogénese [por exemplo,
densidade microvascular (MVD)] também tem valor para ser
avaliado como um fator prognéstico [55,56]. A extensdo de novos
vasos sanguineos no cancer de mama invasivo tem uma ligacgao
importante com a metéstase para os linfonodos axilares [56-58].
Juntamente com a andlise de CD105, a quantificacdo do MVD nos
tumores pode ser feita corando o tecido com anticorpos pan-
endoteliais, como CD34, CD3L1 e fator de von Willebrand [59].
No entanto, esses marcadores sdo usados quando o objetivo €
distinguir vasos pré-existentes de novos vasos sanguineos. Nesse
contexto, os tumores humanos - incluindo o cancer de mama -
apresentaram alta expressdo de CD105 em células endoteliais de
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vasos sanguineos tumorais, mas ndo foram detectaveis ou coraram
fracamente em vasos de tecidos normais [60,61]. Em resumo, o
MVD, como avaliado usando um mAb para CD105, foi um
preditor independente de progndstico em casos de cancer de
mama, mas essa avaliacdo ndo teve associacdo quando usado o
CD34, um marcador de vasos pré-existentes. A capacidade de
diferenciar quantitativamente entre a neoangiogénese tumoral e
0S vasos pré-existentes pode ser um procedimento chave na
avaliacdo da vascularizagdo tumoral [59].

Inibidores de Tecido de Metaloproteinases (TIMPs) e
Vasohibina (VASH)

TIMPs

Os niveis de citocinas e fatores de crescimento regulam a
expressdo das MMPs e sua atividade é regulada pela ativagdo de
pré-enzimas ap0s sua secre¢do ou inibida por seu inibidor
endogeno [16]. Inibidores de matriz de metaloproteinases de
tecido (TIMPs) fornecem inibicdo na atividade das MMPs. Quatro
inibidores de metaloproteinases foram caracterizados até agora,
chamados de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Entre esses,
TIMP-1 e TIMP-2 foram mais extensivamente caracterizados,
seguidos por TIMP-3 [16]. Cada TIMP possui especificidade para
inibir uma determinada MMP. O TIMP-1 apresenta atividade
inibitoria em relagdo a MMP-9, mas ndo em todos os casos, como
relatado por Leifler et al. (2013) [18], em que o TIMP-1 em
células tumorais de mama foi incapaz de inibir a agdo da MMP-9.
Estudo realizado por Pal et al. (2014) [62] revelou na linha celular
tumoral de mama (MCF-7) que a expressdao de integrinas
influenciou a sintese da MMP-9 e inibiu a atividade do TIMP.
Assim, um desequilibrio entre a sintese de MMPs e TIMPs esté
presente na progressdo tumoral e no surgimento de metastases.
Como relatado por Cardeal et al. (2012) [63], onde a desregulacdo
de MMP-2 e MMP-9 e TIMP-2 estava presente em casos de
carcinomas cervicais devido a influéncia da proteina E7 do
HPV16.

No que diz respeito ao TIMP-3, ele ndo tem efeito inibitério
sobre as MMPs, mas sobre 0 VEGF. O estudo de Qi et al. (2013)
[17] descobriu que os peptideos TIMP-3 sdo inibidores eficazes
da angiogénese, blogueando a ligacdo do VEGF ao receptor
VEGFR?2, e tém potencial para serem usados terapeuticamente em
doengas com neovascularizagdo aumentada. Embora a a¢do e o
comportamento dos TIMPs ainda ndo sejam totalmente
compreendidos, a literatura sugere que os TIMPs sdo alvos
promissores para estudos angiogénicos.

VASH

As células endoteliais (CES) podem produzir estimuladores e
inibidores da angiogénese e possuem um sistema de
autorregulacdo ou retroalimentacdo. Nesse sentido, foram
realizados testes com andlise de microarranjo de cDNA para
detectar genes induzidos por VEGF nas CEs [19, 23, 64], e
ensaios funcionais in vitro foram realizados para angiogénese
[19], resultando no isolamento de um gene com atividade anti-
angiogénica. O gene foi chamado de vasohibina (VASH), mas sua
atividade anti-angiogénica in vivo ainda ndo foi confirmada.

Desde a descoberta dessas proteinas, a intengdo de verificar
seu papel no processo de vascularizacdo estava presente. Um
modelo subcutdneo de angiogénese revelou a expressdo de
VASH1 em CEs ndo proliferativas em ramificacOes distantes, mas
ndo em vasos sanguineos recém-formados de uma raiz vascular.
Ao contrario do VASH1, o VASH2 é expresso prioritariamente
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em células mononucleares e a frente do crescimento infiltrante
[65].

Takahashi e colaboradores (2012) [66], em um estudo com
SKOV-3 e DISS, duas linhagens celulares representativas de
adenocarcinoma seroso humano, realizaram um knockdown do
VASH2 e mostraram pouco efeito na proliferagdo de células
cancerigenas in vitro, mas inibiram significativamente o
crescimento tumoral, a disseminacdo peritoneal e a angiogénese
tumoral em um modelo de xenotransplante murino. Indicando que
0 VASH2 expresso em ceélulas de carcinoma ovariano seroso
promove o crescimento tumoral e a disseminagdo peritoneal ao
promover a angiogénese. Esses estudos sugerem que o VASH
seria um biomarcador clinicamente relevante com valor preditivo
no progndstico de pacientes com cancer.

DESENVOLVIMENTOS ATUAIS E FUTUROS

A angiogénese é um processo complexo que envolve uma
série de fatores celulares e moleculares. Os marcadores discutidos
nesta revisdo desempenham papéis cruciais na inducao,
proliferacdo e inibicdo da angiogénese em tumores ginecoldgicos.
A compreensdo desses marcadores pode proporcionar insights
valiosos sobre a progressdo do cancer e direcionar estratégias
terapéuticas direcionadas.

No entanto, & importante notar que a pesquisa Ssobre
marcadores de angiogénese estd em constante evolugdo. Novos
marcadores podem ser identificados, e as compreensdes atuais
podem ser refinadas & medida que a ciéncia avanca. Além disso,
a aplicacdo clinica desses marcadores requer estudos rigorosos
para validar sua utilidade como biomarcadores prognosticos ou
preditivos.

Em termos de terapia, a inibicdo da angiogénese emergiu
como uma estratégia promissora para o tratamento do cancer.
Anticorpos monoclonais que visam o VEGF, como o
bevacizumab, foram aprovados para uso clinico em algumas
indicacBes. Além disso, inibidores de tirosina quinase que visam
receptores de VEGF também estdo sendo usados no tratamento do
cancer.

No futuro, a combinagdo de terapias direcionadas a
angiogénese com outras modalidades de tratamento, como
quimioterapia e imunoterapia, pode se tornar uma abordagem
padrdo para muitos tipos de céncer. A personalizagdo do
tratamento com base em perfis angiogénicos do tumor também
pode se tornar uma realidade, permitindo tratamentos mais
eficazes e direcionados.

CONSIDERACOES FINAIS

A angiogénese desempenha um papel crucial na progressao
tumoral e na formacdo de metéastases. Os marcadores discutidos
nesta revisdo, incluindo VEGF, MMPs, CD105, TIMPs e VASH,
sdo importantes componentes desse processo. A compreensdo
desses marcadores pode fornecer informagdes valiosas para a
previsdo do comportamento tumoral, a selecdo de terapias
direcionadas e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras.

A pesquisa continua sobre angiogénese e seus marcadores €
essencial para avangar no campo da oncologia e melhorar os
resultados do tratamento para pacientes com cancer ginecoldgico
e outros tipos de cancer. A medida que novas descobertas s&o
feitas e novas terapias sdo desenvolvidas, espera-se que a
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sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes com cancer
continuem melhorando.
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