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SUMARIO

A via de sinalizagio do TGF-P € vital para a regulagdo de processos celula-
res, como a proliferagfio e a diferenciag@io, em vérios tecidos de eucariotas supe-
riores. Em particular, este sistema de transdugdo de sinal desempenha um im-
portante papel no desenvolvimento e homeostasia do tecido vascular. Entre
outros dados, este conceito € ilustrado pelo facto de que: 1) estudos recentes
com ratinhos knockout demonstrarem que determinados componentes desta via
de sinalizagiio siio essenciais para o sistema vascular e 2) mutagdes em compo-
nentes da via de sinalizagdo do TGF-P poderem conduzir a doengas vasculares
entre outras patologias.
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primdria.

ABSTRACT

The TGF-B signalling pathway is pivotal for the regulation of essential cellu-
lar processes, such as proliferation and differentiation, in various tissues of
higher eukaryotes. Particularly, this signal transduction pathway plays an im-
portant role in the development and homeostasis of the vascular tissue. Among
other data, this concept is well documented by the fact that: 1) recent studies
with knockout mice demonstrate that certain components of this signalling
pathway are essential for the vascular system and 2) mutations in components
of the TGF-P signalling pathway can lead to vascular diseases among other pa-
thologies.
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INTRODUCAO

Os eucariotas possuem sistemas de
sinalizagio que permitem regular vi-
rios processos celulares vitais para o
organismo. Um dos mais importantes
desses sistemas constitui a via de
transducdo de sinal do factor de cres-
cimento e transformagdo beta, TGF-f3
(abreviatura do inglés, Transforming
Growth Factor-f3). Esta via desempe-
nha um papel fulcral durante o desen-
volvimento embriondrio e no estado
adulto, em processos como a prolife-
ragdo celular, a diferenciag@o celular,
a morte celular programada, a migra-
¢do celular e a produgdo de matriz ex-
tra-celular (6,13,20). O presente artigo

extracelular

citoplasma

Fig. 1 = Via de transdugio de sinal do TGF-J.

pretende inicialmente dar uma pers-
pectiva do conhecimento actual sobre
esta via de sinalizagio, csqueﬁmlizada
na Fig. 1, e posteriormente, abordar a
sua importancia na elaboragdo e ma-
nutengiio do sistema vascular e anali-
sar as manifestagdes patologicas
vasculares causadas por defeitos nesta
via.

Via de transdugio de sinal do TGF-f3

A via de sinalizagio do TGF-P
permite integrar sinais extracelulares ¢
traduzi-los na activagio da transcri¢io
de determinados genes e assim na ela-
boragio de determinada resposta celu-

Esta via de sinalizagfio envolve as seguintes etapas: (1) montagem do complexo entre os
receptores de cinase serina/treonina e a citocina (representada por C); (2); fosforilagao
do receptor tipo [ (representado por RI) pelo receptor tipo II (representado por RII); (3)
activagiio por fosforilagiio da R-Smad (representada por R); (4) formagdo do complexo
entre a R-Smad e a Co-Smad (representada por Co); (5) importagdo do complexo Smad
para o nicleo; (6) activagdio da transcrigio genética; (7) degradagio proteolitica do
complexo de Smad; (8) inibigio da formagio do complexo .Smad pela I-Smad
(representada por I) proveniente do niicleo ou neo-sintetizada em resultado da activagio
da via de sinalizagio do TGF-f; (9) inibi¢do do complexo receptor-citocina pela I-Smad
e (10) degradagio proteolitica do complexo de receptores mediada pela I-Smad.

MT - maquinaria de transcrigio; SA - sftio de ancoragem
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lar (11,12). Esses sinais extracelulares
sio comunicados as células, ao nivel
da membrana plasmdtica, sob a forma
de citocinas da superfamilia do factor
TGF-B, proteinas diméricas, estrutural
e funcionalmente relacionadas com a
proteina TGF-B. Esta superfamilia in-
clui proteinas como os TGF-f, as ac-
tivinas e as proteinas morfogenéticas
do 0sso, ou BMP (abreviatura do in-
glés, Bone Morphogenetic Proteins).

Estas citocinas promovem a monta-
gem de complexos de receptores especi-
rsﬁcos a0 nivel da membrana plasmdtica

(11). Estes complexos sdo constituidos
por dois mondmeros de cada uma das
classes de receptores transmembranares
de cinase de serina/treonina: os tipo Il e
os tipo I. Em certos casos, outras protei-
nas acessdrias podem ainda auxiliar nes-
te processo de montagem, como o beta-
glicano ou a endoglina. Apds formagio
do complexo receptor-citocina, 0s recep-
tores de tipo IT activam por fosforilagio
os receptores de tipo I, que por sua vez
propagam o sinal para as proteinas
Smad. A designagio Smad tem origem
nos membros fundadores desta familia
de protefnas, a proteina Sma do nemito-
do, Caenorhabditis elegans, e a proteina
MAD da mosca do vinagre, Drosophila
melanogaster (5). Estas proteinas agru-
pam-se em trés classes funcionais: 1) as
R-Smad, Smad reguladas por receptores
(Smadl, 2, 3, 5 e 8); as Co-Smad, Smad
de parceiro comum (das quais a Smad4 €
tinica representante em humanos) e por
Gltimo as  I-Smad, Smad inibidoras
(Smad6 e 7) (10,15, 16,20).

No estado basal, as R-Smad sio re-
tidas no citoplasma por interacgdo com
proteinas, como a proteina de ancora-
gem de Smad para activagio de recep-
tor, SARA (abreviatura do inglés,
Smad anchor for receptor activation).
Por se encontrar ancorada na membra-
na plasmética e interagir com 0s com-

plexos de receptores, a proteina SARA
facilita o acesso do complexo receptor-
-citocina as R-Smad e possibilita a sua
fosforilagio mediada pelos receptores
do tipo I (20). A activagiio das R-Smad
promove a sua libertagdo dos sitios de
ancoragem, possibilitando a sua inter-
acgdo com as Co-Smad no citoplasma
e subsequente importagdo para o nd-
cleo do complexo heteromérico de
Smad assim constituido. Neste com-
partimento celular, os complexos de
Smad funcionam como moduladores
de transcrigdo (1). Dada a sua capaci-
dade de ligagiio ao DNA e ao interagi-
rem com diferentes factores, co-
co-repressores  de
transcrigiio e outros factores de ligagao
a0 DNA, estes complexos podem regu-
lar a transcrigdo genética.

Por forma a limitar-se a duragio ou
intensidade do sinal transmitido, csta
via de sinalizagio pode ser silenciada
pela acgiio das I-Smad ou por degrada-
¢do proteolitica dos complexos Smad
(20). As Smad inibidoras podem inibir a
actividade ou promover a degradagio
proteolitica dos complexos de recepto-
res, ou ainda no caso especifico da
Smad6, competir com as R-Smad para a
ligagio com a Smad4. No estado basal,
enquanto a Smad6 se difunde entre o
niicleo e o citoplasma, a Smad7 encon-
tra-se predominantemente no nucleo,
sendo exportada para o citoplasma apés
activagdo da via de sinalizagdio (15). Por
outro lado, a expressio das I-Smad
pode ser induzida pela prépria via de
sinalizagio do TGF-f3, num processo de
feed-back negativo (20).

Conforme referido anteriormente,
esta via de sinalizaciio permite asse-
gurar respostas celulares diversas. A
especificidade dessas respostas € de-
terminada em vdrios passos do pro-
cesso de transdugdo de sinal. Em pri-
lugar, diferentes citocinas

-activadores ou

meiro
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podem sinalizar por via de diferentes
receptores e proteinas Smad, e a més-
ma citocina pode utilizar diferentes
componentes em contextos celulares
diferentes (16). Desta forma, diferen-
tes estimulos poderdo ser dife-
rentemente  processados  originando
respostas celulares diferentes. Por ou-
tro lado, a especificidade da resposta
depende igualmente da maquinaria de
transcri¢iio existente num determina-
do tipo celular e em determinado es-
tidio de desenvolvimento ou diferen-
ciagiio celular (12). Assim, um mesmo
complexo de Smad pode originar dife-
rentes respostas celulares na presenga
de diferentes maquinarias de transcri-
¢do. Por dltimo interessa referir que a
actividade da via de sinalizagdo do
TGF-B é finamente regulada em viri-
as etapas do processo e que esta regu-
lagdo contribui  significativamente
para modular a resposta celular final
(14). Neste ponto, ¢ de salientar a ac-
¢io de outras vias de transdugio de
sinal que podem influenciar a activi-
dade de vdrios componentes desta via
de sinalizag@o (12,14).

Fungio no Sistema Vascular

O normal funcionamento de um
organismo multicelular depende de
um fornecimento regular de oxigénio
e nutrientes aos seus tecidos, o qual €
assegurado pelo sangue ¢ por um sis-
tema de vasos sanguineos que O vei-
cula. Este sistema vascular é compos-
to por virios tipos celulares como: 1)
as células endoteliais que formam o
endotélio vascular, 2) e as células do
musculo vascular liso e os pericitos
que contribuem para a integridade da
parede vascular. O processo de for-
magiio deste sistema divide-se em du-
as etapas distintas: a vasculogénese e

a angiogénese (3,19). A vasculogéne-
se, a etapa inicial que ocorre ainda du-
rante o desenvolvimento embriondrio,
consiste na diferenciagio in siru de
precursores indiferenciados, os angio-
blastos, em células endoteliais que se
organizam numa rede vascular imatu-
ra, o plexus primitivo. Posteriormente
durante a angiogénese observa-se 0
crescimento e remodelamento do ple-
xus primitivo numa rede vascular
complexa, pela formagdo de novos
vasos sanguineos a partir de outros ja

existentes. O processo angiogénico“

pode ser, de grosso modo, dividido
em duas fases distintas: 1) a fase de
activagiio, em que 0S Vasos sangui-
neos sio desestabilizados e as células
endoteliais sio estimuladas a prolife-
rar e migrar dando origem a novos va-
sos, e 2) a fase de resolugdio ou matu-
raglo, em que a proliferacio e
migragio das células endoteliais sdo
inibidas e as células do musculo vas-
cular liso e os pericitos sdo recrutados
para 0s NOvos vasos, ai contribuindo
para a estabilizagiio e maturagdo das
novas paredes vasculares. A transigio
entre estas duas fases € determinada
por um balan¢o finamente regulado
entre promotores e inibidores angio-
génicos.

O desenvolvimento do sistema vas-
cular implica a activagio de vdrias vias
de transdugiio de sinal nos virios tipos
celulares envolvidos (3). Entre estas,
assume particular importancia, a via de
sinalizagdo do TGF-f. De facto, estu-
dos recentes permitiram concluir que
virios componentes desta via sdo es-
senciais para o desenvolvimento da-
quele sistema. Observou-se que rati-
nhos knock-out (ratinhos em que
ambos os alelos de um gene sdo inacti-
vados) para alguns dos componentes
desta via, como por exemplo, 0 TGF-
B1, a Smad5 e a endoglina, morrem in
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utero durante a fase embriondria devi-
do a defeitos vasculares durante a vas-
culogénese e/ou angiogénese (8). Pode-
se observar por exemplo: o apareci-
mento de vasos dilatados, frigeis e
hemorrdgicos, a ocorréncia de malfor-
magdes vasculares severas como mal-
formagdes arteriovenosas, um remode-
lamento angiogénico defeituoso ¢ a
disrupgdo do recrutamento € manuten-
¢do das células do misculo vascular
liso (21). Por outro lado, ¢ conforme
discutido abaixo, mutagbes em deter-

.M\ minados componentes desta via de

transdugdo de sinal estdo implicadas no
aparecimento e progressdo de doengas
vasculares.

No seu conjunto, estes dados suge-
rem que a via de sinalizagdo do TGF-
B desempenha uma fungdo importante
para o desenvolvimento do sistema
vascular. Sabe-se que esta via de
transdugiio de sinal, e em particular,
as proteinas TGF- regulam: 1) a ac-
tividade das células endoteliais esti-
mulando a produgdo de matriz extra-
celular e controlando a sua prolife-
ra¢do e migragdo, € 2) o recrutamento
dos pericitos e das células do misculo
vascular liso (3,15). Estudos iniciais
sugeriram de forma controversa que o
factor TGF-1 poderia funcionar ou
como inibidor da angiogénese ou
como promotor angiogénico (9,17).
Estes resultados controversos podem
ser conciliados com base em estudos
mais recentes que demonstraram em
células endoteliais que 1) a citocina
TGF-B1 pode activar dois caminhos
de sinalizagdo distintos, e 2) que esses
diferentes caminhos tém efeitos opos-
tos na proliferagio e migragdo de cé-
lulas endoteliais (9,18). O modelo cor-
rente propde entdo que o factor TGF-
-B1 regule o estado do endotélio atra-
vés de um balango finamente regulado
entre estas dois caminhos de sinaliza-

¢lo: 1) uma activa durante a fase de
activagdo, teria uma fungiio proangio-
génica, e 2) a outra, activa na fase de
resolugdio, teria uma acgdo antiangio-
génica (9,18). Porém a controvérsia
ainda subsiste, agora em relagdo a
fungdo de cada um destes caminhos
de sinalizagdo.

A via de sinalizagio do TGF-8
em doencas vasculares

Ao controlar fungdes cruciais
como o crescimento e morte celular, a
via de sinalizagio do TGF-f desem-
penha um papel de relevo no apareci-
mento e desenvolvimento de certos
tipos de cancro (6,13). Estima-se que
praticamente todos os cancros do pan-
creas e do célon se encontram associ-
ados a mutagdes em componentes
desta via (13). Para além de patologias
cancerigenas, a via de transdugdo de
sinal do TGF-f encontra-se ainda as-
sociada ao desenvolvimento de outras
doengas (2,13). Entre estas incluem-se
doencas vasculares como a telangiec-
tasia hemorrdgica hereditdria e a hi-
pertensdo pulmonar primdria que se-
rdo aqui sumariamente abordadas.

A telangiectasia hemorrégica here-
ditaria, também conhecida por sin-
droma de Rendu-Osler-Weber e abre-
viada para HHT a partir do inglés
hereditary hemorrhagic telangiecta-
sia, € uma doenga autossémica domi-
nante (2,13,15). Esta doenga € caracte-
rizada inicialmente por displasias
vasculares que resultam posteriormen-
te em telangiectasias muco-cutaneas,
corrimento recorrente de sangue do
nariz e hemorragias gastrointestinais.
Pode-se ainda observar a ocorréncia
de malformagdes arteriovenosas em
vdrios 6rgdos como o pulmio, o figa-
do e o cérebro. Actualmente encon-
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tram-se caracterizadas duas formas da
doenga identificadas por HHTI1 e
HHT?2. Estas formas encontram-se as-
sociadas a mutacOes em componentes
distintos da via de sinalizagio do
TGF-p, a endoglina no caso da HHT1
e o receptor de tipo I, Alkl (abreviatu-
ra do inglés, Activin receptor-like ki-
nase 1), para a HHT2. Estes dados re-
forcam o conceito discutido anterior-
mente de que ambos estes genes sdo
essenciais para o sistema vascular.
Tendo em conta de que estes dois fac-
tores sdo expressos em células endote-
liais, estes dados sugerem ainda que
estes componentes poderdo operar na
transdugdo de sinais similares e es-
senciais para a fungdo das células en-
doteliais (2).

A hipertensdo pulmonar primdria,
abreviada para PPH a partir do inglés
primary pulmonary hypertension, €
uma doenga que, como o préprio
nome indica, se encontra confinada a
vasculatura pulmonar (4,13,15). Esta
doenga € caracterizada pelo aumento
da resisténcia vascular pulmonar as-
sociado a falha do ventriculo direito
na auséncia de outros processos de
doenga. Entre as vdrias lesdes possi-
veis, pode observar-se a obstrugio de
arteriolas pulmonares precapilares
como resultado da proliferagdo de cé-
lulas endoteliais e células do musculo
vascular liso. A PPH pode apresentar-
se sob uma forma esporddica (mais
comum) ou sob uma forma familiar
autossémica  dominante.  Estudos
recentes demonstraram que estas duas
formas podem ter uma etiologia co-
mum associada a mutagdes no gene
do receptor de tipo II das proteinas
BMP, o BMPR-II. Porém, estas muta-
¢des estdo presentes apenas em menos
de metade dos doentes com PPH e de
entre estes, nem todos apresentam
manifestacdes patolégicas. Estes da-

dos sugerem que outras causas genéti-
cas e/ou ambientais possam estar as-
sociadas com o0s restantes casos. De
qualquer forma, estes resultados re-
forcam a ideia de que as proteinas
BMP podem desempenhar um papel
de relevo na organizagido e funciona-
mento do sistema vascular (4,13,15).
De acordo com este conceito, ratinhos
knock-out para o gene da Smad6
(Smad inibidora especifico para a si-
nalizacdo das proteinas BMP) apre-

sentam  defeitos  cardiovasculares,
muito embora sejam vidveis (7). Q

CONCLUSOES

A via de sinalizagao do TGF-§ de-
sempenha um papel fundamental no
desenvolvimento e manutengdo do
sistema vascular. Vdrios componentes
desta via encontram-se envolvidos
neste processo e alguns destes sdo
centrais em manifestagdes patoldgicas
vasculares. O estudo bioquimico e ce-
lular desta via de sinalizagdo contribu-
ird certamente para a maior compre-
ensio das suas funcbes no sistema
vascular e dos mecanismos bioquimi-
cos que estdo na base do aparecimento
e desenvolvimento dessas patologias
vasculares.
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