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RESUMO 

 

 

NASCIMENTO, Caroline Barbosa Peres do . Papel da trombospondina-1 no contexto 
endotelial dos cavernomas cerebrais: estudos fenotípicos e funcionais. 2023. 86 f. 
Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 
 

Muitos estudos vêm utilizando o modelo in vitro para investigar mecanismos celulares 
de doenças, como a malformação cavernosa cerebral (CCM) ou cavernomas cerebrais. 
Cavernomas estão associados à superativação da via de sinalização RhoA/ROCK em células 
endoteliais, levando ao excesso de fibras de estresse que promovem a abertura das junções 
aderentes interendoteliais, alterações em proteínas de junções, como zona ocludina-1 (ZO-1) e 
caderina endotelial vascular (VE-caderina), com consequente extravasamento de líquidos do 
sangue e formação de estruturas bolhosas que são denominadas “cavernas”. A doença decorre 
de mutações de perda de função de um dos genes CCM1(KRIT-1), CCM2 e CCM3/PDCD10, 
que regulam negativamente a via de RhoA/ROCK, além de também estar associada à uma 
expressão reduzida de TSP-1. A trombospondina-1 (TSP-1) é uma proteína matricelular que 
tem como característica a habilidade tanto de inibir quanto de estimular a angiogênese através 
de interações com seus múltiplos domínios funcionais, sendo envolvida em numerosas 
atividades biológicas. A fim de compreender o complexo papel das proteínas CCM e da TSP-1 
neste contexto patológico, modelos experimentais de células miméticas do fenótipo 
cavernomatoso têm sido desenvolvidos, através do silenciamento de uma das isoformas de 
proteína CCM. Neste trabalho, optamos por padronizar o silenciamento da expressão da 
proteína CCM3. Células endoteliais microvasculares humana (HMEC-1) imortalizadas e 
células endoteliais primárias da veia umbilical humana (HUVECs) foram utilizadas nos 
ensaios. A expressão de CCM3 nessas células endoteliais foi confirmada por marcação 
imunofluorescente. As duas células endoteliais apresentaram diferentes susceptibilidades ao 
procedimento de eletroporação, que pôde ser optimizado para cada tipo celular. HUVECs e 
HMEC-1 apresentaram picos de silenciamento no tempo de 48 horas pós-transfecção e com 
concentração de siRNA (específico e “non-targeting”) de 300 nM. Com o objetivo de verificar 
se o silenciamento produziu os efeitos compatíveis com a aquisição do fenótipo cavernomatoso, 
ensaios funcionais foram realizados em células selvagens e silenciadas: análise da organização 
do citoesqueleto de actina; avaliação da proliferação das células endoteliais; análise do estado 
de fosforilação da cadeia leve de miosina (MLC) e análise da diferenciação tubulogênica. 
Nossos resultados mostraram que o silenciamento de CCM3 resultou em células que 
reproduzem algumas importantes características de células endoteliais cavernomatosas, como 
o aumento das fibras de estresse longitudinais, aumento da fosforilação de MLC. Além disso, 
foi observada uma redução da VE-caderina no pico de silenciamento (48 h), provavelmente 
relacionada ao aumento da reciclagem deste receptor de junções aderentes (AJs). Observamos 
uma redução da expressão de TSP-1, com concomitante aumento de fragmentos N-terminais, 
de natureza pró-angiogênica. Nossos resultados sugerem que a geração de fragmentos 
proteolíticos angiogênicos a partir da TSP-1, em oposição à forma intacta desta proteína, podem 
ser parte do mecanismo que leva à desestabilização de AJs em células endoteliais 
cavernomatosas. 

 
Palavras-chave: células endoteliais; angiogênese; trombospondina-1; cavernomas cerebrais. 

 



ABSTRACT 
 

NASCIMENTO, Caroline Barbosa Peres do Nascimento. Role of thrombospondin-1 in the 
endothelial context of cerebral cavernomas: phenotypic and functional studies. 2023. 86 f. 
Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 
 

 

Many studies have used in vitro models to investigate cellular mechanisms of diseases, 
such as cerebral cavernous malformation (CCM) or cerebral cavernomas. Cavernomas are 
associated with overactivation of the RhoA/ROCK signaling pathway in endothelial cells, 
leading to excess stress fibers that promote the opening of interendothelial adherent junctions, 
changes in junctional proteins such as zona occludin-1 (ZO-1) and cadherin vascular 
endothelium (VE-cadherin), with consequent extravasation of blood fluids and formation of 
bullous structures that are called “caves”. The disease results from loss-of-function mutations 
in one of the genes CCM1(KRIT-1), CCM2 and CCM3/PDCD10, which negatively regulate 
the RhoA/ROCK pathway, in addition to being associated with a reduced expression of 
thrombospondin-1 (TSP-1). TSP-1 is a matricellular protein that can both inhibit and stimulate 
angiogenesis through interactions with its multiple functional domains, being involved in 
numerous biological activities. To understand the complex role of CCM proteins and TSP-1 in 
this pathological context, experimental models of mimetic cells of the cavernomatous 
phenotype have been developed, through the silencing of CCM proteins expression. In the 
present work, we chose to performthe silencing the expression of the CCM3 isoform. 
Immortalized human microvascular endothelial cells (HMEC-1) and human umbilical vein 
primary endothelial cells (HUVECs) were used in the assays. CCM3 expression in these 
endothelial cells was confirmed by immunofluorescent staining. The two endothelial cell types 
showed different susceptibilities to the electroporation procedure, which could be optimized for 
each cell type. HUVECs and HMEC-1 showed silencing peaks at 48 hours post-transfection 
and with siRNA concentration (specific and “non-targeting”) of 300 nM. Cells were analyzed 
for the acquisition of the cavernomatous phenotype, through functional assays carried out in 
both wild-type and silenced cells: analysis of the organization of the actin cytoskeleton; 
assessment of endothelial cell proliferation; analysis of myosin light chain (MLC) 
phosphorylation status and analysis of tubulogenic differentiation. Our results showed that 
CCM3 silencing resulted in cells that reproduce some important features of cavernomatous 
endothelial cells, such as increased longitudinal stress fibers and increased MLC 
phosphorylation. Furthermore, a reduction in VE-cadherin was observed at the silencing peak 
(48 hours), probably related to the increased recycling of this adherent junction receptor (AJs). 
We observed a reduction in TSP-1 expression, with a concomitant increase in N-terminal 
fragments, of a pro-angiogenic nature. Our results suggest that the generation of angiogenic 
proteolytic fragments from TSP-1, as opposed to the intact form of this protein, may be part of 
the mechanism that leads to the destabilization of AJs in cavernomatous endothelial cells. 

 
 
 
 
Keywords:  endothelial cells; angiogenesis; thrombospondin-1; cerebral cavernomas. 

 
 
 



LISTA DE FIGURAS 

 
Figura 1 – 
 
Figura 2 – 
 
Figura 3 – 
 
Figura 4 – 
 
Figura 5 – 
 
Figura 6 – 
 
Figura 7 – 
 
Figura 8 – 
 
Figura 9 – 
 
Figura 10– 
 
 
Figura 11– 
 
 
Figura 12– 
 
 
Figura 13- 
 
 
 
Figura 14- 
 
 
 
Figura 15-  
 
 
 
Figura 16-    
 
 
  
Figura 17-         

Vias de sinalização do VEGF.............................................................. 12 
 
Angiogênese........................................................................................ 14 
 
Vias de sinalização da VE-caderina.................................................... 17 
 
Malfornação Cavernosa Cerebral (CCM)...........................................  21 
 
Malfornação Cavernosa Cerebral familiar e esporádica.....................  24 
 
Estrutura das proteínas CCM..............................................................  27 
 
Estrutura da trompospondina 1 (TSP-1).............................................. 33 
 
Sinalização de TSP-1........................................................................... 35 
 
Eficiência da técnica de transfecção endotelial por eletroporação...... 48 
 
Expressão da proteína CCM3 em células endoteliais.......................... 49 
 
 
Padronização do silenciamento de CCM3 em HUVECs...................  51 
 
 
Silenciamento de CCM3 em células HMEC-1..................................   53 
 
 
Cinética de proliferação em células HMEC-1 silenciadas para a 
expressão de CCM3............................................................................ 55 
 
 
Análise de proteínas juncionais nas células HMEC-1 silenciadas para a 
expressão de CCM3............................................................................ 56 
 
 
Distribuição celular da proteína juncional VE-caderina em células 
silenciadas para a expressão deCCM3............................................... 58 
 
 
Detecção da trombospondina-1 (TSP-1) e seu fragmento N-terminal 
pró- angiogênico em amostras de células HMEC-1 silenciadas para 
CCM3................................................................................................. 60 
 
Ensaio de tubulogênese endotelial de células endoteliais primárias 
(HUVECs) silenciadas para a expressão de CCM3........................... 61 
 
 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

ADAMTS 
 
AJS- 
 
BBB 
 
BMP6 
 
CCM- 
 
CE  
  
DNA-  
  
dsRNA-  
 
FAK 
  
FAT-H-  
 
fCCM 
 
GFP 
 
GJs 
 
GNB               
 
HHD-  
   
HMEC-1- 
 
iBRB 
 
JAM 
 
KLF 
 
LPS   
 
MAPK           
     
MLC-             
  
mRNA-  
  

Desintegrina e metaloproteinase com motivos de trombospondina 4 
 
Junções aderentes 
 
Barreira hematoencefálica 
 
Proteína morfogenética óssea 6 
 
Malformação cavernosa cerebral  
  
Célula endotelial 
 
Ácido desoxirribonucléico  
  
Dupla-fita de RNA   
 
Quinase de adesão focal 
  
Homologia focal de adesão C-terminal  
 
Malformação cavernosa cerebral familiar 
 
Proteína verde fluorescente 
 
Junções comunicantes 
 
Bactérias gram negativas 

 
Domínio da harmonina-homologia  
  
 Célula endotelial microvascular humana  
 
Barreira hematorretiniana interna 
 
Molécula de adesão de junção 
 
 Fator semelhante a kruppel 
 
 Lipossácarídeos 
 
Proteína quinase ativada por mitogeno 
 
Cadeia leve de miosina  
  
RNA mensageiro  
  



MEC-  
 
NP-1  
 
NP-2   
  
pMLC-  
  
pmaxGFP-   
   
RNA-   
  
RNAi-  
 
SFKs 

   
siRNA-  
  
SFB-  
 
TJs 
 
 

TLR4 
 

 
TSP-1   
  
 

VEGF 
 
 

VPF   

Matriz extracelular  
 
Neuropilina-1 
 
Neuropilina-2 
  
Cadeia leve de miosina fosforilada  
  
Plasmídeo de fluorescência verde  
  
Ácido ribonucléico  
  
RNA de interferência  
 
Quinases da família Src  
 
 Pequenos RNAs interferentes  
  
Soro fetal bovino  
 
Junções oclusivas 
 
 
receptor toll-like 4 
 
 
Trombospondina-1 
 
 
 Vascular fator de crescimento endotelial 
 
 fator de permeabilidade vascular  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

 

 INTRODUÇÃO.................................................................................................... 11 

1 METODOLOGIA................................................................................................ 39 

1.1 Cultura de Células Endoteliais Microvasculares Humanas (HMEC-1).........   39 

1.2 

1.3 

Cultura de Células Endoteliais da Veia Umbilical Humana (HUVEC).......... 

Sequências das construções para silenciamento (pools de siRNAs)................ 

39 

40 

1.4 Silenciamento da expressão de CCM3/PDCD10............................................... 41 

1.5 Eletroforese de proteínas..................................................................................... 42 

1.6 Western Blotting................................................................................................... 43 

1.7 Análise morfológica por microscopia de fluorescência..................................... 44 

1.8 Ensaio de proliferação Click-iT EdU................................................................. 45 

1.9 

1.10 

Ensaio de tubulogênese com Matrigel................................................................ 

Análise estatística.................................................................................................     51   

45 

46 

2 RESULTADOS .................................................................................................... 47 

2.1 Determinação da eficácia de transfecção de células endoteliais com um 

plasmídeo fluorescente......................................................................................... 

 

47 

2.2 Avaliação da expressão de proteína CCM3 em células endoteliais por 

imunofluorescência............................................................................................... 

 

48 

2.3 Silenciamento da expressão do gene CCM3/PDCD10: caracterização 

morfológica e funcional de células HUVEC (primária) e HMEC-1 

(imortalizada)....................................................................................................... 

 

 

49 

2.4 Análise de proteínas juncionais nas células HMEC-1 silenciadas para a 

expressão de CCM3.............................................................................................. 

 

55 

2.5 Detecção da trombospondina-1 (TSP-1) e seu fragmento N-terminal pró-

angiogênico em amostras de células HMEC-1 silenciadas para 

CCM3.................................................................................................................... 

 

 

59 

3               DISCUSSÃO........................................................................................................     63 

                CONCLUSÃO......................................................................................................     73 

                REFERÊNCIAS...................................................................................................     74 



11 

INTRODUÇÃO 

 
 
 
 

Morfogênese endotelial 
 

 

O endotélio é um tecido constituído por uma monocamada de células (células 

endoteliais) que reveste a camada interna dos vasos sanguíneos (artérias, veias e 

capilares) e do sistema linfático. As células endoteliais mantêm, portanto, contato 

direto com os componentes sanguíneos/linfáticos e com as células circulantes. 

Inicialmente, o endotélio foi considerado como uma simples barreira de difusão que 

apenas impede o acesso das células circulantes à matriz vascular. Porém, a partir da 

década de 70 do século passado, foi reconhecida sua participação no controle do 

tônus vascular, na agregação plaquetária e seu importante papel na regulação de 

processos imunológicos, na inflamação e angiogênese (Félétou, 2011). 

Como a maioria dos processos biológicos, a formação da vasculatura é regulada 

temporal e espacialmente por um equilíbrio dos sinais representados por 

estimuladores e inibidores. As mudanças temporais nos níveis desses fatores no 

microambiente determinam o comportamento das células endoteliais. No tecido adulto 

normal, o endotélio está em um estado quiescente, mas pode responder rapidamente 

para formar novos capilares por meio de um processo denominado angiogênese 

(Morandi et al., 2023). 

Durante o período embrionário, a formação de novos vasos ocorre pela 

diferenciação de células endoteliais de hemangioblastos (vasculogênese) (Yamazaki 

et al., 2006; Ucuzian  et al., 2010). Mais tarde, depois nascimento, em certos processos 

fisiológicos (ciclo menstrual, gravidez, cicatrização e reparo de feridas, etc.), novas 

redes são formadas por angiogênese, com base em vasos pré-existentes 

(neoangiogênese) (Risau  et al., 1997; Olsson et al., 2006; Qiu et al., 2009).  

A angiogênese ocorre pela formação de novos vasos a partir do brotamento de 

células endoteliais de vasos pré-existentes. Esse processo permite o aumento do plexo 

vascular durante o desenvolvimento e o seu remodelamento ao longo da vida, 
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regulando processos fisiológicos vitais como oxigenação, distribuição de nutrientes, 

pressão sanguínea, entre outros (Patel-Hett & D’Amore, 2011). 

A angiogênese é um processo extremamente complexo influenciado por 

múltiplos fatores, alguns deles atuando como agentes pró-angiogênicos, outros como 

inibidores de angiogênese (Rosen et al., 2002). Um fator pró-angiogênico 

extremamente potente é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e 

numerosos estudos demonstraram sua implicação na angiogênese (Figura 1). Este 

fator existe em isoformas de diferentes pesos moleculares, resultando em moléculas 

com variadas capacidades de interação com receptores e com componentes da matriz 

(Mamer et al, 2020) 

 

Figura 1: A via de sinalização do VEGF 

 

Nota explicativa: A via de sinalização do VEGF é um processo complexo no qual o VEGF 

estimula a formação de novos vasos sanguíneos. O VEGF, é uma glicoproteína dimérica que se liga ao 

receptor VEGF (VEGFR) na superfície das células, ativando a tirosina quinase intracelular e iniciando 

uma série de eventos de cascata de sinalização envolvidos na vasculogênese e angiogênese. Fonte: 

(adaptado de Cross et al., 2003) 

 
 

O VEGF liga-se aos seus receptores tirosina-quinase, que apresentam três 

domínios: um domínio extracelular para ligação de VEGF, um domínio transmembranar 

e um domínio intracelular com atividade de tirosina quinase (Neufeld et al., 1999; 
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Shibuya et al., 2006; Shibuya et al., 2011). A ligação do VEGF ao domínio extracelular 

do receptor promove a ativação da enzima tirosina-quinase no domínio citoplasmático 

do receptor, em uma etapa que envolve a autofosforilação e dimerização do receptor, 

ativando assim várias sinalizações intracelulares (Figura 1). Existem três tipos de 

receptores de VEGF: VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3 (Neufeld et al., 1999 ; Melincovici 

et al., 2018). O VEGFR-2 é responsável pela maior parte das ações angiogênicas dos 

VEGFs. O receptor VEGFR-1 desempenha um papel supressor da sinalização de 

VEGFR-2, ao ligar o fator de crescimento com afinidade muito mais elevada, mas ter 

pouca capacidade de transduzir sinais (Simons et al, 2016). Os receptores VEGFR-1 e 

VEGFR-2 são expressos predominantemente em células endoteliais vasculares 

(Shibuya et al., 2006), mas também podem ser encontrados em células não endoteliais 

(Neufeld et al., 1999; Duffy et al., 2013), enquanto o VEGFR-3 é expresso 

especialmente no endotélio de células linfáticas (Hamrah et al., 2004 ; Melincovici  et 

al., 2018). 

Observações sugerem ainda que o VEGF desempenha um papel importante na 

angiogênese patológica, induzindo o desenvolvimento e a progressão de certas 

patologias no período pós-natal, tais como: crescimento tumoral e metástase, 

degeneração macular, retinopatia diabética, processos inflamatórios (por exemplo, 

artrite reumatóide), processos isquêmicos (isquemia miocárdica), pré-eclâmpsia etc. 

(Folkman et al., 1995; Ferrara et al., 2004; Maharaj  et al., 2006 ; Melincovici  et al., 

2018). 

Membros da família VEGF também pode interagir com outras proteínas, como 

neuropilinas, integrinas (Neufeld et al., 1999 ; Cébe-Suarez et al., 2006 ; Koch et al., 

2012) , caderinas ou proteoglicanos de sulfato de heparano (Cébe-Suarez  et al., 2006; 

Vieira et al., 2010). Os correceptores neuropilina-1 (NP-1) e neuropilina-2 (NP-2) são 

receptores não tirosina quinase e interagem seletivamente com certos subtipos ou 

isoformas de VEGF (como VEGF-A165) (Olsson et al., 2006). As neuropilinas 

potencializam a função do VEGFR-2 e do VEGFR-3, orientando o endotélio na 

migração celular e na angiogênese.  

A descrição das células endoteliais líderes (ou tip cells) na morfogênese de 

vasos sanguíneos – incluindo a angiogênese de adultos - mostrou que diversos 

fenótipos endoteliais coexistem em um vaso nascente, fato já sugerido por diversos 



14 

estudos seminais sobre a anatomia vascular (Gerhardt et al, 2003). As células-líderes 

são responsivas a fatores de crescimento como o VEGF, que se encontram 

aumentados em áreas onde a formação de novos vasos é requerida. Esses estímulos 

dão início à formação de brotamentos (sprouts). As células endoteliais secretam 

proteases que levam à degradação da lâmina basal. Em seguida, os pericitos se 

dissociam do vaso facilitando a migração das células-líderes em direção ao estímulo 

angiogênico. O estabelecimento do lúmen vascular ocorre à medida em que há a 

proliferação e o alinhamento das células endoteliais da haste (ou células stalk). A 

associação dos pericitos e a deposição de lâmina basal medeiam a estabilização do 

novo vaso formado (Ucuzian et al, 2010). (Figura 2) 

 

Figura 2:  Angiogênese 

 

 

 
Nota explicativa: Durante a angiogênese, altos níveis de fatores pró-angiogênicos exógenos, como 
VEGF-A, e de sinalização do receptor 2 de VEGF (VEGFR2) selecionam tip cells (células líderes) para 
germinação. O comportamento de brotamento das tip cells é facilitado pelo afrouxamento mediado por 
caderina vascular das junções célula-célula endotelial, degradação mediada por metaloproteinase da 
matriz extracelular (MEC) e desprendimento de pericitos. O brotamento invasivo de  tip cells é guiado 
por gradientes de fatores de crescimento pró-angiogênicos e várias pistas de orientação ambiental. 
Durante o alongamento do broto, as células líderes são seguidas por células stalk endoteliais (células 
de haste), que mantêm a conectividade com os vasos parentais e iniciam a morfogênese do lúmen 
vascular. Fonte: (Adaptado de PAUTY et al., 2018). 
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Regulação da Permeabilidade endotelial 
 

A permeabilidade endotelial é regulada e coordenada pela ligação entre células 

endoteliais através de junções. Acredita-se que o aumento da permeabilidade 

microvascular às proteínas plasmáticas sob condições inflamatórias ou fisiopatológicas 

agudas ocorra devido em grande parte à abertura da via paracelular (Majno & Palade, 

1961). Essa rota também serve como via de migração para patógenos, leucócitos e 

até células tumorais metastáticas (Shen et al., 2009). As proteínas juncionais 

interendoteliais são muito especializadas e responsáveis pela adesão célula-célula e 

“aperto da barreira”, conferindo o controle da permeabilidade paracelular.  

 

As junções aderentes (AJs) são críticas para a adesão célula-célula e são fortemente 

reguladas por vias moleculares complexas. A caderina endotelial vascular (VE) - ou 

VE-caderina - é a principal molécula de adesão celular encontrada em AJs endoteliais, 

desempenhando um papel importante na manutenção da função de barreira endotelial 

(Wallez et al., 2008). O bloqueio da VE-caderina pelo uso de anticorpos tem um efeito 

negativo na sobrevivência endotelial e aumenta a permeabilidade vascular (Corada et 

al., 2001). Além disso, camundongos com deficiência de VE-caderina sofrem de 

defeitos vasculares graves, incluindo brotamento vascular prejudicado, 

desorganização da camada endotelial em grandes vasos maduros e defeitos da 

regressão de vasos, resultando em morte no meio da gestação (Carmeliet et al., 1999; 

Gory-Faure et al., 1999 ; Chrifi et al., 2019). 

As AJs são estruturas dinâmicas, nas quais as moléculas de VE-caderina 

interagem de forma homofílica com células vizinhas. Essas junções podem ser 

reguladas ativamente, modulando assim a força adesiva juncional. Uma redução da 

expressão de VE-caderinas na membrana plasmática resultará em desestabilização 

microvascular e perda da função de barreira. A diminuição na força adesiva é 

necessária para a ruptura de AJs, a fim de permitir a migração de célula endotelial(CE) 

e adaptação morfológica em células líderes e haste durante o brotamento vascular 

(Chrifi I. et al., 2019). 
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A integridade da barreira é mantida pelo balanço entre as forças contráteis de 

actinomiosina, da adesão célula-célula e pela força de ancoragem da célula à matriz 

extracelular (Dudek e Garvia, 2001 ; Kása  et al., 2015). A rede cortical do citoesqueleto 

é essencial na regulação da barreira da célula endotelial e o seu rompimento leva à 

formação de fendas entre as células e consequente aumento da permeabilidade 

vascular (Shasby, 1982; Verin,  2001; Kása et al., 2015).  

As alterações na função da barreira endotelial desempenham um papel 

importante na patogênese de muitos processos, incluindo inflamação, cicatrização de 

feridas, edema, lesão pulmonar aguda, acidente vascular cerebral e câncer (Wójciak-

Stothard e Ridley, 2002). A manutenção e resposta da barreira quiescente a agentes 

vasoativos produzidos localmente, como a histamina, prostaglandinas, trombina e o 

VEGF, é medida principalmente pelas mudanças dinâmicas em junções aderentes e 

aumento da tensão centrípeta criado pela contratilidade da actinomiosina (Feng et al., 

1999; Dejana, 2004).  

A VE-caderina é composta por módulos extracelulares típicos de caderinas 

(domínios de ligação ao cálcio, uma assinatura da superfamília das caderinas), um 

domínio transmembranar e um domínio intracelular que medeia interações com β-

catenina, p120-catenina e γ-catenina, também conhecida como placoglobina. A β-

catenina e a γ-catenina, por sua vez, se conectam à α-catenina de ligação à actina e a 

outras proteínas. O domínio extracelular da VE-caderina expressa em uma célula 

forma uma ligação homotípica com o domínio extracelular de outra molécula de VE-

caderina expressa na membrana de uma célula endotelial adjacente. O complexo 

intracelular de VE-caderina e cateninas é essencial para a estabilidade juncional. Vasos 

de camundongos geneticamente modificados com complexos VE-caderina/α-catenina 

estabilizados são resistentes a vazamentos (Schulte et al., 2011; Claesson-Welsh et al., 

2021).  

Os contatos célula-célula e as adesões célula-matriz atuam cooperativamente 

para manter a estabilidade das junções endoteliais. A estabilidade juncional é 

determinada por interações próximas entre integrinas nas adesões focais e caderinas 

nas junções endoteliais (Pulous et al., 2019). A comunicação entre esses 

compartimentos pode envolver interações diretas da tirosina quinase citoplasmática 

FAK (quinase de adesão focal) e VE-caderina. A FAK participa da ancoragem do 
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citoesqueleto de actina aos sítios de adesão focal. Embora a ativação de FAK mediada 

por integrina em adesões focais seja o indutor mais potente da atividade de FAK, FAK 

também pode ser ativada por quinases da família Src (SFKs) em junções celulares 

(Kleinschmid .et al., 2017). Substratos para FAK, por sua vez, incluem paxilina, 

p130CAS, c-Src, cortactina, β-catenina e a própria VE-caderina (Sulzmaier et al., 2014; 

Claesson-Welsh et al., 2021). 

Em resposta aos moduladores da permeabilidade vascular e ao fluxo sanguíneo, 

a VE-caderina sofre fosforilação da tirosina através da ação das quinases da família 

Src (SFKs) (Lampugnani et al., 1997). Ambos os resíduos Y658 e Y685 são fosforilados 

(Conway et al., 2017). O fluxo sanguíneo, seja laminar ou oscilatório, exerce forças nas 

adesões célula-matriz mediadas por integrinas, levando à ativação de FAK e SFK 

(Schwartz, 2010). A ativação de FAK/SFK, por sua vez, leva à fosforilação de proteínas 

associadas à actina e ao rearranjo do citoesqueleto. Um dos indutores de 

permeabilidade vascular nesse processo é o próprio VEGF-A, que promove a 

realocação de FAK do citosol para junções aderentes, a associação de FAK e VE-

caderina, fosforilação de VE-caderina em Y658 e aumento da permeabilidade 

endotelial (Claesson-Welsh et al., 2021) (Figura 3) 

 

Figura 3: Vias de sinalização da VE-caderina 
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Nota explicativa: Vias de sinalização envolvidas na regulação da fosforilação e desfosforilação da VE-
caderina em diferentes resíduos de tirosina ou serina. A ativação do VEGFR2 resulta na fosforilação da 
VE-caderina em seus sítios Tyr658, Ser665 ou Tyr685, principalmente pela atividade de c-Src. A 
ativação do VEGFR2 em seu sítio Tyr949 é regulada por Robo4 e Unc5B. A fosforilação de Tyr658 
mediada por c-Src é induzida por tensão de cisalhamento. Fonte :(Adaptado de Azzi et al., 2013). 
 
 

Em regiões onde as interações homofílicas entre caderinas se rompem e lacunas se 

formam, a VE-caderina sofre internalização, seguida de reciclagem ou degradação por 

ubiquitinação (Orsenigo et al., 2012). Múltiplas linhas de evidência sugerem que a resposta de 

hiperpermeabilidade a mediadores pró-inflamatórios pode ser mitigada se a integridade da 

internalização da VE-caderina for preservada. Várias estratégias foram desenvolvidas para 

estabilizar a adesão VE-caderina. Eles incluem superexpressão de p120-catenina, que 

bloqueia a internalização de VE-caderina mediada por clatrina (Xiao et al., 2005 ; Alcaide et al., 

2012) expressão de uma quimera VE-caderina-α-catenina, que liga diretamente a adesão ao 

citoesqueleto de actina; e ponte artificial de moléculas opostas de VE-caderina em AJs com 

um peptídeo cíclico. Esta evidência sugere que é possível manipular a integridade da adesão 

VE-caderina, o principal gatekeeper da barreira endotelial. (Mariner et al., 2001; Claesson-

Welsh et al., 2021).  

Os complexos juncionais endoteliais envolvem ainda as junções oclusivas (tight 

junctions ou TJs). As proteínas TJ incluem claudinas, ocludinas e molécula de adesão 

de junção (JAM), e estas se conectam ao citoesqueleto de actina através da zona 

ocludina-1 (ZO-1). As proteínas TJ também estão presentes na microvasculatura 

periférica, mas acredita-se que sejam mais proeminentemente expressas no endotélio 

microvascular da barreira hemato-encefálica e nas barreiras hemato-retinianas 

(Hawkins & Davis, 2005). A claudina 5 é expressa de forma ubíqua em todos os leitos 

vasculares, enquanto as claudinas 1, 3 e 12 são específicas da microvasculatura 

cerebral. Claudin-1, -2 e -5 são encontradas em TJs de vasos retinianos (Luo et al., 

2011). Claudinas e ocludinas, em associação com as proteínas citosólicas Zonula 

occludens (ZO)-1, 2 e 3, montam estruturas do tipo “zíper” ao longo da borda das 

células endoteliais (Komarova et al., 2017). 

As TJs estão localizadas na parte mais externa das junções interendoteliais, mas 

também podem ser misturadas com as AJs. Em contraste com a microcirculação 

periférica, leitos vasculares altamente especializados, como a barreira 

hematoencefálica (BBB) e a barreira hematorretiniana interna (iBRB), onde a troca de 
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solutos entre os microvasos e o cérebro é restrita, as TJs são predominantes na 

formação de extensas redes no lado apical das junções interendoteliais. A interrupção 

das TJs está associada ao vazamento de BBB e iBRB, uma característica de várias 

doenças humanas, incluindo retinopatia diabética e induzida por oxigênio (Luo et al., 

2011) e distúrbios do sistema nervoso central, como acidente vascular cerebral. (Yang 

et al., 2007; Komarova et al., 2017). 

As TJs estão ligadas ao citoesqueleto de actina por meio das proteínas Zonula 

Occludens ZO-1, ZO-2 e ZO-3 expressas em células endoteliais. ZO-1 desempenha 

um papel crucial na montagem de TJs e AJs funcionais, regulando a interação cruzada 

entre TJs e AJs por meio do controle da tensão intracelular e montagem do complexo 

mecanossensorial VE-caderina (Tornavaca et al., 2015). Em um estudo foi observado 

que ZO-1 funciona como um importante organizador do citoesqueleto na célula 

endotelial, e não apenas determina a distribuição geral da F-actina, mas também o 

recrutamento de proteínas juncionais estimuladoras de força e ligadores do 

citoesqueleto transmissores de força para complexos VE-caderina e, portanto, a força 

de tração atuando nas junções aderentes. A expressão diminuída de ZO-1 está 

associada ao vazamento grave de plasma observado na esclerose múltipla e em ratos 

diabéticos (Hawkins et al., 2007; Komarova et al., 2017). 

RhoGTPases também estão envolvidas na desestabilização de AJs em resposta 

a estímulos mecânicos e humorais. O efeito da rede das RhoGTPases na integridade 

da barreira depende da natureza dos estímulos extracelulares e da ativação de vias de 

sinalização convergentes que são capazes de religar a sinalização de RhoGTPase para 

locais intracelulares específicos e estabelecer suas interações com efetores 

downstream específicos (Komarova et al., 2017). 

A sinalização de RhoA contribui principalmente para desestabilizar AJs e 

aumentar a permeabilidade endotelial (Wojciak-stothard et al., 2005). RhoA promove 

a formação de fibras de estresse de actina e contração de actinomiosina através da 

ativação de efetores a jusante, como ROCK (Rho quinase). A montagem simultânea do 

aparelho contrátil através da ativação da sinalização ROCK leva à geração de tensão 

intracelular nas junções que desmonta AJs (Van et al., 2007 ; Komarova et al., 2017). 

A ROCK, um dos principais efetores da RhoA ativada, fosforila vários substratos, como 

a fosfatase da cadeia leve de miosina (MLC): a fosforilação dessa fosfatase inibe a sua 
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atividade catalítica e o consequente aumento da fosforilação da MLC aumenta a 

reticulação de miosina com actina, o que resulta no aumento da contratilidade da 

actinomiosina.  Com isso, afeta a dinâmica global do citoesqueleto de actina, levando 

ao aumento da formação de fibras de estresse e desestabilização de proteínas 

juncionais (Stockton et al., 2010 ; Choi et al., 2020). 

 

Malformações cavernosas cerebrais (CCM) 
 

A malformação cavernosa cerebral (CCM) é uma doença que afeta 

predominantemente a neurovasculatura. Essas lesões ocorrem pela mutação de perda 

de função de um dos genes, CCM1 (KRIT-1), CCM2 ou CCM3 (PDCD10) nas células 

endoteliais (Mikati et al., 2015). Essa patologia está associada a lesões que carecem 

de músculo liso, tecido elástico e todos os elementos necessários para os vasos 

sanguíneos maduros. Os capilares agrupados são revestidos por uma única camada 

de endotélio incluída em uma matriz de colágeno densa e, portanto, caracterizados 

por uma parede de vaso não homogênea devido à presença de junções célula-célula 

defeituosas. Essa condição resulta no comprometimento da barreira hematoencefálica 

que a predispõe a episódios de trombose e sangramento. Devido às hemorragias 

cerebrais, os pacientes podem apresentar um risco aumentado de acidente vascular 

cerebral, convulsões, déficits motores e sensoriais e dores de cabeça inespecíficas 

(Faurobert et al., 2010 ; Scimone et al., 2018 ; Riolo et al., 2021). (Figura 4) 
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Figura 4: Malformação Cavernosa Cerebral 

 

Nota explicativa:  Devido a mutações de perda de função dos genes CCM1, CCM2 e CCM3, as 
malformações cavernosas cerebrais apresentam vasos sanguíneos dilatados e hiperpermeáveis, de 
aspecto “bolhoso”. As lesões não possuem músculo liso e tecido elástico, de modo que as paredes dos 
vasos são finas, com vazamento e falta de suporte subendotelial e uma lâmina basal intacta Fonte: 
(adaptado de http://bioaxonebio.com e de www.cavernoma.org). 
 
 

A penetrância foi calculada em 0,5% na população geral em todo o mundo (1 

em 200–250 indivíduos), mas a prevalência clínica é muito mais baixa porque até 50% 

dos indivíduos com CCM são assintomáticos (Krisht et al., 2010 ; Akers et al., 2017). 

Os sinais e sintomas clínicos são amplamente determinados pela localização, número 

e tamanho (de alguns milímetros a vários centímetros) das lesões. Visto que tanto o 

tamanho quanto o número de malformações podem mudar com o tempo, novos sinais 

e sintomas podem surgir em todas as fases da vida de um paciente. O tratamento 

difere entre a administração de medicamentos antiepilépticos em pacientes com 

convulsões e a ressecção cirúrgica do CCM em pacientes sintomáticos, lembrando 

que as lesões nem sempre são de fácil acesso (Gunel et al., 2002 ; Krisht et al., 2010 ; 

Spiegler et al., 2018). 

A CCM é classificada como forma esporádica (80%) e familiar (20%). A forma 

familiar de CCM tem o desenvolvimento de múltiplas lesões vasculares que tendem a 

aumentar em número e tamanho com a idade, enquanto a forma esporádica é 

caracterizada por apenas uma lesão. A CCM familiar é mais agressiva que a doença 
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esporádica, com início mais precoce, maior risco de hemorragia e convulsão 

(Rigamonti et al., 1988 ; Del Curling et al., 1991; Hasegawa et al., 2002 ; Malinverno, et 

al., 2019). 

A CCM familiar tem se mostrado significativamente mais agressiva em 

indivíduos com mutação no gene PDCD10 (Riant et al., 2013 ; Fauth et al., 

2015).Embora as mutações heterozigóticas de perda de função (LOF) da linhagem 

germinativa em KRIT1, CCM2 ou PDCD10 causem CCM familiar como uma entidade 

clínica, elas não explicam por que as CCMs se apresentam como lesões focais em vez 

de um defeito vascular sistêmico, como seria de se esperar se as CCMs fossem o 

resultado de haploinsuficiência (Snellings et al., 2021). Essa observação levou à 

hipótese de que um evento local secundário é necessário para iniciar a formação da 

lesão; especificamente, uma mutação somática em um gene CCM resultando em LOF 

bialélico. Mutações somáticas resultando em LOF bialélico de KRIT1, CCM2 ou 

PDCD10 foram relatadas em CCM familiares (Gault et al., 2005 ; Gault et al., 2009 ; 

Ren et al., 2021) e esporádicas (McDonald et al., 2014 ; Ren et al., 2021) CCMs. 

As manifestações clínicas da CCM familiar são altamente heterogêneas. Em 

muitas doenças genéticas, o principal determinante da progressão e gravidade é a 

mutação causal. No entanto, este não parece ser o caso da CCM (Snellings et al., 

2021). Embora diferentes mutações dentro de um gene não pareçam afetar a 

gravidade da doença, a identidade do gene mutado tem sido associada a várias 

características clínicas. Muitos grupos observaram uma associação entre indivíduos 

com mutações KRIT1 e lesões vasculares cutâneas (Labauge et al., 1999 ; 

Gianfrancesco et al., 2007). Indivíduos com mutação em CCM2 são mais propensos a 

serem assintomáticos e apresentam menor número de lesões em comparação com 

indivíduos com mutações no KRIT1 ou PDCD10 (Denier et al., 2006). 

Além disso, microdissecção por captura a laser e coloração imuno-histoquímica 

das proteínas CCM no endotélio da lesão estabeleceu que essas mutações ocorrem 

em células endoteliais (Akers et al., 2009 ;  Pagenstecher et al., 2009 ; Rath et al., 

2020). Juntos, esses dados mostram que, embora a perda de um gene CCM seja 

dominante no nível de um indivíduo, ela é recessiva no nível celular, exigindo a perda 

do alelo normal por meio de mutação somática antes da formação da lesão (Snellings 

et al., 2021). 
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O modelo two-hit da patogênese da CCM explica elegantemente por que as 

CCMs ocorrem como lesões focais e por que os indivíduos com CCM familiar 

apresentam numerosas lesões, enquanto os casos esporádicos quase sempre 

apresentam uma única lesão. O modelo two-hit também provou ser verdadeiro em 

modelos de CCM em camundongos, onde a perda bialélica de Krit1, Ccm2 ou Pdcd10 

é necessária para a formação de lesões (Plummer et al., 2004 ; McDonald et al., 2011). 

Uma limitação desses modelos é que as lesões se formam apenas durante uma breve 

janela durante o desenvolvimento inicial. Esta observação é contraditória com o que 

encontramos na doença CCM humana, onde as lesões podem se formar ao longo da 

vida adulta (Detwiler et al., 1997 ; Brunereau et al., 2000). 

Essa discrepância pode ser explicada pela recente descoberta de que muitos 

CCMs humanos abrigam mutações de ganho de função (GOF) no oncogene PIK3CA, 

além das mutações somáticas LOF observadas anteriormente nos genes CCM. 

Mutações GOF somáticas em PIK3CA estão presentes tanto em CCMs esporádicas 

(Hong et al., 2021 ; Ren et al., 2021 ; Weng et al., 2021) quanto familiares de todos os 

três genótipos (Hong et al., 2021 ; Ren et al., 2021 ; Snellings et al., 2021 ; Weng et al., 

2021). (Figura 5) 

Trabalhos recentes descobriram que muitos CCMs esporádicos abrigam um 

ganho específico de mutação de função em MAP3K3 (p.I441M), o gene que codifica 

MEKK3 (Hong et al., 2021). Além disso, descobriu-se que as mutações em MAP3K3 

co-ocorrem com mutações em PIK3CA. No entanto, os dados iniciais sugerem que as 

mutações em CCM e MAP3K3 são mutuamente exclusivas (Weng et al., 2021). Esta 

descoberta sugere que o ganho de função em MAP3K3 e perda de função em genes 

CCM têm consequências funcionais semelhantes, de modo que são suficientes para 

iniciar a formação de CCM, diferentemente das mutações em PIK3CA que exacerbam 

o crescimento da lesão, mas não são necessárias para a formação da lesão. Os efeitos 

equivalentes das mutações em CCM e MAP3K3 são suportados pelo papel direto do 

complexo CCM na inibição da atividade MEKK3, de modo que o aumento da atividade 

de MEKK3 pode ser obtido pela perda do complexo CCM ou pelo ganho de função em 

MEKK3 (Snellings et al., 2021).   
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Figura 5: Malformação Cavernosa Cerebral familiar e esporádica 

 
 
Nota explicativa: No CCM familiar, a formação da lesão é iniciada por uma mutação somática em um 
gene CCM, resultando em perda bialélica de função que pode ocorrer várias vezes, resultando na 
formação de múltiplos CCMs quiescentes. Um subconjunto desses CCMs adquire um ganho somático 
de mutação de função em PIK3CA que alimenta o crescimento da lesão. Já a formação esporádica de 
CCM requer que duas mutações somáticas de CCM ocorram na mesma célula resultando em perda 
bialélica de função ou um único ganho de mutação somática de função em MAP3K3. Um CCM neste 
estágio pode ou não adquirir um ganho somático de função em PIK3CA que alimentaria o crescimento 
da lesão. Fonte: (Adaptado de Snellings et al., 2021) 
 
 

Estudos da sinalização de MEKK3 em cultura de fibroblastos demonstraram que 

ela é necessária para a sinalização inflamatória imune inata em resposta ao 

lipopolissacarídeo (LPS) e à interleucina 1 (IL1) (Huang et al., 2004). Uma primeira 

pista ligando a doença CCM a sinais inflamatórios em células endoteliais cerebrais veio 

de estudos genéticos humanos que associaram polimorfismos nos genes que 

codificam TLR4, um receptor de LPS e seu co-receptor CD14 com a forma de doença 

familiar mais grave da CCM (Choquet et al., 2014). Essa conexão permaneceu 

misteriosa até que estudos em camundongos demonstraram que a carga de lesões de 

CCM variava de grave a quase imperceptível, dependendo da instalação de 

camundongos em que os animais estavam alojados. Camundongos em uma colônia 

resistente só geraram lesões de CCM quando desenvolveram abscessos bacterianos 

gram negativos, sugerindo que o LPS derivado de bactérias gram negativas (GNB) 

impulsiona a formação de lesões. Essa hipótese foi apoiada pela capacidade de 
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prevenir a formação de lesões de CCM em animais suscetíveis com deleção endotelial-

específica do receptor TLR4 (Tang et al., 2017). 

Ainda, a suscetibilidade à formação de lesões CCM em camundongos 

rastreados para o conteúdo GNB do microbioma intestinal e o tratamento de animais 

suscetíveis com antibióticos ou alojamento em condições livres de germes impediram 

a formação de CCM (Tang et al., 2017), indicando que o LPS de GNB que residem no 

microbioma intestinal é um condutor essencial da formação de CCM no cérebro. É 

importante ressaltar que esses estudos em camundongos são apoiados pela análise 

do microbioma intestinal em humanos com e sem doença sintomática da CCM. Os 

estudos em humanos confirmam a importância do LPS derivado de GNB e definem 

um microbioma permissivo, caracterizado por espécies de bacteroides mais 

abundantes, na doença CCM humana (Polster  et al., 2020). Essas descobertas 

inesperadas estabeleceram um eixo de doença intestino-cérebro particularmente 

direto, no qual o GNB no microbioma intestinal fornece um ligante, LPS, necessário 

para ativar os receptores TLR4 e a sinalização MEKK3-KLF2/4 a jusante, nas células 

endoteliais cerebrais. Eles ainda identificam a sinalização inflamatória como o principal 

condutor da formação da CCM in vivo e sugerem que futuras estratégias diagnósticas 

e terapêuticas baseadas na manipulação do microbioma intestinal podem ser usadas 

para tratar os CCM (Snellings et al., 2021). 

Voltando para os aspectos moleculares diretamente relacionados às proteínas 

CCM, os três genes CCM codificam proteínas adaptadoras capazes de formar um 

complexo proteico [CCM1-2-3] que interage adicionalmente com outras proteínas 

(Uhlik et al., 2003 ; Zhang  et al., 2017). A CCM1 (KRIT1), a maior das proteínas CCM, 

contém um domínio Nudix N-terminal seguido por um trecho de três motivos (Liu et 

al., 2013), um domínio previsto de repetição de homologia a anquirinas e um domínio 

C-terminal FERM (Li et al., 2012; Gingras et al., 2013). Essa proteína é observada em 

muitos compartimentos celulares diferentes e é ativamente transportada entre o 

citoplasma e o núcleo (Zawistowski et al.,2005). KRIT1 também pode ser encontrada 

nos limites das células endoteliais ou nas junções célula-célula através de seu domínio 

FERM (Zawistowski et al., 2005 ; Glading et al., 2007).  

A proteína CCM2, também conhecida como malcavernina, apresenta um 

padrão de expressão muito semelhante ao de CCM1/ KRIT1 (Petit et al., 2006 ; Seker 
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et al., 2006), atuando como o centro do complexo CCM, ligando simultaneamente o 

KRIT1 e o PDCD10, além de várias outras proteínas de sinalização (Hilder et al., 2007). 

Essa proteína apresenta um domínio PTB no seu domínio N-terminal e um domínio 

helicoidal na sua porção C-terminal, denominado domínio de homologia à harmonina 

(HHD) (Fisher et al., 2013).  

Já a proteína CCM3, que é o terceiro componente do complexo heterotrimérico 

KRIT1-CCM2-PDCD10 (Hilder et al., 2007), contém um domínio de dimerização N-

terminal e um domínio C-terminal FAT-H (focal adhesion targeting (FAT)-homology, ou 

de direcionamento à adesão focal). O gene CCM3, também conhecido como gene da 

morte celular programada 10 (PDCD10) foi originalmente identificado como um gene 

relacionado à apoptose, embora agora seja normalmente conhecido como o terceiro 

gene causador da malformação cavernosa cerebral (CCM). A proteína PDCD10/CCM3 

tem múltiplas localizações subcelulares e interage com vários complexos 

multiproteicos e vias de sinalização. Assim, PDCD10/CCM3 governa muitas funções 

celulares, que incluem junções célula a célula e organização do citoesqueleto, 

proliferação celular, apoptose, exocitose e angiogênese. Dado seu papel central na 

manutenção da homeostase da célula, a desregulação de PDCD10/CCM3 pode 

resultar em uma ampla gama de funções celulares alteradas. Isso pode levar a doenças 

graves, incluindo CCM (Valentino et al., 2020).   

A função da proteína PDCD10/CCM3 reside em duas regiões principais: seu 

domínio de dimerização na região N-terminal e seu domínio de homologia de 

direcionamento à adesão focal (FAT-H), na extremidade C-terminal. O domínio de 

dimerização compreende quatro α-hélices e é necessário para a homodimerização 

PDCD10/CCM3. Além disso, foi levantada a hipótese de que essa região inclui um 

domínio de ligação e fosforilação da serina/treonina quinase que é responsável pela 

interação de PDCD10/CCM3 com as proteínas quinase do centro germinativo (GCK) 

III, que resulta na formação de heterodímeros. O domínio de homologia à FAT é 

similarmente composto por quatro α-hélices e é responsável pelas interações diretas 

entre PDCD10/CCM3 e o domínio de ligação de fosfotirosina de CCM2/malcavernina. 

Além disso, o domínio de homologia à FAT possui uma região de superfície conhecida 

como 'patch hidrofóbico 1', através da qual PDCD10/CCM3 interage com várias 

proteínas parceiras, incluindo o componente estriatina nos complexos de fosfatase e 
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quinase de interação com estriatina (STRIPAK), os fosfatidilinositídeos,e paxilina, 

através do reconhecimento de motivos ricos em leucina. Além disso, foi sugerido que, 

por meio de sua região C-terminal, PDCD10/CCM3 interage e estabiliza a sinalização 

do receptor 2 do fator de crescimento vascular-endotelial (VEGF) (Li et al., 2010 ; He 

et al., 2010 ; Draheim et al., 2015 ; Valentino et al ., 2020) (Figura 6). 

Assim, as proteínas CCM cumprem papéis críticos em muitos eventos celulares, 

como polaridade celular, reorganização do citoesqueleto, proliferação celular, adesão 

celular e migração, impactando a angiogênese, integridade da junção célula-célula, 

permeabilidade vascular e apoptose (Gianfrancesco et al., 2008 ; Riolo et al., 2021).  

A natureza hereditária da CCM e a descoberta de genes relacionados à doença 

despertou o interesse em investigar seus papéis funcionais. A expressão ubíqua dos 

três genes CCM em várias células e tecidos fornece evidências de sua contribuição 

em várias condições fisiológicas e patológicas (Abou-Fadel et al., 2020). No entanto, o 

tipo celular mais fortemente associado às malformações cavernosas é a célula 

endotelial. O papel desempenhado pelos genes da CCM em outros modelos celulares 

estritamente associados à localização das lesões (ou seja, células neuronais, 

astrócitos, pericitos e células do músculo liso) é desconhecido, e não há evidências 

sobre as contribuições diretas destas células para a patologia da CCM (Su et al., 2020). 

Provavelmente existe uma estreita interação entre as células endoteliais e a glia no 

sistema nervoso central (SNC), o que pode explicar por que as mutações nos genes 

relacionados à CCM são seguidas pelo aparecimento de lesões predominantemente 

localizadas no cérebro e na medula espinhal (Orsenigo et al., 2020; Riolo et al., 2021).  

Figura 6: Estrutura das proteínas CCM 
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Nota explicativa: Estrutura das proteínas CCM: A proteína KRIT1 apresenta um domínio Nudix N-terminal 
seguido por um trecho de três motivos, um domínio previsto de repetição de anquinas e um domínio C-
terminal FERM. A CCM2 um domínio PTB no seu domínio terminal N e um domínio helicoidal no seu 
terminal C denominado domínio da harmonina-homologia (HHD) e a CCM3 apresenta um domínio de 
dimerização N-terminal e um domínio de homologia focal de adesão C-terminal (FAT-H). Fonte: 
(Adaptado de Fisher, 2014). 

 
 

Os CCMs são caracterizados por uma vasculatura com vazamento decorrente 

de junções célula-célula alterada. As proteínas CCM operam individualmente e afetam 

diferentes vias de sinalização, mas também estão envolvidas em cascatas de 

sinalização molecular convergentes, atuando como um complexo trimérico ou não. No 

endotélio, as adesões célula-célula e célula-ECM ocorrem principalmente por meio de 

VE-caderinas e integrinas, respectivamente. Conforme já descrito no ítem 1.2 desta 

Introdução, várias quinases e receptores estão envolvidos nesta rede, incluindo a 

família Rho de GTPases (RhoA, Cdc42 e Rac). As proteínas CCM, que regulam 

estritamente a manutenção da barreira endotelial, polaridade celular e contratilidade 

citoesquelética (Riolo et al., 2021), modulam a sinalização dependente de RhoA, uma 

das cascatas de sinalização mais bem caracterizadas no controle da permeabilidade 

endotelial. A permeabilidade vascular e a formação de fibras de estresse são 

aumentadas em casos de silenciamento do gene CCM (Stockton et al., 2010 ; Corr et 

al., 2012 ; Shenkar et al., 2015). 

RhoA e seu efetor ROCK estão envolvidos na remodelação do citoesqueleto de 

actina e na integridade juncional, a fim de permitir que as células endoteliais migrem 

adequadamente quando estimuladas. As proteínas CCM são essenciais para inibir o 

acúmulo de RhoA e prevenir a hiperatividade da Rho quinase (ROCK) e a consequente 

disfunção da barreira endotelial, pois a expressão diminuída de qualquer uma das 

proteínas CCM, leva ao aumento da atividade RhoA e ROCK, que por sua vez aumenta 

a fosforilação da cadeia leve reguladora da miosina (MLC), causando a contração da 

actinomiosina que afeta a migração celular e a integridade da junção intercelular (Wei 

et al., 2020).  

Além da sinalização no eixo RhoA-ROCK, processos celulares adicionais têm 

sido descritos como alvos para proteínas CCM, na regulação da barreira endotelial. O 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) não só promove o crescimento 

endotelial, mas também aumenta a permeabilidade endotelial (Lange et al., 2016). Foi 
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demonstrado que a perda de KRIT1 e PDCD10, mas não de CCM2, aumenta a 

produção de VEGF nas células endoteliais, e o VEGF, por sua vez, atua no VEGFR2 

para aumentar a permeabilidade endotelial (DiStefano et al., 2014). No entanto, a 

evidência existente também sugere que o PDCD10 é necessário para a sinalização 

VEGFR2 adequada (He et al., 2010), indicando que a relação entre as proteínas CCM 

e a sinalização induzida pelo VEGF pode ser complexa.  

PDCD10/CCM3 pode ser definido como uma proteína multifuncional, porque 

regula uma variedade de funções celulares separadamente de CCM1 e CCM2. Seus 

papéis únicos podem ser a razão pela qual, uma vez mutado, o CCM3 dá origem a 

uma forma mais agressiva de CCM. Estudos recentes destacaram que PDCD10 

desempenha papéis duplos em ambas as extremidades do eixo da doença CCM 

intestino-cérebro. Estudos da doença CCM familiar mostraram que a perda, na 

linhagem germinativa, de KRIT1 ou CCM2 resulta em um curso semelhante da doença, 

com a doença sintomática surgindo com mais frequência na meia-idade. Em contraste, 

descobriu-se que a doença CCM familiar, devido à perda germinativa de um alelo 

PDCD10, resulta em doença mais precoce e mais grave, muitas vezes apresentando-

se como acidente vascular cerebral na infância (Shenkar et al., 2015).  

Uma vez que as três proteínas CCM contribuem igualmente para o complexo 

molecular CCM, a base para esta diferença na história natural da doença não é clara. 

A resposta para esse quebra-cabeça acaba sendo um papel duplo para PDCD10 na 

doença CCM. Estudos de deleção genética em camundongos demonstram que no 

endotélio cerebral o PDCD10 é necessário da mesma forma que KRIT1 ou CCM2, ou 

seja, como um componente necessário do complexo CCM (Tan et al., 2019). No 

epitélio intestinal, no entanto, o PDCD10 é necessário para a secreção de muco pelas 

células caliciformes, uma parte crítica da barreira intestinal que separa os bilhões de 

bactérias da parede intestinal e da vasculatura. Essa função não é compartilhada com 

KRIT1 e CCM2, e provavelmente é mediada pela participação de PDCD10 no 

complexo STRIPAK, que não contém essas proteínas (Tang et al., 2019). A perda 

germinal de um alelo PDCD10 reduz a barreira intestinal, permitindo assim a 

translocação de LPS derivado de GNB para o sangue e acelerando o crescimento de 

lesões CCM no cérebro que se formam após a perda de PDCD10 em células 

endoteliais cerebrais. Essas descobertas destacam a importância do eixo intestino-
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cérebro para a doença CCM e a barreira intestinal na prevenção da formação de CCM 

ao longo da vida de um indivíduo (Snellings et al., 2021). 

 

 

 

 

Modelos experimentais para estudos do cavernoma cerebral 
 

Os estudos sobre os cavernomas cerebrais têm sido conduzidos com modelos 

de células geneticamente modificadas, produzidos principalmente a partir de 

silenciamento por RNA de interferência ou geração de linhagens nocaute pela 

tecnologia de CRISP/Cas9. (Wang et al., 2021), de maneira a obter células que 

mimetizem o fenótipo cavernomatoso. Células endoteliais silenciadas para a expressão 

das proteínas CCM são bastante utilizadas e têm permitido a elucidação de 

mecanismos importantes para a compreensão da patologia. Esse tipo de modelo 

possibilita o estudo das respostas geradas nas células pelo silenciamento, como 

alterações na migração, angiogênese, permeabilidade vascular e tubulogênese 

(Whitehead et al. 2009; Borikova et al., 2010; Stockton et al., 2010).  

De forma geral, o desenvolvimento da estratégia de silenciamento por RNA de 

interferência constitui uma ferramenta poderosa bastante utilizada em estudos de 

identificação e função gênica (Hunter, 1999; Barbosa e Lin, 2004; Liu et al., 2009). 

Pesquisas com doenças hereditárias de caráter dominante, principalmente com 

doenças neurodegenerativas (Pelletier et al., 2006; Denovan-Wright e Davidson, 2006), 

apontavam a estratégia RNA de interferência (RNAi) como uma possibilidade de 

aplicação clínica direta, isto é, como um agente terapêutico. Além disso, estudos com 

RNAi também podem auxiliar na associação de doenças com agentes terapêuticos já 

existentes (Martin e Caplen, 2007;  Paganin-Gioanni, 2019). A transfecção pelo método 

de eletroporação tem sido um dos procedimento mais utilizados para fazer as 

construções de silenciamento atravessarem as barreiras existentes para chegar ao 

interior da célula (Potter e Heller, 2017). Estudar as funções endógenas, através do 

uso de células silenciadas para a expressão de proteínas CCM por pequenos RNAs de 
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interferência (siRNA) revelou alguns processos celulares e vias de sinalização que 

contribuem para a patogênese da CCM (Stockton et al., 2010 ; Wang et al., 2021). 

A identificação das proteínas CCM impulsionou o campo não apenas ao revelar 

processos celulares e vias de sinalização subjacentes à patogênese dos cavernomas 

cerebrais, mas também ao facilitar o desenvolvimento de modelos animais para 

estudar a função das proteínas CCM. Os modelos animais de CCM variam de vários 

modelos murinos a modelos de peixe-zebra, com cada modelo fornecendo 

informações únicas sobre o desenvolvimento e a progressão das lesões de CCM. Além 

disso, esses modelos animais servem como modelos pré-clínicos para estudar as 

opções terapêuticas para o tratamento da CCM (Phillips et al., 2022). 

Em modelos animais, o nocaute global das proteínas CCM resulta em letalidade 

embrionária devido à falha na angiogênese (Boulday et al., 2009; Cunningham et al., 

2011 ; Chan et al., 2011). Embora esses modelos não sejam viáveis para estudar a 

patogênese da CCM, eles se mostraram úteis para elucidar os papéis das proteínas 

CCM no desenvolvimento. Um outro tipo de modelo animal desenvolvido são os 

modelos CCM sensibilizados, que foram desenvolvidos devido ao padrão de herança 

autossômica dominante de malformação cavernosa cerebral familiar (fCCM). 

Camundongos heterozigotos para proteínas CCM desenvolvem lesões CCM, 

particularmente camundongos Ccm3+/−; no entanto, a penetrância é baixa (Plummer 

et al., 2006). Para aumentar a penetrância, modelos de CCM sensibilizados foram 

gerados através do cruzamento de camundongos heterozigotos para uma das 

proteínas CCM com uma linhagem de camundongos geneticamente instáveis, como 

camundongos Trp53−/− ou Msh2−/− (McDonald et al., 2011). Seguindo o mecanismo 

proposto de two-hit, o aumento da instabilidade genética resulta na perda do alelo Ccm 

funcional restante (McDonald et al., 2011 ; Phillips et al., 2022). 

Cada modelo experimental fornece seu próprio conjunto de ressalvas. Uma 

tecnologia bastante utilizada também é a de recombinase Cre induzível por tamoxifeno 

(CreERT2), que foi aproveitada para gerar camundongos nocaute CCM induzíveis 

(Phillips CM. et al., 2022). O uso deste modelo particular de CCM para estudar a 

patogênese dos cavernomas resultou em uma compreensão abrangente das vias de 

sinalização celular, como MEKK3/KLF2/4 e PI3K/Akt/mTOR, que contribuem para a 

formação de lesões de CCM (Zhou et al., 2016 ; Ren et al., 2021). Além disso, o uso 



32 

de um único modelo murino CCM em laboratórios aumentou a reprodutibilidade dos 

resultados. Um estudo feito pelo grupo de Mark Ginsberg em 2017 (Lopez-Ramirez et 

al., 2017) utilizou um modelo de camundongos geneticamente modificados, os 

camundongos Krit1 nulos condicionais específicos para o endotélio, que foram 

gerados pela criação de camundongos transgênicos que expressam a recombinase 

Cre regulada por tamoxifeno. Nesse estudo, foi possível observar que a inativação 

aguda de Krit1 causa mudanças rápidas na expressão de genes envolvidos no 

desenvolvimento cardiovascular. O mais notável foi a supressão dramática de TSP1, 

um potente inibidor da angiogênese endógena; esta supressão também é observada 

na CCM humana e segue o aumento na expressão dos fatores de transcrição KLF2 e 

KLF4 (Lopez-Ramirez et al., 2017). 

Em resumo, esses modelos, especialmente aqueles que retratam a progressão 

da lesão in vivo, são úteis para desenvolver e testar terapêuticas para a estabilização 

das lesões cavernomatosas. Através da exploração dos pontos fortes de cada modelo 

experimental, deverá ser alcançada uma compreensão mais completa dos 

mecanismos moleculares que conduzem à formação e progressão dos cavernomas, 

permitindo o desenvolvimento de terapias mais eficazes (Phillips et al., 2022). 

 

 

 

Trombospondina-1 
 

As trombospondinas (TSPs) são glicoproteínas matricelulares ligantes de cálcio 

que formam uma família de 5 membros, composta de glicoproteínas com múltiplos 

domínios. As TSPs são sintetizadas, secretadas e incorporadas na matriz extracelular 

de uma variedade de células normais e transformadas de ambas as origens, epiteliais 

e mesenquimais (Adams e Lawler., 2011). Devido às suas interações com os 

receptores da superfície celular, fatores de crescimento, citocinas ou componentes de 

trombospondinas da MEC podem influenciar muitos processos complexos específicos 

de tecidos. A característica que a TSP-1 tem como proteína matricelular-ícone é a sua 

habilidade tanto de inibir quanto de estimular a angiogênese através de interações 

com seus múltiplos domínios funcionais, sendo envolvida em numerosas atividades 
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biológicas tais como adesão, migração, proliferação e angiogênese (Lawler e Lawler, 

2012). Evolutivamente, as trombospondinas são proteínas conservadas com mais de 

95% de homologia entre proteínas murinas e humanas (Masli  et al., 2014). A TSP-1 

foi primeiro membro identificado, como um produto de secreção dos grânulos-α de 

plaquetas ativadas pela trombina (Baezinger., 1971). Esta glicoproteína é um 

homotrímero de 450kDa, formada por uma cadeia de 150kDa, contendo os seguintes 

domínios estruturais: (i) um domínio globular N-terminal, que contém motivos-

consenso básicos de ligação à heparina (Heparin-Binding Domain, ou HBD); (ii) uma 

sequência de motivos repetidos de três tipos diferentes, as de tipo 1 (TSRs ou 3TSRs) 

com homologia a properdina, tipo 2 ou de homologia ao EGF (EGF-like) e tipo 3 ou 

domínios de ligação ao Ca2+, muito conservado em todas as TSPs; e (iii) um domínio 

globular C-terminal (domínio de “assinatura” da família, o mais conservado entre as 

espécies) (Figura 7).  

A trombospondina-1 (TSP-1) se liga a ligantes da matriz extracelular, incluindo 

fibrinogênio, fibronectina, alguns colágenos, TGFβ1 latente e ativo (fator de 

crescimento beta-1 transformador), TNFAIP6 (TSG6), heparina, plasmina, CTSG 

(catepsina G), ELANE (elastase de neutrófilos), alguns MMPs, inibidor da via do fator 

tecidual e proteoglicanos de sulfato de heparano (Resovi et al., 2014).  

 

Figura 7: Estrutura da trompospondina 1 (TSP-1) 

 

 
 
Nota explicativa: Estrutura da trompospondina 1 (TSP-1). A TSP-1 é uma glicoproteína homotrimérica 
de 450kDa, formada por uma cadeia de 150kDa, contendo os seguintes domínios estruturais: um 
domínio globular N-terminal, uma sequência de motivos repetidos de três tipos diferentes, as de tipo 1 
(3TSRs) e um domínio globular C-terminal (domínio de “assinatura” da família). 

 
 

As TSPs são proteínas de elevado peso molecular e portadora de múltiplos 

domínios estruturais/funcionais, que interagem com uma ampla gama de outras 



34 

proteínas. Como tal, suas funções são dinâmicas e pleiotrópicas.  Sua capacidade de 

participar de uma extensa gama de processos fisiológicos e patológicos, incluindo 

sinaptogênese, angiogênese, apoptose, agregação plaquetária, resposta inflamatória 

e reparo de feridas, foi evidenciada pelas pesquisas das últimas três décadas (Wu et 

al., 2017).   

TSP-1 foi considerada o primeiro inibidor natural da angiogênese, em 

experimentos empregando um modelo de angiogênese da córnea em ratos (Good et 

al, 1990). A partir desses achados iniciais, a modulação da expressão da TSP-1 vem 

sendo considerada como uma importante estratégia anti-tumoral. Esta proteína inibe 

o crescimento de novos vasos sanguíneos por variados mecanismos solidamente 

comprovados: (a) a TSP-1 inibe a proliferação e migração de células endoteliais 

vasculares in vitro e inibe a neovascularização in vivo (Tolsma et al., 1993; Jimenez et 

al., 2000); (b) a indução da apoptose endotelial também foi caracterizada, 

principalmente relacionada à interação dos domínios TSR com o receptor CD36 na 

superfície das células endoteliais (Dawson et al, 1997); (c) os motivos TSR (via CD36, 

em cooperação com integrinas e tetraspaninas) levam também à desfosforilação de 

VEGFR2, por meio do recrutamento da fosfatase SHP1 (Primo et al, 2005; Zhang et al, 

2009); (d) a TSP-1 também foi implicada no bloqueio do eixo de sinalização do óxido 

nítrico (NO)-cGMP (ativado por VEGF), através de uma cooperação do receptor CD36 

com o CD47, porém envolvendo a região C-terminal da TSP-1(Gao et al., 1996). A 

interação do TSP-1 com o CD47 também inibe a angiogênese independentemente do 

NO, por interação direta deste receptor com o VEGFR2 (Kaur et al, 2010; Roberts et 

al, 2012); (e)  a TSP-1 modula a presença e ativação de fatores angiogênicos na matriz 

extracelular. A proteína se liga diretamente aos fatores angiogênicos VEGF e FGF-2 

(fator de crescimento de fibroblasto), seja impedindo sua associação com os 

receptores tirosina-quinase, seja  estimulando a internalização/degradação dos fatores 

presentes na matriz (Greenaway et al., 2007; Gupta et al., 1999; Margosio et al, 2008); 

(f) por fim, a TSP-1 controla a liberação de VEGF da matriz extracelular, ao inibir a 

atividade das metaloproteinases da matriz (Bein et al., 2000 ; Rodriguez-Manzaneque 

et al., 2001). (Figura 8). 
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Figura 8: Sinalização de TSP-1 

 
     

                       
Nota explicativa: TSP-1 liga-se a CD36 para ativar proteases semelhantes a caspase-3 e proteínas 
cinases ativadas por mitógeno p38, resultando em apoptose de células endoteliais vasculares. O TSP-
1 liga o CD47 para inibir a migração e a proliferação das células endoteliais vasculares, por meio da 
supressão das respostas das células vasculares estimuladas pelo óxido nítrico. TSP-1 se liga e 
sequestra o fator de crescimento de fibroblasto molecular pró-angiogênico 2 (FGF2). Ao suprimir a 
ativação das metaloproteinases da matriz (MMPs), a TSP-1 inibe a liberação do fator de crescimento 
endotelial vascular (VEGF) da matriz extracelular. Fonte: (Adaptado de Foulsham et al., 2019). 
 
  

No entanto, no contexto da angiogênese tumoral, estudos de diferentes tumores 

mostraram que uma elevada expressão de TSP-1 nem sempre é eficaz para frear a 

progressão do câncer, através de sua potente capacidade de inibir a angiogênese.  

Uma revisão sistemática apontou consistentemente que elevados níveis de TSP-1 nos 

cânceres de mama estão correlacionados com aumento da invasão e malignidade e a 

uma maior ocorrência de metástases (Zhao et al., 2018). Tuszynski e colaboradores 

(1987) foram os primeiros a descrever a importância da TSP-1 em carcinoma de 

mama: a injeção i.v. de TSP-1 em camundongos, previamente à inoculação de células 

tumorais, aumentou o número de metástases pulmonares. Este resultado foi 

relacionado à habilidade da TSP-1 promover a adesão de células tumorais à parede 

dos vasos, observação corroborada pelo estudo de Incardona e colegas (1995), no 

qual observamos que a TSP-1 promove a interação célula-célula entre células tumorais 

de mama organizadas em esferóides, bem como estimula a interação desses 

agregados com o endotélio, sugerindo que esta molécula possa estar envolvida nos 

efeitos pró-metastáticos apontados para a TSP-1 in vivo. Yee e colegas (2009) 



36 

demonstraram que tumores gerados espontaneamente na mama de camundongos KO 

para TSP-1, apesar de menos vascularizados, são mais metastáticos. Ainda, em 

amostras clínicas, a expressão de TSP-1 no estroma de carcinomas ductais se 

correlacionou positivamente com uma maior invasão e maior densidade microvascular 

(Bertin et al., 1997).  

O cenário se tornou ainda mais complexo pelo fato da TSP-1 também ser capaz 

de estimular a angiogênese, por ação de seu domínio N-terminal, quando separado da 

molécula intacta. As propriedades pró-angiogênicas do domínio de ligação à heparina 

N-terminal da TSP-1 (NTSP-1), foram descritas independentemente por diferentes 

grupos (Taraboletti et al, 2000; Chandrasekaran et al, 2000; Ferrari-do-Outeiro et al, 

2002), com a identificação de diferentes mecanismos de ação em cada caso. Verificou-

se que um NTSP-1 de 25 kDa induz a angiogênese estimulando a invasão endotelial, 

através do aumento da atividade de MMP2 e MMP9 (Taraboletti et al, 2000). 

Juntamente com dois outros membros da subfamília da integrina 1 (41 em células 

venosas e 61 em células microvasculares), a integrina 31 foi implicada no 

reconhecimento de NTSP-1, ou de motivos peptídicos derivados deste região (Calzada 

& Roberts, 2005). Essas interações promoveram respostas pró-angiogênicas em 

células endoteliais, tanto in vitro quanto in vivo (Chandrasekaran et al, 2000). Nosso 

grupo demonstrou que este domínio compete com a fibronectina pela ligação ao 

proteoglicano de heparan-sulfato sindecan-4, expresso na membrana plasmática, 

levando ao relaxamento da adesão celular e ao aumento da tubulogênese (Ferrari do 

Outeiro et al., 2002; Nunes et al. 2008; Dias et al, 2012). 

Embora no contexto da molécula intacta a atividade pró-angiogênica da TSP-1 

seja eclipsada pela atividade dos domínios anti-angiogênicos, é possível que a 

clivagem proteolítica de TSP-1 possa gerar este domínio nos tecidos (Iruela-Arispe., 

2008). Deve ser ressaltado que diversas proteases cruciais para o processo 

angiogênico tumoral e inflamatório - plasmina, trombina e catepsinas, dentre as mais 

importantes – geram rapidamente fragmentos N-terminais da TSP-1 biologicamente 

ativos (Carminati et al., 2023), tornando factível a hipótese de que tais fragmentos N-

terminais se acumulem no microambiente tumoral e em outros sítios inflamatórios 

patológicos, possivelmente exercendo ali efeitos clinicamente relevantes. 
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O grupo de Iruela-Arispe (2006) demostrou a presença de fragmentos do 

domínio NTSP-1 clivados por protease in vivo, analisando cortes histológicos de 

camundongos submetidos ao ensaio de cicatrização (Lee et al, 2006). Esse resultado 

foi associado à presença da protease ADAMTS1, visto que camundongos deficientes 

desta proteína (ADAMTS1-/-) não apresentaram marcação positiva para os 

fragmentos. A TSP-1 também é clivada por catepsinas, elastase leucocitária e plasmina 

(Iruela-Arispe et al., 2008). Enquanto a clivagem do TSP-1 pela elastase e plasmina 

resulta na degradação da proteína, a exposição à catepsina G resulta em um único 

corte localizado na região aminoterminal e liberando um fragmento de 

aproximadamente 28kDa que inclui o domínio de ligação à heparina e um fragmento 

maior (165kDa) da região carboxi-terminal (Chen et al., 2018). 

Recentemente, foi observado que células endoteliais cavernomatosas 

vinculadas a mutações em CCM1 apresentam expressão reduzida de TSP-1 (Lopez-

Ramirez et al., 2017). O fenótipo cavernomatoso in vitro foi atenuado pela exposição 

das células à TSP-1 (molécula íntegra) ou a formas sintéticas das repetições tipo I 

(TSRs) anti-angiogênicos, adicionados de maneira exógena. As mutações CCM1 

também causaram hiperativação da sinalização dependente de VEGF (característica 

dos cavernomas), que também foi inibida por TSP-1 ou por TSRs.  

O domínio NTSP-1 exerce atividades antagônicas aos motivos TSRs anti-

angiogênicos e, conforme citado, pode ser gerado por proteases prevalentes em 

ambientes inflamatórios, como das lesões de cavernoma (Goitre et al., 2010). Assim, 

considerando que o domínio 3TSR (ou seja, com três repetições, como na molécula 

intacta) corrige o fenótipo cavernomatoso, levantamos a hipótese de que a liberação 

por proteólise do domínio NTSP-1 (pró-angiogênico), em decorrência da possível ação 

de proteases, possa contribuir de forma antagônica aos 3TSR, para o estabelecimento 

do fenótipo endotelial cavernomatoso.  
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Objetivo Geral 
        Investigar o possível papel da TSP-1 e de seu domínio N-terminal pró-

angiogênico (ou de peptídeos dele derivados) no fenótipo endotelial cavernomatoso 

baseado no silenciamento da proteína CCM3. 

 

 
Objetivos específicos 
 

a) Padronizar e caracterizar funcionalmente o modelo endotelial silenciado 

para expressão da proteína CCM3 quanto à expressão de proteínas 

adesivas, proliferação celular e diferenciação endotelial; 

b) Estudar a expressão de TSP-1 nas células endoteliais silenciadas 

c) Investigar a proteólise da TSP-1 em células CCM3(-), com ênfase na 

prospecção de fragmentos N-terminais, ao longo do período de 

silenciamento genético (24 a 96 horas pós-transfecção). 

 
 

O domínio NTSP-1 exerce atividades antagônicas aos motivos TSRs anti-

angiogênicos e, conforme citado, pode ser gerado por proteases prevalentes em 

ambientes inflamatórios, como das lesões de cavernoma (Goitre et al., 2010). 
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