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ABSTRACT

The angiogenic process is related with the implantation, growth and development of tumcrs. One of the most
important and specific angiogenic factors is the vascular endothelial growth factor (VEGF), also known as the
vascular permeability factor. This molecule was first described in the late 80’s and #!.e investigations about its role in
multiple processes have increased in the last years. The present review offers an overview on current knowledge
about VEGF and its receptors, including a brief description of the signals that induce VEGF transcription and those
generated by VEGF-receptor binding. The use of the elements involved in the signal transduction pathways as
targets for anti-cancer therapies, are also summarized.
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RESUMEN

El proceso angiogénico se encuentra estrechamente relacionado con la implantacién, el crecimiento y el desarrollo
de tumores. Uno de los factores angiogénicos de mayor importancia, dada su especificidad, es el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), también conocido como factor de permeabilidad vascular. Esta molécula se describié
por primera vez a finales de la década de 1980, y la investigacién acerca de ella se ha incrementado en los Gltimos
anos. El presente trabajo pasa revista al conocimiento actual acerca del VEGF y sus receptores, e incluye una breve
descripcion de las senales que inducen la transcripcién del VEGF y de aquellas que son generadas por la unién del
VEGF a sus receptores. También, se resumen los componentes de las vias de transduccién de sefales que se han
explorado in vitro e in vivo como un blanco para las terapias antitumorales.
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Introduccién

El sistema vascular es esencial para el suministro de
oxigeno y nutrientes, la eliminacion de los desechos
del metabolismo. y es el medio que facilita el acceso
de los leucocitos a los tejidos de todo el organismo.
l.os rudimentos de este sistema se forman durante la
embriogénesis al diferenciarse los angioblastos a cé-
lulas endoteliales (vasculogénesis). El crecimiento
posterior-de los vasos sanguineos ocurre por prolife-
racion de las células del endotelio vascular, ya forma-
das en respuesta a factores secretados por los tejidos
aledafios (angiogénesis) [1].

La angiogénesis es un proceso esencial en diver-
sos eventos fisiolégicos como el desarrollo y
remodelacién de 6rganos en la etapa fetal, la repara-
cién de dafios y la regeneracion de tejidos [2]. Cuan-
do el crecimiento de los vasos es descontrolado. la
angiogénesis se hace patologica y favorece la progre-
sion de enfermedades neoplasicas y no neoplasicas.
Entre las no neoplésicas se destacan la artritis, donde
los nuevos capilares invaden el cartilago y lo destru-
yen. el sindrome de ceguera asociado a la diabetes y
la neovascularizacion ocular, en las cuales los capila-
res ocupan el humor vitreo y ocasionan pérdida de la
vision [3].

En el caso de las afecciones neoplésicas se desta-
can los tumores sélidos. Se plantea que estos tumo-
res no alcanzan una talla mayor de 2-3 mm* hasta
que no se vascularizan. Durante |a etapa prevascular
las células de tumores y micrometastasis se replican
tan rapido como aquellas de los tumores en expan-
si6n, ya vascularizados, pero sin el crecimiento de
nuevos vasos, se establece un equilibrio entre la ve-
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locidad de proliferacién y muerte que limita el cre-
cimiento del tumor. Sélo al ocurrir un cambio en el
fenotipo angiogénico en las células tumorales, es
posible alterar el balance de factores angiogénicos y
antiangiogénicos, con lo que comienza la vasculari-
zacion del tumor y su crecimiento [4, 5]. A la rela-
cién entre el evento angiogénico y el crecimiento,
desarrollo e incluso implantacién del tumor, se le ha
prestado gran atencién en los Gltimos tiempos, so-
bre todo desde el punto de vista de las posibilidades
terapéuticas de un tratamiento antiangiogénico en la
lucha contra el cancer [6-10].

En vista de lo anterior se han dedicado grandes es-
fuerzos en las ultimas dos décadas al estudio de todos
los factores que pudieran influir, de una forma u otra,
sobre el control del proceso angiogénico.

Antecedentes

Las primeras proteinas angiogénicas se identificaron
y purificaron en la década de 1980 e incluyen, entre
otros, los factores de proliferacion y transformacion
ay B (TGF-a y TGF-P), el factor de necrosis tumoral
(TNF), la angiogenina y la prostaglandina E2 [11].
Sin embargo, estos agentes presentan poco o ningin
efecto mitogénico sobre las células del endotelio
vascular. Por lo tanto, se piensa que ejercen su accién
angiogénica a través de la modulacién de inductores
directos que podrian derivarse tanto de macréfagos,
como de la membrana basal [2]. En esta misma épo-
ca, se describieron otros factores angiogénicos perte-
necientes a la familia de los factores de crecimiento
de fibroblastos (FGF) que, a diferencia de los ante-
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riores. si resultan mitogénicos para el endotelio
vascular. pero no son especificos para éste. Los FGF
inducen. ademas. la proliferacion de un gran nimero
de tipos celulares. lo que se piensa que promueva la
angiogénesis como parte del crecimiento coordinado
de los tejidos v de su reparacion [12. 13]. Con esto
tltimo. ¢l hecho de que los FGF no poseen el péptido
senal requerido para el transporte extracelular por la
via clasica de secrecion. hace pensar que estos facto-
res. aunque pueden ser importantes, no son los me-
diadores principales de la angiogénesis, pues existen
multiples evidencias experimentales de que este pro-
ceso requiere la liberacion de factores difusibles
jid. 15

I-n 1989, se describio el primer factor de crecimien-
1o especilico para el endotelio vascular, que es secretado
al medio por la via clasica. Se le denomind factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) o factor de
permeabilidad vascular (VPF), debido al ensayo que
se uso en cada caso para monitorear la actividad biolo-
gica de las moléculas [2. 16, 17].

El VEGF se describio inicialmente como una pro-
teina secretada por células tumorales. que genera un
¢lecto de hiperpermeabilidad (con una potencia
50 000 veees mayor que la de la histamina) a macro-
moléculas circulantes en microvasos. vénulas postca-
pilares primarias y pequenas venas [8]. Por otra par-
te. ¢l VEGF se ha demostrado que altera el patrén de
expresion génica en las células endoteliales e induce
laangiogénesis in vivo [18. 19]. Se ha observado. ade-
mas. que el ARN mensajero (ARNm) del VEGF se
expresa en tejidos normales. fundamentalmente en
aquellos para los que es de vital importancia el inter-
cambio continuo con la sangre. Por ejemplo. se de-
mostré que. mientras la expresion de VEGF es esen-
cial en el higado y el pancreas. en el tejido cerebral
adulto ¢ésta se hace practicamente nula [20]. A dife-
rencia del estado adulto. donde la proliferacion de
vusos esta altamente restringida a zonas como el cuer-
po liteo. en el embrién en desarrollo este es un pro-
ceso comin y vital relacionado temporal y espacial-
mente con la expresion del VEGF [21].

La adicion del VEGF a células endoteliales en cul-
tivo. provoca la acumulacion de iones calcio en el
citosol. cambios de forma. division celular y migra-
cion. todos eventos necesarios, ya sea para el aumen-
to de la permeabilidad vascular o para el proceso
angiogénico. Ademds. el VEGF también puede ac-
tuar como un factor de supervivencia para aquellas
células que expresen los receptores para €l, ya sean
células endoteliales o tumorales.

El ARNm del VEGF ha sido detectado en un gran
nimero de lineas celulares tumorales tanto humanas
como murinas, al igual que en tumores primarios,
localizandose. en estos Gltimos. en la zona que rodea
¢l drea necrotica [ 14. 22. 23]. Existen numerosas evi-
dencias que correlacionan la expresion del VEGF con
¢l grado de malignidad de los tumores. En los
glioblastomas. la expresion del VEGF es mucho ma-
vor que en los gliomas de bajo grado [20]. y en las
neoplasias cervicales se observa una situacion simi-
lar [24]. Actualmente. el VEGF se considera uno de
los factores angiogénicos mas importantes implica-
dos en el desarrollo tumoral, de ahi que constituya un
foco de atencion para la terapia del cancer [8].

Caracterizacién estructural del VEGF

El VEGF es una molécula termoestable, resistente
en medio 4cido, pero labil al tratamiento con agen-
tes reductores [15], que es secretada como un ho-
modimero (su forma activa) de peso molecular entre
34 y 46 kDa. Esta proteina pertenece a la familia del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF). con el que comparte una homologia en su
secuencia de aminodcidos (aa) de 20% aproximada-
mente. relacionandose mas ain (53% de homologia)
con el factor de crecimiento de la placenta (PIGF).
Es de importancia la conservacion en las tres mo-
léculas de ocho residuos de cisteina esenciales para
el establecimiento de la estructura terciaria de la pro-
teina y para su interaccion con los receptores de mem-
branay solubles [11, 16]. Recientemente, esta fami-
lia ha sido ampliada luego del aislamiento de dos
nuevos factores de crecimiento con estructuras
homologas al VEGF. designados VEGF-B y VEGF-C
[25-27].

Al igual que el PDGF y otros factores de creci-
miento, el VEGF también es una glicoproteina. La N-
glicosilacion ocurre en el residuo Asn73 y resulta esen-
cial para mantener la estabilidad de la proteina y
garantizar su secrecion eficiente, pero no tiene influen-
cia sobre la actividad bioldgica [28].

Para el VEGF se han descrito cuatro isoformas fun-
damentales que comparten entre si una zona comin
en el extremo amino. diferenciandose en el extremo
carboxilo. Es en el extremo amino donde se localizan
los determinantes de unién para los receptores. de ma-
nera que en ¢lla recae la actividad biologica de este
factor de crecimiento. No obstante. hacia el extremo
carboxilo. en dependencia de la isoforma, se encuen-
tran o no residuos capaces de modular la interaccion
con los receptores.

En un modelo tridimensional del dimero de VEGF
(dominio N-terminal: 1-110). basado en la estructura
cristalografica del dimero de PDGFb. se observa que
la cadena polipeptidica de cada monémero se encuen-
tra compactada en dos pares de cadenas antiparalelas
en conformacion de hoja B plegada: seis de las cisteinas
conservadas forman tres puentes disulfuro intracate-
narios, mientras que las dos restantes son responsables
de la unién covalente que permite la formacion de la
estructura homodimérica [29].

Una vez formado el homodimero, la molécula adop-
ta una conformacion elongada que expone tres lazos
hacia la superficie agrupados hacia los extremos de la
molécula. Por mutagénesis dirigida se ha identifica-
do una zona de carga positiva en uno de los lazos
expuestos (lazo II1), que media la union al receptor
KDR/FIk-1 y que incluye los aminodcidos Arg82,
Lis84 e His86. mientras que los residuos Asp63. Glu64
y Glu67. que conforman una zona de carga negativa
(lazo II). resultaron ser esenciales para la union al re-
ceptor Flt-1. En el monomero. estas zonas cargadas
se encuentran alejadas entre si, pero al producirse la
dimerizaci6n se acercan espacialmente, lo que con-
duce a la aparicion de sitios de union para los recep-
tores en ambos extremos de la molécula. Este ltimo
dato concuerda con la bivalencia de los factores que
se agrupan en esta familia y ademas sugiere un posi-
ble mecanismo para la dimerizacion de los recepto-
res, inducida por ligando [29] (Figura 1).
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La composicion del extremo carboxilo depende de
la variante de corte y empalme del VEGF que se trate.
Hasta ahora, se han descrito cuatro isoformas del
VEGF resultantes del procesamiento alternativo del
ARN nuclear heterogéneo (ARNnh), las cuales con-
tienen 121, 165, 189, y 206 aa. Existen algunas evi-
dencias de la existencia de una quinta variante que
codificaria para una isoforma de 145 aa, pero esta es-
pecie no se ha identificado atn [30].

Las isoformas del VEGF se diferencian significa-
tivamente en su capacidad de unién a la heparina y
heparan sulfatos los cuales parecen jugar el papel de
~chaperonas”, protegiendo al factor de crecimiento
ante las condiciones oxidantes generadas en proce-
sos inflamatorios y heridas donde la accién del VEGF
es esencial. Esta proteina es codificada por un solo
gen que comprende ocho exones, el primero de los
cuales, al igual que en un gran nimero de proteinas
secretadas, codifica practicamente en su totalidad
para la secuencia del péptido sefial que viabiliza la
secrecion por la via clasica. Todas las isoformas com-
parten extremo amino. que es codificado por los
exones del 2 al 5, y ademas, los seis aminoacidos
del extremo carboxilo codificados por el exén 8. Las
diferencias antes mencionadas en cuanto a la capa-
cidad de union. dependen de la incorporacion de los
segmentos codificados por los exones 6, 7 y 8 (Fi-
gura 2).

La variante de 121 aa es codificada por los exones
del 2 al 5 y el 8, mientras que la de 165 aa, presenta
una secuencia polipeptidica cationica adicional codi-
ficada por el exén 7, que le confiere la habilidad de
unirse a la heparina y a los proteoglicanos de heparan
sulfato. Este péptido de 44 aa posee nueve residuos
aminoacidicos cargados positivamente (Lis, Arg), pero
su estructura no concuerda con los sitios de unién a
heparina descritos en la literatura. Al analizar la fun-

Figura 1. Epitopes del VEGF pora la unién a sus receptores. Se
describen dos sitios diferenciales para la unién a KDR [sitio A)
y a Flt-1 (sitio B). El sitio A estd compuesto por los residuos
basicos presentes en la region 82-86, mientras que el sitio B
esta constituido por los residuos dcidos de la region 63-67.
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Figura 2. Composicién de las variantes de corte y empalme del VEGF. Los péptidos codificados por los
exones del gen humano del VEGF se muestran en rectangulos (no estan a escala). El nimero de
aminodcidos para los que cadifica cada uno de los exones se muestra al final. La secuencia amincacidica
representada corresponde a la denominada sefal de unién a la matriz y presenta un total de 12 aa
con carga positiva.

cionabilidad del mondmero de VEGF ¢, se ha obser-
vado que éste no presenta gran afinidad por la heparina
comparado con el homodimero, lo cual indica que la
presencia de las dos zonas de carga positiva es lo que
parece conferir a esta molécula dicha facultad.

La isoforma de 189 aa posee 24 aa mas, codifica-
dos por la porcién a del exén 6. dentro de los cuales
se ha localizado una zona con una alta densidad de
carga positiva (12 residuos basicos) cuya conforma-
cion concuerda con la estructura esperada para un
dominio de unién a heparina, de manera que el
VEGF s posee dos de estos sitios. La variante de 206
aa, que se encuentra con muy poca frecuencia y solo
se ha identificado en una biblioteca de ADNc de hi-
gado humano, se diferencia del VEGF 9 por la pre-
sencia de 17 aa més codificados por la porcién b del
exdn 6, presentando las mismas caracteristicas en lo
que a unién a heparina se refiere. La presencia, tanto
en el VEGF g, como en el VEGFu. del segmento
polipeptidico codificado por el exén 6a, también de-
nominado sefial de unién a la matriz. condiciona la
alta afinidad de estas moléculas por los polianiones
endogenos y, por lo tanto, la permanencia de éstas
asociadas a la matriz extracelular, mientras que el
VEGF s y el VEGF )3, son secretados en forma solu-
ble [11, 17, 21] (Figura 2).

El hecho de que las isoformas mayores (VEGF g0y
VEGF30s) permanezcan asociadas a la membrana, ha
conducido a la especulacion de que los mismos jue-
gan un papel en las interacciones celulares o en la
transduccion de la seial, lo cual se ha corroborado en
parte por el hecho de que la isoforma de 189 aa apa-
rece sobrerregulada en cultivos confluentes [22].

Generalmente, se ha aceptado que el VEGF ¢ses la
isoforma mas abundante [31], pero en un estudio re-
ciente sobre los niveles de expresion de varias espe-
cies de ARNm del VEGF en organos de rata. se ha
demostrado que la prevalencia de una isoforma u otra
depende del tipo celular y del tejido, encontrandose,
por ejemplo, que en corazén y pulmon la isoforma
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predominante es el VEGF 4 [30]. mientras que en la
placenta, el VEGF |y, es mayoritario [28].

Las diferentes isoformas del VEGF también pueden
ser procesadas por mecanismos postraduccionales. de
manera que se obtienen otras isoformas también
activas como ocurre en el caso de la fragmentacion
por plasmina del VEGF s y el VEGF 5. Con ello. se
obtiene una variante de 110 aa con actividad similara
la del VEGF )3, y otro fragmento con afinidad por la
heparina [21].

De lo anterior puede concluirse que los procesos
de corte y empalme alternativos y/o la protedlisis li-
mitada modulan la unioén del VEGF a los proteoglica-
nos de la matriz extracelular, controlando de esta for-
ma la difusiéon desde los sitios de sintesis y
determinando la extension del almacenamiento local.
Por otra parte, estos eventos generan una heteroge-
neidad estructural y funcional que parece explicar la
variedad de respuestas bioldgicas y también el
gradiente decreciente de respuesta que se genera des-
de el foco angiogénico hasta la periferia: ello aporta
direccionalidad al proceso.

Receptores para el VEGF

Se conocen dos receptores de alta afinidad para el
VEGF/VPF, que se denominan KDR/FIk-1 (receptor
con dominio inserto-quinasa/quinasa de higado fetal:
homologo murino) y Flt-1 (quinasa de tirosina del tipo
fms). Estas moléculas pertenecen a los receptores de
clase 111 del tipo quinasa de tirosina. Ambos contie-
nen un solo dominio transmembranoso, siete domi-
nios extracelulares del tipo inmunoglobulina y una
region intracelular que contiene un dominio quinasa
de tirosina truncado por una zona larga denominada
inserto quinasa (60-70 aa) rica en residuos de tirosina
fosforilables [32]. Ademds de estos dos receptores
localizados a nivel de membrana, también se ha des-
crito una alternativa de corte y empalme del Flt-1,
denominada sFlt-1, que carece del dominio carboxilo
terminal y. por lo tanto, aparece soluble. de manera
que al conservar sus propiedades de unién al VEGF
es capaz de bloquear los efectos del mismo [11. 33].

Las secuencias aminoacidicas de los receptores
KDR/Flk-1y Flt-1 comparten una homologia de 45%.
pero, a pesar de ello, existen multiples evidencias que
apuntan hacia una divergencia funcional entre ellos.
Por ejemplo, utilizando mutantes del VEGF relativa-
mente selectivos para KDR o Flt-1, se ha observado
que los mutantes para unién a Flt-1 desarrollan una
actividad normal en cuanto a proliferacion se refiere,
lo cual concuerda con la falta de crecimiento en res-
puesta al PIGF que se une a Flt-1 y no a KDR [34].
En otros experimentos con células que expresan KDR
se ha constatado que ¢l VEGF induce cambios drasti-
cos en la morfologia celular. organizacion de la actina,
quimiotaxis y mitogenicidad. mientras que las célu-
las que expresan el receptor Flt-1 no desarrollan estas
respuestas [29]. Por otra parte. en ensayos con rato-
nes deficientes para cada uno de los receptores en par-
ticular, se detect6 que, aunque la eliminacion de cual-
quiera de las dos moléculas conduce a la muerte
intrauterina hacia los dias ocho a diez de gestacién,
se observa un patrén diterente de anomalias en el de-
sarrollo vascular en dependencia de qué receptor no
se exprese. En embriones murinos homocigoticos para

una mutacion en el gen KDR/Flk-1. se aprecia un de-
fecto en ¢l desarrollo de células endoteliales y hema-
topoyéticas. ya que no se observan vasos sanguineos
ni en el embrion ni en el saco vitelino y los progenito-
res hematopoyéticos se encuentran severamente re-
ducidos. En el caso de los embriones que carecen de
Flt-1. se observan células endoteliales en las regiones
extraembrionarias. pero el ensamblaje en canales
vasculares es totalmente anormal tanto en la micro-
vasculatura como en los grandes vasos [25. 35. 36].

Asi. de las evidencias anteriores puede inferirse que.
mientras el receptor KDR/Flk-1 es esencial para des-
encadenar una respuesta mitogénica, la senal via Flt-1
es laresponsable de la regulacion de las interacciones
de las células endoteliales entre si y con la matriz.
Ademas. el receptor Flt-1 resulta importante para las
interacciones del endotelio con otros tipos celulares
como los fagocitos mononucleares durante la respuesta
inflamatoria [37]. Un acercamiento desde el punto de
vista molecular indica que el receptor Flt-1 es menos
fosforilado o presenta un recambio mas rapido de
fosfotirosinas que el observado para KDR/Flk-1. lo
cual. en vista de la importancia de las fosfotirosinas
para la activacion de las cascadas citoplasmaticas de
transduccion de sefales. parece indicar que ésta pu-
diera ser la causa de la disparidad funcional entre es-
tos receptores [28].

Durante el desarrollo normal, los receptores del
VEGF parecen expresarse durante la vasculogénesis
y la diferenciacion vascular desde las primeras sema-
nas de vida del embrién, en los precursores de las
células endoteliales conocidos como hemangioblas-
tos, que se localizan en los islotes sanguineos. Ini-
cialmente, se pensd que la expresion de estos recep-
tores estaba restringida al endotelio vascular, tanto en
el embrion, como en ¢l adulto, durante la angiogéne-
sis normal y la patologica [38-41]. No obstante. se
han detectado receptores para el VEGF en células de-
rivadas de la capa muscular lisa del atero [42], en
lineas celulares derivadas de cancer de prostata. de
mama y en células de carcinoma ovarico [30. 35]. La
expresion conjunta del VEGF y sus receptores. unido
al hecho de que el VEGF es capaz de inhibir la via
apoptdtica al unirse a sus receptores, da una idea de
como el VEGF secretado por las células tumorales
puede resultar importante, no sélo para mantener la
vasculatura tumoral, sino también para garantizar la
supervivencia de las mismas por otras vias.

Recientemente, se ha demostrado que la expre-
sién de Flt-1 y KDR aumenta en las células endote-
liales asociadas al tumor durante la progresion del
mismo [43]. Debido al papel de las moléculas Flt-1
y KDR/Flk-1 como mediadoras de la accion del
VEGF sobre el proceso de la angiogénesis tumoral,
se ha planteado la posibilidad de que éstos sean in-
ducidos por el VEGF o, al igual que este tltimo, por
hipoxia [10, 44, 45].

Al igual que otros receptores para factores de cre-
cimiento. los del VEGF, al unir su ligando, se
dimerizan. Asi, se activan los dominios intracelula-
res que presentan actividad quinasa de tirosina y de
este modo se experimenta tanto autofosforilacion
como transfosforilacion de la subunidad adyacente.
De esta forma, se activa el dominio quinasa de
tirosina del receptor que puede fosforilar proteinas
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mediadoras de la transduccion de la seiial, ya sean
citosolicas o de membrana que presentan sitios SH2
para la unién al dominio de fosfotirosinas que se
forma en la zona del inserto quinasa del receptor.
Entre estas proteinas se encuentran la fosfatidilino-
sitol-3-quinasa (P13K). la fosfolipasa Cy (PLCy), las
quinasas MAP (MAPK), las proteinas adaptadoras
como She y Grb2, las proteinas Yes y Fyn, las pro-
teinas GAP (GTPasa activadora de la proteina Ras)
v NeK. De estas enzimas, la PI3K y la PLCy gene-
ran una serie de segundos mensajeros como el
trifosfato de inositol y el diacilglicerol, que condi-
cionan el aumento de la concentracion intracelular
de Ca’" y la activacion de la proteina quinasa C
(PKC), respectivamente, mientras que las proteinas
GAP y NcK pueden acoplar los receptores de la su-
perficie celular a otros mecanismos efectores
[18. 33]. Esto conduce, en conjunto, a la entrada de
la célula endotelial en la fase S del ciclo celular [1].
il aumento de la concentracion de calcio intracelu-
lar ocurre rapidamente luego de una inyeccion de
VEGF/VPF [18] y paralelo a ello. se observan otros
clectos entre los que se destaca el aumento de la
permeabilidad vascular debido a la apertura de las
uniones intracelulares y al cambio hacia el fenotipo
fenestrado que se observa en el endotelio de capila-
res v vénulas [46]. Recientemente, se ha postulado
quc ¢l aumento en la permeabilidad ocurre a expen-
sas del incremento de la actividad funcional del
organelo vesiculo-vacuolar (VVO), que ofrece una
via por la cual. tanto el plasma, como sus proteinas.
pucden salir de la circulacién para entrar en los teji-
dos [47]. Otras investigaciones en esta drea relacio-
nan las propiedades vasoactivas del VEGF con la
liberacion de 6xido nitrico o con la apertura de ca-
nales de potasio dependientes de ATP [44].

De manera general, el VEGF altera el patron de
activacion génica de las células endoteliales,
sobrerregulando los activadores del plasmindgeno y
de otras proteasas como la colagenasa y el factor
tisular [33]. No obstante. excepto los primeros pa-
sos de la senalizacion descritos anteriormente, se co-
noce muy poco acerca de las etapas intermedias que
conducen a la activacion de los genes ya menciona-
dos |48] (Figura 3).

Regulacion de la expresion del VEGF

En la altima década. ha aumentado el nimero de es-
tudios acerca de la regulacion de la expresion del
VEGF y esto se debe al gran nimero de trabajos que
han contribuido a esclarecer la estructura del gen y
en especial de sus regiones reguladoras, incluyendo
¢l analisis de las regiones flanqueantes 5" y 3°. El
gen del VEGF ha sido mapeado en el cromosoma 6.
en la posicion p21.3, por hibridacion in situ, lo cual
ha ayudado a esclarecer las bases genéticas de algu-
nos sindromes congénitos que mapeaban en la ban-
da 6p21.3 humana, como la hemocromatosis y el de-
fecto del septo atrial tipo 11 [36. 49].

El estudio de la secuencia promotora del gen del
VIEEGF revela la existencia de un sitio principal de
iniciacion de la transcripcion que se encuentra cer-
cano a cuatro sitios de union del factor transcrip-
cional Spl. con un alto contenido de GC. que, de-
bido a la ausencia de una secuencia TATA,

Fit-1
KDR/Flk-1

Activacién ) — ‘Ras
de c-Myc <+ (S@ _ / I I\ Sh Raf1
Activacién + @&B) (Sh?ﬁ rb2 A\
de proteinas G _pjUUéEh »‘\f MEK1/2
- =Y
Aumento de la C(Ca’ ) €= é‘fﬂ {
intracelular @;Ea - @ > MAPK

Interaccién con p53
(JNKK) (ERK)

Expresion de genes

Figura 3. Modelo de transduccién de la sefial por los receptores del VEGF despues de la dimerizacion
inducida por el ligando. La unién del VEGF a sus receptores (Flk-1 y Flt-1) conduce a la fosforilacién
del dominio inserto quinasa intracelular. Esto favorece la unién de proteinas sefalizadoras Src, GAP
PLCy, She, Nck), las cuales activan a su vez otras moléculas responsables de la transduccion de la
serial {c-myc, Grb2-Sos, Pak1) que contindan toda una cascada de senalizacion via Ras, Rafl, MEK1/2.
Esto 0ltimo favorece la activacién de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), que segun
sean de tipo JNKK o ERK propiciaran la fosforilacién y consecuente activacion de los factores trans-
cripcionales Jun y Fos, respectivamente. La activacién de la transcripcion a través de las proteinas Jun
y Fos, conduce a la expresién de un grupe de genes que estd sesgado por los demds moduladores de
la transcripcion que se activan y por el tipo de endatelio, condicionado a su vez por el tejido al que
este se encuentre asociado.

constituye uno de los principales elementos regu-
ladores de la iniciacion de la transcripcion. Ade-
mas, en la zona promotora se localizan multiples
sitios de union para activadores de la transcripcion
de los tipos AP1, AP2. NFI (factor nuclear 1), con-
juntamente con elementos de respuesta de tipo | a
IL-6 (unidn a NF-IL6) y elementos de respuesta a
hipoxia. A continuacion del sitio de iniciacion de
la transcripcion se localiza una zona que se
transcribe y. sin embargo. no se traduce (3'UTR).
la cual es excepcionalmente larga para este gen en
particular (1038 pb). En esta zona se localizan tam-
bién varios sitios de unién para factores transcrip-
cionales y se ha llegado a postular que estos ele-
mentos cooperan sinergisticamente con aquellos
ubicados en la zona promotora [17, 50] (Figura 4).

Laregion 5'UTR presenta un alto contenido de GC
(83%). lo cual parece ser de gran importancia para
mantener la estructura secundaria del ARNm, que ga-
rantiza una traduccion correcta, a diferencia de lo que
sucede con el PDGF donde la region 5"UTR inhibe el
proceso de rastreo ribosomal. Se ha sugerido, ade-
mas, que esta estructura puede servir como un sitio
interno de entrada de ribosomas (IRES), de manera
que en este caso se podria observar iniciacion interna
aparte de la que ocurre por la via convencional de-
pendiente de CAP [50].

Ademds de lo anterior. la existencia de un codén
ATG 185-187 nucledtidos antes del codon propuesto
para la iniciacion de la traduccion. marca otro punto
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Figura 4. Representacion de la regién del promotor y del 5'UTR del gen del VEGF humano. Se indican las regiones consenso para
la unién de factores transcripcionales, asi como otras regiones importantes para la regulacién de la transcripcién del gen. En esta
zona se han descrito ocho sitios de unién para el factor transcripcional Sp1 (-2138  -2133,-1277a -1272,-1133a-1128,-1118
a-1123,-1107a-1112,-1091 0 -1096, -513 a -518, -60 a -65), ademas de cuatro sitios de unién para factores tipo AP1 (-2930
0-2924,-2259 a -2265,-1528 a -1522, -614 a -620), dos para factores tipo AP2 (-1875 a -1868, -128 a -135), 2 para el factor
NF-IL-6 (-2313 a -2320, -786 a -804), y un sitio consenso para la unién del factor NF-1 (-1316 a -1314). También se senalan
los sitios de respuesta a hipoxia funcionales (-1829 a -1782) y no funcionales (-2856 a -2847, -1958 a -1949), la secuencia
TATA no funcional (-2465 a -2461), el activador (-1938 a-1838) y los sitios de inicio de la transcripcion (-1038) y la traduccién (0).

probable para la regulacion a nivel traduccional de la
expresion del VEGF [17]. El analisis de la secuencia
que codifica para el VEGF (14 pb) muestra homolo-
gia con la del PDGF, sobre todo en la zona que deter-
mina la estructura de la porcién amino terminal de la
proteina. incluyendo tanto la distribucion de ocho re-
siduos de cisteina, como la organizaciéon de los
intrones y exones que presentan las sefiales conven-
cionales de corte y empalme. Aunque no se ha descri-
10 un mecanismo preciso para regular la alternativa
de corte y empalme que se produce en cada momen-
t0. éste debe existir a algin nivel para garantizar los
niveles diferenciales de las isoformas encontradas en
diferentes tejidos [30. 51].

Por su parte. laregion 3'UTR posee cerca de 420 pb
v en ¢lla se destaca un sitio funcional para la union de
factores de respuesta a la hipoxia y que podria facili-
tar la estabilizacion del ARNm inmaduro en esas con-
diciones. La secuencia de poliadenilacion (AATAAA)
se localiza a 20 pb del sitio donde se afiade la cola de
poliA. la cual también resulta importante en la estabi-
lizacién del ARNnh [2, 16]. Esto. junto al corte y em-
palme diferencial. conforma la regulacién postrans-
cripeional a la que esté sometido este gen.

L.os elementos de unidn a factores transcripciona-
les que se localizan tanto en el promotor como en los
57y 3'UTR. unidos a la secuencia potenciadora des-
crita en la zona promotora (aproximadamente entre
los nucledtidos -1938 y -1838), son la base del con-
trol mas fuerte ejercido sobre este gen y que ocurre a
nivel transcripcional. El nimero de moléculas y con-
diciones inductoras es realmente grande. lo cual evi-
dencia la complejidad de la regulacién de la expre-
si0n de esta proteina (Tabla 1).

l.a mayor parte de las citocinas y factores de creci-
miento inducen el VEGF mediante la activacion de la

de induccion se desconoce por completo. En experi-
mentos recientes acerca de la induccién de esta pro-
teina en queratinocitos se observé que el factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF) también es ca-
paz de activar la transcripcién del gen, pero de una
forma mas rapida, ya que es independiente de la sin-
tesis proteica [53]. Esta altima observacion incluye
¢l VEGF en la creciente familia de los genes de res-
puesta primaria.

En general, el estudio de los oncogenes siempre
marcho alejado del de los factores angiogénicos, pero
la sobreexpresion o activacion de las oncoproteinas
Ras, Raf y Src en zonas tumorales donde se han ob-
servado aumentos en las concentraciones de VEGF,
ha dado base a la investigacion de la accion de estas
proteinas sobre la transcripcion del gen de este factor
de crecimiento. Por su parte, las oncoproteinas Ras,
Raf y Src forman parte de las vias normales de
transduccion de sefiales que derivan en la activacion
de c-fos/c-Jun, de ahi que sea posible la activacion de
la transcripcion del gen del VEGF via sitios AP1. De
esta forma se ha sefialado la activacion de Ras como
el mecanismo responsable del cambio hacia fenotipo
angiogénico en lesiones precancerosas, a través del
incremento de los niveles del VEGF [43, 59, 61, 62].
Se ha reportado, ademas, que las versiones virales de
estas oncoproteinas, por ejemplo, v-Src, son capaces
de inducir el factor de crecimiento por el mismo me-
canismo [63]. Recientemente, se ha descrito que la
oncoproteina E7 codificada por el genoma del virus
de papiloma humano. subtipo 16 (VPH-16), interactia
y transactiva el factor transcripcional c-Jun [70], de
ahi que sea probable que en la infeccién por este vi-
rus y en el establecimiento de transformaciones ma-

Tabla 1. Inductores del VEGF/VPF.

Citocinas IL-6(50), IL-1p [52, 53], TNF-a [50, 53, 54], IFN-§ [50]

transcripcion. Aunque, en general, se conocen los re-

TGF-a [55-57], TGF-B [52, 53, 58], KGF [53], EGF [53, 59|,
FGF-u [52], FGF-p [52], PDGF [14, 59, 60]

ceptores, se desconoce la via por la que éstos llegan a Factores de crecimiento

activar los factores transcripcionales que median sus

Oncogenes ras [43, 59, 61, 62], raf [43, 59, 62], src [61-63]

efectos en la mayoria de los casos. Por ejemplo, se

Mutantes de genes supresores p53 [64, 65], VHL [56]

conoce que la IL-1PB. el PDGF. el TGF-B y el EGF
[52, 55. 56. 58. 60] activan AP1, y que la activacion
de la transcripcion por TGF-o requiere de AP2 [57],

Hipoxia [6, 10, 38, 48, 50, 63|, confluencia [22], especies
reactivas del oxigeno [6, 66, 67|, agentes quelantes de hierro
[46], metales de transicion [56], CoCl, [50], CO [11]

Situaciones que afectan los sensores
de oxigeno

PKC [46, 59, 60, 64], TPA [17, 68], AMPc [68], Ca”*[68],
agentes despolarizantes de membrana [56]

Estradiol [6, 69], prostaglandinas E1 y E2 [11], suero [17, 53]

Proteinas de la cascada de activacion
y segundos mensajeros

Otros

mientras que la [L-6. al unirse a su receptor. media la
induccion de VEGF via NF-IL-6 [50]. Para otras

citocinas. como el IFN-P y el TNF-a. el mecanismo
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lignas mediadas por él, juegue un papel importante la
induccion de ciertos genes via AP1.

También, relacionadas con muchas transformacio-
nes malignas, aparecen mutaciones en genes supre-
sores de tumores. Entre ellas, las mas abundantes
son las que ocurren en el gen que codifica la p33,
cuya version mutada parece actuar sinergisticamen-
te con la PKC en la induccion del VEGF [64, 71, 72].
Recientemente, se ha descrito que ciertas mutacio-
nes en el conocido gen supresor de tumores VAL,
hacen de esta proteina un buen inductor del gen del
VEGF. La version salvaje de VHL codifica una pro-
teina que controla la actividad de la elongina. esen-
cial en el proceso de elongacién transcripcional, y
las mutaciones ocasionan la pérdida del control so-
bre este proceso por parte del F'HL. Con ello, se ace-
lera la transcripcion de ciertos genes. entre ellos el
del VEGF [56, 73].

Estrechamente relacionadas con la induccion del
gen del VEGF por oncoproteinas y mutantes de genes
supresores, se hallan las proteinas sefalizadoras
como la PKC y sus activadores. los cuales aumentan
la transcripcion del gen via AP1. En este caso se ha
encontrado que la PKC es capaz de fosforilar a las
oncoproteinas Raf. activando de esta forma el mis-
mo mecanismo propuesto para los oncogenes. De
entre los activadores de la PKC, se destaca el TPA
(12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato) (éster de
forbol) que induce el VEGF en un gran nimero de
condiciones experimentales debido a su similitud con
el diacilglicerol (DAG). Este éster de forbol es ca-
paz de aumentar la actividad AP1 también a través
de los sitios de respuesta a TPA presentes en el pro-
motor de c-Jun [74].

La hipoxia es el inductor mas potente que se cono-
ce para elevar los niveles del ARNm del VEGF
in vitro, considerandose el oxigeno como el regula-
dor mas importante de la expresién del gen [46]. Se
plantea que este factor de crecimiento esté implicado
en la respuesta neovascular patolégica que caracteri-
za las afecciones de la retina, asi como, en la neovas-
cularizacion de los tejidos isquémicos y tumorales
[75]. La induccién en este caso es consecuencia, en
parte, de la activacion de sensores de oxigeno como
la oxidasa de PH que, en estas condiciones, aumenta
su actividad y genera especies reactivas del oxigeno
estabilizadoras de la estructura secundaria del ARNm
del VEGF [66]. Otros sensores de oxigeno de natura-
leza hemoproteica pueden ser activados en situacio-
nes que depletan la concentracién de hierro intrace-
lular y que, por lo tanto, conducen a un cambio
conformacional en la estructura del grupo hemo aso-
ciado a la proteina [11, 46]. Para este (ltimo caso, se
postula que pudiera existir una regulacioén a nivel
transcripcional al igual que ocurre con la eritropoye-
tina 6, 18]. Por gjemplo. se ha observado una activa-
cion de NF-xB con posterior induccion de la familia
AP1 de factores transcripcionales (c-fos, c-Jun, c-junB
y c-junD) en estas situaciones y un aumento de la ac-
tividad catalitica de la pp60™. En particular, se ha
determinado que esta activacién de la pp60*© desen-
cadena la fosforilacion de Raf y de quinasas regula-
das por seiiales extracelulares (ERK) pertenecientes
al grupo de las MAPK. cuyo blanco final parece ser
el gen del VEGF [63].

En general, el estudio de la regulacion positiva so-
bre la expresién y estabilidad del VEGF y de su
ARNm, ha avanzado mucho en comparacién con la
investigacion de la regulacion negativa, de la cual se
tiene poco conocimiento. Uno de los escasos ejem-
plos acerca de esta forma de regulacion. lo constituye
la inhibicién de la liberacion del VEGF por células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) luego de
la adicion de IL-10 [76]: de ésta no se conocen ain
las bases moleculares.

Terapia antiangiogénica

El hecho de que el VEGF se considere actualmente
como ¢l mediador central del proceso angiogénico.
ha convertido a los receptores, a la cascada de senali-
zacion y a la propia molécula en blancos importantes
para el desarrollo de nuevas terapias antiangiogéni-
cas para ¢l tratamiento de patologias cuyo desarrollo
estd estrechamente ligado a un aumento en el grado
de vascularizacion.

Asi, se ha planteado la inhibicién o bloqueo de
la molécula como un medio eficaz para suprimir su
efecto [77]. De hecho, el suministro de anticuerpos
neutralizantes suprime el crecimiento de tumores
xenogenos implantados [78, 79] y reduce el ntime-
ro y tamario de las metéstasis en ratones desnudos
a los que se les han implantado células de carcino-
ma de colon humano (anticuerpo monoclonal con-
tra el VEGF en estudios preclinicos, compaiiia
Genentech [26]).

Analizando la interaccién ligando-receptor, se ha
observado una inhibicién de la actividad mitogénica
del VEGF usando la variante soluble del receptor
Flt-1 que mantiene su afinidad por el ligando y, al
unirse a éste, disminuye la probabilidad de unién a
los receptores de membrana que desencadenan una
respuesta biologica (fragmento del receptor Flt-1
soluble en estudios preclinicos, compaifiia Merck
[80]). El uso de un anticuerpo monoclonal contra
el receptor Flk-1, y pequeiias moléculas capaces de
inhibir la unién del VEGF a sus receptores o la
fosforilacién y, por lo tanto, la activacién de los
mismos, también han mostrado resultados satisfac-
torios en los estudios preclinicos en curso (anti-
cuerpo monoclonal contra Flk-1:DC101, compaiiia
ImClone Systems; pequefias moléculas inhibidoras,
compaiiias SUGEN y Texas Biotechnology [26]).
Siguiendo esta misma linea, varios laboratorios han
reportado la inhibicién del crecimiento tumoral al
introducir una mutacién dominante negativa del
receptor Flk-1 que evita la transduccion de la sefial
al citosol [81]. Por otra parte, también se ha visto
que como resultado de la fusién de una toxina
(DT385) al VEGF, se obtiene un conjugado
(VEGF s - DT385) efectivo en la inhibicién del
crecimiento in vitro de las células endoteliales y de
la angiogénesis in vivo, en este caso resulta impor-
tante la posibilidad que ofrece el VEGF, no sélo de
dirigir la respuesta hacia el endotelio tumoral, sino
maés especificamente hacia sus células en estado pro-
liferativo [41] (Figura 5).

Otra de las vias fundamentales para inhibir la
respuesta angiogénica generada por el VEGF es el
uso de inhibidores de la transduccién de la seiial,
ya sea de la que activa la transcripcion del gen o la
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Figura 5. Alternativas terapéuticas dirigidas a minimizar la actividad angiogénica del VEGFE

que se desencadena por la unién del propio VEGF
a sus receptores especificos. En esta drea se han
obtenido buenos resultados en la inhibicion de la
angiogénesis en ratas, usando los inhibidores de
quinasas tirosinas Lavedustin A [82] y Genistein
[44, 63]. Por otra parte, dada la importancia de
oncogenes como ras en la activacion del VEGF. se
han usado varios procedimientos para reducir su
expresion o afectar su funcionamiento. incluyen-
do, entre otros, el uso de ribozimas [83, 84].
mutantes dominantes negativos de Ras [85, 86] ¢
inhibidores de la farnesilacion de la proteina Ras,
como por ejemplo, el L 739 y el L 749 [61, 87, 88],
y los péptidos miméticos benzodiazepinicos [89].
Este tltimo método evita la incorporacion de Ras a
la membrana y con ello, la transduccién de la se-
fial, observandose una supresion de la produccion
del VEGF/VPF in vitro.

También se encuentran en estudios preclinicos
oligonucledtidos para inhibir la expresion del VEGF
en células tumorales (ARN antisentido del VEGF,
compaiiia Hybridon [26]), que han mostrado bue-
nos resultados en la inhibicion de la neovasculariza-
cion inducida por isquemia en la retina.

Al VEGF, ademas de sus multiples funciones, se
le atribuye la induccion de ciertos genes de super-
vivencia (bel-2 y la integrina avf33) relacionados
con la regulacion de la apoptosis, lo que hace que
la terapia antiangiogénica dirigida contra este fac-
tor pueda conducir a la muerte programada de las
células endoteliales, a la desintegracion de los va-
s0s sanguineos y a una subsecuente regresion del
tumor [62].

Aunque el entusiasmo con respecto a la terapia
antiangiogénica parece justificado, es necesario re-
conocer que no es la “bala mégica” esperada y que
pueden surgir una serie de problemas al tratar de
implementar un tratamiento para el cancer basado
en la angiogénesis [48. 90. 91]. Entre estos proble-
mas, se destacan las dificultades tecnologicas en
los estudios preclinicos. dados por la diferencia
entre la vasculatura de los tumores humanos y
murinos, ya que al ser estos ltimos mas “jovenes”
e “inmaduros”, son mas vulnerables al tratamiento
antiangiogénico.

También es de destacar el supuesto hecho que
ésta sea una terapia de baja toxicidad y que impliqua
un tratamiento prolongado. Sin embargo, se cono-
ce que la expresion del VEGF y sus receptores es
fundamental en ciertos érganos, de manera que su
ausencia podria acarrear efectos secundarios cuya
magnitud debe ser evaluada. Un ejemplo de lo an-
terior podria observarse al eliminar o bloquear el
receptor KDR/FIk-1, lo que puede conducir a la dia-
betes, pues el sistema VEGF-KDR es esencial para
mantener el endotelio fenestrado en los islotes
pancredticos. Por otra parte, se conoce que ¢l desa-
rrollo del tumor depende de la neovascularizacion,
pero esta dependencia esta condicionada por el tipo
de tumor y por el estadio en que se encuentre, ya
que se ha visto que a medida que pasa el tiempo las
células tumorales se hacen mas independientes de
los factores de crecimiento y, por lo tanto. de la
irrigacion sanguinea [9. 20].

Teniendo en consideracion lo antes expuesto, se
impone continuar el estudio de factores angiogénicos

Biotecnologia Aplicada 1999; Vol. 16, No. 1



Monica Bequet y Omar Lépez Ocejo

Una década de estudio del VEGF

como el VEGF para completar el conocimiento acer-
ca de la regulacion de su expresion. asi como la de
sus receptores, considerando las cascadas de sefali-
zacion. todo lo cual podria aportar un blanco mas per-
fecto para dirigir una terapia antiangiogénica que,
combinada con otras drogas. contribuya al desarrollo
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