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Resumo. O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) desempenha importante papel
regulador no desenvolvimento vascular fisiolégico, sendo que tanto a diminuigdo nos seus niveis ou sua
auséncia quanto o aumento provocam danos na formacdo vascular sistémica. E um fator angiogénico
amplamente estudado, e em tecidos onde a angiogénese € aumentada sua expressao é consideravelmente
alta. A expressao desse fator € regulada por processos transcricionais e pdés-transcricionais incluindo o
splicing alternativo, hipdxia, hormdnios, outros fatores angiogénicos e microRNAs. Desse modo, esta
revisdo tem como objetivo relatar alguns dos principais mecanismos que controlam a produg¢ao do VEGF.

Palavras-chave. Angiogénese, microRNAs, regulagéo génica.

VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF): TRANSCRIPTIONAL AND POS-
TRANSCRIPTIONAL REGULATION

Abstract. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) plays an important regulatory role in
physiological vascular development, and either its levels reduction or its absence damages vascular
formation. It is an widely studied angiogenic factor and in tissues where angiogenesis is increased, its
expression is considerably high. The expression of this factor is regulated by transcriptional and post-
transcriptional processes, including alternative splicing, hypoxia, hormones, other angiogenic factors and
microRNAs. Thus the objective of this review is to report some of the most important mechanisms that

control VEGF production.

Keywords. Angiogenesis, microRNAs, gene regulation.

Quando se fala em VEGF, alude-se a uma
familia de moléculas semelhantes (isoformas),
codificadas por um unico gene e constituida por
diversas proteinas identificadas por letras (VEGF-
A a F; Paavonen e col., 1996; Achen e col., 1998;
Meyer e col., 1999; Suto e col., 2005; Yamazaki e
col., 2005) e também pelo fator de crescimento
placentério (Park e col., 1994). O VEGF nativo ou

VEGF-A consiste de uma glicoproteina
homodimérica basica de 45 kDa, ligante de
heparina, codificada por um Unico gene

diretamente relacionado a angiogénese, com
habilidade de promover o crescimento das células
endoteliais derivadas de artérias e veias (Ferrara,
2004). A angiogénese ¢é definida como a
formagao de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes em um processo envolvendo
migracao e proliferacdo de células endoteliais ja
existentes. E um processo complexo e requer um
delicado balango entre promotores e inibidores
(Schams e Berisha, 2004).

A importancia critica do VEGF na
angiogénese foi demonstrada estudando-se
camundongos, nos quais a delecdo de ambos ou
um unico alelo do VEGF mostrou-se letal durante
o desenvolvimento fetal devido a interrupcdo da
angiogénese embrionaria; sua  expressao
aumentada de maneira anormal também induz a
morte fetal, devido a hiper-vascularizagdo e
consequentemente aumento da quantidade e do
volume celular levando ao aumento do tamanho
dos tecidos (Hanahan, 1997; Stouffer e col.,
2001).

O VEGF age através dos receptores
VEGFR-1/Flt-1 (Fms-like tyrosine kinase — 1; De
Vries e col., 1992), VEGFR-2/KDR (Kinase insert
domain containing region; Terman e col., 1992) e
VEGFR-3/FIt-4 (Fms-like tyrosine kinase — 4;
Kaipainen e col., 1995; Karkkainen e col., 2002).
Sao receptores  tirosina-quinase (RTKs)
caracterizados por possuirem sete dominios
semelhantes a imunoglobulina em sua porgao
extracelular, uma regido transmembranica Unica e
uma sequéncia tirosina-quinase interrompida pelo
dominio de inser¢gdo a quinase em sua porgao
intracelular (Shibuya e col., 1990).

Regulacgéo transcricional do VEGF

A hipéxia €& um dos mais potentes
estimuladores do VEGF (Sharkey e col., 2000).
Recentemente foi demonstrado que no utero de
ratos, o estradiol induz a produgao de VEGF via
indugdo da produgcdo e o recrutamento do fator
induzido por hipdéxia 1 a (HIF-1a; Kazi e col.,
2005). O hormbnio luteinizante (LH), a
gonadotrofina coribnica humana (hCG) e o fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1)
também sdo potentes estimuladores da
expressdo e da secregdo da proteina VEGF em
células granulosas de bovinos (Schams e col.,
2001). O hormbnio foliculo estimulante (FSH)
diminui a expressdo do mRNA do VEGF no corpo
luteo (CL) de bufalos. (Papa e col., 2007; Fatima
e col., 2008). Ja a progesterona tem um efeito
estimulatério na produgcdo de VEGF, em varios
tipos celulares como células de cancer de mama
(Hyder e col., 1998), células da granulosa de rato
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(Shikawa, 2003) e de bovino (Robinson col.,
2007).

Outros fatores que regulam a expressao do
VEGF séo citocinas tais como o fator de necrose
tumoral (TNFa), o fator de crescimento tumoral o
e B (TGF-a e B), fator de crescimento epidermal,
interleucinas e fator de crescimento fibroblastico
basico (bFGF; Stavri e col.,, 1995; Robinson e
Stringer, 2001; Schams e col., 2001 Gabler e col.,
2004).

A indugdo do VEGF pela hipéxia, parece
ocorrer tanto pela ativacdo da transcricdo como
também através da estabilizacdo do mRNA do
VEGF. O HIF-1 a se liga a uma seqiéncia na
regido 5° flanqueada do gene do VEGF chamada
de elemento responsivo a hipéxia (HRE),
aumentando a transcricio do gene. Outras
moléculas também tém sido implicadas no
controle transcricional do VEGF com o Sp-1, o
qual estimula a transcrigdo pela ligagdo nas
regides ricas em G/C presentes no promotor do
gene VEGF (Shi e col., 2001). O AP-1 é um fator
transcricional dimérico da familia das proteinas
com ziper de leucina que sao compostas por
subunidades jun/jun ou jun/fos. Hipdxia, estresse
oxidativo, e citocinas podem aumentar a
expressdo do VEGF através da sintese das
proteinas jun e fos e aumento da atividade de
ligacdo do AP-1. Outros fatores de transcrigdo
podem também contribuir para inducdo e
regulacdo do VEGF, incluindo stat-3 (Niu e col.,
2002).

Splicing alternativo

O VEGF-A existe em varias isoformas
codificadas a partir de quantidade de exons
variada e consequentemente propriedades e
padrdes de expressdao contrastantes. Em
humanos, existem pelo menos oito isoformas do
VEGF-A ja descritas (VEGF121, VEGF145,
VEGF148, VEGF165, VEGF165b, VEGF183,
VEGF189 e VEGF206) que sao geradas por
splicing alternativo de um unico gene. O nome
dado as diferentes isoformas baseia-se na
quantidade de aminoacidos que cada molécula de
proteina secretada possui (Leung e co.,1989;
Tischer e col.,1991; Houck e col., 1991; Poltorak
e col., 1997; Lei e col., 1998; Robinson e Stringer,
2001).

A quantidade de aminoéacidos define
caracteristicas de cada molécula como, por
exemplo, a capacidade de ligacdo a heparina e
sua solubilidade (Houck e col.,, 1991; Lange e
col., 2003).

No homem, o gene do VEGF-A esta
localizado no cromossomo 6p21, e esta
organizado em oito exons separados por sete
introns (Ferrara e col, 2003). O dominio
codificado pelos exons 1 — 5 é conservado em
todas as isoformas do VEGF, contendo os locais
obrigatérios de ligacdo dos receptores do VEGF.
As isoformas do VEGF diferem entre si devido a

presencga ou auséncia dos exons 6a, 7b, 7a e 7b
do gene VEGF e exibem diferentes padrbes de
secrecdo, 0 que sugere diferentes fungbes
fisiologicas. O VEGF121 é uma proteina com
carater acido que nao se liga a heparina sendo
livremente difusivel. Em contraste, o VEGF189 e
VEGF206 se ligam a heparina com alta afinidade
e sao quase completamente sequestrados na
matriz extracelular e em menor extensdo na
superficie celular. Os VEGF165 e VEGF145
apresentam propriedade intermedidria; eles sao
predominantemente secretados, mas uma fragédo
significativa permanece no limite da superficie
celular e matriz extracelular (Robinson e Stringer,
2001).

Em 2002 uma isoforma adicional foi
identificada, o VEGF-Ab, a qual tem uma fungéo
anti-angiogénica (Bates, 2002). Esta isoforma é
gerada pela selecdo do local de splicing distal
(DSS) no exon 8, em lugar da escolha do local de
splicing proximal, como ocorre para formagéo do
VEGF-A. A escolha do DSS pode ocorrer em
conjunto com a inclusdo ou exclusédo dos exons 6
e 7. Assim, o splicing no mRNA do VEGF gera
duas familias de proteinas que diferem pelos seis
aminoacidos finais do C’ terminal (Woolard e col.,
2004). Detalhes do controle molecular da escolha
do local de sliplicing no C’ terminal e o balango
pré-angiogénico e anti-angiogénico, ainda nao
estao esclarecidos (Nowak e col., 2008).

Regulacédo poés-transcricional do VEGF

Instabilidade

A meia-vida dos mRNAs de eucariontes
em geral & de 10-12 horas, mas a do VEGF é
menor que 1 hora (Levy e col., 1996). No entanto,
ja foi demonstrado que em situagdes de hipdxia a
expressdo do mRNA do VEGF aumentade 2 a 3
vezes, devido ao aumento de sua estabilidade
(Ikeda e col., 1995).

Um motivo consenso de desestabilizacado
(AUUUA) de 1,6 Kb ocorre 8 vezes na regidao 3’
nao traduzida (3’'UTR) do VEGF humano (Claffey
e col., 1998). Proteinas de ligagdo aos elementos
ricos em AU (ARE) como as AUF1 e
tristetrapolina (TTP) foram mostradas como
desestabilizadoras de proteinas em varias células
de mamiferos (Bernstein e col., 1989; Gorgoni e
Gray, 2004). Em adigdo a esse efeito
desestabilizador, os elementos ARE podem
contribuir para a desestabilizagdo do mRNA
através de interagbes com a familia ELAV
(Embryonic Lethal Abnormal Visual) de proteinas
ligantes de RNA, as quais incluem Hel-N, HuC,
HuD, e HuR (Fan e Steitz, 1998a; King, 2000).
Interessantemente, proteinas ligantes da cauda
poli-(A) (PABP) predominantemente
estabilizadoras para RNAs poliadenilados,
também podem ter um efeito desestabilizador
(Gorgoni e Gray, 2004; Hwang e col., 2006).
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As proteinas ligantes de RNA que
interagem com o elemento 3' UTR incluem HuR,
hnRNP A1, hnRNP L, PABP, PAIP2 e TI5IIld
(Levy, 1998). HuR e hnRNP sao proteinas
predominantemente nucleares que tém a
capacidade de se moverem entre o nucleo e o
citoplasma, especialmente em situagbes de
hipoxia. ldentificagdes prévias de uma estrutura
de loop na 3’ UTR do mRNA do VEGF mostrou
que esse elemento pode promover estabilidade
de RNAs heterélogos induzida por hipdxia
(Claffey e col., 1996).

Steiz e colaboradores (1998)
estabeleceram pela primeira vez a associagao
entre a degradacdo do mRNA e proteinas
ligantes de RNA. Foi observado que alguns
mRNAs sdo alvos de rapida degradagédo pela
presenga das AREs na 3" UTR, determinando
que a HuR exibe afinidade por AREs, e os niveis
de HuR se correlacionam com a degradacéo do
RNA (Fan e Steitz ,1998b). Em relagéo ao VEGF,
foi observado que o aumento na estabilidade do
mRNA coincidiu com a ligagdo da proteina em
um ARE, formando um complexo de RNA e
proteina que se apresentou elevado em um
modelo induzido de hipdxia (Levy e col., 1996).
Foi utilizada uma linhagem de células tumorais
com deficiéncia em um tipo selvagem do gene
supressor de tumor Von Hippel-Lindal, nas quais
o mRNA do VEGF ¢ constitutivamente
estabilizado. Mais tarde, esta proteina foi
identificada como sendo a proteina HuR (Levy e
col., 1998). A inibicdo da expressdao de HuR por
uma sequéncia antisense inibe a estabilizagdo do
mRNA do VEGF por hipdxia, demonstrando que
essas proteinas tem uma importante funcdo na
estabilizagcdo pods-transcricional da expressao do
VEGEF (Levy e col., 1998)

A proteina HuR esta localizada no nucleo
onde se liga provavelmente ao mRNA do VEGF
recém transcrito, transporta-o para o citoplasma
protegendo-o da via de degradagcdo mediada por
ARE (Fan e Steitz, 1998a). O mecanismo pelo
qual a HuR protege o VEGF da degradacgéao foi
investigado: de acordo com Goldberg-Cohen e
colaboradores (2002) os fatores estabilizadores
do RNA podem se localizar em um sitio de
ligacdo distinto ao que seria ocupado pelas
endonucleases e assim alterar as estruturas
secundaria ou terciaria do RNA, tornando um
local especifico indisponivel para endonucleases.

IRES (Internal ribosome entry site)

Os mRNAs de eucariontes, processam o
Cap 5 formada por 7—metilguanosina na regiao
5'UTR que é essencial no modelo canbnico de
tradugdo. Nesse modelo, os fatores de iniciagao
(elFS) reconhecem e se ligam ao cap 5, e
desenrolam a estrutura secundaria da 5'UTR
tornando-a assim viavel para o escaneamento do
ribossomo através da 5'UTR e tradugdo do mRNA
a partir do cédon de inicio de tradugdo AUG

(Pain, 1996). A maioria dos mRNAs sao
susceptiveis a conter os sitios de
reconhecimento do ribossomo que se chamam
IRES (internal ribosome entry site) na regido
5'UTR, como habilidade para manter a eficiéncia
da tradugdo sem utilizagdo dos mecanismos
dependentes de cap 5. O ribossomo se liga nos
IRES e desliza até o AUG mais préximo, quando
se inicia a sintese protéica. Esses sitios facilitam
o carregamento do mRNA para o ribossomo e
uma traducao eficiente (Johannes e col., 1999;
Mcclusky e col., 2005). Estas seqléncias ricas
em G/C tém uma estrutura secundaria predita que
fazem o sitio de iniciagdo da traducao acessivel
(Nesbit e col., 1999); assim ndo & necessario a
utilizagdo da estrutura Cap 5’ ou o complexo de
fatores de elFs (Hellen e Sarnow, 2001).

Varias observagdes sobre a regido 5' UTR
do mRNA do VEGF levou a hip6tese de que ela
contenha elementos IREs. Em primeiro lugar, a
tradugdo dependente de cap do VEGF ¢é dificil
porque a 5' UTR (1038 pb em humanos) é muito
mais longa que 5 UTRs tipicas de eucariontes
(-300 nucleotideos (nt) e ndo permite um eficiente
escaneamento  pelo ribossomo. Em segundo
lugar, existe uma alta quantidade de G+C,
predispondo-o a formar estruturas secundarias
estaveis. Terceiro, a 5'UTR contem uma pequena
fase de leitura aberta com o cédon de inicio e de
terminacgéo (Stein e col., 1998).

Em 1998, foi demonstrado que o mRNA do
VEGF possui dois locais IREs (IREs A e B) no 5'
UTR (Stein e col., 1998). O IREs A esta contido
em um segmento de 293 nt a montante do cddon
AUG e acredita-se que controla a traducgéo
iniciada nesse cddon (Bornes e col.,, 2004). O
IREs B esta contido na primeira porgédo da 5' UTR
(Huez e col., 1998). Nesses dois locais parecem
se ligar diferentes proteinas, mas a fungéo exata
de cada um desses IREs no meio celular ndo esta
estabelecida. Segundo Bornes e colaboradores
(2004) as diferengas na quantidade de exons, de
acordo com as isoformas do VEGF geradas por
splicing alternativo, podem levar a preferencial
atividade de um IREs ou outro.

Regulagcdo do VEGF por microRNAs
MicroRNAS (miRNAS) sdo moléculas de
RNA de 19-25 nucleotideos, nédo codificadoras
de proteinas, reguladoras pés-transcricionais da
expressdo génica em eucariontes (Kim, 2005).
Em humanos, os genes de miRNAs representam
aproximadamente 1-3% dos genes e podem
regular mais que 90% dos genes (Bartel, 2004;
Stefani e Slack, 2006; Farazi e col., 2008).
Precursores de miRNA (pré-miRNA)
sintetizados no nucleo pela RNA polimerase I,
sao transportados para o citoplasma, onde sao
processados pela RNAse Il e Dicer, gerando
miRNAs fita dupla de aproximadamente 22
nucleotideos, que sdo entdo incorporados ao
RISC (RNA-induced silence complex), um
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complexo multimérico, que inclui as proteinas
agonautas como principais componentes. Esse
complexo se liga a regido 3° UTR no gene alvo e
induz sua degradagao, repressao da tradugéo ou
ambas (Stefani e Slack, 2006; Farazi e col.,
2008).

Existe uma crescente evidéncia que
miRNAs especificos sao envolvidos em varios
processos biolégicos (Zhao e col., 2005; Chen e
col., 2006; Giraldez e col.,, 2005). A fungao
especifica de miRNAs na biologia de células
vasculares e endoteliais € ainda limitada. O perfil
de expressao de miRNAs em células endoteliais
revelou que miRNAs  especificos sao
consideravelmente expressos incluindo let-7b,
miR-16, miR-21, miR-23a, miR-29, miR-100, miR-
221, and miR-222, entre outros (Suarez e col.,
2007; Kuehbacher e col., 2007; Poliseno e col.,
2006). Muitos desses miRNAs sdo também
altamente expressos em artéria carétida de rato
(Ji e col., 2007) sugerindo que esses miRNAs na
verdade pertencem a miRNAS especificos da
vascularizagdo. Em relagdo a angiogénese, a alta
expressao de let-7f e miR27b exerce efeito pro-
angiogénico como evidenciado pelo bloqueio da
angiogénese in vitro com oligonucleotideos
inibidores (Zhao et al., 2005).

O miR-210 ¢é induzido por hipdxia em
células endoteliais. Sua superexpressao realga a
formacgao de estruturas parecidas com capilares e
a migragdo de células endoteliais sob condi¢des
adequadas de oxigénio impulsionadas pelo
VEGF, enquanto a inibicdo do miR-210 diminui a
migracao e formacédo de estrutura de tubo (Zhao
et al., 2005).

Estudos realizados por Wang e
colaboradores (2008) revelaram uma fungao
essencial do miR-126 na angiogénese e
manutengdo da integridade vascular in vivo. A
acdo do mir-126 parece se refletir, pelo menos
em parte, na via de sinalizacao da MAP kinase
ativada pelo VEGF para regulagdo da
angiogénese. Outro mecanismo seria via Spred-
1, um inibidor intracelular da via Ras/MAP kinase
que pode servir como um alvo para repressao via
miR-126. Desse modo, na auséncia de miR-126,
a expressao de Spred-1 é elevada, resultando na
repressao da sinalizacdo da angiogénese.
Inversamente, a superexpressdo do mir-126
revela uma influéncia repressiva do Spred-1 na
via de sinalizacdo ativada pelo VEGF e outros
fatores  angiogénicos favorecendo  a
angiogénese.

Consideracdes finais

O VEGF-A é uma proteina extremamente
importante na angiogénese e vem sendo
estudada por varios grupos desde sua descoberta
em 1989. A regulagdo génica desse fator é
bastante complexa, pois existem varias vias de
regulaca. Muitos trabalhos enfocam a regulagao
principalmente mediada por hipdxia, e a relagéo

com a angiogénese tumoral. Além disso,
trabalhos com microRNAs especificos para esse
fator vém ganhando espacgo entre os
pesquisadores com o objetivo de se utilizar de
forma mais eficiente o VEGF como alvo ou
agente terapéutico em doengas onde a
angiogénese esta alterada.
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