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Asociacién de los polimorfismos del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) en distintos grados de retinopatia

diabética

Marco tedrico:

Panorama general

En el afio 2011 los pacientes con diabetes mellitus ascendian a 366 millones, para
el 2030 esta cifra se calcular en 552 millones de personas. Las complicaciones por la
retinopatia diabética se estiman que son causa de ceguera legal en el 2.6% de la poblacion
a nivel mundial.! Entre pacientes diabéticos la retinopatia diabética proliferativa constituye
la principal causa de ceguera en pacientes en edad laboral. A pesar de esto 20% de los
pacientes no desarrollan retinopatia diabética?, mientras que el 28% desarrollan retinopatia
en etapas tempranas de la enfermedad?, lo cual hace importante identificar los factores que

determinan este hecho.

Los farmacos antiangiogénicos muestran una tasa de respuesta variable entre las distintas

complicaciones derivadas por la diabetes y entre diferentes estudios.

Variaciones genéticas

En el estudio FIND-Eye realizado en el 2008* se observd una predisposicion

genética a desarrollar mas fenotipos con mayores complicaciones microvasculares entre



algunos pacientes diabéticos, sin embargo solo la mitad de los pacientes con retinopatia
diabética no proliferativa progresan a estadios mas avanzados.® Por otra parte el Wisconsin
Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR) mostré que el 28.8% de los
pacientes diabéticos desarrollaban retinopatia en etapas tempranas, mientras que el 22.2%
con diagnéstico de diabetes, sin importar los niveles de glucemia, no desarrollaban

retinopatia®.

Los latinos presentan mayor riesgo a desarrollar mas hemorragias intrarretinianas y en
general un peor prondstico.® Se han identificado diversos polimorfismos que contribuyen a
una mayor riesgo para desarrollar retinopatia diabética, entre ellos se encuentran
polimorfismos para la aldosa reductasa, la Proteina cinasa C, la glucosilacion, HLA y factor

de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

VEGF, estructura y funcién

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es una glicoproteina
homodimérica de 45-kDa se encuentra en el cromosoma 6p21.3 y es altamente
polimérfica.? Cuenta con 8 exones y 7 intrones.” Existen 6 miembros en la familia VEGF:
VEGF-A (al cual normalmente nos referimos simplemente como VEGF), factor de
crecimiento placentario, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E.® Mutaciones en las
regiones no traducidas 5y 3’podrian alterar la estabilidad del RNAm en diversas

condiciones intracelulares como la hipoxia.

En el ojo, VEGF se sintetiza por vasos retinianos, células endoteliales, pericitos, células de
Muller, epitelio pigmentario y células ganglionares. El aumento en su produccion puede

deberse a un estado de hiperglicemia y en consecuencia la sintesis de produccion de



productos de glucosilacién avanzada (AGEs),° estos incrementan el VEGF a través de la
activacion de la proteina cinasa C en los vasos coroideos y por estrés oxidativo a traves de
la via STAT3 (signal transducer and activator of transcription factor 3).2 En estados de
hipoxia hay unién de factores inducibles por hipoxia en regiones de respuesta a hipoxia lo

cual también eleva la sintesis de VEGF.2

VEGF cuenta con dos receptores: VEFGR1 y VEGFR2'° los cuales se han identificado en
células endoteliales vasculares y difieren en su actividad biolégica. La mayor afinidad la
presenta VEGFR1, sin embargo tiene un rol menor en la funcién in vitro, mostrando una
actividad moduladora negativa en la formacion vascular y todavia no se conoce su papel
en la retinopatia diabética. La ausencia de VEGFR2 previene la respuesta celular a VEGF
y se encuentra involucrado en la diferenciacion de las células endoteliales y en la retinopatia
diabética, encontrandose sobreexpresado y con una asociacién significativa con su inicio

y/o progresion.?

La sobrexpresion de VEGF esta relacionada con una pérdida de la barrera hemato-retiniana
y aumento en la permeabilidad vascular, neovascularizacion,® y en el humor vitreo

correlacionan con la severidad del edema macular y la retinopatia diabética.'?°

Polimorfismos de VEGF y su correlacion clinica

Entre los polimorfismos estudiados destacan C-634G rs2010963, el cual incrementa
la actividad basal de promotor.?2 Esta mutacién ha encontrado asociada a edema macular
en Japon y Egipto.! Nakamura y cols," estudiaron la asociacion de este polimorfismo en
poblacion japonesa, sin encontrar una correlacién con retinopatia diabética, sin embargo

reportan una asociacién con -2578 C/A. En el estudio también se midi6 la concentracién de



VEGF en muestras de vitreo y plasma de los pacientes con retinopatia proliferativa, sin
encontrar correlacion con el polimorfismo -634, lo cual contradice resultados reportados por

otros estudios.?

En poblacion koreana Chun y cols'® analizaron los polimorfismos rs699947, rs1570360 y
rs2010963, realizando también mediciones de VEGF en el humor vitreo de un subgrupo de
pacientes. Los resultados indican una asociacion positiva entre el alelo A de rs699947 y
retinopatia diabética, el genotipo CC se considerd factor protector al encontrarlo en menor
frecuencia en los pacientes afectados. Los demas polimorfismos no mostraron diferencias
significativas. Los niveles de VEGF en humor vitreo también se encontraron elevados en el

genotipo CA comparando con el genotipo CC.

En un estudio realizado por Szaflik y cols en poblacién polaca también encontré una
asociacion entre el polimorfismo -634 G/C y el desarrollo de retinopatia diabética.?
Pacientes con el genotipo CC mostraron niveles séricos mas altos de VEGF al compararlos
con los genotipos C/G y G/G, en este mismo genotipo se encontraron mejores respuestas
a antagonistas de VEGF. El fenotipo G/G por otra parte mostré ser un predictor
independiente de neovascularizacion y retinopatia diabética proliferativa en un estudio

realizado por Feghhi y cols.™

Uthra y cols®, también estudiaron el polimorfismo -634 C/G en poblacion originaria de la
India, el cual a pesar de conceder un riesgo incrementado, éste no fue estadisticamente
significativo, sin embargo, al realizar un analisis estratificado por la presencia de
microalbuminuria si fue significativo. Nuevamente los autores reportan resultados

contradictorios con la literatura de acuerdo a la poblacion estudiada.?

Otros polimorfismos de interés son la insercién/delecion (I/D) del fragmento 18bp en la

posicidn -2549 en la region del promotor y G/C en +405 en la regién no traducida 5°. En un



en estudio realizado por Buraczynska y cols en poblacion polaca se encontré6 una
asociacion en el genotipo I/D con retinopatia diabética al controlar para variables clinicas,
sin embargo el genotipo +405 no fue estadisticamente significativo, lo cual contradice
resultados reportados en poblacion japonesa.'® Estudios en el genotipo CA del polimorfismo
-2578, localizado en la regiéon promotora muestran una asociacion con la retinopatia

diabética, excepto en poblacidon caucasica.

Metanalisis

En un estudio realizado por Xiu-Jing y cols’ se analizaron articulos que analizaron
la relacion de los polimorfismos rs2010963 (G>C), rs833061 (T>C), rs699947 (C>A),
rs3025039 (C>T) y rs1570360 (G>A). Los autores incluyeron estudios de casos y controles
donde los controles fueran diabéticos sin retinopatia, realizando también analisis por
subgrupos para comparar pacientes con retinopatia diabética no proliferativa contra
pacientes con retinopatia diabética proliferativa. Los estudios que incluyeron fueron 16, de
los cuales 5 fueron en poblacion caucasica, 3 en China, 3 en Japén, 2 en Korea, 2 en India
y uno en Egipto. En este estudio se confirmd la asociacion de rs3025039 (G>T) y rs833061

(T>C) con un mayor riesgo de retinopatia diabética.

Por otra parte Han y cols® también realizaron un metandlisis en el cual incluyeron 11
estudios de casos y controles. Los autores se enfocaron en los polimorfismos mas
estudiados: -2578 C/A rs699947, -1154 G/A rs570360, ubicados en la region del promotor;
-634 G>C rs2010963, -460 T/C rs833061 en la region no traducida (UTR) 5" y +936 C/T
rs3025039 en 3'-UTR. Estos estudios fueron realizados en poblacién caucasica y asiatica.
Los autores reportan una asociacion para +936 C/T (en poblaciones asiaticas) y -460 T/C.

En los demas polimorfismos no se pudo determinar una asociacion.



A pesar del creciente volumen de informacioén y la investigacion realizada todavia
no se cuentan con suficientes estudios para identificar con precision el riesgo de
complicaciones entre distintos grupos étnicos, entre ellos los latinos, en los cuales, hasta el

momento de esta revision, no se cuenta con publicaciones en los cuales se les considere.

Justificacion

La diabetes mellitus es un creciente problema de salud publica que obliga a buscar
formas de identificar a pacientes en riesgo potencial de presentar complicaciones como la
retinopatia diabética. El estudio de los polimorfismos de VEGF podria representar una
herramienta para el tamizaje de pacientes e identificar aquellos en los que sea necesario
un seguimiento mas estrecho. Actualmente no contamos con estudios realizados en
poblacion latina que nos indiquen la prevalencia de estos polimorfismos ni su asociacion

con la presencia de retinopatia diabética.

Planteamiento el problema

VEGF tiene un papel fundamental en la fisiopatologia de la retinopatia diabética.
Estudiar sus polimorfismos y buscar diferencias entre los pacientes con retinopatia
diabética proliferativa y no proliferativa podria constituir una herramienta util en el tamizaje

de pacientes y la planeacion de su tratamiento.

Pregunta de Investigacion



¢Existe alguna asociacién entre los distintos grados de retinopatia diabética y la presencia de
polimorfismos en el gen que codifica para VEGF?

Hipotesis:

H1: Existe una asociacién entre la presencia de los distintos grados de retinopatia y la

presencia de polimorfismos en VEGF.

H2: No existe una asociacién entre la presencia de los distintos grados de retinopatia y la

presencia de polimorfismos en VEGF.

Objetivos

General

Estudiar la correlacion entre polimorfismos de VEGF y la presencia de retinopatia diabética

Especificos

e Estudiar la correlacién entre el polimorfismo rs2010963, rs699947 con la presencia
de retinopatia diabética proliferativa y no proliferativa en pacientes con mas de 10

afios de diagnostico de diabetes mellitus tipo 2.



Material y Métodos

Material y Métodos

Estudio de casos y controles, prospectivo y analitico. Se reclutara un grupo de pacientes
con retinopatia diabética proliferativa y un grupo con retinopatia diabética no proliferativa..
Previo consentimiento informado se obtuvo una muestra de sangre, por puncion venosa,

utilizando EDTA como anticoagulante.
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit QlIAamp mini kit® (Qiagen) siguiendo las

indicaciones del proveedor.

A 200 pL de la muestra se le adiciond 250l de la solucién de lisis CLS, las muestras fueron
incubadas a 56°C/60min, en presencia de 30 pL proteinasa K (1mg/mL) y se agitd en
vortex cada 10min. Posteriormente se adiciond 100 uL de la solucion de precipitacion para
incubar en refrigeraciéon/5 min, las muestras fueron centrifugadas nuevamente y se
decantaron en un nuevo tubo Eppendorf para hacer los lavados con 300 pL isopropanol, se
homogenizo invirtiéndolos de manera suave aproximadamente 50 veces, con una tercera
centrifugacion por 5 minutos se decanté el sobrenadante y se precipité con 300 pL de
etanol al 70%. Las muestras se dejaron concentrar a 35°C/12hrs donde finalmente se
agrego 100 uL de solucién de hidratacion; el material genético fue almacenado a -20°C

hasta su estudio.

*Cabe destacar que todo el material que se empled para esta técnica era material nuevo,

estéril y libre de DNasas - RNasas

PCR paraTLR2
Se realiz6 la técnica de PCR para amplificar los sitios de interés del gen VEGFA (-634G>C

y -2578G>C). Cada reaccion fue hecha en un volumen total de 20uL conteniendo 10 yLde
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la HotStarTaq Master Mix Polimerase (QIAGEN Sciences. Maryland, USA), (con 2.5 U de
Taq polimerasa, 1.5 nM de Mg2Cl, 200uM de cada dNTP, 1X del buffer de reaccién) y 0.3uL
de los oligonucledtidos especificos para cada region.

La amplificacion fue realizada utilizando el programa 95°C/10 min, y 40 ciclos a 95°C/1
min, con la Tm especifica para cada par de oligonucleétidos/1 min y una extension a
72°C/10min. La reaccion se realizd en un termociclador AXYGEN MAXYGENE PCR

System 2400 (Perkin ElImer Co. Norwalk, Connecticut)

Electroforesis

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a 90V
durante 40 minutos y se usé como marcador de pesos moleculares el Track 1t™100 bp DNA
Ladder (Invitrogen, L.T.), a las muestras se les afnadi6 2 yL de Gel RedNucleicAcidStain™
de Biotium y fueron observados bajo luz ultravioleta utilizando el transilumidador de UVP

BioLite™ MultiSpectralSource con el programa Launch Vision Works LS.

Las bandas con el amplificado fueron cortadas para su posterior purificacion utilizando los

reactivos de QIAquick gel extraction Kit.

Se coloco la banda a purificar en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se le adiciono 400uL del
buffer QG, las muestras fueron incubadas a 56°C en bano Maria por 15min, mezclando en
vortex cada 3 min, se le adiciono 200 uL de Isopropanol y se pasé a una Columna QIA con
tubo colector, que posteriormente se centrifugaron a 13000 RPM/1min y se descargé el
sobrenadante para adicionar 500 uL del buffer QG, se concentraron las muestras a 13000
RPM/1min, se descarto el centrifugado y se lavé las muestras con 750 pL deBuffer de PE ,
se centrifugo A 13000 rpm/1min dos veces descartando el sobrenadante para eliminar el
buffer PE, Se pasé la columna QIA a un tubo Eppendorf nuevo para la adicion de 30uL de

H20, después de un incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 13000



RPM/1min y el producto de amplificacion obtenido se utilizé para la secuenciacion

nucleotidica

Secuenciacién

Se realizé secuenciacion automatizada directa por el método de terminadores fluorescentes
(Big Dye Terminator V3.1 Cycle Secuencing Kit, Applied Biosystems) utilizando el programa
de temperaturas que incluyen 25 ciclos de desnaturalizacion a 97°C por 30 segundos, una
temperatura de alineamiento de 50°C por 15 segundos y una temperatura de extensién de
60°C por 4 minutos. El producto obtenido se analizé en un secuenciador 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias de DNA obtenidas se compararon con la

secuencia del gen reportada en la base de datos www.ensembl.org/index.html

Analisis estadistico

Para variables continuas parameétricas y analisis univariado se empleara prueba de t de
Student o ANOVA dependiendo del niumero de variables a comparar. Para variables
continuas no paramétricas se empleara prueba de U de Mann-Whitney o Kruskal Wallis de
acuerdo al numero de variables y para variables categoricas o nominales una prueba de

Chi cuadrada.

Variables estudiadas

Nombre Tipo

Diabetes Mellitus tipo 2 | Dicotémica

10


http://www.ensembl.org/index.html

Duracion de la

Diabetes Mellitus

Continua

Tratamiento oral para | Dicotémica
DM tipo 2

Tratamiento con | Dicotémica
insulina para DM tipo 2

Hipertensién Dicotémica
Dislipidemia Dicotémica
No retinopatia diabética | Dicotomica
Retinopatia  diabética | Dicotémica
no proliferativa

Retinopatia  diabética | Dicotémica
proliferativa

Edad Continua
Sexo Continua
Tension arterial Continua
Peso Continua
Talla Continua
indice de masa | Continua
corproral

HbA1c Continua
Polimorfismos

-634G>C (rs2010963) | Dicotdomica
-2578G>C (rs699947) | Dicotdomica

Criterios

Inclusion

11



o Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de mas de 10 anos de evolucion con
retinopatia diabética no proliferativa o proliferativa de acuerdo a las definiciones

establecidas por el ETDRS.

Exclusion

e Pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de menos de 10 afios de evolucion.

Eliminacion

¢ Retiro del consentimiento informado por parte del paciente.

Tamano de la muestra

Empleando Epi Info 7, para un estudio de casos y controles no pareado, con un poder del
80%, error alfa de 5%, intervalo de confianza 95%, y considerando una exposicion de los

casos mayor a 10%, se requiere una muestra de 150 pacientes (75 casos y 75 controles).

Recursos financieros y de factibilidad

El financiamiento de la investigacion estara a cargo de la Fundacion Hospital Nuestra
Sefora de la Luz. El Centro de Investigacion Biomédica cuenta con la infraestructura

adecuada para llevar a cabo el protocolo de investigacion

12



Bioseguridad

Existe riesgo biologico-infeccioso por el manejo de muestras biologicas, de tal forma que
se trabajara cumpliendo la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
Proteccion Ambiental - Salud Ambiental - Residuos Peligrosos Biologico-infecciosos -
Clasificacion Y Especificaciones De Manejo, para evitar la contaminacion al medio

ambiente y disminuir el riesgo para la salud humana.

Cronograma

Abril | Mayo 2017- |Marzo 2018- Diciembre 2018 | Diciembre 2018
2017 |Febrero 2018 | Diciembre 2018 |- Enero 2019 — Febrero 2019

Elaboracién de
protocolo
Reclutamiento de
pacientes y toma de
muestras
Procesamiento de
muestras

Analisis Estadistico
Elaboracién de
reporte final

13



Resultados

Variables demograficas

Clasificacion de retinopatia diabética

VARIABLES NRD (n=21) RDNP (n=15) RDP (n=29) P
DEMOGRAFICAS

Edad (+DE) 66 (£9.5) 67.4 (£6.86) 57.68 (+8.00) 0.001*
Sexo femenino (%) 66.67 46.67 58.62 0.48
COMORBILIDADES:

Hipertensidn arterial (%) 52 80 51 0.15
Otras sistémicas (%) 14 20 3.5 0.2
Oftalmoldgicas (%) 19 26.7 7 0.19
Aios de diagndstico 15.95 (+6.47) 17.13 (+5.54) 17 (+6.64) 0.8
(xDE)

Ultima glicemia (+DE) 145.90 (+63.37)  147.14 (+47.36)  170.96 (+66.17) 0.4

Tabla 1: Variables demograficas. NDR (No retinopatia diabética), RDNP (Retinopatia diabética no
proliferativa), RDP (Retinopatia diabética proliferativa). *p < 0.05 fue considerada como
estadisticamente significativo.

Se obtuvieron muestras de 69 pacientes los cuales se catalogaron en tres grupos
de acuerdo a la clasificacion del ETDRS: no retinopatia diabética (NRD), retinopatia
diabética no proliferativa (RDNP) y retinopatia diabética proliferativa (RDP). Para variables
continuas se empled una prueba de t-de Student y para variables categoricas y nominales

se emple6 una Chi cuadrada, se determind un valor de p < 0.05 como significativo.

La edad promedio en el grupo con NRD fue de 66 afios con una desviacién estandar (DE)
de £9.5 anos, en el grupo RDNP fue de 67.4 afios con una DE igual a £+6.86 afios y el grupo

de RDP presenté una media de 57.68 anos con +8.00, con diferencia estadisticamente
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significativa entre los grupos NDR y RDNP con RDP (p=0.001). El sexo predominante fue
el femenino en el grupo con NRD (66.67%) y en el grupo de RDP (58.62%) solo el grupo
de RDNP predominé el sexo masculino. En los afios de diagnéstico el grupo con NRD
presentd un promedio de 15.95 afios con £6.47 afos de DE, el grupo con RDNP 17.13 afos
1+5.54 y el grupo con RDP 17 afos +6.64. Los niveles de glicemia se encontraron similares
en el grupo con NRD con una media de 145.90 + 63.37 anos y el grupo RDNP con 147.14
+ 47.36 anos, el grupo con RDP presento niveles mas altos de ultima glicemia con 170.96
de promedio + 66.17 afios, aunque no se considerd significativo. Se registraron también las
comorbilidades, dividiéndolas en tres grupos: hipertension arterial sistémica la cual se
presento en el 52% de los pacientes con NRD, 80% con RDNP y 51% de pacientes con
RDP; otras comorbilidades sistémicas (dislipidemia, hipotiroidismo, EPOC, insuficiencia
renal crénica) encontrando una frecuencia del 14% en NRD, 20% en RDNP y 3.5% en RDP;
las comorbilidades oftalmolégicas incluyeron DMRE, glaucoma, sindrome ocular isquémico
y membrana epirretiniana, encontrandolas en el 19% de los pacientes con NRD, 26.7% en
el grupo de RDNP y 7% en el grupo de RDP. Ninguna variable mostr6é diferencias

significativas entre los grupos (Tabla 1).

Polimorfismo -634

Anadlisis genético y alélico

Se estudié el polimorfismo G>C en la region -634 del gen VEGF sin encontrar una diferencia
significativa en los grupos (p=0.82) (Tabla 2). En la muestra el genotipo mas comun fue el
GG encontrado en el grupo sin retinopatia diabética (NRD) en el 85.71% de los casos,
contra una distribucién del 73.33% en el grupo con retinopatia diabética no proliferativa

(RDNP) y 80% en los pacientes con retinopatia diabética proliferativa. Los otros dos
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genotipos se encontraron en una distribucién de 4.76% en el grupo NRD, 13.33% en el

grupo RDNP y 5% en los casos con RDP para el polimorfismo GC y en el caso del

polimorfismo CC se encontrd en el 9.52% del grupo NRD, 13.33% en RDNP y 15% en el

RDP (Grafica 1). El analisis por alelos tampoco mostro diferencias significativas entre los

grupos, encontrando el alelo G en el 88% de los pacientes con NRD, 80% en los casos con

RDNP y 82% en el grupo RDP (Gréfica 2).

POLIMORFISMO -634 G>C

GENOTIPO (%)
GG

GC

cc

ALELOS (%)

G

C

NRD (n=21)
18 (85.71)
1(4.76)

2 (9.52)

37 (88)

5(12)

RDNP (n=15) RDP (n=20) p
11 (73.33) 16 (80) 0.82
2(13.33) 1(5)

2(13.33) 3(15)

24 (80) 33(82) 0.62
6 (20) 7(18)

Tabla 2: Analisis genotipico y alélico del polimorfismo -634 G>C. NDR (No retinopatia
diabética), RDNP (Retinopatia diabética no proliferativa), RDP (Retinopatia diabética
proliferativa). *p < 0.05 fue considerada como estadisticamente significativo.
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Grafica 1: Andlisis genotipico, no hay diferencias

estadisticamente significativas (p = 0.822)
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Gréfica 2: Analisis alélico, no hay diferencias estadisticamente

significativas (p = 0.62)



Polimorfismo -2578

Andlisis genético y alélico

Se estudio el polimorfismo C>A en la region -2578 del gen VEGF sin encontrar una
diferencia significativa en los grupos (p=0.98) (Tabla 3). La distribucion del genotipo GG
fue del 94.44% en el grupo NRD, 92.86% en el grupo RDNP y 94.12% para los casos con
RDP. No se encontré el alelo CC ni el C>A reportado previamente en la literatura (Grafica
3). El analisis por alelos tampoco mostro diferencias significativas entre los grupos
encontrando el alelo G en el 97% de los pacientes sin retinopatia diabética, 96% con

RDNP y 97% con RDP (Gréfica 4).

POLIMORFISMO -2578 G>C

GENOTIPO (%) NRD (n=18) RDNP (n=14) RDP (n=17) p
GG 17 (94.44) 13 (92.86) 16 (94.12) 0.98
GC 1 (5.56) 1(7.14) 1(5.88)

ccC 0 0 0

ALELOS (%)

G 35 (97) 27 (96) 33(97) 0.98
C 1(3) 1 (4) 1(3)

Tabla 3: Andlisis genotipico y alélico del polimorfismo -2578 G>C. NDR (No retinopatia
diabética), RDNP (Retinopatia diabética no proliferativa), RDP (Retinopatia diabética
proliferativa). *p < 0.05 fue considerada como estadisticamente significativo.
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Grafica 3: Analisis genotipico, no hay diferencias
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Discusion

En un estudio realizado por Awata y cols (2002)'? se estudié al polimorfismo -634
en 268 pacientes japoneses con diagnoéstico de diabetes y 184 pacientes sanos a manera
de controles. Los pacientes se dividieron, al igual que en nuestro estudio, en 3 grupos: no
retinopatia diabética, RDNP y RDP. Se reportd una asociacion estadisticamente
significativa con el alelo C encontrandolo en mayor frecuencia en pacientes con retinopatia
diabética contra aquellos sin ella. La razén de momios para el gonotipo CC contra el GG
fue de 3.20, en el estudio que aqui se presenta no se pudieron validar los resultados y
tampoco se consideré util obtener una razén de momios al no haber encontrado un valor

estadisticamente significativo.

Por otra parte los resultados obtenidos en cuanto al polimorfismo -634 si coinciden con lo
reportado por Nakamura y cols (2009)'® en poblacion japonesa (469 pacientes) donde
tampoco se encontrd correlacidon estadistica con retinopatia diabética proliferativa, también
con lo reportado en poblacion india por Uthra y cols (2008)° donde a pesar de reportar un
riesgo incrementado (Razén de momios de 1.66 de desarrollar RD) este no fue
estadisticamente significativo. Este estudio mencionado recluté una cohorte de 213

pacientes dividiéndolos de acuerdo al grado de retinopatia diabética.

Por otro lado se contradicen con lo reportado en poblacién polaca por Szaflik y cols (2007)?
los cuales reportan una asociacion estadisticamente significativa en poblacién caucasica
(215 pacientes, usando individuos sin retinopatia diabética como controles) en el
polimorfismo -634 G>C y el polimorfismo -460 C>T. Se encontré una mayor prevalencia del

alelo C y del genotipo CC en pacientes con RDNP. Al combinar los dos polimorfismos se
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reporta un aumento en la prevalencia de la combinacion de los genotipos C/G-CC en

pacientes con RDP.

En cuanto al polimorfismo -2578 no se encontrd la variante reportada C>A en poblacién
asiatica. En el estudio de Nakamura y cols (2009)'® se describe el genotipo AA como factor
de riesgo para RDP, por otra parte el genotipo CC fue reportado como protector por Chun
y cols (2010)'® en poblacion coreana. El estudio previo conto con 387 pacientes, y si bien
no encontro el genotipo AA como factor de riesgo si la presencia del alelo A. En pacientes
sanos y sin RD no hubo diferencias en la distribucion de los alelos. Ninguno de los dos
resultados se encontré en nuestra muestra. Cabe destacar que el estudio de Nakamura es

el mas grande reportado hasta el momento.

En un estudio realizado Feghiy cols (2011)'"” en poblacién irani se analizaron 398 pacientes
caucasicos para el polimorfismo +405 G>C encontrando diferencias estadisticamente
significativas en el alelo G al comparar el grupo con RDP contra el de NRDP y el genotipo
GG fue un factor predictor independiente para RDP al compararlo con el genotipo CC. No
se realiz6 este polimorfismo en nuestro estudio por lo que seria relevante analizarlo con

nuestra muestra.

Se encontraron dos meta-analisis realizados por Xiu-Jing y cols (2016)” y Han y cols (2014)3
centrados en los 5 polimorfismos mas estudiados. Mismos que corroboran los hallazgos de

este trabajo en cuanto a los dos polimorfismos estudiados.

En el estudio realizado por Han y colaboradores como criterios de inclusién se agregaron
estudios donde los controles fueran pacientes con diagnéstico de DM sin RD y como casos
los pacientes con distintos grados de retinopatia. Las etnicidades encontradas fueron

clasificadas como Blanco o asiatico. En su estudio se encontraron 7 estudios relevantes
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agrupando 1085 casos y 1019 controles para -634G>C y 887 casos y 981 controles para -

2578C>A.

Se reporta que en el analisis no se encuentra relacion estadisticamente significativa con los
polimorfismos -634 G>A y -2578 C>A como lo encontrado en nuestro trabajo. Los estudios
se centraron en poblaciones caucasicas y asiaticas sin haber encontrado los autores algun
trabajo realizado en poblacion Latina. Por otra parte los polimorfismos +936 G>T y -460
T>C si se asociaron con un mayor riesgo de retinopatia diabética proliferativa, el primero

en poblacién asiatica.

En cuanto a lo reportado por Xiu-Jing y cols, se incluyeron 16 estudios en el meta-analisis.
De estos 4 fueron en poblacion Europea o descendiente de la misma, 8 en poblacion del
este de Asia, 3 en chinos Han, 3 en Japon, 2 en Corea, 2 de la India y uno en Egipto. Los
resultados concuerdan con lo reportado en el estudio realizado por Han, donde no se
encontraron relaciones estadisticamente significativas entre -634 G>C y los distintos grados
de retinopatia, pero si con los polimorfismos +936 encontrando el alelo T como factor de

riesgo para progresion y -460 con el alelo C.

Como futura direccion del trabajo, los estudios realizados por Nakamura y por Awata
también analizaron muestras de vitreo tanto de pacientes con diabetes como controles
sanos. Si bien los estudios fueron contradictorios en sus resultados, de encontrar un
polimorfismo relevante se podria complementar con el estudio de niveles de VEGF en el
humor vitreo. También es relevante completar el estudio de los otros tres polimorfismos e
investigar posibles interacciones entre ellos para tener un panorama mas claro del papel
que cumplen los polimorfismos de VEGF en la historia natural de la diabetes mellitus, y si

lo reportado en otros grupos étnicos se extiende a poblacion latina.
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Por otra parte el estudio todavia puede crecer al analizar los 3 polimorfismos faltantes y
de encontrar resultados alentadores, ampliar la muestra y en un futuro incluir muestras de
humor vitreo de pacientes diagnosticados con retinopatia diabética y medir los niveles de

VEGEF para analizar la influencia de los polimorfismos en estos valores.

Conclusiones

No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre los polimorfismos
-634 y -2578 con los distintos grados de retinopatia diabética. Sin embargo se encontré un
polimorfismo no reportado previamente en estudios de asociaciéon de VEGF con retinopatia
diabética, el -2578 G>C y no se encontré el polimorfismo -2578 CC reportado en poblaciéon

japonesa y coreana.
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