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INTRODUCAO

Em 1989, Ferrara e Henzel descreveram um fator de crescimento para células
endoteliais e o denominaram vascular endothelial growth factor (VEGF). As
caracteristicas do VEGF eram muito semelhantes a outro fator estudado, o vascular
permeability factor (VPF), pois ambos exerciam as fungdes de aumento da
permeabilidade vascular e estimulo mitose das células endoteliais. Na realidade, eles
eram o mesmo fator e passaram a ser chamados de VEGF.

A partir da identificagdo desse fator, a atencdo dos pesquisadores foi direcionada
para o papel do VEGF na angiogénese em tecido normal e em condi¢des patologicas,
como crescimento tumoral, e doengas vasculares, como a retinopatia diabética (RD).
Esse conhecimento permitiu o desenvolvimento de drogas chamadas anti-angiogénicas,
que exercem seu efeito de antagonistas do VEGF e causam regressdo dos neovasos.

Atualmente, a ciéncia estd na fase da pesquisa génica, onde genes candidatos e
seus polimorfismos funcionais sdo investigados na busca de associagdo com
determinadas doengas e conseqiiente busca por uma futura terapia génica.

Esta dissertagdo retine um artigo de revisdo sobre os aspectos genéticos do
VEGF ¢ a relagio com RD e um trabalho original desenvolvido no Servigo de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, onde se avaliou a possivel
associacdo entre o polimorfismo do VEGF -634 C/G e a expressao génica do VEGF na

retina de doadores cadavéricos de cornea sem diabetes melito (DM).
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RESUMO

A retinopatia diabética (RD) ¢ uma complicacdo microvascular do diabetes
melito, sendo a principal causa de cegueira adquirida. Fatores angiogénicos como o
vascular endothelial growth factor (VEGF) estdo envolvidos na patogénese da RD. O
VEGF-A ¢ uma citocina potente e multifuncional que atua através dos receptores
VEGFR-1 e VEGFR-2 expressados no endotélio vascular causando aumento da
permeabilidade vascular e estimulo a neovascularizacdo em processos fisiologicos e
patologicos. A expressao do VEGFR-1 ¢ acentuada por hipdxia e, apesar da afinidade,
apresenta fraca resposta ao VEGF enquanto o VEGFR-2 ¢ o principal mediador
mitogénico, angiogénico e do aumento da permeabilidade vascular. Alguns
polimorfismos do VEGF tém sido estudados na suscetibilidade e risco de progressao da
RD. Importante associacdo entre o polimorfismo -634C/G e a presenga de RD ¢ relatada
principalmente em relacdo ao alelo C. A homozigose CC estaria relacionada a RDP e
niveis sérico e vitreo aumentados de VEGF sugerindo que a presenga do alelo C seja um
fator de risco independente para RD. Os conhecimentos sobre o VEGF levaram ao
desenvolvimento de agentes anti-VEGF (pegaptanibe, ranibizumabe e bevacizumabe)
com objetivo de inibir a neovascularizagdo patologica. A terapia anti-VEGF ¢ uma
realidade cujos resultados sdo cada vez mais promissores na pratica médica do
tratamento da RD.

Unitermos: diabetes melito, retinopatia diabética, fator de crescimento de

endotélio vascular, polimorfismo
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ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR), a DM microvascular complication, is the leading
cause of blindness. Angiogenic factors such as vascular endothelial growth factor
(VEGF) are involved in the pathogenesis of DR. VEGF-A is a potent, multifunctional
cytokine that acts through the receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 expressed in the
vascular endothelium and causing increased vascular permeability and
neovascularization stimulation in both physiological and pathological processes. The
expression of VEGFR-1 is upregulated by hypoxia and is less responsive to VEGF
compared to VEGFR-2 which is the main mediator mitogenic, angiogenic, and
increased vascular permeability. VEGF polymorphisms have been studied in DR
susceptibility and progression. Significant association between the polymorphism
-634C/G and the presence of DR is reported mainly in relation to allele C. The
homozygous CC is associated to proliferative DR and to increased vitreous and serum
levels of VEGF suggesting that the presence of the C allele is an independent risk factor
for RD. The knowledgement of VEGF lead to the development of anti-VEGF drugs
(pegaptanib, ranibizumab and bevacizumab) aiming to prevent pathological
neovascularization. The anti-VEGF therapy is a reality in practice medical treatment of
DR.

Keywords: mellitus diabetes, diabetic retinopathy, vascular endothelial growth

factor, polymorphism
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INTRODUCAO

Estima-se que 7,6% da populacdo brasileira seja portadora de diabetes melito
(DM) [1, 2]. As complicagdes microvasculares sdo as maiores responsaveis pela
morbidade no DM, sendo a retinopatia diabética (RD) a principal causa de cegueira
adquirida em adultos [3].

No momento do diagnostico, cerca de 21% dos pacientes com DM tipo 2
apresenta alguma evidéncia de RD [3]. Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da RD sdo tempo de doenga [3], hiperglicemia [4, 5] e pressdo arterial
elevada [5]. Entretanto, alguns individuos ndo desenvolvem RD mesmo apos exposicao
prolongada a hiperglicemia e hipertensdo arterial [6, 7], sugerindo que os mecanismos
dessa doenga ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

Dentre os fatores potencialmente envolvidos na patogénese da RD, destacam-se
sinalizadores angiogénicos como o vascular endothelial growth factor (VEGF). Dessa

forma, nosso objetivo ¢ revisar o papel da angiogénese e do VEGF em relagdo a RD.

PAPEL DO FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL
NA RETINOPATIA DIABETICA

Retinopatia Diabética

A RD ¢ uma desordem da vascularizacdo retiniana caracterizada por
anormalidades microvasculares (microaneurismas e microhemorragias), progredindo
para alteracdo da permeabilidade vascular, ma perfusdo tecidual, edema e isquemia
retiniana ¢ anormalidades microvasculares intrarretinianas (IRMAs) [8]. A fase
avancada, associada com aumento do risco de cegueira, ¢ chamada RD proliferativa

(RDP) e determinada pela presenca de neovasculariza¢do da retina ou do disco dptico

[8] (Tabela 1).
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Os neovasos presentes na RDP sdo frageis e podem sangrar para cavidade vitrea,
0 que altera a estrutura vitreo-retiniana acarretando fibrose e tracdo sobre a retina. As
complicagdes, a partir desse momento, incluem descolamento tracional e rupturas na
retina. A evolugdo desta doenga pode resultar em perda importante e irreversivel da
visao [9, 10].

Em 1948, Michaelson [11] propds a existéncia de um fator difusivel
desconhecido produzido pela retina isquémica e responsavel pela angiogénese que
causaria neovascularizagdo da retina e da iris, como ocorre na RDP ¢ outras doengas
vasculares da retina [11]. Assim, o entendimento da angiogénese e fatores envolvidos

ganham importancia no conhecimento da patogénese da RD.

Angiogénese

A angiogénese ¢ um processo fundamental e complexo no qual ocorre formacao
de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes [12-17], sendo essencial em
condi¢des fisioldgicas como ovulagdo, desenvolvimento do corpo luteo, embriogénese,
crescimento tecidual, desenvolvimento mamario na lactagdo, resposta imune,
inflamacdo e cicatrizagdo. No adulto saudavel, o turnover vascular ¢ extremamente
baixo e angiogénese raramente ocorre [12, 13, 18].

A etiologia e patogénese de algumas doencas sdo determinadas pela resposta
angiogénica persistente devido a um aumento dos mediadores angiogénicos ou
deficiéncia dos inibidores da angiogénese como, por exemplo, neoplasias, metastases,
psoriase e artrite reumatoide, entre outras [12, 13, 15]. Nessas situagdes, a angiogénese
¢ altamente regulada com periodos de ativagdo e inibi¢do [12, 15]. Doencas oculares

como a RD, o glaucoma neovascular, as oclusdes vasculares, a retinopatia da
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prematuridade e a degeneracdo macular relacionada a idade também apresentam
alterag¢do da angiogénese [12, 13, 15, 17, 19].

Os vasos alvos dos fatores angiogénicos sdo os capilares venosos ¢ as vénulas
terminais, os quais apresentam pequeno calibre com células endoteliais sobre uma
lamina basal cobertas por uma camada descontinua de pericitos e células musculares
lisas [20]. Um dos processos iniciais da resposta angiogénica ¢ a quebra das ligagdes
entre as células dessas camadas [15]. As células endoteliais ativadas geram enzimas
proteoliticas que permitem a degradacdo da matriz extracelular e migragdo dessas
células através da membrana basal, a partir do vaso da qual se originam, expressando

moléculas de adesdo na superficie celular [21].

Fatores Envolvidos na Angiogénese

Viérios peptideos com papel de fator de crescimento relacionados a angiogénese
jé& foram purificados. Entre eles o fator dcido de crescimento de fibroblastos (aFGF), o
fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), a angiogenina, o fator endotelial II
derivado das plaquetas (PD-ECGF), o fator de transformacdo do crescimento o e
(TGF-a e TGF-B), o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator de
necrose tumoral o (TNF-a), o fator de crescimento epidérmico (EGF), a interleucina 1
(IL-1), a interleucina 2 (IL-2), o fator de cicatrizag¢do/fator de crescimento do hepatocito
(SF/HGF) e o fator de permeabilidade vascular (VPF), atualmente chamado de fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF)[12, 15, 22-24].

Dentre esses fatores, o VEGF ¢ um dos mais investigados, atualmente. O VEGF
pertence a um grupo de glicoproteinas diméricas que inclui o fator de crescimento
placentéario (PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e VEGF-F [17,

25]. O VEGF-A ¢ uma citocina potente e multifuncional que age no endotélio [16, 26],
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sendo o melhor estudado e compreendido. Nesta revisdo, sempre que for mencionado o
VEGF, estaremos nos referindo ao VEGF-A [25].

O gene humano do VEGF-A est4 organizado em oito éxons, separados por sete
introns e localizado no cromossomo 6p21.3 [27]. O splicing alternativo resulta em
quatro isoformas principais, contendo 121, 165, 189 e 206 aminoacidos,
respectivamente, VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206 [16, 22, 23, 28]. Embora
com menor freqiiéncia, outras variantes também tém sido relatadas, incluindo
VEGF145, VEGF183, VEGF162 ¢ VEGF165b. Paradoxalmente, esta ultima variante
teria um efeito inibitorio na mitogénese induzida pelo VEGF [29].

O VEGF165, a principal isoforma VEGF-A [16, 17], ¢ uma glicoproteina
homodimérica de 45 kDa que se liga a heparina. Apds ser secretada, uma fracao
significativa permanece vinculada a superficie celular e matriz extracelular [17].

O VEGF atua direta e seletivamente através dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-
2, expressados predominantemente, e talvez exclusivamente, no endotélio vascular [16].
A ligacdo do VEGF a esses receptores causa influxo de célcio citoplasmatico,
aumentando sua concentragdo em até quatro vezes, mudanca da forma, divisdo e
migracao celular [16, 17, 30-32]. Esse aumento da permeabilidade das vénulas as
macromoléculas permite que proteinas plasmaticas extravasem para o espaco
extravascular, levando a coagulacdo do fibrinogénio e deposi¢ao de gel de fibrina que
serve como matriz provisoria para o crescimento de novos vasos sanguineos [14, 16, 17,
22]. O aumento da permeabilidade microvascular parece, invariavelmente, preceder
e/ou acompanhar a angiogénese numa variedade de processos fisiologicos e patologicos
[16, 23]. Isso faz com que o VEGF seja considerado um importante mediador de

angiogénese.
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In vitro o VEGF ¢ capaz para promover o crescimento de células endoteliais
vasculares a partir de artérias, veias e vasos linfaticos e impede a apoptose endotelial
induzida por privagao de nutrientes. Além disso, tanto in vitro quanto in vivo, o VEGF
também ¢ um fator de sobrevivéncia para o endotélio [26]. Em modelo experimental, a
inibicdo do VEGF resulta em grandes alteracdes de apoptose na vasculatura neonatal,
mas ndao em adultos [33]. Parece haver maior dependéncia do VEGF nas células
endoteliais recém-formadas, mas ndo nos vasos ja estabelecidos dentro dos tumores
[33]. A cobertura dos vasos por pericitos foi proposta como um dos principais eventos

para a perda da suscetibilidade ao VEGF [20].

Receptores do VEGF

Trés receptores do VEGF sao descritos: VEFGR-1, VEGFR-2 ¢ VEGFR-3. As
proteinas transmembrana VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (Flk-1/KDR) sao receptores
VEGF de alta afinidade com dominio de tirosina quinase [16, 17, 30]. O VEGFR-3 (Flt-
4) ¢ membro da mesma familia de receptores tirosina quinase, mas tem afinidade pelo
VEGF-C e pelo VEGF-D, nao sendo um receptor de VEGF-A [17].

A expressao do VEGFR-1 (Flt-1: fms-like da tirosina quinase) ¢ acentuada por
hipdoxia através de mecanismo dependente do fator induzido pela hipdxia (HIF-1). O
VEGFR-1 tem afinidade pelo VEGF-A, mas também PIGF e VEGF-B, no entanto, o
VEGFR-1 apresenta fraca resposta ao VEGF [17]. Park et al [34], inicialmente
propuseram que o VEGFR-1 ndo seria essencialmente um receptor de transmissao de
um sinal mitogénico, mas um receptor modulador capaz de regular de forma negativa a
atividade do VEGF no endotélio vascular, seqiiestrando-o e tornando esse fator menos
disponivel para o VEGFR-2. Assim, a potencializagdo da a¢do do VEGF por PIGF

poderia ser explicada, pelo menos em parte, pelo deslocamento do VEGF do VEGFR-1
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ligado [34]. Ativagdo do VEGFR-1 por PIGF resultaria em transfosforilagdo de
VEGFR-2, assim amplificaria angiogénese causada pelo VEGF através VEGFR-2 [17].

Podemos considerar que o VEGFR-1 tenha dupla fun¢do na angiogénese, uma
positiva e outra negativa, em circunstancias diferentes [35].

O VEGEF se liga ao VEGFR-2 (KDR, humanos; Flk-1, camundongo), embora
com menor afinidade do que ao VEGFR-1, tendo papel no desenvolvimento da
angiogénese ¢ hematopoiese [35]. Existe consenso de que o VEGFR-2 ¢ o principal
mediador mitogénico, angiogénico e do aumento da permeabilidade vascular devido ao

VEGF [17, 22, 32, 35].

Regulacio da Expressio Génica do VEGF

A expressao do RNA mensageiro (RNAm) VEGF ¢ induzida pela exposi¢ao a
baixa tensdo de oxigénio em uma variedade de circunstancias patologicas [16, 17]. O
VEGF tem sua expressdo aumentada quando medido através do RNAm ou da proteina
em varios tumores malignos em animais e humanos [16]. A hipoxia tecidual tem sido
associada com a angiogénese e ha evidéncias de que a concentracdo de oxigénio local
regula a expressao do VEGF [16], podendo ela ser o principal indutor da transcri¢do do

gene do VEGF [17].

VEGTF e Doenca Ocular no Diabetes Melito

Todos os conceitos expostos anteriormente se aplicam amplamente a RD e tém
sido motivo de intimeros estudos que objetivam encontrar marcadores que possam

predizer a evolucdo desta doenga e assim ser alvo de tratamento.
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Em 1948, Michaelson [11] postulou a existéncia de um fator angiogénico
difusivel, liberado pela retina isquémica. Por ser induzido por hipéxia, VEGF tornou-se
um candidato atraente como mediador de neovascularizag¢do intra-ocular patolégica.

O VEGF tem sido investigado como um fator de crescimento com niveis
aumentados no humor aquoso e vitreo de pacientes com RD, principalmente naqueles
com RDP [36-38]. Pacientes com DM e RDP apresentam niveis de VEGF no humor
aquoso ¢ vitreo maiores que no plasma, o que possivelmente estd relacionado a
atividade da RD. O mesmo se observa quanto ao edema macular em pacientes
diabéticos [36-38].

Virios estudos acerca da presenga de edema macular e sua relagdo com os niveis
de VEGF também tém sido realizados. Patel et a/ [39] observaram correlagdo positiva
entre o maior nivel de VEGF e a ocorréncia de edema macular quando a macula foi
analisada com tomografia de coeréncia optica (Optical Coherence Tomography - OCT).
Funatsu et al [40], em estudo prospectivo de pacientes com RD ndo proliferativa
submetidos a facoemulsificacdo do cristalino, verificaram que niveis elevados de VEGF
no humor aquoso medidos mediante coleta de amostra no inicio do procedimento
estavam associados com piora do edema macular no pos-operatorio. Assim, o nivel do
VEGF poderia ser tomado como fator de risco para exacerba¢do do edema macular em
pacientes com DM submetidos a cirurgia de catarata.

As concentragdes intraoculares de VEGF diminuem em pacientes com RDP
submetidos a fotocoagulacdo com laser da retina, provavelmente pela diminui¢do do

estimulo isquémico e, conseqiientemente, diminuicao do estimulo a angiogénese [41].
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Polimorfismos do VEGF na Retinopatia Diabética

Alguns polimorfismos do VEGF tém sido estudados para avaliar sua relagdo
com a suscetibilidade e risco de progressao da RD (Tabela 2). Errera et al [42] ndo
observaram associagdo entre do polimorfismo -634G/C (rs2010963) do VEGF e a
presenca de RD ou de DM tipo 2. Entretanto, a homozigose CC no polimorfismo
-634G/C foi mais freqiiente nos pacientes com RDP quando comparado ao grupo
controle (pacientes diabéticos tipo 2 sem RDP), sugerindo que a presenga de
homozigose do alelo -634C do VEGEF seja um fator de risco independente para RDP em
pacientes com DM tipo 2 [42].

Diante das evidéncias de que o VEGF tenha importante papel na patogénese da
RD, um estudo avaliou quatro polimorfismos do VEGF ja previamente descritos -7C/T
(rs25648) e -634C/G na 5' untranslated region (UTR) e -1498T/C e -1190G/A na regido
promotora do VEGF e sua possivel relagdo com RD em populagdo indiana com DM
tipo 2. A freqiiéncia dos polimorfismos -7C/T, -1498T/C e -634C/G tiveram diferengas
significativas entre os pacientes com RDP e sem sinais de RD ou RD leve. Isto sugere
que estes polimorfismos podem estar associados ao maior risco de RD [8].

Awata et al [43] identificaram seis polimorfismos do VEGF em japoneses com
DM tipo 2 sendo que os -1877G/A, -1498T/C, -1190G/A e -1154G/A (rs1570360) estao
localizados na regido promotora e -634C/G e -7C/T na 5° UTR. O polimorfismo
-1877G/A demonstrou-se raro e sua avaliacdo ndo foi continuada. A distribuigdo do
polimorfismo -634C/G foi relacionada a RD, sugerindo a presenca do alelo C que seja
um fator de risco independente pra RD. O gendtipo CC teve razdo de chance de 3,2
quando comparado ao gendtipo GG. Inicialmente, Awata et al [43] acreditaram que
alguns polimorfismos do VEGF poderiam estar associados aos estdgios mais avangados

de RD como a forma proliferativa, ja que o VEGF ¢ um forte fator angiogénico. No
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entanto, o polimorfismo 634 C/G ndo esteve especificamente associado com RDP, pelo
contrario, a associagdo foi mais evidente na RD nao proliferativa.

Petrovic et al [44] ndo observaram associacdo entre RDP e o polimorfismo
-634C/G do VEGF em pacientes com DM tipo 2. No entanto, a média dos niveis séricos
e vitreos de VEGF foi significativamente maior nos pacientes com RDP quando
comparados ao grupo controle (diabéticos sem RD). Esses niveis foram
significativamente maiores em diabéticos com o gendtipo CC, quando comparados aos
outros gendtipos (CG e GQG).

Estudos populacionais mostram que ndo ha diferenca importante entre as etnias
na distribuicdo dos alelos C e G do polimorfismo -634C/G, sendo o alelo G mais
freqliente em todas as populacdes estudadas [45] Ao avaliar trés polimorfismos na
regido promotora do gene VEGF, -2578C/A (1s699947), -1154 G/A e -634C/G,
pesquisadores de Campinas/SP observaram que embora as variantes -2578A e -1154A
sejam mais comuns em brancos que em negros, ndo houve diferencgas significativas

interétnicas em relacdo ao polimorfismo -634C/G [46].

Intervencao no VEGF como Tratamento da Retinopatia Diabética

Os primeiros estudos sobre VEGF e RD sdo da década de 80 e ainda ¢ de grande
interesse médico devido a mudanga do carater meramente investigativo para propdsitos
terapéuticos focados nesse fator.

O conhecimento dos conceitos acima abriu um importante campo de
investigacdo tendo como alvo o VEGF na busca de uma terapia que anulasse seus
efeitos patologicos. Recentemente, agentes anti-VEGF foram desenvolvidos com
objetivo de inibir a neovascularizagdo patologica. Esse interesse, obviamente, envolveu

a DM e suas complicagdes como a RD.
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O pegaptanibe (Macugen®), o ranibizumabe (Lucentis®) e o bevacizumabe
(Avastin®) sao as medicagdes anti-VEGF disponiveis atualmente. O ranibizumabe e o
bevacizumabe bloqueiam todas as isoformas circulantes de VEGF inibindo a
neovascularizagdo em condi¢des fisioldgicas e patologicas. O pegaptanibe age
seletivamente no VEGF165. No tratamento da RD, essas medicacdes sdo aplicadas
dentro da cavidade vitrea. Devido a curta duracdo do seu efeito, os anti-VEGFs
necessitariam de inje¢des intra-vitreas repetidas o que aumentaria o risco de
endoftalmite e a ocorréncia de efeitos adversos dessas drogas como hipertensdo,
proteindria, aumento dos eventos cardiovasculares e prejuizo da cicatrizagdo [47-49].

A terapia com anti-VEGF, apesar de ainda necessitar de estudos clinicos,
transformou a abordagem das doengas vitreorretinianas, e o beneficio de seu uso ¢ uma

realidade na pratica médica do tratamento da RD [48, 49].

CONCLUSAO

Os conhecimentos alcangados até¢ hoje apontam o VEGF como o “fator X”
vislumbrado por Michaelson em 1948. E fundamental pensarmos na angiogénese
ocular, tendo como maior exemplo a RD, como um processo multifatorial. O
desenvolvimento de estudos genéticos e as drogas anti-VEGF sdo uma realidade cada

vez mais palpavel, mas ndo respondem tudo e levantam novos desafios.

Agradecimentos: Ao Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (FIPE HCPA) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
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Tabela 1 - Classificacdo Internacional de Severidade da Retinopatia Diabética

Severidade da Doenca

Achados oftalmoscopicos sob midriase

Auséncia de retinopatia aparente

Auséncia anormalidades

RD leve ndo proliferativa

Apenas microaneurismas

RD moderada nao proliferativa

Mais que apenas microaneurismas, mas menos

que RD severa nio proliferativa

RD severa nao proliferativa

Sem sinais de RD proliferativa, com qualquer
dos achados abaixo:

e Mais de 20 hemorragias intra-retinianas em
cada um dos 4 quadrantes

e Veias em rosario em pelo menos 2 quadrantes
e Anormalidades microvasculares intra-

retinianas em pelos menos 1 quadrante

RD proliferativa

Qualquer dos achados abaixo:
. Neovascularizagao

. Hemorragia vitrea ou pré-retiniana

RD = retinopatia diabética.

Adaptado de Wilkinson, C.P., et al., Proposed international clinical diabetic
retinopathy and diabetic macular edema disease severity scales. [50]
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Tabela 2. Estudos de polimorfismos do VEGF

Populaca
Amostra Polimorfismo Observaciao Ref
0
alelo T mais freqliente em DM2 | [51
com RD (P=0,042) ]
398 com DM2, +936 C/T
Coreana alelo T associado com niveis
526 sem DM (rs3025039) _ ‘
mais altos VEGF plasmatico
(P<0,05)
- 2578C/A ‘ [52
nao houve associacdo com RD
(1s699947) ]
131 DM 1 e 2| ~634C/G i - [52
nao houve associagdo com RD
com RD, 98 (1'82010963) ]
Finlandes rs2146232 [52
DM 1 e 2 sem nao houve associagdo com RD |
a
RD, 526 sem [ 153025033 . [52
DM nao houve associagdo com RD |
+936 C/T [52
nao houve associacdo com RD
(rs3025039) ]
genotipo TT  associado a| [53
rogressao precoce para RDNP | ]
rs833070 prog P P
175 DM1 severa RC: 1,67 (IC 95%: 1,01-
Japonesa 2,54) (P=0,047)
P rs2146323 genotipo  AA  associado a | [53
progressao precoce para RDNP | |
severa RC: 1,68 (IC 95%: 1,02-
2,57) (P=0,043)
- 634C/G ‘ [54
nao houve associagdo com RD
(rs2010963) ]
- 2578C/A Maior freqiiéncia do alelo A no
Japonesa | 469 DM2 (rs699947) grupo RDP quando comparado (54
ao controle (P=0,036) |
Genotipo AA RC:7,7 (IC 95%:
1,8-30,9)

Britanica | DM 1 e 2: 45 - 160C/T associagdo  significativa e | [55
com RDP, 61 independente com RDP ]
sem RD CC teve RC 10,5 (2,3-47,7) para

RDP
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P =0,0003

associacdo  significativa e
independente com RDP
-152 A/G [55
AA teve RC 3,5 (1,5-7,7) para
(rs13207351) ]
RDP
P =0,0022
associacao  significativa e
independente com RDP (55
-116 A AA teve RC 7,9 (3,1-19,9) para |
RDP
P=323x10°
RDP ndo esteve associada com
206 DM 2 com _
o polimorfismo
Eslovénic | RDP e 143 - 634C/G ' _ [44
Niveis sérico e vitreo de VEGF
a DM2 > 10 anos (rs2010963) _ ‘ ]
foram maiores no gendtipo CC
sem RD
P<0,001
ndao houve associacdo com
presenga ou severidade de RD,
no entanto este polimorfismo foi
- 634C/G [56
associado com aumento do risco
. DM2 com e| (152010963) _ ]
Indiana sem RD de RD em pacientes com
microalbuminuria (RC: 8,9, IC
95%: 1,4-58.,3)
+936 C/T ‘ [56
nao houve associacdo com RD
(rs3025039) ]
-460C/T o o RD [57
_ nao houve associa¢do com
DM2: 82 RDP, (rs833061) ]
72 RDNP, 61 alelo C foi mais freqiiente em
Polonesa
sem RD - 634C/G RDNP quando comparado ao | [57
(controle) (rs2010963) | controle (RC=1,69, IC 95% | ]
1,03-2,79)
alelo C em homozigose foi mais
DM2: 167
- 634C/G frequente em RDP quando | [42
Brasileira | RDP, 334 sem
RDP (rs2010963) comparada ao controle (RC:1,9, | ]
1C 95%: 1,01-3,79) (P=0,04)
Indiana | DM2: 120 com -7C/T genotipo CT associado a RD | [8]
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(RC: 4,17, 1C 95%: 1,90-9,18)

(rs25648)
(P=0,0001)
genotipo CG associado a RD
RDP ¢ 90 > 15 - 634C/G
(RC: 4,37, IC 95%: 2,44-7,84) | [8]
anos sem RD (rs2010963)
(P=0,0001)
ouRD leve gendtipo TC associado a RD
- 1498 T/C (RC: 2,33, IC 95%: 1,24-4,36) | [8]
(P=0,0008)
- 2578C/A [58
nao houve associagdo com RD
(1s699947) ]
[58
- 1154G/A
DM2: 203 sem nao houve associacdo com RD ]
(rs1570360)
Japonesa | RD, 93 RDNP,
22 RDP alelo C considerado fator de
- 634C/G risco para EMD, independente | [58
(rs2010963) da presenca de RD (P=0,047),e | |

para RD (P=0,02)
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DMI e 2: 69

o RDP, 198 -460C/T alelo C esteve associado a RDP | [59
Britanica
outros graus de (rs833061) (RC: 2,5, 1C 95%:1,20-5,23) ]
RD
alelo C foi mais freqliente em
RD quando comparado aos sem
RD (P=0,0037). A RC entre o
DM2: 150 com
- 634C/G gendtipo CC e o GG foi 3,2 (IC | [43
Japonesa | RD, 118 sem
D (rs2010963) 95%: 1,45-7,05) (P=0,0046) ]

alelo C foi mais freqliente em
RDNP (P=0,0026) do que em
RDP (P=0,081)

DM = diabetes melito; DM1 = diabetes melito tipo 1; DM2 = diabetes melito tipo 2;
RDP = retinopatia diabética proliferativa; VEGF = vascular endothelial growth factor;
RD = retinopatia diabética; RDNP = retinopatia diabética nao proliferativa; EMD =
edema macular diabético; RC= razao de chance; IC = intervalo de confianca.
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ABSTRACT

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a cytokine that acts on the
endothelium. It plays a major role in the development of diabetic retinopathy (DR). The
-634C/G VEGFA polymorphism is associated with the presence and severity of DR.
The purpose of this study was to evaluate the VEGFA gene expression in the retina of
human cornea donors without diabetes mellitus (DM), according to the genotypes of
-634C/G polymorphism. The eyes and a sample of peripheral blood from 190 cadaver
donors from were collected for analysis. Sixty-one donors were excluded due to the
presence of DM and/or eye/retinal disease. The total DNA was extracted from the
leukocytes of peripheral blood of the remaining 129 donors and was used to genotype
the polymorphism. In 36 homozygotes (CC=18 or GG=18) gene expression for VEGFA
was measured from the mRNA obtained from retinal tissue and quantified by real time
PCR technique. The gene expression was presented in arbitrary units (AU) and the
means of the two groups were compared using the Student t test after logarithmic
transformation. The individuals with genotype CC presented higher VEGFA expression
than those with genotype GG (5.15 +/- 4.47 vs. 2.62 +/- 2.56 AU, P = 0.023).
Concluding, non-diabetic individuals with the CC genotype of -634C/G polymorphism
presented increased VEGFA retinal gene expression compared with GG individuals.

Keywords: mellitus diabetes, diabetic retinopathy, vascular endothelial growth

factor, polymorphism, retina

38



INTRODUCTION

Angiogenesis is a complex, fundamental process in which new blood vessels are
formed from pre-existing vessels (1-6), and it is essential in physiological conditions
such as ovulation, corpus luteum development, embryogenesis, tissue growth, breast
development during lactation, immune response, inflammation, and healing. However,
vascular turnover is extremely low and angiogenesis rarely occurs in healthy adult
individuals (1,2,7). The etiology and pathogenesis of some diseases are determined by
the persistent angiogenic response, such as in diabetic retinopathy (DR) (8, 9).

The vascular endothelial growth factor (VEGF) belongs to a group of dimeric
glycoproteins which include the placental growth factor (PIGF), VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E and VEGF-F (6, 10). VEGF-A is a potent, multifunctional
cytokine that acts on the endothelium (5,11).

The gene that encodes VEGFA in humans is organized into eight exons
separated by seven introns located in chromosome 6p21.3 (12). The alternative splicing
results in four main isoforms containing 121, 165, 189 and 206 aminoacids,
respectively, VEGFA 121, VEGFA 165, VEGFA 189, VEGFA 206 (5, 13-15).
VEGF165, the main VEGFA isoform (5, 6), is a 45 kDa homodimeric glycoprotein
which acts directly and selectively through receptors VEGFR-1 and VEGFR-2
expressed in the vascular endothelium (5). It causes increased vascular permeability,
promotes angiogenesis and stimulates endothelial cell proliferation and migration in a
variety of physiological and pathological processes (5, 14).

VEGFA can promote the growth of vascular endothelial cells from arteries,
veins and lymphatic vessels, and prevents endothelial apoptosis induced by nutrient

deprival, and it is considered an endothelial survival factor (11, 16). Although it is a
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major mediator of ischemia-mediated ocular neovascularization, VEGFA is expressed
in normal retinas and has an endogenous role in retinal preservation in adults (17, 18).

In a previous study, the -634C/G VEGFA polymorphism (rs2010963) in
homozygosis (CC) was associated with proliferative DR (PDR) in type 2 DM patients
(19). Allele C was observed more often in patients with DR (20-23) and with diabetic
macular edema (DME) (21) in some studies, but not in others (24, 25). Further, serum
and vitreous levels of VEGFA were elevated in CC genotype, independently of the
presence of DR (26).

Our working hypothesis is that this polymorphism is associated with PDR due to
the increased expression of the gene that encodes VEGFA. Therefore the purpose of this
study was to evaluate the effect of -634 C/G polymorphism in gene expression of the
angiogenic factor VEGFA in human cornea donors without DM and without ischemic

retinal disease or neovascularization.

MATERIALS and METHODS

Samples

One hundred ninety cadaveric donors were identified through the Central de
Transplantes do Rio Grande do Sul (a Brazilian organization that regulates cadaveric
organs donation) between May 2009 and May 2010. Data were collected by reviewing
the patient charts that included included age, sex, presence of systemic arterial
hypertension, smoking, and diabetes mellitus. A 10 ml sample of peripheral blood was
collected from each patient to extract DNA in order to genotype the VEGFA -634 C/G
polymorphism. Sixty one of these individuals were excluded due to the presence of DM
and/or ocular/retinal disease. The -634 C/G polymorphism was genotyped in the 129

remaining individuals. Thirty six cases were selected because they were homozygous
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(CC or GG). VEGFA gene expression-in retinal tissue was measured as described
bellow.

After the corneas were removed for donation, the retina was separated from the
remaining intraocular structures, kept in liquid nitrogen for 30 minutes and then
conserved at -80°C until the gene expression analyses were performed. The relatives of
the donors signed a Letter of Informed Consent authorizing the use of the material that
would otherwise have been discarded. The project was approved by the Committee of

Ethics in Research at Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Genotyping of VEGFA -634C/G Polymorphism (rs2010963)

Total DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a standard
extraction method with salt described by Lahiri & Nurnberger (1991). The genotyping
of -634 C/G polymorphism located in the promoter region of the VEGFA gene was
performed using primers and probes contained in the Human Custom TagMan
Genotyping Assay 40x (Applied Biosystems - ABI, Foster City, CA; USA). The
following sequences of primers and probes were used: VEGFA-5’- GAG AGA AGT
CGA GGA AGA GAG AGA-3’ (direct primer), VEGFA-5’- CCC AAA AGC AGG
TCA CTC ACT T-3’ (reverse primer), VEGFA-FAM-5’- CCT GTC CCT TTC GC-3°,
VEGFA-VIC-5’- CCT GTC GCT TTC GC-3’. The real time PCR reaction (RT-PCR)
was performed on 96-well plates, with a total volume of 5 ul containing 2ng of genomic
DNA, TagMan Genotyping Master Mix buffer 1x (ABI, Foster City, CA; USA) and the
primers and probes contained in the Custom TagMan Genotyping Assay 1x. The plates
were placed in a thermocycler for RT-PCR (7500 Fast Real Time PCR System; ABI,
Foster City, CA; USA) and warmed for 10 minutes at 95°C, followed by 45 cycles at

95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. The fluorescence data of each plate were
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analyzed by the System Sequence Detection v.2.1 program (ABI, Foster City, CA;
USA). All amplification reactions were performed in duplicate, with an error rate based

on the results of the duplicates of 0.01%.

Quantification of VEGFA by real time PCR

The total mRNA of retinal cells was extracted using reagent TRIzolll]
(Invitrogen Inc., Los Angeles, CA, USA), according to the manufacturers” instructions.
The amount of total mRNA obtained was quantified using the NANODROP 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). The SuperScript ™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen Inc., Los Angeles, CA, USA)
was used for cDNA synthesis beginning with 1 ug of total RNA using Oligo (dT). The
quantification of cDNA of VEGFA of the retina of 18 individuals with genotype CC
and 18 individuals with genotype GG was performed using the RT-PCR technique and

the relative standard curve method. The human [-actin gene was used as an internal
control. The RT-PCR reaction was done in a final volume of 20 P, containing the FAST
SYBR Green reagent 1x (ABI, Foster City, CA; USA), %4 of the synthetized cDNA and
specific primers for all isoforms of VEGFA or for B-actin. The thermocycling
conditions were as follows: an initial cycle of 95 °C for 20 s, followed by 50 cycles of
95 °C for 3 s and 60 °C for 30 s. The specificity of the PCR was determined using the
dissociation curves (melting), which showed a single peak at a temperature of
approximately 76 °C for the VEGFA gene and 78 °C for the [3-actin gene.

The following primer sequences were used: VEGFA-5"- GGC GAG GCA GCT
TGA GTT AA-3’ (direct primer), VEGFA-5’-CAC CGC CTC GGC TTG TC-3’
(reverse primer), [-actin-5’-GCG CGG CTA CAG CTT CA-3’ (direct primer), B-actin-

5’-CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC C-3’ (reverse primer).
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STATISTICAL ANALYSIS

The data were described as mean + standard deviation or total and percentage
numbers. VEGFA expression was compared by genotypes (GG vs. CC) using the
Student t test after log transformation, since this variable did not present a normal
distribution. The clinical characteristics of the two genotypes were compared using the
Student t test or the chi-square test as appropriate. The correlation between expression
and age was evaluated using the Pearson correlation coefficient. Since a priori it was
defined that individuals with genotype CC should have greater VEGFA expression in
the retina, a unicaudal alpha of 5% was used for this analysis. Bicaudal tests were used
for the other analyses. Statistical analysis was performed using statistical software,

SPSS 16.0 (Statistical Package for Social Sciences).

RESULTS

Thirty-six cornea donors were studied. Age varied from 13 to 79 years (mean
56.7 £ 15.5 years). Among the 36 patients, 21 (58.3%) were male, and 18 (50%) were
homozygous for allele C. The clinical characteristics of the two groups (CC vs. GQG)
were similar regarding age range, sex, proportion of hypertensives and smokers (Table
1).

The patients with CC genotype presented an increased gene expression (5.15 +
4.47 AU) as compared to those with GG genotype (2.62 £ 2.56 AU, P = 0.023) (Figure
1). No differences were observed when gene expression was analyzed by gender (men:
3.38 £ 3.44 vs. women: 4.25 + 4.02 UA, P = 0.50), hypertensive status (hypertensives:
3.09 + 3.94 vs. normotensives: 4.64 + 4.47 AU, P = 0.437), or smoke status (smokers:
433 + 498 vs. non-smokers: 4.05 = 3.88 AU, P = 0.881). The retinal VEGFA

expression did not correlated with the age (r = 0.28, P = 0.86).
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DISCUSSION

In this study we observed that in non-diabetic individuals without retinal disease
the CC genotype of -634 C/G polymorphism is associated with increased retinal
expression of the gene that encodes VEGFA. That finding was not associated with
gender, smoke or hypertension status.

Functional polymorphisms can influence gene expression regulating the final
quantity of protein related to a given disease. The growing interest in researching the
VEGFA - 634C/G polymorphism is justified by its association with DR (27). Previous
studies suggested that allele C of VEGFA-634C/G polymorphism as a risk factor for
DR (20, 22, 23), for DME, independently of the presence of RD (21), and it is
associated to elevated serum and vitreous levels of VEGFA (26) in patients with DM2.
These reports parallels the results of our study.

Although much is known about changes involving VEGFA in eye diseases, and
the inhibition of this protein through the therapeutic use of intravitreous anti-VEGFA
drugs, little is known about the normal human retina. In experimental studies of rats and
monkeys, VEGFA was constitutively expressed in vascularized tissues of normal eyes
(17, 29). In rats, the retinal VEGFA expression is associated with age, and is found to
be increased in older animals (29). This suggests greater susceptibility to
neovascularization, and may be related to the etiology, for instance, of the choroidal
neovascular membrane and worse DR in older patients. However, in the present study,
no association was seen between VEGFA expression and donor age.

The increased VEGFA gene expression in retina of donors with CC genotype is
compatible with the role of this protein in DME and DR, because it is an important
factor in increased vascular permeability, stimulus of mitosis of endothelial cells and,

consequently, angiogenesis (5, 28). Our findings suggest that this polymorphism should
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be investigated as a risk factor for greater VEGFA production in the retina of diabetic
patients and consequent predisposition to neovascularisation and increased vascular
permeability from exposure to low oxygen tension (5, 6).

Although the present study had a small sample size, our findings suggest the
importance of the studied polymorphism in encode the VEGFA in retina even in
patients without DM. This polymorphism should be investigated in others diseases
involving the increased VEGFA production and it would be the target of gene therapy
in the future.

In conclusion, the CC genotype of -634 C/G polymorphism is associated with
the increased VEGFA gene expression in the retinas of donors without DM, which

could explain the increased risk of DR in individuals who have DM.
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Table 1.Clinical Characteristics According to Genotype

Genotype
CC GG P
(n=18) (n=18)

Age (years) 60.1 £10.2 534+19.1 0.1
1

Male sex (%) 66.7 50.0 0.3
1

Arterial hypertension (%) 16.7 45.5 0.1
3

Smoking (%) 58.3 27.3 0.1
3

Data expressed in mean =+ standard deviation or number (%)
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Figure 1: Relationship of VEGF quantification in retina and VEGF -634C/G

polymorphism
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca por conhecimento sobre a patogénese e os fatores de risco associados a
RD levaram a identificacdo do VEGF como fator importante nas doengas oculares que
envolvem neovascularizagdo. A associacao de maiores niveis de VEGF com a piora da
RD e o uso de medicagdes anti-angiogéncias, tendo como alvo esta citocina e seus
receptores, estimulam a pesquisa em torno dos polimorfismos do VEGF.

Neste estudo, demonstramos que o polimorfismo do VEGF -634C/G na
apresentacao de homozigose para o alelo C esta associada a maior expressao do VEGF
na retina de individuos sem DM.

A compreensao da suscetibilidade genética & RD propiciara a identificacao de
pacientes com maior risco de desenvolver esta doenga, que ¢ uma das principais causas
de cegueira no mundo, possibilitando um acompanhamento e intervencao mais eficazes

e conseqiiente manutencao da capacidade visual e qualidade de vida nos pacientes com

DM.
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