UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIAY DOCTORADO EN CIENCAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y

DE LA SALUD

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

NIVELES SERICOS DE FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL
VASCULAR (VEGF) Y FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO
(PIGF) EN NEONATOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL
DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO

TESIS QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS MEDICAS

Presenta:

Dra. Zaira del Carmen Bernal Diaz

Tutor:

Dr. Miguel Angel Villasis Keever
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD

CDMX, Marzo 2021


Margarita
Texto escrito a máquina
PROGRAMA DE MAESTRÍA Y DOCTORADO EN CIENCAS MÉDICAS, ODONTOLÓGICAS Y DE LA SALUD

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

RESUMEN 4
ANTECEDENTES 6
FISIOPATOLOGIA DE ROP ...ttt ettt sttt st st eae s 7
CRITERIOS PARA TAMIZAJE DE ROP.......oiiiiieeeeee ettt 8
ESTADIFICACION DE LA RETINOPATIA DEL PREMATURO.......ccceoieiieiieiiereereeve e 8
Enfermedad Preumbral ................c..ccoooiiiiiiiiiiieiieee et 9
ROP PreumbBral 1P L ..........cccooouiiiieiei ettt et ettt ettt 9
ROP Preumbral tipo I1: .............cccoooieiieieee ettt ettt 9
FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)....cccooiiiiiiieeieeeieeee 11
Donde podemos Medir VEGE? .........c..ccccooeiuiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt ettt svaesaee 11
VEGE €N diSHNIOS OFQANOS..........occvveeiieeiieeiieeiieeieeeeeeie ettt ettt ettt ettt et ere b beeseeeaeeeve s 12
VEGF en Retinopatia Inducida por OXIGeNO ................ccccccvevvveeieeieiiesiienieeiieeieeeiiesieeeve e 13
VEGEF sérico en prematuroS CON ROP...............cccoviiiieiiiiiiieeiieee et 14
FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PLGF)....cccoiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee e 16
PIGF €1 diStiNtOS OFGAMNOS ..ottt ettt 16

LA RETINA COMO BARRERA ...ttt ettt ettt seeennens 17
TRATAMIENTO EN ROP......oieee ettt sttt st e nes 18
PUNTAJE SNAP-PE IL.....oooiiiiiieieieieteste ettt ettt et essesestesseensessesseessensenseans 19
JUSTIFICACION 21
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 21
PREGUNTAS DE INVESTIGACION 23
OBJETIVOS GENERALES 23
HIPOTESIS 24
CRITERIOS DE INCLUSION .....uvtitiitieriesteeseesteesseesseasseessaassesssesssesssesssesssesssessseassesssesssesssesssesssesssessenss 24
CRITERIOS DE EXCLUSION .....uviiiiiitiieeeeteeeeeiteeeeeetteeeeeiaeeeeetteeeeeesaeeeeeseeeeeesseesensseeeenseeeeensseesenreeeennnes 24
CRITERIOS DE ELIMINACION .....cutiuimiiienieitettntentetentettetestessesee ittt ebestesestestesesaeste st eseeaeesesaeseneenesaeenenee 25
VARIABLES A ESTUDIAR (VER ANEXO L) ..cciiiiiiiiiiieiieieeieeieee ettt a e s 25
Variables DePEndientes ...............cccuoiui ittt 25
Variables INAEPERAIENLES .................c...cccueeeueiiiiieeiiecieeee et e e eaaeeeaae e 25
IMEDICIONES .....eutteutentenitentetenteettetesttsetetestesbeestebe s bt ebeest e bt eueemse st e sbeeatenbesheeseemtebesbeenbesesbeensentenbeeneens 26
CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA ......oceeutitiiitentetietentententetetterestenestestesessesseseseestenesaenneneenessesnenee 27
PROCEDIMIENTO .......coiitiitieieieitetet ettt ettt ettt e essessasse et essessesssensensessesssensensesssessensessenns 28
Estrategias para el reclutamiento de PACIERLES...................cccoeeevveeciiieciiieiiieeiieeee e 28
Revision de Fondo de Ojo para deteccion de ROP..............ccccccceoveueeeiiiesiiaiiiieniieecie e 29
ESCAIA SNAP-PE L1 ..ottt ettt ae e 29
Transporte, Almacenamiento y Procesamiento de MUESIVAS................cc..cceeevecieiiieiseieeiiiiireannenn 30
PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO 31
CONSIDERACIONES ETICAS 32

RIESGO DE LA INVESTIGACION .....c.utiitiiitieiieteeteeteeteeteeseeseesseesseesseseessessseesseessessessesseessessessees 32



CONFIDENCIALIDAD ....ccoutiiiuiieiieeiteeeteeeseeesseeessseesssaesssesassesassssessssessssesssessssesssssssssssesssssssessssssssssenns 32

RESPONSABILIDAD MEDICA ...ttt ettt sttt et sae sttt sae st st ene st sne et eseenenee 33
CONSIDERACIONES BIOSEGURIDAD 34
RESULTADOS 35
ANEXO I 38
FIGURAS Y TABLAS 38

FIGURA 1. Seleccion de poblacion de eSHUIO ................c..ccoveceeiieiiiiiiieieiieeieeee e 38
Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas de la poblacion...................cc.ccoovveeeievieiiaiiaiieiiicieannn 39
Tabla 2. Analisis de comportamiento SErico de PrOteINaS ...............cc.cccveveeceeiieiiiaieiereeireeereanens 40

Tabla 3. Factores relacionados con VEGF y PIGF al mes de vida. Andlisis de regresion lineal .40

Figura 2. Concentraciones séricas de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) ....... 41
Figura 3. Concentraciones séricas de Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)..................... 42
Figura 4. Correlacion entre Factor de Crecimiento Endotelial Vascular en la semana 1 y las
Semanas de Gestacion al nAcimiento POr GFUDOS...............cceeecueeeieeercreeeereeeereeeceeeeieeeeieeesveesneens 43
Figura 5. Correlacion entre Factor de Crecimiento Placentario en la semana 4y las Semanas de
Gestacion al NACIMIENTO POF GFUDOS............c.ccuvecueeieeeieeieeieeieeae e eaesaesseeeseessesaseesseessesasesnses 44
DISCUSION 45
CONCLUSIONES 49
ANEXO 11 50
AN 27N 2) 3 R ) =) B 2 N6 5) [ J SRR 50
ANEXO III 51
CONSENTIMIENTO INFORMADO ......uuuuuuuiuuuutuuenueerereeseeeeeeeeeeeeeeeeereesseseseeeseeeeeeeeseseesesesesesesssssssssssssnssssses 51
ANEXO IV 53
HOJAS DE RECOLECCION DE DATOS ....coiiiutiiiiiitiee ettt eeeeee e ettt eat e e et e e seaateessaaeesssanaeesenaaeesssaneeesns 53
ANEXO YV 57
ESCALA SNAPE-PE IL.....ciiiiiiiiieeee ettt ettt ettt ettt ve et e veeveebeeveeaveenre s 57
ANEXO VI 58
DOCUMENTOS APROBACION HOSPITALARIA .....cveiiiiutiieiiieieeeeetieeeeeeeeeesteeeessaesessaseessssssesssssseessssnenesns 58

REFERENCIAS 60




RESUMEN

NIVELES SERICOS DE FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF) Y
FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PIGF) EN NEONATOS PREMATUROS Y SU
RELACION CON EL DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO

Antecedentes

En America Latina, la Retinopatia del Prematuro (ROP), es la causa numero uno de ceguera
infantil. La ROP es una enfermedad multifactorial caracterizada por cese de la vascularizacion
retiniana, formacién de neovasos y membranas que pueden terminar en desprendimiento de
retina y ceguera. Se han disefiado tratamientos de aplicacion intraocular que pueden causar
efectos sistémicos indeseables al modificar las concentraciones séricas del Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) y el Factor de Crecimiento Placentario (PIGF). Estas
proteinas son necesarias para el desarrollo y funcionamiento de érganos vitales como cerebro,
rifidn y pulmén, en el neonato prematuro.Estudios transversales muestran niveles séricos de
VEGF 200 pg/ml mas altos en neonatos prematuros con retinopatia que en neonatos sin
retinopatia; mientras que otros sugieren un descenso drastico posterior a la aplicacion de
tratamiento intraocular para ROP. Sin embargo existe poca evidencia que demuestre las
modificaciones de dichas proteinas en suero ante diversas condiciones sistémicas propias del

prematuro.
Objetivo

Comparar los niveles séricos de VEGF y PIGF en neonatos prematuros con y sin retinopatia
durante el primer mes de vida, y determinar la influencia de la gravedad sistémica medida por
SNAP-PE Il (Escala para Fisiologia Aguda Neonatal con Extension Perinatal, por sus siglas en
inglés), sobre los cambios en las concentraciones de VEGF y PLGF en prematuros.

Metodologia

Se realizé un estudio analitico, observacional, prospectivo y longitudinal; donde se incluyeron
neonatos nacidos en el Hospital General de México con < 34 semanas de gestacion (SDG) y/6
< 1750 gramos de peso al nacimiento. Se realizaron censos diarios de nacimientos entre agosto
2015 y marzo 2016, solicitando consentimiento informado de los padres o tutores y toma de 3
muestras de maximo 1ml de sangre por puncién periférica en la semana 1, 2 y 4 de vida; las
muestras fueron transportadas en frio, centrifugadas y alicuotadas para su almacenamiento y
posterior procesamiento mediante ELISA para medir concentraciones séricas de VEGF y PIGF.
Se tomd informacion del expediente clinico para hacer la medicién de la escala de gravedad
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SNAP-PE Il en esos tres momentos y se realizé la revision de fondo de ojo al mes de vida para
deteccién oportuna de Retinopatia del Prematuro (ROP).

Resultados

Incluimos un total de 36 sujetos en el andlisis, 22 sin ROP y 14 con ROP, tres casos con ROP
estadio 3 fueron sometidos a tratamiento. Las concentraciones séricas de VEGF tuvieron un
comportamiento distinto en el grupo con ROP con medianas de 518 pg/ml, 936 pg/ml y 689 pg/
ml; en la semana 1, 2 y 4 de vida respectivamente; mientras que en el grupo sin retinopatia las
medianas fueron: 869 pg/ml, 766 pg/ml y 555 pg/ml; sin alcanzar diferencias estadisticamente
significativas. Las concentraciones séricas de PIGF fueron incrementandose a través del tiempo
en ambos grupos, las medianas en la semana 1 fueron: 12.26 pg/ml para el grupo con ROP y
49.01 pg/ml para el grupo sin ROP (p < 0.0001); en la semana 2 de vida: 41.39 pg/ml vs. 65.44
pg/ml (p = 0.03) y en la semana 4 de vida: 58.87 pg/ml vs. 77.23 pg/ml (p=0.44). El analisis de
regresion lineal mostré que el unico factor con una contribucidn significativa para las
concentraciones en la semana 4 de vida para VEGF fue la medicién de la misma proteina en la
semana 2 de vida; mientras que para PIGF los factores mas importantes fueron las dos
mediciones previas de la proteina. El estadistico de Skilings Mack no demostrd diferencias
importantes durante las mediciones seriadas de VEGF (p=0.06), mientras que para PIGF si se
encontré una diferencia significativa (p<0.001).

Conclusiones

Los valores séricos de VEGF no fueron diferentes entre los sujetos que desarrollaron
ROP y los que no; mientras que los de PIGF mostraron diferencias significativas en la semana 1
y 2 de vida. Ambas moléculas presentaron una dispersion amplia y solo el PIGF mostré una
tendencia permanente al aumento en ambos grupos. La gravedad sistémica de los sujetos
medida por SNAP-PE Il no afecto las concentraciones séricas de ninguna de las proteinas. En
el modelo multivariante para las concentraciones séricas de VEGF en el dia 30 el unico
contribuyente con p<0.05 fue la concentracion de VEGF en la semana 2 de vida. Para PIGF las
Unicas dos variables que afectaron sus concentraciones en el dia 30 vida, fueron las
mediciones de la misma proteina durante la semana 2 y 4 de vida.

Es importante tomar en cuenta que pueden existir variables modificadoras de VEGF y
PIGF en suero no relacionadas con el tratamiento local para ROP, y por lo tanto no es
conveniente asegurar que sus modificaciones son el efecto directo de una maniobra terapéutica
intraocular en prematuros.

Palabras Clave: Retinopatia del Prematuro, VEGF, PIGF, séricos, SNAP-PE II



ANTECEDENTES

Aproximadamente 1.6 millones, de nifios son ciegos o tienen algin compromiso visual
severo; 60 mil de estos casos son por retinopatia del prematuro. Por esto la Retinopatia del
Prematuro (ROP) es una de las estrategias prioritarias en el proyecto visiéon 2020 de la Agencia
Internacional para la Prevencion de la Ceguera.1

En America Latina existen, aproximadamente 150 mil ciegos; de los cuales 25 mil
son por ROP, colocando a ésta como la causa numero uno de ceguera infantil. ' La Asociacion
Panamericana de Oftalmologia refiere que, en regiones prosperas, el 10% de los nifios son
ciegos por ROP; mientras que en regiones con ingresos medios se incrementa hasta 25% la
discapacidad visual por ésta causa.2

La ROP fue detectada como causa de ceguera desde las décadas de los 40s y 50s en
paises industrializados, ya que la supervivencia de neonatos prematuros aumenté y de igual
manera el uso desmedido de oxigeno para su tratamiento.3 Posteriormente disminuyé
drasticamente su incidencia al restringir el uso de oxigeno, sin embargo hubo un incremento en
la paralisis cerebral y la mortalidad en los bebés prematuros.# Al mejorar el manejo en las
unidades de cuidados intensivos se dio lo que se conoce como la “segunda epidemia” de ROP,
aumentando de nuevo su incidencia debido a la mayor sobrevida de nifios cada vez mas
pequenos e inmaduros. En las ultimas décadas este fendmeno se ha presentado en paises en
vias de desarrollo, dando lugar a la llamada “tercera epidemia” de ROP.

En paises industrializados la ROP es una enfermedad practicamente exclusiva de los
nifos extremadamente prematuros (= 1000 gr.). Pero la informacion de los paises con ingresos
medios a bajos indican, que los bebés prematuros con ROP presentan las caracteristicas de la
primera epidemia de ROP; lo cual implica que nifios de mayor edad gestacional y mayor peso al
nacimiento pueden presentar la enfermedad. ®

En 2010 Zimmermann y colaboradores realizaron una revision de la literatura para
conocer la prevalencia de ROP en Latinoamérica. Se encontré una prevalencia de la
enfermedad en México entre 10 y 28%, la variedad grave de la enfermedad tuvo una
prevalencia entre 2.7 y 11.4%; es decir que casi la mitad de los casos diagnosticados con ROP
requirieron una intervencidon oportuna para prevenir ceguera irreversible. Los tamanos
muestrales de los 4 trabajos revisados, fueron 29, 55, 88 y 2014 sujetos; pero los criterios de
tamizaje estuvieron basados en guias para paises de primer mundo; lo cual podria dejar fuera
de las revisiones a nifios en riesgo; y por lo tanto subestimar la prevalencia de la enfermedad
en nuestro pais.t

La prevalencia de ROP tiene una relacién directa con la edad gestacional y el peso al
nacimiento, en Turquia Murat y colaboradores realizaron un estudio de cohorte para factores de
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riesgo en ROP, con una poblacién total de 650 neonatos prematuros, encontraron que la
prevalencia de ROP en los menores de 28 SDG fue de 82%, mientras que en los mayores de
esta edad es de 28.6%; y de éstos el 33.9% y el 3.5% respectivamente requirieron tratamiento.
En cuanto al peso al nacimiento en su cohorte encontraron que la prevalencia de ROP en
menores de 1000 gramos fue de 81.8%; en el grupo con peso al nacimiento entre 1000 y 1500
gramos la ROP se presentd en el 53.9% de los sujetos, mientras que en prematuros co peso
mayor a 1500 gramos la prevalencia fue de 16%; la necesidad de tratamiento en estos
subgrupos fue de 33.7%, 10.9% y 1.4% respectivamente.”

FISIOPATOLOGIA DE ROP

La ROP es una enfermedad vasoproliferativa dinamica que causa una vascularizacion
incompleta de la retina en neonatos prematuros de bajo peso al nacer; se caracteriza por una
proliferacion fibrovascular en el borde entre la retina vascular y la avascular. Su fisiopatologia es
compleja y su etiologia multifactorial.!

En la fisiopatologia de la ROP se describen dos fases, la primera que suele presentarse
entre la semana 22 y 30 de edad postmestrual y esta caracterizada por vaso- obliteracion la
cual es favorecida por un estado de hipoxia, que a su vez provoca disminucion en VEGF
(Factor de Crecimiento Endotelial Vascular) en el ojo; mientras que la segunda, se presenta
entre la semana 31 a la 44 y suele ser vasoproliferativa inducida por la hiperoxia consiguiente, y
con un aumento de la expresion de VEGF.8,° Por esta razén una de las moléculas mas
estudiadas dentro de la fisiopatologia de la ROP es el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF), al igual que otros factores pro-angiogénicos similares, como el Factor de Crecimiento
Placentario (PIGF).

Los niveles de oxigeno han sido reconocidos como un factor de riesgo importante en el
desarrollo de la retinopatia del prematuro. En la década de 1940, los altos niveles de oxigeno
no regulado al nacer causaron probablemente los primeros casos de la enfermedad. Los
modelos animales de retinopatia inducida por oxigeno han podido demostrar que periodos
constantes de hiperoxia causan obliteracion de los capilares de reciente formacion. 0

El ensayo clinico STOP-ROP (Oxigeno Suplementario Terapéutico para ROP pre-
umbral) no encontré beneficios significativos de administrar oxigeno suplementario a bebés con
retinopatia pre-umbral. Sin embargo otros estudios clinicos han demostrado, como las
fluctuaciones y el incremento del oxigeno, administrado a nifios prematuros incrementa el riesgo
de retinopatia grave. La reduccion de los niveles de oxigeno puede afectar el desarrollo del
cerebro en los prematuros y la administracion de oxigeno suplementario es comun durante los
examenes y procedimientos en las unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN), el



conocimiento de los efectos especificos del oxigeno suplementario (OS) en ROP es de gran
ayuda para comprender mejor la enfermedad.0

CRITERIOS PARA TAMIZAJE DE ROP

Los criterios adoptados en paises latino-americanos son diversos y dado que la edad
gestacional, en muchos casos, es poco confiable; el peso al nacimiento cobra mayor
importancia.t

La Secretaria de Salud de México ha sugerido criterios para la revision de recién nacidos
prematuros con riesgo de retinopatia. Estos incluyen 12:

1. Todos los recién nacidos (RN) pretérmino con menos o 34 semanas de edad gestacional y/o
menos de 1750g. de peso al nacimiento (PN).

2. RN pretérmino, mayores o igual de 1750 g PN y menor a 34 semanas de gestacion que
hayan recibido oxigeno suplementario a criterio del médico tratante.

3. RN pretérmino que tengan factores de riesgo asociados a criterio del médico tratante
(asistencia respiratoria mecanica, transfusion, hipoxia - hiperoxia, choque, apneas,
maniobras de reanimacion, acidosis, sepsis, esteroides post-natales, sepsis por Candida,
persistencia de conducto arterioso, etc.).

La aparicion de los primeros datos de ROP esta directamente relacionado con la edad
corregida, por lo tanto las revisiones a bebés en riesgo deben programarse dependiendo de
ésta; para los nifios nacidos antes de las 27 SDG, la primera revisiéon oftalmolégica debe
programarse a las 31 semanas de edad corregida; mientras que en los mayores de 27 SDG,
debe hacerse 4 semanas posteriores al nacimiento. 12

ESTADIFICACION DE LA RETINOPATIA DEL PREMATURO

La gravedad de la ROP se determina mediante estadios y zonas; se describen 5
estadios de enfermedad, y tres zonas de afectacién. Las zonas se refieren a la parte de la retina
afectada por la enfermedad (Ver Imagen 1):

Zona | 6 Polo posterior: Centrado en la papila, es un circulo cuyo radio es el doble de la
distancia papila - macula.

Zona Il 6 Retina periférica: Centrado en la papila abarca una zona circular entre el
circulo interior de la zona | y una circunferencia exterior hasta la ora serrata nasal.

Zona Il 6 Extrema periferia: Zona residual en forma de medialuna entre el circulo
exterior de la zona Il y ora serrata del lado temporal.

En cuanto los estadios se describen 5 estadios progresivos:



Estadio 1: Linea de demarcacion de una zona avascular con bordes nitidos pero no
sobreelevado.

Estadio 2: Linea de demarcacion sobreelevada de la zona avascular o "cordon".

Estadio 3: Proliferacion fibrovascular extrarretiniana con vasos terminales en
“abanico”,con "ovillos" vasculares y hemorragias sobre el "cordén".

Estadio 4: Desprendimiento traccional de retina periférico: (a) El desprendimiento no
llega a la zona macular o fovea. (b) El desprendimiento llega hasta la macula o fovea.

Estadio 5: Desprendimiento total de retina (fibroplasia retrolental).
Enfermedad Plus
Tortuosidad arterial y dilatacién venosa en polo posterior que al menos abarque 2 meridianos de
la fotografia estandar de zona |.
Enfermedad Preumbral

Tomando en cuenta la zona afectada, el estadio presente y los meridianos afectados se
ha clasificado a la ROP en dos tipos, de alto riesgo (enfermedad preumbral tipo |) y de bajo
riesgo (enfermedad preumbral tipo Il) para presentar ceguera.

ROP Preumbral tipo I:

. Zona |, cualquier estadio de ROP con enfermedad plus
. Zona |, Estadio 3 ROP +/- plus

. Zona ll, Estadio 2 o 3 con enfermedad plus

ROP Preumbral tipo II:

. Zona |, Estadios 1 o 2 sin enfermedad plus

. Zona ll, Estadio 3 sin enfermedad plus

La enfermedad preumbral Tipo | debe recibir tratamiento antes de 72 hrs. a partir del
diagnéstico y la enfermedad preumbral Tipo Il requiere vigilancia.

La implementacién de estos criterios, ha dado como resultado, que bebés cada vez mas
pequefios sean incluidos en las revisiones y por lo tanto requieran tratamiento en edades
tempranas cuando las complicaciones sistémicas como la apnea, bradicardia o reintubacién son
mas comunes y por lo tanto las revisiones de seguimiento también seran necesarias para nifios
con ROP preumbral tipo 1.9



Macula

Zonel

Optic nerve

Imagen 1. Estadificacion ROP: zonas y estadios. Reproducida de Lancet 2013; 382: 1445-57
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FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)

VEGF es uno de los mediadores mas potentes de la regulacion vascular en la
angiogénesis, ademas de mediar la permeabilidad vascular al agua y proteinas. Se cree que
VEGF puede aumentar la permeabilidad vascular 50.000 veces mas que la histamina. También
se ha reportado que el VEGF induce la fenestracion en células endoteliales tanto in vivo como
in vitro. En los ultimos afos varios miembros de la familia de genes de VEGF han sido
identificadas, incluyendo VEGF-A , VEGF-B , VEGF-C , VEGF-D , VEGF-E, y factor de
crecimiento placentario ( PIGF ). La molécula mas estudiado de la familia de VEGF es VEGF-A.

El gen VEGF humano se localiza en el cromosoma 6p21.3 y esta organizado en ocho
exones , separados por siente intrones. Existen distintas isoformas del VEGF humano
incluyendo: 121, 145, 165, 183 , 189 y 206 aminoacidos ( VEGF121 , VEGF145, VEGF 165,
VEGF183 , VEGF189 y VEGF206 respectivamente ), los cuales se forman de las
modificaciones alternadas sobre los exones de un solo gen. Dado su actividad y potencia
bioldgica, VEGF165 es la isoforma predominante del VEGF. El VEGF nativo esta unido a la
heparina , y es una glicoproteina basica, homodimérica de 45 kDa.

La actividad bioldgica del VEGF es dependiente de su union con receptores especificos.
Tres receptores diferentes pertenecientes a la familia de receptores de tirosina-quinasa se han
identificado: VEGFR-1/FIt-1, VEGFR-2/Flk-1 (KDR), y VEGFR-3 (Flt-4). Tanto VEGFR-1 y
VEGFR-2 tienen dominios de tipo inmunoglobulina extracelulares, asi como un uUnico dominio
transmembrana tirosina quinasa y se expresan en distintas células. Neurofilina-1, es un receptor
para semaforinas en el sistema nervioso, es también un receptor para las isoformas de VEGF y
PIGF que se unen a la heparina. Sin embargo, no hay evidencia de las sefializacién por
neurofilinas después de su unién a VEGF. 13

El VEGF es indispensable para el desarrollo de érganos vitales como pulmones, rifiones
y cerebro; de igual manera tiene un papel protagénico en la maduracién retiniana. Multiples
estudios han comprobado que el aumento intraocular de VEGF favorece la respuesta
vasoproliferativa en ROP. El VEGF es una proteina que juega un papel fundamental tanto en la
vasculogénesis como en la angiogénesis a nivel sistémico; se produce primordialmente en el
endotelio vascular, aunque ya se ha documentado su expresion en otros tejidos. 14

Donde podemos medir VEGF?

El VEGF se ha medido en varios tipos de fluidos y células. Los fluidos mas comiunmente
utilizadas para mediciones son la sangre (suero o plasma), el lavado broncoalveolar (BAL),
esputo, las células epiteliales bronquiales, células alveolares tipo Il, macréfagos alveolares,
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neutrdéfilos, células endoteliales de los capilares de los alvéolos, y de células musculares lisas
vasculares.

Es importante sefialar que los niveles de VEGF en suero son mas altos en comparacion
con los medidos en el plasma. La razén de esta diferencia, es que el VEGF en suero refleja la
liberacion de VEGF a partir de plaquetas y leucocitos durante la coagulacién de la sangre, lo
que resulta en un aumento de las concentraciones de VEGF 2 a 7 veces mas en suero. En
personas sanas, los niveles de VEGF en fluido epitelial son 500 veces mas altos que los niveles
plasmaticos, sugiriendo que el epitelio sirve como reservorio y como barrera para el VEGF, sin
embargo en caso de alteraciones estructurales causadas por alguna enfermedad esta barrera
puede verse dafnada; y es por eso que en algunas enfermedades pulmonares los niveles
séricos de VEGF suelen ser mas altos que en los controles sanos.?

VEGF en distintos érganos
Pulmon

Evidencia reciente sugiere que la vascularizacién en los pulmones promueve
activamente el desarrollo alveolar normal. La inactivacion de VEGF en los primeros dias de vida
resulta en un incremento de la mortalidad, atrofia corporal generalizada, y retraso del desarrollo
de 6rganos. La dependencia de VEGF termina, aproximadamente, 4 semanas posteriores al
nacimiento, periodo que coincide con el final de la alveolizacién y la maduracién vascular en el
pulmén.15

Algunas isoformas de VEGF (120,164 y 168) estan presentes en células alveolares tipo
Il en modelos animales, su pico de expresion se da durante el mayor desarrollo de vasos en el
pulmén, disminuye al dia 10 de vida, para incrementarse nuevamente a niveles que se
mantienen el resto de la vida.'s

El bloqueo del VEGF tanto farmacolégico como genético durante el desarrollo pulmonar
provocan pérdida de alveolizacion y disminucion de la densidad arterial, caracteristicas
presentes en la bronco-displasia pulmonar (BDP). Experimentos en ratas demuestran que el
VEGF no solo se requiere durante el desarrollo pulmonar, sino también a lo largo de la vida, ya
que al bloquearlo, los animales muestran cambios estructurales compatibles con enfisema.15

Los niflos con BDP presentan niveles menores de RNAmM de VEGF que los nifios que no
presentaron la enfermedad. Se han reportado niveles de VEGF mas bajos, en los aspirados
traqueales de los recién nacidos prematuros que mueren por sindrome de dificultad respiratoria
grave, que en los sobrevivientes; y en recién nacidos que desarrollaron BPD comparados con
los bebés prematuros que sobrevivieron y no presentaron complicaciones pulmonares.15
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La hipoxia es el principal estimulador de la expresiéon de VEGF. La exposicién prematura
del pulmén en desarrollo a un ambiente de hiperoxia puede disminuir la expresion de VEGF.
Aun en ambientes con concentraciones de oxigeno al 21%, el nacimiento prematuro por si solo
puede interferir con el desarrollo pulmonar normal. Los capilares inmaduros generados por
VEGF producen fuga y como consecuencia edema pulmonar.

Ririon

El VEGF se expresa en las células glomerulares tanto en el rifidn adulto como en el fetal.
Por medio de inmunohistoquimica se ha podido demostrar su presencia tanto en la matriz
extracelular como en las células glomerulares. En algunos trabajos se ha podido comprobar la
presencia de VEGF en los tubulos renales también, sin embargo su expresién es mucho menor
que en los glomérulos.'’® Aparentemente la membrana basal de los glomérulos sirve como
reservorio de VEGF, de aqui es liberada a las células endoteliales de los capilares renales; y de
esta forma se completa el ciclo paracrino de la proteina en el rifién. Se cree que el VEGF es
necesario para la fenestracion de las células epiteliales glomerulares, caracteristica esencial
para la ultrafiltracion renal. En el rifidn, los gatillos de expresion de VEGF son la hipoxia y la
hiperglicemia. Al igual que en el pulmon, el VEGF en el rifion esta elevado o bajo en distintas
patologias, por ejemplo, se ha visto como el VEGF se puede detectar en orina de pacientes
sanos; pero al comparar con la excrecion en pacientes con glomerulonefritis necrotizante, en
esta ultima se encontraba mucho mas elevado.16

Cerebro

Se ha demostrado como el VEGF y su receptor VEFGR-2 son expresados en el cerebro
y cerebelo tanto en formacién como posterior al nacimiento.’” Ademas se ha documentado
como un factor prondstico importante para la dilatacion intraventricular posterior a hemorragia
en prematuros, teniendo una sensibilidad de 96% y una especificidad del 100% con un valor de
corte, medido en suero de 135 pg/ml.18

VEGF en Retinopatia Inducida por Oxigeno

Existen una gran variedad de modelos experimentales que han podido documentar el
aumento de VEGF intraocular en respuesta a la hipoxia. Sin embargo no todos coinciden en sus
conclusiones, por ejemplo, Budd y colaboradores documentaron el aumento de VEGF en
retinas de un modelo animal de retinopatia inducida por oxigeno (fluctuaciones 50-10% por 14
dias) comparados con animales en oxigeno ambiental; los autores aseguran que no pudieron
sustentar la teoria bifasica de ROP, debido a que los niveles de VEGF ocular se vieron
incrementados aun en condiciones de hiperoxia; sugiriendo que el estimulo para el aumento de
esta proteina en el ojo es la superficie de retina avascular y no las fluctuaciones en los niveles
de oxigeno.’® A este respecto Saito y colaboradores postularon que el VEGF se incrementa
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intraocularmente en respuesta a la isquemia tisular aun en presencia de oxigeno suplementario
debido a la inmadurez tanto de la coroides como de la vasculatura retiniana. Ellos sugieren que
las células de la retina interna (células de Miiller y células ganglionares) detectan la hipoxia y
son las principales productoras de VEGF. El aumento en las concentraciones de oxigeno en la
retina reduciria en teoria el estimulo para la expresiéon de VEGF, sin embargo, como se produce
el desarrollo de los fotorreceptores la demanda metabdlica de la retina externa aumenta. La
evidencia implica a los fotorreceptores en la creacién de la demanda de oxigeno que resulta en
las caracteristicas clinicas observadas en modelos de ROP.10

En animales adultos, la coroides es la principal fuente de oxigeno en zonas de retina
avascular, sin embargo en los modelos animales de ratas prematuras la coroides en el dia 15
de vida no es capaz de transmitir el oxigeno suplementario, al igual que la vasculatura retiniana
inmadura, por lo tanto la hipoxia tisular aumenta aun con mayores concentraciones de oxigeno.
Por lo tanto el oxigeno suplementario como las fluctuaciones en el mismo pueden causar que
empeore la ROP. 10

VEGF sérico en prematuros con ROP

El estudio de Du y colaboradores en China, realizé una comparacion entre los niveles
VEGEF sérico de 184 recién nacidos. Realizaron sus comparaciones entre 3 grupos divididos por
edad gestacional ( < 32 SDG, 32-36 SDG y RN término) y 2 divididos por el uso o no de
oxigeno suplementario. Ademas se estudio un grupo de ROP en el que todos los participantes
pesaron menos de 2000 grs. al nacimiento. Midieron VEGF por ELISA cada 2 semanas hasta
que se dio de alta a los nifios. Encontraron que el VEGF disminuyd en los nifios prematuros y
permanecié estable en los de término, en los tres grupos SIN uso de oxigeno. El VEGF en
nifos de 32-36 semanas era significativamente mayor que los de los bebés de término en la
semana 1y 3 (522 + 224 vs. 247 + 123, P = 0.000; 393 + 220 vs. 247 + 177, P = 0.022). Pero al
comparar los bebés menores de 32 semanas con los de término no se encontraron diferencias
importantes. En el grupo de 32 a 36 SDG hubo diferencias significativas en los niveles séricos
de VEGEF, entre los grupos con y sin oxigeno durante la semana 1y 3 (324 + 148 vs 522 + 224,
P <0.0001; 264 £ 106 vs. 393 = 220, P = 0.005). Ademas encontraron que los niveles de VEGF
dentro del grupo de nifios prematuros eran mayores en aquellos que desarrollaron retinopatia
comparado con los que no la desarrollaron a la semana 31 de edad corregida (515 £ 154 vs.
347 £ 161, P = 0.047).20

Villegas y colaboradores publicaron su investigacion en 2006, realizaron una
determinacion sérica de 3 diferentes moléculas en neonatos prematuros: VEGF, factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) y factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF).
Incluyeron 74 prematuros menores de 32SDG, con menos de 1500 gramos de peso al
nacimiento y los dividieron en dos grupos para su estudio, los que presentaron ROP (n=37) y
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los que no la desarrollaron (n= 37). Los sujetos fueron evaluados oftalmolégicamente y en ese
momento se tomé la muestra de sangre periférica (1ml) para la determinacion de citocinas.
Analizaron su papel como factores pronésticos para retinopatia del prematuro, realizando
comparaciones con t de Student y analisis multivariado . Encontraron una media de VEGF, de
510.81 pg/ml en el grupo de prematuros sin ROP y 708.30 pg/ml en el grupo con ROP, con una
desviacion estandar de 150.03 y 287.87 respectivamente; concluyendo que el VEGF es un
factor riesgo y el IGF-1 es un factor protector para la enfermedad. Ademas desarrollaron una
féormula a través de la cual puedes estimar la probabilidad de desarrollar ROP a partir de las
mediciones en suero de VEGF y de IGF-1.21

Un estudio realizado en Iran en 2013 reporté no encontrar diferencias en las mediciones
de VEGF en suero de prematuros que desarrollaron ROP comparadas con los que no la
presentaron, encontrando niveles de 267.35 + 103.43 pg / ml en el grupo con ROP y 237.52 +
130. 92 pg / ml en el grupo control.22

Sato y colaboradores en 2012 23 encontraron bevacizumab en circulacion sistémica
posterior a su aplicacion intraocular en prematuros, incluso 2 semanas después del tratamiento,
detectando cifras entre 844 y 1542 ng/dl; su estudio fue una serie de 11 casos con mediciones
incompletas por falta de volumen en muestras obtenidas; todos sus sujetos recibieron previo a
el antiangiogénico, laser diodo. Las concentraciones séricas de VEGF, en 3 casos con
mediciones completas, hubo una disminucién progresiva de distinta magnitud; en uno de ellos,
el comportamiento fue distinto, con cifras de 2110, 433, 331 y 439 pg/ml, previo a la aplicacion
del medicamento, un dia, una semana y dos semanas posteriores a la aplicacion
respectivamente. Este estudio despertd muchas interrogantes con respecto a la seguridad del
uso de éstos medicamentos ya que sus resultados sugirieron que el bevacizumab al alcanzar la
circulacion sistémica y disminuir los niveles séricos de VEGF podia generar efectos adversos
graves en prematuros.

En 2014 la revista del la Academia Americana de Oftalmologia publica un estudio que
mostré disminucion progresiva de los niveles plasmaticos de VEGF-A, sVEGFR-2 y sTie2, en
30 infantes con ROP tratados con fotocoagulacion Iaser, se realizaron mediciones el primer dia
y una semana después del tratamiento, los valores iniciales no mostraron diferencias
independientemente de la presentacion unilateral o bilateral de la enfermedad, asi como la zona
afectada.?4

Cinco afos mas tarde en 2019 Fetal and Pediatric Pathology Journal publica otra serie
corta de casos (n=11) donde los autores encontraron una disminucion significativa (p = 0.045)
en los niveles séricos de VEGF siete dias posteriores a la aplicacion de laser, comparado con
las concentraciones registradas un dia previo al tratamiento.25
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FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PLGF)

Esta proteina pro-angiogénica fue aislada por primera vez de placenta humana de un
embarazo a término en 1991. Su segunda isoforma PIGF-2, fue aislada de un coriocarcinoma
humano 2 afos mas tarde. El PIGF comparte el 53% de su estructura con el VEGF,
especificamente con la porcion denominada “PDGF-like”, la cual es una fraccién de la proteina
similar a el factor de crecimiento derivado de plaquetas. En animales el PIGF estimula el
crecimiento de células endoteliales de pulmon y células endoteliales de capilares en la corteza
suprarrenal.26

Es una glicoproteina dimérica de 46 kDa, actualmente se conocen 4 isoformas:
131(PIGF-1), 152(PIGF-2), 203 (PIGF-3) y 224 (PIGF-4).27 Numerosos tipos celulares son
capaces de producirla en respuesta al estrés, la hipoxia, la inflamacién y el trauma.28

A diferencia del VEGF-A que es capaz de unirse tanto a VEGFR-1 como a VGFGR-2, el
PIGF sélo se une a VEGFR-1, protegiendo a los vasos de la obliteracion causada por la
hiperoxia y evitando la neovascularizacion y el edema. La cantidad de VEGF y PIGF determina
la unién a su receptor, mientras que la expresién de VEGFR-1 y 2 determina la naturaleza de
las sefales transmitidas. De esta manera al existir gran cantidad de PIGF, éste es capaz de
unirse a VEGFR-1 y desplazar al VEGF a su receptor VEGFR-2 modificando el efecto final de
estas proteinas proangiogénicas. Ademas el VEGF y PIGF son capaces de formar
heterodimeros los cuales inactivan a ambas moléculas, y de igual manera VEGFR-1 y 2 son
capaces de formar heterodimeros entre ellos y de esta manera alterar las sefales
desencadenadas por su activacion.2®

PIGF en distintos 6rganos
Cerebro

Recientemente el PIGF ha sido reconocido como un factor tanto neurotréfico como
neuroprotector en lesiones isquémicas cerebrales. Beck y col. demostraron como el PIGF y su
RNAmM se expresan en neuronas del cerebro en condiciones normales, mas no en astrocitos y
vasos sanguineos; sin embargo 3 dias posteriores a una lesion isquémica la expresiéon de PIGF
aumenta en la zona alrededor del infarto, asi como en las neuronas y astrocitos en el borde de
la zona isquémica. El efecto neuroprotector del PIGF ha sido comprobado en un estudio in vitro,
el cual mostré que éste promueve la supervivencia de cultivos celulares de neuronas corticales
bajo condiciones de deprivacion de glucosa y oxigeno.24

Pulmon
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En 2008 Janér y col. demostraron que el PIGF se expresa de manera consistente en el
epitelio de las vias aéreas durante el desarrollo pulmonar, y fue encontrado tan tempranamente
como a la semana 14 de edad gestacional. Ellos encontraron una correlacion positiva entre
PIGF expresado en los alvéolos y las células cuboideas del epitelio pulmonar, con un peso bajo
al nacimiento y una menor edad gestacional. Sin embargo no pudieron demostrar correlacion de
éstas dos ultimas variables con los niveles de PIGF medidos en fluido traqueo-alveolar (FTA).
La media de PIGF medido en FTA fue de 0.64 + 0.42 pg/ml. Con los resultados de éste y otros
estudios previos de estos autores concluyen que la inflamacion pulmonar en el periodo perinatal
obstaculiza la alveolizacion disminuyendo la angiogénesis, esto se ve reflejado con la
disminucién de las concentraciones de PIGF en FTA, vy la inflamacién puede ser un factor
importante para el desarrollo de displasia bronco-pulmonar (BDP), de ésta manera se explica la
contribucion del PIGF en la aparicién de BDP.30

LA RETINA COMO BARRERA

La difusion de moléculas a través de la retina neurosensorial puede repercutir en la

apariencia clinica y el curso de varias enfermedades. La retencion de proteinas de alto peso
molecular, ya sea de los capilares de la retina con fugas o de la barrera hemato-retiniana
externa, danada, puede ejercer una fuerza osmaética que podrian causar o agravar el edema
retiniano. Las barreras a la difusion intrarretinianas también pueden influir en el éxito de la
administracion de farmacos intravitreos y su transporte a las capas externas de la retina y el
espacio subrretiniano.

El estudio de Jackson y colaboradores encontré que particulas mayores de 77 kDa no
se difunden de manera libre a través de la retina humana, sin embargo ellos reconocen que
este es un umbral relativo, ya que los estudios se realizaron en retinas fijadas. Concluyen que
tanto la capa plexiforme interna como externa sirven como barreras principales a la difusién
libre de sustancias a través de la retina.3’

En condiciones de normalidad el ojo es un érgano relativamente aislado de la influencia
de sustancias en la circulacion sistémica y de igual manera su contribucion a la modificacion de
proteinas circulantes debe ser minimo o nulo. Sin embargo en presencia de enfermedad éstas
aseveraciones pueden no ser correctas, ya que probablemente el flujo hacia el interior o el
exterior del ojo puede modificarse, permitiendo el paso libre de sustancias con peso molecular
mayor al umbral anteriormente mencionado.

La longitud axial esperada de un recién nacido de termino es aproximadamente de 16
mm,32 |o cual nos daria un volumen intraocular aproximado de 2.5 cm3; mientras que en el
recién nacido pretérmino se han documentado longitudes axiales entre 12 y 13 mm
correspondientes a un volumen intraocular de aproximadamente 1.1 cm3. El area de superficie
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retiniana en neonatos pretérmino de 30 SDG es aproximadamente de 350 mmz2, el cual se
incrementa practicamente al doble para las 50 semanas de edad postmenstrual (650 mm?2). 33 E|
volumen sanguineo de un neonato prematuro es de 90 a 100 ml/kg de peso,34 si suponemos
un peso promedio de 1500 gramos, el volumen sanguineo total de un neonato con este peso
seria de 150 ml o 150 cm3; por lo cual resulta Iégico deducir que el aporte ocular de proteinas
(VEGF o PIGF) a la circulacién sistémica y por lo tanto al suero, es minima.

Moléculas como VEGF y PIGF estan presentes de forma intraocular en ROP; auln
asumiendo un paso libre de éstas entre el ambiente intraocular y la circulacién sistémica, si
tomamos en cuenta el volumen ocular en prematuros y lo comparamos con el volumen
sanguineo circulante esperado, modificaciones importantes en suero de éstas moléculas,
unicamente por la presencia de una patologia ocular es poco probable.

TRATAMIENTO EN ROP

Hasta el momento 2 modalidades de tratamiento han mostrado efectividad en el
tratamiento de la ROP. La primera documentada en el ensayo clinico CRYO-ROP (n=291) en
1988, en el cual se demostré que la crioterapia aplicada a la retina avascular periférica redujo a
la mitad los resultados visuales y estructurales desfavorables en ROP.35 Posteriormente el
ensayo clinico ET-ROP (n=401) encontrd que la aplicacién de fotocoagulacion con laser diodo
en enfermedad preumbral tipo | mejoraba los resultados visuales y estructurales comparado con
un manejo convencional, es decir tratar en un momento mas avanzado de la enfermedad
(enfermedad umbral).14

Estudios de seguimiento a 10 y 15 afios de los pacientes tratados con crioterapia han
demostrado que aunque los resultados visuales son estables, difieren entre laser y crioterapia;
los pacientes tratados con ésta ultima tienden a desarrollar defectos refractivos de mayor
magnitud, comprometiendo el resultado visual final, ademas de conferir un riesgo aumentado de
complicaciones a largo plazo como desprendimiento de retina por los cambios anatéomicos
propios de la aplicacion del tratamiento en la retina avascular.36

La infraestructura, recursos humanos y materiales necesarios para aplicar laser diodo a
un prematuro son numerosos, teniendo como requerimientos minimos un neonatélogo, un
anestesidlogo pediatra, un oftalmélogo pediatra con entrenamiento especifico en ROP, personal
de enfermeria, un quir6fano equipado para garantizar el bienestar del nifio durante el
procedimiento (medicamentos, carro de anestesia, colchon térmico, instrumental oftalmoldgico,
etc.) y laser diodo indirecto. Por lo tanto son pocos los centros aptos para aplicar este
tratamiento.

Ante la necesidad de no permanecer como simples observadores de la enfermedad, se
han utilizado recientemente antiangiogénicos intravitreos para el tratamiento de ROP, esta
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medida terapéutica carece de autorizacion oficial para su uso en prematuros y la evidencia que
apoye su utilizacién es escasa.

El ensayo clinico BEAT-ROP (n=150) demostré la efectividad de bevacizumab
(anticuerpo monoclonal de unién a VEGF) para el tratamiento de ROP en estadio 3 con
enfermedad plus, comparado con el tratamiento convencional con laser diodo, su principal
medida de desenlace fue la reactivacion de la ROP a las 54 semanas de edad postmenstrual.
Las conclusiones indican que bevacizumab es tan bueno como el laser en ROP estadio 3 y
enfermedad plus, si se encuentra en zona | unicamente, pero este ensayo clinico no fue
disefado para evaluar la seguridad del medicamento por lo cual ha sido blanco de multiples
criticas.®

PUNTAJE SNAP-PE Il

Para poder valorar con una estrategia los mas objetiva posible la gravedad de un recién
nacido prematuro, se han disefiado distintas escalas, entre las mas utilizadas se encuentra el
puntaje para fisiologia neonatal en agudo, por sus siglas en inglés: SNAP (Score for Neonatal
Acute Physiology) y su extensiéon perinatal (SNAP-PE 1l), la cual ha mostrado ser de gran
utilidad para predecir mortalidad en neonatos prematuros, usando parametros clinicos y
paraclinicos medidos durante las primeras 12 horas de hospitalizacion en una Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN). Richardson y colaboradores realizaron su primera
publicacion en 1992, aunque la escala completa no fue dada a conocer con detalle hasta 1996,
sin embargo ésta constaba de 26 aspectos a evaluar, por lo que era complicado realizarla
completa. Fue hasta el afio 2001 en que se publicod la version simplificado y con extensién
perinatal, ésta fue probada en 14000 recién nacidos siendo un excelente predictor de
mortalidad.3”

En adelante ha sido probada como predictor para distintas patologias del recién nacido
de bajo peso o prematuro, como la broncodisplasia pulmonar, problemas neuroldgicos y
Retinopatia del Prematuro (ROP). Fortes y colaboradores intentaron validar la escala SNAP-PE
Il como predictor de ROP en 2007 en 304 infantes, aunque los valores en la escala eran
francamente mayores al ingreso a UCIN en los nifios que desarrollaron ROP, al realizar el ajuste
con regresion logistica se encontré que este puntaje en realidad no era util para predecir ROP.
En su discusién ellos comentan un punto clave para estos hallazgos y es que la condicion de
salud de los infantes puede modificarse de manera impredecible, es decir un nifio que ingreso
muy grave; y por lo tanto obtuvo un puntaje alto, puede evolucionar satisfactoriamente y no
desarrollar ROP en el momento del tamizaje; mientras que un nifio que se encontraba estable a
su ingreso (puntaje bajo de SNAP-PE Il) puede tener térpida evolucién clinica en las siguientes
semanas, y desarrollar ROP.38
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Aunque este puntaje no fue disefiado para ser medido de forma acumulada y repetida,
ya ha sido utilizado en estas condiciones por otros autores encontrandola de utilidad para
predecir eventos neurologicos a largo plazo, solo realizando algunos ajustes en caso de no

tener todas las mediciones necesarias o convirtiendo algunas variables para simplificar su
registro.39
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JUSTIFICACION

La retinopatia del prematuro (ROP) se ha colocado como causa lider de discapacidad
visual y ceguera en paises en vias de desarrollo. La ROP es una enfermedad multifactorial
compleja de progresion rapida que requiere tratamiento dentro de las 72 horas posteriores a su
diagnéstico para evitar ceguera irreversible.

Asumir que los cambios observados en VEGF y PIGF séricos, son consecuencia de una
maniobra intraocular (administracién de medicamento intravitreo) podria significar un error en
ausencia de evidencia que demuestre los cambios de éstas proteinas en un grupo sin
tratamiento. Disefiar un ensayo clinico con dichas caracteristicas seria éticamente imposible.
Tomando en cuenta que son multiples los 6rganos y sistemas que producen éstas proteinas y
de igual forma sufren transformaciones debido a ellas; seria de utilidad conocer sus
fluctuaciones en prematuros sin tratamiento oftalmologico especifico para ROP, y de esta forma
establecer un posible patrén de comportamiento, en ausencia de intervenciones a nivel ocular
que podrian modificarlas.

La contribucién al conocimiento del comportamiento de VEGF y PIGF en suero de
prematuros, ayudara a aportar evidencia que pueda ser utilizada en futuras investigaciones
para sustentar la seguridad de medicamentos (anti-angiogénicos intravitreos), econdmicos y
con requerimientos logisticos mas sencillos, para una patologia potencialmente discapacitante
como la ROP; que permitan ofrecer tratamiento oportuno a todos los nifios en riego de ceguera.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ROP es la causa no. 1 de ceguera en poblacién pediatrica. Las condiciones de salud
general, de la gran mayoria de los prematuros en riesgo de desarrollar ROP, son delicadas; el
origen de la gravedad de éstos pacientes suele ser de muy distinta indole, pudiendo cursar con
complicaciones neuroldégicas como hemorragias intraventriculares, cardiopatias congénitas,
neumopatias, sepsis, complicaciones gastrointestinales, etc. La mayoria de los estudios
publicados postulan éstas y otras patologia como factores de riesgo para desarrollar retinopatia,
con grados variables de contribucién. Los dos factores de riesgo consistentes en la mayoria de
los estudios son el peso al nacimiento y la edad gestacional, los cuales suelen tener una
correlacion negativa con la retinopatia. SNAP-PE |l es una escala validada para medir la
gravedad y probabilidad de muerte en prematuros; algunos estudios sugieren su medicion
seriada puede ser una herramienta mayor utilidad predictiva.

Los avances en conocimiento y tecnologia han permitido que un nimero mayor de nifios
prematuros sobrevivan y requieran tanto revision de fondo de ojo para deteccion de la
enfermedad, como tratamiento; incrementando de manera drastica los recursos humanos y
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materiales necesarios para tener un programa de ROP exitoso, con el menor numero de nifios
con discapacidad visual. La imperante necesidad de tratamiento inmediato y la creciente
cantidad de casos que lo requieren, ha obligado a los especialistas en el area, a probar
tratamientos mas econdémicos, menos invasivos y con requerimientos logisticos mas simples.
Una de estas opciones han sido los llamados anti-angiogénicos, medicamentos que inhiben
moléculas como el VEGF y el PIGF, que han sido probados con éxito en diversas patologias
vasculares oftalmolégicas en adultos. A pesar de los excelentes resultados tanto anatémicos
como visuales en adultos, las dosis adecuadas en poblacién pediatrica y la seguridad de su uso
en nifos prematuros continlan siendo una interrogante que requiere respuestas urgentes.
Estudios clinicos aleatorizados han demostrado resultados equivalentes con el uso de anti-
angiogénicos versus laser diodo en enfermedad en zona | estadio 3 (Preumbral tipo 1)9; sin
embargo en series de casos se ha cuestionado la seguridad de este procedimiento,
demostrando la presencia de medicamento en torrente circulatorio hasta 2 semanas posteriores
a la aplicacion intraocular de dosis menores a las descritas para adultos 23. Se ha argumentado
que las disminuciones prolongadas de VEGF en sangre de prematuros pueden causar
alteraciones en 6rganos afectados con patologias graves propias de éste grupo.40

Las concentraciones de VEGF y PIGF, al igual que la condicidon de salud general del
sujeto, no son un valor estatico y probablemente representan la combinacién de distintas
patologias en prematuros. Es probable que las modificaciones en estas proteinas sean un
reflejo indirecto del estado de gravedad del prematuro; y secundario a éste estado de gravedad
presenten un mayor riesgo de desarrollar retinopatia. Existen pocos estudios con mediciones
seriadas de VEGF en prematuros que los relacionen con la gravedad sistémica del paciente
(SNAP-PE 1) y el riesgo de desarrollar ROP; de igual forma existe escasa evidencia del
comportamiento del PIGF sérico en prematuros.

Conocer el comportamiento sérico habitual, de proteinas como VEGF y PIGF en prematuros
que desarrollen o no retinopatia y la relaciéon que guardan con el estado de salud general de los
sujetos, nos permitira contribuir con informacién relevante que posteriormente ayude a evaluar
la respuesta a diversos tratamientos para ROP.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Cual es el comportamiento de los niveles séricos de VEGF y PIGF en prematuros con y sin
retinopatia, durante el primer mes de vida?

¢ El estado de gravedad de los pacientes influird sobre las modificaciones de éstas proteinas?

OBJETIVOS GENERALES

1. Comparar los niveles séricos de VEGF y PIGF en neonatos prematuros con y sin retinopatia
durante el primer mes de vida.

2. Determinar la influencia de la gravedad sistémica medida por SNAP-PE Il sobre los cambios
en las concentraciones de VEGF y PLGF en prematuros.

SD » 1a Sem 4a Sem

T -t veGF }
PREMATUROS § snap SNAP SRNOAFI”

— -t PIGF |

Peso 2a Sem

Objetivos Especificos

Comparar los niveles séricos de VEGF y PIGF en neonatos prematuros con y sin retinopatia, a
la semana de vida, 2 semanas y en el momento del tamiz oftalmolégico.
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HIPOTESIS

1. Los niveles séricos VEGF* y PLGF en neonatos prematuros sin retinopatia seran mas bajos
que en neonatos prematuros con retinopatia, y tenderan a disminuir en ambos grupos
durante el primer mes de vida. (*De acuerdo a la referencia 25, la diferencia de medias
esperada es de 200 pg/ml)

2. A mayor puntuacién en la escala SNAP-PE IlI, mayor concentracién sérica de VEGF y PIGF,
independientemente de la presencia o no de retinopatia.

METODOLOGIA

Lugar donde se desarrollara el estudio: Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga

Recursos materiales: El Hospital Infantii de México a través del concurso para obtener
recursos federales para investigacion en salud aportd: oftalmoscopio indirecto, blefarostatos,
lupas de 28 dioptrias, tubos recolectores, micropipetas, kits de ELISA y material de laboratorio
necesario para la implementacion de la investigacion. De igual forma el sustentante de la
presente tesis conté con beca CONACYT durante la duracién de la carga académica de la
maestria.

Diseno del estudio: analitico, observacional, prospectivo y longitudinal
Poblaciéon de estudio: Neonatos nacidos en el Hospital General de México, con factores de
riesgo para desarrollo de retinopatia del prematuro.
Criterios de inclusién
* Todos los neonatos menores de 34 SDG, nacidos en el Hospital General de México.

* Neonatos menores de 1750 gramos de peso al nacimiento, nacidos en el Hospital
General de México.

* Autorizacién de ambos o0 uno de los padres para toma de muestras sanguineas con
propésitos de investigacion.

Criterios de exclusion

* Malformaciones congénitas oculares que impidan la revisién del fondo de ojo.
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Criterios de eliminacion

* Contraindicacion absoluta para toma de muestras o revisién oftalmoldgica bajo midriasis
farmacoldgica. Contraindicaciéon absoluta: trombocitopenia severa [conteo plaquetario
<50 x 103 / uI** 6 inestabilidad hemodinamica [paciente en estado de choque o
recibiendo maniobras de reanimacioén, bradicardia o taquicardia severa con la colocacion
de blefarostato o indentacion escleral, bradipnea con manipulaciéon ocular necesarial,
persistente por mas de 2 semanas posteriores al momento ideal del tamiz oftalmoldgico,
que impida la realizacion oportuna del mismo.

* Falta de cumplimiento con la toma de muestras o el seguimiento para fundoscopia.

* Mala calidad en el procesamiento de las muestras de suero.

Variables a Estudiar (Ver Anexo Il)

Variables Dependientes

1. Niveles séricos de VEGF y PIGF: medida en pg/ml mediante ELISA. Cuantitativa
continua.

Variables Independientes

1. Retinopatia del prematuro: presencia o ausencia de alteraciones retinianas compatibles
con retinopatia secundaria a prematurez. Cualitativa dicotomica.

2. Estado de gravedad del neonato: medido mediante la escala SNAP-PE II.

Variables Descriptivas

1. Edad gestacional: semanas cumplidas de gestacion al momento del nacimiento.
Cuantitativa discreta.

2. Peso al nacimiento: en gramos. Cuantitativa continua.

3. Oxigeno Terapia: administracion de oxigeno con fines terapéuticos. Cualitativa
dicotémica.

4. Duracion de la Oxigeno Terapia: unidad de tiempo durante la cual se aplicé oxigeno con
fines terapéuticos. Se medira en dias. Cuantitativa discreta.
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Mediciones
* Reuvision de fondo de ojo:
o Menores de 27 SDG: a la semana 31 de edad corregida .
o Mayores de 27 SDG: a las 4 semanas de edad cronoldgica.

* Se tomaron 3 muestras sanguineas de 1 ml : semana 1, 2 y 4 de vida, ésta ultima
coincidiendo con el momento del tamiz oftalmoldgico.
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Calculo de Tamaino de Muestra

Basados en lo publicado por Villegas y col. 21, se calculdé un tamano de muestra con el
paquete estadistico STATA16 utilizando férmula para diferencia de medias en las
concentraciones de VEGF (pg/ml), con un alpha de 0.05 y un poder del 80%, a una cola;
obteniendo un total de 36 sujetos, 18 por grupo.

Estimated sample sizes for a two-sample means test
Satterthwaite's t test assuming unequal variances
Ho: m2 = ml1 versus Ha: m2 < ml

Study parameters:

alpha = 0.0500
power = 0.8000
delta = -197.4900

ml = 708.3000
m2 = 510.8100
sdl = 287.8700
sd2 = 150.0300

Estimated sample sizes:

N
N per group

36
18
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PROCEDIMIENTO

Estrategias para el reclutamiento de pacientes

El investigador principal (Dra. Zaira del Carmen Bernal Diaz) fue el responsable directo
de la inclusién de pacientes en el presente protocolo de investigacién. Acudié diariamente al
servicio de Ginecologia y Obstetricia, especificamente a el area de Toco-Cirugia para realizar
un censo de los nuevos nacimientos cuyos productos hubieran sido obtenidos vivos y cuenten
con menos de 34 semanas de gestacion 6 presentaran peso al nacimiento menor o igual a 1750
gramos.

Una vez realizado el censo se procedié a contactar a los padres del menor para
invitarlos a participar en el protocolo. Se les explico en qué consistia el protocolo de
investigacion y se les hizo entrega del consentimiento informado (Ver Anexo lll). Si los padres
autorizaban la participacion del menor en la investigacién se procedio a realizar la primera toma
de muestra sanguinea (semana 1 de vida), éstas fueron transportadas y preservadas segun lo
establecido en el apartado de bioseguridad. Se realizé la primera evaluacion de la escala de
SNAP-PE |l y se registraron el puntaje obtenido junto con los demas datos personales y
demograficos incluidos en la Hoja de Recoleccion (Ver Anexo V).

Una semana posterior a esta fecha se contacté via telefonica 6 personal dentro del
hospital a los padres o tutores legales del menor para verificar su situacién actual (vivo/muerto/
hospitalizado/en casa). Si el menor continuaba hospitalizado en el Hospital General de México
en la semana 2 de vida, la toma de la segunda muestra sanguinea y el registro de los datos
correspondientes de la escala SNAP-PE |l se llevaron a cabo en dicha institucion. En el caso de
paciente que hubiera sido dados de alta, eran citados en el area de Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales del Hospital General de México. Ya en ésta area el investigador principal
recibié a los sujetos, realizé una breve entrevista para valorar nuevamente el puntaje de la
escala SNAP-PE Il y los llevd personalmente al area designada para toma de muestras donde
un médico pediatra en entrenamiento de sub-especialidad de Neonatologia auxilié con las
tomas de sangre correspondientes.

Tres dias previos a la fecha adecuada para el tamiz oftalmolégico, dependiendo de la
edad gestacional, se contactdé nuevamente a los padres o tutores legales del menor, se verificd
situacion actual (vivo/muerto/hospitalizado/en casa) y se programé la revision oftalmolégica
necesaria para el diagnostico de ROP y la toma de la tercera y ultima muestra sanguinea
(semana 4 de vida). Una vez mas ambos procedimientos fueron realizados bajo los
lineamientos establecidos por la institucién en donde se encontraba el menor.
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Revisién de Fondo de Ojo para deteccién de ROP

El tamiz oftalmolégico para ROP contempla realizar una revisién de fondo de ojo bajo
midriasis farmacolégica con indentacién escleral de los 360° de la superficie de retina periférica
mediante oftalmoscopia indirecta. La midriasis se logré colocando una gota en cada ojo de
tropicamida con fenilefrina (TP ofteno) en un maximo de dos ocasiones al menos 30 minutos
previos a la revision de fondo de ojo. Previo a la revision oftalmolégica se utilizé tetracaina
como anestésico topico en ambos ojos, la fundoscopia se realizé con lupa de 28 dioptrias. En
todos los casos se contd con la presencia de un médico pediatra durante la oftalmoscopia quien
monitorizd al paciente y decidié medidas de soporte adicionales de ser necesarias.

Ademas se evaluo el segmento anterior, en busca de neovascularizacion en iris (rubeosis) y se
registro la falta de dilatacion pupilar después de la adecuada instilacion de midriaticos, ya que
éstos son datos de presencia de ROP grave. Para el presente protocolo se respetaron las
practicas clinicas preferentes del Hospital General de México, en cuanto a los medicamentos
utilizados y la frecuencia de los mismos, siempre y cuando se cumpliera con una midriasis
adecuada para la realizacion del tamiz. De igual forma tanto el seguimiento, como el tratamiento
de la ROP, en caso de detectarla, siguié los lineamientos establecidos por el servicio de
Oftalmologia del hospital. La Dra. Zaira del Carmen Bernal Diaz fue la responsable de las
revisiones de fondo de ojo con fines de este proyecto, asi como de el registro de los hallazgos
durante el mismo, hizo sus recomendaciones de seguimiento y tratamiento como experta en el
tema, pero no tuvo en ningun momento la decision terapéutica en sus manos. El seguimiento y
tratamiento de los pacientes incluidos en el presente proyecto fueron responsabilidad directa de
los encargados de los programas de ROP en el Hospital General de México.

Escala SNAP-PE II

En el Anexo V podemos observar que la escala esta construida a partir de variables
tanto clinicas como de laboratorio. En los pacientes que se encontraban en la UCIN se
recolectaron datos requeridos por la escala del expediente clinico. Con el fin de garantizar el
6ptimo tratamiento y no incrementar los riesgos para esta poblacion vulnerable; no fueron
solicitados estudios de laboratorio con fines exclusivos de investigacion, si existia una medicion
a +/- 3 dias de distancia al dia de la toma de muestra, éste valor fue tomado para la puntuacién
de gravedad; Ej. La primera muestra sanguinea con fines de este protocolo se tomo el dia 10
de octubre y ese dia no se habia tomado gasometria para verificar pH, el primer registro de pH
disponible tres dias previos o posteriores fue tomado para registrar esa variable en la escala.

En el caso de pacientes ambulatorios solo se registré la temperatura corporal, presencia
de crisis convulsivas, peso al nacimiento, Apgar a los 5 minutos y pequefio para la edad
gestacional de acuerdo a lo estipulado en la escala original. Se aplicé la modificacion descrita
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por Mattia y deRegnier 39 para registrar puntaje de saturacion de oxigeno en casos en los que a
pesar de ser paciente ambulatorio tuviera indicado oxigeno suplementario ¢ bien en pacientes
hospitalizados en los que no se disponia de gasometria pero si de oximetria de pulso. Cuando
el peor registro de oximetria de pulso marcé > de 90% se dieron 0 puntos, entre 85-90% se
asigno 1 punto, entre 75-84% se asignaron 3 puntos, y < de 75% se asignaron 5 puntos. Las
demas variables de la escala (presién arterial media, pH y gasto urinario) se registraron en 0.

Transporte, Almacenamiento y Procesamiento de Muestras

Las muestras obtenidas fueron conservadas en frio y transportadas al Instituto
Oftalmoldgico Conde de Valenciana el mismo dia en que fueron obtenidas. Una vez en esta
institucion todos los procedimientos se realizaron en el laboratorio de investigacion teniendo
como colaborador principal al QFB. Mariana Ortiz Casas. Cada muestra se centrifugd para
obtener suero. El suero obtenido fue alicuotado y etiquetado nuevamente para su conservacion
a -70 ° C. Cada frasco fue etiquetado con numero de identificacion exclusivo de cada sujeto y
con la leyenda “A”, “B” 6 “C” para identificar las tomas realizadas en la primera, segunda y
cuarta semana de vida..

Una vez concluida la fase de reclutamiento y seguimiento, se procesaron todas las
muestras mediante el kit Quantikine® ELISA Human VEGF y Quantikine® ELISA Human PIGF
de R&D systems. Se realizé una serie de diluciones estandarizadas, con los insumos incluidos
en el kit y se colocaron muestras por duplicado de cada sujeto y cada momento en orden
cronolégico con un mapa de identificacion como lo sugiere el fabricante; la colocacidon de
muestras y los tiempos de incubacion se realizaron con apego a lo estipulado en el instructivo,
se determiné la densidad o6ptica a 450 y 540 nm, para posteriormente realizar las sustraccion de
ambas mediciones, estandarizacién de la curva y transformacion de los datos a cifras en pg/ml.
Todos estos procedimientos se realizaron bajo la supervision de personal experto en el area.
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 analisis univariado con medidas de tendencias central y dispersion para
variables cuantitativas y frecuencias relativas para categéricas. Se determiné el coeficiente de
asimetria y curtosis demostrando una distribucion no normal de los datos.

Las comparaciones entre grupo con ROP y sin ROP, se realizaron con U de Mann
Whitney para variables cuantitativas y x2 para variables categoéricas. Se calcularon intervalos de
confianza de la mediana para las concentraciones séricas de VEGF y PIGF en la semana 1,2y
4 para ambos grupos y se contrastaron las concentraciones séricas de VEGF y PIGF en la
semana 1, 2 y 4 en sujetos con ROP y sin ROP usando U de Mann Whitney.

Evaluamos la correlacién del estado de salud general (SNAP-PE Il) sobre los valores
séricos de VEGF y PIGF utilizando analisis de correlacién de Spearman. Se utilizé la prueba de
Skillings Mack para determinar diferencias entre las concentraciones de VEGF, PIGF y conteo
plaquetario en los tres tiempos evaluados.

Finalmente se construyé un modelo de analisis de regresion lineal en el que la variable
de resultado fueron las concentraciones séricas de VEGF y PIGF en la semana 4 de vida, y se
incluyeron la presencia de ROP, las semanas de gestacion al nacimiento, el valor de SNAP-PE
Il en la 4ta semana de vida y las concentraciones séricas de VEGF y PIGF en la semana 1y 2
como variables independientes.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Riesgo de la Investigacion

El volumen sanguineo necesario para llevar a cabo el protocolo es de 1ml. Las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud para la toma de muestras sanguineas
en ninos establece que éstas no deben exceder entre el 1 y el 5% del volumen circulante diario,
por lo tanto nuestras necesidades no excedieron estos limites. De acuerdo a lo establecido
en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion42 se considera que la
toma de muestra sanguinea para el presente protocolo implica un Riesgo Minimo tomando en
cuenta el volumen, ya que no representa mas del 2% del volumen circulante de un neonato,
bajo ninguna circunstancia. Se requerira consentimiento informado por escrito en todos los
casos.

Se solicitd a la comisién de bidetica autorizacion especial para poder llevar a cabo el
estudio con la firma de uno solo de los padres o de el tutor legal del menor, ya que bajo
circunstancias especiales como: complicaciones post-parto, madre soltera 0 madre soltera con
incapacidad para dar la autorizacién; podria no estar disponible la firma de ambos padres;
tomando en cuenta que la investigacion representaba un riesgo minimo y no se realizd ninguna
intervencion, FUE AUTORIZADO con numero de registro DI/15/102/03/26 en el Hospital
General de México y con la clave HIM2015-012 en el Hospital Infantil de México Federico

Gomez. (Ver Anexo VI)

Los participantes en este estudio no recibieron ningun beneficio directo, sin embargo
contribuyeron con conocimientos cientificos que seran de relevancia para la poblacién
vulnerable a la que pertenecen, es decir para los prematuros con riesgo de retinopatia.

Confidencialidad

La informacién clinica y las muestras de cada paciente fueron etiquetadas mediante un
numero identificador unico. Los datos personales de identificacion tales como apellidos
maternos, apellido paterno, fecha de nacimiento y nombre completo en el registro civil, solo
fueron de conocimiento del investigador principal y no fueron compartidos en ningun momento,
éstos fueron sustituidos por un folio de identificacion para hacerlos coincidir con el niumero
asignado a las muestras sanguineas obtenidas.

Los padres del menor que autorizaron su participacion en el proyecto fueron contactados
solamente que ellos lo hayan autorizado en el consentimiento informado y solo con fines de
completar las revisiones clinicas necesarias para el bienestar ocular del menor o completar las

evaluaciones de la investigacion.
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Toda la informacion obtenida fue protegida bajo llave por el investigador principal, la
informacion generada de manera electronica fue resguardada mediante contrasefas de acceso
y de igual manera permanecié bajo la custodia del investigador principal durante la duracién del

estudio.

Responsabilidad Médica

Debido a que la ROP en la principal causa de ceguera en pacientes pediatricos fue
responsabilidad de los investigadores informar de la relevancia de las revisiones a los padres, lo
cual se realizé en el momento en que se les invitd a participar en el estudio. El Hospital General
de México ya contaba con un programa bien establecido para el diagndstico y tratamiento de la
Retinopatia del Prematuro, mismo que no fue modificado con fines de este protocolo.
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CONSIDERACIONES BIOSEGURIDAD

En este proyecto se manejaron muestras sanguineas de los participantes, a partir de las
cuales se extrajo suero y fue almacenado para su posterior procesamiento mediante ELISA . El
volumen requerido para cada muestra fue de 1ml y se tomé en microtubos con gel separador
BD Microtainer®.

Las muestras de sangre fueron obtenidas en la mayoria de las ocasiones durante la
estancia del menor en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital General de
México, mediante el proceso ya estandarizado en la institucién, donde se contaba con todo lo
necesario para realizar las tomas de acuerdo a lo descrito en la NOM-253-SSA1-2012 y
NOM-007-SSA3-2011, asi como para el manejo de los desechos que de ello se derivaron,
clasificandolos como Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI), fueron manejados de
acuerdo en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. En caso de no estar hospitalizado, el paciente fue
citado en el area de Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, donde el investigador principal
fue el responsable de llevar al paciente a toma de muestras por un especialista en pediatria y
segun los lineamientos de la Norma Oficial.

Las muestras obtenidas fueron etiquetadas con el numero de identificacion y la fecha de
la toma inmediatamente, se transportaron en frio al Instituto Oftalmolégico Conde de Valenciana
ese mismo dia. Fueron sometidas a centrifuga para separar el suero, alicuotadas y
almacenadas a -70 ° C. Todos estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de
Investigacion. Una vez concluida la fase de recoleccion de muestras éstas fueron procesadas
por Inmuno Ensayo Enzimatico (ELISA) en la institucion ya mencionada, el procedimiento se
realizd con la colaboraciéon de personal experto en el area. El laboratorio de investigaciéon del
Instituto Conde de Valenciana fue el responsable del manejo de los residuos peligrosos
bioldgico—infecciosos que se generaron por el procesamiento de éstas muestras.
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RESULTADOS

En el periodo comprendido entre Agosto 2015 y Marzo 2016 se captaron un total de 60
sujetos potencialmente candidatos a ingresar al estudio; se analizaron un total de 36 sujetos,
dos de ellos fallecieron después del mes de vida (punto final del estudio), fueron incluidos en el
analisis ya que completaron todas las tomas de muestra y la revisién del fondo de ojo en tiempo

(Eigura 1).

De los 36 sujetos incluidos en el estudio la relacién hombre:mujer fue de 1:1; con una
mediana de 32.5 semanas de gestacién al nacimiento (rango 26-34.4) y peso al nacimiento de
1300 gramos (rango 780-2100). La Tabla 1 muestra el resto de las caracteristicas demograficas
de la poblacion estudiada.

Catorce sujetos desarrollaron retinopatia del prematuro en algin grado. Tres de éstos
sujetos presentaron una variedad asimétrica de la enfermedad, dos de ellos sin datos de
retinopatia del prematuro en uno de sus ojos y el tercero solo con vascularizaciéon incompleta; el
ojo con retinopatia del prematuro de estos casos presenté: estadio 1 en zona Il, estadio 1 en
zona lll y estadio 3 en zona Il respectivamente. Enfermedad en zona | solo fue diagnosticada en
un sujeto con estadio 3 y sin plus. Enfermedad en zona Il se encontré en siete sujetos: tres con
estadio 1, uno con estadio 2 y tres sujetos con estadio 3. En zona lll se encontraron seis casos,
presentando todos ellos estadio 1. Ninguno de los ojos de los sujetos incluidos en esta cohorte
presentd enfermedad plus en el momento de la fundoscopia bajo midriasis farmacologica al
mes de vida. En cuatro sujetos se diagnosticd retinopatia del prematuro en estadio 3
(neovascularizacion), todos ellos sin enfermedad plus, uno en zona | y tres en zona Il. El
servicio de oftalmologia decidié la aplicacion de tratamiento en 3 casos, el tratamiento realizado
fue un antiangiogénico intravitreo en uno o ambos ojos; todas las muestras de sangre en estos
casos fueron recolectadas previamente a la aplicacion del mismo.

La gravedad medida mediante la escala SNAP-PEII en la semana 1 de vida, fue igual en
ambos grupos (mediana = 11 puntos), y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.93). Los valores permanecieron iguales durante la semana 2 de vida con
medianas de 12 puntos (ver Tabla1), para volver a tener un cambio pero ahora con una
mediana sustancialmente mayor en el grupo de sujetos que desarrollé retinopatia (12 puntos vs.
2.5 puntos). Ninguna de las mediciones mostré diferencias significativas para el estado de salud
general entre grupo con ROP y sin ROP. Los rangos del puntaje SNAP-PE Il fueron mas
amplios en los sujetos sin retinopatia en las tres mediciones realizadas con valores entre 0 a
60, 0 a 54 y 0 a 50 respectivamente, mientras que el grupo con ROP fueron de 0 a 34 en la
semana1y0a38enlasemana2y4.
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El conteo de plaquetas no mostré valores significativamente diferentes en ambos grupos
y las medianas de la cohorte tuvieron tendencia al incremento iniciando con valores de 221 mil,
incrementandose a 359 mil en la segunda semana de vida y 324 mil durante la ultima medicion
en la semana 4 de vida. ( Ver Tabla 1)

Con respecto a las demas variables recolectadas durante el estudio podemos resaltar
que las unicas que mostraron diferencias estadisticas importantes entre grupos fueron las
semanas de gestacion (p=0.03) y el uso de surfactante (p=0.03). Si bien el resto de las
variables no alcanzaron un valor de p < 0.05, vale la pena mencionar diferencias clinicamente
importantes como dias de ventilacion mecanica: 4 dias en el grupo de ROP y 1.5 dias en el
grupo sin ROP; asi como dias de oxigeno suplementario 24 vs 12.5; ambos relacionados con la
aparicion de retinopatia y estadios avanzados de la enfermedad en la literatura.

La mediana de los niveles séricos de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)
en la primera toma (primera semana de vida) fue 789.53 pg/ml. Las concentraciones
aumentaron durante la segunda semana de vida (mediana 855.93 pg/ml), para volver a
disminuir al mes de vida (mediana 633.37 pg/ml). El comportamiento del VEGF fue distinto en
los sujetos con ROP y los sujetos que no presentaron retinopatia, mientras que el los primeros
la tendencia fue al incremento entre la semana 1y 2 y descenso entre la 2 y 4; en los sujetos
sin retinopatia hubo una disminucién constante sin llegar a diferencias significativas (Ver Tabla
2 y Figura 2). No se encontraron diferencias significativas al comparar las concentraciones
séricas de VEGF en prematuros con retinopatia grave y prematuros con retinopatia sin criterios
de tratamiento, en ninguna de las 3 mediciones realizadas (p= 0.81, 0.58 y 0.69).

Las concentraciones séricas de Factor de Crecimiento Placentario (PIGF) durante la
primera semana de vida mostraron una mediana de 37.26 pg/ml; y continuaron aumentando en
las mediciones subsiguientes con medianas de 49.6 pg/ml y 60.1 g/ml respectivamente en la
totalidad de la cohorte. EI comportamiento de la proteina en ambos grupos fue con tendencia a
la alza, sin embargo en el grupo de ROP el cambio entre las medianas de las concentraciones a
la semana de vida y a los quince dias fue de casi 30 pg/ml, mientras que en el grupo que no
desarrollo retinopatia del prematuro el incremento en la mediana en éste lapso de tiempo fue
de 16 pg/ml (Eigura 3). Al comparar las concentraciones de PIGF en la semana 1 y 2,
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupo con ROP y sin ROP
(p<0.001 y p = 0.03).

El analisis de correlacién de Spearman no mostré asociacion entre el estado de salud de
los sujetos y las mediciones de VEGF y PIGF en suero durante las semanas 1, 2 y 4. Existe una
asociacion moderada entre los niveles séricos de VEGF en la semana 1 y las semanas de
gestacion al nacimiento en el grupo que no desarrollo ROP ( rs= 0.67 p<0.001) ver Figura 4. La
asociacion entre las concentraciones séricas de PIGF en la cuarta semana de vida y las
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semanas de gestacion al nacimiento fue discreta para ambos grupos (rs=-0.57 p=0.03/ rs=-0.47
p=0.02). Ver Figura 5.

Los modelos de analisis de regresion lineal fueron construidos con las concentraciones
séricas de VEGF y PIGF a la cuarta semana de vida como variable de desenlace y el tener
ROP, semanas de gestacion al nacimiento, puntaje SNAP-PE Il en la cuarta semana de vida y
las mediciones a la semana 1 y 2 de las proteinas mencionadas como factores contribuyentes
(ver Tabla 3). El modelo para VEGF muestra que las variables con mayor contribucién para esa
ultima medicién fueron el tener retinopatia del prematuro y la medicion de VEGF en la semana
2. El modelo para PIGF mostr6 que las Unicas variables importantes fueron las dos
concentraciones iniciales de la proteina sin importar si se desarrolld6 o no retinopatia o la
gravedad medida por SNAP-PE Il durante la 4ta semana de vida.

La prueba de Skillings Mack para los valores de VEGF obtuvo un valor de p = 0.06, con
lo cual concluimos que no podemos establecer con certeza que los valores de VEGF son
diferentes entre la semana 1, 2 y 4. La misma prueba aplicada a las concentraciones séricas de
PIGF y conteo plaquetario, mostré un valor p = 0.0003 y p = 0.0012 respectivamente, lo cual
demuestra que las mediciones en la semana 1, 2 y 4 son diferentes para ambas variables.
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FIGURA 1. Seleccién de poblacion de estudio
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Sexo masculino, n (%) 7 (50) 11 (50) 1.0*

Semanas de gestacion, X(RIC) 32 (30-33) 33.1(32-34) 0.01**
Peso al nacimiento en gramos, X(RIC) 1105 (1010-1300) 1470 (1140-1560) 0.08**
Sepsis 11 (78.5) 13 (59) 0.05*

Transfusiones 8 (57.1) 13 (59) 0.97*

Numero de transfusiones X(RIC) 1(0-3) 1.5 (0-3) 0.87**
Ventilacion Mecanica, n (%) 10 (71.4) 12 (54.5) 0.13*

Dias de ventilacion mecanica X(RIC) 5.5(1-12) 3.5 (1.5-16.5) 0.24**

CPAP T n (%) 2 (14.3) 4 (18.2) 0.89*
Oxigeno suplementario indirecto n (%) 11 (78.5) 14 (63.6) 0.09*
Dias con oxigeno suplementario X(RIC) 24 (10-47) 12.5 (2-30) 0.15**
Uso de surfactante n (%) 8 (57.1) 6 (27.2) 0.03*
SNAP-PEII 1a semana, X(RIC) 11 (0-17) 11 (0-22) 0.93**
SNAP-PEIl 2a semana, X (RIC) 12 (0-28) 12 (5-22) 0.94**
SNAP-PEIl 4a semana, X (RIC) 12 (0-22) 2.5 (0-22) 0.38**

Plaquetas semana 1, X(RIC) 221 (99-328) 236.5 (93-329) 0.87**
Plaquetas semana 2, X(RIC) 391 (223-446) 315.5 (217-410) 0.36**

Plaquetas semana 4, X(RIC) 410 (170-577) 324 (212-447) 0.65**

X(RIC)_ Mediana y Rango intercuartilico

~ Prueba de Chi2

**_ U de Mann Whitney

T _Presion Positiva de la Via Aérea por siglas en inglés

*



Tabla 2. Analisis de comportamiento sérico de proteinas

% (1C95%) % (1C95%) p*
518 (268 -1106) 869 (710 - 1227) 0.27
936 (333 - 1361) 766 (638 - 1329) 0.77
689 (435 - 1665) 555 (483 - 764) 0.44
12.26 (4.89 - 22.43) 49.01 (39.45-70.24) <0.001
41.39 (25.84 - 66.92) 65.44 (47.46-79.4) 0.03
58.87 (36.17 - 96.3) 77.23 (41.25-123.24) 0.44

* U de Mann Whitney

X (IC95%) _ medianas (intervalo de confianza 95%)

Tabla 3. Factores relacionados con VEGF y PIGF al mes de vida. Anélisis de regresion lineal

Coeficientes . . .
- Estandarizados Intervalo de Confianza 95%

“ 0.335 7.05 - 816.54 0.05
-0.041 110.22 - 88.52 0.82
0.108 978 - 18.65 0.52
0.183 -0.19 - 0.60 0.29
0.419 -0.09 - 0.71 0.01
“ 0.28 6.28 - 63.03 0.10
SDG 016 959 -2.45 0.23
0.03 -0.72-0.94 0.79
0.67 0.61-1.72 <0.0001
0.51 0.29-0.83 <0.0001

SDG = semanas de gestacion

*VEGF/ PIGF: medicion en la semana 4 de vida.



Figura 2. Concentraciones séricas de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)

Factor de Crecimiento Endotelial Vascular por Grupos
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Figura 3. Concentraciones séricas de Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)

Factor de Crecimiento Plaquetario por Grupos
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Figura 4. Correlacion entre Factor de Crecimiento Endotelial Vascular en la semana 1 y las
Semanas de Gestacién al nacimiento por Grupos
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Figura 5. Correlacion entre Factor de Crecimiento Placentario en la semana 4 y las Semanas
de Gestacion al nacimiento por Grupos
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DISCUSION

Las concentraciones séricas de VEGF en nuestro estudio contrastan en magnitud con
los hallazgos de otros autores como Peirovifar y colaboradores 22, ellos encontraron en 71
sujetos (30 con ROP y 41 sin ROP) concentraciones de 267.35 + 103.43 pg/ml de VEGF en el
grupo con ROP y 237.52 + 130. 92 pg/ml en el grupo sin ROP, valores considerablemente mas
bajos que las medianas obtenidas en nuestro estudio en la semana 4 de vida (689 pg/ml en
grupo ROP y 555 pg/ml en grupo no ROP); los autores no comentan en su metodologia si las
mediciones fueron realizadas en plasma o suero, lo cual podria explicar las diferencias en
numeros absolutos. Al igual que ellos no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos, su medicion de VEGF fue Unica y realizada entre las semana
6 y 8 de vida, a diferencia de las nuestras realizadas en la semana 1, 2 y 4, lo cual podria ser
otra posible explicacién para las diferencias de magnitud entre su estudio y el nuestro, la
tendencia de la mediciones seriadas durante nuestra investigacion fue a la disminucion en
ambos grupos entre la semana 2 y la 4 lo que podria representar niveles considerablemente
menores si hubiéramos prolongado las tomas de sangre hasta empatar las tomadas en el
estudio mencionado a la semana 6 u 8 de vida. Si bien el promedio de semanas de gestaci6n al
nacimiento de su su estudio fue menor al nuestro ( 28.4 + 1.6 vs 32 en grupo ROP y 28.8 + 1.6
vs 33.1 grupo no ROP) al igual que el peso al nacimiento ( 1120.0 + 196.0 vs 1105 gramos
grupo ROP y 1189.0 £ 454.0 vs 1470 gramos grupo no ROP), no hubo diferencias significativas
entre grupos en ambos estudios. Ellos no realizaron analisis para demostrar la contribuciéon de
las semanas de gestacion sobre las concentraciones de VEGF, sin embargo durante nuestro
analisis las semanas de gestacion al nacimiento no mostraron ser un contribuyente importante
para las concentraciones de VEGF en la semana 4 de vida.

Los resultados de Villegas y colaboradores 2! sin son similares en magnitud a los
nuestros (ROP = 708.30 + 287.87 vs 689 pg/ml / No ROP 510.81 £ 150.03 vs 555 pg/ml),
ambos estudios realizamos mediciones en suero de VEGF; sin embargo ellos si encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre grupos ( ROP vs No ROP). La dispersion de los
datos en nuestro estudio para las mediciones de VEGF durante la semana 4 (rango
intercuartilico 448-1624 pg/ml grupo ROP y 475-773 pg/ml grupo no ROP) sugieren una
poblacion mas heterogénea, lo cual podria explicar que no encontraramos diferencias entre
grupos a pesar de las similitudes de magnitud.

En otros estudios como el de CPieh y colaboradores 43 a pesar de un mayor tamafio de
muestra (287 muestras para VEGF) no lograron encontrar diferencias significativas en el
comportamiento de VEGF entre el grupo con ROP y sin ella (mediana no ROP 658 pg/ml vs 904
pg/ml ROP); al igual que nosotros hicieron mediciones en distintos momentos en el tiempo de
hospitalizacion de los sujetos, pero sin un calendario establecido, ya que solo les fue autorizada
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la toma de sangre residual de las muestras tomadas para otros estudios. Los rangos de valores
obtenidos en ambos grupos presentaron una dispersion importante, similar a lo encontrado por
nuestro estudio con valores minimos y maximos de 49 y 2152 pg/ml en grupo no ROP y entre
142-2349 pg/ml para el grupo con ROP durante la semana 32 de edad postmenstrual. La
tendencia de las concentraciones de VEGF en ambos grupos fue hacia la disminucion entre la
semana 32 y 36 de edad postmenstrual, similar a lo encontrado por nosotros entre la semana 2
y 4 de vida para ambos grupos. A pesar de las diferencias en la forma de recoleccion y la
sustancia en que se midieron las concentraciones de VEGF (ellos midieron en plasma), en
ambas investigaciones se demuestra la dispersién importante de los valores de VEGF en
prematuros y una tendencia a la disminucién en sus valores séricos conforme aumenta la edad
postmenstrual.

En una serie de 11 casos de sujetos que presentaron ROP con criterios de tratamiento,
pudo documentarse una tendencia a la disminucion de los niveles séricos de VEGF entre un dia
previo y 1 semana posterior a la aplicacion de laser diodo en retina avascular con una p =
0.045.44 Las mediciones de VEGF en plasma también han mostrado una tendencia a la
disminucion en casos de ROP con criterios de tratamiento, sometidos a laser diodo,
independientemente de la zona de la enfermedad y de la lateralidad de la misma.45 Nuestras
cifras mostraron un aumento inicial de VEGF de 518 pg/ml a 936 pg/ml y una disminucién
posterior a 689 pg/ml en la semana 4 de vida en el grupo que desarroll6 ROP; mientras que la
tendencia a la disminucién fue constante en el grupo sin ROP con medianas de 869, 766 y 555
pa/ml; en ausencia de intervenciones especificas para retinopatia del prematuro y tomando en
cuenta que las dos mediciones iniciales representan edades post-menstruales distintas a las
publicadas en los trabajos antes mencionados.

Sato y colaboradores 23, en su estudio de 11 sujetos con ROP grave, muestran las
mediciones de VEGF en suero de cinco de ellos previo a la aplicacion de antiangiogénico
intravitreo (bevacizumab) mostrando valores de: 418, 603, 1140, 2110 y 2660 pg/ml; en las dos
mediciones subsecuentes al primer dia y una semana post-intervencion, los 5 sujetos mostraron
disminucion de los valores de VEGF en suero hasta llegar a cifras de: 301, 106, 208, 331 y 337
pg/ ml respectivamente, igual que lo mostrado por nuestros datos entre la semana 2 y 4 para
ambos grupos. Para la semana 2 posterior al tratamiento intravitreo solo reportan concentracién
de VEGF para 3 sujetos dos de ellos con disminucién discreta de los valores y uno con
incremento. Todos los sujetos recibieron laser diodo previo a la inyeccion intravitrea; y aunque
mostraron una correlacion entre el aumento de los niveles séricos de bevacizumab y la
disminucion de la concentracion sérica de VEGF significativa (r = 0.575, P = 0.0125), ellos
mismos aceptan durante su discusion que los ultimos (VEGF en suero) no difieren de las
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concentraciones descritas por otros autores en ausencia de bevacizumab en torrente

circulatorio.

Existe evidencia cientifica que demuestra que puede haber modificaciones significativas
en las concentraciones de VEGF en plasma de origen genético, la presencia de ciertas
variantes en el gen que codifica ésta proteina (936C/T) se relacionan con niveles plasmaticos
menores que en los no portadores de dicha variante; media de 9.1 +/- 2.7 pg/ml, en portadores
y 28.0 +/- 5.5 pg/ml en no portadores (p = 0.033).46

Existen estudios que han tratado de predecir ROP de acuerdo a la gravedad de los
sujetos en el momento de su nacimiento, midiendo ésta ultima condicion mediante SNAP-PE |l
encontrando medianas significativamente diferentes (6.0 NoROP vs 15.0 ROP) p =0.001;47 sin
embargo nuestra cohorte se comporté de forma distinta, con medianas iguales en la semana 1
y 2 de vida en ambos grupos (11 y 12 puntos) y con medianas contratantes al mes de vida: 12
puntos para el grupo con ROP y 25 para el grupo sin ROP; sin alcanzar valores
estadisticamente significativos. Sin embargo no se ha podido establecer ni en este ni en otros
trabajos ésta escala de gravedad como un predictor unico para retinopatia del prematuro o un
contribuyente importante para las modificaciones séricas de VEGF y PIGF.

Con respecto al PIGF en poblacion pediatrica, algunas publicaciones han relacionado
ésta proteina con restriccion del crecimiento intrauterino y riesgo de parto pretérmino,
encontrando valores significativamente menores en el grupo con restriccion del crecimiento y
con un promedio de edad gestacional al nacimiento menor (33 vs. 38). En los bebes con RCIU
el promedio de PIGF sérico en vena umbilical fue de 1.90 + 3.37 pg/ml, mientras que en el
grupo control fue de 9.32 + 6.24;48 contrastando con nuestras medianas de 58.87 pg/ml para el
grupo con ROP y 77.23 pg/ml para el grupo sin ROP. Sin embargo en otras investigaciones
sobre farmacocinética se han demostrados concentraciones plasmaticas iniciales de 14.9 pg/ml
[mediana (rango),13.9 pg/ml (9.4-30.3)] e incrementos hasta de diez veces el valor inicial con
cifras de 837 pg/ml [mediana (rango): 938 pg/ml (472-987)] posteriores a la administracion de
Aflibercept sistémico en nifios con patologia oncoldgicad, lo que sugiere que los tratamientos
que bloquean el VEGF pueden inducir la expresion de PIGF en suero.

En cuanto al conteo plaquetario se ha postulado como un factor de riesgo para
presentacion agresiva de la retinopatia o progresién rapida de la enfermedad, algunos estudios
retrospectivos han encontrado diferencias significativas en los conteos plaquetarios de sujetos
con ROP vs sujetos con APROP (variedad agresiva posterior de la enfermedad) [n=31, 10
APROP y 21 controles con ROP] con un valor de p<0.0002. En nuestro trabajo no existieron
diferencias significativas entre grupos ROP y No ROP en ninguna de las 3 mediciones de los
conteos planetarios, ninguno de nuestro sujetos presentd retinopatia agresiva posterior
(APROP).50
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El presente trabajo tiene como limitacion importante el reducido tamafio de muestra
(n=36) y que no pudo ser completado el ideal planteado al inicio del proyecto, sin embargo otros
estudios con tamafos muestrales mayores han tenido resultados similares. La logistica
necesaria para la realizacion de éste tipo de proyectos hace dificil el reclutamiento de una
muestra grande de sujetos tanto por los recursos econémicos y humanos requeridos como por
la dificultad en obtener el consentimiento informado de los padres de forma oportuna. Otra
limitante importante fue que los datos para la construccion de la escala de SNAP-PE Il fueron
recolectados de forma retrospectiva ya que se encontraban fraccionados en hojas de
enfermeria y expediente clinico, el cuadl en muchas ocasiones estaba fuera del servicio de
cuidados intensivos para la realizacion de estudios o procedimientos complementarios
esenciales para el bienestar de los sujetos.

A pesar de estos contratiempos considero que la informacién aportada por el presente
trabajo de investigacién puede ser de utilidad para futuras investigaciones, ya que logramos
describir las concentraciones séricas de VEGF y PIGF en prematuros con riesgo de desarrollar
ROP pero que no habian recibido intervenciones especificas para ella; por lo tanto abre una
ventana de oportunidad para préximas investigaciones sobre los efectos en suero de los
medicamentos que bloquean ambas proteinas en el ambiente intraocular.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) no
son diferentes entre prematuros con retinopatia y sin ella, durante la semana 1, 2 y 4 de vida.
En ambos grupos existe una tendencia a la disminucion de los niveles séricos entre la semana
2 y 4. El estado de salud del individuo medido con la escala de SNAP-PE Il no demostro
asociacion directa con los niveles séricos de ésta proteina.

Los niveles en suero del PIGF fueron diferentes para los prematuros con ROP y sin ROP
en la semanas 1 y 2, ademas presentaron una tendencia al incremento en ambos grupos
durante las tres mediciones. La gravedad de los prematuros (SNAP-PE Il) no afect6 los valores
de PIGF en ninguno de los momentos evaluados.

A pesar de no haber encontrado diferencias significativas en las proteinas evaluadas
entre el grupo con ROP y sin ROP, la informacién obtenida a partir de la presente investigaciéon
contribuye a incrementar el conocimiento sobre el comportamiento de VEGF y PIGF en
prematuros con riesgo de ceguera (totalidad de la cohorte) aun en ausencia de maniobras
especificas para ésta patologia. EI no haber encontrado en ninguna de las variables
recolectadas una contribucién a las modificaciones de VEGF y PIGF, mas alla de sus propias
concentraciones previas, es importante reconsiderar el hecho de que éste comportamiento es
parte de un fendbmeno complejo que todavia requiere multiples investigaciones para poder
explicarse.

Seria recomendable tomar en cuenta estos resultados al evaluar evidencia que sugiera
que el VEGF y PIGF en suero de prematuros pueden modificarse unicamente por la colocacién
de medicamentos intravitreos que bloquean sus efectos como parte del tratamiento para ROP.
Aun cuando ningun sujeto recibié medicamento intravitreo durante el presente estudio, toda la
cohorte recibié multiples maniobras (ventilacion mecanica, cirugias, antibiéticos de amplio
espectro, surfactante, soluciones, alimentacion parenteral, transfusiones, etc.) para asegurar su
supervivencia y una buena calidad de vida en un futuro cercano, que podrian estar modificando

éstas y otras proteinas en suero a través de mecanismos que aun no conocemos con detalle.
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ANEXO Il

Variables del Estudio

Operacional Conceptual Tipo de Cualitativa Cuantitativa
variable
Concentracién )
Picogramos
1 MLESIEEE por mililitro de
N"’Z'eflzgl':“s ELISA Sc;‘:ré’r:;'m':laeftzr VEGF Dependiente C(°"t/'r’;‘|’)a
o . detectados en Pg
Endotelial
Vascular suero por ELISA
Concentracion Picogramos
. s en muestra de por mililitro de .
vaedlzspiéz:lcos ELISA suero del Factor PIGF Dependiente C(ont/':#)a
de Crecimiento detectados en Pg
Placentario suero por ELISA
Cese de .
. Presencia o
vascularizacion .
. . retiniana en CUEIEECE
Retinopatia del = Oftaimolscopio alteraciones . Nominal
Prematuro indirecto U <57, retinianas IR el (Si 6 No)
SDG y/o <1750 )
compatibles con
gramos de peso
- ROP
al nacimiento
Escala Puntaje a la
Estado de salud Escala predl.ccmn semana d? vida, Confusora Discreta
eneral SNAPPE Il mortalidad en alos 15 dias de (puntos)
9 prematuros vida 'y al mes de
graves vida
Numero de Semanas de
semanas gestacion Continua
Edad gestacional Calendario transcurridas cumplidas al Descriptiva
(semanas)
desde a momento del
fecundacion nacimiento
. Gramos de
Peso al , Medida de todos peso al L Continua
nacimient Bascula los tejidos nacimiento de Descriptiva (gramos)
acimiento corporales 9
un prematuro
Tiempo de
Hoja diaria de admlnl:stramon , ,
. . de oxigeno a Numero de dias NP .
Oxigenoterapia S VIS v concentraciones con oxigeno Descriptiva DI i 56 Dlkigisia
cuidados de ) (Si 6 No) (dias)
: mayores que las suplementario
enfermeria . )
del aire ambiente
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ANEXO 1lI

Consentimiento Informado

HOSPITAL
SALUD GENERAL
T SECRETRIADESNUD de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

NIVELES SERICOS DE VEGF Y PIGF EN NEONA TOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL
DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El Hospital Infantil de México Federico Gémez en trabajo conjunto con el Hospital General de México y en
colaboracién con el Instituto de Oftalmologia Fundaciéon Conde de Valenciana estaran realizando un estudio
de investigacion sobre Retinopatia del Prematuro (ROP), que tiene como propdsito conocer mejor el

comportamiento de la enfermedad.

La retinopatia del prematuro es una enfermedad que se presenta en nifios que nacieron antes de
las 34 semanas de gestacion o que pesaron menos de 1750 gramos, y puede afectar ambos ojos, causando
cambios que pueden o NO requerir tratamiento y de no detectarse a tiempo y tratarse pueden conducir a la
ceguera, motivo por el cual es muy importante conocer a fondo la enfermedad. En México la probabilidad de

que un nifio prematuro tenga la enfermedad es de aproximadamente el 20%.

Al igual que usted otros padres seran invitados a participar en el estudio. Su participacion es
totalmente voluntaria y se le dara exactamente el mismo trato y manejo a su hijo(a) si decide participar o si

decide no hacerlo.

El manejo médico de su hijo(a) no serd modificado en ningin momento y las decisiones de
tratamiento las tomaran los neonatélogos y demas especialistas involucrados en su atencion. Todos los
niflos participen o no en este proyecto seran revisados de sus ojos aproximadamente 1 mes posterior a su
nacimiento. La revision para saber si tienen o no retinopatia del prematuro consiste en colocar gotas en sus
ojos para dilatar la pupila y ver el fondo del ojo con aparatos especiales. Una vez revisado el fondo de ojo
dependiendo de lo encontrado se determina si se requiere una nueva revision, tratamiento o si

definitivamente no tiene la enfermedad.

Los procedimientos distintos que se realizaran a los nifios(as), cuyos padres autoricen su
participacion en el estudio, seran tres (3) tomas de sangre de un volumen de 1 ml cada una, la primera
a las 24 horas de su nacimiento, la segunda 2 semanas después y la ultima al mes de vida, que
generalmente coincidira con la revisiéon de fondo de ojo. Con estas muestras de sangre estudiaremos la
concentracién de dos sustancias especificas llamadas VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular) y
PIGF (Factor de Crecimiento Placentario) las cuales se cree que contribuyen a la presencia o ausencia de
la retinopatia. Ademas se tomara informacién de estudios de laboratorio realizados a su hijo durante su
estancia en el hospital. Si su hijo es dado de alta antes de la fecha ideal para revisar sus ojos, sera citado
en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Infantil Federico Gémez donde se podra hacer esta evaluacion y
la toma de muestra sanguinea correspondiente, para lo cual serd necesario nos proporcione datos

personales para localizarlo.

Las molestias durante las tomas de sangres son minimas para su hijo(a) y podria tener un moretén
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residual por algunos dias, pero la cantidad de sangre que tomaremos es pequefia y no representan un
riesgo para su bebé. La revisién de fondo de ojo puede ser moderadamente dolorosa por los aparatos
utilizados, pero se realiza con anestesia en sus ojos, sin embargo por la manipulacién necesaria para hacer
una revisién detallada puede ser que los ojos queden muy rojos y con un poco de sangre, incluso que salga
lagrima roja, esto es esperado y no es grave, se le entregaran gotas de antibiético y lubricante, que

ayudaran a la mejoria de las molestias y a prevenir infecciones.

Usted no recibira ninglin pago por participar en este estudio, el presente estudio no tiene ningun
beneficio directo para usted o su hijo(a), sin embargo ambos podran contribuir al conocimiento mas exacto
de una enfermedad que afecta a nifos prematuros como lo es la retinopatia. Si usted lo desea podra ser
informado de los resultados obtenidos en de las muestras sanguineas tomadas a su hijo(a). Podra
contactarnos en el teléfono y correo especificados al final de este documento. En el momento que usted lo
desee podra retirar su consentimiento para participar en el estudio sin que esto genere cambios en el trato
que se le de a su hijo(a), exceptuando las maniobras disefiadas con fines exclusivos de investigacion (toma

de muestras).

Solicitamos su autorizacion para incluir a su hijo(a) en el estudio y guardar una parte de la muestra

de sangre que se le tome, para investigaciones futuras.
0 Autorizo TOMA de muestras y CONSERVACION para préximos estudios
o0 Autorizo SOLO toma de muestras para el presente estudio

o0 Autorizo se me contacte para toma de muestras o revisiones necesarias para el presente estudio.

Teléfono: Celular:

Correo electronico:

o NO autorizo toma de muestras

a mi hijo(a):

(Favor de colocar los apellidos de la madre)

Nombre y Firma del Padre Nombre y Firma de la Madre
Nombre y Firma Testigo 1 Nombre y Firma Testigo 2
Parentesco con el menor: Parentesco con el menor:

Médico responsable: Dra. Zaira del Bernal Diaz
Dudas: Tel. 044-5533239088. Correo: dra.zairachd@gmail.com
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HOJA DE RECOLECCION

ID. | \

Apellidos Maternos: RN

NIVELES SERICOS DE VEGF Y PIGF EN NEONATOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL
DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO

ANEXO IV

Hojas de Recolecciéon de Datos

Datos Personales de Identificacion

Apellidos Paterno-Materno: RN

Apellidos Paterno-Materno y Nombre(s):

No. Expediente: O HGM O HIMFG
Fecha de Nacimiento:
Datos Demograficos
Sexo: OF OM
Edad gestacional: Peso al nacimiento: Apgar 5 min.:
Fecha: /1ra EVALUACION
e el edna e >900g 0O 750-999g 10 O <7509 17 O
Presion Arterial Media (PAS — PAD)/3 + PAD pH mas bajo
Ambulatorio 0o Od Ambulatorio 00
>7.19 0 O
20-29 mm Hg 9 O
<20 mm Hg 19 O 7.10-7.19 =
<7.10 100
PO2 / FiO2 Menor temperatura
Ambulatorio sin 02 0o O >35.6 °C 0O
Ambulatorio con 02 35-35.6°C 8 O
Oximetria de pulso > de 90% 0 O <35°C 150
Oximetria de pulso 85-90 % 1.0 —
Oximetria de pulso 75-84% 3 0O | GastoUrinario
Oximetria de pulso < 75% 5 O
>2.49 0o O Ambulatorio 00O
1.0-2.49 5 O > 0.9 ml/kg/h 00d
0.33-0.99 16 O 0.1 -0.9 mlkg/h 50
<0.33 28 O <0.1 mi/kg/h 180
Crisis Convulsivas Multiples Apgar a los 5 minutos
S NO O 27 0 O
. . . <7 18 O
Pequeiio para la Edad Gestacional (< 3er percentil)
Sl O NO O TOTAL:
Muestra SI O NO OO Volumen:

Médico responsable: Dra. Zaira del Bernal Diaz
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NIVELES SERICOS DE VEGF Y PIGF EN NEONATOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL

DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO

Fecha: /2da EVALUACION
o ) e >900g 00O 750-999g 10 O <7509 17 O
Presién Arterial Media (PAS — PAD)/3 + PAD pH mas bajo
Ambulatorio 0o O Ambulatorio 00
>7.19 0O
20-29 mm Hg 9 O
<20 mm Hg 19 O 7.10-7.19 7 0O
<7.10 10 0
PO2 / FiO2 Menor temperatura
Ambulatorio sin 02 0 O > 35.6 °C 0 O
Ambulatorio con 02 35-35.6°C 8 O
Oximetria de pulso > de 90% 0 O <35°C 150
Oximetria de pulso 85-90 % 1 0O —
Oximetria de pulso 75-84% 3 O Gasto Urinario
Oximetria de pulso < 75% 5 0O
>2.49 o O Ambulatorio 0O
1.0-2.49 5 O > 0.9 ml/kg/h 04
0.33-0.99 16 O 0.1 -0.9 ml/kg/h 50
<0.33 28 O <0.1 mi/kg/h 180
Crisis Convulsivas Multiples Apgar a los 5 minutos
SI O NO O 27 0 |
~ . . <7 18 O
Pequeiio para la Edad Gestacional (< 3er percentil)
SI O NO O TOTAL:
Muestra SI O NO O Volumen:
Fecha: /3ra EVALUACION
Factores de Riesgo:
Sepsis [ Persistencia Conducto Arterioso [
Hemorragia Intraventricular o Transfusiones ]
Grado | o ., .
Gradoll o | Numero:
Grado Il O | Fechas:
Grado IV O
Método de diagndstico:

Médico responsable: Dra. Zaira del Bernal Diaz
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& NIVELES SERICOS DE VEGF Y PIGF EN NEONATOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL
E DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO
Q
(=]
Oxigeno - terapia [
Ventilacion mecanica [ Duracién de oxigeno — terapia dias
CPAP O Duracién de oxigeno — terapia dias
Oxigeno ambiental [ Duracion de oxigeno — terapia dias
ROP Zona Estadio Meridianos
S O I O 1 O Numero:
NO O IO 2 O
n d 3 O .
4a O . Con.tlnuos O
4 O Discontinuos [
5 O
Preumbral tipol [ Preumbral tipo Il [0
Peso al nacimiento >900g 0O 750-999g 10 O <7509 17 O
Presion Arterial Media (PAS — PAD)/3 + PAD pH mas bajo
Ambulatorio 0o Od /:\r;wt.;L;Iatorlo (()) g
20-29 mm Hg 9 0O )
<20 mm Hg 19 O 7.10-7.19 70
<7.10 10 O
PO2 / FiO2 Menor temperatura
Ambulatorio sin 02 0 O >35.6 °C 0 O
Ambulatorio con 02 35-35.6°C 8 O
Oximetria de pulso > de 90% 0o Od <35°C 15 O
Oximetria de pulso 85-90 % 1 0O E—
Oximetria de pulso 75-84% 3 [ | GastoUrinario
Oximetria de pulso < 75% 5 0O
>2.49 0o O Ambulatorio 00O
1.0-2.49 5 O > 0.9 ml/kg/h 04
0.33-0.99 16 O 0.1 -0.9 ml/kg/h 50
<0.33 28 O <0.1 ml/kg/h 180
Crisis Convulsivas Multiples Apgar a los 5 minutos
SI O NO O >7 0 O
L . . >7 18 O
Pequenio para la Edad Gestacional (< 3er percentil)
SI O NO O TOTAL:

Médico responsable: Dra. Zaira del Bernal Diaz
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£ NIVELES SERICOS DE VEGF Y PIGF EN NEONA TOS PRETERMINO Y SU RELACION CON EL
E DESARROLLO DE RETINOPATIA DEL PREMATURO
(@)
o
Muestra Sl O NO O Volumen:
Surfactante O Indometacina [

Numero de aplicaciones
Tipo
Bovino O
Porcino O
Dosis:

Eritropoyetina O

Meningitis O

Comentarios:

Esquemas:

Médico responsable: Dra. Zaira del Bernal Diaz
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ANEXO V

Escala SNAPE-PE II

Variables Puntos Puntaje paciente

9

20 ~29 mm Hg

35-35.6

wn

1.0a2.40

033

o
*x©

pH mais bajo

<7.10

-
(=

Varios episodios de convulsiones 19
(masdel)

Diuresis

—_—
-]

<0.Iml /k/min

Adicional SNAPEE II

Peso de nacimiento

<750 17

APGAR score< 7alos S 18
min
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ANEXO VI

Documentos aprobacién hospitalaria

SALUD

OF. No. DI/03/191/15

México, D.F.,a 11 dejunio de 2015

DRA. MARIA ESTELA ARROYO YLLANES
Servicio de Oftalmologia
Presente.

Estimada Dra. Arroyo:

Hago de su conocimiento que la ultima version del protocolo titulado

«

HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

COMPORTAMINETO DE LAS

CONCENTRACIONES SERICAS DE FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF) ) §
FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PIGF) EN NEONATOS PRETERMINO CON Y SIN
RETINOPATIA DEL PREMATURO” con clave de registro DI/15/102/03/26 asi como el consentimiento informado,
fueron presentados a los Comités de Etica e Investigacion quienes dictaminaron su APROBACION, Por lo tanto, puede dar

101C10 a su investigacion

Sin mas por el momento quedo de Usted.

Q)%“ERAL Oé\/f,
N e
A la Vanguardia en el Cuidado de la Vida” /\\Y~ Ec‘ggn@ \"/.l_'\
Atentamente Q. R L
Director dgmvestigacion 8 . “\5 i
£ 18JON 1 i
AN
NOMBRE f \ & .00
DR. JUAN CARLOS LOPEZ ALVARENGA HORA ¥
OFTALMOC
JCLANIr
DIRECCION DE Dr. Balmis 148 T +52(55)5004 3842
. INVESTIGACION Colonia Doctores Con +52(55) 2789 2000
www.hgm.salud gob.mx Delegacién Cuauhtémoc Ext 1164
Meéxico, DF 06726
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HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

DIRECCION DE INVESTIGACION

2015, ANO DEL GENERALISIMO JOSE MARIA MORELOS Y PAVON™

México, D.F., a 3 de marzo de 2015 DG/1000/ 176 /2015

Dr. Marco Antonio Ramirez Ortiz
Jefe de Oftalmologia
Presente

Informo a usted, que los Comités de Investigacién, Etica y Bioseguridad, después de haber revisado su
protocolo HIM 2015-012 “Niveles séricos de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor
de crecimiento placentario (PLGF) en neonatos prematuros y su relacién con el desarrollo de
retinopatfa”, han emitido el dictamen de: ¥

APROBADO

En los términos y condiciones sefialados por dichos Comités. Por lo anterior, se autoriza su desarrollo.

Atentamente

Con copia:

C.P. Elfas Hpgrgandez Ramirez. Jefe del Departamento de Contro] y Gestién a Protocolos de
Investigacig

JAGA/OM ash

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD AFILIADO A LA UNAM

DR. MARQUEZ 162, COL. DOCTORES. DEL. CUAUHTEMOC, C.P. 06720 MEXICO D.F.
CONMUTADOR: 5228-9917 EXT. 4315 Y 4100
www.himfg.edu.mx
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