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IGF-1, VEGF Y bFGF, COMO FACTORES PRONC)STICOS
DE LA APARICION DE LA RETINOPATIA DE LA
PREMATURIDAD

IGF-I, VEGF AND bFGF AS PREDICTIVE FACTORS FOR THE
ONSET OF RETINOPATHY OF PREMATURITY (ROP)

VILLEGAS-BECERRIL E, GONZALEZ-FERNANDEZ R, PERULA-TORRES &,
GALLARDO-GALERA JM*

RESUMEN ABSTRACT

Objetivo: Identificar en suero de prematuros a IGF,Objective: To determine if IGF-I, VEGF and

VEGF y bFGF, como factores de riesgo indepenbFGF, present in the serum of premature infants, ¢
dientes en el desarrollo de la ROP. Es también nueindependent risk factors of the development c
tro objetivo el disefio de un modelo multivariante ROP. It was also our objective to design a multive
gue englobe a las tres citokinas y que este pueda sriate model that included these three cytokines
usado como parametro indicador del examen de lindicator parameters in the ROP screening, in adc
ROP, ademas de los ya existentes. tion to the other parameters already in existence.
Métodos: 74 pacientes prematuros fueron recluta-Methods: 74 patients were recruited with a birth
dos con un peso al nacer menor de 1500 grs o edweight below 1500g or gestational age below 3
gestacional menor de 32 semanas, y fueron dividiweeks. These were classified into those who dev
dos en pacientes enfermos de ROP (N=37) joped ROP (N = 37) and those without ROP (N :
pacientes no enfermos de ROP (N=37). Se tomaro37). We obtained serum from each infant at the tirr
muestras de sangre de cada paciente, coincidiencof the first examination at 4-6 postnatal weeks. The
con el primer examen, entre la 4 a 6 primeras semise samples were frozen until the time of analysi
nas de vida y estas fueron congeladas en espera The roles of gestational age and birth weight wel
su determinacion. La edad gestacional y el peso @lso evaluated.

nacer fueron evaluados. Results: There were significant differences in the
Resultados:Encontramos diferencias significativas amount of the cytokines IGF-I and VEGF betwee
entre grupos en funcion de los valores de IGF-I ythe groups with or without ROP, but there were n
VEGF, pero no encontramos diferencias en funciérsignificant differences for bFGF. The difference:
de la bFGF. Establecimos un modelo multivarianteenabled us to establish a multivariate model inclt
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incluyendo a la IGF-I y VEGF, para la prediccion ding IGF-I and VEGF for the prediction of risk of
del riesgo de padecer ROP en funcion de estas dROP.

citokinas. Conclusions: Cytokine serum levels in premature
Conclusiones:Los niveles en sangre de prematurosinfants can be useful as an indicator in ROP scre
de estas citokinas pueden ser usados como factorning, as well as being used to predict the probabilit
indicadores del examen de la ROP, asi como paiof suffering the illnesgArch Soc Esp Oftalmol
predecir la probabilidad de sufrir la enfermedad. 2006; 81: 641-646).

Palabras clave: Factor de crecimiento, IGF-I, Key words: Growth factor, IGF-I, VEGF, bFGF,
VEGF, bFGF, retinopatia de la prematuridad, cito-retinopathy of prematurity, citokines.
kinas.

INTRODUCCION pacientes con retinopatia diabética proliferativa (8
La IGF-I segun la bibliografia, ha demostrado s
En los Gltimos afios ha crecido enormemente egficacia para el diagndstico de alteraciones en
interés por el mecanismo de la neovascularizaciégesarrollo de la retina en pacientes prematur
ocular. Se ha postulado que la vasculogénesis y i&,3). EIl VEGF y el bFGF no han demostrado au
angiogénesis son el resultado de complejas interadu Uso para este objetivo, aunque se han relaciol
ciones entre factores de crecimiento o mitégenos ddo estrechamente con la ROP mediante la expe
produccién tanto local como sistémica, que estimumentacion en modelo animal en diversos estudic
lan o inhiben la diferenciacion, proliferacion, No han sido investigados sus niveles en suero al
migracion y maduracion de las células endotelialesle manera que todavia seguimos sin conocer
(1). Este proceso es el responsable de enfermedadegdiera existir una aplicacion clinica de estas citc
como la retinopatia diabética o la retinopatia dekinas, sobre todo desde el punto de vista del dia
prematuro. En el 2003 se publica un estudio en @hdstico y seguimiento de la ROP (7,9). Asi, nuestt
cual se determina el factor de crecimiento parecidebjetivo se fundamenta en el disefio de un mode
a la insulina (IGF-1) en pacientes prematuros, donpredictivo multivariante, del padecimiento de le
de concluye que no solo existe una relacion entre IROP en funcion de estas tres citokinas.
existencia de retinopatia de la prematuridad (ROP)
y los bajos niveles de IGF-1 en suero, sino que ade-
mas, dichos niveles son un buen factor de predic- OBJETIVOS
cion de la enfermedad, como los son la edad gesta- ) o
cional y el peso al nacer (2,3). El factor de creci- 1- Estudiar el papel de las citokinas (IGF-I
miento vascular endotelial (VEGF), es un mitogeno?EGF ¥ bFGF) en sangre periferica de prematuro
especifico para células endoteliales, que fue ident€OmO posible marcador diagnostico de la ROP.
ficado por diversos grupos de investigacion (4,5). 2. I_Estudlar el comportamiento o |nterrela_C|on d
Recientemente se le ha relacionado con la ROES diferentes citokinas en la etiopatogenia de
mediante su cuantificacién intraocular, ante repetiROP; mediante un analisis mult!varlante que ls
das fluctuaciones entre hipoxia-hiperoxia (6). Estgncluya a las tres y establecer el disefio de un moc
nos hace pensar que estas citokinas pueden ayud#-Predictivo de aparicion de ROP. _
nos a comprender los hallazgos clinicos observados 3:_ Analizar los diferentes factores de riesg
después de dichas fluctuaciones en la ROP. implicados en la etiopatogenia d_e la enfermeda
Por otra parte, se ha relacionado con este proc®€S0 al nacimiento y edad gestacional.

so vascular neoformativo al factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF). Cuando se realiza la .
inactivacion en ratones transgénicos de los genesSUJETOS, MATERIAL Y METODOS
gue codifican los receptores de este factor, se pro-
voca una fuerte inhibicion de la angiogénesis reti- Participantes en el estudio: se incluyeron 74 pr
niana (7). También los niveles de bFGF se encuermaturos ingresados en la unidad de neonatologia
tran aumentados en muestras extraidas de vitreo @4estro centro entre octubre del 2003 y enero d
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2005. Los criterios de inclusién fueron: edad gestainclusion, excluyéndose del modelo aquellas vari

cional (EG) menor de 32 semanas o peso al nacéles con un valor de p (estadistico de Wald) >0, 1

(PN) < 1.500 grs. Pacientes con PN o EG mayores,

con factores de riesgo para el padecimiento de la

ROP o que el neonatdlogo a su cargo considere que RESULTADOS

deben ser revisados, también fueron incluidos. Gru-

po A: N = 37, pacientes con ROP y Grupo B: N =Analisis univariante de los distintos parametros

37 pacientes sin ROP. Se excluyen de este estudistudiados

todos los nifios que presentan anomalias cromoso-

micas y alteraciones morfologicas severas. Est@eso al nacimiento

estudio fue aprobado por el Comité de Etica de

nuestro centro. Los padres o tutores de cada pacien-|as medias fueron de 1.110,56 grs (DE 193¢

te firmaron un consentimiento informado diseﬁaders) para los enfermos, siendo ésta para los sai

a este efecto. pretérmino de 1.419,08 grs (DE 458,2 grs) (tabla |
Evaluacion de la ROP: los pacientes fueronja diferencia entre medias fue de 308,51 grs. ¢

explorados entre las 4 a 6 primeras semanas de Viéacuentran diferencias significativas con una p < ¢

(10,11). Se examina fondo de ojo con dilatacionp,0001. Las curvas de rendimiento predictivi

pupilar, (fenilefrina 2,5% y ciclopentolato 0,5%), y (ROC), reflejaron para este parametro un area bz

oftalmoscopia binocular indirecta. la curva de 0,78 con una p < de 0,0001 (tabla I).
Andlisis de citokinas: una Unica muestra de san-

gre venosa periférica fue recogida (1 ml) coinci-
diendo con la primera exploracion del despistaje d&dad gestacional
ROP, entre las 4 y 6 primeras semanas después del

nacimiento. Esta fue centrifugada a 3000 rpm y a Las medias fueron para el grupo de enfermos pi

4°C, siendo a continuacion almacenada a —40°C. L@&rmino de 29,21 semanas (DE 2,46 semanas), Si
IGF-I, VEGF Y bFGF, fueron medidas mediante

los kits de determinacion, Quantikine human IGF-|,Tabla I. Test de la «T» de Student para los grupos
VEGF y bFGF (R & D Systems, Inc. Minneapolis, estudiados
EEUV), usando la técnica de inmunoensayo enzi,, i pe

Grupo Media DE

mético de sandwich cuantitativo (ELISA), con anti-
cuerpo monoclonal especifico para las distintasPeso al nacer ROP 1110,56 193,97
citokinas. ) NO ROP 1419,08 458,20

Andlisis estadistico: se analizaron los datos coiF9ad gestacional NOR%%P 3122’221 22?6
el programa estadistico SPSS v.12,0 Copy¥ight |GF -| ROP 9,17 3,07
2004, SPSS Inc. SPSS Inc. Headquarters, 233 ! NO ROP 24,07 7,59
Wacker Drive, 11th floor, Chicago, lllinois 60606. VEGF NRg';OP ESS’SS fg@g;

Lo_s resultados obtenld_os de los n!veles en suerpecp ROP 37.66 1258
de citokinas, fueron analizados mediante la prueb NO ROP 27,94 11,68

T de Student (p<0,05). Se usaron curvas RO — = — =
(Receiver Operating Characteristic), de Rendimien-g"oescf'as y desviaciones estandar para los distintos parametros estu
to Predictivo o curva de Sensibilidad-Tasa de Falsos

Positivos, para evaluar el rendimiento predictivo YTabla Il. Valores de las 4reas de las curvas ROC

determinar el punto de corte con el que se maximi

zaba la sensibilidad y especificidad de las variableVariable Area P IC 95%
predictivas estudiadas. Finalmente, usamos el anal MIN - MAX

sis de regresion Iogl’stiqg multiple no condiqionallGF N 0765 <00001 0655 0874
para comprobar la relacién entre la tres citokinas WEGF 0,370 0,055 0,235 0,506
la aparicion de ROP y proponer, en su caso UbFGF 0,439 0,367 0,307 0,571
modelo predictivo. Las variables independientesP€so al nacer 0,780 <0,0001 0673 0,888

. Edad gestacional 0,717 0,001 0,6 0,835
gue se incluyeron en el modelo fueron IGF-I,

VEGF y bFGF. Se uso el método «Enter» para Sialores de las 4reas de las curvas ROC para cada parametro estudi

ARCH SOC ESP OFTALMOL 2006; 81: 641-646 643



VILLEGAS-BECERRIL E, et al.

do para el de los sanos pretérmino de 31,32 semgue la de menor significacion es la bFGF (p=0,16:

nas (DE 2,45 semanas) (tabla I), encontrandose ur{gabla Ill). Al no obtener un modelo multivariante

diferencia entre ambos de 2,1 semanas. Se encogee englobe las tres citokinas, decidimos suprim
traron diferencias significativas entre los dos gruposle dicho modelo a la bFGF, obteniéndose entonc
con una p < de 0,0001. Las curvas ROC de sensibiun modelo valido sobre las dos primeras (IGF-I

lidad y especificidad, reflejaron para este parametr& EGF). La p para la IGF-I fue de 0,006 y para i

un area bajo la curva de 0,717 con una p de 0,00¢dEGF de 0,034 (tabla IV).

(tabla 11). De este modelo deriva la siguiente férmula,
cual nos indica en funcién de su resultado, cual
el riesgo de padecer retinopatia, dependiendo de

Citokinas niveles en suero de la IGF-1 y VEGF:

1

IGF-I (unidades en ng/ml)Las medias fueron P (enfermoy
para el grupo de enfermos pretérmino de 9,17 ng/ml
(DE 3,07 ng/ml), siendo para el de los sanos pretér-
mino de 24,07 ng/ml (DE 7,59 ng/ml) (tabla 1),
encontrandose una diferencia entre ambos de 14,89
ng/ml. Se encontraron diferencias significativas - e
entre los dos grupos con una p de 0,002. Las curvas EN €l o 1984, aparece |a clasificacion intern:
ROC de sensibilidad y especificidad, reflejaroncional de la retinopatia de la prematurida
para este parametro un area bajo la curva de 0,765°ROP), producto del consenso de un grupo inte
con una p < de 0,0001 (tabla II) . n_qmonal de expertos sobre la ROP. Esta clasific

VEGF (unidades en pg/mi):as medias fueron CiON fue ampliada y revisada en el afio 1987 (12

para el grupo de enfermos pretérmino de 708, 0Steriormente, en 1988 aparece publicado el p
pg/ml (DE 287,87 pg/ml), siendo para el de losMe" informe con resultados preliminares del grup

sanos pretérmino de 510,81 pg/ml (DE 15O,O3cooperativo CRYO-ROP (13). Este estudio, const

pg/ml) (tabla 1), encontrandose una diferencia entrdUY0 un hito en la retinopatia de la prematuridac
ambos de 197,48 pg/ml. Se encontraron diferenciad€diante 1os criterios de indicacion para su trat:

significativas entre los dos grupos con una p ddniento (14). Con el tiempo, la Academia America

0,03. Las curvas ROC de sensibilidad y especifici’@ d& Oftalmologia (AAO), ha ido desarrollandc

dad, reflejaron para este parametro un area bajo [#'€v@s y mejores pautas para unificar criterios
curva de 0,37 con una p de 0,055 (tabla ).

bFGF (unidades en pg/mll:as medias fueron Tapla Ill. Analisis multivariante
para el grupo de enfermos pretérmino de 37,6¢

1+exp[—(~0,242+(0,048xIGF) + (0,002xVEGF))]

DISCUSION

pg/ml (DE 12,58 pg/ml), siendo para el de los sano: P OR M”\'IC 95:fAX
pretérmino de 27,94 pg/ml (DE 11,68 pg/ml) (tabla

), encontrdndose una diferencia entre ambos diGF-I 0,004 1,053 1,017 1,091
9,72 pg/ml. No se encontraron diferencias signifi—gllzfglf %,%Aé %,%9896 %'%%Zs 11,%%%
cativas entre los dos grupos (p de 0,18). Las CUrVed =0 e 0370 1639 e o

ROC de sensibilidad y especificidad, reflejaron
para este pardmetro un area bajo la curva de 0,4:Analisis multivariante para las tres citokinas.
con una p de 0,367 (tabla ).

Tabla IV. Modelo final del andlisis multivariante

Analisis multivariante (regresion logistica) de

L P OR IC 95%
las tres citokinas (IGF-I, VEGF y bFGF) MIN MAX
Realizamos un analisis multivariante, que inclu-IGF-I 0,006 0,954 0,922 0,986
yo0 a las tres citokinas estudiadas. En éste, obtenVEGF 0,034 1,002 1,000 1,003

mos significacién para la IGF-1 (p de 0,004), con<onstante 0635 0785 —  Constante

una VEGF no significativa (p=0,074), objetivando Modelo final del analisis multivariante en base a la IGF-1 Y VEGF.
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nivel global, y lograr que el diagnéstico y trata- bilidad de discriminacion entre sanos y enfermo.
miento de la ROP sea cada vez mejor (10,11).  Estas, indican que la IGF-I, es un factor protector ¢

Este desarrollo en el conocimiento de la enferda enfermedad y que el VEGF es un factor de rie
medad, ha hecho que en los dltimos tiempos, grugo. Nosotros resaltamos en la tabla V, valores inte
pos de trabajo independientes de diversos paisesiedios donde méas se aproximan la sensibilidad y
comiencen a cuestionar los criterios dados por laspecificidad de cada parametro. Es Hellstrém en
AAO (15,16), e incluso disefian los suyos propios2003 el que establece valores de IGF-I en pacien
para identificar a los nifios a los que se deben prasin ROP en 33 pg/l, encontrdndose en nuestro es
poner revisiones de fondo de ojo (17,18). Estas disdio una media para este grupo de 24,07 ng/ml (u
quisiciones, surgen de problemas encontrados con ng/ml), para una muestra de 84 pacientes, simil
la elegibilidad de dichos criterios para el despistaje la nuestra con 74 (2).
de la enfermedad, dado que estos en numerosaskn el analisis multivariante, resulta un modelo pre
ocasiones hacen que pacientes que no padecen Ra@ietivo valido aquel que incluye la IGF-l y la VEGF
sean examinados y pacientes enfermos escapenaei la formula que hemos expuesto anteriormente.
despistaje, con las consiguientes secuelas del raustituir en dicha formula valores para una IGF-I
tratamiento de estos enfermos (19.) No hay qu&EGF de un paciente supuestamente enfermo se¢
minimizar la importancia que tiene que un pacientdos datos emitidos por las curvas ROC (IGF-I=
gue no padezca ROP, sufra los efectos de la explag/ml y VEGF= 1.000 pg/ml) resulta una probabili-
racion, ya que no es infrecuente el encontrar comdad de padecer ROP del 82%. Por el contrario, al s
plicaciones desde el inicio de la preparacion de ldituir estos valores por los de un paciente supues
exploracion de prematuros, como las derivadas dmente sano segun los datos emitidos por las cun
la instilacion de midriaticos o el gran stress derivaROC, (IGF-I= 25 ng/ml y VEGF= 250 pg/ml) resul-
do de la exploracion oftalmoldgica (20,21). ta una probabilidad de padecer ROP del 28%.

El objetivo de un buen sistema de despistaje para Con esto, podemos concluir que estos dos mit
la ROP debe tener en cuenta qué nifios padeceenos pueden servir como indicadores de alta s¢
enfermedad retiniana y de estos cuales van a dessibilidad en el screening de la ROP y que el mod
rrollar grados tratables de enfermedad. De esti anterior puede ser valido para proponer con exe
manera no se realizarian exploraciones a pacientes
que no las necesitasen y dicha exploracion iriiTabla V. Valores de sensibilidad y especificidad
encaminada a diagnosticar grados umbrales de

P , . . Variable Valores Sensibilidad Especificidad
ROP. Asi se ahorrarian recursos, complicacione (%) (%)
derivadas de la exploracién y tiempo en el diagnés
tico. Algunas publicaciones incluso comentan el ncdGF -l 0,91 100 18,9
realizar exploraciones de seguimiento a paciente 2%?) 2‘%3 ;(1”3
con grados leves, que de manera habitual tiendeny/ggg 173,23 100 54
la regresion espontanea (13,19). En este estud 467,28 45,9 324
encontramos que tanto la EG, como el PN, son fac 517,64 32,4 32,4
tores de riesgo de igual capacidad predictora d 580,17 21,6 43,2
1002,92 10,8 78,4
enfermedad que la IGF-I y la VEGF. Estas comcyegp 125 100 0
hemos expuesto en los resultados, resultaron sign 22,93 48,6 43,2
ficativas la IGF-I, y la VEGF no asi el bFGF, aun- 24,24 43,2 43,2
que con una p de 0,18, lo que nos hace sospechar i ol e
un posible error beta, es decir, en una falta de potelpesg al nacer 717 100 27
cia estadistica debido al tamafio muestral de nuest 1107,5 78,4 47,6
estudio. A pesar de esto, se han expuesto casos 1205 70,3 70,3
los que estas citokinas podrian servir como factore_ . 1413,5 48,6 89,2
o . ad Gestacional 25,5 100 54

de seguimiento en el tratamiento de la ROP (22). 20,5 81,1 59,5

Segun las curvas ROC de prediccion de sensibili 30,5 67,6 67,6
dad de pruebas diagndsticas, nos presentan un 32,5 18,9 94,6

tablas en las que se propongzn valores como pum:(Valores de sensibilidad y especificidad para los diferentes parametr
de corte en los que obtendriamos una u otra Sensgenerados por las curvas ROC.
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titud a los nifios susceptibles de este despistaje ef.

funcion de la IGF-1 y la VEGF. También plantea-

mos la posibilidad de usar estos factores de creci-

miento como indicadores de la gravedad de la ROPg

Véase por ejemplo estudios que apuntan la posible
relacion entre la ablacién de la retina con criotera-

pia o laser en pacientes con ROP tratable, y los
niveles de IGF-I, VEGF y bFGF, para el seguimien-

to de la efectividad de estos tratamientos en relaciéon

con la gravedad de la enfermedad (22).

Ser& necesario sin embargo, proseguir con esta linea

de investigacion a mayor escala y ampliando el nim

ro de muestra de nuestros estudios. De poder demos-

trar con mayor muestra y con el consenso de otros cen-

tros que esto fuera asi, se podria aplicar este modeld.

no solo a la ROP, sino también, como diagndstico pre-
coz para otras enfermedades con similar etiopatoge-
nia, como la retinopatia diabética, la degeneracion

macular asociada a la edad, e incluso a enfermedades

de origen neovascular del tipo de ciertos tumores.

Es entonces nuestra intencion el progresar, no

solo en el conocimiento mas profundo de estg;

enfermedad, sino también en el diagndstico certero
del momento en el que se produce, para poder

actuar con el tratamiento necesario antes de que |&$:
secuelas de esta sean irreversibles y evitemos asi las

consecuencias de esta enfermedad.
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