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Introduccion

Existen algunas evidencias de que la retinopatia del pre-
maturo es consecuencia de un elevado estrés oxidativo so-
bre la retina en desarrollo, lo cual se debe a la generacién
exagerada de radicales libres o a una disminucién en la ca-
pacidad para su eliminacion.

Objetivo

Determinar la asociacion entre la concentracion elevada
de estrés oxidativo y la presencia de retinopatia del pre-
maturo.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio de cohorte prospectiva. Se incluye-
ron 50 prematuros de menos de 33 semanas de gestacion.
El estrés oxidativo se midi6 con la concentracion sérica de
lipoperoxidos. Se tomaron muestras a partir de la primera
semana de vida y después, cada semana hasta la cuarta. Se
compararon los resultados de las 4 muestras juntas, entre
los prematuros con retinopatia de cualquier grado con los
que no la desarrollaron. Las evaluaciones oftalmologicas se
realizaron a partir de la cuarta semana de vida.

Resultados

La incidencia de retinopatia en el estudio fue del 22 %
(11/50). Hay una diferencia significativa en los valores
promedio de todas las muestras, entre aquellos que pre-
sentaron retinopatia del prematuro, 5,44 = 1,30 nmol/ml,
comparados con los que no presentaron la enfermedad,
2,94 = 0,89 nmol/ml, con una p = 0,00001. El riesgo relativo
para el desarrollo de retinopatia con concentraciones eleva-
das de lipoperéxidos fue de 5,15, 5,63, 4,15 y 12,70 para las
muestras de cada una de las semanas, respectivamente.

Conclusiones

Existe una asociacion entre la concentracion elevada de
lipoperoxidos séricos, como una medida de estrés oxida-
tivo y la incidencia de la retinopatia del prematuro.
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RETINOPATHY OF PREMATURITY
AND OXIDATIVE STRESS

Introduction

There is some evidence that retinopathy of prematurity
is due to excessive oxidative stress on the developing reti-
na caused by high free radical production or reduced abil-
ity to eliminate these radicals.

Objective
To determine the relationship between high levels of
oxidative stress and retinopathy of prematurity.

Material and methods

A prospective cohort study was designed. Fifty prema-
ture infants of less than 33 weeks’ gestational age were in-
cluded. Serum lipoperoxide levels were determined as a
measure of oxidative stress. Samples were taken once a
week for 1 month, starting from the first week of life. The
results of all four samples were compared between infants
who developed any degree of retinopathy of prematurity
and those without it. Ophthalmological examinations
were performed after the fourth week of life.

Results

The incidence of retinopathy of prematurity was 22 %
(11/50). The mean values of all the samples showed a sig-
nificant difference between infants who developed
retinopathy of prematurity (5.44 = 1.30 nmol/ml) and
those who did not (2.94 = 0.89 nmol/ml, p = 0.0001). The
relative risk of developing retinopathy of prematurity with
high serum lipoperoxide levels was 5.15, 5.63, 4.15 and
12.70 for each of the weekly samples.
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Conclusions

There is an association between high serum lipoperox-
ide levels, as a measure of oxidative stress, and the inci-
dence of retinopathy of prematurity.

Key words:
Oxidative stress. Retinopathy of prematurity. Lipoper-
oxides.

INTRODUCCION

La retinopatia del prematuro, de sus siglas en inglés
(ROP), es un trastorno de la vasculatura retiniana en de-
sarrollo debido a la interrupcion de la progresion normal
de los vasos retinianos recién formados. La vasoconstric-
cion y la obliteracion del lecho capilar van seguidas de
una neovascularizacion que se extiende al vitreo, y se
produce edema de retina, hemorragias retinianas, fibrosis,
traccion de la retina y, finalmente, desprendimiento de la
retina!3. La incidencia de la enfermedad es inversamente
proporcional a la edad gestacional y peso al nacimiento.
Los menores de 1.000 g suelen tener mayor frecuencia y
formas mds graves de la enfermedad®>. Se comunica que
entre 400 y 600 ninos por ano pueden quedar ciegos a
causa de la ROP en Estados Unidos.

Uno de los factores de riesgo mas importantes que se
han comunicado para el desarrollo de ROP, ademas de
la prematuridad, es el uso suplementario de oxigeno®°,
Otros son eventos de apneas, sepsis, hipercapnia, hipo-
capnia y deficiencia de vitamina E, entre otras®>11, Exis-
ten informes que apuntan que un nivel elevado de radi-
cales libres de oxigeno (RLO) que condicionan estrés
oxidativo, podria ser un mecanismo de dano a la retina
en desarrollo'?15, Los RLO tienen un papel importante en
una gran variedad de reacciones bioldgicas normales. En
el organismo existe un equilibrio entre la produccion de
radicales libres, que actian como oxidantes y los meca-
nismos de defensa del organismo, que actian como anti-
oxidantes. Cuando este equilibrio se pierde, se produce
el fenémeno conocido como estrés oxidativol6:17,

Existe evidencia de que los RLO participan en muchas
enfermedades de la etapa adulta, como son la ateroes-
clerosis, la artritis reumatoide y el infarto de miocar-
dio'1617 Asi mismo, se ha intentado asociar los RLO con
enfermedades en la etapa neonatal, como la displasia
broncopulmonar, la enterocolitis necrosante y la ROP8:19,

Existen diferentes métodos para determinar el nivel de
estrés oxidativo (nivel de acido malondialdehido en san-
gre y orina, cuantificacion de etano y penthano en aire
espirado, nitritos urinarios). Sin embargo, la cuantifica-
cion de lipoperoxidos séricos (LPO) es un método mis
confiable ya que mide en forma directa el efecto de los
radicales sobre las membranas celulares. Este método se
basa en el hecho de que los RLO generan LPO cuando in-
teractian con los lipidos de la membrana celular?021.

Los avances en medicina perinatal y la presencia de
las unidades de cuidados intensivos neonatales han in-

crementado de forma importante la sobrevida, en espe-
cial de los prematuros mis pequenos, pero trae consigo
un incremento de la frecuencia de la ROP. Sin embargo,
no se ha documentado de forma clara si la produccion
elevada de RLO pudiera tener efecto en algunos 6rganos
blancos, en especial en la retina, de aqui que nos plan-
teemos el interrogante de si un nivel elevado de estrés
oxidativo, independientemente de la causa que lo origine
y de los factores de riesgo presentes, pudiera estar aso-
ciado a mayor incidencia de la ROP.

MATERIAL Y METODOS
Diseiio

Se realiz6 un estudio de cohorte prospectiva. Los crite-
rios de inclusion fueron: recién nacidos de 33 semanas
o menos de edad gestacional (calculada por el método
de Ballard modificado??) que ingresaron a la unidad de
Neonatologia del Hospital de Pediatria del Centro Médi-
co Nacional de Occidente, en Guadalajara (México), que
tuvieran cuatro determinaciones de lipoperéxidos séri-
cos, tomados cada semana a partir de la primera sema-
na de vida y que hayan sido evaluados oftalmolégica-
mente a partir de la cuarta semana de vida. No se
incluyeron aquéllos con malformaciones congénitas ma-
yores y se eliminaron aquellos que no habian sido eva-
luados oftalmolégicamente hasta que los vasos de la reti-
na hayan alcanzado la zona III o haya existido remision
completa, ya fuera de forma espontinea o mediante in-
tervencion quirdrgica.

Los prematuros fueron incluidos de forma consecuti-
va, durante un periodo de 18 meses y seleccionados
para andlisis, cuando completaron los criterios de inclu-
sion.

Procedimientos

El examen oftalmoldgico se realizé de acuerdo con el
Programa de Deteccion Temprana de ROP en el hospi-
tal, utilizando la Clasificacion Internacional para la Reti-
nopatia del Prematuro (ICROP)?3, que es a partir de la
cuarta semana de vida y, posteriormente, cada semana o
dos segln los hallazgos de cada revision. Para tal efecto,
se dilaté la pupila con tropicamida al 0,8% y fenilefrina al
5%. Se realiz6 oftalmoscopia indirecta. Las evaluaciones
se realizaron de la siguiente manera: en aquellos que no
desarrollaron ROP, hasta que los vasos de la retina alcan-
zaran la zona IIl y en aquellos que desarrollaron ROP,
hasta que la retinopatia remitiera completamente, ya fue-
ra de forma espontinea o mediante cirugia, y/o los va-
sos de la retina alcanzaran la zona III.

Se decidi6 hacer un seguimiento durante 4 semanas
de las concentraciones séricas de LPO y analizar su com-
portamiento durante este tiempo. Se tomaron cuatro
muestras; una en las primeras 24 h de vida y después
una cada semana. La cantidad de la muestra de sangre
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venosa fue de 0,5 a 1 ml. El suero se separ6 inmediata-
mente por centrifugacién. Se hicieron alicuotas y las
muestras fueron congeladas dentro de las primeras 4 h a
—70 °C, hasta que fueran analizadas. Las hemolizadas fue-
ron eliminadas y reemplazadas por una muestra nueva
un dia después. La cuantificaciéon de LPO fue realizada
utilizando un kit comercial (K—ASSAY-CC-KAMIYA Co.).
Los valores fueron medidos utilizando un espectrofot6-
metro con una densidad 6ptica de 675 nm. Los valores de

LPO aparecen en nmol/ml.

TABLA 1. Antecedentes maternos y datos de todos

los prematuros

Dato Resultado
Preeclampsia materna 56% (28/50)
Infeccion urinaria materna 10% (5/50)
Calificacion de Apgar Casos Apgar

Al minuto 1 <3
24 3a7
25 >7
A los 5 min 0 <3
12 3a7
38 >7
Edad gestacional Rango de 28 a 32 semanas
Promedio 28,9 + 1,1*
Peso al nacer Rango de 790 a 1.260 g
Promedio 1.035 + 112 g*

*Promedio y desviacion estdndar.

TABLA 2. Incidencia, clasificacion y localizacion
de las lesiones de la ROP

2 con enfermedad umbral

1 con enfermedad umbral

Dato Porcentaje y clasificacion de la lesion
de acuerdo con la ICROP
Incidencia 22% (11/50)
Ojo derecho 9 con enfermedad preumbral

Ojo izquierdo 10 con enfermedad preumbral

ROP: retinopatia del prematuro; ICROP: Clasificacion Internacional
para la Retinopatia del Prematuro.

TABLA 3. Concentracion sérica de LPO en prematuros

cony sin la ROP

Prematuros Pre_maturos Prueba U de
con ROP sin ROP .
Semana Mann-Whitney
(n=11D (n=39) (it o)
(omol/ml)  (nmol/ml) p
12 6,89 + 3,49 3,89+ 3,52 0,003
22 4,77 2,15 3,49 291 0,08
3 5,07 = 3,60 2,34+ 1,88 0,07
42 4,36+ 2,07 2,03 £ 2,40 0,001
Promedio de 5,44 1,30 2,94+ 0,89 0,00001
las 4 muestras

LPO: lipoperéxidos; ROP: retinopatia del prematuro.
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Analisis estadistico

Para definir el valor a partir del cual se determiné que
los LPO se considerarian elevados y, por lo tanto, estrés
oxidativo elevado, se utilizaron curvas operativas del re-
ceptor (COR). Los resultados se presentan en medidas
de tendencia central (media, promedio, rangos). Las com-
paraciones estadisticas se realizaron con la prueba de U
de Mann-Whitney. Para las medidas de asociacion de
cada una de las muestras por semana, se utilizaron cua-
dros de 2 X 2, con prueba de chi cuadrado o de Fischer, si
cualquiera de las celdillas tenfan un valor esperado, me-
nor de 5. Se calcul¢ el riesgo relativo (RR) y sus intervalos
de confianza (IC) del 95%.

El proyecto fue aprobado por el comité de investiga-
cion del hospital y se obtuvo el consentimiento informa-
do por escrito de los padres o tutores.

RESULTADOS

Se hizo seguimiento de un total de 54 prematuros,
dos de ellos se excluyeron por fallecer antes de obtener
todas las muestras de LPO y otros dos por fallecer en las
primeras 2 semanas tras iniciarse la evaluacion oftalmo-
logica. Asi pues, se incluyeron en el andlisis 50 recién
nacidos prematuros.

De sus antecedentes maternos de importancia se consi-
deraron la presencia de preeclampsia, la cual se encon-
tré en el 56% de los casos, y la presencia de infeccion
urinaria, que se encontré en el 10%. La edad gestacional
promedio fue de 28,9 £ 1,1 semanas con un rango de
27 a 32 semanas y un peso promedio de 1.035+0,112 g,
con un rango de 0,790 a 1,420 g. Estos valores, asi como
la calificacion de Apgar tanto al minuto como a los 5 min,
se muestran en la tabla 1.

Las patologias motivo de su ingreso a la unidad fueron:
sindrome de dificultad respiratoria (SDR), 32/50 (64 %);
neumonia intrauterina 10/50 (20 %); taquipnea transitoria
del recién nacido, 5/50 (10%), y sospecha de sepsis, 3/50
(6%).

Las curvas COR determinaron un valor de corte de
2,40 nmol/ml, a partir del cual se consider6 que los LPO
estaban elevados (este valor es mayor que el promedio
de los niveles de LPO obtenido en prematuros sanos, en
un estudio previamente comunicado por nosotros?! en
el que se utiliz6 la misma técnica para la determinacion
de LPO).

La incidencia de ROP en la cohorte de estudio fue del
22% (11/50). De acuerdo con la clasificacion de la ICROP,
10 prematuros presentaron enfermedad preumbral y sélo
uno presenté enfermedad umbral (tabla 2).

Las principales diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos que desarrollaron ROP (11/50) y quienes no
la desarrollaron (39/50) se observan en los valores de LPO
en la primera determinacion (6,89 * 3,49 nmol/ml frente a
3,89 3,52 nmol/ml) y en los de la cuarta determinacion
(4,36 + 2,07 nmol/ml frente a 2,94 + 2,40 nmol/ml) (tabla 3).
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Al separar los grupos entre aquellos que desarrollaron
ROP y quienes no, el promedio de las cuatro determi-
naciones fue de 5,44 £ 1,30 en aquéllos con ROP y de
2,94 £ 0,89 nmol/ml en aquéllos sin ROP, respectiva-
mente, con una diferencia estadisticamente significati-
va, p = 0,00001.

Para evaluar la asociacion entre el nivel elevado de
LPO vy la presencia de ROP, se calcul6 su RR y su IC del
95%, para cada una de las muestras por semana. Se en-
contré que, en las muestras de las primeras 2 semanas, a
pesar de que los valores de RR fueron cinco veces supe-
riores al riesgo de presentar ROP, no existe diferencia es-
tadisticamente significativa, ya que sus IC incluian la uni-
dad en sus resultados. No asi en las segundas 2 semanas,
en las que los RR fueron de 4,15 y de 12,7, veces mas el
riesgo de presentar ROP, si los valores de LPO fueran ma-
yores al punto de corte de 2,40 nmol/ml, con diferencia
estadisticamente significativa (tabla 4).

Si bien el estudio no se disené para buscar qué factores
de riesgo estan asociados a ROP, un hallazgo interesante
fue que en los prematuros que recibieron ventilacion me-
canica, la incidencia de ROP fue del 40 %, en compara-
cién con el 4% de aquellos que no fueron ventilados. Los
valores promedio de todas las muestras de LPO, para el
grupo con ventilacion y sin ventilacion respectivamente,
fueron de 5,25 + 1,55 nmol/ml y de 1,66 £ 0,66 nmol/ml,
con una p =0,01. En la tabla 5, se observan los valores de
cada una de las muestras por semana y sus diferencias es-
tadisticas entre estos dos grupos.

DiscusioN

La ROP es la enfermedad ocular mis frecuente en la eta-
pa neonatal. Su incidencia varia de un hospital a otro. Se
ha visto una incidencia menor del 20% en prematuros en-
tre 28 y 35 semanas y del 70 al 80% en prematuros meno-
res de 28 semanas de gestaciéon3#. En nuestro estudio la
incidencia del grupo analizado fue del 22%. Habra que
mencionar que esta incidencia aparentemente elevada
para este grupo de edad y peso, con respecto a otros in-
formes, corresponde exclusivamente al grupo de estudio
al que se le dio seguimiento y que cumplieron con los re-
quisitos de inclusion, por lo que esta incidencia es real
solo para el grupo estudiado. Esta incidencia es obtenida
de acuerdo a lo que Sola et al%, sugirieron recientemente
para estandarizar la forma en la que se comunica la inci-
dencia de ROP; esto es, la frecuencia de ROP en el nume-
rador, el nimero total de prematuros evaluados de forma
correcta, en el denominador y el resultado multiplicarlo
por 100, ya que de esta manera se puede comparar de for-
ma adecuada una unidad con otra.

Se han utilizado diferentes métodos para medir el estrés
oxidativo, con la finalidad de asociar las concentraciones
elevadas de radicales libres con enfermedades en el recién
nacido. Pitkanen et al®® encontraron en su estudio niveles
altos de etano y pentano en aire espirado en prematuros

TABLA 4. Riesgo relativo de desarrollar ROP
con concentraciones elevadas de LPO

Prematuros con LPO

Semana (nmol/mL) LD IC 95%
relativo
> 2,40 < 2,40
12 33 17 5,15 0,72-36,96
22 32 18 5,63 0,78-40,45
33 26 24 4,15 1,03-92,03
42 22 28 12,70 1,76-93,03

ROP: retinopatia del prematuro; LPO: lipoperdxidos séricos; IC 95 %: intervalo
de confianza del 95 %.

TABLA 5. Comparacién entre grupo con y sin ventilacién

mecanica
Grupo con Grupo sin
ven?ilacic'm ven?ilacl(?n Prucha de U de
Semana Incidencia Incidencia Mann-Whitne
deROP40%  de ROP 4% Talor de Y
(10/25) a/2s) P
LPO (nmol/ml) LPO (nmol/ml)
12 7,41 £2,98 1,71 £ 1,46 0,01
22 5,33+ 2,24 2,22 +242 0,01
32 3,89 £2,27 1,99 £ 2,62 0,01
42 4,39 12,90 0,72+1,39 0,01
Promedio de  5,25%1,55 1,66 £ 0,66 0,001
todas las
muestras

ROP: retinopatia del prematuro; LPO: lipoperdxidos.

que requirieron ventilaciéon mecanica asistida. Varsila et
al'® hablan de concentraciones de etano y pentano en aire
espirado en neonatos que desarrollaron displasia bronco-
pulmonar y ROP. Recientemente, Weinberger et al rela-
cionaron el estrés oxidativo con enfermedades por RLO,
solo que, se tenia el antecedente de aplicacion de beta-
metasona antenatal y se utilizé una medida indirecta para
medir malondialdehido, como fue la determinacion urina-
ria de sustancias del acido tiobarbitdrico. Todas estas
pruebas miden de forma indirecta el efecto de los radica-
les libres sobre las células.

En este estudio, se utilizé6 un método que mide direc-
tamente las sustancias producidas por el efecto de los ra-
dicales libres, sobre los lipidos de la membrana celular,
como son los LPO, por lo que los resultados obtenidos
muestran de una manera mas clara el estrés oxidativo.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores promedio de LPO, entre los que presen-
taron ROP y los que no la presentaron, con p = 0,0001.
Dentro de las muestras, se observé que so6lo en la prime-
ray en la cuarta semanas prevalecian estas diferencias,
no asi en la segunda y tercera semanas. Una posible ex-
plicacion de estos datos podria ser que en la primera se-
mana, algunos de estos prematuros tuvieron patologias
mas graves, que generan mayor produccion de RLO y que
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con el tratamiento de la enfermedad mejoraron en la se-
gunda semana. Posteriormente, algunos de ellos pudie-
ron haber presentado procesos infecciosos, apneas o
cualquier otro suceso, que increment6 la produccion de
RLO y con ello se explicaria la elevacion de LPO obser-
vadas, en las siguientes muestras.

Estos resultados también se relacionan con lo encon-
trado en los RR. Se observa que valores de RR son clini-
camente significativos para la primera y segunda semanas
(RR: 5,15 y 5,63, respectivamente), pero sin diferencia
estadistica, ya que los valores de los IC incluyen la uni-
dad. Las diferencias en las muestras de la tercera y cuarta
semanas son clinica y estadisticamente significativas, con
valores de RR de 4,15 y de 12,7, respectivamente. Estos
datos podrian explicar un probable efecto acumulativo de
sucesos, que mantienen las concentraciones de LPO per-
sistentemente altas, o que se incrementan, por lo que los
niveles de LPO elevados entre la tercera y cuarta semanas
de vida podrian ser los valores que mis se asocien al de-
sarrollo de ROP.

Se ha documentado que los prematuros tienen menor
capacidad antioxidante?”? y que la exposicién a uno o
a varios factores como ventilacién mecanica o infeccio-
nes, entre otros, incrementan el estrés oxidativo.

En el analisis final de este estudio, decidimos separar la
cohorte entre aquellos prematuros que recibieron ventila-
cion mecdnica asistida como parte de su tratamiento y
quienes no la recibieron. Los resultados muestran dife-
rencias estadisticamente significativas en los valores de
LPO, asi como la mayor frecuencia de ROP, lo que apo-
yaria la teorfa del origen multifactorial y el probable efec-
to acumulativo de sucesos, con el consecuente desarro-
llo de ROP.

Esto es similar a lo comunicado recientemente por Kim
et al3, quienes encontraron que la ventilacion mecanica,
los sucesos de apnea y el uso de surfactante son impor-
tantes factores de riesgo independientes para desarrollar
la ROP. Hay que mencionar que el diseno del estudio no
se realizo para evaluar factores de riesgo, por lo que el
resultado de este hallazgo debe ser considerado sélo
como interesante y hay que probar con otros disefios y
andlisis estadisticos.

Los resultados muestran una asociacion entre las con-
centraciones elevadas de LPO como una forma de medir
el estrés oxidativo y la incidencia de la ROP. El objetivo
del estudio fue evaluar si dicha asociacion se presenta-
ba, independientemente de todos aquellos factores de
riesgo que de forma conjunta o independiente se han
asociado al desarrollo de la ROP, ya que un punto en el
que todos convergen es en el que, potencialmente, to-
dos pueden producir, en mayor o menor medida, una
elevacion en los radicales libres y por ende aumentar el
estrés oxidativo. La importancia de estos resultados es
que al existir una asociacion entre las concentraciones
elevadas de LPO y la ROP, independientemente de qué
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factores influyeron en su aumento (ventilacion, sepsis,
entre otros), los esfuerzos se podrin encaminar no sélo
a tratar de disminuir los factores de riesgo, sino tam-
bién a disminuir la producciéon de LPO, mediante anti-
oxidantes y/o disminuir sus efectos en las membranas
celulares.

En conclusion, estos datos pueden resultar ttiles en
la prictica clinica, al definir estrategias para disminuir
las concentraciones de LPO o sus efectos, indepen-
dientemente de los factores que condicionan estrés
oxidativo.
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