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SUMMARY

Many scientists try to detect as soon as possible perinatal hypoxia due to its adverse
consequences in the morpho-functional development of the newborn child.**® This is
particularly important considering the risks it represents for this age group. Our team has
designed 3 models of experimental hypoxia in very young rats: moderate chronic
hypobaric hypoxia, severe chronic hypobaric hypoxia and acute hypoxia by gas
substitution. After the hypoxic episodes, the nine day old rats were sacrificed and their
blood was used to perform the erythrocyte density microtest.’® This test indicates the
percentage of young erythrocytes present in blood. In our 3 models of hypoxia the results
show that the values obtained in the hypoxic groups were significantly higher than those
obtained in their control groups. These results demonstrate the value of this test to detect
past episodes of hypoxia in young rats.

RESUMEN

Es importante detectar a tiempo los episodios hipdxicos en el periodo perinatal, debido a
sus adversas consecuencias en el desarrollo morfofuncional del nifio y, por eso, diversos
cientificos han realizado investigaciones sobre este tema.* > ® También con este
propdésito y para estudiar las alteraciones creadas por la hipoxia nuestro grupo creé tres
modelos de hipoxia experimental en ratas muy jovenes: Hipoxia hipobarica cronica
(moderada una, severa la otra) e hipoxia aguda por sustitucion de gases. Posteriormente
a la aplicacion de la hipoxia, las ratas, en su noveno dia de nacidas fueron sacrificadas
para realizarles en una muestra de sangre el microtest de densidad eritrocitaria (pTDE).10
Este nos indica el porciento de células jovenes de la serie roja en sangre. Hubo
aumentos significativos en los grupos experimentales de los tres modelos de hipoxia en



relacion con sus grupos controles, y esto nos demuestra su utilidad como indicador de
hipoxia.

Palabras claves: Hipoxia hipobarica; Hipoxia por sustitucion de gases; Microtest de
densi-dad eritrocitaria; Hipoxia aguda; Hipoxia crénica.

INTRODUCCION

Es bien conocida la incidencia que tienen los episodios hipdxicos durante el periodo
perinatal, y las consecuencias que a corto y a largo plazos ocasionan sobre la vida del
feto y su ulterior desarrollo™ % *

Es por eso que en muchos paises se realizan investigaciones que relacionan la hipoxia
con cambios metabdlicos cerebrales,*>®” con cambios morfofisioldgicos del sistema
nervioso central (SNC) 89 y se buscan multiples métodos para tratar de detectar hipoxia
en el feto o en el nifio en el periodo perinatal, debido a diferentes procesos que ocurren
durante el embarazo. """ Nuestro grupo de trabajo investiga en este campo y ha
creado para este proposito tres modelos de hipoxia experimental en ratas. En estos
modelos pusimos a prue-ba el microtest de densidad eritrocitaria (pTDE)13 como
indicador de hipoxia. En estos modelos se simulan condiciones de hipoxia-asfixia
semejantes a lo que les acontece a los nifios en el periodo perinatal, hipoxias
moderadas, hipoxias mas severas e hipoxias con asfixia que incluso necesitan
tratamientos de resucitacion. '

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sistema empleado para producir hipoxia hipobarica

Las ratas se colocaron en una camara (5 a 6 litros de capacidad), que estaba conectada
a una bomba de vacio. Mediante una valvula se permitié la entrada de un flujo de aire
aproximadamente de 15 L/h. La camara también estaba conectada a un barémetro y un
termometro.

Material biolégico

Se utilizaron ratas albinas Sprague Dowley del Bioterio del ICBP “Victoria de Girdn”,
alimentadas con ratonina. Ratas madres y crias se mantuvieron a una temperatura y a un
ciclo de luz y oscuridad natural. Fuera de la camara tuvieron libre acceso al agua y a la
comida; y dentro sélo tuvieron libre acceso a la comida.

Se conformaron seis grupos de ratas: tres grupos experimentales que se corresponde
cada uno con los tres modelos de hipoxia utilizados y tres grupos controles (uno para
cada modelo experimental).

Antes de someterlas a la hipoxia, se mezclaron las raticas de las madres recién paridas y
luego se distribuyeron entre las tres madres para obtener una mejor homogeneidad entre
los grupos.

Descripcion de los distintos modelos de hipoxia

I. Hipoxia hipobarica moderada crénica

Una vez dentro de la camara, la rata madre con sus raticas fueron sometidas a cinco dias
de hipoxia con una presién parcial de O, de 10,6 kilopascales (Kp) durante 8 horas cada
dia. La hipoxia se comenzé a aplicar al cuarto dia posterior al nacimiento desde las 8:30



a.m. a las 4:30 p.m. Al noveno dia, las raticas fueron decapitadas para analizar las
muestras de sangre y realizar el yTDE.
Il. Hipoxia hipobarica severa crénica
También durante cinco dias (cuatro, al octavo dia posterior al nacimiento), las ratas con
sus madres se sometieron a una hipoxia. Sin embargo, durante el cuarto dia, se les
sometié a una presion parcial de O, de 10,6 Kp durante 8 horas; el quinto y séptimo dias
la presion fue de 7,7 Kp durante 4 horas y el sexto y octavo dias la presion fue de 10,6
Kp durante veinticuatro horas. Cuando se aplicé la hipoxia de 7,7 Kp, la rata madre se
excluyo de la camara. Al noveno dia se procedio igual que con el grupo anterior.

[ll. Hipoxia aguda por sustitucion de gases
En este modelo, las ratas sin sus madres, al octavo dia posterior a su nacimiento, fueron
introducidas en la camara de hipoxia en la que se sustituyé el aire atmosférico por
nitrogeno con un flujo de 2,5 L/min, durante 5 min. Mostraron signos hipdxicos como
cianosis hipernea seguidos de la suspension aparente de todo movimiento vital. Para su
reanimacion los animales necesitaron estimulos manuales. Luego de la reanimacién, las
raticas volvieron a colocarse dentro de las jaulas junto a sus madres. Esta hipoxia se
aplico en el horario de 4 a 5 p.m. Las raticas se sacrificaron a las 16 horas posteriores a
este tratamiento.

Grupos controles (Hipoxias simuladas)
Las ratas de los grupos controles (un grupo por cada modelo) se manipularon igual que
las ratas sometidas a la hipoxia, s6lo que no se les aplicd ningun tipo de hipoxia; la
presion dentro de la camara fue la atmosférica.
En el trabajo con las ratas se tuvo en cuenta las normas éticas referentes a animales de
laboratorio en correspondencia con la Declaracion Universal de los Derechos de los
Animales y fueron aprobados por la Comision de Etica de nuestra Institucion.

uTDE
A todas las raticas se les realizd el yTDE, prueba cuyo fundamento y técnica operatoria
ya fueron descritas en un trabajo anterior."
Tratamiento estadistico
Se obtuvo la media y la desviacion estandar de los resultados del uTDE, de Ias ratas de
cada grupo. A pesar de que la sangre de rata se hemoliza con gran facilidad,"” nosotros
obtuvimos pocas muestras de sangre hemolizadas, Ias cuales desechamos. Aplicamos el
test estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis'® para las comparaciones entre los
grupos.

RESULTADOS

Como podemos observar en las tablas I, Il y Ill, los valores del yTDE de los grupos
experimentales siempre resultaron aumentados con diferencias significativas en relaciéon
con sus grupos controles en todos los modelos de hipoxia.

DISCUSION

Esta demostrado que la hipoxia provoca secrecion de eritropoyetina por el rindn con la
consiguiente estlmuIaC|on de la sintesis de células de la serie roja de la sangre y su
liberacion a esta 2 Un método que se ha empleado para detectar la hipoxia es el conteo
de reticulocitos.™ Sin embargo el TDE es mas sensible que el conteo de retlcuIOC|tos
pues mide no sélo éstos, sino las células rojas jévenes que incluye a los anteriores.? Sin
embargo, estos resultados se manifestaron en forma diferente en los distintos modelos.
En el grupo de ratas sometidas a hipoxia aguda, el valor de yTDE aumenté sélo



ligeramente en relacién con su control (p< 0,015). También sucede asi si comparamos
los valores de la hipoxia aguda con los de las hipoxias crénicas. Esto puede explicarse
por el poco tiempo transcurrido entre la hipoxia de 5 min. y el momento en que se
sacrificaron las ratas, 16 horas después. No es asi en el caso de las hipoxias crénicas, en
el que el tiempo de exposicidn a la hipoxia fue mayor, lo que da lugar a que la respuesta
correspondiente al aumento del numero de células jévenes de la serie roja 12 pueda
manifestarse plenamente. En la hipoxia aguda, el aumento del uTDE del grupo
experimental con respecto a su control fue de 107%, en la hipoxia crénica moderada fue
de 499% y en la cronica severa de 503%.

Los resultados obtenidos por nosotros en ratas concuerdan en parte con los resultados
de algunos de los grupos que Capiro y col.? obtuvieron en nifios, valores elevados del
TDE; pero ellos clasificaron a los nifios de acuerdo con el peso al nacer (mayores o
menores de 2 5009g) y de acuerdo con el conteo del Apgar (mayor o menor de 7).

En publicaciones posteriores se describiran los resultados obtenidos en los cerebros de
estos grupos de raticas.

CONCLUSIONES

Se describieron los tres modelos experimentales de hipoxia, creados por nuestro grupo
de trabajo en ratas recién nacidas y que produjeron diferentes grados de hipoxia. En
cada modelo se comprueba el grado de hipoxia logrado al observar los valores del yTDE.
Estos resultados demuestran la utilidad de esta técnica como indicador de la severidad
de la hipoxia.
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TABLAS DE RESULTADOS



TABLA 1: Hipoxia hipobarica moderada crénica

Ratas MTDE (%)

(9 dias de nacidas) X+DS

Experimentales 52.0 + 14.0*
n=12

Controles 104+ 2,7
n=10

*Es significativamente diferente al compararlo con el control, para una p < 3,4 x 107°

TABLA 2: Hipoxia hipobarica severa crénica

Ratas MTDE (%)
(9 dias de nacidas) Xt DS

Experimentales 559+ 92*
n=8

Controles 11,1+ 29
n=17

* Fs significativamente diferente al compararlo con el control, parauna p <5 x
10°

TABLA : 3 Hipoxia aguda por sustitucion de gases

Ratas MTDE (%)

(9 dias de nacidas) X DS

Experimentales 91 + 1,6
n= 11

Controles 8,56+ 3,8
n= 12

* Es significativamente diferente al compararlo con el control, para una p <0,015
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