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EL TEST DE DENSIDAD Y LA CREATINA ERITROCITARIA:
2 POSIBLES TECNICAS PARA EVALUAR ASFIXIA PERINATAL
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Dr, Pablo Cdpiro®, D1. Ratil Ferndndez- Regalado™*, Dra. Maria A, Presmanes**, Dr, Se rgio Mufioz***,
Dr. Jurgen Gross**** y Téc., Clemente Rodriguer*****

Se llevd a cabo este estudio con el propdsito de evaluar, en forma preliminar en nuestro pais, la posible
utillidad del test de densidad eritrocitaria y la creatina eritrocitaria como indicadores de asfixia peri-
natal.

INTRODUCCION

La hipoxia intrauterina representa una de las causas mayores de mortalidad ¥ morbi-
lidad pennatales. El riesgo de los que sobreviven consiste en el dafio cerebral v se consi-
dera a la hipoxia ¢como la causa més frecuente de defectos neurologicos no progresivos
que se diagnostican en la infancia.!

La asfixia fetal puede ser reconocida al nacimiento por el conteo de Apgar menor
de 7, el pH del corddn umbilical (arterial) menor de 7,20 v la concentracion de dcido lic-
tico elevada en sangre. Sin embargo, por estos métodos son detectados solamente eventos
hipbxicos muy recientes y relativamente severos; por ello, los perinatdlogos estin afin
tratando de hallar indicadores mas sensitivos de la deprivacion tisular de oxigeno ocurrida
en la vida fetal o en las primeras horas de la vida posnatal.? » 3

Recientemente han sido desarrolladas y evaluadas en la RDA 2 nuevas técnicas de la-
boratorio precisamente encaminadas a este fin: el resr de densidad eritrocitaria (TDE)*
y la creatina eritrocitaria (CE).® El fundamento de ambas consiste en que la hipoxia
cronica da lugar a un aumento en la secrecidon de eritropoyetina, ¥ se conoce que esta
glicoproteina hormonal provoca, al estimular la eritropoyesis, un incremento en sangre
periférica de las células jovenes de la serie roja, las cuales son menos densas que las célu-
las maduras ¥ tienen ademis un contenido de creatina en su interior que es aproximada-
mente 10 veces mayor.*~ ¢
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Los resultados obtenidos hasta la fecha son prometedores, pues se han encontrado
correlaciones significativas entre los valores de estos procedimientos v el nivel de asfixia,
evaluado éste clinicamente.®® Los propositos del presente trabajo han sido, fundamen-
talmente, introducir v evaluar el TDE y la CE en una muestra de nuestra poblacion de
recién nacidos.,

MATERIAL Y METODO

En esta investigacion fue estudiado un total de 72 recién nacidos, clasificados en
3 grupos de acuerdo con el peso al nacer ¥ al conteo de Apgar al minuto del nacimiento.

Grupo [ = peso = 2500g ; Apgar > 7
Grupo Il = peso < 2500g ; Apgar > 7
peso = 2500z v < 2500g ; Apgar = 7

Este Gltimo grupo, que en realidad fue mixto en cuanto al peso, estuvo formado por
10 recién nacidos con peso inferior a 2 500 g ¥ 4 recién nacidos con peso superior o igual
a esta cifra.

De todos los recién nacidos se obtuvo, por puncidn del taldon, una muestra de sangre
(aproximadamente 500-600 L), que fue depositada en viales heparinizados. Esta mues-
tra de sangre se extrajo’ en la mayoria de los casos, entre las 24 vy 48 horas siguientes al
nacimiento.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas durante 5 minutos a 3 000 rev/min y el
plasma decantado.

La fraccion celular fue incubada durante 30 minutos con 2,0 mL aproximadamente
del amortiguador de incubacion (6,75 g de NaCl; 4,85 g de Na,HPO,. 2H,0; 0,824 ¢
de K H, POy ; 2,0 g de glucosa v H,O hasta 1 L); este amortiguador debe tener un pH 7.4
vy osmolaridad de 300 miliosmoles aproximadamente. Después de la incubacioén se realizo
una nueva centrifugacion a 3 000 rev/min durante 5 minutos; entonces se decantd la ma-
yor parte del sobrenadante por pipeteo, después del cual quedd un hematberito de aproxi-
madamente el 70 %.

Se realizd entonces un microhematdcerito para conocer el valor exacto de la fraccion
celular. De esta muestra se tomaron alfcuotas para el TDE vy la CE (figura 1).

Para el TDE,* la alicuota de sangre se introduce en un tubo capilar de microhematé-
crito, el cual ha sido sumergide previamente por uno de sus extremos en una mezcla de
ftalatos de densidad 1,088 kg/L. Esta mezcla se prepara a partir de N — butilftalato
(densidad = 1,0462 kg/L) v di-metilftalato (densidad = 1,1905 kg/L). Se efectud enton-
ces una centrifugacion a 12 000 g durante 10 minutos ¥ a una temperatura no muy supe-
rior a 22 °C. Las capas de células ligeras y pesadas quedan separadas entonces por la
mezcla de fralatos ¥ son medidas con precision con un pie de rey. Se obtiene entonces el
porcentaje de células ligeras. Si la temperatura del ambiente se apartaba mucho de la
temperatura del rest (22 °C), se realizaba la correccidn siguiente:

TDE;; = TDE, + TDE, (temperatura real — 22 °C)

donde: T[fl'Ea = valor del TDE a la temperatura real

TDEj;= valor del TDE a 22 °C

La alicuota para la medicién de CE fue colocada en un tubo de ensayo. Se provocd
la hemdlisis de los eritrocitos para liberar la creatina contenida en su interior y ésta fue
dosificada por el método de Griffiths, ligeramente modificado por Syllm-Rapoport.®

]

Grupo II1
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TDE ¥ creatina eritrocitaria
5N0-600 microlitios de sangre heparinizada

Centrifugacidn
3 000 RPM x 5 min

}

Se decgnta plasma

Se incuba la fraccién celular con 2,0 mL aproximadamente de
amortiguador. Incubacién durante 30 min 1 vol de sangre +4 65
vol de amortiguador

Centrifugacién 5 min
3 000 RPM

Se elimina la mayor parte del sobrenadante v queds un HTO 70

l

Se forman alfcuotas de esta muestra

r’/\

Creatina TDE
aritrocitica

Figura 1.

El andlisis estadistico” incluyé anélisis de varianza y test de Student, previa comproba-
cidn de homogeneidad de varianzas y andlisis de correlacién lineal simple. Todo el anili-
sis estadfstico fue llevado a cabo en una microcomputadora de la firma Sanyo, del CECAM.

RESULTADOS

La tabla | muestra los resultados del TDE v la CE realizados en los 3 grupos de recién
nacidos estudiados. Aunque se sefiala que la edad de estos nifios es de -3 dias, la inmensa
mayorfa no fue mayor en edad de 48 horas. Antes de realizar las comparaciones binarias
entre los 3 grupos, fue realizado un andlisis de varianza en conjunto que mostrd valores
de F significativos, tanto para el TDE (p < 0,05) como para la CE (p < 0,001).

Como se puede observar en la tabla 1 los valores menores, tanto del TDE como de
la CE correspondieron al grupo II, es decir, al de recién nacidos bajo peso y con Apgar
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Tabla 1. Valores del test de densidad eritrocitaria (TDE) v la crealina eritrocitaria (CE) en nifios
de 0-3 dias

Grupos
Variable
I i 11
N =38 N =20 N=14
TDE (%) 6,26 * 2,64 4,51+%2,07* 6,61 +2,50°
o 10,70 % 2,35 8,72 £ 2,95* 14,51 £ 4,59¢4
mgfdf. » £ ] ) ) r

*Valor significativo al comparar con el grupo I {p<C0,01).
Leyenda:® Valor significativo al comparar con ¢l grupo Il (p < 0,01).
Mota: Valores expresados como X £ DS,

considerado como normal, mientras que los valores méis altos se obtuvieron en los nifios
del grupo 11, que fueron los de Apgar = 7. Los valores de CE en este iltimo grupo fueron
significativamente mds elevados que los hallados en los otros 2 grupos, mientras que
el TDE fue sblo significativamente superior al comparar los grupos I11 y 11,

Aunque el grupo III tiene incluido nifios con peso =2 500 g v << 2 500 g, es impor-
tante considerar que la mayvoria de estos nifios tuvo un peso inferior a 2 500 g (71 %).

En la tabla II se muestran los resultados del estudio de correlacién entre ambas va-
riables TDE y CE en cada grupo; no resultd significativa esta correlacion solamente en el
grupo II,

La representacion grafica del estudio de correlacion en el grupo III se muestraen la
figura 2, donde se observa ficilmente la asociacién de ambas variables a pesar de lo pe-
quefic de la muestra.

Tabla 2. Estudio de correlacion entre las variables test de densidad eritrocitaria (TDE) y creatina
eritrocitaria (CE)

TDE=aCE+b

Grupo T a b P
I 0,32 0,36 2,37 | < 0,05
1 0,41 0,29 1,98 NS
m 0,67 0,37 1,45 < 0,01
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Figura 2. Estudio de la correla-
cién lineal del TDE (%) v CE o 5 10 15 20 25
(mg/dL) en nifios asfécticos mg/dL

fgrupo 3).

DISCUSION

La eritropoyesis fetal durante los (ltimos meses del embarazo ocurre todavia en el
higado y en el bazo, ademds de tener lugar en la médula bsea.® Este fenomeno fisiolod-
gico es regulado por la eritropoyetina, la cual en la vida fetal se produce principalmente
en el higado y mis tarde en la vida posnatal es producida por el rifion.® ? Los eritrocitos
del recién nacido, por otra parte, tienen varias diferencias en su composicibn y metabo-
lismo, en relacién con los del adulto.

Una de estas diferencias es que su tiempo de vida medio es mas corto, de solamente
45-70 dias.® También es conocido que poco tiempo antes del nacimiento hay un aumento
de la eritropoyesis. Este incremento es unas 3-5 veces los valores de la intensidad de la
eritropoyesis del adulto, Esto se ve reflejado en el nifio recién nacido por las cifras eleva-
das de hemoglobina al nacimiento y por la presencia en sangre periférica de células jove-
nes de la serie roja, principalmente reticulocitos. Ha sido demostrado previamente que los
eritrocitos jévenes, al tener menor contenido de hemoglobina en relacion con su volumen,
poseen menor densidad que los eritrocitos mas viejos;* se conoce ademis que el conte-
nido de creatina de los eritrocitos jovenes es por otra parte mucho mayor (aproximada-
mente 10 veces mayur}.‘ Poco se conoce, por cierto, acerca de como es adquirida esta
creatina por el eritrocito y que, con valores de 7,5 mg/dL de hematies, supera la con-
centracién de creatina plasmética también unas 10 veces. En algunos trabajos experimen-
tales se ha determinado que la sintesis de este compuesto ocurre en el higado y en el
rifién principalmente, y a partir de estos 6rganos es incorporada al eritrocito por 2 meca-
nismaos transportadores, difusion facilitada y transporte activo.

Teniendo el conocimiento de que en las situaciones de hipoxia se produce unincre-
mento de la eritropoyesis, s¢ ha planteado la hipbtesis siguiente: en los nifios recién na-
cidos que sufran hipoxia intraltero se debe observar aumento de las células de baja
densidad. en sangre periférica y aumento de los niveles de creatina eritrocitaria. Los re-
sultados hasta ahora obtenidos parecen confirmar dicha hipotesis.* 5 1
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El primero de estos procedimientos, el TDE, es extraordinariamente simple y se
basa en la determinacion del porcentaje de células ligeras, en un tubo capilar, de los
mismos utilizados para realizar el microhematocrito, Solamente es importante ser cuida-
doso en la preparacién de mezclas de ftalatos con la densidad requerida {1,088 kg/L) v
evitar temperaturas del ambiente muy superiores a 22 °C.

En particular el TDE ha demostrado mantener estrecha relacién con algunas variables
indicadoras del dafio cerebral, en animales de experimentacion, como la actividad de la
acetilcolinesterasa, la relacion proteina/DNA y la actividad de la anhidrasa carbénica en
tejido cerebral.' También valores elevados del TDE muestran, seghin Gross et al.1* corre-
laciébn estadistica significativa con alteraciones psicomotoras detectadas a los 4-6 afios
de edad.

La dosificacion de creatina eritrocitaria es una técnica buioquimica de relativa
ficil introduccion en cualquier laboratorio clinico de Neonatologia,

En este estudio se pudo demostrar la coincidencia de los valores de ambas pruebas
TDE y CE con lo informado en la literatura,®

Sin embargo, es un hallazgo nuevo la diferencia de valores parael TDE v la CE entre
los grupos 1 y II, es decir, entre los nifios con peso superior o igual a 2 500 g vy los de
menor peso, ambos con Apgar considerado como normal,

El grupo de nifios con peso superior a 2 500 g tuvo también una edad gestacional
promedio mayor, ¥ ¥a fue mencionado que es en el Gltimo periodo del embarazo donde
ocurre el mayor incremento de la eritropoyesis, lo cual explicaria los valores significati-
vamente mas altos de ambas prucbas en este ETUpO,

Seria interesante en un estudio futuro y con un mayor nimero de casos la clasifica-
cion con mds precision de los recién nacidos de los grupos | v Il en pequedios para la edad
gestacional, adecuados para la edad gestacional y grandes para la edad gestacional.

Los valores encontrados para el TDE en el grupo de nifios con Apgar bajo no fueron
mids altos que los del grupo de nifios con Apgar normal, pero con peso superior a 2 500 g;
sin embargo, resultaron significativamente mds elevados al compararlos con los del grupo
de nifios con Apgar normal, pero peso inferior a 2 500 z. Si se tiene en cuenta que en el
grupo de nifios con Apgar bajo el porcentaje de nifios de bajo peso es muy alto (71 %),
resulta logico considerar que son més comparables este tltimo grupo ¥ el grupo de nifios
con Apgar normal, pero con peso bajo. Expresado de otra forma: de acuerdo con los re-
sultados de este trabajo, los valores del TDE deben ser analizados tam bién sobre la base
de la edad gestacional.

La creatina eritrocitaria mostré valores medios mucho mas elevados en el grupo de
nifios asficticos que en los otros 2 grupos, lo que indica que se trata de una prueba mis
sensible que el TDE para la evaluacion de la asfixia. Estos resultados deben ser confirma-
dos con la ampliacién del tamafioc muestral y con la verificacién futura en estos nifios de
posibles secuelas neurolgicas y psicologicas, o la ausencia de éstas.

Como era de esperar, por el propio fundamento de ambas técnicas, existe una corre-
lacion bastante estrecha entre el TDE y la CE en los grupos 1 y 111, hecho que no pudo
ser demostrado en el grupo II. Hay que tener presente que el TDE es una prueba basada
€n un principio fisico, mientras que la creatina eritrocitaria es una técnica puramente
bioguimica.

En la perspectiva futura de este trabajo quedan por esclarecer numerosas interrogan-
tes, entre las cuales una de las mas importantes es, sin lugar a duda, conocer la evolucion
neurolégica y psicologica de estos nifios y la comparacion de estos hallazgos con las
2 pruebas aqui presentadas.



SUMMARY

This study was carried out with the purpose of performing a preliminary evaluation, in our country, of
possible usefulness erythrocytic density test and erythrocytic creatinine as indicators of perinatal

asphyxia.

RESUME

Cette étude visait 3 évaluer, en forme préliminaire dans notre pays, la possible utilité du test de densité
érythrocytaire ¢t la créatine érythrocytaire ¢n tant qu’ indicateurs d'asphyxie périnatale.
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