Enzimas eritrocitarios y cambios metabdlicos en el hombre
habitante en las grandes alturas
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ENZIMAS ERITROCITARIOS Y CAMBIOS METABOLICOS EN EL HOMBRE HABI-
TANTE EN LAS GRANDES ALTURAS. (Erythrocyte enzymes and metabolic changes
in man living at high altitude.)

Data concerning the glycolytic und oxido reductive metabolism of erythrocyte in Amerin-
dians natives of high altitude are presented and compared with the values of the same para-
meters usually found in the normal surrounding conditions. The most relevant modifications
affect some steps of anaerobic glycolysis, specially the kinases HK, PFK, and PK and the
2,3-DPG, ATP and methaemoglobin rate among the subjects living permanently at high
altitude (3800 m). Possible explanations of metabolic changes are discussed. It seems likely
th;zlt chronic hypoxia induces regulatory mechanisms at enzyme level in circulating red blood
cells.

Reprints: Centre d’Hemotypologiec CNRS. CHU de Purpan 31052. Toulouse Cedex. France.

INTRODUCCION

Durante los Gltimos afios se han realizado progresos importantes en el
conocimiento del metabolismo de los hematies humanos. En los hematics
maduros, los requerimientos metabdlicos son ampliamente satisfechos por
la conversion de glucosa a lactato por la via de Embden-Meyerhof y por la
derivacién oxidativa de la via hexosa-monofosfato. La sintesis de la alta
energia necesaria se sustenta sobre el entramado que forma la conversién
de fosfatos a la forma de ATP y la generacién de piridin-nucleétidos (NADPH,
NADH), dependientes de la utilizacién de la glucosa. Ademas, la produccién
de compuestos fosforilados, tales como 2,3-DPG, que desempeiia un papel
fundamental en la funcion respiratoria de la hemoglobina, depende de vias
o mecanismos estrechamente relacionados. Debido al prominente papel de
la glicélisis en el metabolismo intermediario de los hematies, parece intere-
sante investigar algunos aspectos bioquimicos en relacién con esta cadena,
bajo condiciones de baja tensién de oxigeno. Tal situacién ocurre en las
personas que viven en las grandes alturas. Se comunican aqui los resultados.

* Instituto Boliviano de Biologia de Altura. La Paz, Bolivia. ** Centre d’Hémotypologie
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MATERIAL Y METODOS
Sujetos

Los resultados se han obtenido cn indios americanos del altiplano boliviano, en la
regién de La Paz. Todos los sujetos eran sanos, adultos de ambos sexos, nacidos en las
grandes alturas (3.800 m). Sus anteccsores habian vivido en este ambiente desde muchas
generaciones. Se tomaron muestras dc sangre de cincuenta indios no emparentados en la
ciudad de La Paz, situada a 3.800 m sobre el nivel del mar. Los valores de los diferentes
parametros examinados se han comparade con los obtenidos en treinta europeos adultos
oriundos del sur de Francia, habitantes en Toulouse (212 m sobre el nivel del mar),
donantes de sangre del Banco de Sangre Regional.

Enzimas glicoliticos

En ambos grupos se han analizado los siguientes enzimas involucrados en el catabolismo
de la gplucosa: fosfohexomutasa (PHM: E.C.2.7.5.1), hexokinasa (HK: E.C.2.7.1.1); fosfo-
hexosaisomerasa (PHI: E.C.5.3.1.9); fosfofructokinasa (PFK: E.C.2.7.1.11); aldolasa (Aldo:
E.C.4.1.2.1%; triosafosfatoisomerasa (TP!: E.C.5.3.1.1): gliceraldehido fosfato dehidrogenasa
(GAPD: E.C.1.2.1.12): fosfoglicerato kinasa (PGK: E.C.2.7.2.3): fosfoglicerato mutasa
(PGM: E.C.2.75.3); enolasa (Eno: E.C4.2.1.11); piruvato kinasa (PK: E.C.2.7.1.40); lac-
tato dehidrogenasa (LDH: E.C.1.1.1.27): glucosa-6-fosfa’o dehidrogenasa (G6PD: (E.C.1.1.
1.49); 6-fosfogluconato dehidrogenasa (6PGD: E.C.1.1.1.44). Las determinaciones enzima-
ticas se realizaron de acuerdo con el procedimiento de CARTIER y colaboradores' ®. Las
actividades se expresan en micromoles de substrato transformado por minuto y por ml de
eritrocitos.

Cofactores y metabolitos

En ambos grupos experimentales, definidos arriba, se midieron dos derivados fosfori-
lados, ATP y 2,3-DPG, ligados a la funcién respiratoria de la hemoglobina, siguiendo los
métodos de CARTIER y colaboradores? y KEITT®., Ademas, se ha determinado el nivel de
glutation reducido (GSH) usando el proccdimiento de KapLAN y DREYFUS® con 4cido
5-5°ditiobis 2 nitrobenzoico.

Las concentraciones de ATP y 2,3-DPG se expresaron en nanomoles por ml de eritro-
citos; los valores de GSH se dan en mg por 100 ml de hematies.

Metabolismo oxido-reductor

Se han estudiado dos parametros incluidos en el metabolismo redox: la metahemoglobin
reductusa (E.C.1.6.99.2) lignda al NADH, de acucrdo con Hrcesw y colaboradores’, y la
metahemoglobina, usando el método espectofotométrico de EVELYN y MaLLoy .

Se efectuaron determinaciones de rutina en todas las muestras de sangre.

RESULTADOS

Los resultados de las medidas enzimaticas se muestran en el cuadro I.

Las variaciones de ATP, 2,3-DPG, GSH, metahemoglobina y NADH meta-
hemoglobin-reductasa (o0 NADH diaforasa) se incluyen en el cuadro II.

La evaluaciéon estadistica de los datos se realizé utilizando la prueba t
de distribucién de Student.

DISCUSION

Los presentes resultados confirman dos hechos previamente mencionados.
El contenido eritrocitico de ATP y 2,3-DPG aumenta significativamente en
las grandes altitudes* . Similarmente, los niveles de metahemoglobina vy
GSH estan incrementados en la poblacién que habita las alturas 3.
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Pero querriamos subrayar algunos nuevos hallazgos, no descritos hasta
ahora, los cuales abren, en nuestra opinidn, interesantes perspectivas para
futuras investigaciones sobre la fisiologia eritrocitaria en un ambiente defi-
ciente en oxigeno. Entre los indios americanos la actividad de NADH meta-
hemoglobin-reductasa esta marcadamente reducida (p < 0,001). Los valores
observados no son significativamente diferentes de aquellos comunicados por
HEGESTH y colaboradores’ en los hematies del recién nacido normal. Esta
relativa deficiencia podria explicar parcialmente la mayor cantidad de meta-
hemoglobina detectada en los hematies de los indios americanos. En la cadena
de utilizacién de la glucosa, algunos pasos enzimaticos muestran variaciones
significativas. Las diferencias mas destacadas aparecen en dos puntos de la
secuencia de Embden-Meyerhof, a saber, el paso de !a hexosa fosfato y de
la trioxa fosfato. Este comportamiento en estos dos puntos esta claramente
invertido en los indios americanos que viven en grandes alturas, por com-
paracion con los europeos a baja altitud, y realmente las actividades de HK
a GAPD son mas altas en los indios americanos (con excepcién de PHI).
Por el contrario, desde PGK a LDH, las tasas enzimaticas estin particular-
mente descendidas (p < 0,001). En el ciclo de las pentosas, las dehidrogenasas
(G6PD y 6PGD) no presentan diferencia alguna en ambos grupos.

Otros problemas se refieren a las fluctuaciones de las cuatro kinasas
glicoliticas (HK, PFK, PGK v PK). Las reacciones catalizadas por esas en-
zimas son reguladas por las concentraciones intracelulares de 2,3-DPG v
ATP 2, Estos dos fosfoderivados, y su relacién mas alta, producen algunos
efectos inhibitorios sobre las kinasas citadas arriba. Sin embargo, esta inhi-
bicién parece aqui limitada. Una explicacién podria ser el menor aumento
de la concentraciéon de 2,3-DPG en comparacién con el ATP. Tal desequilibrio
en los compuestos organicos de fosfato compensaria parcialmente su accion
sobre los pasos HK y PFK.

La influencia de la anemia sobre las tasas de enzimas glicoliticas eritro-
citarias debe ser desechada. En efecto, todos los sujetos mostraban hematoé-
crito v niveles de hemoglobina normales, asi como normales recuentos 1le
hematies.

Hav pocos trabajos que se ocupen de los cambios totales de la cadena
glicolitica en los eritrocitos humanos bajo condiciones de hipoxia. Debemos
mencionar el trabajo de MANDELBAUM y colaboradores!' sobre las poblacio-
nes africanas y europeas adaptadas a la altura (area de Kivu Lake en Zaire).
Estudiando cuatro enzimas de la via de la utilizacién de la glucosa (HK, PK,
G6PD y 6PGD), los autores han notificado su aumento significativo entre los
residentes de las alturas en comparaciéon con los sujetos control del mismo
grupo étnico que vivian al nivel del mar. En nuestros propios resultados
s6lo se ha detectado la activacion de la actividad HK. Sin embargo. la altura
en ambos experimentos no es similar: de 1.500 a 2.000 m, para los individuos
estudiados por los autores belgas. v de 3.800. para nuestros sujetos.

Por dltimo, la significacién biolégica del aumento del contenido de meta-
hemoglobina en los hematies de las personas que viven en la altura se ha
discutido en otro lugar® La ferrihemoglobina puede actuar en pacientes
anémicos como un factor regulador en la cinética de la saturacién de 'a
hemoglobina, contrabalanceando los efectos de los ésteres fosfdsicos por
desplazamiento de la curva de disociacion hacia la izquierda.
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CONCLUSION

La hipoxia cronica promueve dentro de los hematies algunos mecanismos
reguladores extremadamente complejos. Los datos obtenidos dan primera-
mente comprensidn de los cambios metabdlicos de los eritrocitos circulantes.
La deficiencia de oxigeno induce procesos de modulacién en la cadena glico-
litica. Pero los ajustes bioquimicos de la adaptacion celular a la hipoxia
entre los nativos de las grandes alturas plantean todavia muchos problemas.
Algunos de ellos son de naturaleza genética. Las duras condiciones ecologicas
de las altas montafias han acarreado durante milenios una severa seleccién
entre los nativos, Diferentes genes responsables de trastornos innatos del
metabolismo, tolerados en otros ambientes, han sido eliminados en las zonas
de los Andes.

Este es especialmente el caso de las deficiencias enzimaticas de la glico-
lisis, las cuales estan practicamente ausentes entre los indios americanos "
Teniendo en cuenta el papel fundamental de la utilizacién de la glucosa en
las funciones de los hematies, uno comprende facilmente que tal suerte de
desfavorables mutaciones habrian sufrido la influencia de presiones selecti-
vas severas.
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RESUMEN

Se presentan valores relativos al metabolismo glicolitico y oxidorreductor del eritrocito
en el hombre nativo de la altura y se comparan con valores de los mismos pardmetros.
generalmente hallados en condiciones ambientales normales. Las modificaciones mas impor-
tantes se observan en algunos pasos de la glicélisis anaerGbica, especialmente en el grupo
de las kinasas: HK, PFK, PK; 23-DPG, ATP y la tasa de metahemoglobina en sujetos
que viven permanentemente en gran altura (3.800 m). Se discuten posibles explicaciones
sobre estos cambios metabdlicos. Parece ser que la hipoxia crénica induce mecanismos
reguladores del nivel enzimdtico en los eritrocitos de la sangre circulante.
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