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ABSTRACT

We have found trat glycolysis in human red blood cells under the hypoxie conditions found at high altitudes is connected
with changes in enzyme activites and levels of various metabolic intermediates.

The sensitivity of the four kinases to hipoxia results in: 1) glycolytic hyper-activity leading to a higher intracellular
energy state, and 2) acumulation of 2-3 DPG, whose role in the adaptation of red blood cell respiration to high altitude has

been shown by previous research.

PEP. 3PG, 'and GOP appear to be the main regulating intermediates in glycolysis in this system. The reason for the

large increase in GI 6DP is stll not clear.

RESUMEN

Hemos encontrado que la glicélisis de los globu-
los rojos humanos bajo condiciones de hipoxia, esta
relacionado con los cambios en la actividad y niveles
de enzyma de varios intermedios metabélicos.

La sensibilidad de las cuatro kinasas a la hipoxia
resulta en:

1) hiperactividad glicolitica hacia mas alto estado
de energia intracelular y 2) la acumulacién de 2-3
DPG, cuyo rol en la adaptacién de respiracion del gl6-
bulo rojo en la altura ya se ha mostrado en una inves-
tigacién previa.

PEP, 3PG y G6P parecen ser los principales inter-
mediarios reguladores en la glicélisis de este sistema.
La razén del gran aumento en GI-6DP ain no esti
claro.

La respiracion en los glébulos rojos, depende de
un equilibrio intracelular finamente controlado. La hi-
poxia encontrada en la altura perturba este balance y
de esta manera la funcion respiratoria solo se puede

conseguir por reajustes considerables en el metabo-
lismo.

Estudios en grupos que viven en la altura, se pue-
den realizar en pocas partes del mundo. Los Andes
tiene la ventaja de tener grandes cantidades de habi-
tantes que viven a mas de 3.500 mts. como también
gente del mismo grupo étnico (quechuas) que viven
en diferentes ambientes ecoldgicos. (Baker L.).

Este estudio se ha realizado en Bolivia en habi-
tantes quechuas, establecidos, en Santa Cruz a 450
mts. o en La Paz a 3.600 mts. Hemos examinado la
influencia de hipoxia en la glicélisis del eritrocito de
estos dos grupos.

MATERIAL Y METODO

Los sujetos eran 108 adultos (29 * 11 afos, 65%
hombres, 35% mujeres) que vivieron en La Paz por lo
menos 7 afhos y que tenian un hematocrito promedio
de 51.5 t 4.3% y un promedio de hemoglobina de
16.4 £ 1.3 gm% ml Hb; 41 adultos quechuas (26 £ 10
anos, 68% hombres, 32% mujeres) que vivieron en
Santa Cruz por lo menos 6 afnos cuyo promedio de
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hematocrito era de 42.1 £ 45% y de 13,2 £ 2.1 gm%/
ml de hemoglobina.

La investigacion bioquimica y hematologica, se
procedié por:

1) Un estudio etnolégico a largo plazo (G. Riviere)
que caracterizd a los habitantes y habilitd una se-
leccion de indios del grupo quechua solamente.

2) Un examen médico minucioso (J.C. Quilici) que
eliminé a los individuos, cuya salud era pobre o
dudosa.

Las dosificaciones (o medidas) se hicieron inme-
diatamente en muestras de sangre venosa tomadas
del pliegue del codo.

La actividad glicolitica del glébulo rojo se dosifi-
c6 usando la técnica descrita por Cartier (1969), se to-
mé en cuenta el cambio de concentracién de glucosa
en Krebs-Ringer contenido en un volumen conocido
de glébulos rojos. El pH (7.40) y la temperatura (37°¢)
se mantuvieron constantes durante la incubacion.

Las actividades de las enzimas en el ciclo glicoli-
tico se midieron usando el proceso standard (Cartier
et al. 1967 a). Las muestras se recogieron en acido
citrico dextrosa, lavados con solucién salina fisiologi-
ca y hemolizados por calor y shock hipoténico. La
actividad enzimitica se determiné por acoplamiento
de las reacciones de 6xido-reduccion de los nucle6ti-
dos de piridina (NAD + NADH, NADP + NADPH) y el
dosaje espectrofotométrico a 340 mm.

Los intermedios metabolicos se midieron por los
procesos standard usados por Cartier et al (1976). Las
muestras venosas recogidas en acido perclérico frio.
La solucién fué neutralizada y los metabolitos fueron
nucleotidos de piridina (NAD + NADH, NADP +
NADPH) y por dosaje espectrofotométrico a 340 mm.

2-3 DPG y GI-6DP estos niveles se midieron en las
muestras de acido perclérico neutralizados Gl-6Df se
dosaron usando la técnica de Cartier y Tembine (1967)
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que consistié en transformar las muestras en G6P por
accién del acido percldrico caliente y dosado como se
indica mas arriba, 2-3 DPG se dosé usando la técnica
descrita por Keitt (1971).

Para anilisis estadistico de muestras grandes se
utilizo el test de T de students.

RESULTADOS

Tomamos como controles, valores obtenidos de
los habitantes que viven a bajas alturas. Los valores
del grupo de altas alturas son consecuentemente ex-
presadas como porcentajes de estos parametros de
referencia.

Actividad Glicolitica

La hipoxia de las alturas .conduce a un aumento
muy significativo (+ 35%) de glucosa total consumida
por el glébulo rojo (Fig. 1, tabla 1).

Actividad de la Enzima

La actividad de fas 11 enzimas en glicélisis anaero-
bicas, fué alterada en forma significativa en la altura
(Fig. 2, tabla 2) PHM que es el catalizador en el paso
de G6P a GIP, aumento bastante su actividad, de 0,17
1U/ml RBC (glébulo rojo) en bajas alturas hasta 0.32
1U/ml RBC en la altura (5.D. = 0.30 1U/ml RBC).

Todas las actividades enzimaticas en los pasos ini-
ciales de glicolisis (antes 1-3 DPG) fueron aumenta-
das, mientras que todas las actividades de enzimas
mas alla de este punto, se disminuyeron y todas las
kinasas tuvieron una actividad considerablemente al-
terada. El punto de separacién de enzimas cuyas acti-
vidades fueron disminuidas, frente a las que fueron
aumentadas fué encontrado en el paso de 2-3 DPG
(Ciclo de Report Luebering).

La actividad de DPGM, la primera enzima en el
ciclo 2-3 DPG, se aument6 de 0.354 IU/ml RBC de ba-
jos niveles S.N.M. a 0.128 IU/mi RBC de niveles altos
S.N.M. (5.D. = 0, 05 IU/ml RBC.
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Fig. 1. Diagrama de diferencias, en adenosinas fosfo-  ven a 150 m.s.n.m. (100% para cada parametro) y suje-
riladas (ATP, ADP, y AMP, 2-3DPG y G16DP) y activi- tos que viven a una altura elevada (3.600 ms.)
dad glicolitica de globulos rojos, entre sujetos que vi-
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Fig. 2. Diagrama de diferencias de la actividad enzima-  intermediarias entre sujetos que viven a 150 ms. (100%

tica de globulos rojos y concentraciones glicoliticas  para cada pardmetro) y sujetos que viven a 3.600 ms.
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Metabolitos intermediarios

Trece intermediarios en la glicolisis anaerédbica
como también de la adenosina fosfosilada ATP, ADP,
y AMP fueron medidas. Todas se alteraron, en forma
significativa por la hipoxia, aunque la FDP y 2PG fue-
ron solamente cambiadas en forma moderada (Fig.
1.2 - Tablas 1-3).

Los cambios observados fueron:

1.— Concentraciones de intermediarios glicoliticos de
glucosa a GA3P como también de piruvato a lac-
tato.

2.— Concentraciones aumentadas de los intermedia-
rios de 3PG a PEP.

3.— Cambios considerables en el paso de las kinasas.

Hubieron dos puntos de separacién entre inter-
mediarios que aumentaron y aquellos que bajaron
por la hipoxia. Uno de ellos estaba en el nivel del ci-
clo Rapoport Luibering donde el 2-3 DPG es sintetiza-
do y el otro fué en el nivel de PK, una enzima regu-
ladora muy importante. También hemos observado
acumulacion de 2-3 DPG y GI-6DP en el globulo rojo,
y un aumento de ATP y AMP con disminucion de
ADP. Los niveles de reticulocitos en la altura son de
12,7 + 4.2 % RBC, lo que confirma los resultados de
Garruto (1973).

DISCUSION
Activacién de glicdlisis y metabolismo energético

El consumo aumentado de glucosa, que es la pri-
mera consecuencia de la hipoxia y es comparable al
Efecto Pasteur, no ha sido afectado en la disminucién
de concentracién de glucosa en la sangre ( £ 10%, Fig.2)

La glucosa es la tnica fuente de energia para los
eritrocitos.

HK la enzima glicolitica menos activa tiene una
concentracion saturada de substrato lo que no permi-
te que sea el factor limitante en la glicolisis sin la ayu-
da del mecanismo regulante (Cartier, 1969). Aunque
es fuertemente inhibido por ATP (Rijlsen y Stall, 1976
A) por 2-3 DPG (Brewer, 1969) y G6P (Rose y
O’Connell, 1964) de manera que tiene propiedades
reguladoras en los glébulos rojos.

En la hipoxia de las alturas la disminuciéon del
nivel de G6P (-35%; Fig. 2), altera parcialmente la inhi-
biciéon como el aumento del ATP (+56%, Fig. 1), y los
niveles de 2-3 DPG (+43%; Fig. 1) no pueden ser res-
tauradas.

El aumento de concentracion de Mg2 en el eritro-
cito, encontrado en los residentes de La Paz compara-
do con la de los que viven en Santa Cruz (Henrotte y
al. 1970-1972) podria ser un factor contribuyente en la
activacidn de la glicdlisis en los pasos de HK y de PFK,
conduciendo asi a la acumulaciéon de ATP.
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PFK una enzima alostérica en una posicion clave,
en el comienzo de la glicélisis, es considerablemente
activada en la altura (+51%, Fig. 2). Esto lleva a la dis-
minucién del nivel de F6P (49%, Fig. 2). Aunque PFK
es mas sensible a la hipoxia (Passonneau y Lowry’
1962) que los otros reguladores (Fig. 3) ya que la inhi-
biciéon atribuida al ATP es contrarestada por el nivel
alto de Mg2 en la hipoxia. (Etiemble y al. 1981) y la in-
hibicién debida al 2-3 DPG es contrarestada por la
produccién de mayores cantidades del complejo Hb
2-3 DPG en la hipoxia (Arnaud, 1979).

Hemos observado una correlacién muy cercana
entre el aumento en la actividad glicolitica (+ 35%) y
actividad de PFK (+35%) con disminucion del nivel de
G6P (-35%) (P 0.01) como también entre el aumento de
la actividad de PFK (+ 51%) y la disminucién de los ni-
veles de F6P (- 49%) (P 0.01). Estas correlaciones sugie-
ren que el flujo glicolitico es controlado por HK, el
cual depende de los niveles de G6P (Moore y Brewer,
1980) y que en la hipoxia la glicélisis es activada por
PFK, el cual regula los niveles de G6P a través de PHI,
el que actia como modulador (Arnaud, 1979).

La consecuencia inmediata de la activacion glico-
litica es el aumento en el promedio de ATP/ADP, el
mismo que de acuerdo a nuestros calculos es de 8.92
a baja altura y de 22.70 en la altura. A pesar que este
aumento no sélo se puede deber a la conversion de
ADP en ATP en la célula. En efecto, las cantidades
totales de ATP, ADP y AMP., estin aumentadas en la
altura (+ 47%). Una de las razones podria ser la inhi-
bicion elevada del AMP-DA por el 2-3 DPG (Cartier,
1969, Fig. 3), como el Gltimo aumento con la altura
(+43%, Fig. 1). El pool adenosina fosfato, consecuen-
temente, no esta alterado por este mecanismo. Tam-
bién es posible que la activacion de la sintesis del
fosfato adenosina se produzca en el eritrocito madu-
ro, el cual ain retiene la enzima biosintética necesaria
ria (Cartier, 1969).

Bajo estas condiciones el estado de energia del
glébulo rojo no puede caracterizarse solamente por
el promedio de ATP/ADP.

El coeficiente de la carga energética (CE) estable-
cido empiricamente por Atkinson (1968) es definido
como:

CE = 1/2 x (ADP + 2 ATP) (AMP + ATP) lo que da
una mejor idea del estado de energia de la célula.

El requerimiento bajo de energia del glébulo rojo
hace que el (CE) sea alto. De ahi que las kinasas HK y
el PFK vienen a ser los principales reguladores del flu-
jo glicolitico via nivel de la G6P (Fig. 3). En las alturas
bajas la CE es de 0.933/0.005 mientras que en las ai-
turas es de 0.963/0.005 (1 < 0.001).

Estos resultados son consistentes con un estado
de energia aumentando en los glébulos rojos en la
altura.

REGULACION DE LA CLICOLISIS Y ACUMULACION
DE 2-3 DPG

Los mecanismos de regulacion glicolitica (Ataulla-
khanow et al. 1981; Leroux y Najman, 1971; Cartier
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1969, Yoshikawa y Ninami, 1968; Rose y Warns, 1966)
pueden explicar el aumento de niveles de 2-3 DPG
encontrados en los globulos rojos en la hipoxia de las
alturas (Fig. 3).

La disminucién de actividad de PK (- 27%), (Fig.
2) afadida a la inhibicion debida al promedio alto de
ATP/ADP induce a la acumulacién de triosa fosfatos
antes del paso de 2-3 DPG (Fig. 2)

La concentracion alta resultante de 3PG induce a
una activacion de DPGM el que es elevado en la hi-
poxia (+ 22%), la inhibicién de DPG y la interrupcion

_____ EFECTO ACTIVADOR
—— — — EFECTO INHIBIDOR
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de la reaccion Catalizada por PGK impidiendo la rege-
neracién de ATP y reduciendo la actividad de PGK en
36% durante la hipoxia.

Debido a estos cambios de 1-3 DPG la glicélisis es
desviada a la sintesis de 2-3 DPG cuando el promedio
de ATP/ADP es alto y la energia por la glucdlisis iguala
a la energia consumida. Esto estd acompaiiado por la
acumulacién de 2-3 DPG y es sabido que esto estimu-
la la respiracion en la altura (Leufant y Sullivan, 1971;
Eaton et al. 1964). También la cantidad extra de 1-3
DPG es usada de otra manera. Su degradacion provo-
cada por PGK es reducida, mientras que la actividad

"’l-* —————
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del ciclo Rapoport-Luebering es aumentada y mayor
cantidad es disponible para la sintesis de G1-6DP (Tem-
bine, 1968). La reaccion que transforma el 1-3 DPG en
3PG induce a la sintesis de GI-6DP sin regeneracién
de ATP o 2-3 DPG lo cual es favorecido por la fuerte
activacion de PHM en la altura (+ 86%, Fig. 2).

En las primeras semanas de aclimatacion a la altu-
ra, la hipoxia cronica conduce a una mas o menos al-
calosis respiratoria severa (Lefrancois et al. 1976; Da-
venport, 1971; Lenfant et al, 1971). El proceso glicoliti-
co completo queda consecuentemente afectado en el
glébulo rojo (Cartier, 1969). Sin embargo, la alcalosis
respiratoria no se encuentra en los sujetos que viven
permantente en la altura (Cymerman y et al. 1976).
Esto es debido por un lado a la ausencia de hiperven-
tilaciéon y por otro lado a la capacidad mediadora (Bu-
ffering aumentada de la sangre) (Lefrancois et al.
1970), que resulta de la hiperhemoglobulinemia (Ar-
naud et al. 1984).

Vale la pena notar que la diferencia que hemos
detectado en las dos diferentes alturas han sido medi-
das a un pH constante (7.60) en el sistema de toma de
muestras. La actividad glicolitica puede entonces
compararse directamente y podemos ahora concluir
que la altura causa una energia intracelular alta y este
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estado conduce a la acumulacién de 2-3 DPG (Moore
y Brewer, 1980).

CONCLUSIONES

Podemos concluir que en la altura la caida de
PO2 tiene una influencia directa en las enzimas glico-
liticas del eritrocito. Esto se puede considerar analogo
a la elevacion del pH en la sangre. El trabajo de (Len-
fant et al. 1971) en sujetos en fase de aclimatacion (mas
de 6 dias) ha demostrado que la inhibicién por aceta-
zolamida del efecto de alcalosis también impide las
adaptaciones bioquimicas. No hay aumento de 2-3
DPG y P50.

Este efecto directo del oxigeno en las enzimas gli-
coliticas conducen a la activacién de la glicdlisis, esti-
mulacion de HK y PFK, inhibiciéon de PK y PFK y acu-
mulacién de ATP, 2-3 DPG y GI-6DP. Durante la acli-
matacion este efecto reemplaza los efectos de alcalo-
sis respiratoria, el cual desaparece gradualmente. La
disminucion en el reflejo de hiperventilaciéon a
hipoxia induce a un reequilibrio de pH en la sangre.
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