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EN EL HOMBRE DE LAS GRANDES ALTURAS (LA PAZ-3.600 m.)
COMPARACION CON LOS VALORES OBTENIDOS EN TIERRAS BAJAS
(TOULOUSE-250 m. )

— ARNAUD Jacques
— GUTIERREZ Nancy
— EGUEZ Celia, VERGNES H.

Instituto Boliviano, de Biologia de Altura
- Centro de Hemotipologia de Toulouse (Francia)

En la altura el primer problema que se
plantea al organismo, es el de una oxigenacién
conveniente de los tejidos. Fuera de los distintos
mecanismos fisiolégicos, se observa una serie de
importantes transformaciones bioquimicas, que
tienen un efecto mucho mas especifico y eficaz.

Siendo el transporte de los gases respi-
ratorios la funcién principal del glébulo rojo,
nos hemos dedicado a estudiarlo. La hemoglobi-
na, pigmento respiratorio eritrocitario, encarga
do de las tres funciones siguientes:

- Captacion
- Transporte

- Distribucién del oxigeno,

posee propiedades moleculares muy especiales,
que le permiten llevar a cabo su actividad. Su
estructura tetramérica y su cinética alostérica, le

permite captar el maximo de oxigeno frente a
fuerte PO2, y de liberar el maximo frente a PO2,
débiles, o sea respectivamente en los pulmones y
tejidos perifericos.

Pero en la altura la cantidad de oxige-
no captada en los pulmones y la liberada en los
tejidos, seria mas débil si la afinidad de la hemo-
globina al oxigeno no estuviese modificada: Este
es justamente el papel desempefiado por dos mo-
léculas importantes del glébulo rojo:

El AT.P.

El 2.3-D.P.G.

No entraremos a detallar el mecanis-
mo de accion de estos dos elementos, sino mas
bien su formacién en el seno de la glicolisis anae-
robica y mas especialmente en la actividad de las
enzimas que actiian en dicha via (fig. 1, 2, 3).
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GLICOLISS ANAEROBICA DEL GLOBULO ROJO
GLUCOSA (FIGURA 1)
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ENZIMAS DE LA GLICOLISIS: ABREVIACIONES

HK Hexo-Kinase

PHI Fosfo-Hexo~-Isomerasa

PFK Fosfo=Fructo-Kinasa

ALDO Aldolasa

TPI Triosa-Fosfo-Isomerasa

GAPD Glicernldehido-Fosfo-Doshidrogenasa
PGK Fosfo-Glicerato-Kinasa

PGM Fosfo-Glicerato~-Mutasa

ENO Enolasa

PK Piruvato-Kinasa
LDH Lactico-Deshidrogenasa
PHM Fosfo-Hexo-Mutasa

DPGP Di-Fosfo-Glicerato-Fosfatasa
DPGM Di-Fosfo-Glicerato-Mutasa

Se sabe desde hace varios afios que las
concentraciones eritrocitarias de éstos dos ele-
mentos, se hallan muy incrementadas en las
grandes alturas. Hemos hecho estas dosificacio-
nes, utilizando las mismas técnicas en los dos
laboratorios de TOULOUSE y de LA PAZ, es
decir:

- Para el A.T.P.: Extraccién en P.C.A.

COMPARACION DE LOS VALORE

ABRIL -~ JUNIO - 197k

METODO DE DOSIFICACION DE LAS ACTIVI
DADES ENZIMATICAS ERITROCITARIAS

NaD*

1. &= =) AR, + . E.D.H, A+
NADP NADPH + B*

NADH + ®Y

=) Medida del aumento de la densidad Sptica a 340
ne.

MADE + HY Nap*
bem =) A 4+ . E.D.H. AH, «
NADPH + H NADP*

=) Medida de la disminucién de la densidad Sptica
a 340 nm,

2. #&.= =) La enzima es una DESHIDROGENASA
=) PYR + NADE + H' L.D.H. LACTATO + NaD*
b,- =) La enzima no es una DESHIDROGENASA
-) GLUCOSA + ATP H.K, G6P + ADP

-) G6P + NADPH + H' G6PD 6PG + NADP*

(Acido Perclorico) y dosificacion enzimitica
(CARTIER).

- Para el 2-3-D.P.G.: Extraccion en
P.C.A. y dosificacién enzimdtica (KEIT).

Los valores obtenidos en LA PAZ para
el AT.P. y el 2-3-D.P.G. representan respectiva-
mente 145 o/o y 130 o/o de los valores obteni-
dos en TOULOUSE. (fig. 4).

S ERITROCITARIOS DE 2-30D.P.G. (FIGURA ®

Y ATP DE BAJAS TIERRAS Y GRAN ALTURA

VALORES HALLADOS EN

TIERRAS BAJAS

VALORES HALLADQS EN

GRAN ALTURA

RELACION DE LAS

CONCENTRACIONES

TOULOUSE  250m. LA PAZ  3,600m. GRAN ALTURA
TIERRAS BAJAS
En nM/mMIGR, En nM/mIGR o
AT.P 1369 1986 145
23 DPG. 4770 6193 130
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Para las dosificaciones de las activida-
des enziméticas hemos tomado muestras de san-
gre venosa de individuos adultos normales (40 /
Ht / 57), residentes por tres afios 6 mis en las
grandes alturas. 80 o/o de estos individuos son
mestizos aymaris 6 quechuas, 20 o/o son indivi-
duos de raza blanca. 30 o/o de los mismos son

de sexo femenino.
Las muestras has sido tomadas sobre

anticoagulantes A.C.D. (Acido citrico dextrosa);
los glébulos rojos son aislados, lavados en suero
fisiolégico, luego hemolisados por “Shock” hi-
poténico y termico. Sobre el hemolisado asf ob-
tenido, las enzimas son dosificadas a 25°C,a pH
7,60 con las concentraciones en subtratos purifi-
cados y co-factores suficientes para obtener las

NADT
~) AH, +
NaDpt

IBBA

velocidades maximas de acciéon de las enzimas.
Las reacciones son entonces, generalmente, del
orden cero: V =k,

El principio de éstas dosificaciones es-
t4 basado en las tres desahidrogenasas utilizando
nucleétidos como cO-factores, es decir:

La G.6.P.D. con NADP."

La G.A.P.D. con N.AD. T

La L.D.H. con N.A.D.
Las piridinas nucleotidas tienen un es-

pectro de absorcion diferente segin sean estas
reducidas 6 no. (fig. 5). En este caso, el método
de dosificacién de las actividades enzimaticas eri-
trocitarias es el siguiente:

NADH + HT

E.D.H. A +

NADPH + HT

Medida del aumento de la densidad optica a 340n.m.

-) A
NADPH+H+

+ +
NADH + HY phy A, + NAD

NAappt

Medida de la disminucién de la densidad optica a 340 n.m.

N ABSORCION MOLAR DE LAS PIRIDINAS NUCLEQOTIDAS
1 ENTRE 240 y 380 n.m, DE LONGITUD DE ONDA

- (FIGURA §)
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nasa, la dosificacion es directa:

de la reaccion general:

Cuando la enzima es una desahidroge-

GLUCOSA + ATP HK. G6P + ADP

G 6 P+ NADPH +H1TG6PD 6PG + NADPT

Los resultados obtenidos comportan
pués 50 individuos normales y adultos. Han sido
comparados con aquellos obtenidos en tierras
bajas, en TOULOUSE (250 m), utilizando las

COMPARACICN DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS GLICOLITICAS

ABRIL - JUNIO - 1974

mismas téenicas de dosificaciones. Las activida-
des son expresadas en Unidad Internacional por

Ty o . 1 i i UlLr -
PIR + NADH + H* L.D.H. LACTO + NAD™' ml. de ¢ Ob?ll.o rojo, e.s %e.ar que una epre
] . senta la actividad enzimatica que transforma un
Cuando la enzima no es una deshidro- . _ o
. . . micromol de substrato por minuto a 25°C.
gena, a partir de la enzima a dosificar hasta la
deshidrogenasa es necesario proveer todas las en-
zimas, los substratos y co-factores en cantidades . . \
o ; y T actividades enzimaticas obtenidas en LA PAZ y
suficientes a fin de que estos no sean limitantes

Hemos establecido las relaciones de las

en TOULOUSE y las hemos expresado en por-
centajes.

No hemos observado, sin embargo nin-
guna variacién marcada en funcion de la edad,
del sexo, 6 de la raza; solo la variacién de altura
parece ser un parametro de variabilidad.

Constatamos pués que: (fig. 6)

(FIGURA 6)

ERITROCITARIAS DE TIERRAS BAJAS Y GRAN ALTURA

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN RELACION DE LAS
TIERRAS BAJAS TIERRAS A GRAN ALTURA ACTIVIDADES  EN
ENZIMAS ZIMATICAS.
TOULOUSE - 250 m. LA PAZ — 3600 m. GRAN ALTURA ¢,
EN V.I/mIGR + DESVIACION STO, EN VL/mIGR + DESVIACION ST0. | TERRAS BAJAS
PHM 0.296 0,086 0,316 0.032 107
H K 0.210 0,030 0,260 0.034 124
PHI 7,500 0,800 8.077 0.719 108
PFK 0.560 0,140 0,847 0.070 151
ALDO 0.400 0,090 0.439 0.070 10
TPI 290,121 51,981 334,981 33,393 1s
GAPD 17,820 | 4,100 19,918 1,610 112
PGK 19,850 3,750 16,473 0,940 83
PGM 4,18 C.675 3,976 0,705 ‘92
ENO 1,845 0,474 1,720 0122 88
PK 3,960 0,342 2,894 0,328 73
LD H 21,276 4,272 18,994 1,261 83

- De la HK. ala G.A.P.D. las activida-
des enzimaticas presentan todas, una tendencia
al aumento.

- De la P.G.K. a la L.D.H. las activida-
des enzimdticas presentan todas una tendencia a
la disminucion.

De todas maneras, teniendo en cuenta
(fig. 7) el coeficiente de error efectuado en las
dosificaciones de enzimas, que es de mas 6 me-

nos del 10 al 15 o/o, se ve resaltar especifica-
mente 4 enzimas.
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) BEK DIAGRAMA DE LAS VARIACIONES (FIGURA 7)
150 151 DE LAS ACTIVIDADES ZNZIMATICAS GLICOLITICAS

ERITROCITARIAS ENTRE TIERRAS BAJAS Y GRAN
140 ALTURA
130
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La HK. y la P.F.K. que tienen una
actividad marcadamente mas fuerte y la P.G.K. y
la P.K. que tienen una actividad marcadamente
mas débil.

Es interesante observar que:

- Las dos enzimas de actividad aumen-
tada estin situadas por encima del ciclo de Rap-
poport-Luebering.

- Las dos enzimas de actividad dismi-
nuida estn situadas por debajo del ciclo de Rap-
poport-Luebering.

- La P.G.K. de actividad disminuida se
halla dentro del ciclo de Rapoport-Luebering en
un punto clave.

- Las 4 enzimas de actividades enzima-
ticas fuertemente perturbadas son kinasas que
tienen todas una reaccién directa con el nivel de
A.T.P.

ENSAYO DE INTERPRETAC[ON(fig. 8)
1.- La penetracién de la glucosa en el globulo
rojo estd ligada a un fenémeno activo que necesi-

ta transportadores y sobre todo A.T.P. en la
membrana. Este mecanismo es de una eficacia
superior a una simple difusion,
cantidad de glucosa que puede entrar en el glo-
bulo rojo es superior a la‘utilizada por la glicoli-

es decir que la

sis. Entonces la entrada de la glucosa en el globu
lo rojo, no es un factor limitante de la glicolisis.

2.- El lactato formado durante la glicolisis se di-
funde en el plasma en el cual la concentraciéon
permanece constante al estado normal, por el
hecho de su utilizacién, por el tejido hepitico.
En la altura no se observa aumento en la concen-
traciéon del lactato en la sangre. Luego la concen-
tracién del lactato sanguineo no puede influen-
ciar la actividad glicolitica.

3.- Se constata, por otra parte en la altura un
consumo de glucosa incrementado.

Esta ligado a la disminucion de la oxigenacion
que por un pseudo efecto PASTEUR que actua-
ria sobre las propiedades particulares de la
P.F.K., enzima alosterica, aumentaria la activi
dad Glicolitica anaerébica.
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La activaciéon de la P.F.K. trae consigo una dis-
minuciéon de la concentracion globular en F. 6P.
Esto desplaza el equilibrio establecido por la
PH.I. a expensas del G.6P. Esto tiene como
efecto disminuir la inhibicién de éste iiltimo so-
bre la H.K. y por lo tanto de consumir glucosa.

4.- El aumento de la glicolisis anaerdbica del glo-
bulo rojo tiene por consecuencia el aumento de
la relacién (A.T.P.)/(A.D.P.)

Hemos observado que la concentracion en
A.T.P. estaba ampliamente incrementada (145
o/o). Esta relacion es una de las mas importantes
en la regulacion de la glicolisis y del ciclo de
Rappoport-Luebering. Las necesidades energéti-
cas del globulo rojo son limitadas y no necesitan
de tal aumento.

5.- La importante relacion (A.T.P.)/(A.D.P.) tie-
ne numerosas consecuencias:

- La primera es una inhibicion de dos
kinasas catalizadoras de reacciones que produce
A.T.P. Es decir la P.K. y la P.G.K. Estas inhibi-
ciones tienen como consecuencia la desviacién
de la glicolisis por el ciclo de Rappoport-Luebe-
ring.

La inhibicién de P.K. se traduce por
una acumulacién de 3 P.G.que es un co-factor de
la D.P.G.M,, y que inhibe la D.P.G.P.. De ésta
manera, esto favorece la acumulacién de
2-3.D.P.G.. Ademas la actividad fosfatdsica es
mucho mas débil que la de la mutasa en el ciclo
de 2-3-D.P.G.

- La segunda es una regulacién de la
actividad de la H.K. y sobre todo de la P.F.K..
Poseyendo esta tltima un sitio de regulacion en
su molécula, para el A.T.P.; cuando existen fuer-
tes concentraciones la P.F.K, es inhibida.

- La tercera es una activaciéon de las
dos enzimas del ciclo de Rapoport-Luebering.

6.- El importante nivel en 2-3-D.P.G. que resulta
de esta nueva glichlisis tiene numerosos efectos
reguladores:

ABRIL - JUNIO - 19Tk

- Inhibicion de la H.K. y de la P.F.K.

- Inhibicion de la D.P.G.M.

- Activacion de la P.G.M. que disminuye la con-
centracién en 3.P.G. y que desinhibe la D.P.G.M.

7.- El balance de ésta regulacién es por lo tanto:

- Un gran consumo de glucosa
- Una fuerte produccién de A.T.P.
- Una fuerte produccién de 2-3-D.P.G.

Un equilibrio en el que la mayoria de la glicoli-
sis pasaria por el ciclo de Rapoport-Luebering,
pues por ésta derivacion, cada vez que una molé-
cula de glucosa es quemada, no se forma mingu-
na molécula de A.T.P.

8.- Otro punto interesante del importante nivel
en 2-3-D.P.G. es la inhibicion de la A.M.P. DE-
SAMINASA, lo que evita la destruccion del
AMP. en el LMP. y mantiene elevado el
“POOL” de las Adenidas Nucleotidas.

9.- Esta regulacion de la glicolisis se establece
toda vez que el consumo de la glucosa se halla
perturbado.

En la altura el indicador parece ser pués el oxige-
no en cantidad desminuida. Una nueva actividad
glicolitica se instala.

El equilibrio:
x(0,) +Hb 2 Hb (0,), ((1<x<4)
Se encuentra desplazado hacia el primero.

Esto favorece la formacidn de las asociaciones de
la hemoglobina con el ATP.yel 2-3-D.P.G.

Hb + ATP. 2 Hb-ATP
Hb + 2-3-D.P.G< Hb - 2-3-D.P.G.

Estas asociaciones tienen como consecuencia
una bajada del nivel de A.T.P. y 2-3-D.P.G;. que
evita las inhibiciones producidas en la HK. y la
P.F.K., aumentando por lo tanto la glicélisis.

Esta regulacion asi establecida en las condiciones
de gran altura permite explicar los importantes
niveles globulares en A T.P. y en 2-3-D.P.GG., pe-
ro posee un limite. Hemos efectuado las dosifi-
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caciones tales que obtenemos las velocidades
maximas, evitando de esta manera todos los fe-
némenos activadores asi como inhibidores.
Hemos constatado que estas actividades enzima-
ticas se hallan modificadas y podemos proponer
dos hipétesis que aiin no han sido verificadas:

lo. Las modificaciones son concernientes a indi-
viduos que viven en la altura desde 3 afios 6 mis;
y que por lo tanto han tenido tiempo de renovar
su poblacion eritrocitaria en las nuevas condicio-
nes.

Podemos suponer un efecto del osigeno sobre
los sistémas reguladores de la biosintesis protei-
nica 'y principalmente de éstas enzimas.

20. En los métodos utilizados para efectuar las
dosificaciones enzimaticas solamente un parame-
tro importante no ha sido controlado, siendo es-

te diferente en tierras bajas y en altura: se trata

de la PO2.
Esta puede tener un efecto directo sobre las acti-

vidades enzimiticas y establecer su actividad re-

guladora en el propio seno de la cubeta de dosifi-
cacion, sobre las enzimas.

El medio para eliminar 6 confirmar una de éstas
hipétesis serfa estudiar algunos individuos que
no hayan venido nunca a la altura, transplanta-
dos solo por algunas horas a las nuevas condicio-
nes de oxigenacion.

Si se observan variaciones identicas, la primera
hipétesis podria ser descartada.

Si no se observa ninguna variacion, podn’a ser
descartada la segunda hipétesis.

En el caso de éstas hipotesis, el efecto de la falta
de oxigeno pareceria ser una disminucion de in-
hibicién en todas las enzimas desde la H.K. hasta
la G.A.P.D., con un miximo para la H.K. y sobre
todo para la P.F.K.. En cambio el efecto seria
contrario es decir una inhibicién mas fuerte para
las enzimas de la P.G.K. hasta la L.D.H. con una
méxima para la P.G.K. y para la P.K.

(FIGURA 8 REGULACION DE LA GLICOLISIS DEL GLOBULO ROJO
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Se observa de ésta manera dos grupos
que ya fueron encontrados para un otro parime-

ABRIL - JUNIO - 197k

tro: Los pH éptimos de actividades de la enzi-
mas glicoliticas, (fig’ 9).

(FIGURA 9)

&5 T . 5 5

PFK ALDS  Ter

25°C.

Esta modificacion en dos grupos ayuda asi a los
sistemas reguladores y explica de la mejor mane-
ra los altos niveles en A.T.P. y 2-3-D.P.G. La
Primera parte de la glicolisis estd asi ayudada y
el consumo de glucosa est4 incrementado.

La segunda parte disminuida permite una mejor
regulacion y favorece el ciclo de Rappoport-Lue-
bering y la formacién de 2-3-D.P.G.

Se puéde ver pués, que en la altura el oxigeno
estd al origen de numerosas perturbaciones dela

glicolisis anaerdbica eritrocitaria, en relaciéon con
la funcién respiratoria del globulo rojo:

- Actuando directamente sobre las actividades
enzimiticas 6 sobre la Biosintesis de éstas enzi-
mas.

- Actuando indirectamente, modificando las con-
centraciones globulares en A.T.P. y 2-3-D.P.G.
que tiene como Conﬁ.{‘cucncia trastornar todos
los sistemas reguladores de la glicolisis anaerobi-
ca.
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