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altitude methaemoglobinaemia, Methaemoglobin and NADH Diaphorase).

The increase of methaemoglobin at high altitude is one the consequences of the charge of meta-
bolism of the erythrocyte caused by high altitude hypoxia.

A significant difference has been demonstrated between highland and lowland natives in the
response of the erythrocytic oxygen reduction systems to hypoxia (mainly the NADH diaphorase)
by using the Brewer test a funciton of incubation time.

These systems thus show the capacity for fine control of the effects of oxidation as well as
regulation of the position of the O,-Hb-dissociation curve.

Reprints: J. Arnaud, Centre d’Hemotypologie du CNRS. CHU Purpan, 31300 Tolouse, France.

INTRODUCCION

La hipoxia hipobdrica de las grandes alturas ( > 3000 m) produce al nivel del eritro-
cito modificaciones bioquimicas, entre las cuales la elevacion de la tasa de metahemoglo-
bina ha sido ya sefialada (1, 9). En un trabajo precedente habjamos destacado una rela-
cion entre el aumento de la tasa de metahemoglobina (MetHb) y la disminucién de la
actividad enzimatica de la NADH Diaphorasa en la altura (2). Correlaciones similares han
sido ya vislumbradas en los déficits de esta enzima (15).

Sin embargo, hemos constatado también que en caso de necesidad, el eritrocito
puede tener una tasa de Metahemoglobina mucho mas baja que la normal de la altura
(3). En ese trabajo hemos seguido la accién de la NADH Diaphorasa frente a fuertes
concentraciones de Metahemoglobina a dos altitudes diferentes, sobre individuos del
mismo origen.

MATERIAL Y METODOS

Se efectuaron una serie de ““tests’”” de Brewer modificados (4), sobre 25 Aymaras (indigenas
originarios del Altiplano Andina) residentes en La Paz (3600 m) y 25 Aymaras residentes en Santa
Cruz (450 m) (Bolivia).

En esta prueba, las muestras de sangre heparinizada (0,5 ml) son metahemoglobinisadas com-
pletamente por el Nitrito de Sodio (1 ml - 0,18 N), en incubacién durante 30 minutos a 37°C bajo
agitacion permanente. A continuaciéon los eritrocitos son lavados cuidadosamente con suero fisio-
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légico frio (5 veces 5 ml centrifugado 10 minutos a 3.000 rpm), e incubados a 37°C bajo agitacién
permanente. La solucién de incubacién esta formada por 0,2 ml de hematies tratados en la forma
indicada (corrigiendo el volumen en funcién del valor del recuento eritrocitario), 2 ml de tampén
Tris-Citrico (0,075 M - pH =8) y 1 ml de Glucosa al 1 por ciento.

Asi es incubado un nimero idéntico de glébulos rojos. Sin embargo, para evitar variaciones
debido a posibles macro o microcitosis, hemos efectuado en el dia un hemograma completo para
eliminar toda anomalifa. En el caso en que de éstas se presentara, los resultados correspondientes
son eliminados.

A etapas sucesivas se mide la cantidad de Metahemoglobina residual contenida en el incubado
(10).

Por la diferencia de los datos hematoldgicos observados entre los sujetos estudxados a causa de
la altura, hemos expresado la tasa de Metahemoglobina en dos formas:

— Método usual: en tanto por ciento de la hemoglobina total.

— Nuestro método: en gramos de Metahemoglobina por 100 ml de sangre total (por analogia
con la expresién de la hemoglobina).

La tasa de MetHb ha sido determinada por el método de Evelyn-Malloy (7).

Los tiempos de la toma de partes alicuotas del incubado han sido de: 1 hora, 2 horas, 3 horas,
5 horas y 7 horas después del inicio de la incubacién.

RESULTADOS

Los resultados de las constantes hematologicas y de la MetHb estin agrupados en
el cuadro I. Igualmente se consignan los resultados del estudio de significacién estadis-
tica realizado por medio del ‘“‘test” t de Student.

DISCUSION

La diferencia muy significativa observada en los datos hematologicos de los dos
grupos de Aymaras (nivel de significacion 0,1 por ciento) no hace mis que confirmar
una observacién conocida por todos los hematblogos (8, 12), debida al cambio de altura.

La tasa de MetHb contenida en la sangre de estos individuos es también significa-
tivamente diferente (nivel de significacién 0,1 por ciento).

Si observamos los resultados de la MetHb residual en los dos grupos y en los diversos
tiempos, se constata que:

— En el caso donde la MetHb esta expresada en gm/100 ml de sangre total, los dos
grupos son muy significativamente diferentes en todos los tiempos (nivel de significa-
cién 0,1 por ciento).

— Por el contrario, si expresamos en porcentaje, vemos aparecer al tiempo t = 3
horas una diferencia no significativa al nivel de significaciéon 5 por ciento, y al tiempo
t = b horas una diferencia no significativa al nivel de significacién 20 por ciento.

Esto explicaria nuestro interés por la expresiéon de los resultados en gm/100 ml de
sangre total; los porcentajes de hemoglobina total pueden enmascarar ciertos fenémenos
cuando el grupo de individuos tiene contenido hemoglobinico muy diferente.

En la figura 1 hemos trazado la evolucion de la tasa de MetHb residual en funcién
del tiempo de incubacion. Sobre esas curvas se observan tres fases:

— De 0 a 2 horas: la pendiente de los segmentos de la recta entre 0 y 1 hora y de
1 #2 horas es superior en los Aymaras de Altura.

— De 2 a 3 horas: la pendiente de la recta que une estos puntos en los dos grupos
de Aymaras es sensiblemente igual.

N
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CUADRO I

TEST DE BREWER o
MEDIDA DE LA MetHb RESIDUAL DESPUES DE DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION A 37 C
Estudio estadistico por el “test’’ de “‘t” de Student.

MetHb expresada en g de
MetHb expresada en °/, de Hb MetHb/100 ml de ST
Estudio
La Paz | estadistico | Santa Cruz | La Paz Estudio Santa Cruz
3600 m | GLD =48 450 m 3600 m | estadistico 450 m
n=25 | “Test” de n=25 n=25 | GDL =48 n=25
Student
0) Kerururnnn 51,120 | 10,310 41,320
Ht.en®o == 3046 | MSD 3,648
5 x ... 16252 | 8,379 13,144
Hbeng®/omldeST p o™ "1 58| Msp 1,368
T 3544 | 12,164 1,522 0,58 | 12,370 0,20
€ DS. o e 0,699 MSD 0,449 0,14 MSD 0,06
: . x...| 7858 4,458 83,18 12,77 5,364 10,98
MetHb residual 1 hora , - 361 MSD 3,70 1.16 MSD 1,26
. x..|5780 4,172 73,56 11,02 3,767 9,67
MetHb residual 2 hotas 1, £ * |} “g'p4 MSD 471 118 MSD 1.35
. x..| 6193 2,052 65,72 10,07 3,605 8,66
MetHb residual 3 horas ) ¢ " | "’ NSD 6.50 1.30 MSD 145
, x .. | 5306 1,525 49 84 8,62 5,360 6,58
MeeHb Tesidual 3 homs 1, . " ¥ "y 5o NSD 7,56 1,30 MSD 1.39
. x.. | 4735 3,768 39,04 7,69 6,747 5,16
MetHb residual 7 horas 1) ¢ | "% ¢ MSD 8.10 1.29 MSD 1.36

GDL: Grado de libertad. n! +ny —2 porque ny y ny <30
MSD: p <0,1 °/o: muy significativamente diferente. t > 3,533
SD: p <1 °/s: significativamente diferente. 3,533 >t >2,695
NSD: p >5 °/: no significativamente diferente. t < 2,695

— De 3 a 7 horas: la pendiente de la recta entre 3 y 5 horas y de 5 a 7 horas es
superior en los Aymaras de tierras bajas.

Esto se traduce, al nivel de las curvas de evolucion de la MetHb expresadas en por-
centaje de hemoglobina total, por un aumento de la Metahemoglobina residual en los
eritrocitos de los residentes en tierras bajas, que se efectuaria hacia las 4 horas de incu-
bacién. Antes de este tiempo, la actividlad NADH Diasphorasica parece tener mayor
efecto en los eritrocitos de.los residentes de altura que en los de tierras bajas, y volverse
menos eficaz después de este tiempo.

Estos resultados apoyan la existencia de una mayor actividad de los sistemas 6xido-
reductores de los eritrocitos en residentes de la altura (13). Por ello suponemos una
mayor elasticidad en los sistemas 6xido-reductores que permitiria un mejor control, por
una parte, de las agresiones oxidantes, y por otra parte de la posicion de la curva de diso-
ciacion de la oxihemoglobina, no hay mds que un paso que nosotros nos hemos permi-
tido franquear.
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Figura 1.— Curvas de evolucién de la metahemoglobina residual en funcién del
tiempo de incubacién en dos alturas diferentes
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En caso de un ‘“‘stress’ oxidante fuerte, estos sistemas parecen mas aptos para defen-
der al eritrocito.

Por el contrario, la tasa de MetHb puede ser ficilmente controlada. Teniendo su valor
un papel en la posicién de la curva de disociacion de la oxihemoglobina (5), su control
parece mds facilmente realizable.

La regulacion de la actividad de la NADH Diaphorasa es poco conocida. En la altura
el oxigeno puede tener su efecto actuando como efector (11).

Ademas, el mismo sustrato, la Metahemoglobina, o el producto, la hemoglobina,
pueden desempefiar el papel de efectores alostéricos que explicaria esta respuesta dife-
rente. La cinética de la reduccion de la Metahemoglobina en hemoglobina parece corres-
ponder a una reaccion de orden uno (proceso dependiente de la concentracién de la
MetHb):

— d(MetHb) _  \retmp)
dt

Finalmente, es necesario recordar que no solo la Diaphorasa reduce la Methemoglo-
bina, sino que existen otras moléculas que tienen un poder reductor no descartable (14):
La Vitamina C y el Glutation Reducido.

Sefialaremos solamente que el Glutation ha sido encontrado significativamente mas
elevado en la altura (2, 6).
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RESUMEN

La elevacién de la tasa de metahemoglobina en las grandes alturas es una de las consecuencias
de la modificacién metabdlica provocada por la hipoxia de altura que sufre el eritrocito.

Por el estudio de la evolucién del “test” de Brewer en funcién del tiempo de incubacion, se ha
puesto en evidencia una diferencia muy significativa en la respuesta de los sistemas 6xido-reductores
eritrocitarios (principalmente la NADH Diaphorasa) entre la altura y las tierras bajas.

Estos sistemas presentan una sutileza de accién importante que les permite controlar mejor,
por una parte, las agresiones oxidantes, y por otra, la posicién de la curva de disociacion de la hemo-
globina.
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