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INTRODUCOI ON

Los estudios compafativoa en los seres vivos, pue-

den proporcionar valiosa informecién sobre aspectos filoge
néticon, evolutivos, etc.

La Bioqufmica Comparada ha hecho importantes con-
tribuciones que han permitido conocer la generalidad de
algunos procesos y la partiocularidad de otros. Desds el -~
punto de vista hematolégloco, ha permitido conocer una bue-

na parte de las caracterf{stiocns del tejido sanguineo en -~
los vortebradoa.9'29‘4o

-

No obastante que se conoce con cierta amplitud la -
bioquifmica de dicho tejido, los aspecton relacionados con

la regulacién de sus propiedades oxigenndoras, han sido -
poco estudiadon, El compuesto que se piensm controla di- -
chas propiedades en los mami{feros es el 2.3-DPG.11

El propdsito de este trabajo es eptudiar los cam-
bios en los niveles de 2,3-DPG en conejos hechos anémicos

por sangrado, esperondo que los resultados que arroja esta
investigacién motiven nuevas investigaciones,

liistorin del descubrimiento del vapel del 2, 3-DPG

como regulador de la funcién de la hemoglobina. Desde an~
tes de 19720 ne sabin que la afinidad de la hemoglobina

por el ox{geno era menor en ¢l interior de las células
rojas que en nolucién.T'AB

Ente hecho preocupé a los inves
tipadorcs del campo on aquella épocw, llevdndolos a propo-

ner que deberin existir una tercera nustancia que formara
parte integrante del complejn ox{pgeno~hemoglobinn,

En 192% Grecnwnld encontréd nltas concentraciones -
de 2,3-IPG en las cflulas rojnp del cerdo.28 Mdip tarde en
1941, Rapoport y (uest reporturon cue ol hombre y otran
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especies de mamf{feros también contenfan altas concentracio

nes de este metabolito.“‘ Subsecuentemente se han reporta-

do altas concentraciones de este compuesto en otros tantos
mamfferos.)?17+29 m 1a mayor{a de estos animales el 2,3~
PG es el fosfato orgdnico mAs sbunadante del interior de
las células rojas. Bn algunas especies su concentraoién -

excede el 10 milimolar, esto es, dos veces la del tetrdme
ro de hemoglobina.17

La justificacién para la presencia de los altosn -
niveles de 2,3IPG, permaneciam inexplicable, hasta que en
1967 Benesch y Benesch asf{ como Chanutin y Curnish, repor
taron independientemente que la afinidad por el ox{geno -
de soluciones diluidas de hemoglobinm humena, podfa ser -
alterada por la adicibm de 2,3-DPG; sugiriendo que este me

tabolito servis como un potente regulndor de 1z afinidad -
de la hemoglobina por el m:igem:’.m'19

Un afio mds tarde, en 1968, tnl hallowgo fué confir
mado para los eritrocitos intactos por Engel y Duc, quie-
nes oLSErvAron un desplazZom

T gaisiid

icnto de In eurva de disociacién
de oxigeno, en muestras de sangre en las que redujeron los

nivelen de 2,3-IPG con yodoacetato (inhibidor de la forma-
cifn glucolitica del 2,3-[)1’(}).26

Interaccién del 2,3-DPC con la hemoglobina. En los
humanos el 2,3-1PG pe une 2 la desoxihemoglobina en una re

lacién molar de 1:1, on decir, un mol de 2,3-DPG/mol de -
tetrdmeros de hamop,lobinn.ll'lz

Dadn la caracterfstice tetramérica de la hemoglg
bina, se esperarfan per lo menos dos centros de unidn al -
2,3-DPG, pin embargo sdlo se ha demoatrado uno. El 2,3~IPG

se une a la desoxihemoglobina en el eje de simetria de ln
cnvidad oentrnl.4



Durante la desoxigenncién se formen ocho enlaces -
salinos que estabilizan la forma tensa (T) de 1la hemoglobi
na, La formi tensa presenta la particularidad de favorecer -
la orientacién del grupo alfa amino, la lisina EP6 (residuo

#82) y la histidina H8 (residuo #143), de cada una de las

 cadenas beta." La orientacién de estos residuos da como re

sultado la creacidén de un sitio alostérico para el 2,3-IPG,
el cual o pH fislolégico se encuentra cargado negativamente
y es estereoquimicamente ofin a la conetelacién de seis

grupos positivamente oirgados de lan dos cndenas beta orien
tudos en la cavidad central. Cuando el 2,3-IPG me inserta
en dicha cavidad, se ostablecen seis enlaces salinoc adicip

nales y de esta manera se estabiliza afdn mds la forma ten-
sa de la hemoglobina.4'48




Para que la oxigenacién ocurra se tienen que romper

los catorce enlaces salinos, proceso que comsume 40 kcal/
mol, en pregencia de 2,3-DPG.

En ausencia de eate compuesto, el proceso requiere
‘de finicamente 27 kcal/mol, es deoir, cusndo la desaxihemo-
globina estd cargada con 2,3}=DPG se necesitan 13 kcal/mol
adicionales para pasar de la forma tennu a la forma relaja
da (®), y asf poder oxigenarse, Esto explica la reduccifn

de la afinidad de la hemoglobdinn por el ox{geno, en presen
cia e 2,3-DPG.}2

Bl 2,31PG reduce la afinidad de la hemoglobina
por el oxf{geno sin modificar ostensiblemente el mecanismo
de oxigenncién, tal como 1o indica el desplagamiento de la
curve de¢ disocineidn de oxfgeno (modifiomcién de la posi-

cién de 1a curva), sin perder ls formn sigmoidea de dicha
curva.12'48

No DFG

Satursckén (Y]

Con DPG

(-]

og (pO;)



Biogui{mica del 2,3-IPG. Bl 4cido 2,3-difosfoglicé-
rico es un derivado del Acido glicfrico, que a mu vez es -
un derivado del glicerol. El 2,3~DPG presonta una funcién

carboxilo en el carbono 1 y dos gruposn fousfoénter en los -
carbonos 2 y 3,

co0
\ .
u—?—oma

H4sC—OPOy

2,3 0P6

Bl 2,3IPC es un intermedimrio de la via glucoli-

tica, glucllisis o ruta de Embden-Meyerhof. Le via gluco-

11tica recibe cl nombre de rutn de Baldon~

Weyerhod, d=bidn

& que en 1940 fué completamente aclaruda graciams a las con
tribuciones de Gustav Embden y Otto Meyerhof principalmen
te, Otron investighdores que contribuyeron al eaclareci- -
miento de ésta. vis metabdlion fueron Carl Neuberg, Jacob -
Parnun, Otto Warburg, Gerty Cori y Carl Cori.Aa

El 2,3-difonfoglicernto se maintetiza y se degrada
como unh desvincidn de la vin glucolitica, en el paso de -
1, }-difesfoglicerato (1,3-IPG) a 3-foafoglicerato {3-PG).
Esta desvizcién fué descublerta en 1950 por $S. Repoport y
J. Luebering y por tal motivo @ &stn desviancién se la co-
noce con el nombre de Cicloc de Luchoring-Rapoport. Tembién
e le conoce como Ciclo del fosfoglicermto 4 desviacién de
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ATP
ADP

Glucota 6-toslato
Fructoso G.fostato

Fructoss | GdHostato

|
Dihiemgcnm GD‘ ni
foafato S ftotteto
NAD* 4 Py
NADH 4 H+
1, 3-0v08 Mglicergto

ADP
ATP

3-Fostoglicerato

2-Fostoglicerato

uzo
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ATP
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Via glucolitica o ruta de Embden— Meyarhof
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la via glucolitica.“l Aproximadamente un 20% de 1a glucd-
liaia ge desvi{a en &ste ciclo.

3 PGA

3 L‘PG
s

2,3-DPG
3 PGegrme

2 PG

CICLO DEL FOSFOGLICERATO

Mecanismo de 1la desvimcidén de 1la vin glucolftica.
Pormacifn de 2,3-19C a partir de 1, ATPG. Lo difosfoglicera
to mutasa (IPGH), convierte al 1,3-DPG en 2,3-0PG. Bsta
reaccidn de mutasa es interesante porque el l-fosfoglicera
to {3-PG), es un participante obligatorio en este proceso.

Ta mutasa capta simultdneamente 1, 3-TP@ y 3-FC. Bn
sate cumplejo termario se transfiere un grupo fosforilo
desde el carbono 1 del 1,3-DPCG al carbono 2 del 3~PG.

00 COO POy

coo ?00"
H-G—OH  + =GO —D—:%.:-)H—tlt-opo; + H-C—OH
- e ] =
HyC—0POy"  HsC—OPOy HzC-0POj HzC—OPO,
3 pq. 1,3 DPG, 2,3 e, 3 Pe,



Degradacidn del 2,3-IPG por la 2,3-DIFG fosfatasa.
Bn esta reaccidn es donde el 2,3IF0 es hidrolizado a 3-PG
- regrosfndose as{ a la via glucolition.

K6tese que en esta desvimcifn al impedirse el paso
directo de 1,3-IPG a 3-PG, me eetd impidiendo también 1a -
formacifn de una molécula de ATP. Demde el punto de vista
de la economia celular, el Ciclo del fosfoglicerato parece

ir en detrimento de aquella pues se sstd perdiendo una mo-
18cula de ATP.

A pesar de que en enta serie de reacciones se estd
sacrificando energfa, este clolo estd justificado ysB que -
solamente en dicho ciclo ea donde se produce el 2,3-DPG, -
el cual es un participante obligatorio en ln via glucolf-
tica en el paso de 3~PG a 2-PG. Es muy importante también
su partieipacidén como regulador de 1a glucédlisis. Un exce-
80 de 2,3-DPG libre inhibe a la hexoquinnma y o la propia
onzima que 16 ointetize (DeGM).42:43

€00 c‘oo‘
) - 2,3 DPGan -
H—-(|‘.--OPO3 4+ H0 —t———p H—C—~OH + HPOy
[)
HgC—OPCy H;—C—~ 0PO3
2.3 DPG. 3 PG,

Conversién de 3-PG o 2-PG. Esta o5 también una reac
cién de mutasa en la que el 2,3~DPG en un participante obli
gitorio. En eata reaccidén la fosfoglicerato mutasa (POM),
capta simulténeamente 3-PG y 2,3-DPG. ¥n el complejo terna
rio no transfiere un grupo fosforile desde el carbono 3 del
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2,3-0PC hasta el carbono 2 del 3-PO, quedando 2-PG y formdn
dose nuevemente 2,3-IPG a partir del 3-PG.

o0~ co0~ Coo- CooO™

i i - i
H-C-OH + H-G-0pO} 2 u-§~opo§ + H-C—0POY

= L]
Hy C=0PO; H;C—O0POy HzC—OH H - C~O0POy

3 PG 2,3 DPG 2 PG 2,3 DPG

Importancia fisiolégica del 2, 3-DPG. EL hecho de -
que exista una molécula gue regule la funcién de la hemo-
globina, disminuyendo la afinidad de 6sta por el oxfgeno,
tiene une gran importancia fisiolégicna. Obmervaciones he-
chas en el hombre y en el carmerc indican que este fendmeno

oconstituye un contrcl sensible de ia funcidn intracelular
do 1a hemoglobina,l®3?

Es importante conocer que tan genernlmente se en—

cuentrn diseminado dicho fendmeno y hngta que puntc tiene
signifricados adaptativos,

Solamente en los mamiferos ne han detectado altas
concentraciones de 2,3-DPG, Otron fonfatos orgdnicos pue-
daen jugnr el miomo papel que ¢l 2,3-DPG de los mam{feros,
en las otras clases de vertebrados. Por ejemplo en los -
pecen, anfibios y 1l mayorfs de loe reptiles, el ATP sir-
ve como regulador de la funcidn de la hemorlobina, mien~ -

tras que en algunos reptiles y en lop aves lo es el inosi-
tol puntafostat0.17'39'47



Estudios hechos en el hombre indican que bhajo con-
diciones patolégicas caracterirzadas por hipoxiam tales como
enfermedades pulmonires crénicas, enfermedad del corszdn -
cianético, insuficiencia cuardiaca, anemia faleciforme y ane

mia crénica, loa niveles de 2,3-DPG se encuentran incremen
tados.5'13'20'24'32

la concentracidn de 2,3-DPG en los humanos paresce

responder a 1a demandn de oxfgeno. En unn muestra de indi
viduos normales, se encontrd que el nivel de hemoglobina -
circulante (presumiblemente es una aproximucién de 1la capa~
cidad oxigenadora de la sungre), y el nivel de 2,3-DPG, -
estaban correlacionades nogntivamente, El mismo fenémeno -
se obgervd en una mucatra de pacientes con una variedad de
desdrdenes clinicos asociados con cembios en la posicién -
de 1a curvn de disociacién de oxigeno.24'32'3v

En condiciones caracterizadas por anemia severs, -~
se han reportado incrementos de mdn de 150% en los niveles
de 2,3~DPG, expresedos como pmoles de 2,3-TPG/ml. de célu-

ilas y hasta de 300% expresados como pmoles de 2,3-DPG/&r.
de hemoglobinn.ao'z"

En condiciones semejantes de mnemia en los carne-
rop me reporturon incrementos de hustn B800% expressdos -
como ymoles de 2,3-IPG/gr. do hemoglobinn.1

Importancis clinics del 2,3-Drg. La determinacién
de lou niveles de 2,3-~-DPC en los ocanos de pacientes con al

gin problema de hipoxia es muy importante para determinar
1a peveridad del caco. Yor otro ludo, durante el almncena-
miento de 1n sangre en Acido-citrato-dextrosa {ACD), los -
niveles de 2,2-DPG se decremenian con un incremento conco-
mitante de la afinidad de la homo-lobina por el oxigeno, -
1o cunl os de une gran importencin clfnica. 51 se da o un

paciente un gron voldmen de gangre con una oltn afinidad -

- 10 -~



por el oxfgeno, 1o cantidad de éste cedida a los tejidos -
puede Ber inuufleiente.21'44'48

las célulns rojas transfundides gue han quedado -
completamente vacfan de 2,3-DPG, pueden recuperar ln mitad
de su nivel normol en 24 horms.’C Si se transfunde sungre
exenta de 2,3-IPG, la recupsracidn del nivel normal puede
no ser lo bastante rdpida pnra ser efectiva en un pnciente

severamente enfermo. Asf que lo reccmendable es transfundir
células con un nivel normal de 2,3-DPG.‘8

La disminucidn del nivel normal de 2,3-DPC en la -
sungre almacenada puede prevenirse si al medio en que se -
encuentren las cflules ce le agrepm 1noainn.33'5° Este nu-

cledoido no cargndo puede atravegar 1o membrana y quedar -
convertido en 2é

3-PC mediante la vi{a colatersl de lns pen
toses foafato.4

Una hidrélisis de le inosina en el onlace
bage-azdcar produce base libre y azdear libre, Una foasfori
locidn en el carbono 5 de la riboss libre, genera ribose-
5~fosfato, la cual en pregsencia de xilulosa S5-foafato y por
efeoto de la trancsioviase produce gliceraldehido 3I-foafato
y sedoheptulosa T-fosfate. El gliceraldehido }-fosfato en-

tra a 1a glucélinis, la cual en el puso de 1,3-DPG a }PG,
se deovia para formar el 2,3—3?6.4

Pactoren que regulan la conscentracidn de 2, 3-DPG.

Bajo condiciones finioldgices normalen, la concentracién
de 2,3-0PG estd controlnda port

1) .~ La coacentracibn de 2,3-D1'C misme. Un mecanis
mo de retronlimentacién negantiva inhibe la actividad de 1la
2,3-DPG mutasa (DPGM). ¥nta enzima prenenta la caracterfs—
ticn de ser muy sensible a 1o inhibicién por producte, fa-
voreciendo esto la regulacifn por retroalimentacibn. Retro
alimentacién negativa significa nue conndo hay un exceno -

- 11 -



de producto, en este caso 2,3-IPG, 1A enzimn se inhibe ¥ =
ocuando se reducen ios niveles de aquel, &sta se activa,

En las células no eritrocfticas el 2,3.1PG funciona
como acarreador de un grupo fosforilo en el paso de 3-PG »
2-PG de 1a via glucolitica y como regulador de algunis en-
rimas de la misma, tales como la hexoquinaasn y la 2,3-DPG
mutasa. Fara cumplir con dichos papeles solamente se requie
ren trazas de 2,3-DPG, es por €llo que laas oélulas no eri-
trociticas poaesn cantidades muy pequeilan de 2,3-DPG.41"43

Bn los eritrocitos, el 2,3-DPG también funciona -
como acarreador y eomo regulador, pero ademis rogula en su
funcién a 1la hemoglobina,

La 2,3DPG mutasa de los eritrocitos tomblién es -
inhibida por producto, sin embargo, en estas células el -
2,3-0PG interactfia con la desoxihemoglobina. As{ que pars
inhibir & la DP@ se requiere que haya un exceso de 2,3-IPG
1libre. Como 1a hemoglobina es el compuouto mds abundante —
de las células rojas y el 2,3-DPG intermctda con ella, p&-
ra que exista el 2,3-DPG libre, es necenario que haya por
lo menoa una cantidad igual a la de hemoglobina, Esto ex-
plicarfa los altos niveles de 2,3-DPG presentes en los
oritrocitos de la mayorf{a de los mun:[fc«rcnfx.'u""43

2) .~ Concentrecién de hidrogeniones (pH). En una -~
situncifn de alcalopis, la velocidad de la glucblisis se —
encuentrn incrementada y la actividnd de la 2,3-DPG foasfa-

tasa se encuentra inhibida, siendo el resultado final una
agumulacidén de 2, 3-DPG.

Fn la acidosis sucede lo contrario, c¢s decir, 18 -
glucélisis se decrementa y luo fosfatmen se activa dando

como resultado una.diasminucién de ln oconcentracién de -~ -
2.}1?0.5!6.32’37
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3)«~ Qoncentracifn de fosfato inorgAnico., En condi
ciones de hipofosfatemin la concentracién de 2,3-DPG es
baja y en hiperfoafatemia es alta.19'22'48

4} .- Influencing hormonalen. Fri condiciones tales
como el hipertiroidismo, en las que lu velocidsd de la glu
c6lisis se encuentra inorementada, no produce una acumulo~

cién de 2,3-DPG, Inversamente en el hipotiroidismo hay una
concentracién reducida de 2.3--DPG.34

5) .- Deficienciasn enzimdticas. Una deficiencia de
una en#zima de la parte inicisl de lo vim glucolftica, tal
como IR hexoquinapa, reduce la oconcentruecién de 2, 3-DPG -
ya aque la glucdlisin ee.encuentra disminuida.

51 la deficiencia se encuentra en una enzima de¢ la
parte final de 1la via, tal como la piruvato quinasa, tiene
un efecto inverso ya cue los metabolitos tanto del ciclo -
del fosfoglicerato como después de fipte, pero antes de la
piruvato quinasa, se encontrardn acumuludoa.6'34'48

El 2,-1PG como ya se mencinnd, a pH fisiolégico -
se encuentra cargado negativamente, sicndo entonces un = =

Un incrementn on lu concentracién de

2,3-DPG, produce una baja del pH intraeritroci{tico por efec
to del oquilibrio de

se activn la 2, 3-1PG

anifn no penetrante.

Donnan, ¥otn disminuye la glucblisis,
foafatasn y nef se reduce la concentra
cién 8¢ 2,3-IPC, Tode esto parece indicar que ls magnitud
de cunlauier incremento en lu concentriacién de 2,3-IPG entd

limitado por este mecanismo ¥ por 1la inhibicidn por produg
to de la 2,3-0TPG muta.rm.ﬁ'34

Objetivos, De los estudiom hechos en humanos y en
lap ovejas, se puede observar que los niveles de 2,3~LPG -

guarden una relacidn inversa con lop niveles de hemoglobi-
na circulante.

-13 -



Dado que se ha demostrado que en lp mayorfia de los
mamiferos el fosfato orgdnico mds abundante es el 2,3-IPG
¥y que este compuesto reduce la afinidad de la hemoglobina
por el oxfigeno, serfim 14gico pensar due un mecanismo gene-
ral presente en estos animalens bajo oondiciones de hipoxim
{un tipo de hipoxis son las snemims), merfa incrementar -
loe niveles de 2,3-IPG, para reducir lau afinidad de la he-

moglobina por el oxfgeno y asi aumentar la eficiencia de -
aquella en la entrega de éate.17

lLam especies de mamiferov que han sido estudindan
bajo condiciones de anemia, el hombre y las ovejas, res- -
ponden en 1la forma propuesta, es decir, aumentan sus nive-
len de 2,3-IPG cuando el nivel de hemoglobina se decrementa
(recordar que el nivel de hemoglobins puede considerarse -

como un criterio para evaluar la capacidad oxigenadora de -
1la sangre).

Por otro lado las ovejas posmnen niveles basales de

2,3-DPG muy bajos (0.1 pmoles de 2,3-IWG/ml. de células Tro
jas),17 mientras que el hombre tiene un nivel mucho més -

alto (4.5 pmoles de 2,3-DPG/ml. de células rojas en prome-
dio).r,'4

n el presente trabajo se ha tenido interés en es-
tudiar los niveles de 2,3~D0PG on conejon cujetos & un pro-
ceso de anemia experimental, debido & qut presentan unn
serie de peculisridades que loo hncen muy interesantess

1) .~ No presentan recambio de hemoglonina fetal a
hemoglobina ndulta.e En el hombre nf{ se d4 un recambio de

hemozlobinas.49 La hemoglobina fetn)l hupana es intrinseca-
mente menos af{n por el oxfgeno que la hemoglobina adultaeg

2)e~ Log niveles de 2,3-TP0 se van lncrementando -
dende ¢l momento de nacimiento, hnute aproximadamente la -
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cuagta gemann de ¢dad en gue alomnzean los niveleo del adul
to.

3) o= El nivel normal de 2,3-DPG en el adulto es del
doble respecto nl humano (humano = 15 pmol 2,3-DPG/gr. de

. hemoglobina; concjo = 30 jmol 2, 3-BPG/gr. de hemoglobina),
8,45,46

4) .- Algunos de loa pardmotiros hematolégicos (hemg
globina, hematocrito, ndmero de células rojas, némerc do -

células dblancas), son semejantes & lon del humnno.25'53

Por 1lo que respecta a los niveles de 2,3-DPG, el -
conejo tembién es muy particular, pues en el feto loa nive
les de este metabolito son muy bajon respecto al adulto y
se mantienen constantes durante el periodo fetul.e Como no
hay recambio de hemoglobinas, el meoanismo presente en el
feto para oxigenarse, ha de ser mantener bajos los nivelea
de 2,3-DPG respectc a la madre, parn que la hemoglobina =~

fetal tenga una afinidad mayor por el ox{geno que la hemo-
£lobine materna y as{ sustraer el oxfgeno sin dificultad,

En el humonc en &l gue ia hemoglobine fetal es in-
trinsecamente menos affn por el ox{geno que la maternsa,
los niveles de 2,3-DPC son iguales, En cate caso la oxige-
nngcién fetal sc explice porque 1la hemoglobina del feto in-
ternctda menos con el ?,3-DPG. O sen que a peaar de que la
hemoglobine fetal es menos afin por <1 oxfgeno que la mo~-

ternu, a itputlen conceontraciones de¢ 2, 3-DPG, la hemoglobi-
nn materna internctda mou con éste, siendo el resultado -
final una mayor nfinidad por el oxfigeno en la hemoglobine
fetal, ¥n condicionen fimioldgicas el foto se oxipgena &
expenpoas de la madre debido o que poner unn sangre mis
afin por el ox{geno que la maternu.48'49

De todo esto se purden hacrr shservociones muy in-
terenantes, que invitan 8 eostudiar en el conejo algunon
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aspecton como los siguientess

El hecho de que los nivelen de 2,3-IPG en el fato
gean mucho menores que en el adultn, indicando esto que -

los mecanismos regulsdores de la oantidud de 2, 3-DPG pue~
dan ser diferentes s los de) adulto,

El incremento de la cantidad de 2,3-1®G desde ¢l -

momento de necimiento hasta la cunrta semana de odad en
que se alecanzan los niveles del adulto,

la razén por 1la gue el nivel normal de 2, 3-IPG sen

tan alto en el mdulto (2 wmoles de 2, 3-DPG/mol de tetrdmoros
de hemoglodina).

En este trabejo se ha tenido interés en conocer si
el conejo adulto, con un nivel tan altoe de 2,3-IPG, respon
de aumentando los niveles de este metabolito ante un estedo
de hipoxia como uns anemim crénice inducida,
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FATERIALES Y METODOS

Inducoién de la anemia. Conejos Nueva Zelanda blan
cos de 2-3 kg, de peso, alimentados ad libitum con purina,
fueron sangrados diariamente por punocidn cardiaca durante
quince df{as, El voldmen de sangre extreido se determiné en
relacién al peso inicial (10 ml./kg.). Para lograr que la

anemia fuers controladm, los conejos fueron suplementados

con hierro,35 el cunl fué suministrado por via intraperi- -

tonenl, cada tercer d{a en forma de hierro dextrén (IMPB-
RON, Laboratorios Lakeuide).27 La cantidad de hierro apli~
cuda fué determinada a partir de lm concentracién de he-
moglobina por mililitro de sangre obtenida, asumiendo que
un gramo de hemoglobina equivale a 3.35 mg. de hierro.

Colecte de la sangre. La sangre fué colectada en -
Jeringas de wvidrio, previamente enjuagadas con fcido etjilen

dinitrilo tetracético, sal disédica (Titriplex III, Merck),

como anticoagulante.3°"3 Una vez tomoda lo muesira, las -
Jeringas fueron selladas inmedietamente y sumergidas en un

bafio de hielo para eviter cembios en la concentracién de —
2,3-mpc. 24

Procesamiento de lu sangre. De las Jeringes sumergi
das en el bafio de hielo, se tomaron alicuotas parn determi
nar el hematoerito, lo hemoglobina y la contidad de 2,3-IFG,

Hematocrito. El voldmen ocupedo por las células -~
empacadas después de centrifugar 1la sangre, expresado como

porcentaje del volémon total (hemtocrito),34'35fue deter=
minado en tubos de Vﬁntrobe.53 en una centrifuga clinieu -~

Adamas-Dynsc con cabezal de columpio CT-1350 a 2460 rpm
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{1280 x G), por 10 minutoa.51 Egta misma centrifugs fue uti

lizada en el resto de los métodos que requirierun centrifu-
gacién,

Hemoglobina, lLa concentracidn de hemoglobina fue —~
- determinada por el método do la cianometnhemoglébim. 152
Las lecturas fueron hechas en un espectrofotémetro Zeias
PMG IT n 540 nm, Kl coeficiente de extincidén milimolsr de
1a cisnometahemoglobina a enn longitud de onda se tomé -
como 44 y el peso molecular usado fue de 66,000.52'53 B -

mismo empectrofotémetro fue utilizado en los métodos gue ~
requirieron su uso.

2;)-difqafoglicerato, La concentracién de 2,3-DPG-

fue determinada por el método desurrollado por Sigma Che -
mical Co.3?146

N usando el estuche de reactiven correspon ~

diente., El método propuesto por Sigmua es préctiosmente -~
igual al implementado por Keitt.

El principio en el que #s¢ buga 1z determinacién,
ea la convereidn esitcouiométrica del 2,3-IkC a gliceraldehi
do 3.fosfato. Bn este método ae unn dcido fonloglicédlico,
para entimular la sctividod de la 2,3-~-DrC fosfatasa siem—

pre propsente en fracciones purificandas de monofosfoglice-
rato mutuss (FGK) de manculo. 42143

Yo serie de reacciones acopladas rue persiten el -
paso de 2,3-difonfopglicerato a gliceraldehido 3~fosfato, y
gue por ger rescciones de mol u mol, permiten conocer la -
concentracidn de 2,3~IP0 son los piguientes:

1).- Bl regreso a la via pglucolitica despuéa de la
decviocién, es decir, la degradacidén del 2,3~DF¥G por la -
2,3-0P0C foafatasa.

2,3-IPG fosfataon
2 PG -
PR G fomfogiichlico PG + 7
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2).~ La reaccién en reversa del paso de 1,3-IPG a
3.PG.

PGK
3-PG + ATP » 1,3~-IPC + ALP

3) .~ Lo reaccifn en reversa del paso de 3 fosfo- -
gliceraldenido {3-PGa), 8 1,3-DPGC.

GAPD "
1,3-DP0 « NAIM = 3-PGA + NAD
abgorbancia abaorban
alia a 340 nm. cia muy baja a -
340 nm,

La medicién del decremento enm abmorbancia a 340 nm.
causado por 1a oxidacién del NAIM a NADY, refleja la canti
dad de 2,3-difosfoglicerato originalmente presente. El coe
ficiente de extincién milimolar del NATH & 340 nm. em 6.22,

Lan determinaciones del 2,3-.D0PC se hicieron usando
pipetas seroldgicas de los voldmenes ndeouadon.

Loa renctives se vertieron diregtamente en cubetas
de cuzrzo de un centimetro de paso.

Se hinieron de 3 a 6 determinmciones por duplicado

de cadn uno de los pardmetros (hemoglobinm, hematocrito ¥
2,3~-mp6),
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RESULTADOS.

S¢ presentan aqui los resultadon de una serie de ex
perimentos en los que se indujo la anemin en conejos Nueva
Zelanda blancos, por remocién diaria de un voldmen cons -
tante de sangre, segin se indicé en Materimles y Métodos.

De la eangre extraida se determinaron varios pard -
metros como son hematocrito (Hte., %), hemoglobina (Hb, - -
granos/100 ml. de sangre) y concentrancién de 2,3-DPG (pmoles
de 2,3-IPG/ml. de sangre).

Con los valorea asf{ obtenidos fue posible comocer -
otros pardmetros como son: concentraciédn corpuscular media
de hemoglobina (Hb/Hte, O.C.M.H), concentraocién de 2,3-DPG
en pmoles/ml. de o6lulas empacadas y concentracién de 2,3~
DPG en pmoles/g. de hemoglobina.

Hematocrito. Rste pardmetro puede considerarse como
un criterio del desarrollo que esté siguiendo la anemia. El
efecto de la remocidn diarie de un voldmen conntante de -
sangre msobre el hematocrito me mueetra en figura 1, en
la cual ee puede ver como baje draméticamente éste en los
primeron oinco dfas. A partir del sexto dfa se nota una -
recupernocién hasta que a partir del dfa once tiende u esta
bilizarso, logrdndose ento 2l final del experimento.

Hemoglobina. La concentracién de hemoglobina por
mililitro de sangre, es el pardmetro mnn frecuentemente usg
do como criterio del estado de anemin de un organismo. En -
ln figura 2 me puede ver que también 1n hemoglobina sufre -
un decremento alarmante, en los primeron dins de sangrado,

pero denpuds se amortigusn la caida, llogdndose a un equi -
librio ulrededor del dfan ocho.
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Concentracidn corpuscular medin de hemoglobina. La
cantidnd en gramos de hemoglobina, presentes en 100 ml. de
sangre, dividida entre el voldmen que ooupan las células —
on e808 100 ml. (hematoorito)}, nos indion la concentracidn
media de hemoglobina por ¢élula. Bn la figura ), puede ver
ss que el efeocto del scangrado diario mobre este pardmetro,
es un decremento en la concentracién intracelular a lo lar
go #del proceso.

Bn los primeros c¢inco dfas el decremento es casi -
imperceptible, A partir del sexto dfa se hace mas notorio
y después del décimo Afa se observa unn tendencia hacia -

un nuevo equilivrio, el cual se slcanzi nl final de) expo-
rimento.

Conecentracidn de 2,3-difosfoglicerato. La concentra
cién de 2,3-TPG, se determind como yu se menciond, en rela
oifn al voldmen sanguineo, al volimen de células empacadas
¥y a 1la concentraocifn de hemoglobina.

2,3-FG por mililitro de mangre. Bn 13 figura 4 se
puede observar que 1n concontrecidén do 2,3-1PG (pmoles/ml.
de pangre), sufre un decremento notable en los primeros -
cinco dfas. A partir del sexto df{a no nota un nuevo equi -
1ibrio que se mantiene hasta el finnl del experimento.

2,3-0PG por mililitro de oflulms. La cantidad en mi
cromoles de 2,3-IPG presentes en un ml. de sangre dividida
entre el voldmen que ocupan las célules rojas en ese ml.
(hematocrito), indica ln concontracién de 2,3-UPG prome- -
dio por célula. La figura 5 indice que el efecto neto de- -
1o remocién diaria de un voldmen conotante de sangre o ~ =
bre ln concenitracién intracelulnr de 2,3-DPR, es un decre ~
monto de ésta & 1o largo de loo dfnn de sangrado. En lop -
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primeros tres dfas, ee observd un inoremento poco apreciea~
ble, A partir del cuarto dfe ae nota un frenco decremento,
hasta que aproximeadamente en el noveno dfa, la tenedencia

o8 hacia un nuevo equilibrio, el cual »d presenta al final
del experimento.

2,3-DPG por gramo de hemoglobina, la cantidad en -
micromolen de 2,3~DPG presentes en un ml. de sangre, divi~-
dida entre la cantidad en gramos de hemoglobina presentes
en ese mismo wml,, proporciona 1a oconcentrecidn de 2, 3-DPG
por gramo (s hemoglobina. La figura 6 muestzra eseta rela- -
cién B Lo largo del procesc de ln anemia. A primers viata
no se observa tendencia alguna, por lo que fué necesario -
aplicarle o los datos una prueba estadletica de tendencia
(Cox y Stunrt, prueba de dos extremos o colas) .18 A un ni~
vel de significancia de 95%, 1a prusba indica que hay una
tendencia a disminuir, pero por haver caido en el 1limite -
inferior de significancia, se considerd gue la tendencia -
no era suficientemente significativa.

Correiacién entre la concentranocién de 2,3-PPG por
gramo de hemoglobina y el nivel de hemoglobina circulante.

Cuando fie grafican los valores individuales de 1z concen~
tracidn de 2,3-DPG (pmoles/gr. Hb), contra la concentra- -
cién de hemoglobina (gr./100 ml.), asegin se mueastra en lu
figura 7, ae observa que no estdn correlacionadoa (r =.153).
La mayorfa de los datos se encuontran muy préximos & los -
valorea iniciales de 2,3-DPG/gr. Hb (30 pmoles de 2,3-TRG/
gramo de hemoglobina). Afin en nivelws ten bajos como 5 gr.
#b./100 ml. de sangre, esta tendencin ne mantiens,

La relascidn que guardan 4stos pardmetros se ve mésm

claramente cuando se grafiocan en forme de histogramea éstos
mismoe datos (figura 8).
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Para construir el histograma se agruparon los walo
res que ocafen dentro de una unidad arbitraria de hemoglobi

na, en este caso un gramo, usando 1o media de esom valores
para grafioar la barra correspondiente, Al igual que en 1o
figura 7, en la que se graficaron los valores indiviguales,
se ve en 1la figura 8 que la concentracién de 2,3-IP0/gramo
de hemoglobina y el nivel de hemoglobina circulante no es-
t4n correlacionados, distribuyéndone el valor de las mediss

muy préximo a 30 pmoles de 2,3-IPG/g. de Hb., que en la me
dia de loso valores iniciales.

Correlaocién entre 1la cantidad de 2,3-IPG y de hemo
globine por 100 wl. de sangre. La figura 9 muestra la corre
lacién ontre la cantidaod de 2,3-IPG/100 wl. de sangre ¥y la
correspondiente cantidad de hemoglobina, En esta grifica —
se observa claramente que existe una correlacidn positiva-

{r= 0.824), entre estos dos pardmetros. La grdfica muestra
los valores promedio individuales.

Cuande ne grafican los wvalores promedio por dia la
correlacién es casi la unidnd (r= 0.9907).

Relacidén molar 2,3-IPG : hemoglobins durante el pro-

ceao de snemia. Cuando se calcula ol ndmero de micro molen
de 2,3.0PG en un ml. de sangre y el nfmero de micro moles ~
de hemoglobina en ese mismo mililitro, se encuentra gue du—
rante lon quince dfas de sangrado punrdan una relacién muy
préxima n 2511, es decir, dos micromoles de 2, 3~-UPG por mi-

cro mol de hemoglobina (tabla 1), Jeo presentan los valores
promedio por dia,
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El efecto de le anemin crénice inducide en conejonm
Nueva Zelanda blaoncos sobre los pardmetros hematoléglicon -

estudiados en este trabajo, excepto los niveles de 213-11’0.
yao ha sido determinado en trabajos unteriores.a’35'5 Losm
resultados obtenidos en esos experimentos permiten expli-

car el comportamiento seguido por dichos pardmetros.

Se hn observado en talon trabajos que el efecto del
songrado diario sobre el ndmero de oélulas rojas/ml. de -~
sengre es un deoremento pronuncindo de éste, el cual se va
amortiguando hasta alcangzar un equilibrio (figura 10, toma
dn de esos trabajos). Una explicacidn n epste fenémeno se -
puede dar en base & lo que oocurre al ndmero de células en -
un organismoc normel.

Cada df{e bajo condiciones normnles, un determinado
nimeroc de células rojme es destruddo por el sistems retf -

culo endotelisl y ese mismo nimero e repuesto por los dr-
ganos eritropoyéticos, slendo el resultado final un equi -
1librio dinémico entre el nfimero de células que se destru -
yYen y ¢l queo se foxmn.53

Al obmervar la figura 10, se puede notar que en los
primeros dfne de sangrado, ol decremento en el ndmero de -
células es muy pronunciado y despuén pe va amortigusndo -~
hasta alcanzar un equilibrio.

La etapa de desequilibrio ne puede explicer pensan
do que bajo condiciones normalen, el esti{mulo que un orga-
nismo recibe para producir células rojas, estd dado por la
mi{nima destrucoidn de éstae en cadn din. Al extraer um vo-
ldmen oonsiderable de sangre (10 ml. por kg de peso), y por
tanto tombién un nfmero considerable de células, el entimu
lo es mucho mayor gue el rnormanlmente recibido. La respues-
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ta a este estimulo tan grande no es inmediata y tarda va —~
rios dins en alemnzar su mdximo valor.

Dade que el estimulo es constante (diariamente se
extrae el simmo voltémen de sangre), la reppuests, uns vez
alcanzado el mdximo nivel de produccidn de células rojas,
se mantendrd constante a su vez.

Por pupuesto que el nimero de ¢élulas que B¢ ex ~
trae en un voldmen constante de sBangro va sjiendo menor ca_
da dfa oonforme progresa la snemia. Cuundo ol nfimero de cd
lulae én 8l voldmen de sangre que se ¢xtrae diariamente,--
es el mismo gue le mdxima capacidad extra de produccién de
célulag rojas, entonocen se ha llegndo al equilidrie (par -
te horizontal, fig. 10). A eate nuevo equilibrio se le pue
de denominar anemia estable.

Como el némero de células rojos en un wmieme orga—
nismo determina otros parfmetros hemntoldgicos {hemoglobi~
ne y hematocrito),2 »53 éatag seguirdn unn cinética seme -
jante a 1la del ndmero de célulaes rojnao en un proceso de 8ng
mia,

A pesar de que segdn se pucde vor en la figura 10,
el ndmero de células que pe extirae se igunla con €l que
produce alrededor del df{a 7 (empiezn el oquilibrie), el
hematocrito (fig., 1), presenta unp fase deo recuperacidn
posterior a este equilibrio. RBsta recupereciédn se puede -
explicar porque también se ha obaservado, que en respuesta

a la induccidn de la anemia en los conejos, aparece uma —
nueva poblacidén de célulns rojan.2'51

Be

BEsta nueva pobloeidn de célulns comparads con la-—
normal, presenta células mds grunden.Sl
Ko obstante que el nfdmero ds células se mantiene -
constunte deade el dia 7, las cflulas grandes van reemple-
zendo n las normales y por esto ol voldmen ocupadc por -
ollen v siondy mayor. El equilibrio en el hematoerito se-
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do cuando la poblacién de células normales ha sido sustitui
da por la nueva poblacién de célulap més grandes,
En el eoquilibrio cuando la poblancién de células --
grandes he reemplarzado a las normalas, el incremento de v,
ldmen de maquellas respecto a &stas e de 1.6 voces,
' Por el hecho de cambiar hacia unn poblacién de oélu

lag de mayor tamafio eute tipo de arnemia cae dgntro de la -~
clasificacifn de anemias macrocitioan.53

Lap cflulas mds grandes observodap en este tipo de
anemia también contiensn una cantidad mayor de hemoglobina.

Bn el equilibrio el incremento de énta respecto a les nor-

males en do 1,2 veces.51 Bs por ento que ln fase de recu -

peracidn para la hemoglobvina (fig. 2), es menos notable que
parsa el hematoerito (fig.l).

Dndo gque la cantidnd neta de hemoglobina se incre-
mente menos que el voldmen, el efectc final de la anemia -
inducida sobre la concentracién intracelular de hemoglobi-
ne es uns disminucién de ésta a lo lorgo del proceso, hasta

alcanzar un nuevo equilidrio cuande las células normales -
ban sido reemplazadas

0 it O

por 1lns célulnp mds grandes (f£ig.3).
De los datos obtenidos en trubajos wsnteriores y de

los recopilados en éste, se puede afirmnr gue el fendmeno-
de la anemia crénica inducida es completamente reproduci -
ble ¥ por tanto que los pardmetros e¢studiados estfin bien -
caracterizados.

Uns obscrvwcidn wuy intereonnte de lop dotos obteni
dos en este trabajo, os el hecho de que las concentrocionce
de 2,3-IFPG y de hemoglobina por mililitro de sangre, durun
te el proceso de 1ln anemin, siguen cinbticns paralelas. Ep
ta oboervacién se puede aprecirr claramente cusndo se com-
paran las figurnas 2 ¥ 4, en los que se muestran las cindti
cap sepuidas por ln hemoglobinn y el 2,3-DFG por unidad de
volémen sanguineo, respectivamento. Lo hemoglobina decrece
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notoriamente los primeros cuatro dfas de sangrado y tiende
a estabilizarae desde el guinto dfa hasta que lo logra al-

rededor del dia ocho. EBsta misma trayectoria es seguida —-
por el 2,3-IPG. :

Por lo que respecta a las concentraciones intracelu
lares de 2,3-IF0 (£ig.5) y de hemoglobina (fig.3), Se nota
que igualmente siguen oinétionn parnlelas yaque ambos valg
res disminuyen hasta alcanzar un nuevo equilibrio, el cunl
se da al final del experimento ouando la nueva poblacién -
de células ha reemplagado & las normales,

Debido @ que la hemoglobinn y el 2,3-IPG eiguen of
nfticas paralelas, 1a relacién entre estos pardmetros debe
permanecer aproximadamente constante a lo largo del procemo
de anemia. Bs por esto que la concentracién de 2,3-IPG/g de
hemoglobina (fig.6), describe aproximadamente una linea -~ -
horizontal, indicando esto que la concentruocién de 2,3-IPG
/g. de #b permanece constante durante la anemia,

Bl hecho de que la hemoglobina y el 2,3-IPG sigan
cinéticas paralelas también indica que guardun una correls
cién positive, cs= dccir, en un miemu vollmen de sangre cuan
do disminuye la hemoglobina disminuye el 2,3-DPG y vicever
sa (£ig.9). Igualmente debe suceder que cuando la hemoglo-
bina llegue al aquilidbrio, haga lo propio el 2,3-DPG. Efeg
tivamente eas lo que indican las figuras 2 y 4.

Lue cinéticas parnlelas seguidas por la hemoglobi
na y por el 2,3-0PG, indica ndemfs que sus relaciones mo-
lares deben nermanecer aproximadamente conatantes ¢ igus-

lee & la inicial. En efecto osto os lo aue se observa (ta
bla 1).

Como la concentracidn de 2,)3-DPG/g.de hemoglobl -
na permanece constante durante el procesno de la anemia

(fig.6), a pesar de que 1la cuicentracién de hemoglobina -
cambia {fig 2),indica nue estos pardmetros no cotdn corre-
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lacionados (£ig.7). Como no guardan correlacidn, no importn
come se agrupen los nivelea de hemoglobina ciroulante (fig.
8). Adn para vulores tan alarmantemente bajos como 4 g, de ~
Hb/100 ml. (25% del walor imicial), la concentracién de - -
2,3-DPG/g. de hemoglobinn no se modifioa notablemente (fig.

e

Del andAlisis anterior, gqueda claro que:

1).- La concentrucién de 2,)-IWG/g de Hb permanece
sonstante durante el proceso 4e la anemia,

2).~ La relacidn molar de 2,3-IPG & hemoglobina e¢n

de 2:1 y permanece constante durante el experimento.
3) .~ No hay correlacién alguna sntre grado de anc
min y concentracién de 2, 1-IFG.

4).- No bay una correlacién aparente entre concen
tracién de 2,3-IPG y voldmen celular,

ElL hecho de que la relacién molar 2,3-IPG:Hb no se
modifique explica porqué la concentracién de 2,3-ING/g de-
Hb desoribe una trayectoria horizontal durante el proceso-
de 18 mnsndla {(fig.6). Atendiendo a estas observaciones po-
reciera ger que en el conejo la congeniroeién de 2,3-DP0 ~
estuviera determinada por la concontracifn de hemoglobina.

Dar una explicacién a entos fendmenos resulia muy-
aiffeil dada ln pacs informncidn oon la que actuslmente se
cuenta.

Respacto al hesho de que los n..‘.veleg de 2,3-I¥G no
se modifican durante el proceso de la anemin’inducids por
sangrado en lows conejon, se podria dar una expliocacién ana
lizando las datos de la literatura,

Cuandc se calcula is relacién molar 2, 3-IPG-Hb de-
los mamfferos cuyos valoresa de e¢otos pardmetros estdn re —
portadoa,g'17'25'2g'53 ge enouentra gqua pueden per ubjicadoe
en tres grupos (tuble 2). EL primer grupo, que incluye a -
loa que cani no contienen 2,3-1PG, es decir, una relacidén ~
aproximadamente de 0:l, Un segundo grupe nue agrupa o los -
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que contienen una cantidad moderada, eas deoir, una relacidn
de 1l:1 ¥y por dltimo los que contienen uns cantidad grende,
en este oaso, una relaoidn de 2:1. Hay algunas egpegies -~
que presentan relacioneas intermedias, pero muy priximas a-
sualquiera de las tron anteriores. Kl primer grupo que in-~
cluye a lap ovejas, onbras, vacas y gatoms, presentan hemo-
globinas de beja afinidad por el oxigens y que no reaccio-
nan fuertemente ocon el 2,3-.IPG. Ia pérdides de interaccién
de la hemoglobina oon el 2,3-IPG, en el primer grupo, se -
explica en base a deleoiones de un residuo de aminodcido ~
del extremo amino terminal de las oadenas beta on sus res-
pectivers hemoglobinap; dando como resultado un incremento -
en 1a distancia intramolecular, lo cual impide la formacidn
de los enlaces salinos con el 2,3-IPG que estsebilizan la -
forma desoxigenanda la ‘hemoglc:bina.l'':“7

Bl segundo y tercer grupoas, incluyen a la mayoria
de los mam{feros hasta ahore sstudisdon, lops cunrles con -
tienen hemoglobinas con una alta afinidud por el oxfgeno,
1a cual es marcadamente reducida en vpresencia de 2,3»-1!'(}.1'1

KL eatudio de los nivelea de 2, 3-1PG durante un -
process 4e onemia, solamente se ha realizado en los carneros
{primer mpo).l

En los humwos {segundo grupo), se ha logrado tener
informacidn gracias a los estudios olinicos en personnoa

con diferentes tiposn y grados de nnauu.15'20'23’24'32
Bn este trabajo as han entudindo los niveles de 2,3-

PG en conejon (Yercer grupo), baje condiciones de anemia -
orfénioa induoida,

Los resultados obtenidoms en todos emtos trabajos, -
indican quo 1ln respuesta de los niveles de 2,3-TPG¢ a la ang
mie oy diferente en loe tres grupos. Bn las ovejas, en las
que 1n hemoglobina interactda wuy poco con el 2,3-IRG y en
los que lon niveles de &ste son muy bajlos, oe reportan in-
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crementoms de hasta 800F expresados como mmoles 2,3-IEG/g de
homglobim.l Retos inorementos se explican tomando en con~-
sideraoién que a pesar de que los niveles de 2,3-DPG en es
tos animales oon muy bajos y que la afinidnd de 1la hemoglo
bina por el 2,3-IPG es también suy bajn, la afinidad no es
cero. Por lo tanto ese incremento debe tener algén efecto
sobre 1la afinidad de la hemoglobina por sl odsem.l'r’

En los humsnos bajo condicionos nemejantes de ane -
mia 8 la de los carneroa, se han encontrado incrementos de
300% expresados como jumoles de 2,3-DPG/g de henoglobim.zo'
24 En la especie humana, los incrementom de 2,3-DPG obser—
vados on condiciones de hipoxis (exposicién a grandes altn
rog, anemias), tienen significsdos adaptativos. Bajo estas
condiciones el inoremento de 2,310 produce un desplazZa -
miento de la curva de disociscién de oxigeno a 1la derecha,
indicando esto que 1ln afinidad de 1n hemoglobina por el ——
oxfigeno se encuentra reducida.12'15'32

Bajo condiciones fisiolégicns, esto tiene mucha im
portancia ya que la homoglobina humuana podrfd ceder su ox{-

geno mds fdcilmente a lon Lej}idss jue ouando tiene una afi
nidad nomal.ls

En el conejo, en el gque nlgunns veces se llegaron
a tener concentraciones tan bajas de hemoglobina como 25%
del vulor inioecial, loo nivelos de 2,3~-DPC no s& incremen-
taron, Todo esto parece indicar que 1ln respuestu del 2,3~
PG bajo condiciones de anemia ln huce de una maners in -
versn o la concentraocidédn normnl de énte presente en los -
mam{feros,

En el carnero, el cual cani no contiene 2, 3-DPG,
el inoremento es el mdg gronde.

El huméno, con una cantidud moderada de 2, 3-TPG,

do unp respuesta que es también modernda comparativamen-
to.
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Por Gltimo el conejo, con un nivel alto de 2,3-IPG,

no presents incrementos apreciables en los niveles de este
compuesto.

En rosfimen los dnton prenentadod parccen indicar -
l{mites on la respuesta del 2,3~-DFG a 1a anemie. Bn los -
carneros & pesar de incrementarse el 2,3-DPG hasta 800%, —
en nfdmeros absolutos la relaciédn molar inioinl 2, 3-IPGiHb
es 0.014 1 1 inorementéndose hasta 0,112 : 1.1

En loe humanos la relaocidn molar mAxima gue o ha

detectndo o8 de 3 3 1.24 Siendo la relacién molar inicinl

de 1 : 1. En los humanos y en lop coarneros el incremento ~
do 2,3-TPG estd sujeto a las condiciones de hipoxia.

En el conejo con una respuesta no apreciable low -~
nivelss de 2, 3~-IPG durante un procoso de mmemia parecen

estar determinados por la concentracién de hemoglobina,
guardando unae relacidn constante de 2 : 1.

Los datos hasta aqui presentados aunados a loc que
se muestran en ls tabla 2, exigen dar un punto de vista.

En las especies de mamiferos que presentan una ree
lacidn molar 2,3-0PG : b de capi O:1, la intermcceidn de -

1z hemoglobina con el 2, 3-TPG es casi nulm pudibndone de-

cir que crtd n punto de deeaparecer el sitio alostérico de
Late. Iop dotos obtenidon en los carneros indicen gque no -
existe mucha posibilidaa d? g%z so pueda inducir algdn si-

tio de uwnién a8l 2,3-DPG, durante la anemia ya que la relo~
cibn molur mlxima eo de 0,1:1.

En los humanos en los que solamente se ha demoptra
do un sitio dcunidn enpecifico del 2,3~DPG a« la hemoglobina,
Y en los que la relacién molsr normal es de 1:1, los dnton
de la literatura permiten opinar que durante un estado de
anemin se pueden inducir hants dop nitios de unién del
2, 3~DP6 & la hemoglobina,

ya nue ne han detectado incre~ -
monton haste de 31005 expreandon como umoles de 2, -DiG/p de
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hemoglobina, es deeir una relacién molar de 3:1. En el gru
po de mamiferos que presentan una relacién molar de 11, -
tomando como ¢jemplo al humano, la interaccifn de la hemo-
globine con el 2,3-UPG os mucho mayor que la del grupn an-
terior, peroc menor que los que presentun una relacién de -
* 211 (conejo).

El conejo con una rclacién molar 2:l ¥y que presenta
una mayor interacecidn de la hemoglobina con el 2, 3114, po-
drfa tener en condioiones normales, dos sitios de unifn al
2, 3-1FG,

En caso de que la hemoglobinm de conejo no tenga -
dos sitios de wnién al 2,3-DPG, esto indicarfa que aste 41
timo estarin cumpliendo un papel diferente de los que ya —
se han mencionado.

Resulta diffcil comprender que de no existir mas -
de un sitio de unién al 2, 3-IPG, uno gran cantidad de éste
pueds estar libre en el interior de las células rojas del
conejo normal y anémico, as{ como del humano anémico, y el
pignificado fisioléglco que ello pudiera tener. Un exceso

de 2,3-I¥G inhibe la hexoquinasa, la 2,3-DPC mutasa y bojs

el pH intraeritrocftico por efecto del equilibrio de Donnen
1,6,234

De por cierto que una buenn cantidad de 2,3-DPG se
encontrura libre, implicaria que 1la giucdlisis en los Gong
Jos nowanlen y anémicos asi como ¢n los humanos anémicos,
Be encontror{n aumentada, que 1la ?,3-DPG mutasa fuern més
activa quo lu foefatasa, 4 que la 2, 3-IPG mutasa no fuera
inhibide por producto,

Ey diffcil cxplicar las altns concentraciones de -

2,3-0PG en los conejos, en los huminos :anémicos y en las -

otras ospecies de munfferos que tienen unu relacién molar
de 231, suponiendo un sélo sitio do unidn a aquel, Tembién
es diffcil oxplicar el hecho de que en los cinos de anemin
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severa (254 del nivel inicial de hemoglobina), en los cone
jos no.se incrementen los niveles de ese metabolito. Tal -
vez €l hecho de ln apnriecién de une nuevn poblaciédn de
c¢élulas mds grandes en los conejos, tengn algin significa~

do fisiolégico en relancién con la explioacidn que se trata
de dar a este fenémeno.

Los datos anteriormente presunimdos nos hacen ver
que debemos de tener cuidado de no tratar de extrapolar -
los resultados obtenidos con ol mecanismo de control de la
concentracién de 2,3-DPG en los humnnos, hacia todos los -
mumiferos.

Resultados complementarics n los de este trabajo,-
non sido obtenidos por otros investigadores, Durante el -
proceso de la anemia inducida con fenilhidrazine, wssociada
con reticulocitosis (10-50% de reticulocitos), en conejos,
Brewer y sus colaboradores encontraron muy poco cfecto de
dicha anemia sobre la curva de disocciacidén de oxfgeno, in-
dicando esto, que la afinidnd de 1la hemoglobina por éste,
no ae modifica durante la anemia en los conejoo.15

En la onemia inducida por sangrudo también se ha -
observado unn reticulocitosis, con un mdximo de 35%, que -
se alcanza el séptimo dfa de sangredo y después se mantiene
sproximadumente constante hasta el final del experimento.51

de spabe que los reticulocitos humanos contienen -
nivelen mds bajon de 2,3-DPG que los aritrocitos msuluros.15

Por otro lndo se sabe que loo reticulocitos de co-
nejo ticnen menos hemoglobina que lon eritrocitos.51

Como 1i relncifn molar 2,3-DPGiHb no se modificéd -
durante el procesc de la anemia en los conejos hechos ané-
micos por sangrado, no obstante el 15% de reticulocitos, -
es muy probahle que la relaciédn molor 2,3-DPG:Hb tanto en
log reticuwlocitor como en los eritrocitos, sea la misma.

Dndo que ln relacidn molar ?2,3-DPG:lb podrin ser -
igunl en oritrocitos y reticulociton, 1la nfinidad de 1la
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hemoglobina por el oxfgeno debe permanecer invariable duran
te el proceso de 1o anemia,

Por lo tunto deben existir otros mecanismon que per
mitan una oxigenacién adecusda en los conejos, sin modifi-
car la afinidad de la hemoglobinn por el oxigeno,

Como se puede notar, ol conejo en un organismo ex—
celente pars utilizarlo como modelo de estudio de los fenf
menos que se han i1do mencionando o travée de egte trabajo.

Ag{ pues, los recoultados y puntos de vista aqui -
presentados, han de conniderarse como el punto de partida
para desarrollar nuevas investignciones que ayudon a con-

testar las preguntas que explfcita & implfcitamente agul
se plantean.
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RESUMEN Y ESPECULACIONES

En este trabajo ose presentsn los resultados obteni
dos de la induccién de¢ ln nnemia en conejos, por la remo, «
cién diaria de un vollmon oonstante de sengre durante quin
ce dias. Ante es¥a inducoidn, la cantided de hemoglobina y
de 2,3-DPG decrecen rdpidamente. En el séptimo dfe de san-
grado, aproximadamente, cotos pardmetroe alcanzen un equi-
librioc. El parnlelismo entre las cinltiocas seguidas por -
dichos pardmetros parece indicar que uno determina al otro.
En este enso parece ser que la cantidad de hemoglobinu de~
termina s 1la de 2,3-1PG.

: Fse mismo paralelismo determina que la concentra-—

cién de 2,3-DPG/gr. do hemoglobine no cembie durante el -~
proceso de la anemia.

Fl conejo con una relacién molar 2,3-DPGiHb de 251

y una hemoglobina muy offn por el oxfgeno, parece poscer -
una hemoglobina con dos sitios de unifn nl 2,3-DPG.

Bl hecho de que la concentracién de 2, 3-DPG/gr. de

hemoglobina no cambie durante ln anomis on los conejos, -

purece indicar la imposibilided de la induccidn de algén -

otro sitio de unidn ol 2,3-DPG, m difercncin del humano en
el que bnjo comdiciones

neg

de hipoxiu me han reportado incre-
menton de hasta 3004, indieando esto unn relacién molnr

2,2-UPGtHb de 3:1 y por lo tanto indicando tembién la posi
bilidad dec induceidn de nuevos sition al 2,3~DFG, bujn con
diciones de anemis.

La posgibilidnd de 1la exinloncia de dos sition de ~
unibn al 2,3-DPG en la hemoglobinn de conejo duberd ser
analizoda como eontinuacidn de ente trabajo.
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Pigura L. Variacidn de el hemntocrito en respuesta
a 1n induceidn de anemia por remociédn diaria de un voldmen
conntante de sangre. Se muectra 1n media (o) y 1o desvie-
cidrn cutdndar (I). Lu 1fnew o98)idn wie lon valores prome-

dio obtenidos de 36 determinaciones por duplicado por
dfn,
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Flgura 2. Efecto de la induccién de la anemia por -
sangrado diario sobre la concentraciédn de hemoglobina por
100 mililitros de sangre. Se muestra la medie (o) y la dens-
viacién estdndar (I). Lo linea a6lida une los valores pro-

medio obtenidos de 3-6 determinaciones por duplicade por -
afn, '
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Pigura 3. Influencia de la remocién diaria de un -
vollimen constante de sangre sobre la concentracién intre-
celular de hemoglobina. No oo muestra desviacién esténdar,
debido & que estd graficado ¢l cociente del valor promedio

de hemoglobina entre c¢l volor promedio del hematocrito en
cada dia,
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Mgura 4. Efecto de la anemis inducida sobre 1a con
centracidn de 2,3-IPG/ml. de¢ sangre, Se muestrn le medin -
{0) ¥ la desvincién estdndar (I). La 1fnen oélida une los

valores promedio obtonides de 3-6 determinnciones por du-
plicado por dfa.
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Mgura 5. Variacién de la concentracién intracelulsar
de 2,3-DPG, en respuesta a la remocién diaria de un volfmen
conatante de sangre. Se muestra la modia (o) y la desvia -
cidn estdndar (I). Lo linoa sélida une los valores promedio
obtenidos e 3.6 determinuciones por duplicado cada dfa, de

la concentracién de 2,3-DPG/ml. de sungre en relacidn con -
el hematocrito.
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Mgure 6. Influencia de la anemin crénica inducidn -
sobre la concentracidn de 2,3-IPG/gr. de hemoglobina, Seo -~
muestra In medin (o) y la desviacién esténdar (I). Lo linca
861lida unc los vnlores promedio obtenidos de 3-6 determinn..
ciones por duplicedo cada dfa,de 1la concentracién de 2,3 -

DPG/ml. de sangre en relacién con la concentracién de hemo
globina.
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Pigura 7. Correlacidn entre 1o concentraocién de 2,3-
DPG/gr. de hemoglobinn y los nivelen de hemoglobina circu—
lante (yr./100 ml. de sangre). Coadn circulo representa el -
promedio do un valor individunl. Lon valores comprendidos
entre 14 y 17 gramos de hemnr~lobina/100 ml. de sangre, co-
rresponden a loa vnlores inicinles (normales) de 2,3-DPG/pr.

de hemopglobina. EL {ndice de correlncisn parn el conjunto -
de puntos es de 0.153 (r = 0.15}3).
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Pirura 8, Correlacién en forma de histograma de la
concentrucién de 2,3~DrG/gr. de hemoglobina y la concen-
trocifn do nta. La cifra inserto en ceds barra represel
tn el némero de valores que cayeron en cada intervalo.
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Pigura 9. Correlacién entre 1la concentracién de 2,3-
DPG/100 ml. de sangre y el nivel de hemoglobina circulante

{er./100 ml. de sangre). Cada punto representa el promedio
de un valor individual,

El fndice de correlncidn que le corresponde al con-
= 0.824, n = 67)
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Pigura 10, Zfecto de la remocidn diarin de 30 ml. de
sangre nobre el ndmero de células rojun por ml., de la misma,
en un conejo de 3 kg. de peso.

Tomada da Valdéas Lépez, V.M. (1977).
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TABLA 1.~ Relacién molar 2,3-IPG:hemoglobina durante el -~

proceso de anemia por sangrado en conejos Nueve Zelanda -
blancos. :

pia de pmolen de 2,3~ pmoles de hemo  jumoles de 2,3~
sangrade DPG/ml. de sun globina/ml. de

PG/pmole de -
gre. sangre hemoglobina
1 4.44 2.31 1.922
2 3.94 1,98 1.990
3 3.13 1.50 2.086
4 2.74 1.34 2,038
5 2.45 1.24 2.149
6 2.48 1.19 2,084
1 2.44 1.19 2,121
8 2.49 1.24 2.008
9 2,46 1.23 2.000
10 2.91 1.26 2.039
11 2.A2 1.20 2.016
12 2,38 ) 1,23 1.934
13 2.55 1.21 2.107
L4 2.70 1.27 2.125
19 2.70 1.2% 2.160

Se muestran los valores promedio de 3-6 determina~
c¢ioneo por duplicando por dia.
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TABLA 2.- Relacién molar 2,3-DPG:Hb de aigunas'aspecies de mamiferos no;nalea.
Los datos presentados en &sta tabla han sidoe calculados & partir de la concen
tracidén milimolar de 2, 3-DPG, hemoglobina y hematocrito recopilados em 9,17,25,
29,38 y 53. Debido a la diversidad de las fuentes de datos, &stos han de consi-

derarae como aproximndos.
jmmoles Relacién

Reoles
Nombre cientffico 2,3-7°G/ Hb/ml. molar 2,3-
ml.sangre sangre DPG/HD

Nombre comdn

Cabra Capra hircus 0.029 1.680 0.017:1
Ciervo Odocoileus virginianus 0.041 2.100 0.019:1
Yaca Bos taurus 0.040 2.050 0,020:1
Oveja Ovis aries 0.038 1.818 0.020:1
Gato Pelig catus 0.253 1.893 0.133:1
Suanaco lema puanicoe 1,330 2,272 0.586:1
Capuchine cara blanca Cebus elbifrons 1.720 2.180 0.800:1
Llama Lama glema 1.961 2,260 0.870:1
¥oro ardilla Saimiri sciureus 1.848 2,000 0.924:1
Zarigueya Dideiphis marsupislis 2.142 2,272 0.945:1
Hombre Homo sepiens 2,256 2.270 0.997:1
Jimster Fesoericetus auratus 2.622 2.240 1.170:1
¥ono rhesus ¥acaca mulatta 2,184 1.864 1.170:1
Saballo Squus caballus 2,430 1.970 1.23322
Zorrillo rayado Mephitis mephitis 2.880 2.290 1.257:1
Cuyo Cavia porcellus 2.623 2.030 1.292:1
Ferro Canis familiaris 3.243 2,500 1.300:1
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T4BLA 2 (Continuacién)

Martuchsa
Burén

Gélago de cola gruesa
karmote

Rate de laboretorio
Jerbillo

Fono lanudo

Conejo

Cerdo

¥ono btho

Ratén comfn

Potos flavus
Rustela putorius
Galago cressicaudata

Farmote monax
Rattus norvegicus
Gerbillus pgerbillus
Lagothrix lagothricha
Oryctolagus cuniculus
Sus scrofa

Aotug trivirpatus
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2.268
3.213
3.400
3.600
3.960
4.042
3.230
4.440
4.800
4.788
4.770

1.651
2,300
2,015
2,100
24300
2.270
1.727
2,280
2.320
2.160
2.150

1.374:1
1.397:1
1.687:1
1.714;1
1.722:1
1,800:1
1.870:1
1.850:1
2,070:1
2.2310:1
2,220:1
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