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INTRODUCCION

Los estudios comparativos en los seres vivos, pueden pro
" porcionar valiosa informacidn sobre aspectos filogenéticos, evo
lutivos, etc.

La Bioguimica Comparada ha hecho importantes contribuciog
nes gue han permitido conocer la generalidad de algunos aspec—-
tos y la particularidad de otros. Desde el punto de vista hema~
tolbégico, ha vertido datos que han derivado en el conocimiento-
de una buena parte de las caracteristicas del tejido sanguineo-
en los vertebrados (Rapoport y Guest, 1941; Harkness et al., —--

1969; Metcalfe y Dhinsa, 1970; Bunn et al., 1974).

No obstante que se conoce con cierta precisién la biogui
mica de dicho tejido, los aspectos relacionados con la regula--—
cibn Ae sus propiedades oxigenadoras, no estin suficientemente-
claros. El compuesto que ha sido involucrado como responsable -
de tal regulacibén es el 2,3-DPG (Benesch y Benesch, 1967; Chanu.
tin y Curnish, 1967; Benesch et al., 1968; Benesch y Benesch, -
1970).

Antecedentes scbre el papel del 2,3-DPG como regulador -

de la funcibn de la hemoglobina., Ya para el aflo de 1920, se sa-

bia que la afinidad de la hemoglobiné por el oxigeno era menor-
en el interior de las células rojas gue en un hemolizado (Bar--
croft, 1920)., Este hecho preocupd a los investigadores del cam-

po en aquella época, llevdndolos a proponer que deberia existir



una’tercera sustancia que formara parte integrante del complejo
" oxigeno~hemoglobina .

Bn 1925 Greenwald encontrd altas concentraciones de 2,3~
‘DPG en las células rojas del cerdo (Greenwald, 1925). Algunos -
afios m&s tarde, en 1941 Rapoport y Guest reportaron gue el hom-
bre y otras especies de mamiferos también contenian concentra-—
ciones considerables de este metabolito (Rapoport y Guest,1941).
A partir de entonces se han reportado altas concentfaciones de
2,3-DPG en otros téntos mamiferos (Harkness et al., 1969; Bar--
tlett, 1970; Bunn et al., 1974).

Ia justificacidn para la presencia de los altos niveles-
de 2,3-DPG, permanecia inexplicable, hasta que en 1967 Benesch-
y Benesch asi como Chanutin y Curnish reportaron independien-
tementé que la afinidad por el oxigeno de soluciones diluidas -
de hemoglobina humana, podia ser alterada por la adicibén de - =
2,3-DPG, sugiriendo que este metabholito servia como regulador -
de la afinidad de la hemoglobina por el oxfigeno (Benesch y Be--
nesch, 1967; Chanutin y Curnish, 1967).

Un afio mds tarde, en 1968 tal hallazgo fue confirmado en
los eritrocitos intactos por Engel y Duc, guienes observaron un
desplazamiento de la curva de disociacibn de oxigeno hacia la -
izquierda (mayor afinidad), en muestras de sangre en las que re
dujeron los niveles de 2,3-DPG con yodoacetato (inhibidor de la

formacidbn glucolitica del 2,3-DPG) (Engel y Duec, 1968).



Posterioxmente se hicieron estudios semejantes en los que
se redujeron los niveles de 2,3-DPC con bisulfito de sodio, en--
contrlndese el mismo resultado, es decir, una mayor afinidad de-
la hemoglobina por el oxigeno. En estos mismos estudios se incre
mentd la concentracibdn de dicho metabolito, incubando los eritro
citos en presencia de inosina, dando como resultado el caso con-
trario, es decir, una menor afinidad por el oxfgeno (Lian et al.,
1971). Todos estos datos indican que efectivamente el 2,3-DPG es
un metabolito inﬁélucrado en la regulacibn de la afinidad de la-
hemoglobina por el oxigeno en los humanos.

Interaccidn del 2,3-DPG con la _hemoglobina. En log huma-—~

nos el 2,3-difosfoglicerato se une a la deoxihemoglobina en una-
relacidn molar de 1:1, es decir, un mol de 2,3-DPG por mol de --
tetrémeros de desoxihemoglobina (Benesch et al.,1968; Benesch y-
Benesch, 1970).

Dada la caracteristica tetramérica de la hemoglobina se =~
esperarian por lo menos dos centros de unibn al 2,3-DPG, sin em—
bargo sdlo se ha demostrado uno, situéndose éste en la regibn --
del eje de simetria de la cavidad central gue queda entre las --
cadenas beta (Axnone, 1972).

Durante la desoxigenacibn se forman ocho enlaces salinos-—
que estabilizan la forma tensa (T) de la hemoglobina. Esta es- -
tructura presenta la particularidad de favorecer la orientacidn-

hacia la cavidad centxal; del grupo alfa amino, la lisina EFG -—



residuo #82) v la histidina H8 (residuo #143),de cada una de las
cadenas beta (Arnone, 1972). la orientacidén de estos residuos da
. como resultado la creacidn de un sitio alostérico para el 2,3-DP
G. (Fig. A-1).

A pH fisiolbgico (7.4), el 2,3-DPG se encuentra cargado -
negativamente y es estereoquimicamente affin al agrupamiento de-
los seis residuos antes mencionados, los cuales a ese pH se en-e
cuentran cargados positivamente. El resultado de tal interaccibn
es la formacibn dé seis enlaces salinos adicionales a los otros-
ocho, formé&ndose un complejo 2,3-DPG - desoxihemoglobina con una
estabilidad considerable (Arnone, 1972; Kilmartin, 1976). (Fig.A
-2)

La estabilizacidn adicional de la forma tensa de la hemo-
globina por el 2,3-DPG, explica la importancia de este compuesto

en la regulacidn de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

B

His 2
DPG ;
a-NHy*
Lis 82

Hb143§§%;;

Fig.A-1 Modelo a baja resolucibn de la hemoglobina humana. En-
negro se muestran las cadenas beta y en blanco lase .
Fig.A~2 Detalles del sitio de unibén del 2,3-DPG.

GiTio de unidn dol DPG



Para que se lleve a cabo la oxigenacibn es necesario que
se rompan los catorce enlaces salinos, proceso que consume 40 =
.kcal/mol, en presencia de 2,3-DPG.

En ausencia de este compuesto, el proceso requiere de -~

Ginicamente 27 kcal/mol, es decir, cuando la desoxihemoglobina -

estd cargada con 2,3-DPG se necesitan 13 kcal/mol adicionales -
para pasar de la forma tensa sobre estabilizada por el 2,3-DPG,
a la forma relajada (R), para que la hemoglobina se pueda oxige
nar. Esto explica.la reduccidn de la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno, en presencia de 2,3-DPG (Benesch y Benesch, 1970).
Bl 2,3-DPG reduce la afinidad de la hemoglobina por el -
oxigeno sin modificar apreciablemente el mecanismo de oxigena--—
cibn, tal como lo indica el desplazamiento de la curva de diso-
ciacidn (modificacién de la posicibn de la curva), sin perder -
su forma sigmoidea {Benesch y Benesch, 1970; Tyuma y Shimizu, -

1970). (Fig. B)

No DPG

Con DPG

Saturaclén (Y]
T

log (p03)

Fig. B.Curvas de disociacibn de oxfigeno en ausencia y en presen
cia de 2.3 - DPG,



Bioguimica del 2,3-DPG. El 2,3-difosfoglicerato es un de-

rivado del 4cido glicérico, que a su vez es un derivado del gli-
~cerol. El 2,3-DPG presenta una funcibn carboxilo en el &tomo de-

carbono #1 y dos grupos fosfoéster en los carbonos 2 y 3 (Fig.C)

co0
| =
H—c|:-0P03

Hz-C—OPOg

2,3 .0PG

Fig.C Férmula del 2,3-DPG en su forma diso=
ciada.

‘ El 2,3-DPG es un intermediario de la vfa glucolitica,glu
colisis 6 Ruta de Embden ~ Meyerhof. (Fig D)

El 2,3-difosfoglicerato se sintetiza y se degrada como -
una desviacibn de la via glucolitica, en el paso de 1,3-difosfo
glicerato (1,3-DPG) a 3-fosfoglicerato (3-PG). Esta desviacibn-~
fue descubjerta en 1950 por J. Luebering y S. Rapoport, déndose
le entonces el nombre de Ciclo de Luebering - Rapoport. También
se le conoce como Ciclo del Fosfoglicerato o desviacidn de la -
via glucolitica (Rapoport y ILuebering, 1950). (Fig. E)

Se ha calculado que aproximadamente un 20% de la glucblj

sis se desvia en este ciclo, en el eritrocito humano bajo condi

ciones normales (Duhm et al., 1968; Brand y Quadflieg, 1977; --



Glucosg

ATP
ADP

Glucosa 6-fosfato

Fructosa 6.fosfato
ATP
ADP

Fructosa [,6difosfato

[ )

Dihidroxiacefona ____.________. Gliceraldehido

=

fosfato 3+osfato

L NAD*  P;
VNADH 4 He
l,3-Difos foglicerato

ADP
NATP

3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato
H20
Fosfoenolpiruvale

CA op

ATP

Piruvoto

Fig. D. Via glucolitica 6 ruta de Embden-Meyerhof




Fig.E Ciclo del Fosfoclicerato.

Mecanismo de la desviacibn de la via glucolitica.

Formacidn de 2,3-DPG a partir de 1,3-DPG. Ia enzima invo

lucrada en esta reaccibn es la difosfoglicerato mutasa (DPGM),-
la cual convierte al 1,3-DPG en 2,3-DPG. Esta reaccidén de muta-
sa reqguiere de 3-fosfoglicerato como aceptor de un grupo fosfa-
to (Rose, 1968).

La mutasa capta simultdneamente 1,3-DPG y 3-PG. En este-
complejo ternario, se transfiere un grupo fosfato desde el car-—

bono #1 del 1,3-DPG al carbono #2 del 3-fosfoglicerato (Fig. F)?

oo~ COOPOy coo oo™
! . ool DFGMy . | .
H~C—OH H-—(I:—-OH -—W;-; H=C—0P03 + H-?—0H
Hs-C—0POy  Hx-C—O0PO; HyC~0POZ  Hz-C— 070§

3 PG, 1,3 076, 2,3 DPG. 3 PG,



" Degradacidn del 2,3-DPG por la 2,3-DPG fosfatasa. En es-

‘ta reacecibn el 2,3-DPG es hidrolizado a 3~fosfoglicerato, regre--

séndose de esta manera a la via glucolitica (Fig. G):

coo (I:oa'
| . 2,303 nm
H—(I:—OP03 + H,0 -;;}Eo;.r":;;-b H—-(ll—OH + HPOL
HsC—OPC3 Hy—C— OFO3
2,3 DPG. 3 PG.

Es importante hacer notar que en esta desviacidn de la glu
cblisis, al impedirse el paso directo de 1,3-DPG a 3-PG, se esti-~
impidiendo a su vez la formacibn de una molécula de ATP, Desde el
punto de vista de la economia celular, el c¢iclo del fosfoglicera-
to pareceto parece ir en detrimento de ésta, debido a qué se esté
perdiendo una molécula de ATP,

A pesar de que en esta serie de reacciones se estd sacrifi
cando energia, este ciclo estd justificado ya que sblamente en es
ta desviacibn de la glucbdlisis, es donde se sintetiza el 2,3-DPG.
Este metabolito ademis de ser un regulador de la hemoglobina, tam-
bién participa como acarreador de un grupo fosfato en el paso de-
3-fosfoglicerato a 2~fosfoglicerato. Es importante también su par
ticipacidbn como reguladoxr de la glucbHlisis. Un exceso de 2,3~DPG

libre inhibe a la hexoguinasa y a la propia enzima que lo sinteti
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za (DPGM) (Rose, 1968; 1970)

Importancia £isiolbgica del 2,3-DPG. El hecho de que exis
. ta una molécula gue regule la funcién de la hemoglobina, disminu
yvendo la afinidad de &sta por el oxigeno, tiene una gran impor--
tancia fisiolbyica. Observaciones hechasg en el hombre y en el --
carnero indican que bajo condiciones de anemia, o de otros tipos
de hipoxia, los niveles de 2,3-DPG se incrementan, provocando =-
una disminucidn de la afinidad de la hemoglcbina por el oxigeno-
y aumentando la eficiencia en la entrega de éste a los tejidos.-
(Agar et al., 1977; MacDonald, 1977).

Sélamente en los mamiferos se han detectado altas concen-
traciones de 2,3-DPG, Otros fosfatos orgédnicos pueden jugar el -
mismo papel gue el 2,3-DPG de los mamiferos, en las otras clases
de vertebrados. Por ejemplo en los peces, anfibios y la mayoria-
de los reptiles, el ATP es el fosfato orgénico mds abundante, —-
mientras que en algunos reptileé vy en lag aves lo es el inositol
pentafosfato (Steward y Tate, 1969; Bartlett, 1970; Bunn et al,

1974; Petschow et al., 1977).

Estudios hechos en el hombre indican que bajo condiciones
patoldégicas caracterizadas por una hipoxia, tales como: enferme-
dades pulmonares crbnicas, enfermedad del corazbn cianbtico, in-
suficiencia cardiaca, anemia falciforme y anemia cr®énica, los ni
veles de 2,3-DPG se encuentran incrementados (Astrup, 1970; Cha-~

rache et _al., 1970; Eaton et al., 1970; Lenfant et al., 1970a; -




m_iivx-;

i'19705;‘Brewer y ‘Eaton, 1971; Brain, 1972).
o La concentracibn de 2,3-DPG en los humancs parece reséog
" der a la demanda de oxigeno.

En una muestra de individuos normales, se encontrd que -
el nivel de hemoglobina circulante (presumiblemente una aproxi-
macidn de la capacidad potencial de la oxigenacibn de los teji-
dos) y el nivel de 2,3-DPG estaban correlacionados negativamen-

te. {Lenfant et al., 1970a). Este mismo fenbmeno se obsexrvd en-

una muestra de paéientes con una variedad de desérdenes clini--
cos asociados con cambios en la curva de disociacidn de oxigeno
(Eaton, 1970): Lenfant et al., 1970a; Minakami, 1975).

En condiciones caracterizadas por anemia severa, s¢ han-
repoftado incrementos de més de 150% en los niveles de 2,3-DPG,
expresados como}mmles de 2,3-DPG/ml. de células rojas empaca--
das y hasta 300% como Pmoles/@. de hemoglobina (Charache et al.,
1970; Eaton et al., 1970).

En un estudio hecho en carnéros en los gue se indujo una
anemia severa mediante la extraccibdn de aproximadamente un 10%-
de la sangre total durante 4 dias, se observaron incrementos de
hasta 800% en los niveles de 2,3-DPG expresados como pmoles/g.-
de hemoglobina. Este incremento se did cuando los valores de hg
moglobina decrecieron a un 50% del nivel normal (Agar et al., =~
1977).

En otros experimentos semejantes, hechos también en car-

neros, en los que se produjo una Gnica extraccidn del 20% de la
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sangre total, se produjo un incremento de 1900% en los niveles -~
de 2,3-DPG expresados como Pmoles/g. de hemoglobina. (Studzinski,
.1980).

En estudlios realizados en humanos para determinar la res-
puesta de los niveles de 2,3-DPG ante un estado de hipoxia por -
exposicién a grandes alturas, Se encontrd que habfa un incremen-—
to de los valores de este compuesto,en personas que habfan ascen
dido desde el nivel del mar hasta los 4500 m. Se calculd que el-
incremento se empézé a dar a las seis horas de iniciado el ascen
so. El caso contrario se observd cuando nativos del lugar de as-
censo descendieron al nivel del mar. En el ascenso se encontrbd -
un corrimiento de la curva de disociacidn de oxigeno hacia la de
recha (menor afinidad) y en el descenso ¢l caso contrario (Len--
fant et al., 1968; 1970b).

Experimentos equivalentes, hechos en ratas sometidas a --
una hipoxia, mediante la exposicibn a ambientes con una concen=-
tracidn de oxigeno disminuida, simulando con esto las condicio-=—
nes de las grandes alturas; se observé que el 2,3~DPG se incre--
mentd al disminuir la proporcidn de oxigeno en el aire del am~ -

biente (Gerlach et al., 1970).

En otro trabajo, en el qgue se usaron ratas también y en -
el que la altura se simula con una cdmara hipob&drica, se observd
un fendmeno semejante, es decir, cuando se disminuyd la presibn-

en la cémara, se incremento el 2,3-DPG después de 4 dias bajo -~
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esas condiciones (Costa y Martin, 1976).

Importancia clinica del 2,3-DPG., El nivel de 2,3-DPG en ~

;los casos de pacientes con alglin desorden clinico asociado con --
una hipoxia, es muy importante para diagnosticar la severidad ~-
del caso. Por otro lado, durante el almacenamiento de la sangre-
en 4cido-citrato dextrosa (ACD), los niveles de 2,3~DPG disminu-
ven al mismo tiempo que aumenta la afinidad de la hemoglobina --
por el oxigeno, lo cual es de una gran importancia clinica. Si -
se d& a un paciente un vollmen considerable de sangre con una al
ta afinidad por el oxigeno, la cantidad de éste cedida a los te-
jidos puede ser comprometedocra (Dawson, 1970; Shields et al.,- -
1970; Papadopoulos et al., 1971).

Los eritrocitos transfundidos que han quedado completamepn
te vacios de 2,3-DPG, pueden recuperar el 50% de su nivel normal
en 24 horas (Valeri y Fortier, 1970). Si se transfunde‘sangre -
exenta de 2,3-DPG, la recuperacidn de los valores normales puede
no ser lo suficientemente ré&pida como para ser efectiva en un pa
ciente severamente enfermo. Asi que lo recomendable es transfun-
dir sangre con al menos su nivel normal de 2,3-DPG (Papadopollos
et al., 1971).

La disminucidn del nivel normal de 2,3-DPG en la sangre -
almacenada, puede prevenirse si al medio en que se encuentran --
las células se les agrega fluoruro, adenosina y piruvato (Loos y

Prins, 1971) & glucosa, fosfato inorgénico e inasina (Valeri y -



RV

Fortier, 1970). Estos nuclebsidos no cargados (Adenosina e Ino-
sina), pueden atravesar la membrana del eritrocito y su porcibn
" ribosa, quedar convertida en 2,3-DPG, mediante la via colateral
de las pentosas fosfato.

Una hidrBlisis del nuclebsido en el enlace base-azficar,
produce base libre y azfcar libre. Una fosforilacibn en el car-—
bono #5 de la ribosa genera ribosa-5 fosfato, la cual en presen
cia de xilulosa~5 fosfato y por accibn de la transcetolasza pro-
duce gliceraldehido 3-fosfato y sedoheptulosa 7-fosfato. EL gli
ceraldehido 3~fosfatoc entra a la glucblisis, la cual en el paso
de 1,3-DPG a 3-PG, se desvia para formar el 2,3-DPG (Brewer y -

Faton, 1971; Brand y Quadflieg, 1977).

. Factores gque requlan la concentracibédn de 2,3-DPG.

1).~ Ia concentracidn de 2,3-DPG misma. Un mecanismo de-~

retroinhibicibn opera sobre la 2,3-DPG mutasa (DPGM). Esta enzi
ma presenta la caracteristica de ser muy sensible a la inhibi~-
cibén por producto (Rose, 1968).

En las células no eritrocfiticas, el 2,3-DPG funciona co-
mo acarreador de un grupo fosforilo en el paso de 3-PG a 2-PG -
durante la glucdlisis y como regulador de algunas enzimas de la
misma, tales como la hexoguinasa, la piruvato quinasa y la 2,3-
DPG mutasa. Para cumplir con estos papeles solamente se requie-

re de cantidades minGsculas de 2,3~DPG libre. Es por ello que -
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las células no eritrociticas poseen cantidades muy pequefias de=
este metabolito (Rapoport y Iuebering, 1950; Rose, 1968; 1970).

En los eritrocitos, el 2,3-DPG también funciona como aca
rreador de fosfato y como regulador en la glucdlisis, pero ade-
mas regula en su funcibn a la hemoglobina.

La 2,3-DPG mutasa de los eritrositos también es inhibida
por producto, sin embargo, en estas células el 2,3-DPG interac-—
ciona con la desoxihemoglobina. Asi que para inhibir a la DPGM-
se requiere que eété presente una cantidad apropiada de 2,3-DPG
libre.

Como la hemoglobina es el compuesto m&s abundante del -~
eritrocito, para gue el 2,3-DPG se encuentre libre, se requiere
que haya una cantidad de 2,3-DPG un poco mayor a la de desoxihe
moglobina. Esto explica los altos niveles de 2,3~DPG presentes-
en la mayoria de los mamiferos (Greenwald, 1925; Rapoport y - -
Guest, 1941; Harkness et al., 1969; Bartlett, 1970; Bunn et al.,
1974).

2}.- Concentracibn de hidrogeniones (pH). En una situa--

cidn de alcalosis, la velocidad de la glucbdlisis se encuentra -
incrementada ¥ la actividad de la 2,3-DPG fosfatasa disminuida,
siendo el resultado f£inal una acumulacidén de 2,3-DPG. Esta es -
precisamente la situacidn gue se presenta durante el ascenso a-
grandes alturas (Lenfant et al., 1968; 1970a; 1970b),

Si antes del ascenso se administra un firmaco (Diamox),-

que mantenga al pH sanguineo por debajo del noxrmal, el 2,3-DPG-
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no se incrementa, sin embargo la afinidad de la hemoglobina por
el oxigeno estd disminuida (Lenfant et al., 1970b).

En la acidosis sucede lo contrario, es decir, la glucbli
sis se decrementa y la fosfatasa se activa, dando como resulta-
do una disminucidn de la concentracién de 2,3-DPG ({Astrup,1970;
Lenfant et al., 1970a; Minakami et al, 1975; Badwey y Westhead,
1976).

Estudios in vitro hechos con eritrocitos intactos confiyx
man la relacibn entre los niveles de 2,3-DPG y los cambios de -
pH (Rapoport et al., 1977a; 1977b).

De todos estos datos se puede inferir que existe una es-
trecha relacibn entre el pH y los posibles cambios en los nive-
les de 2,3-DPG, como lo demuestra el hecho de que manteniendo -
el pH por debajo de 7.4, previo al ascenso, el 2,3-DPG no se in
crementa. Por otro lado la afinidad de hemoglobina pof el oxige
no si se encuentra disminuida, indicando que el pH y el 2,3~DPG
son los responsables de los cambios de dicha afinidad en los hu
manos.

A los cambios de la afinidad de la hemoglobina por el ~--
oxigeno debido a variaciones en el pH se le llama efecto Bohr.

La disminucidn de la afinidad de la hemoglobina por el -~
oxigeno por efecto de los protones, se explica porque estos (il-
timos estabilizan la forma tensa de la hemoglobina (desoxihemo-

globina), siendo éste un efecto semejante al producido por el -
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.~ 2,3-DPG (Perutz, 1978).

Este aparente sinergismo entre el 2,3-DFG y los protones,
" ha sido demostrado in vitro al medir la constante de velocidad-~
de la desoxigenacibn de la hemoglobina humana {(de alguna manera
indica la velocidad con la que la forma tensa estd siendo esta-
bilizada), bajo condiciones de pH extracelular constante y 2,3~
DPG variable o viceversa. Se encontrb que a pH fisiolbgico cong
tante, cantidades crecientes de 2,3-DPG aumentaban la velocidad
hasta un méximo cuando las concentraciones de 2,3-DPG y hemoglo
bina eran iguales. Cantidades mayores de 2,3-DPG no tuvieron --
ningln efecto. Sin embargo cuando se permitid gue el pH variara,
cantidades de 2,3-DPG por arriba del equimolar aumentaron la ve
locidad de desoxigenacidn comparada con las condiciones de pH -
constante,

Fl 2,3-DPG como ya se ha mencionado, a pH fisidlégico se
encuentra cargado negativamente, siendo entonces un anidn no peg
netrante. Un incremento en la concentracidn de 2,3-DPG, produce
una baja del pH intraeritrocitico por efecto del equilibrioc de-

Donnan (Salhany et al., 1971).

Experimentos hechos con hemoglobina humana aislada, han-~
confirmade la estrecha relacibn entre los niveles de 2,3-~DPG y~

el efecto Bohr {(Caldwell et al., 1971; De Bruin et al., 1971).

Todo lo anterior parece indicar que la magnitud de los -

cambios en la concentracidn de 2,3-~DRG estd limitada por varia-
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cilones en el pH y por la inhibiciédn por producto de la 2,3-DPG -
mutasa (Brewer y Eaton, 1971; Badwey y Westhead, 1976; MacDonald,
1977).

3).- Concentracibn de fosfato inorginico. BEn condiciones-

de hipofosfatemia, la concentracidén de 2,3-DPG ez baja (Lichtman
et al., 1971), vy en hiperfosfatemia es alta (Card y Brain, 1973).

4).- Influencias hormonales. En condiciones tales como el
hipertixoidismo, -en las que la velocidad de la glucdlisis se en-
cuentra incrementada, se produce una acumulacibn de 2,3-DPG. In-
versamente en el hipotiroidismo hay una reduccidn en la concen--~
tracibn de este compuesto (MacDonald, 1977).

5).- Deficiencias enzimlticas. Una deficiencia de una en-
zima de la parte inicial de la via glucolitica, tal como la hexg
guinasa, reduce la concentracibn de 2,3-DPG debido a que la velo
cidad de la glucbHlisis se encontraria disminuida (BreWer y Eaton,
1971).

Si la deficiencia se encuentra en una enzima de la parte-
f£final de la via, tal como la piruvato guinasa, tendrfa un efecto
inverso ya que los metabolitos tanto del ciclo del fosfoglicera-
to como después de éste, pero antes de la piruvato gquinasa, se -
encontrarfan acumulados (Brewer y Eaton, 1971; Badwey y Westhead,
1976; MacDonald, 1977).

Tl otro fosfato orglnico gue se encuentra en concentracio

nes también altas aunque menores que las del 2,3-DPG, es el ATP-
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(Bartlett, 1970; Petchow, 1977).

Debido a gue se ha demostrado que en el humano el ATP --
fambién interacciona con la desoxihemoglobina, y de una manera-—
semejante a como lo hace el 2,3-DPG (Benesch y Benesch, 1967; -
Chanutin y Curnish, 1967), algunos autores han propuesto que lo
que realmente regula la afinidad de la hemoglobina por el oxige
no, es la suma de las concentraciones de 2,3-DPG y ATP (Eaton -
et al., 1970).

Ante un estado de anemia, en el cual la capacidad oxige-
nadora de la sangre se encontrara disminuida debido a un decre-
mento de los niveles normales de hemoglobina, se esperariz --
una elevacibn en la concentracidn de 4cido léctico, como res— -
puesta a la anaerobiosis sufrida por los tejidos (Huckabee,l958;

Paulkner et al., 1970).
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OBJETIVOS

Con base en los estudios gue se han reportado sobre la -
respuesta de los niveles de 2,3-DPG ante la anemia en los huma-
nos y los carneros, se ha tratado de generalizar que el mecanis
mo de respuesta en los mamiferos anémicos, consiste en incremen
tar los niveles de 2,3-DPG para reducir la afinidad de la hemo-
globina por el oxigeno, que ésta lo ceda mds eficientemente a-
los tejidos y de.esa manera solventar el déficit de hemoglobina

(Agar et_al., 1977).

En el presente trabajo se pretende dentro de lo posible,
estudiar de una manera sistemitica, el (los) mecanismo (s) de-
la respuesta del 2,3-DPG ante la anemia experimental crbnica en
los mamiferos. Para ello se han determinado los valores norma--
les de 2,3-DPG sanguineo en un nGmero considerable de especies-
de estos animales.

Al grupo de animales muestreado, ha sido posible colocar
lo dentro de tres categorias, de acuerdo a dichos valores. Pos-
teriormente se han escogido representantes de cada una de las -
categorias, se les ha inducido y mantenido una anemia por san--
grado intracardfaco y se les ha determinado los cambios en el -
2,3-DPG,

Con el fin de conocer la relacibn del 2,3-~DPG con otros-
metabolitos afines, se han determinado los cambios en el ATP y-

lactato en los representantes de una de las categorias.
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MATERIALES Y METODOS.

Colecta de la sangre. Las muestras de sangre fueron obte-—

nidas de animales seleccionados en algunos zoolbgicos, bioterios,
granjas, acuarios, circos, y algunos otros colectados en el cam=-
po y llevados al laboratorio.

La toma de muestras se realizd con jeringas de vidrio, -~
previamente enjuagadas con &cido etilen-dinitrilo-~tetracético, -
sal disbédica (Trifriplex IIT, Merck), al 20% P/V 20gs., EDTA/100
ml., en NaCl 0.154M pH 7.3), como anticoagulante (Miale, 1972; --

Wintxobe et al., 1974). Una vez tomada la muestra, las jeringas-—

fueron selladas inmediatamente y sumergidas en un bafio de hielo-
para evitar posibles cambios en la concentracién de 2,3-DPG. (Ea-
ton et al., 1970).

Procesamiento_de la sangre. De las jeringas sumergidas en
el bafio de hielo, se usaron alicuotas para determinar los paréme
tros hematolbgicos clisicos y la concentracidn de 2,3-DPG., El -~
tiempo transcurrido desde la toma de la muestra hasta la determi
nacibébn del 2,3-DPG en ningln casoc excedib los 120 minutos.

Hematocrito. El volumen ocupado por las células empacadas
después de centrifugar la sangre, expresado como porcentaje del-
volumen total (Miale, 1972; Wintreobe, 1974), conocido como hema-~
tocrito, fue determinado usando tubos capilares (1.15 x 75 mm, -
Propper Manufacturing Co., Inc.}, selldndolos por uno de sus ex-

tremos. Los capilares fueron centrifugados durante 30 minutos -=
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a 3000 rpm en una centrifuga clinica Adams - Dynac con cabezal -
de columpio CT - 1350. Esta misma centrifuga fue utilizada en el
" resto de los métodos que requirieron centrifugacidn.

Hemoglobina. La concentracidn de hemoglobina fue determi-~
nada por el método de la ciano metahemoglobina (Internati onal --
Committe for..., 1963; van Assendelft, 1965), efectuando las lec
turas en un espectrofotbmetro Zeiss PMQ II a 540 nm. El coefi- —~
ciente de extincibn milimolar de la ciano metahemoglobina a esa-
longitud de onda se tomdé como 44 y el peso molecular usado en —--
los eAlculos fue de 66000 (van Assendelft, 1965; Wintrobe, 1974).
El mismo espectrofotbmetro fue utilizado en los métodos que rew-—
guirieron su uso. Los resultados se expresan como gramos de hemg
globina/100 ml. de sangre. Cuando fue necesario estos valoies se
transformaron a micromoles/ml., simplemente sabiendo gue un gra-
mo de hemoglobina es igual a 15.15 micromoles, asumiendo un peso
molecular de 66000.

Conteo de células rojas. La cantidad de células rojas en-

las muestras de sangre, fue medida en un contador electrbnico —-
HAEMA - COUNT MK - 28, diluyendo la sangre 1:80,000 en una solu-
cibn isotbnica comexrcial (ISOTON II, Coulter de México), que con
tiene en gs./l.: NaCl 7.93; EDTA 0.38; Kcl 0.40; NaH2P04 0.19; -

NaZHPO4 1.95. Las diluciones fueron hechas por duplicado. Los re

sultados son expresados en millones de células rojas/'mm3 de san-

gre.
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Determinacidn del 2,3-DPG.Se prepararon filtrados libres-

de proteinas mezclando un volumen de sangre con 3 vollmenes de -
Acido tricloroacético (TCa) al 8% P/V a 4°C. Los extractos Ffue--
ron analizados utilizando un estuche de reactivos de Sigma Chem.
{Kit No. 35 UV). En este método el 2,3-DPG es hidrolizado enzimi
ticamente a a 3-fosfoglicerato, este Gltimo fosforilado a 1,3-

DPG y el 1,3-DPG reducido a gliceraldehido 3-fosfato. Midiendo -
el decremento de absorbancia a 340 nm que resulta cuando el NADH
es oxidado a NAD+ én la Gltima reaccibn, se puede calcular la --
concentracidn de 2,3-DPG presente en la muestra de sangre origi-
nal, sabiendo que las conversiones son estequiométricas y que el
coeficiente de extincién milimolar del NADH es 6.22. Los resulta
dos son expresados como pmoles de 2,3-DPG/ml. de sangre.

' Determinacién de ATP. Se prepararon filtrados libres de -

protefnas mezclando un volumen de sangre con un volumen de TCA -
al 12% a 4°C. En este caso los extractos se analizaron utilizan-~
do el estuche de reactivos correspondientes (Sigma Chem. 366 UV).
En este m&todo el ATP es usado por la fosfoglicerato guinasa pa-
ra fosforilar al 3-fosfoglicerato y el 1,3-difosfoglicerato pro-
ducido es reducido a gliceraldehido 3-fosfato en presencia de --
NADH, Midiendo el decremento de absorbancia a 340 nm por efecto-
de la oxidacidn del NADH y haciendo las consideraciones antes =--
mencionadas, se puede calcular la concentracibén de ATP original-
mente presente en la sangre. (umoles/ml.).

Determinacibn de Acido ldctico. El filtrado en este caso~
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se prepara mezclando un volumen de sangre con 2 volGmenes de ——
TCA al 8% a 4°C. El método utilizado en este caso ez también de
. Sigma Chem. (Kit No. 826 UV), y consiste en la conversién de —-
lactato en piruvato por la lactado deshidrogenasa. Como la reac
cibn es altamente reversible, se utiliza un exceso de NADT y el
piruvato producido se atrapa con hidrazina. El incremento de ab
sorbancia a 340 n, debido a la reduccibn del NAD+ a NADH, se =~
utiliza parxa calcular la concentracidn de &cido léactico origi--
nalmente presente. Los resultados se expresan como‘pmoles de --
4cido l&ctico/ml. de sangre.

Contec de reticulocitos. Este paré&metro se midié efec- -
tuando una tincibn supravital a una alicuota de sangre con azGl
de cresilo brillante al 1% en NaCl 0.154M; 0.46 gr. citrato —-
trisbdico (Atwater y Frslev, 1972). La tincibn se hace mezclan-
do una gota del colorante con una gota de sangre, se deja repo-
sar durante 30 minutos en una clmara hGmeda. Se hacen frotis de
esta mezcla usando cubrecbjetos de 2 x 2 cms, El porcentaje de-
reticulocitos fue determinado contando al microscopio aproxima-
damente 500 cé&lulas por frotis por duplicado.

Induccién de la anemia. Animales representantes de cada-~

uno de los grupos gque se definirén en los resultados, alimenta-
dos a voluntad, fueron sangrados por puncibn cardiaca durante -
un periodo que oscild de los 12 - 19 dias. el volumen de sangre

extrafido diriamente fue de 10 ml./Kg. de peso. En este caso los



libres de proteinas se hicieron inmediatamente des- -

pﬁéé_ééria flebotomia.

Semipurificacién de reticulocitos. Debido a que en gene-

r¥al los reticulocitos son menos densos que los eritrocitos, al-
centrifugar una muestra de sangre, los eritrocitos guedan en el
fondo del paquete celular y los reticulocitos en la parte supe~
rior del mismo. (Murphy, 1973; Hjelm, 1974).

Por otrc lado durante la anemia, el nlmero de reticuloci
tos se incrementa hasta alcanzar un méximo gue se mantiene rela
tivamente constante en los conejos (Valdés, 1977).

Una manera de llegar a purificar la poblacibn de reticu-~
locitos, es alslar y recentrifugar la parte superior del paque-
te celular repetidamente (Valdés, 1977), de una muestra de san
gre del dia de la anemia en que se tiene el méximo porcentaje -
de aquellos.

Con el propbsito de enriquecer las poblaciones de reticu
locitos y de eritrocitos, se centrifugaron 10 ml. de sangre de-~
animales anémicos (3,000 rpm, 10 min.), se separb el plasma y -~
la capa de leucocitos y se resuspendid el tercio superior del -
paquete celular en su propio plasma al hematocrito original. A
esta muestra se le llamd fraccidn enriquecida en reticulocitos.

El tercio inferior fue tratado de la misma manera y a es
ta muestra se le llamd fraccibn enriguecida en eritroecitos. A —

cada una de estas fracciones se le determind el hematocrito, la
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conceptracién de hemoglobina y la de ATP. Se realizd sblamente-
_un paso de purificacibn porque €sto resultd ser suficiente =~ -
'paré los fines que se pretendian y de paso se evitaban posibles
cambios en la concentracidn de ATP.

Incubacibn de muestras de sangre para estudios .in vitro

Se tomaron muestras de sangre con jeringas de vidrio previamen-
te enjuagadas con EDTA al 20% y se determinaron la hemoglobina,
hematoerito, 2,3-DPG y ATP inmediatamente después de la flebotg
mia.

Las muestras de sangre fueron vacladas en matraces Erlen
meyer, sumergiéndolos inmediatamente‘en un bafio de agua a 37°C,
para transportarlos al laboratorio. Una vez en el laboratorio,-
los matraces fueron sumergidos en un bafio con agitacién y texrmo
regulado a 37°C (Grant Instruments), e incubados por un tiempo-
mdximo de 4 horas. Durante ese lapso de tiempo, se sacéron ali-
cuotas cada 30 & 60 minutos y se determinaron la hemoglobina,--

hematocrito, 2,3-DPG y ATP.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

Eg un hecho bien establecido gue la concentracidn de - -
2,3-DPG es alta en la mayoria de los mamiferos que han gido es-
tudiados (Greenwald, 1925; Rapoport vy Guest, 1941; Harkness = =
et al., 1969; Bartlett, 1970; Bunn et al, 1974; Costa y Miran-
da 1976; Petschow, 1977), aunque varia ampliamente entre las
distintas especies. Se tienen datos en la literatura de la con-~-
centracibn milimélar de 2,3-DPG para poco menos de cien espe- =
cies diferentes (Rapoport y Guest, 1941; Bartlett, 1970; Bunn -~
et al., 1974). Sin embargo, dado gue la concentracién de hemo--
globina también varfia ampliamente en los mamiferos (Wintrobe --
et al., 1974 Eduaxd y Norman, 1976), creemos que un parémetro-
importante que se debe obtener es la relacidn de la concentra--
cién de 2,3-DPG con respecto a la de hemoglobina, en términos =
molares.

Dicha relacidn no ha sido reportada explicitamente excep

to para el humano {(Morpurgo et al., 1976), e implicitamente co-

mo jmoles de 2,3-DPG/g de hemoglobina en otras pocas especies -
(Agar et al., 1977; Studzinski, 1980; Bard y Shaplro, en prensa),
siendo inclusive dificil de obtener combinando la informacidn -
de distintas fuentes (Becerril, 1979).

Dada la posible inexactitud de los valores obtenidog - -
con datos de diversas fuentes, se tratd en este trabajo de obte

ner una panordmica general directa de la relacidn molar 2,3-DPG/



TABLA 1

COBAYO ) Cavia porcellus (5 machos)

Cobayo No. umoles de 2,3-DPG )lmoles mb/ml. Rel. moil.
ml. de sangre DPG/Hb
1 3.0223 2.5159 1.201
2 2.9414 2.4636 1.194
3 2.4486 2.2909 1.069
4 2.8528 2.5364 1.125
5 2.5236 2.5545 0.989
X 2.7580 2.4723 1.116
s 0.2565 0.1069 0.089
CV 9.3000 4.3300 7.980

(4 hembras)
1 2.7412 2.4450 1.121
2 3.3572 2.9068 1.154
3 3.3880 2.8533 1.187
4 2.8182 2.3970 1.175
X 3.0761 2.6500 1.158
s 0.3440 0.2666 0.028

v 11.1820 10.0600 2.490

8c .
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Ib en los mamiferos. Para tal fin se obtuvieron muestras sanguf-
neas del mayor nlmero posible de especies distintas. Sin embargo,
puesto gque en la mayoria de los casos, se contaba con uno o dos-
ejemplares por especle, era imprescindible el efectuar un traba-
jo previo para estudiar la posible variacién intraespecifica de-
dicha relacidn.

Con el fin de conocer la variacibn intraespecifica de los
valores normales de. 2,3~-DPG, se midieron los niveles de este me-
tabolito en un nlmero determinado de animales de las especies =--
mis asequibles. En algunas de ellas, se hicieron mediciones para
ambos sexos.

En las tablas 1-5, se muestran los resultados de la deter
minacidn de los valores normales de dicho metabolitoc en una se--
rie de tales especies. En estas tablas los valores se expresan -
como pmoles de 2,3-DPG/ml. de sangre. el valor de hemoglobina —-
(gs./100 ml. de sangre), ha sido transformado a'pmoles/ml. para-
tener la relacidn de moles de 2,3-DPG por mol de hemoglobina =~ -~
(relacibn molar).

En la tabla 1, se presentan los valores normales para los
cobayos. En la parte superior de la tabla se muestran los valo-=
res de las concentraciones de 2,3-DPG y hemoglobina, en‘pmoles/
ml. de sangre, cuya relacidn da el nlmero de moles de 2,3-DPG ~=
por mol de tetrémeros de hemoglobina y de agui en adelante se le

referird como relacidn melar 2,3-DPG/Hb. En esta parte superior-



'seiﬁfESéﬁféa}iBéivéi6fés déys machos y en la parte inferior los
rde 4 hémbr;s;ibomo se puede observar, en los cobayos la rela- -
. ¢ibn molér 2,3-DPG/Hb se mantiene constante, tanto en los ma- -
chos como en las hembras.

Es notable gue en el caso de las hembras, la relacibn mo
lar se mantiene muy constante a pesar de gue los valores de he-
moglobina y de 2,3-DPG varian alrededor de un 10%. Este hecho -
indica que existe .una estrecha relacidn entre ambos parémetros,
De hecho se puede observar que en los casos en que la hemoglobi
na es alta lo es también el 2,3-DPG. A su vez se observa lo - -
propio en el caso opuesto. Dado que la hemoglobina alberga al -
2,3-DPG, es de esperarse que la concentracidn de aquella deter-—
mine la de &ste. El mismo fenbmeno se observa en otras especies
segfin se muestra méds adelante. A pesar de las variaciones en --
los niveles de hemoglobina y 2,3-DPG, es evidente gque ﬁo existe
un dimorfismo sexual en los cobayos, en cuanto a la relacibn --
2,3-DPG/Hb.

En la tabla 2, se presentan los datos correspondientes a
8 hamsteres machos, en los cuales nuevamente es evidente gue la
relacidn molar se mantiene constante. Al parecer por los datos-
de los cobayos y de los hdmsteres, una variacibn hasta de un 8%
serfa una variacidn normal.

En la tabla 3, se muestran los valores encontrados en la

rata de laboratorio. En este caso se muestrearon 6 hembras y 6-



TABLA 2

HAMSTER Mesocricetus auratus (8 machés)
Hdmster No. pmoles DPG/ml pmoles Hb/ml. 2,3-DPG/Hb
1 3.3418 2.5568 1.3070
2 3.3649 2,8863 1.1658
3 3.9347 2.9520 1.3328
4 3.6450 2.7790 1.3117
5 3.3260 2.5400 1.3091
6 3.3990 2.4750 1.3735
7 4 .0460 2.7130 1.4911
8 3.5180 2.6700 1.3177
X 3.5719 2.6965 1.3261
s 0.2800 0.1699 0.0895
Cv 7.8530 6.3020 6.7535

TE



TABLA 3

(44

RATA DE LARORATORIO Rattus norvegicus (6 hembras)
Rata No, pmoles DPG/ml. pmoles Hb/ml. DPG/Hb
1 2.564 2.434 1.053
2 2.491 2.338 1.065
3 2.529 2.427 1.040
4 3.114 2.143 1.453
5 2.256 2.225 1.013
6 3.603 2.434 1.480
£+2.759 2.333 1.184

s 0.500 0.124 0.219

Cv.18.145% 5.318 18.536

(6 machos)

1 3.896 2.477 1.573
2 3.804 2.418 1.573
3 4,189 2.668 1.570
4 4,489 2.495 1.789
5 4,335 2.604 1.669
6 4,181 2.514 1.663
X 4.149 : 2.529 1.640

s 0,259 0.0921 0.090

CV 6.248 3.597 5.470



: maéh§§.;gnfés£é’tabla se puede cbsexvar que estos animales tie-
"néﬁ ﬁh}ciéro'dimorfismo sexual en cuanto a los valores de la re
n‘laéién molar,como lo demuestra el hecho de que en las hembras -
- el promedio de dicha relacidn es 1.184 mientras que en los ma-—
chos es de 1.64. Por otro lado en el caso de las hembras se ob-
serva un fenbmeno de variacién muy marcada en los valores norma
les de 2,3-DPG, mientras que los correspondientes de hemoglobi-
na son mucho menos variables, lo cual se ve reflejado en la va-
riacibn de la relacibn molar. Por los valores de las ratas 4 y-
6, tal parece que la muestra de ratas hembras estaba constitui-
da por dos subpoblaciones, una con una relacibn molar de aproxi
madamente 1 y otra de 1.4 - 1.5. En el caso de los machos las -
variagiones de 2,3-DPG y hemoglobina son minimas, lo cual a su-=
vez minimiza la variacidén de la relacibdn molar.

Ta variacitn de la relacién molar en las hembras quizd -
se deba a una variacibn determinada genéticamente, como ya ha -
sido reportado por algunos autores (Brewer y Eaton, 1971; MNoble
y Tanaka, 1979; 1981).

En la tabla 4, se muestran los datos correspondientes al
ratbdbn de los volcanes., En este caso se determinaron los valores
de 6 machos, en los cuales se observa una variacidn importante-
introducida por el organismo nGmero 3, el cual tiene una rela--
cibn de 1.787, mientras gue los otros cinco ratones poseen un -

valor prdéximo a 1.3. De estos resultados surge la pregunta de -~



TABLA 4

RATON DE LOS VOLCANES Neotomodon alstoni {6 machos)
Ratdén No. pmoles DPG/mi. pmoles Hb/ml. DPG/Hb

1 2.752 2.066 1.3324

2 3.022 2.284 1.3233

3 4.897 2.741 1.7866

4 3.353 2.598 1.2907

5 2.618 2.079 1.2592

6 3.260 2.379 1.3707.

X 3.317 2.357 1.2938

s 0,824 0.274 0.1961

CV 24.840 11.588 14.0700
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que tan amﬁliamente distribuido se encuentﬁa entre los roedores
el fenbmeno de la existencia de cepas de animales con valores -
de 2,3-DPG determinadas genéticamente.

En la tabla 5 se presentan los datos para el conejo do=-
méstico (6 hembras y 3 machos), de los cuales se pucde decir --
due no se presenta un dimoxfismo sexual aparente y que la rela-
cifén molar en ambos Sexos permanece aceptablemente constante y-
proxima a un valor de 2 moles de 2,3-DPG/mol de hemoglobina.

De todos 165 datos anteriores se puéde afirmar que en --
los animales en los dgue no se presenta algln tipo de polimorfig
mo en cuanto & los valores de la relacibén molar 2,3-DPG/Hb, é&s-—
ta es una constante caracterfistica de la especie en cuestibn. -
Por los datos de la rata de laboratorio y del ratbn de los vol-
canes, en los cuales se observa un marcado polimorfismo de la -
relacidn molar 2,3-DPG/Hb, se ve que eS necesario realizar es--
tudios detallados en las especies en que éste se presenta, con-
el de objeto precisar este fenbmeno.

En la tabla 6 se resumen los datos de la determinacibn -
de los valores normales de 2,3-DPG en 53 especies de mamiferos,
representantes de 1l de los 20 drdenes existentes. Dichos valo-
res se expresan en términos de la relacibn molar 2,3~DPG/Hb.Con
el fin de obtener datos lo mds cercanos a los valores reales, -
se tomaron una serie de precauciones. Por ejemplo se evitd al -

médximo el uso de anestésicos para inmovilizar a los animales, -



TABLA 5

CONEJO Orvetolaqus cuniculus (6 hembras)

Conejo No. Jmoles DPG/ml. pmoles Hb/ml. DPG/Hb

1 4,913 2.483 1.978

2 4.720 ‘ 2.164 2.181

3 4,535 2.421 1.873

4 4,177 2.203 1.896

5 3.819 2.173 1.757
6 4,489 2.423 1.853 w
o

X 4.442 2.311 1.923

s 0.392 0.146 0.145

CV 8.820 6.320 7.540

(3 machos)

1 4.374 2.125 2.058
2 4.197 2.098 2.000
3 4.481 2.223 2.017

X 4.351 . 2.149 2.025
s 0.144 0.066 0.030

CV 3.306 3.060 1.472




TABLA 6

Nombre comln (No;sexo) Rel.mol. Conc.mM Orden Familia
Nombre cientifico DPG/Hb DPG

Venado cola blanca (1,H) © 0.016 0.1004 Artiodactyla Cervidae
Cdocoileus virginianus

Cabra (1;M). 0.018 0.1092 " Bovidae
Canxa hircus

Carnero (1,M) 0.018 0.1037 " "

Ovisg aries

Vaca (2,M) 0.039 0.2356 " "
Bos_taurus (2,H) 0.065 0.3939

Carnero de Turquia (1,M) 0.048 0.2776 s "

Ovis sp. (1,H) 0.098 0.6366

Gamo (1,M) 0.061 0.3554 " Cervidae
Dama_dama

Wapiti (1,M) 0.084 0.5320 " "

Cervus canadensis

Carnero de las montajias (2,M) 0.086 0.5763 " Bovidae
Ovis canadensis

Lebn africano (2,M) 0.125 0.7210 Carnivora Felidae
Panthera leo

Ocelote (1,M) 0.128 0.9710 " "
Pelis pardalis
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Tigre
Panthera tigris

Puma
Felis concolor

Lecpardo
Panthera pardus

Gato
Felis catus

Elefante indio
Elephas indicus

Delfin pico de botella
Tursiops truncatus

Liebre de la Patogonia
Dolichotus patagoum

Guanaco
Lama_guanicoe

Humano
Homo_sapiens

Macaco rabbn
Macaca arctoides

Armadillo de nueve bandas
Dasypus novemcinctus

(2,M)

(1,H)

(1,M)
(1, M)
(4,M)
(1,H)
(1,M)
(1,1
(1,M)
(1,H)
(5, M)
{6,H)

(2,H)

(1,M)

0.137
0.143

. 0.160

0.170

0.186

0.784

0.823

0.703

0.826

0.906

0.945

0.979

0.951

1.020

0.9820
1.0070

1.2360

1.2020

1.1180

6.2180

4.8760

4.3650

5.5210

8.1200

6.0800

6.2760

6,0110

7.5000

Carnivora

Carnivora

.Proboscidia

Cetacea

Rodentia

Artiodactyla

Primates

Edentata

Felidae

Felidae

Elephantidae

Delphinidae

8¢

Cavidae

Camelidae

Hominidae

Cercopithecidae

Dasypodidae



Papi6tn sagrado
Papio hamadrvas

Cobayo
Cavia porcellus

Caballo
Egquus caballus

Zorra nortefia
Vulpes macrotis

Elefante africano
Loxodonta africana

Tuza
Pappogeomys merriami

Llama
Lama glama

Perro
Canis familiaris

Pecari de collar

Tayassu tajacu

Hamster dorado
Mesocricetus auratus

Mono verde
Cercopithecus aetiops

(5,1)
(5,M)
(4,H)

(2,M)
(2,H)
(1,M)
(2,4)
(3,H)
(1,M)
(2,M)
(2,H)
(1,H)

(8,M)

(2,M)

1.070

1.115

.1.159

1.134

1.317

1.147

1.154

1.155

1.237

1.284

0.904

1.297

1.326

1.345

7.2500
6.3100
6.3750

8.7570
9.5210
7.6510
9.09270

7.5750

9.5750

7.7330

7.7970

7.8520

Primates

Rodentia

Perissodactyla

Carnivora

Proboscidia

Rodentia

Artiodactyla

Carnivora

Artiodactyla

Rodentia

Primates

Ce?copithecidae
Cavidae

Eguidae

Canidae
Elephantidae
Geomydae
Camelidae
Canidae
Tayassuidae
Cricetidae

Cercopithecidae
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Mono arafa
Ateles geoffrovi

Coyote
Canis latrans

Ratdén de los volcanes
Neotomodon alstoni alstoni

Martucha
Potos flavus

Murciélago zapotero
Artibeus lituratus interme

dius

Mono aullador
Alouatta palliata

Vampiro de patas pelonas
Desmodus_rotundus murinus

Conejo de los volcanes
Romerolaqus_diazi

Zorra gris
Urocyon cinereocargentus

Rata de campo
Neotoma mexicana torcuata

Aguti.
Dasyprocta mexicana

(1,M)
(1, M)
(6,M)
(1IH)

(2,M)

(1, M)
(1,M)
(L,M)
(4,H)
(1,M)

(2;M)

(2, M)

1,364

1.371

1.394

1.457

1.476

1.488

1.532

1.570

1.578

1.572

l.602

l.621

8.5050

10.1000

8.4700

8.4930

..8.7000

7.8980

10.683

8.7710

9.1580

Carnivora

Rodentia

Carnivora

Quiroptera

Primates

Quiroptera

Lagcmorpha

Carnivora

Rodentia

Cebidae
Canidae
Cricetidae
Procyonidae

Phyllostomatidae

Cehidae
Desmodontidae
Leporidae
Canidae
éricctidae

Dasyproctidae

o¥



Rata de laboratorio {6,M) 1.640 8.,4350 " Muridae
Rattus norveqicus (6.,H) 1.184 6.1910

Cacomixtle (1L,M) l.645 10.1320 Carnivora Procyonidae
Bassariscus_astutus .

Mono rhesus (1,M) 1.706 10.0240 Primates Cercopithecidae
Macaca mulatta

Muciélago de charreteras (L, M 1,752 Quiroptera Phyllostomatidae
Sturnira 1ilium parvidens

Lobo marino (L,14) 1.760 11.9600 Prinnipedos Otaridae
Zalophus californianus (1,H) 2,114 13.8300

Conejo doméstico (3.M) 2.025 10,2470 Lagomorpha Leporidae
Orvctolagqus cuniculus (6,H) 1.923 10.1330

Coati (2,M) 2.155 12.0710 Carnivora Procyonidae
Nasua narica

Mapache (1,M) 2.157 " "
Procyon lotor

Cerdo (2,H) 2.186 13.081 Artiodactyla Suidae
Sus_gcrofa

Ratén de laboratorio (7,M) 2.335 Rodentia Muridae

Mus musculus

H = Hembra M = Macho

Valor no determinado.

i8N
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© las muestras se pfocesaron lo- més rédpidamente posible, la san-
gre se transportd en jeringas selladas y sumergidas en un bafio-
de hielo. Por lo que respecta a los parémetros hematoldgicos, =
éstos se cotejaron con los disponibles en la literatura (Wintro
be et al., 1974; Eduard y Norman, 1976). Sin importar el nlmero
de ejemplares por especie, todas las determinaciones se hicie--
ron por duplicado.

Los valores han sido arreglados en orden creciente de la
relacidn molar 2,3-DPG/Hb, aungue en los casos en Que Se mues-—-—
trearon ambos sexos, Se ubicd primero el valor de los machos. -
También se presentan los valores de la concentracibn de 2,3-DPG
con respecto al volumen del paquete celular (milimoles de 2,3~
DPG/}itro de células rojas empacadas).

Como se puede apreciar, el orden cambiarfia si é&ste se hi
ciera en base a la concentracién milimolar de 2,3-DPG. La razén
de la variacibn, es que este parémetro depende del nlmero de cé
lulas rojas, del volumen corpuscular promedio y de la concentra
cibn corpuscular promedio de 2,3-DPG, presentes en un volumen-
del paguete celular. Es por ello que se decidid manejar el va--
lor de la relacidn molar para hacer el ordenamiento. Ia rela- -
cibdn molar no depende més que de las concentraciones de 2,3-DPG-
y hemoglcbina presentes en un volumen de sangre.

Debido a que se han reportado cambios en la concentra- -

cidn de 2,3-DPG en funcidn de la altitud (Lenfant et al., 1970b;
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Morpurgo et al., 1976), y los resultados de la tabla 6 se obtu-

vieron de animales residentes en la Ciudad de México (2200 m.s.
n.m.) se decidid comparar los valores presentes en dicha tabla-
con los repoxtados en la literatura para las especies en comin,

segln Bunn et al., 1974.

Los resultados se presentan en la figura 1, en la cual -
se puede ver que existe una correlacidn alta (0.969, n=13, ~-
p £ 0.01), aunque también se observa que hay una ligera tenden-
cia a ser més altos los valores reportados en la tabla 6. La ==
tendencia hacia valores mds altos se infiere debido a que una -
correlacidn de 100% (situacidn tebdrica), indica una linea que ~
pasa por el origen j con una pendiente de 1,000. No obstante de
gue la pendiente de la figura 1 es précticamente de uno (1.047),
el intercepto no es cere, sino 0,518.

De cualquier manera, la correlacidn es suficientemente -
alta (0.969) y la desviacibn con respecto a la linea tebrica es
minima, por lo gue se puede decir que los valores reportados en
la tabla 6, son comparables a los reportados por Bumn et al., -
para las especies en comln.

Aungue no se menciona la altura del lugar en que se rea-
lizb el trabajo de Bunn et _al., la altura de la Ciudad de Méxi~
¢o no parece ser determinante para la comparacién. De hecho los
efectos de la altura sobre los niveles de 2,3-DPG, se hacen no-

tables por arriba de los 3,500 m. (Lenfant et al., 1970b).



44

o Aguti

Mur.tucha e Rata de laboratorio

[mM. 2,3-DPG Tabla 6

. ® L]
Hdmster Mono verde

Cobayo

) L.Venudo calg blanca
T

0 § 0 I3

[mM. 2,3-DPC] Bunngtal, I974

Figura 1. Correlacitn entre los valores de la concentracibn mi-
limolar de 2,3-DPG reportados por Bunn et_al., 1974 (abscisas),
y los que se presentan en la tabla 6 (ordenadas), de las espe--
cies comunes en ambos trabajos. La pendiente es 1.047, el inter
cepto es 0.518 y el coeficiente de correlacibn 0.969 para una =

p<0.0L y n de 13.



Cas

Con el fin de conocer la distribucién de las 53 especies
de mamiferos gue se presentan en la tabla 6, con respecto al va
.lor de la relacibn molar 2,3-DPG/Hb, se determind el nlmero de-
ellas que se situaban en un margen de 0.l unidades de relacibn-
molar. Este valor se graficd a manera de un histograma de ba- -
rras en las oxdenadas. En las abscisas se colocaron los valores
de la relacibén molar desde cero hasta 2.5 (Fig.2)

Cuando se grafiéa el nlmero de especies que caen dentro-
de un intervalo de 0.1 unidades de la relacibn molar contra es-
ta Gltima, seglin se muestra en la figura 2, se puede apreciar -
que las 53 especies de mamiferos gue se analizan en el presente
trabajo, conforman 3 grupos en cuanto a los valores normales de
la relacibén molar 2,3-DPG/Hb.

El primer grupo, con una relacibdn molar de 0.0 - 0.2, in
cluye una serie de artiodéctilos de las familias Cervidae y Bo-
vidae (0.0-0.1 tabla 6) y a una serie de carnivoros de la fami-
lia Felidae (0.1-0,2).

Un segundo grupo que no se caracteriza por integrar miem
bros de algln orden o familia en particular, sino por el contra
rio, de una composicibn diversa. Los valores de este grupo osci
lan entre 0.7 y 1.8, con una distribucibn aparentemente normal-
(campana de Gauss), con una media alrededor de una relacibn mo-
lar de 1.3

Por iltimo, un tercer grupo que tampoco sSe caracteriza -



No. de especies

°
1

A8

[]

Relacion molar 2,3-DPG/Hb

Figura 2. Distribucibn de los mamiferos muestreados, con res--
pecto a los valores normales de la relacidn molaxr 2,3-DPG/Hb.-
Se grafica el nfmero de especies dentro de un intervaloc de 0.1

unidades de la relacién molar contra la relacibn molar 2,3-DPG

/Hb.



47

por conjuntar familias u b6rdenes determinados, con relaciones -
molares que van desde 2 hasta 2.4.

Eé interesante observar que hay un vacfo de especies con
relaciones molares entre 0.2 y 0.7, el cual no se puede decidir
si se trata de una situacibn natural o es gue no se han muestre
ado suficientes especies de mamiferos. No obstante tomando los~
datos de la literatura para la concentracidn milimolar de 2,3-
DPG por un lado y- los de hemoglobina y hematocrito por otro, pa
ra algunos animales que inclusive en este trabajo no se muestre
aron, se pudo estimar la relacidn molar 2,3-DPG/Hb, observa&ndo-
se un hueco similar (Becerril, 1979), Tomando ésto en considera
cibn, al parecer se trata de un fenbmeno natural. De hecho la -
muestra de la tabla 6 representa més del 1% de las especies - -
existentes y mls del 50% de los Ordenes totales, lo cual es bas
tante considerable.

La falta de especies en esta parte, se puede explicar en
base a los estudios que se han hecho sobre las secuencias de --
las hemoglobinas de algunos animales pertenecientes al primer -
grupo. Entre las hemoglobinas de las familias Bovidae y Cervi--
dae se han detectado deleciones de uno o més residuos del ex-~
tremo amino de las cadenas beta (referencia y comunicacibn per-
sonal citadas en Bunn et al., 1974). Debido a un incremento de-
la distancia intermolecular entre los extremos amino de las ca-
denas beta, el 2,3-DPG no puede formar los enlaces salinos que-

estabilizan la estructura tensa (Perutz, 1970).



Por otro lado, entre los felinos se ha detectado una ace

tilacidén del grupo amino terminal de las cadenas beta (Bunn, -
-1971), 1la cual también impide ampliamente la interaccidn con el

2,3-DPG, Si bien en los felinos el efecto es menoxr (tienen una-
concentracidn mayor de 2,3-DPG), éste ha sido igualmente impoxr-
tante.

Estos datos evidencian muy claramente gue la hemoglobina
es la que deterhina la concentracibn de 2,3-DPG, es decir, en -
estos animales en los que se han dado cambios en las cadenas be
ta, que han derivado en una baja reactividad con el 2,3-DPG, és
te se encuentra consecuentemente en muy baja concentracibn. Al-
parecer por estos datos,en condiciones normales se esperaria en
contrar animales con una concentracidn minima de 2,3-DPG en fun
cibn de los cambios en las cadenas beta. Por otro lado, se debe
rian encontrar animales con una concentracibn alta en funcién -
de una interaccién adecuada de sus hemoglobinas con el 2,3-DPG.
Esta concentracidn alta estarfa prbxima a una relacibn molar de
1:1, en concordancia con los estudios para el humano (Benesch-
et al., 1968; Benesch y Benesch, 1970), en funcibn de la estrug
tura de la hemoglobina (Arnone, 1972). La caracteristica tetra-
mérica de la hemoglobina podria estar favoreciendo la existen--
cia de sitios adicionales de interaccién con el 2,3-DPG, distin
tos al del eje de simetrfa de la cavidad central, que explica--

ran las relaciones molares de 2 y més que presentan los anima--
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les del tercer grupo. De hecho, se han reportado relaciones mola~

res hasta de 3:1 en anemias severas en el humano (Charache et al.,

1970; Eaton et _al., 1970).

La diferencia de los mecanismos que han llevado a las hemp
globinas delos animales del primer grupo hacia una baja reactivi-
dad con el 2,3-DPG, es un claro ejemplo de una evolucidn conver--
gente entre los rumiantes y los felinos, en cuanto a la regula=- -
cidn de la hemoglobina.

Respuesta del 2,3-DPG a la_anemia.Uno de los objetivos fun

damentales del presente trabajo es estudiar (dentro de lo posible)
de una manera sistemdtica, el mecanismo © mecanismos de la res~ -
puesta del 2,3-DPG a la anemia inducida en los mamiferos.

Una primera parte ha consistido en tener una panordmica --
directa de la distribucidn de los valores normales de la relacibn
molar 2,3-DPG/Hb en estos animales (tabla 6, fiogura 2). Esta pri-
mera parte, ha permitido tener una idea general de la ubicacibn -
de dichos animales en cuanto al contenido sanguineo de 2,3-DPG, -
para posteriormente en una segunda fase de esta investigacibn, co
nocer la generalidad o particularidad de los mecanismos involucra
dos en los cambios de la concentracidén de dicho metabolito ante =~
un estado de hipoxia, ocasionado por una sangria crObnica.

Sabiendo que existe una gradacibén de los valores normales-
de 2,3-DPG, la pregunta inmediata es cual serd el patrbn de res—-

puesta de la concentracidn de este metabolito ante una anemia crd-
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nica inducida.

Para contestar a esa interrogante, se decidid inducir y-
" mantener la anemia en una serie de animales de alguna esp=cie -
representante de cada uno de los grupos que ya se han discutido.
Las especies representantes de los grupos, en el orden en que -
fueron presentados han sido respectivamente:

Gato doméstico. El interés de estudiar este representan-

te del primer grupo consistid en que se trata de una especie -~
que pertenece al segqundo subgrupo de este primer grupo. Cono=- —
ciendo la respuesta de los gatos se tiene la del grupo ya que -
existen en la literatura los datos para el carnero (Agar et al..
1977), que es un representante del primer subgrupo.

En este caso se trabajd® con 4 machos adultos de 2-3 Kg -
de peso, con una relacidn molar promedio de 0.186.

Cobayo, E1 interés de estudiar a los cobayos estuvo rela-
cionado con el hecho de que estos animales tienen una relacibn-
molar semejante a la de los humanos (l.14 y 0.96 respectivamen-
te), por lo que al conocer la respuesta de los cobayos se puede
comparar dicha respuesta con la de los humanos en condiciones =
anidlcgas de anemia. Por otro lado 1.14 estd muy préwimo a 1,3,-
gue es la relacldn molar promedio del grupo. Se utilizaron 5 ma
chos adultos de 0.8 - 1,1 Kg.

Conefjo. El interés de estudiar este representante del ~-~

tercer grupo, estuvo basado en gue ya se tenian estudios pre- -
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vios en los que se demostrbd que la relacibn molar no camBia du-
rante la anemia.

Al saber que la relacibn molar 2,3~DPG/Hb no cambia, se =«
determinaron otros metabolitos afines al 2,3-DPG gue pudieran --
dar una explicacibn a este hecho. Se usaron 3 machos adultos de-
2~3 Kg de peso.

Namero de c&lulas rojas. EL efecto de la remocibdn diaria-

de 10 ml./Kg de peso sobre el nGmero de células rojas de los ga-
tos, cobayos y conéjos se muestra en las figuras 3,4 y 5 respec-—
tivamente. Como se puede apreciar, en las 3 especies, el nlmero-
de células rojas decrece répidamente en los primeros cuatro dias
de sangrado. A partir del guinto dfa, se nota una atenuacibn de-
la caida, hasta que a partir del octavo dia aproximadamente, hay
una tendencia a estabilizarse, logréndose &sto a partir del afa-
10. En el eguilibrio, los decrementos en este parémetro son: ga-—
tos, 53%; cobayos 56% y conejos 62%.

La explicacidn de la cinética del n@mero de células rojas
en las tres especies estudiadas, es que en condiciones de equili
brio normales, el nGmerc de eritrocitos que se produce es pegue—
fio y estd determinado por el nfmero de &stos qgue es removido de-
la circulacidn. Se calcula que en los humanos, el recambio nor--

mal diario de c&lulas rojases a lo sumo del 1% (Giblett et al.,-

1956).

Al producirse la primera remocidn de un volumen considera

ble de sangre, esto representa un estimulo para la produccibn de
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/mm.
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No. d

difas de sangrado

Figura 3. Efecto de la remocidn diaria de un volumen constante
de sangre (10 ml./Kg. de peso), sobre el nlmero de células ro-
jas de los gatos. Se muestra la media (o) y la desviacibn es.--
téndar (I). Ia linea continua une los valores promedio obteni-

dos de 3-4 determinaciones por duplicado por dia.
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Figura 4. Efecto de la remocidn diaria de un volumen constante
de sangre (10 ml./Kg. de peso), sobre el nlimero de células Xo-
jas de los cobayos. Se muestra la media (o) y la desviacibn --
estdndar (I). Ia linea sblida une los valores promedio obteni-

dos de 4-5 determinaciones por duplicado por dia.
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Figura 5. Efecto de la remocidn diaria de un volumen constante-
de sangre {10 ml./Kg de peso), sobre el nfimero de cé&lulas rojas
de los conejos. Se muestra la media (o) y la desviacibn estén--
dar (I). la linea continua une los valores pramedio de 2-3 de--

terminaciones por duplicado por dia.
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células rojas. Dado que se estd retirando de la circulacién un-
ﬁﬁmeﬁo de eritrocitos mucho mayor que el gue normalmente se pro
.duce, al mantener el estimulo, se incrementa la respuesta, has-
ta que la respuesta iguala al estimulo. Cuando esto sucede, se-
llega a un nuevo equilibrio en donde el mismo nfimero de células
rojas que se extrae es el que se produce, aunque evidentemente-—
amplificado, comparado con el proceso normal.

Hematocrito. Ia respuesta del paqguete celular presente —
‘en un volumen conétante de sangre, se muestra en las figuras --
6 ,7 y 8 para los gatos, cobayos y conejos respectivamente.

Al igual gue el nfimero de células rojas, el hematocrito-
decrece répidamente en los primeros cuatro dias, a partir del -
cual se da una fase de recuperacibn cuya magnitud es particular
de cada especie. La cindtica de la recuperacién es también par-
ticular, por ejemplo en los gatos se produce la recuperacibn a-
partir del dia 6, llegando a su maximo el dia 8, a partir del =
cual se estabiliza. En los cobayos la respuesta es semejante =
aunque hay un desfasamiento de 4 dias en la fase de recupera- -
cidn. Finalmente en los conejos se di una respuesta mas répida,
llegé&ndose al equilibrio en el dia 11, comparada con el dia 15-
de los cobayos.

Ia caida méds lenta del hematocrito, comparada con la del
nfmero de células rojas, junto con la fase de recuperacidn,cuan
do el nGmero de éstas tiende a estabilizarse, indica que el vo-

lumen corpuscular promedio (hematocrito/no. de células en un ml.
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Figura 6. Variacibn del hematocrito en respuesta a la induc--
cibn de anemia por remocibn diaria de un volumen censtante de
sangre en los gatos. Se muestra la media (o) y la desviaciébn-
esténdar (I). La linea continua une los valores promedio de -

3~4 determinaciones por duplicado por dia.
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Figura 7. Variacibn del hematocrito en respuesta a la induc- -
cibn de anemia por remocibn diaria de un volumen constante de-
sangre en los cobayos. Se muestra la media (o) y la desviacibn
estdndar (I). La linea sblida une los valores promedio de 4-5

determinaciones por duplicado por dia.
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Figura 8. Variacibn del hematocrito en respuesta a la induccibn
de anemia por remocibn diaria de un volumen constante de sangre-
en los conejos. Se muestra la media (o) y la desviacibn estandar
(I). La linea continua une los valores promedio de 2-3 determina

ciones por duplicado por dia.
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de sangre), se estd incrementando.

Al analizar las cinéticas del volumen celular (no se --

. muestran), se observa un incremento de este pardmetro en las 3

especies. En los gatos, de un valor inicial de 49 p? se incre-
menta hasta 59 }F en el equilibrio, representando un aumento -
del 17% en el volumen corpuscular promedio. Los incrementos —-
respectivos en los cobayos y los conejos son: 76 a 96 f@ (21%)
y 67 a 103 u3 (35%). Probablemente estos cambios tienen algln-
significado en 1avanemia como se discutird més adelante.

Hemoglobina. Las consecuencias de la remocidn diaria de
un volumen constante de sangre (10 ml./Ky de peso), sobre la -
concentracién de hemoglobina (gs./100 ml. de sangre), en los -
gatos, cobayos y conejos se muestran en las figuras 9,10 y 11.
En este caso se cbserva una cinética muy semejante a la del nf
mero de células rojas, es decir, en los primeros dfias una cai-
da muy répida, un periodo de atenuacidn y finalmente un nuevo-
equilibrio.

Es notable gue mientras gue en los cobayos y los cone--
jos, con un valor inicial de hemoglobina de aproximadamente 15
gs./100 ml, el nuevo equilibrioc se alcanza cuando la hemoglobi
na llega a un valor de 7.5 gs./100 ml., en los gatos con un va
lor inicial de hemoglobina, semejante, dicho equilibrio se da-
en los 9 gs./100 ml.

La diferencia se podria explicar en base a la dieta de
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Figufa 9. Efecto de la induccibn de la anemia por sangrado dig
rio sobre la concentracidn de hemoglobina (gs./100 ml) en los-—
gatos. Se muestra la media (o) v la desviacibn esténdar (I).Ia
linea sb6lida une los valores primedio de 3~4 determinaciones

por duplicado por dia.
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Figura 10. Efecto de la induccibn de la anemia por sangrado --
diario sobre la concentracidn de hemoglobina (gs /100 ml.) en
los cobayos. Se muestra la media (o) y la desviacidn esténdar-
(). La linea ccntinua une los valores promedio de 4-5 determi

naciones por duplicado por dia.
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Figura 11. Bfecto de la induccién de la anemia por sangrado dia
rio sobre la concentracibébn de hemoglobina (gs./100 ml.) en los-
conejos. Se muestra la media (o) y la desviacibn esténdar (I).-
Ia linea continua une los valores promedlo de 2-3 determinacio-

nes por duplicado por dia.
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estos animales. Por un lado, los cobayos y los conejos al ser —-—
herbivoros, incorporan el hierro de la dieta en forma de hierro-
‘libre, el cual tiene que ser unido posteriormente al heme y fi--
nalmente a la hemoglobina. Por otro lado, la dieta carnivora de-
los gatos probablemente propicia el transporte de hierro ligado-
a heme, el cual puede ser incorporado mds rdpidamente a la hemo-—
globina, en comparacidn con el mecanismo de los conejos y coba--
yos. Esta mayor rapidez de incorporacidn de hierro a la hemoglo-
bina daria la diferencia de la cantidad de &sta en el equilibrio.

La integracidn de las respuestas del nfimero de cé&lulas xrgo
jas, el hematocrito y la hemoglobina, dejan claro gque en esta sg
rie de experimentos, se ha logrado inducir y mantener una anemia
de magnitud considerable, Por ejemplo, en el equilibrio, el nlmg
ro de células y la hemoglobina decrecen por lo menos un 50%, ex-
cepto la hemoglobina de los gatos que es de un 40%, aurgue es —-
igualmente considerable este déficit.

2,3-difosfoglicerato. Ia respuesta de este par&metro, ex-

presado como pmoles de 2,3-DPG/ml. de sangre, durante la anemia-
de los gatos, cobayos y conejos, se muestra en las figuras 12,13
y 14 respectivamente.

En el caso de los gatos, se observa que la concentracibn-
disminuye répidamente durante los primeros 3 dias de sangrado, -
ddndose a partir del dia 4 un incremento sostenido hasta alcan-—

zar un médximo en los dias 8-9, después del cual se aprecia un -~
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Figura 12. Efecto de la anemia inducida por sangradc diario so-
hre la concentracibn de 2,3-DPG/ml. de sangre en los gatos. Se-
muestra 1la media (o)} y la desviacibn esténdar (I). La linea sb
lida une lecs valores promedic obtenidos de 3-4 determinaciones—

por duplicado por dia.
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Figura 13. Efecto de la anemia inducida por sangrado diario so
bre la concentracidn de 2,3-DPG/ml. de sangre en los cobayos.=
Se muestra la media (o) y la desviacidn estlndar (I). ILa linea
continua une los valores promedio obtenidos de 4~5 determina-—-

ciones por duplicado por dia.
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Figura 14. Efecto de la anemia inducida por sangrado diario sg
bre la concentracibn de 2,3-DPG/ml. de sangre en los conejosa-
Se muestra la media (o) y la desviacibn esténdar (I). La linea
sblida une los valores promedio obtenidos de 2-3 determinacio~

nes por duplicado por dia.



nuevo decremento.

Para conocer la magnitud de los cambios en la concentra-
cidén de 2,3-DPG/ml., en términos absolutos, se relacionan estos
cambios con los de la hemoglobina, en térainos de la relacidn -
molar 2,3-DPG/Hb, los cuales se muestran en la figura 15. En es
ta figura se puede apreciar que en los primeros 3 dias, la rela
cibn molar permanece relativamente constante, lo cual es un re-
flejo de los cambios en las concentraciones de 2,3-DPG y hemo--
globina por mililitro en estos dfas, es deciy, ambos decrecen.d
partiz del dia 4 se da un claro incremento de la relacién molar
la cual se explica porque es en estos dias en los que se atenfa
la cafda de la hemoglobina (figura 9), mientras que el 2,3-DPG-
se ingrementa (figura 12). Cuando la hemoglobina estd tendiendo
al equilibrio, el 2,3-~DPG se estd incrementando sostenidamente-~
hasta alcanzar su méximo, el cual coincide con el méximo en la-
relacidn molar debido a que la hemoglobina estaba ya en su fase
de equilibrio. Después del méaximo en la concentracidn de 2,3-DP
G, el nuevo decremento de ésta se refleja en la relacibn molar,
la cual tiende hacia los valores iniciales, debido a que mien--
tras que el 2,3-DPG disminuye por debajo de los valores inicia-
les, la hemoglobina se encuentra en franco equilibrio.

En términos absolutos, el incremento de la relacibn mo--
lar 2,3-DPG/Hb. en su fase méxima representa un aumento de un -

100%, desde un valor inicial de 0.186 hasta 0.370 en los dias 7
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- Figura 15. Influsncia de la anemia crbnica inducida sobre la -
relacibn molar 2,3-DPG/Hb en los gatos. Se muestra la media —-=-
(0) v la desviacibn esténdar (I). ILa linea continua une los va
lores promedio obtenidos de 3-4 determinaciones por duplicado-
por dia, de la concentracibn de 2,3-DPG dividida entre la con-
centracidn de hemoglobina, ambas expresadas comopmoles/ml. de-

sangre.



69

9 (figura 15).
i"Es importante hacer notar que en los gatos, si bien se da

un incremento de un 100% en la relacidn molar 2,3-DPG/Ih, &ste-~
no se mantiene, sino por el contrario tiende a regresar a los -
valores iniciales. Este tipo de respuesta puede ser considerada
como una reaccidn de alarma, es decir mientras el organismo es-
t4 en un desequilibrio producido por las pérdidas masivas de —-—
sangxe, responde incrementando la proporcibén de 2,3~DPG con resg
pecto a la hemogiobina. Cuando esta @Gltima se encuentra en su -
nuevo eguilibrio, dicha proporcidn disminuye debido a gque no ha
tenido algln efecto importante cuando la anemia es méxima y se-
encuentra en su fase de eqdilibrio.

Por lo gue respecta a los cobayos (figura 13), la res- -
puesta de la concentracitn de 2,3-DPG, es similar a la de los ~
gatos durante los primeros 3 dias de sangrado. En este periodo,
se observa una disminucién de ésta, paralela a la correspondien
te de la hemoglobina (figura 10), hecho que se pone de manifies
toc en los valores de la relacidén molar (figura 16), los cuales-
en este mismo periodo, se mantienen relativamente constantes. -
Durante los dias 4-8, la concentracibn de 2,3-DPG/ml. se mantig
ne constante (figura 13), mientras que la hemoglobina esti en -
su fase de atenuacibn v tendiendo a estabilizarse, aungue no lo
ha logrado afin (figura 10). Los pequeﬁés decrementos de la con-
centracidn de hemoglobina sumados a la constancia de la concen-

tracibn de 2,3-DPG en este periodo, dan como resultado un incre
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Figura 16. Influencia de la anemia crdnica inducida scobre la re
lacibn molar 2,3-DPG/Hb en los cobayos, Se muestrxa la media (o)
y la desviacibn esténdar (I). La linea sblida une los valores -
promedio obtenidos de 4-5 determinaciones por duplicado por dia,
de la concentracibén de 2,3-DPG dividida entre la concentracidn-

de hemoglobina, ambas expresadas como pmoles/ml. de sangre.
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" mento lento de la relacidn molar tal y como se puede apreciar pa
_¥a los dias 4,8~ en la figura 16.

A partir del dia 8 la hemoglobina est& en su fase de nue-
vo equilibrio (figura 10} mientras dque la concentracidén de 2,3-
DPG entra en una fase de recuperacidn, con una tendencia a egui-
librarse entre los dias 14-18 (figura 13). Bsta fase de recupera
cibn de la concentracidén de 2,3~DPG y una concentraciédn de hemo-
globina en equilibrio da como resultado un incremento adicional-
de la relacibn molar como puede apreciarse en la parte correspon
diente de la figura 16. El equilibrio en la relacién molax 2,3~
DPG/Hb, se da entre los dfas 17-18, gque es justamente cuando la-
concentracidn de hemoglobina es constante y la concentracidn de-
2,3-DPG varia minimamente. El incremento de la relacifn molar en
el equilibrio, con respecto al valor inicial es de un 45%, desde
1.1l en el dia cero hasta 1.60 en los dfas 17-18.

A diferencia de los gatos, el incremento de la relacibn -
molar 2,3-DPG/Hb en los cobayos, si parece tener un efecto impor
tante en estos organismos. Mientras gue en los gatos la relacibn
molar se incrementa durante la fase de deseguilibrio, tendiendo-
a regresar a los valores iniciales cuando la anemia se encuentra
en su fase estable, en los cobayos el aumento aunque lento es --
sostenido y se mantiene constante cuande la anemia se encuentra-—
estable (dias 17-18).

Finalmente en relacibn a los conejos, se puede hacer no-



’taﬁ ei”égﬁroého_naraiélisﬁo entre las.éin;chas de Ia heiaglobi,
na (f 1gura ll) yoel 2,3-0PG \flgura 14),: lo cual-se v» rcflejaf
do en la propia de la relacién mqlax (figura 17). En ceta &lﬁiP
ma figura se pﬁede»aprééiaf éﬁé*ia ‘clacLGn molar pOrmaneoe - -

anc*lcamnn 8. constanue, ya que si bicn se presenta un incrcmon

to nnhre lOa dtas ? 7, con un méximo en el dZa 7, é&stc solamen-

“

te repvcsenba un aumento de 11%. Después del méxrimo en el dia 7,

‘la relacién':olar dlsnlnuyo alcanzande un nuevo eguilibrio con-

un-valorN1ruc -ilcamente igual al inicial.

'f{_ﬁﬁffesumen se puede decin que gn los conejos si hien se-—
,daiuﬁ¥1i§¢fa'incremento en la relacidn molax 2,3-DPG/Ib, la res
:pgé;téfen'su'conjunto es claramente poco imwortante debido a --
7q;é—1p§'ﬁalores tienden a mantenerse en sus valores normales, -
es decix en un valor de 2 moles de 2,3-DI'&/mol de hemoglebina.

En la figura 18 se muestran los resultados de un trabajo
en el gue se ukilizd el mismo enfoque crpeximental, en el cual-
se usaron 6 animales vy se encontrd el mismo hecho cque agui se -
presenta, os decisn la relocidn molar 2.2-RDE/FH no ce incnemen-
+5 durante la anemia de ecos 6 conejos . Ia concentwacidn de --
2,3-DPG con respeckto a la concentracidn de hemoglowina, se ex~~
presa como micromoles de 2,3-~DPG poi gramo de hemoglobina, la - -
cunl es unA mAanera alternativa de reprecentar la relaciOn molar

va que un qramo de hemoglobina eguivale a 15.1 micromoles, asu-

miendo un peso molecular de 66,000, n esta misma gréfica se --
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Figura 17.Inf1uenciavde la aneﬁia crbnica inducida scbre la re
lacidn molaxr 2,3-DPG/Hb en los conejos, Se muestra la media (o)
y la desviacibn esténdar (I). La linea continua une los valo--
res promedio obtenidos de 2-3 determinaciones por duplicado -~
por dfa, de la concentracién de 2,3-DPG dividida entre la con-
centracibn de hemoglobina, ambas expresadas como pmoles/ml. de

sangre.
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Figura 18. Influencia de la anemia crbnica inducida sobre la -
concentracidn de 2,3-DPG/gr. de hemoglobina en los conejos. Se
muestra la media (o) y la desviacibn estindar (I). La linea -
continua une los valores promedic obtenidos de 3~6 determinacio
nes por duplicado por dia, en relacibn a la concentracibn de -

hemoglobina en gramos/ml. (Tomada de Becerril, L. B., 1979).
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puede ver que la reiacién 2,3-DPG/Hb es constante y se mantiene
“‘en 30 micromoles por gramo de hemoglobina que equivale a una re
‘lacidn molar de 2.

De los resultados hasta aqui presentados gueda claro que
en los gatos la relacibn molar si bien se incrementa alcanzando
un mé&ximo, tiende a regresar a los valores iniciales.

Bs importante recalcar dque aunque parece impresionante -
un incremento de 100%, en términos absolutos solamente se trata
de un cambio de 0.186 a 0.370 moles de 2,3-DPG/mol de hemoglobi
na, el cual no tiene un significado importante debido a que los
valores tienden a regresar al nivel original cuando la concen--
tracibn de hemoglobina llega a un minimo y permanece constante.

_ Por lo que respecta a los cobayos, es evidente que en eg
tos animales un incremento de la relacibn molar 2,3-DPG/Hb con-
forme transcurre la anemia, debe tener algGn significado,debido
a que la relacibn molar aumenta y cuando la concentracibn de he
moglobina llega al equilibrio, dicha relacibén molar se mantiene
incrementada y constante.

Por Giltimo es también claro que en los conejos, la rela-
cibén molar 2,3-DPG/Hb no se incrementa ostensiblemente y que in
c¢lusive se puede afirmar que en términos globales, permanece --
constante durante la anemia. ,

Al parecer por los datos que hasta aqui se presentan, la

respuesta del 2,3-DPG ante la anemia es importante sblo para ~-
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iés énimales del segundo grupo, al cual pertenece el hombre (ta-—
‘bla 6 y figura 2), segln se amplfia a continuacidn.

Haciendo uso de lbs datos de la literatura (Lenfant et al.,
1970a), se puede hacer un cdlculo aproximado de lé relacibn mo—-
lar 2,3~DPG/Hb en el humano bajo condiciones de anemia equivalen
tes a las del cobayo (50% de hemoglobina). En este Gltimo, el -
hematocrito disminuye de 40 a 25%. Asumiendo un cambio equivalen
te en el humano, &éste serfia de 45 a 28%. Para un 50% de la hemo-
glcbina normal (18gs./100 ml), en el humano, se reporta una con-
centracidn de 2,3-DPG de 6.9 mM. Sabiendo que 1 g de hemoglobina
equivale a 15.1 pmoles, dna concentracidn de hemoglobina de 9gs.
por 100 ml. de sangre, Yepresenta un eguivalente de 1.36 pmoies/
ml. Por otro lado, una concentracién 6.8 mM de 2.3-DPG, con un -
hematocrito de 28% representa 1.90 pmoles/ml. ILa relacibén molar-
2.3-DPG sobre hemoglobina es por tanto de l.4.

Sabiendo gue la relacibn molar normal es de 0.96 (tabla 6),
el incremento que representa el cambio de 0.96 a l.4, es de 46%,
el cual es précticamente igual al de los cobayos bajo condicio--
nes sémejantes de anemia.

Haciendo una estimacién‘semejante para el caso de una ane
mia severa en el humano‘(4-5 gs. de hemoglobina/100 ml), se en--
cuentra gue la relacidn molar 2,3-DPG/Hb puede llegar a una rela
cibn maxima de 2:1, Aunque se han reportado incrementos {de mang

ra implfcita en pmoles de 2,3-DPG/g Hb), de la relacibn molar --
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‘hasta de 3:1 (Eaton et al., 1970), éstos han sido esporéddicos.-

" Asumiendo gque en condiciones de anemia severa en el humano, en-—
irealidad la relacién molar sdlo llega a un méximo de 2:1, po~ -
drfa ser éste el tope para los animales del segundo grupo. Ha-~
bria gue hacer los experimentos con animales de una relacibn --
¢ercana a 2:1 para conocer la realidad.

Retomando a los conejos, en los que la relacibn molar --
2,3-DPG/Hb no cambia durante la anemia, surge la pregunta de —-
cuales son los cambios gue se dan en el ATP. Este iltimo tam- -
bién ha sido involucradc como regulador de la afinidad de la he
moglobiﬁa por el oxigeno (Benesch y Benesch,1967; Chanutin y --
Curnish, 1967).

. Los resultados de la determinacién de la concentracibn -
de este metabolito, expresada como micromoles de ATP por milili
tro de sangre, se muestran en la figura 19.

Lo mds notable de esta figura es que, como se puede apre
ciar, la concentracibn de ATP disminuye hasta un minimo en el -
dfa 4 dé sangrado, a partir del cual se recﬁpera regresando al-
valor inicial (0.83 pmoles/ml.), en el dfa 7. Después de regre-
sar al valor inicial, se sigue dando una reauperacidn hasta 1lle
gar a un equilibrio en los dias 10-11 con un valor de 0.87 jmo-
les/ml.

Hay que hacer notar también que la cafda de la concentra

cibn de ATP, es més lenta que la correspondiente de la hemoglo-
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Figura 19. Efecto de la remocibn diaria de un volumen constan-
te de sangre sobre la concentracifn de ATP en los conejos. Se-
muestra la media (o) y la desviacibn esténdar (L). La linea --
continua une los valores promedio de 2~3 determinaciones por -

duplicado por dia.



ESTA TESIS N9 DEBE
79 SALIR BE LA BIBLIBTECA

bina (comparar con la figura 11), Por otro lado, la recuperacién

de la concentracidn de ATP se da cuando la hemoglobina estd ten-~
diendo al equilibrio. Tomando estas observaciones en conjunto,es-
de esperarse que la relacibn molar ATP/Hb se incremente desde un-
principio. Los resultados se muestran en la figura 20, en la cual
se observa efectivamente un incremento sostenido, hasta alcanzar-~
un equilibrio en los dias 10-11. En el equilibrio, el incremento-
de la relacidn molar ATP/Hb representa un aumento de 0.39 -~ 0,78,
es decir un 100%.

Es importante recalcar que la concentracibén de ATP regresa
al valor inicial a pesar de que el déficit en el nfmero de célu—-
las rojas es de un 60% (figura 5).

En un experimento preliminar hecho con un sblo conejo se -
observan précticamente los mismos resultados gue aqui se comentan,
segln puede pareciarse en las figuras 21 y 22, en las cuales la -
concentracibn de hemoglobina se expresa como pmoles/ml. En la fi-
gura 21 se ve que el ATP disminuye § regresa a los valores inicip
les mientras que 1la relacidn molar se incrementa hasta un 100% -~
(0.4 moles ATP/mol Hb en el dia cero a 0.8 moles ATP/mol Hb en el
dia 14), cuando la hemoglobina estd en eguilibrio.

Si las células rojas de losoonejos anémicos estuvieran - -
constituidas solamente por eritrocitos maduros, estos deberfan --
contener aproximadamente el doble de ATP que los eritrocitos nor-

males para explicar la recuperacibn de los valores normales de —-
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Figura 20. Influencia de la induccibn de la anemia crbnica so-
bre la relacibn molar ATP/Hb en los conejos. Se muestra la me
dia (o) y la desviacibn esténdar (I). Ia linea continua une -~
los valores promedio obtenidos de 2~3 determinaciones por du--
plicado por dia, de la concentracién de ATP dividida entre la~
concentracidén de hemoglobina, ambas expresadas como pmoles/ml.

de sangre.
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Figura 21. Efecto de la remocidn diaria de un volumen constante
de sangre (10 ml./Kg de peso) sobre las concentraciones de ATP-
y hemoglobina en un conejo adulto. Se muestra el promedio de --

una determimecibn por duplicado por dia.
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Figura 22. Efecto de la remoci6én diaria de un volumen constan-
te de sangre (10 ml./Kg de peso} sobre la concentracidtn de he-
moglobina y la relacién molar ATR/Hb en un conejo adulto. Se -

nuestra el promedio de una determinacibn por duplicado por dia.
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ATP (Figuras 19 y 21). Sin embargo se ha demostrado que duran-
te la anemia de los conejos, el nlmero de reticulocitos se in-~
crementa notablemente (Valdés, 1977).

Al determinar el porcentaje de reticulocitos en el pre-
sente +trabajo, Se encontrd un incremento méaximo de 50%, segln
puede apreciarse en la figura 23.

Asumiendo que durante la anemia de los conejos el incre
mento en el porcentaje de reticulocitos es tipicamente de un -
50% figura 23), vy que en el equilibrio el decremento del nGme-
ro de células rojas es aproximadamente de un 50% (figura 6), -
se esperaria que los reticulocitos tuvieran en promedio, 4 ve-
ces més ATP que los eritrocitos, en caso de que éstos no pre——
sentaran cambios en el contenido de agquél. Esto explicarfia tan
to el regreso a los valores normales de ATP (figuras 19 y 21),
como el incremento de iOO% en la relacién molar ATP/Hb (figu--
ras 20 y 22).

Cuando se semipurificaron las poblaciones de reticuloci
tos y eritrocitos del dia 9 de la anemia de un experimento pre
vio (obsérvese gue en el dia nueve el porcentaje de reticuloci
tos y eritrocitos es méximo y constante, figura 23), se aisla-
ron las fracciones denominadas "rica en eritrocitos y "rica en
reticulocitos" (ver materiales y métodos) y se determinaron el-
nfimero de cé&lulas, el porcentaje de reticulocitos y la concen-

tracidn de ATP en cada fraccidn.
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Figura 23. Influencia de la remocibn diaria de un volumen cons,
tante de sangre sobre el porcentaje de reticulocitos en los co
nejos. Se muestra la media (o) y la desviacidén esténdar (I). -

Ia linea continua une los valores promedio de 2-3 conteos por-

duplicado por dia.
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Conociendo el porcentaje de reticulocitos, el nGmero de-
células rojas y el contenido de ATP en cada fraccibn, se puede-
‘“calcular la concentracifn corpuscular promedio de ATP en ambas-—
poblaciones de células rojas (eritrocitos v reticulocitos), sim
plemente valiéndose de un sistema de ecuaciones simulténeas co-

mo se ejemplifica a continuacidn:

CONEJO 1
Fraceién enriquecida Fraccibn enriquecida
en eritrocitos en reticulecitos
% de reticulocitos 17.85 67.00
No. de céls./ml 2. 725x1o9 2. 16X109
ATP (umoles/ml) 0.66 0.91
No. de eritrocitos/ml 2.238x10° (82.15%) 0.7126%107 (33%)
No. de reticulocitos/ml 0.486X10° (17.85%) 1.4472x10° (67%)

9
1.4472X10 retics. + O.7128X109 erits, = 0.91 umoles ATP

0.4860X10° retics. + 2.238X10° erits. = 0.66 pmoles ATP

Resolviendo el sistema de ecuaciones resulta gue un eri-

trocito contiene l.772X10—16 moles de ATP y un reticulocito con
-16

tiene 5.415 X10 1 moles de ATP, de donde se concluye que un --

reticulocito tiene 3 veces m&s ATP gue un eritrocito.
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CONEJO 2

Fraceibn enriquecida  Fraceidn enriquecida

en eritrocitos en xeticuloaitos
" % reticulocitos 17.60 69.32
¥o. de células/ml 1.522x10° 1.233%10°
ATP (umoles/ml) 0.370 0.603
No. de eritrocitos/ml 1 .2~54x109 0 _3781}{109
No. de reticulocitos/ml 0.268%10° 0.8544%10°

Procediendo de la misma manera resulta que un eritrocito

16 1oles de AP y un reticuloecito 6.364:X10"16 me,

tiene L.586X10~
les por lo que un reticulocito tiene 4 veces més ATP que un eri
trocito en este conejo.

Por otro lado conociendo el nfimerc de células rojas en -

el dia cero y sabiendo que el porcentaje de reticulocitos es ti

picamente de un 2% se tienen los siguientes datos:

CONEJO 1 CONEJO 2
% reticulocitos 2.0 2,0
No. de células/ml 6.588X109 5.153X109
ATP (pmoles/ml) 0.9574 0.8833
No. de eritrocitos 6.324X10° 4.947%10°
No. de reticulocitos 0.1318X109 0.103XlO9

Asumiendo los respectivos valores de los reticulocitos, -

resulta que los eritrocitos del dia cero contienen respectiva--

le

-16 _
mente 1.40X10 moles y 1.52X10 moles de ATP. La variacibn-
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en el conejo 1 es de 21% y en el 2 de - 1%, lo cual no explica
ria la cinética de las figuras 19 y 21, si se pensara en los --
eritrocitos como los responsables del regreso a los valores nox,
males. Por tanto es claro que los reticulocitos son los gque -~
explican las figuras 19 y 21.

Si fuera cierto gue los reticulocitos son los que expli-
can la cinética de la concentracibdn de ATP, deberia existir una
correlacibn entre el nlmero de reticulocitos presentes en la --
circulacibn y la &elacién molar ATP/Hb. Para confirmar esta pre
diceidn, se determind el nlmero de reticulocitos segn se mues-
tra en la figura 24, en la cual se ve que la ciné&tica del nGme~
ro de reticulocitos es muy semejante a la del porcentaje de és-
tos (figura 23), excepto en el dfa 10 en el cual el nGmero es -
mayor que para el dfa 8, a diferencia del porcentaje que es - -
constante. La explicacidn la da el nlmero de células, el cual -
en el dia 10 tiene un valor mayor que para el dia 8 (figura 5).

ILa correlacidn del nGmero de reticulocitos contra la re-
lacidn molar ATR/Hb se muestra en la figura 25, en la cual se -
ve que efectivamente hay una alta correlacibn entre el nGmero -
de reticulocitos y la relacibén molar ATP/Hb, por tanto es evi--
dente que el aumento de la relacidn molar ATP/Hb es debida a la
presencia de los reticulocitos en la circulacibn.

Dado que los reticulocitos son metabdlicamente mucho més

activos que los eritrocitos (Rapoport et al., 1974), por ejem—-
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Figura 24. Efecto de la remocibn diaria de un volumen constan-~
te de sangre sobre el nlmero de reticulocitos en los concjos.-—
Se muestra la media (o) y la desviacibn estfndar (I). La linea
s6lida une los vaiores promedio de 2-3 detcrminaciones por du-

plicado por dia.
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'Relacion molar ATP /Hb

0.0

0.0 0.3 10 L}

‘No. de reticulocitos x 10°%/mm®

Figura 25. Correlacibn entre el nlmero de reticulocitos y la re
lacidn molar ATP/Hb. La pendiente es 0.344, el intercepto es -~
0.353 y el coeficiente de correlacibn es 0.984 para una p<£0.01

vy n de 6.
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Plo sintetizan hemoglobina, afin tienen mitocondrias y por tanto
Ciclo de Krebs, etc., es lbgico que aquellos tengan mis ATP que
:éstos. Como la relacibn molar ATP/Hb no cambia importantemente-
durante la anemia en los eritrocitos, queda la duda de si el -~
ATP de los reticulocitos est& influyendo en la afinidad de la -
hemoglobina por el oxigeno.

Dos evidencias invalidan esta (ltima posibilidad. Una de
ellas indica que durante una anemia hemolitica inducida con - ~
finilhidrazina en conejos, en la cual se detecta una reticuloci
tosis (10-50%), la curva de disiciacién de oxigeno no se modifi
ca ostensiblemente (Brewer y Eatén, 1971) . En este reporte se -
discute que posiblemente no se modifica debido a que la alta --
concentracién de ATP en los reticulocitos, gueda balanceada por
la menor cantidad de 2,3-DPG presente en los mismos.

Aunque no es una evidencia excluyente, en el presente --
trabajo se demuestra que la relacibn 2,3-DPG/Hb no se modifica-
notablemente durante la anemia de los conejos, no obstante que-
el porcentaje de reticulocitos alecanza un valor de 50%. Este heg
cho indica fuertemente que no hay modificacibn de la relacibn -
molar 2,3-DPG/Hb en los reticulocitos con respecto a los eritrg
citos. Si bién el reticulocito tiene menos 2,3-DPG, también tig
ne menos hemoglobina (Valdés, 1977). Este eétrecho paralelismo-
entre la hemoglobina y el 2,3-DPG, el cual ya fue discutido,pro

bablemente indica que la afinidad de la hemoglobina por el oxi-
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‘geﬁo permanece inalterada en Ffuncién de la constancia de di-
cha velacibn, segfin se discute posteriormente.

Una segunda evidencia aungue demostrada en eritrocitos -
humanos, indica que a partir de los c8lculos de las constantes-—

de afinidad del ATP por el magnesio, dela hemoglobina, por el -

ATP y de la hemoglobina por el complejo ATP magnesié, in vitro,
asi como de las concentraciones de ATP, magnesio y hemoglobina,
se concluye.que de 85-90% del ATP se encuentra en forma de com~
plejo ATP-Mg vy deﬁostxéndose a la vez qgue este complejo es inca

péz de interaccionar con la hemoglobina. (Franklin, et al.,1971).

Suponiendo que el ATP no tiene influencia sobre la afini
dad de la hemoglobina por el oxigenc y gue la relacibn 2,3~DPG/
Ib no cambia durante la anemia de los conejos, surge la interro
gante' de si se estarf oxigenando adecuadamente el organismo a -
pesar de un A6ficit de 50% en la concentracibn de hemoglobina -
(figura 11).

la determinacidbn de los niveles de lactato sanguineo, co-
mo ya se ha mencionado puede dar una idea del estado de anaero-
biosis sufrida por un organismo (Huckabee, 1958; Faulkner et al.,
1970).

Los valores de la concentracidn de &cido lictico durante
la anemia se muestran en la figura 26, en la cual se puede oh--
servar que a excepcibn de los dias 1 y 7, el resto de los valo~

res se encuentran ligeramente por debajo del nivel normal, ex—=-
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Figura 26. Variacibn de la concentracibn de dcido léctico (pmg
Les/ml), en respuesta a la remocibn diaria de un volumen cons-—
tante de sangre en los conejos. Se muestra la media (o) y la -
desviacibn esténdar (I). Ia linea continua une los valores pro

medio dbtenidos de 2-3 determinaciones por duplicado por dia.
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presado como pmoles ée 4cido l4ctico/ml. de sangre. Es notable-
la tendencia de los niveles de lactato durante la anemia a osci
lar alrededor del valor iniclal (8 pmoles/ml).

Sin embargo, cuando los valores se expresan en *términos
de la relacibn molar lactato/Hb, se encuentra que los niveles ~
consistentemente se mantienen por encima del valor inicial (£i-
gura 27).

Es importante hacer notar que los conejos tienen un va--
lor normal de lac£ato sanquineo 10-30 veces mayor que el de los
humanos (Sigma Technical Bulletin 826 UV}, lo cual puede tener-
alguna relacibn con.el valor normal de la relacitn molar 2-3-DP
G/Hb. Es sugerente que estas altas concentraciones de'lactato -
propicien un micrcambiente intracelular (por efecto de pH), en-
el cual la hemoglobina pueda interaccionar de una manera espe--
cial con el 2,3-DPG. Tal vez la acidosis producida por el &cido
lactico favoreciera la creacién de un segundo sitio de interac-~
cifn de agquella con &ste. Las altas concentraciones de lactato-
sanguineo indican que los conejos realizan un metabolismo hipé-
xico de manera mucho mds activa gue los humanos, es decir, que -
de manera natural los conejos estén adaptados a un metabolismo-
que reguiere relativamente poco oxigeno.

Si durante la anemia se continuara teniendo ese ritmo -~
de metabolismo hipéxico, los niveles de &cido léctico por mili-

litro de sangre se mantendrian.
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Figura 27. Efecto de la remocidbn diaria de un volumen constante
de sangre scobre la relacibn molar &cido 1éc£ico/Hb en los cone~
jos. Se muestra la media (o) y la desviacién esténdar (I). Ia -
1linea sblida une los valores promedio de 2-3 determinaciones —-
por duplicado por dia de la concentracibn de lactato dividida -
entre la concentracidn de hemoglobina, ambas expresadas como -~

pmoles/ml. de sangre.
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En-la figura 26 se observa que aungue se producen oscila-
ciones en la concentracién de lactato, hay una marcada tenden-+
. cia a hacerlo alrededor del valor inicial, es decir 8 jmoles por
ml., Esto indica que el metabolismo hipéxico en iés conejos revis
te alguna importancia. Como que de una manera natural estén adap
tados a condiciones de hipoxia tal como ya ha sido mencionado.

Ia tendencia de los valores de la concentracibn de lacta~
to a oscilar entre los valores normales, mientras que la hemoglo
bina decrece y se‘estabiliza por debajo de los valores normales,
avidencia que la relacibn molar lactato/Hb ha de mantenerse in-
crementada, aungue oscilante también.

Al parecer el oxigeno que es transportado por el 50% de -
la hemoglobina (figura 11), es todavia suficiente para mantener-
funcional al conejo.

Al seguir explorando en las propiedades de la sangre del-
conejo en relacibn a laoxigenacidn se hicieron una serie de expe
rimentos basados en las siguientes observaciones:

Se recomlenda que uwna vez tomada una muestra de sangre, -
se selle la jeringa v se sumerja en un bafio de hielo para evitar
cambios en la concentracibn de 2,3-DPG. Esta recomendacibn esté-
basada en el modelo de regulacibn de Iaafinidad'de la hemoglobi-
na por el oxigeno mediada por el 2,3-DPG. Se supone que el DPG -~
Gnicamente se une a la désoxihemoglobina por lo que si se mantu-

viera la sangre venosa a temperatura ambiente y en presencia de-
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aire, ésta se oxigenarfia, se despegarfa el DPG y esée Gltimo sg
rfa hidrolizado por la 2,3-DPG fosfatasa (Benesch y Benesch, --
1970; Rose, 1970).

Casualmente en el conejo hemos ohsexrvado gue la relacibdn
molar 2,3-DPG/Hb no varia al oxigenar la sangre, seglin se mues-
tra en la tabla 7, en la cual se puede apreciar gque durante 4 -~
horas de incubacibén a 37°C y en presencia de aire, la relacibn-
molar 2,3-~DPG/Hb permanece constante. Estos datos indican una ~
de dos posibilidades, 0 gue la unibn del 2,3-DPG es‘tanto a la-
oxi como a la desoxihemoglobina & que la 2,3-DPG fosfatasa tie-
ne una actividad muy reducida. Pero por muy reducida que estu--
viera la actividad de la fosfatasa, en 4 horas deberia observax
se algflin cambio.

' Con el fin de saber que pasaba con el ATP, se repitid el
experimento midiendo también este dltimo. De paso con este expe
rimento se descartaba la posibilidad de que los valores de 2,3-
DPG/Hb no cambiaran porque los eritrocites no estuvieran funcip
nales. Los resultados se muestran en la tabla 8. En esta ta~~
bla se puede observar gue en un lapso de 3 horas los niveles de
2,3-DPG se mantienen constantes mientras que el ATP disminuye =
desde los 84 pmoles/100 ml de sangre, hasta aproximadamente 70-
pmoles/ ml. Este minimo se produce a las 2 horas de incubacibn~
quedando précticamente constante durante los sigulentes:60 minu

tos.



TABLA 7

Determinacidn de la concentracidn de 2,3-DPG a distintos tiempos de incubacidn de sangre-

de conejo a 37°C,.

Tiempo ge incubacidn Jmoles DPG/ml. Pmoles Hh/ml, DPG/Hb
(minutos)

0 4.073 1.934 2.106

30 3.865 " 1.998

60 3.819 " 1.975

120 3.965 " 2,050

240 4,004 " 2,070

Ia hemoglobina se determind a los 0 y 240 minutos y fue prédcticamente constante.

L6



TABLA 8

Determinacibn de las concentraciones de 2,3-DPG y ATP a distintos tiempos de incubacibn

de sangre de conejo a 37°C.

Incubacidn
(minutos)

0
60
120

180

pmoles DPG/ml.

3.792
3.681
3.773

3.827

lpmoles-ﬂb/ml. , DPG/Hb pmoles ATP/100 ml.
1.837 2.064 84,34
! 2,003 77.22
! 2.053 68.54
" 2.083 72.74

Ia hemoglobina se determind a los O y 180 minutos y fué

prdcticamente constante.

86
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Un experimento de cierta manera concluyente es el que se
presenta en la tabla 9 en la cual se comparan la sangre venosa-—
¥ la sangre arterial. En esta tabla se puede apreciar que inclu
sive in vivo la relacibn molar 2,3-DPG/Hb no cambia en funcibdn-
de la oxigenacidn.

Integrando los resultados hasta aqgui presentados, éstos-
apoyan la primera de las dos posibilidades arriba planteadas, -
es decir, aparentemente el 2,3-DPG se une tanto a la oxi como a
la desoxihemoglobina, y de una manera muy constante.

Para explicar esta posibilidad, proponia que la gran can
tldad de 4cido léctico propiciara un microambiente intracelular
(por efecto del pH), que a su vez favoreciera la formacibn de -
un segundo sitio de interaccibn 2.3-DPG-Hb. Por otro lado, que-—
durante la anemia, el incremento de la relacidn molar lactato/Hb
reforzara esta interaccibn, de tal manera que no fuera necesa--.
rio aumentar la relacidén 2,3-DPG/Hb. De hecho se ha demostrado-
que la hemoglobina humana reacciona més fuertemente con el --=
2,3-DPG a pH &cido (Jelkman y Bauer, 1976).

Para que la hipétesis sea consecuente con los resultados
obtenidos, se tendria gue plantear gue la interaccibdn 2,3-DPG -
Hb ademds de valerse de un segundo sitio, la unibén tendria que-~
ser tanto a la oxi como a la desoxihemoglobina y ademés de una-
manera muy estable, dando como resultado un complejo 2,3~DéG -
Hb con una afinidad por el oxigeno baja y permanente., Ese com--

plejo permanentemente poco a f£in por el oxigeno, estaria mante-



TABLA 9

Comparacifn de las concentraciones de 2,3-DPG,ATP y lactato en sangre venosa y arterial -

de conejo.

Sangre venosa Sangre arterial

Hemoglobina 15.300 15 .600
{grs./100 ml.) :

2,3-DPG 4.400 4.430
(Pmoles/ml. )

100.000

ATP 95.000
{ pmoles/100 ml.)
Acido l&ctico 9.300 9.100
()Jmoles/ml.)

2,3-DPG/Hb 1.900 1.875

La sangre arterial fue cbtenida por puncibn cardiaca y la venosa, de la vena marginal de

la oreja.

00T
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ﬁiendo unarhipoxia natural que explicarfa los altos niveles de -
lactato en el conejo comparado con el humano. Durante la anemia,
el complejo se veria reforzado debido a que el lactato se sigue- .
produciendo en grandes cantidades mientras gque la hemoglobina se
encuentxa por debajo de los valores normales.

la importancia del papel del ATP como regulacdor de la afi

nidad de la hemoglobina humana por el oxigeno in vivo, es cues—-

tionable, en base al reporte de Franklin y colaboradores (Fran--

- klin et al.{ 19715, en el cual se demuestra que 85-90% del ATP -~
en el eritrocito estd complejado con Mg,++ siendo el ecomplejo ~--
ATP-Mg incapdz de interaccionar con la hemoglobina.

Por otro lado los datos de Brewer y Eaton (Brewer y Eaton,
1971), scbre la invariabilidad de la curva de disociacibn de oxi-
geno en la anemia de los conejos, no obstante una reticulocitosis
de hasta 50% (lo cual en el presente trabajo representa un aumen-
to de 100% en la relaci®dn molar ATP/Hb), en conjunﬁo indican muy-
probablemente que in vivg el papel del ATP no es precisamente el-
de regular la funcidn de la hemoglobina en los mamiferos.

Hecha esta salvedad, no queda més que resaltar la importan
cia de la dilucidacibdn de los mecanismos de la respuésta del - -
2,3-DPG a la anemia en los mamiferos, teniendo confianza en que =~
in vivo éste es el principal regulador de la afinidad de la hemo~
globina por el oxigeno.

A manera de canclusiones tentativas, a continuacibén se ha-

ce un andlisis general de los mecanismos de la respuesta del - -
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2;3—DPG a la anemia de las especies estudiadas en el presente -
trabajo, complementdndolo con los datos de la literatura, gque -
' permiten validar dichas conclusiones.

De un andlisis global de las especies estudiadas bajo ==
condiciones de anemia, queda claro que los incrementos de la re
lacibn molar 2,3-DPG/Hb responden de una manera inversa (en los
puntos miximos), a los valores normales de dicha relacibn molar.
En los gatos el incremento fue de 100%, con una relacibn 2,3~DP
G/Hb inicial de 0.186:1, en los cobayos fue de 45% para un ni--
vel inicial de 1.1l y finalmente en los conejos 11% con una re-—
lacibn molar de 2. Es también claro que dicho incremento sbla--
mente revisten importancia en los ‘cobayos ya gue en los gatos -
y los conejos, no Se mantienen cuando la anemia es méxima y es-
table.

Estudios preliminares hechos en ratones de laboratoxio,-
en los que se indujo y mantuvo la anemia hasta gue los niveles—
de hemoglobina tendieran al equilibrio, apoyan esta idea segfin—
se puede apreciar en la tabla 10. En ésta se puede observar co-
mo decrece la hemoglobina hasta tender al eguilibxio, mientras-—
que la relacibn molar 2,3~-DPG/Hb se mantiene précticamente cons
tante los primeros cuatro dias de sangrado, Se observa un lige-
ro incremento de esta relacibén en el dia cinco, cuando la hemo-
globina estd cércana al equilibrio. Este incremento representa-
un aumento de 9% con respecto al valor inicial (2.395/2.590).EL

ratbn de laboratorio es el mamifero que- posee los niveles mds -



TABLA 10

Datos preliminares sobre la determinacidn de los niveles de 2,3-DPG durante la anemia -~

en el ratbn de laboratorio.

Dia de sangrado (¥o. ind.) pmoles DPG/ml. pmoles Hb/ml. grs. Hb/ml. 2,3-DPG/Hp

1 5 4.8890 2.1316  14.0680 2.395
2 3 4.7359 2.0026 13,2117 2.365
3 2 4.2735 1.7954 11.8490 2.380
4 _ 3 3.4547 1.4480 9.5568 2,382

€0T

5 2 3.7320 1.4400 9.5040 2.59¢
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~.altos de 2,3-DPG, dentro de los animales muestreados hasta la fe
‘cha.

Parece ser que la explicacibn de la respuesta del-2,3-DPG
ante un estado de anemia en los mamiferos, estd centrada en el -
Pzpy. Se define el Psg como la presidn parcial de oxfgeno requeri
da para saturar un 50% de las moléculas de hemoglobina bajo de--
terminadas condiciones.

En la tabla. 11 se presentan datos tomados de la literatu-
ra sobre el PSO bajo distintas condiciones para las especies he-
chas anémicas en el presente trabajo. También se presentan los -~
datos correspondientes a otras especies pertenecientes a los res
pectivos grupos (figura 2), que ellas representan. Por ejemplo -
del'primer grupo estén el gato y el carnero, el segundo el humano
y el cobayo. Del tercer grupo se encuentran el conejo y el ratbn,
aungue de este Gltimo solamente se tiene el Pgo de la éangre to-
tal.

Ias condiciones en que se midib el PSO fueron la hemoglo-
bina libre de 2,3-DPG, en presencia de distintas cantidades de -
este compuesto y en la sangre total.

El Py, de la hemoglobina libre de 2,3-DfG indica la afini
dad intrinseca de é&sta por el oxfigeno y en presencia de concen--
traciones crecientes de aquél, su reactividad con dicho metabo--
lito.

El gato y el carnero, representantes del primer grupo de-
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los animales que aqui se estudiaron; tienen en comln poseer he
moglobinas con una afinidad intrinseca por el oxigeno notable--
_mente menor que la de los otros animales. Otra caracteristica -
en comln es su baja reactividad con el 2,3-DPG, Esta Gltima ha-
sido explicada en el caso de los borregos, en base a deleciones
de uno o dos residuos de aminolcidos del extremo amino de las -
cadenas beta (Bunn et al., 1974). En el caso de los gatos el ~-
grupo amino terminal de las cadenas P se encuentra acetilado -
(Bunn, 1971). Comé ya ha sido mencionado, el extremo amino de -
las cadenas beka es una regidn que participa en la creacibn del
sitio alostérico del 2,3-DPG. Las deleciones:en los borregos y-'
las acetilaciones de los gatos dan como resultado hemoglobinas
poco reactivas con el 2,3-DPG.

' Por otro lado las especles representantes del segundo y-. -
tercer grupos poseen hemoglobinas intrinsicamente mds afines --
por el oxfgeno y mis reactivas con el 2,3~DPG. Atendiendo a los
valores normales de este compuesto (tabla 6), y a las caracte--
risticas intrinsecas de las hemoglobinas en cuanto a la afinidad
por el oxigeno, dicho metabolito se encuentra en grandes canti-
dades en los animales con hemoglobinas muy afines por el oxige
no. En condiciones normales las altas concentraciones de 2,3-DPG
disminuyen dicha afinidad,

Los gatos y los carneros poseen pequefias cantidades de -
este compuesto por 2 razones, una hemoglobina intrinsecamente -~

poco afin por el oxigeno y a su vez poco reactiva con el 2,3-DPG.



TABLA 11

Afinidad de 1a hemoglobina por el oxijeno en ausencia y en presencia de 2,3-DPG, en so-

lucidn y en la sangre total.

Especie Prode la Hb. P de la Hb. P5 de la Hb Pey de la -

libre de DPG +8.2mM DPG + 9 mM DPG sangre total
Gato 13.8 15.0 16.5 36
Carnero l6.0 16.6 21.0 41
Humano 4.0 7.0 ' 10.5 26
Cobayo v 5.7 8.2 11l.6 27
Conejo 5.1 9.9 13.5 32
Ratbn - - - 50

Excepto para el ratbn, los datos fueron tomados de Bunn et al., 1974

El P50 de la sangre del ratdbn fue tomado de Neilsen y Larimer, 1958.

90T
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En estos animales, la baja reactividad de la hemoglobina con -
Jel 2,3-DPG queda balanceada con la baja afinidad intrinseca pox
el oxigeno, siendo el resultado final una sangre poco afin por-
el oxigeno.

En los animales con hemoglobinas muy afines por ambos --—
compuestos, . las altas concentraciones de 2,3-DPG contrares-—
tan la alta afinidad por el oxigeno dando finalmente el mismo -
resultado} una sangre con una afinidad por el oxigeno decremen-
tada. |

Una caracteristica comn de los animales representantes—
del segundo grupo (humano y cobayo), es el Prn de la sangre to-
tal, el cual es menor que el resto de los animales. Es justamen
te en el €obayo.en donde el 2,3-DPG se incrementd importantemen-—
te de una manera definida, es decir, se incrementd y se mantuvo
como tal cuando la anemia fue mé&xima y estable.

Tomando en consideracibn los incrementos méximos de 2,3-
DPG durante la anemia reportados en la literatura para los ear-
neros (800%, Agar et al 1977; 1900% Studzinki et al., (1980 en #dr
minos absolutos tales incrementos no representan relaciores mo-
lares mayores de 0.16. En el gato el incremento méximo de 100%
(0.186 a 0.370) en la relacibn molar 2,3-DPG/Hb parecia ser im=
portante, sin embargo se observd una tendencia de regreso hacia
los valores normales. Es por todo esto que en el primer grupo ~
de animales (fig 2), el mecanismo de incrementar los niveles --

de 2,3-DPG para reducir la afinidad de la hemoglobina por -
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el . oxfgeno no es muy importante. Al parecer estos animales-
resisten la anemia sin contar con dicho mecanismo simplemente --
porque sus sangres son naturalmente poco afines por el ox{geno.

Por lo que respecta al tercer grupo desafortunadamente sé
lo se cuenta con los datos de los conejos. Ya se ha discutido --
gue en estos animales el mecanismo de resistencia a la anemia pa
rece ser su adaptacibn natural al metabolismo hipéxico; probable
mente relacionado con las caracteristicas especiales del comple~
jo 2,3-DPG~Hb. De ﬁecho en la misma tabla 1l se ve que la hemo-~
globina del conejo es la més reactiva con el 2,3-DPG.

En el caso del ratbn la explicacibdn parece darla el P50 -
de la sangre total. Aparentemente el 2,3~DPG ha reducido tanto -
la afinidad de la hemoglcobina por el oxigeno, que ya no es nece-
sario reducirla afin més.

En conclusidn el incremente de los niveles de 2,3 DPG co-
mo respuestd a la anemia, al parecer solamente opera en el segun
do grupo demamiferos al cual pertenece el hombre.

La respuesta del 2,3 a la anemia de los mamiferos, es sb-
lo un aspecto de los mecanismos que pueden estar operando. Por -
ejemplo se‘ha reportado que el flujo cardfaco se incrementa du--
rante la anemia (Metcalfe y Dhinsa, 1970). Por otro lado al dis~
minuir el nfmero de células, es de esperarse que la viscosidad -
de la sangre disminuya con un aumento concomitante de la fluidez

0 como se hizo observar cuando se discutieron los cambios en el-

hematocrito, en donde se observd gue una respuesta general fué -
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el incremento del volfimen celular. ¢Que importancia tendrd paxa~
un organismo anémico el poseer células con una mayor superficie-
‘de contacto? ¢Cual es la razbdn de la entrada masiva de los reti-
culocitos a la circulacibn en el conejo y en general en los mami
feros anémicos?

Es evidente que este trabajo es s6lo una pequefia contribu
cibn a la dilucidacibn de los mecanismos compensatorios que ope-
ran en los mamiferos ante un estado de anemia, en el cual la ca-
pacidad oxigenadorﬁ de la sangre se encuentra disminuida.

También es evidente gue se regquleren estudios en un mayor
ntmero de especies, principalmente entre las del segundoc grupo -
con relaciones .2,3-DPG/Ib mayores a 1.5, para corroborar o corre
gir la prediccidn de que durante la anemia en esas especies la -
relacidn molar llegue a un méximo de 2:1. EL estudio detallado -
de otras especies del tercer grupo pexmitird saber si el conejo-

es una excepcibn o es la regla en el grupo.
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RESUMEN.

Con el fin de conocer dentro de lo posible y de una mane
ra sistemdtica, los mecanismos de la respuesta de 2,3-DPG a la—~
anemia en los mamiferos, se determinaron los valores normales -
de este metabolito en 53 especies de aquellos, representantes -
de 11 de log 20 érdenes existentes.

En funcibn de los valores normales de la relacibén molar-
2,3-DPG/Hb, fue posible agrupar al conjunto de animales estudia
do, dentro de 3 categorias.

Se escogild una especie representante de cada una de las-
3 categorias, se le indujo una anemia crbénica por sangrado in--
tracardiaco diario y se determinaron los cambios en la concen-—
tracibn de 2,3-DPC en el transcurso de dicha anemia.

A la especie representante de la.tercera categoria se le
determinaron ademds los cambios en la concentracién de ATP y ==
4cido lactico, con la finalidad de conocer de gue manera esti--
ban relacionados con la variacibén de la concentracibn de 2,3-DP
G.

Tomando los datos de la literatura sobre el P50 de las -
especies hechas anémicas y otras pertenecientes a sus respecti-
vos grupos, se hizo un andlisis global de la respuesta del -~ -
2,3-DPG a la anemia, en funcibn de las afinidades intrinsecas -

por el oxfidgeno de sus hemoglobinas y del P50 de la sangre total.
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