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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

El oxigeno forma parte esencial del proceso metabolico a través del cual el organismo obtiene
la mayor parte de la energfa necesaria para que las reacciones bioldgicas se desarrollen de forma
6ptima. En la compleja fisiologfa del transporte de oxigeno toman parte muchos y muy distintos
factores, que se integran con la finalidad de conseguir que la oxigenacion de los tejidos se lleve a
cabo adecuadamente. Es posible identificar, quizds de manera un tanto esquematica, cuatro gran-
des grupos de sistemas de los que, en definitiva, depende la homeostasis del transporte de oxige-
no: el respiratorio, el cardiocirculatorio, el hematopoyético y el propiamente eritrocitario; este
ultimo estd constituido por el conjunto de factores que intervienen en la regulacion de la afinidad
de la hemoglobina por el oxfgeno.

Cualquiera de los cuatro sistemas mencionados es capaz de neutralizar, hasta un cierto limite,
la deficiencia en la funcién de los otros, con la peculiaridad de que algunos proporcionan una
adaptacion inmediata al defecto, mientras que otros son de mas lenta instauracion. Los cuatro
sistemas, ademas, estdn orientados para actuar como mecanismos no sélo de sustitucién, como
acabamos de comentar, sino también de compensacion, en todas aquellas situaciones clinicas que
cursan con hipoxia celular.

La facilidad con la que la hemoglobina puede desprenderse del oxfgeno para cederlo a los te-
jidos es una caracterfstica que tiene su origen, por una parte, en las propiedades intrinsecas de la
molécula del tetrdmero, que generalmente son de ilaturaleza congénita, y por otra parte, en la
composicién del medio ambiente en el que estd inmersa. Diversos factores intervienen en la rela-
cién entre el oxigeno y la hemoglobina. La mayorfa de ellos --el pH, el anhidrido carbénico, la
temperatura— son conocidos desde hace mucho tiempo y han sido objeto de amplios y. profun-
dos estudios. En los 0Oltimos afios se ha descubierto un nuevo factor, el 2,3-difosfoglicerato, cuya
importancia en la regulacion de la afinidad del pigmento respiratorio por el oxfgeno ha resultado
ser de un enorme relieve y cuya trascendencia, tanto en el campo de la Fisiologia como en el de la
Patologfa o de la Clinica, empieza ahora tan s61o a vislumbrarse. En efecto, el 2,3-difosfoglicerato
es un metabolito intermediario de la glicolisis anaerobia, que se encuentra a concentraciones casi
equimolares con la hemoglobina en el hematie y cuya existencia, aunque ya conocida desde hace
més de 50 afios, no ha sabido interpretarse correctamente hasta 1967, afio en el que dos grupos
independientes de trabajo dieron la clave de su importantisima *‘funcién respiratoria”. Ef 2,3-di-
fosfoglicerato es un efector alostérico de la hemoglobina, de tal forma, que en su interaccién con
ella estabiliza su configuraciéon desoxigenada. El eritrocito consigue asf, a través de variaciones en
la concentracion del fosfoderivado, modular su afinidad por el oxigeno.



El descubrimiento de esta ‘‘funcién respiratoria’ del 2,3-difosfoglicerato ha abierto una nueva
linea de investigacion en el complejo campo de la fisiologia del transporte de oxigeno. En este
sentido, nosotros hemos pretendido, al continuar los trabajos iniciados afios atras por el grupo
que dirige el profesor Espinds Pérez, establecer cuél es el comportamiento de este fosfato organi-
co, cuantitativamente el mas importante de) hematie, en algunas situaciones clinicas en las que
précticamente no ha sido aln estudiado. Era 14gico pensar que en la anemia cronica debia de exis-
tir una elevaciéon en la concentracion intraeritrocitaria del 2,3-difosfoglicerato, que al facilitar la
liberacién del oxigeno a los tejidos actuaria como un mecanismo méas de adaptacion del organis-
mo a la deficiencia de masa eritrocitica; este mecanismo s¢ integraria en la compleja homeostasis
del transporte del gas respiratorio. Esta hipétesis fue demostrada en los iniciales estudios del gru-
po que dirige el profesor Espinds. Nosotros hemos querido dar, con nuestro trabajo, un paso mds
alla: hemos intentado no solamente determinar cudl es {a concentracion intracorpuscular del 2,3-
difosfoglicerato, para establecer su correlacion con la tasa de hemoglobina, en éstay en otras si-
tuaciones clinicas mas complejas —enfermedades tiroideas, cirrosis hepatica, bronconeumopatia
cronica obstructiva, insuficiencia renal cronica severa—, sino también, y principaimente, compro-
bar cuél es el comportamiento de este fosfato organico cuando a las alteraciones en la masa eritro-
citica, que suelen acompatiar a estos procesos, se unen otros trastornos a fos que, también, las en-
fermedades antes citadas se asocian con cierta frecuencia. Es decir, hemos guerido profundizar en
el estudio de algunos aspectos, que creemas poco conocidos, de la fisiopatologia del transporte de
oxigeno, con especial referencia al papel que el 2,3-difosfoglicerato pueda tener en ella, al inte-
grarse con el resto de los tactores que modulan la afinidad de la hernoglobina por el gas respirato-
rio. Para esto, como declmos, hemos elegido algunas situaciones clinicas que por su complejidad,
consecuencia de la habitual aparicién en ellas de multiples posibles trastornos —tales como la aci-
dosis o la alcalosis, la hipoxemia, la hiper o la hipofosfatemia, las variaciones en el consumo perifé-
rico de oxigeno y, ni que decir tiene, la anemia— pueden permitirnos una mejor comprension de
cbmo se regula esta afinidad por el oxigeno. Efectivamente, los mencionados trastornos, en unas
ocasiones directamente y en otras de forma indirecta, a través del 2,3-difosfoglicerato, intervienen
en la modulacion de las propiedades ‘‘respiratorias’’ de la hemoglobina. Pretendemos asi esclare-
cer un aspecto poco conocido dentro del amplio campo de la fisiologia del transporte de oxigeno.
Con este proposito iniciamos nuestro estudio. Los resultados a los que hemos llegado son los que
expondremos a continuacidn en este trabajo, que desde su comienzo fue proyectado para optar al
grado de Doctor en Medicina y Cirugfa.
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A, INTRODUCCION

Eil hallazgo del globulo rojo de la sangre en el siglo XVII inicid una era de descubrimientos
cientfficos que han abocado a un crecimiento geométrico de nuestros conocimientos desde enton-
ces hasta el momento actual. La inicial observacion del eritrocito embarcé al hombre en un viaje
intelectual, que le ha llevado a descubrir nuevos e insospechados horizontes, siempre crecientes,
de investigacion. Los grandes logros conseguidos se han manifestado tanto en el terreno cientffico
puro de la Biologfa como en el de las Ciencias-Aplicadas como la Medicina.

Et gibbulo rojo existe primariamente para el transporte de los gases respiratorios. Su funcion en
los vertebrados es la de hacer posible a las células de los tejidos, lejos del aire atmosférico, respirar
oxfgeno y eliminar anhidrido carb6nico. Aunque algo de oxigeno es transportado en solucién
por el plasma, la cantidad es minima comparada con la que es acarreada por el hematie (143,
243). La apreciacion de esta “‘funcion respiratoria’’ de la sangre fue conseguida hace ya méas de
dos siglos. Parece ser que la primera observacion de que la sangre contenfa ‘“aire’’ fue realizada a
finales del siglo XV{! por Boyle, pero fue sélo dos siglos después cuando el pape! de 1a hemoglo-
bina como transportador de oxfgeno fue definitivamente reconocido {211).

La célula roja nucleada en desarrollo contiene todos los elementos subcelulares necesarios y el
aparato bioquimico y sistemas enzimaticos suficientes para su replicaciéon, maduracion y diferen-
ciacion. Es capaz de la sintesis de los tres principios inmediatos, aunque la produccion de los 400
millones de moléculas de hemoglobina que forman el 95 °/c de su peso seco (104) y que son im-
prescindibles para el transporte de oxfgeno, constituye légicamente su maximo esfuerzo; el pro-
ducir un pigmento respiratorio capaz de aceptar, transportar y liberar oxigeno y finalmente el
proporcionarle un medio ambiente adecuado, donde este pigmento pueda mantenerse en estado
funcional, es la misibn principal de las células eritropoyéticas (104). A medida que progresa la di-
ferenciacion, la célula roja pierde su capacidad de sintesis de DNA (y por tanto de replicacién) y
comienza lo que serd su senescencia. Después pierde el nicleo y luego el RNA (y por ello la posi-
bilidad de sintesis proteica y formacion de hemoglobina). El hematie maduro probablemente,
tampoco puede sintetizar |{pidos ni fosfolipidos. Finalmente, el ciclo de Krebs deja de ser funcio-
nante. Sélo se conserva la via de la glicolisis anaerobia, la derivacion de las pentosas y quizas la
glicogenogénesis (104). El eritrocito adulto maduro, asf organizado, sacrifica en beneficio de su
funcidn primaria, el transporte de oxfgeno, la habilidad para realizar otras muchas funciones, que
no harfan sino entorpecer éste su propésito esencial. Por ello, parece claro que, junto a algunos
sistemas metabodlicos que existen en el hematfe al objeto de sufragar sus propias necesidades, co-
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mo por ejemplo las energéticas para su supervivencia, el resto, por el contrario, no benefician di-
rectamente al hematfe, al menos como primer objetivo, sino que su principal funcién favorece al
organismo en su conjunto. Tal es el caso del 2,3-difosfoglicerato {2,3-DPG) en su relacion con el
transporte de oxigeno, como mds adelante comprobaremos, Esta diversidad de funciones hacen al
metabolismo del hematfe considerablemente mis complejo e interesante de lo que pudiera prejuz-
garse por el hecho de su carencia de nucleo y de gran nimero de rutas metabblicas.

Visto asf, puede decirse que el eritrocito es (nico entre las unidades biolbgicas, ya que la ma-
yor parte de su energia no se emplea directamente en el transporte del gas por la hemoglobina,
que es una funcidn pasiva del pigmento y no requiere consumo de ella. Por el contrario, esta
energia se utiliza en mantener a la célula en un estado funcional adecuado, de tal forma que pue-
da desarrollar su actividad ‘‘pasiva’’ apropiadamente {104).

En este sentido la filogenia es orientadora. La transicion evolutiva desde la molécula de pig-
mento respiratorio circulante en la sangre de forma libre a su englobamiento en elementos formes
individualizados fue sin duda un GOtil artificio para la basqueda de mayores ventajas metabdlicas.
Serfa dificil, si no imposible, el utilizar adecuadamente las secuencias metabélicas si éstas tuvieran
fugar en el plasma, donde difundirian répidamente los cofactores y los sustratos ricos en energia.
Por otra parte, no existirfa el beneficioso efecto de este metabolismo sobre la funcidn respirato-
ria del pigmento. Su inclusién en una célula le permite participar de todas las ventajas del meta-
bolismo celular, como pueden ser su proteccién contra la degradacion oxidativa (glutation y siste-
ma reductor de la methemoglobina) o la modulacion en el transporte de oxigeno por variaciones
en su afinidad por el gas. Ademds, el englobar a la hemoglobina dentro de bs hematies ofrece
diversas ventajas en el intercambio de gases a nivel capilar, entre otras el que se instaure un flujo
turbulento, més ventajoso que el laminar a estos efectos. En el pasado ademas se creia que la
hemoglobina se mantenfa en elementos corpusculares porque si el pigmento estuviera libre en
solucién de 15 gramos por cien, 1a viscosidad del plasma aumentar(ia enormemente, |0 que impe-
dirfa una circulacion efectiva. Posteriormente se ha comprobado, sin embargo, que esto no es asi:
una solucién de hemogtobina a la misma concentracion que la de la sangre tiene menor viscosidad
que la de los eritrocitos suspendidos en el mismo medio {104,211), En conjunto puede afirmarse
que al disponerse intracelularmente fa hemoglobina se libera del influjo metab6lico general y evita
su rapida degradacion. Baste a este efecto recordar que 1a vida media de la hemoglobina circulante
en el plasma es de 200 minutos en oposicién a los 120 dfas de la hemoglobina intracorpuscular
{104).

Los glbbulos rojos de las especies diferentes a los mam{(feros son usualmente nucleados y tie-
nen un metabolismo muy activo (40). Parece como si la evolucion se dirigiera hacia hematies con
una actividad metabblica cada vez menor, pero mucho mas orientada hacia 1a colaboracion con el
transporte de los gases respiratorios, Este transporte es su mision principal y por ello la afinidad
de la hemoglobina por el ox{geno debe de ser finamente regulada. Con este proposito las especies
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maés evolucionadas han adoptado diferéntes procedimientos. Como veremos, algunos mamiferos,
incluido el hombre, han desarrollado altos niveles de un intermediario glicolitico, el 2,3-difosfo-
glicerato (2,3-DPG) que moduta, al actuar como un efector alostérico, la afinidad de la hemoglo-
bina por el oxigeno(28, 40, 46, 250).Otras especies de mamiferos, como la oveja y la cabra, han
desarrollado hemoglobinas con una afinidad por el oxigeno que es la apropiada a sus necesidades
metabdlicas y que no precisan modulacion. Finalmente, las aves tienen también un modulador me-
tabélico de esta afinidad, pero diferente al de los mamiferos, que es el inositol-hexafosfato (28,
40). Cabe pues afirmar que si durante muchos aios la estructura y la funcion del hemat(e han
sido consideradas de una forma elemental al pensar que éste era simplemente un elemento forme,
discoide y bicbncavo, no nucleado, con una gran concentracién de hemoglobina en su interior y
que durante sus 120 dias de vida y méds de 250 kilémetros de recorrido se encargaba tan sélo de
transportar el oxigeno a los tejidos, no ha sido sino en los Gitimos veinte afios cuando se ha co-
menzado a intuir su compleja ultraestructura y los mecanismos dindmicos que hacen que se le
pueda considerar como una unidad funcional (44, 104). Es sin duda en este campo, que pone en
relacién el metabolismo y la funcidn del hematie, en el que més se ha investigado y en el que el
estudio del eritrocito ha progresado mas. Ello ha sido debido al descubrimiento del esencial papel
que, como regulador de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, tiene el 2,3-DPG, interme-
diario glicolitico ya varias veces mencionado,

La presencia de tasas elevadas de 2,3-DPG en los hematies de ciertas especies animales, como
el cerdo, fue ya inicialmente sefialada en 1925 por Greenwald {101). Posteriormente,entre 1939
y 1941, este hallazgo fue definitivamente confirmado en el hombre y otras especies animales por
Rapoport y Guest (177, 178), al comprobarse que el 2,3-DPG se encuentra en concentraciones
casi equimolares con la hemoglobina dentro del hematie. Diez afios més tarde, Rapoport y Libe-
ring {179, 180) se encargaron de investigar los sistemas enzimdticos responsables de su sintesis y
de su degradacidn. Si pensamos que ya en 1921 Barcroft decia, al comentar la diferencia en la afi-
nidad por el oxigeno existente entre 1a hemoglobina purificada en solucién y fa hemoglobina den-
tro del hematie, que ‘‘hay una tercera sustancia presente, independientemente de la hemogiobina
y del oxigeno, que forma parte integral de este complejo” (28, 29, 202), resulta sorprendente que
el fosfato orgénico eritrocitario 2,3-DPG y el transporte de oxfgeno por el giébulo rojo no se pu-
sieran en relacion hasta 1967 afio en el que Benesch y Benesch (27}, y Chanutin y Curnish (52),
simultdnea, pero independientemente, descubrieran la influencia que el 2,3-DPG ejerce sobre la
funcion respiratoria de la hemoglobina al modificar la posicién de su curva de disociacién con el
oxigeno. Estos investigadores comprobaron coémo al afladir 2,3-DPG a 1a hemoglobina en una so-
lucidn ““in vitro” se producfia un desplazamiento a la derecha en esta curva, proporcional al 2,3-
DPG afiadida, de tal forma que a concentraciones iguales a las ‘‘intracorpusculares” de 2,3-DPG,
la hemogiobina se comportaba, con respecto a su afinidad por el oxigena, como si estuviera en el
hematie. Esta diferencia de comportamiento es esencial para la vida, ya que permite al eritrocito
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liberar oxigeno en los capilares tisulares a una presién parcial de oxigeno {pQ,) relativamente ai-
ta (28, 44). €1 tiempo transcurrido desde 1967 ha conacido el desarrollo de un capitulo nuevo y
excitante en |a historia de la fisiologia del gldbulo rojo: la interdependencia entre su metabolis-
mo y su funcion transportadora de oxigeno(26, 28, 42, 44,75, 173). En la actualidad el enorme
esfuerzo investigador que se realiza en diferentes dreas de este campo ha puesto de manifiesto c6-
mo a través de variaciones en las concentraciones intracorpusculares del 2,3-DPG el metabolismo
del hematie humano ayuda a mantener la homeostasis respiratoria {42), tanto en el sujeto sano
como en pacientés afectos de enfermedades diversas (26, 28, 42, 75). De esta forma se ha com-
probado como una modulacién metabdlica tan sutil, que sélo requiere el acimulo progresivo de
un intermediario glicolftico normal det hematie, consigue modificar de forma importante la canti-
dad de oxigeno liberada a los tejidos, sin ninguno de los conacidos efectos colaterales que nor-
malmente acompaiian a los ajustes de otra naturaleza, por ejemplo los del pH sangufneo {75). La
vieja experiencia clinica de que anemias agudas con descenso de un 30 °/o en [a tasa de hemoglo-
bina conllevan severas reacciones hipdxicas y reajustes cardiocirculatorios, mientras que anemias
de instauracion lenta de hasta un 50 °/o se toleran bien, encuentra ahora una de sus explicaciones
en el lento mecanismo de adaptacion det 2,3-DPG (125). El interés por el metabolismo del hema-
tle, y més concretamente por el 2,3-DPG, se ha acentuado ain més si cabe ante la posibilidad re-
conocida en Jos Gltimos afios de su manipulacion con fines terapéuticos. Si tasas elevadas del 6rga-
nofosfato hacen que la hemogiobina tenga una menor afinidad por el oxfgeno no resulta sqrpren-
dente que sehayan ensayado diversas sustancias (piruvato, fosfato, inosina, dihidroxiacetona, etc.),
en un intento de elevar su concentracién en el hematie en diversas situaciones de hipoxia (alti-
tud, enfermedades pulmonares, cardiopatfas isquémicas, etc.}, al objeto de mejorar la oferta de
oxfgeno a los tejidos (25, 41, 42, 44, 142, 228). Ello nos sugiere que la utilidad del conocimiento
det metabolismo del hematfe va mucho mas alld de los confines de la Hematologia (25).

Sin embargo, el 2,3-DPG no es el Gnico compuesto fosforilado que influye sobre la funcion
respiratoria de la hemoglobina. Otros intermediarios metabdlicos, como el adenosintrifosfato
{ATP), disminuyen esta afinidad por el oxigeno. Pero, indudablemente, desde el punto de vista
cuantitativo, el 2,3-DPG es el mas importante{28, 41, 48). El por qué existen en las diferentes es-
pecies animales moduladores en la afinidad de la hemoglobina por el oxfgeno diferentes al ATP
ha permitido especular y pensar que esto haya sido la consecuencia dei desarrotto en el eritrocito
de un mecanismo protector contra la malaria, similar al de ta hemoglobina S y a la deficiencia en
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Parece ser que, de alguna manera no del todo conocida, los ni-
veles bajos de ATP protegerfan contra la infestacion palidica. Por ello, durante la evolucién, el
ATP fue desechado como modulador del pigmento respiratorio, ya que se hubiera necesitado que
estuviese en grandes proporciones en el hematie, lo que hubiese favorecido el desarrolio de la en-
fermedad paludica. En el curso de la filogenia dos tipos de sustancias aparecieron para sustituir al
ATP: en las aves el inositol-hexafosfato y en los mamiferos el 2,3-DPG. La produccién de este
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ultimo en la glicolisis eritrocitaria, como mas adelante comentaremos, evita la formacion de ATP
por la fosfogliceratoquinasa (PGK). El 2,3-DPG, por s{ misma, no es util al pardsito, ya que no
contiene enlaces fosfato de alta energia. Puede especularse, pués, que en el pasado los hematies
modulaban su afinidad por el oxigeno mediante el ATP; pero 1a aparicion del plasmodium hizo
surgir estas dos nuevas modalidades evolutivas. De esta manera, la seleccion favoreci6 el desarro-
llo de células que regulaban su afinidad por el oxfgeno con moléculas sin utilidad para éste u
otros pardsitos similares,

El estudio de este modulador alostérico de la afinidad de la hemoglobina humana por el oxi-
geno, del 2,3-DPG, es,como ya hemos dicho, el objetivo de esta Tesis Doctoral. Su caracteriza-
cién en algunos procesos clinicos en los que ha sido muy poco investigado (cirrosis hepética,
enfermedades tiroideas, insuficiencia renal cronica y enfermedad pulmonar obstructiva croni-
ca) serd el capitulo al que dedicaremos atencién preferente y sobre el que recaerd la mayor par-
te de nuestra aportacion. Definir en estos procesos cudl es su situacién e importancia real y cud-
les son los elementos que influyen sobre su concentracién eritrocitaria y por tanto, al comparar-
los con la poblacién espafiola normal, intentar establecer de qué factores depende su regulacién
en el hematie, serdn objetivos también prioritarios del presente estudio.

Para ello creemos que quizd sea conveniente comentar previamente y de forma breve algunos
aspectos de ia estructura de la hemoglobina humana (con la que va a interaccionar el 2,3-DPG),
de la fisiologia del transporte de oxigeno a los tejidos (para comprender a qué nivel ejerce su efec-
to el 2,3-DPG y de qué manera se acopla con otros sistemas de compensacién de la hipoxia, cuan-
do este transporte se altera), de la relacién de la hemoglobina con el oxigeno (la curva de disocia-
cioén de la hemoglobina, sobre la que va a actuar el 2,3-DPG), para, a continuacién, analizar el me-
tabolismo normal de los carbohidratos en el hematfe {d6nde se va a producir y a regularel 2,3
DPG). Revisaremos las diversas funciones del 2,3-DPG en el eritrocito y la base estructural de su
interaccion con la hemoglobina para, finalmente, referir los datos més importantes conocidos has-
ta el momento actual sobre los estudios que se han llevado a cabo sobre el 2,3-DPG en algunas si-
tuaciones clinicas que han sido objeto de mayor atencién por los investigadores que las elegidas
por nosotros.
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B. LA HEMOGLOBINA Y EL TRANSPORTE DE OXIGENO
{. Lahemoglobina: su estructura y su funcion
1. Laestructura de la hemoglobina (4,9, 12, 29, 46, 94, 99, 104, 113, 154, 225, 255}

El aspecto externo de la molécula de hemoglobina es aproximadamente esférico, con unas di-
mensiones de 64 x 55 x 50 A. Su peso molecular total es de 64.458 daltons del que el 97 %o ca-
rresponde al peso de la globina, la parte proteica de la molécula. En efecto, 1a hemoglobina de los
mam{(feros es una estructura tetraméricé constituida por dos pares idénticos de cadenas polipepti-
dicas —que forman la globina o grupo proteico—, cada una de las cuales se une a un grupo heme o
grupo prostético, formado a su vez, por un dtomo de hierro y una protoporfirina 1X.

Estos cuatro grupos heme estdn localizados, segiin han demostrado los estudios con difrac-
cion de rayos X, en pequefias depresiones en cada una de las cuatro cadenas polipept(dicas. El
4tomo de hierro ocupa la posicion central en el plano del anillo de la porfirina y es hexacovalente,
es decir, se puede unir a seis 4&tomos o grupos de §tomos distintos. Por medio de cuatro de estos
enlaces el hierro estd coordinado en un mismo plano con los cuatro 4tomos de nitrégeno no pro-
tonados de los anillos pirrélicos de la protoporfirina. Las otras dos posiciones del hierro son per-
pendiculares al plano de la protoporfirina. Efectivamente, la quinta unién se realiza, a través de
un imidazol, a un residuo de histidina de la cadena polipeptidica correspondiente. Finalmente, la
sexta valencia es la que se reserva para la unién con el oxigeno. En la oxihemoglobina el ox(geno
se une también, de forma laxa, a otra histidina {a58 o 63, como veremos).

Diversas evidencias de indole biofisica y bioquimica han establecido de forma concluyente
que la globina normal es una proteina constituida por 574 aminoédcidos, formada a expensas de
s6lo 17 diferentes y cuyo peso molecular es de 61.992 daltons. Estos aminodcidos se integran en
dos tipos de cadenas de péptidos distintas, que organizadas en el espacio de forma especifica se
presentan, como ya hemos dicho, en pares iguales, dos a dos. De esta manera, cuando cada cadena
se combina con su grupo heme, la molécula total de la hemoglobina posee un eje de simetria y
estd formada por dos mitades idénticas llamadas dfmeros.

La importancia de la hemoglobina en el metabolismo general de nuestra econbmu’a es eviden-
te. Baste recordar que, en condiciones normales, se sintetizan 8 gramos diarios de esta proteina,
lo que representa un 14 %/ de fa ingesta proteica diaria, y que con solo pequefias modificaciones
en su estructura se pueden originar graves enfermedades.

Cada uno de los dos tipos de cadenas polipeptidicas diferentes que entran a formar parte de la
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hemoglobine normal y mayoriteria dei adulto han sico designades de forma arbitrarla como ca-
denes a vy f§ respectivamente. Ambas difleran an longitud y en secusncla de sminodcidos. La ce-
dena o estd compuesta por 141 eminodcidos y la § por 148, cuyes sacuencias (o astructura prime-
rla de |a proteine) se conocen hoy die perfectamente. Ambes cadenas comisnzan por une valina
N-terminal y tlanen una estructura secunderle con una configurecién de hétice del tipo o. Los
plieguss v la dlsposiclén en el espacio de este configuracién o constituyan la estructura terclarla
de cada cadena, en Ia que los diversos plegamientos suelen ocurrir a nivel de restos de proline o
grupos de uno e tres aminodcidos, En conjunto,cade cadsna adopte una disposicion espaclal que
o8 estabie desds 8l punto de vists termodindmico. Le configurecién o esté presente an un 76°%
de ceda cadens, aproximadaments, pare constitulr ocho segmentos hellcoldales diferentes (sélo
sleta an ol caso de le cadens o), designados con las letras A s H, separados por plagamientos {z0-
nas Inter-hélice), que 8 su vez se denominan con las doe latras de os segmentos hellcoidealas contl-
guos. De esta forma, cade aminodcido en fe cedena puede ser designado blan con un nGmero den-
tro de cada segmanto o blen con otro si se considera a Ja cadena en toda su longitud,

Los dos pares de cedenas asf carscterizados {2a + 28) estdn releclonados entre sf en une
orlentaclén espaclel muy precisa, qua se encuentre establiizada por enlaces gensraimente de! tipo
de los puentes de hidrégeno o de interscclones no poleres an los puntos de contacto, Ests confi-
guraclon espaciel especifica que adoptan les cuetro cedenet pollpeptidicas pers constitulr el te-
trémero o molécule completa de le hemoglobina constituye su estructura cueternarls, mucho més
14bll que las snterlores. Este disposicién de fos mondmeros es de tal forma que en el espacio las
cedenes polipeptidices disimileres estdn en estrecho contacto, mientras que les similares estén
mucho més dlmr_lm antre s{, como ssquemdticamente se Indice en el diagrama sigulente:

DIMERO

at

g

2 —=—————— a2
DIMERO

De oste forma se establacen dos tipos de contectos entre los mondmeros disimiisres (contec-
tos off): ol ot =81 (a2 = 52) y 8l a2 — 1 (82 — &r1). Es dec!r, mlantras que los Interacciones entre
ol mismo tipo de cadenes {cadenas simlilares) son en general escasas y de cardcter muy débil {sélo
exlsten entre las dos o en la forma desoxigenada), suceds lo contrario con las que se producen en-
tre mondmaeros disimilares, que son sbundantes, Estas Gitimas se realizan, como hemos visto, en-
tre cada tipo de cacdens y les dos opuestas, es declr, cada « con las dos /1 y cada f con las dos o,

18



4 WA

e R, ¥

SR AT

El contacto a1 = B1 (a2 = B2) es firme y rigido (lo representamos con un enlace doble) e imbrica
a 34 residuos de aminoé4cidos {16 residuos de la cadena ay 18 de la £; s6lo a 32 cuando la hemo-
globina estd desoxigenada). Esta zona de contacto es muy estable y permite pocos movimientos
en la transicion de la forma oxigenada a la desoxigenada de la hemogilobina; estas dos cadenas
constituyen lo que hemos denominado dimeros. Por el contrario, el contacto a2 — 1 (a1 —$2)
se disocia mas facilmente (lo representamos con un enlace Unico), tiene menos uniones intercate-
narias (20 residuos de aminodcidos interaccionan en la forma desoxigenada y s6lo 19 en la oxige-
nada de la hemoglobina) y es a su nivel donde tienen lugar los ya mencionados movimientos rela-
tivos de las cadenas con la oxigenacion y la reduccion del tetrdmero, es decir, los movimientos de
un dimero con respecto al otro.

Cada grupo heme, como ya referimos, estd ligado a su cadena polipeptidica en un repliegue
especial de ésta y por la unidn’coordinada del hierro al imidazol de un residuo de histidina, tanto
en fa cadena a (His 87) como en la 8 {His 92),y que ocupa el octavo lugar en la hélice F. Es la
Hlamada histidina proximal. La otra valencia libre del hierro queda al otro lado de la estructura ca-
si plana de la protoporfirina y es con la que se une, mediante un enlace covalente, a 1a molécula
de oxfgeno. De esta forma, el grupo heme queda, tanto en la cadena o como en la 8, en una posi-
cidn precisa y fija que se sit(a entre los residuos 58 y 87 para la cadena a y entre los 63 y 92 para
la . En ambos casos, los aminodcidos extremos son residuos de histidina y la estructura primaria
del fragmento de cadena que os une es siempre la misma para los dos tipos de cadenas y para cual-
quier otra propia de otros mamfferos distintos del hombre. Por este motivo, invariablemente, los
mismos aminoicidos constituyen el replieque de la cadena en que se introduce el grupo heme,

La molécula de hemoglobina tetramérica de esta manera descrita constituye la forma mds im-
portante del eritrocito maduro del adulto y se designa como HbA, (5 $4 }. Comprende desde un
90 a un 97 °% del total en el hematfie. Otros dos tipos de hemoglobina, genéticamente estableci-
dos, pueden encontrarse junto a esta forma mayor; son fa HbA, {af 82 ) y la HbF{a} 4t ). La pri-
mera constituye menos del 2 °/o del pigmento eritrocitario total y se caracteriza por sus cadenas
polipeptidicas 8, que difieren de las § por una sustitucién de 10 aminoécidos. La HbF, que tampo-
co alcanza el 2 °/o de la totalidad, se define por sus cadenas 1, que se distinguen de las # normales
del hematie maduro en 39 residuos de aminodcidos.

Junto a estos tres tipos de hemoglobinas del adulto pueden encontrarse, en muy pequeiias
cantidades en los hemolizados de los hematfes maduros normates, algunos otros tipos; de ellos se
piensa que son més bien hemoglobinas alteradas —bien por el envejecimiento o bien quimicamen-
te durante los procesos de aislamiento— que no verdaderas formas genéticamente determinadas.
Estas hemoglobinas, llamadas también menores, en contraposicidn a las otras tres, reciben el nom-
bre de ‘‘rdpidas”, ya que emigran algo mas deprisa hacia el d&nodo en la electroforesis a pH alcali-
no. Llegan a constituir hasta un 50 7 °/v de la totalidad y se designan con una letra como subin-
dice segin el tipo de residuo al que van unidas. La HbA, ¢ es cuantitativamente la més importan-
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te (hasta el 4 o 6 °/o de la homoglobina total) y se caracteriza por una molécula de glucosa unida
al extremo N-terminal de las cadenas 8. La HbA,, se origina bor una deamidacion de la HbA, ..
Las HbA,,, y HbA,,, se definen por la unién, también en el extremo N-terminal de ambas cade-
nas B, con una molécula de fructosa-1,6-difosfato y de glucosa-6-fosfato, respectivamente. Estas
reacciones de glicolizacién de las cadenas § de la hemoglobina son lentas y no enzimaticas. El que
la HbA, . sea mucho mas abundante que el resto de las hemoglobinas en el hematfe se debe al
hecho de que la concentracion de glucosa en el eritrocito es por lo menos 100 veces superior a la
de los azacares fosforilados, a pesar de que la velccidad de reaccidn de estos con la hemoglobina
es superior a la de la glucosa libre. Ya que, en general, estas uniones de azacares a las cadenas son
irreversibles, la proporcion de hemoglobinas glicolisadas aumenta a medida que el hematie en-
vejece.

Existen durante el desarrollo ontogénico humano, en sus diferentes etapas, algunas hemoglo-
binas normales que luego no aparecen en el adulto, Hay probablemente dos formas de hemoglo-
binas embrionarias: son la Gower 1 {e,), la mas temprana, y la Gower l, la més tardia, que esta
compuesta por af €,. La HbF es el pigmento respiratorio mas importante durante el perfodo fe-
tal y es la misma que, a partir del primer afio de vida, constituye una minima parte de las hemo-
globinas del eritrocito humano maduro normal.

La capacidad de la molécula de hemoglobina para transportar ox{geno es relativamente baja,
ya que se precisan 16 gramos para unirse a 22 mililitros el gas. Por ello, para cumplir esta fun-
cién de transpdrte, se necesitan en el hematie grandes cantidades del pigmento respiratorio. Dos
propiedades estructurales hacen posible su alta concentracién en el eritrocito: por un lado.su
forma esférica o globular compacta, que se origina por los maltiples plegamientos de las cuatro
cadenas polipeptfdicas; por otra parte, su aita solubilidad, que es en cierto modo consecuencia de
lo anterior. En efecto, la superficie externa de la molécula tetramérica de la hemoglobina est4 re-
cubierta por residuos hidréfilos, mientras que los hidr6fobos estan orientados hacia el interior de
la estructura. Esta Gltima circunstancia, a su vez, protege la estabilidad de la proteina e impide la
oxidacion del a&tomo de hierro, ya que el ferroheme es muy inestable en medio acuoso y tiende a
oxidarse rapidamente a ferriheme; este es un grupo ineficaz desde el punto de vista del transpor-
te de ox{geno, en contraposicion al heme con el hierro en forma reducida, que puede combinarse
reversiblemente con el gas respiratorio en estado molecular,

Asf pues, los cuatro grupos heme estan situados en unos bolsitlos {*‘pocket”) hidrofobicos en
cada una de las cuatro cadenas polipept(dicas, gracias a los cuales un medio no polar rodea al ox(-
geno; de esta forma se protege la estabilidad de su unidén con el 4tomo de hierro y, por ello, la
oxigenacion reversible,

E! conocimiento detallado de la arquitectura de la molécula de hemoglobina se debe a los es-
tudios pioneros, mediante ta cristalografia de rayos X, del grupo de Cambridge de Max Perutz
(154, 170, 171),



2. La funcién de la hemoglobina {9, 12, 18, 24, 29, 91, 94, 99, 104, 134, 163, 170, 171, 201,

211,233)

La comprensién de |a funcién transportadora de oxigeno de la homoglobina se dificulta enor-
memente por el hecho de 1a presencia de cuatro grupos heme por tetramero y, por tanto, por |3
posibilidad de que los §tomos de hierro se unan a una, dos, tres o cuatro moléculas de oxigeno
distintas. Pero esta complejidad confiere, sin embargo, a la hemoglobina, una gran ventaja desde
el punto de vista respiratorio. En efecto, el hecho de que los cristales de la oxihemoglobina tuvie-
ran forma de aguja y en cambio fueran hexagonales cuando el pigmento se encontraba en estado
reducido proporcioné la primera indicacion de que la reaccion de la hemoglobina con el oxigeno
se acompaiia de un cambio en su estructura. Los avances logrados en los ultimos decenios en Bio-
quimica y en particular en cristalograffa de rayos X han permitido comprender mejor la capaci-
dad de la hemoglobina para fijar el oxigeno de forma reversible y de incrementar su afinidad por
él, de manera caracteristica, a medida que progresa esta fijacion. Parece ser que la molécula del
tetrdmero de hemoglobina estd en equilibrio entre dos conformaciones espaciales estables muy
distintas, que corresponden a estado oxigenado y al reducido. En la primera la afinidad por el gas
es grande, mientras que es pequefia en la segunda. Las estructuras cuaternarias intermedias pare-
cen muy inestables. Estas dos conformaciones son la consecuencia de plegamientas y movimien-
tos que tienen lugar en las cadenas polipeptidicas (estructura terciaria), pero particularmente en
la interrelacion en el espacio de los mondémeros (estructura cuaternaria). Una hipotesis para ex-
plicar esta transicién ha sido propuesta por el grupo de Perutz {154, 170}. En la forma oxigenada el
dtomo de hierro del grupo heme estd en el mismo plano que el anilio tetrapirrdlico de la proto-
porfirina, pero, por el contrario, estd 0.75 A fuera de este plano en la forma desoxigenada o redu-
cida. Ello se debe al hecho de que el hierro en estado ferroso tiene un radio atémico demasiado
grande para encajar dentro del anillo de la porfirina; pero cuando este hierro reacciona con el
oxfgeno se hace hexacoordinado y su radio atémico disminuye 0.17 A, con lo que cabe perfec-
tamente en el plano del grupo heme. De esta forma, un pequefio cambio en el radio atémico se
amplifica en el grupo heme para producir un desplazamiento de 0.75 A en Ja posicién del hierro.
Este Gltimo movimiento origina una serie de pequeiias modificaciones en la estructura terciaria
del polipéptido, ya que, como habiamos comentado, el hierro se encuentra rigidamente unido, a
través de {a histidina proximal (FB), tanto en {as cadenas o como en las 3, con el resto de la molé-
cula de hemoglobina. Por ello, con la oxigenacion disminuye la distancia entre la histidina proxi-
mal y el grupo heme, con 10 que la hélice F es empujada y se acerca a la H. Se fuerza as( un movi-
miento mayor aun en el extremo C-terminal con ruptura de puentes y uniones det tipo a1p2 o
281 a ese nivel. Es decir, los reajustes en la molécula del tetrdmero de hemoglobina que suceden
con la oxigenaciéon desestabilizan a la forma reducida de tal manera que ésta tiende a pasar a la
otra conformacién, la oxigenada, con el establecimiento de nuevos puentes, que ademds incre-
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mentan la afinidad por el oxigeno de otras cadenas que ain no hayan reaccionado con él,

Estos cambios de conformacién descritos hasta ahora son la base de una propiedad caracte-
ristica de la hemoglobina que se conoce con el nombre de efecto heme-heme y que es |a respon-
sable del progresivo y creciente incremento en su afinidad por el oxigeno que aparece a medida
que se satura con él. En definitiva, es el efecto responsable de que la curva de disociacién de la
hemoglobina ofrezca su tipico aspecto, la conocida forma sigmoide, que més adelante comenta-
remos. En efecto, parece ser que en su reaccion con el oxigeno cada cadena polipeptidica por se-
parado muestra un comportamiento similar al de la protefna muscular mioglobina, que tiene una
estructura secundaria y terciaria similar a la de 1os monomeros de hemoglobina y que reacciona
con el oxigeno con una curva de disociacion hiperbdlica, ineficaz desde el punto de vista del
transporte de ox{geno. Comparada con la cadena aislada, el tetrdmero de hemoglobina representa
una mucho mds alta organizacién molecular en cuanto a la eficacia respiratoria.

Ya que la oxigenacion de la hemoglobina envuelve la reaccidn de cuatro moléculas de oxfge-
no con los cuatro grupos heme (HbOy), la transformacion se produciré a través de estados de
oxigenacidn intermedios. Parece ser que se inicia por los hemes de las cadenas «, ya que en éstas
el “'bolsillo” es una cavidad algo mayor que en las 8, por lo que es mas accesible al oxigeno. La
oxigenacién del primer grupo heme es dif(cil y lenta, pero una vez que se han producido los cam-
bios de conformacion que hemos descrito, se favorece de modo progresivo |a oxigenacién de los
grupos heme sucesivos. Es decir, a la hemoglobina le cuesta comenzar a unirse al oxfgeno, pero
una vez que lo ha hecho esta dificuitad decrece répida y progresivamente. Dicho de otra forma, la
oxigenacion de cada grupo heme aminora la dificultad del siguiente, con lo que fa unioén con nue-
vas moléculas de oxigeno es’cada vez méas répida (porcion recta ascendente de la curva de disocia-
cion de la hemoglobina).

El mecanismo (ntimo del efecto heme-heme no es conocido, pero indudablemente ha de
basarse en los cambios de conformacién descritos y que se originan en la hemoglobina con la
oxigenacion; fos grupos heme estdn muy separados unos de otros en {3 misma molécula como
para que uno afecte directamente la afinidad del otro por el oxigeno. En tiltima instancia este fe-
ndmeno representa el clisico ejemplo de un efecto alostérico; es el caso de una proteina con va-
rios puntos reactivos. La reaccion de uno de ellos con el sustrato altera significativamente la afini-
dad de 1os otros puntos por el ligando. En el caso de la molécula de hemoglobina este efecto alos-
térico se traduce en el fenémeno ya explicado: la oxigenacién del primer grupo heme es relativa-
mente diffcil, pero una vez que se ha conseguido, la oxigenacién del siguiente heme se hace més
fécil y asf sucesivamente hasta que la totalidad del pigmento respiratorio estd saturado con el
ox(geno. Esta forma general de cooperatividad, que hemos llamado interaccion heme-heme, es la
responsable, como ya dijimos, de la forma sigmoide de la curva de disociacion de la hemogiobina
(Gréfica 1). Proporciona un excelente mecanismo para que el tetrdmero se sature con pequefias
variaciones en la presion parcial de oxigeno, como comentaremos mas adelante.
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Gréfica I: Curvas de disaciacién del oxfgeno de la mioglobina {Mb) y de la hemoglobina normal
(Hb), como resultan de su medicién ‘‘in vitro’ a un pH de 7.40, una pCO, de 40 mmHg y una
temperatura de 37° C. Se considera una concentracién de hemoglobina de 15 g °/o.

Podemos concluir a la vista de estos hechos, que la hemoglobina ha llegado a ser una proteina
en la que las correlaciones entre estructura y funcién han alcanzado un grado de sofisticacion pro-
bablemente no conseguido por ninguna otra proteina humana.

3. Anomalsas estructurales o funcionales de |a hemoglobina (104, 113, 225)

Diversos estudios han puesto de manifiesto ia presencia de hemoglobinas que, estructural o
funcionalmente, son diferentes de las normales. La mayor parte de las veces estas anormalida-
des se deben a alteraciones en la secuencia de los aminodcidos en una de las cadenas polipept(di-
cas, al haberse permutado, en una determinada posicién, uno de ellos por otro que normalmente
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no ocupa ese tugar. A veces se sustituyen dos o mas aminodcidos o incluso segmentos enteros de
una misma cadena. En general, estas anomalias ocurren en familias, son hereditarias y siguen un
patrdn genético determinado. Parece ser que estas sustituciones se originan por una mutacién en
el triplete de bases del DNA o coddn que gohierna la sintesis de las cadenas proteicas. Se han
descrito hasta 1a fecha mas de 120 tipos diferentes de hemoglobinas anémalas, 1a mayoria de las
cuales tienen unas caracter(sticas funcionales normales. Su clasificacion es motivo de controversia
en el momento actual, Desde el punto de vista de 1a importancia de la alteraci6n que aparece en el
comportamiento funcional del pigmento se dividen de la siguiente forma:

a) Hemoglobinas con un defecto estructural con comportamiento funcional anémalo de im-
portancia fisiopatolégica. Dentro de este grupo distinguimos:

a: Hemoglobinas que se agregan o se polimerizan: HbS, HbC, etc.
B: Hemoglobinas inestables que producen cuerpos de Heinz: Hb Zirich, Hb Koln, Hb Santa

Ana, Hb Hammersmith, Hb Hasharon, etc.

b) Hemoglobinas con un defecto estructural con funcionamiento anormal del grupo heme.
Dentro de este grupo distinguimos:

a: Hemoglobinas M, en fas cuales el hierro se encuentra en estado trivalente en las cadenas
iguales y por ello no reacciona con el oxigeno. Se conocen varias distintas hasta la fecha:

HbM Boston, HbM Hyde Park, HbM Iwate, HbM SasKatoon y HbM Milwaukee.

B: Hemoglobinas con una afinidad anormal por el oxfgeno. A su vez se clasifican en:

B1: Con afinidad aumentada: Hb Chesapeake, Hb Rainier, Hb Yakima, Hb Capetown.

B2: Con afinidad disminuida: Hb Kansas.

B3: Con anormalidad en la unién del grupo heme: Hb Gun Hill; en ella sélo existen dos
grupos heme para las cuatro cadenas polipeptidicas. Se origina al desaparecer un gru-
po de cinco aminodcidos cercanos al lugar de unién habitual del grupo heme en las
cadenas B; por ello, estas cadenas anémalas carecen de la ferroprotoporfirina.

c) Hemoglobinas con un defecto estructural que no ocasiona repercusién alguna en el com-
portamiento funcional de la hemoglobina. A este grupo pertenecen ia mayor{a de las hemo-
globinas anormales conocidas. ‘

d) Produccién desequilibrada de cadenas polipeptidicas estructuralmente normales. Los proce-
sos patolégicos que derivan de este tipo de trastorno son las talasemias y 1a persistencia en
el adulto de Ia hemoglobina fetal.

Las hemoglobinas anormales también se pueden clasificar desde un punto de vista no funcio-
nal sino topografico, es decir, en atencién a las diferentes posiciones en que tiene lugar la sustitu-
cién del aminodcido en 1a molécula del pigmento. Si atendemos a este criterio podemas distinguir
los siguientes tipos:

a) Formas que derivan de una sustitucion en la zona externa o superficial de la molécula.

Aunque este tipo de hemoglobinopatia es el més frecuente, la mayorfa de las veces no ori-
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gina ninguna alteracién funcional ni sindrome hemolitico. Sin embargo, en ocasiones
cursa con inestabilidad de la molécula, afinidad anémala por el oxigeno, polimerizacién
etcétera. Ejemplos de este tipo son la HbE, Hb Seattle, Hb Dakar, HbS, etc.

b) Formas que proceden de una sustitucidn en la zor:a interna de cualquiera de las cadenas po-
lipeptfdicas. Suelen cursar con un sindrome hemolitico ya que son hemoglobinas inesta-
bles.

¢} Formas derivadas de una sustitucion en la zona del “‘bolsilio’’ de) heme, tanto en las cade-
nas a como en las B. Todas ellas originan manifestaciones patoldgicas; algunas cursan con
cianosis {HbM} y otras con inestabilidad de la molécula (Hb Kéln, Hb Hammersmith) o con
alteracion de la afinidad por el oxigeno.

d) Formas en las que el trastorno radica en una sustituciéon en las zonas de contacto a181.
Suelen ser formas asintomaticas o, alguna vez, hemoglobinas inestables.

e) Formas en las que se produce una sustitucion en las zonas de contacto a182. Cursan con
anormalidad en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno ya que inducen una alteracion
en el efecto heme-heme.

f) Formas con sustituciones que afectan a la cavidad central del tetrdmero de hemoglobina
Clésicos ejemplos son la Hb Hiroshima y ia Hb Manitoba.

De forma general podemos comprobar como en cualquiera de estos grupos pueden existir he-
moglobinas inestables o con alteraciones en la apetencia por el oxigeno. Las sustituciones de ami-
nodcidos en las zonas de contacto a182 (a2B31) son las que m4s afectan a la interaccion heme-
heme, como es l6gico, ya que es a ese nivel donde los movimientos de los d imeros o hemimolécu-
las de hemoglaobina son mas marcados. En las HbM la alteracion estructural de la cadena afecta
origina en el grupo heme correspondiente la oxidacién del hierro y, por tanto, la formacion de
metahemoglobina, pigmento inservible desde el punto de vista respiratorio.

Las hemoglobinas con alta afinidad por el ox{geno se acompafian frecuentemente de eritroci-
tosis. La menor liberacibn de ox{geno a los tejidos, que es su caracter(stica esencial, ocasiona hi-

‘poxia en ellos, en consecuencia una produccidn incrementada de eritropoyetina y en definitiva

una eritrocitosis compensadora, que suele ser suficiente para contrarrestar el trastarno fisiopato-
logico. Las hemoglobinas con baja afinidad por el oxfgeno no alcanzan la saturacién en su paso
por los capilares pulmonares y suelen cursar con cianosis.

Con pocas excepciones, todas estas hemoglobinopatias descritas se han encontrado en sujetos
heterozigotes en cuyos hematies la hemoglobina anormal constituye del 15 al 40 °/o del total. En
general puede decirse que estas variantes estructurales tienen un interés que va mucho mds all4 del
meramente intrinseco, ya que han servido para comprobar la relacidn entre la estructura y la fun-
cién en la hemoglobina normal y han revelado algunos aspectos funcionales de porciones especl-
ficas de la molécula.
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4. Otras funciones de la hemoglobina (9, 12, 29, 42, 104, 190, 212, 243)

La hemoglobina cumple otras funciones de gran importancia para el organismo, ademds de la
del transporte de oxigeno. Entre ellas destaca su colaboracion en el transporte también del an-
h{drido carbonico (CO,} desde los tejidos a los alveolos pulmonares, donde es eliminado con la
respiracion. Pero al cumplir esta funcion, la hemoglobina, ademds, desempefia otra no menos im-
portante; actua como sistema “‘buffer”, al tampnnar aproximadamente un 70 °b del CO, total
producido en los tejidos sin variaciones en el pH. El CO,, formado a través de diversos procesos
bioguimicos en las células de los tejidos, se encuentra en ellos a unas elevadas presiones parciales.
Consecuentemente, por un gradiente de presion, difunde desde estas células al plasma circulante.
En é una pequefia parte se transporta en solucion simple; otra mds importante, sin embargo, reac-
ciona lentamente con el agua para formar &cido carbénico {CO,H,), que posteriormente se
disocia en ion bicarbonato {CO;H™) e hidrogenién (H *). La mayor parte del CO, producido en
los tejidos no se detiene en et plasma, sino que pasa al interior de los hematies. En ellos se trans-
porta de tres maneras diferentes. En primer lugar,una pequefia proporcion (5 °/0) lo hace bajo la
forma de solucién simple en el medio acuoso del eritrocito. En segundo lugar, un 70 °/o, aproxi-
madamente, se hidrata rapidamente a CO;H,, gracias a la carbonico-anhidrasa del hematie, para
disociarse posteriormente en H* y CO,H™; la hemoglobina es capaz de aceptar este hidrogenion
al estar desoxigenada (el oxfgeno ha difundido a las células, movido por un gradiente de presion,
desde el hierro del heme). De esta forma el pigmento respiratorio ayuda a mantener el pH del eri-
trocito y del plasma. En tercero y dGltimo lugar,un 25 % del CO, se combina directamente con
residuos de aminodcidos de la molécula de hemoglobina reducida para formar compuestos carba-
mino, segin la reaccion:

R~ NH, + CO, = R — NHCOO™ + H*

El ion bicarbonato formado en el interior del hematie por la accion de la metaloenzima
carbdnico-anhidrasa difunde hacia el plasma por la existencia de un gradiente de concentracion.
Para mantener el balance electrostitico un ion cloro {CI~) penetra en el eritrocito, arrastrando
moléculas de agua, con lo que el volumen del glébulo aumenta. El ion potasio (K*), por su alta
concentracion intracorpuscular, podria acompafiar at bicarbonato en su desplazamiento extracelu-
lar; la baja permeabilidad para el cation de la membrana eritrocitaria se lo impide. Esta secuencia
de acontecimientos que acabamos de describir ha recibido el nombre de ‘‘desplazamiento Ham-
burger”’.

Cuando los hematies alcanzan ta circulacion pulmonar y se ponen en contacto con el aire al-
veolar se produce, al unirse el oxigeno al sexto enlace del hierro del heme, el proceso inverso al
hasta aqui comentado. Es decir, el CO, difunde rédpidamente del medio intraglobular hacia los
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alveolos pulmonares para ser eliminado, movido por un gradiente de presion. En el ion Cl "tam-
bién ocurre un desplazamiento inverso con la oxigenacion.

En resumen, podemos afirmar que la contribucion de 1a hemoglobina al transporte del CO, es
doble: por un lado el pigmento respiratorio actua indirectamente al captar los protones forma-
dos a partir del CO,H,, al que de esta manera neutraliza. Por otra parte la hemoglobina acarrea
directamente el CO,, bajo la forma de carbamatos, en los residuos de valina N-terminales de las
cadenas a y f.

Es un fenémeno conocido el hecho de que 1a configuracion oxigenada del tetramero de hemo-
globina disminuye enormemente la formacién de carbamatos en los aminogrupos N-terminales,en
cualquiera de los dos tipos de cadena de la HbA, . Estas variaciones en la afinidad del pigmento
por el CO, con la oxigenacién de! heme tienen indudablemente también su origen en los cambios
de conformacién que sufre la molécula de hemoglobinz cuando interacciona con el oxigeno. Pro-
bablemente los grupos R—NHCOO ™ pueden acomodarse mejor con la estructura en conformacién
reducida. Por ello, ya que la formacién de carbamatos es mayor cuando la hemoglobina se encuen-
tra desoxigenada, la uni6n del CO, a esta configuracién decrece la afinidad de la hemoglobina por
el oxfgeno, tal y como sucede, como comentaremos, con los protones y el 2,3-difosfoglicerato
{2,3-DPG). Dicho de otra manera, la formacidn de grupos carbamato estabiliza la conformacion
deoxi de 1a hemoglobina.

A la vista de lo que hasta aqui hemos comentado quiza sea conveniente ahora indicar como la
unién y la liberacién del oxigeno de los grupos heme de las cadenas polipeptidicas no se encuen-
tra s6lo bajo el control o la influencia del ya referido CO,, sino, por afiadidura, también de otros
dos efectores alostéricos ya mencionados: los protones y ef 2,3-DPG. Sus efectos estan basados
en los repetidamente citados cambios de conformacion del tetrdmero, por lo que no es de extra-
fiar que los tres efectores se influyan mutuamente: la formacion del carbamato se correlaciona in-
versamente con la concentracion del glicerato, de lo que puede deducirse su competicion por los

. mismos puntos de unidn en la desoxihemoglobina. Pero el 2,3-DPG afecta al transporte del CO,

por el pigmento no sélo por este mecanismo de competiciéon directa en su unién a la molécula
del tetramero, sino que ademas lo hace al facilitar que los protones procedentes del CO3 H, sean
neutralizados por la hemoglobina reducida. Se ha calculado que en presencia de concentraciones
normales del organofosfato solamente el 12 °/o del CO, ests bajo 1a forma de carbamatos. En su
ausencia, lo esté en un 30 °/s (29).

Para finalizar estos comentarios sobre la funcién transportadora de! CO, de la hemoglobina
queremos indicar que parece haber sido demostrado el que la union del anhfdrido carbénico al
extremo N-terminal de la cadena § tiene un efecto mucho mayor sobre |a afinidad de la hemoglo-
bina por el oxfgeno que el que aparece cuando la union se realiza sobre la cadena a.
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1. La relacién de la hemogiobina con el oxigeno: la curva de disociacién de la hemoglobina
1. La curva de disociacién del oxigeno de la hemoglobina

La curva de disociacién de la hemoglobina representa la relacién general entre la presién par-
cial del oxfgeno en el plasma (pO,} v la proporci6n de grupos heme de la hemoglobina que estén
combinados con él, es decir, la saturacién de la hemoglobina (23, 59, 62, 74, 94, 125, 163, 167,
202, 233, 258).

Fue Paul Bert, en 1878 (211}, quien primero demostré la existencia de una apetencia de la
hemoglobina por el oxigeno. En 1903, el fisidlogo danés Christian Bohr descubrié el ya varias
veces mencionado efecto heme-heme, y posteriormente, en 1904, junto con Krogh y Hasselbalch,
describi6é la curva de disociacién de la hemoglobina con su caracteristica forma sigmoide (13,
233). Desde entonces, la reaccién del pigmento respiratorio con el oxigeno y los mecanismos de
adaptacién a 1a hipoxia han intrigado a multitud de investigadores (225). Los grandes fisidlogos
de principio de siglo (Barcroft, Henderson, Hufner y muchos otros) estudiaron en detalle. esta
curva de saturacién (20, 59). El enorme avance conseguido en los Ultimos afios ha culminado con
el descubrimiento de la estructura molecular de la hemoglobina por el grupo de Max Perutz en los
afios 60 (13, 154, 170, 171),como ya hemos comentado,

En efecto, la relacién entre la pO, y la saturacién de la hemoglobina no es lineal, sino que
adopta una tipica forma sigmoide, como se puede determinar experimentalmente al medir fos
porcentajes de saturacion a diferentes presiones parciales de oxfgeno en suspensiones equilibradas
de eritrocitos y cuando se disponen los resuitados en un sistema de coordenadas cartesianas con la
pO, en las abscisas y la saturacion de la hemoglobina en las ordenadas {Gréfica |) (104).

La union del oxigeno a la hemoglobina constituye uno de los fendmenos mdés importantes de
la vida; ello se debe a las peculiaridades de este pigmento respiratorio {20), que se traducen en la
forma sigmoide de la curva de disociacién, ta cual depara notables ventajas fisiol6gicas.

La ecuacién de la hemoglobina (Hb) y el oxigeno (O, )}

Hb + 40, = Hb(0, ),

es una reacci6n reversible y su equilibrio esta finamente regulade por la pO, ; si aumenta,la reac-
cién se desplaza hacia la derecha y hacia la izquierda si disminuye, con lo que 1a hemoglobina cap-
ta o libera oxfgeno, respectivamente (94). Si la afinidad del pigmento respiratorio por el gas fuese
constante a todos los valores de la pO,, la relacion de esta Gltima con la saturacién de la hemoglo-
bina serfa lineal. El que no lo sea, sino que, por el contrario, tenga un caracter sigmoide, quiere
significar que fa afinidad es diferente a diferentes valores de la pO,, modificindose a medida que
var(a el grado de saturacién de la molécula. Este incremento progresivo de la afinidad por el ox/-
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geno que se observa cuando aumenta la saturacion de la hemoglobina se interpreta en el sentido
de que la unién de una molécula de ox{geno a un grupo heme facilita la unién de la préxima mo-
lécula a otro heme cercano. Este fendmeno, cuya naturaleza no es del todo conocida, constituye
lo que habfamos estudiado y habfamos deslgnado en el apartado anterior como ‘‘efecto o interac-
clén heme-heme* (9, 18, 83, 94, 134, 164, 163, 201, 202, 211, 225).

El propésito fisiolégico de esta interaccién no es tanto asegurar una progresiva afinidad por el
oxfgeno como hacer que ésta varfe de forma importante a pequefios cambios de la pO, y entre
determinados !fmites de ella. Y eso es as( porgue la pO; en los tejidos no es mucho menor que en
los alveolos pulmonares; dicho de otra forma, es fécil captar oxfgeno, ya que la pO, alveolar es
muy alta, pero resulta mucho mdés diffcil cederlo a las células, cuando la hemoglobina transporta-
da por los hematfes llega a los tejidos, ya que la pO, histica no es excesivamente baja. Las venta-
jas de esta singular relacion entre la pO; y la saturacién de la hemoglobina son evidentes y esen-
ciales desde e! punto de vista del transporte de ox(geno. Con ella se posibilita que el pigmento res-
piratorio se sature al 100 °/o aunqus el aire alveolar tenga una pO, algo menor de la habitual {24,
201, 211), incluso en 25 o 30 mm Hg (225}, ya que, a esos niveles de presion, la curva de disocia-
cion se encuentra en su parte superior, horizontal, de saturacién casi constante (23, 29, 94, 104,
125, 187, 190, 200, 225). Por otro lado, pequefios cambios en la pO, venosa, en los tejidos, alte-
ran, por el contrario, marcadamente la liberacién del oxfgeno; ello se debe a que aqu( estos valo-
res de la pO, coinciden con la porcién recta, ascendente, de la curva, en la que mfnimas variacio-
nes en la presion parcial acarrean profundas modificaciones en la saturacion (23, 24, 29, 94, 104,
190, 200, 201, 202, 211, 225).

Podrfamos establecer, por lo tanto, en la curva de disociacién de la hemoglobina, dentro de
los Iimites de 30 y 100 mm Hg entre los que varfa la pO, en el hombre, dos porciones. Una su-
perior o zona de carga o de asociacion al oxfgeno, horizontal, que es la que se utiliza a nivel del
capilar pulmonar; en ella grandes variaciones en la pO, alveolar s6lo conilevan pequefios cambios
en la saturacion de la hemogliobina (es notorio que las enfermedades pulmonares cursan con leves
hiposaturaciones arteriales a pesar de las marcadas hipoxemias). Junto a esta porcion superior,
otra inferior, casi vertical, zona de disociacion o de descarga histica, que es la que se utiliza a nivel
de los tejidos. En ella, como ya hemos dicho, pequefias variaciones en 1a pO, afectan mucho a la
saturacion y por tanto a la extraccidon de oxfgeno por las células {29, 83) (Grafica 1).

E! valor fisiologico de la hemoglobina como transportador del gas reside precisamente en este
hecho de que su afinidad estd de tal forma regulada que en los pulmones es capaz de saturarse casi
en el 100 %, mientras que en los tejidos puede ceder el oxigeno que convenga. Si su afinidad
fuera menor, la oxigenacion en los alveolos no seria completa, y si fuera mayor las células no reci-
birfan el oxfgeno necesario al no poder desprenderse del pigmento {69).

El comportamiento de la hemoglobina tetrémero contrasta notablemente con el de la protei-
na '‘respiratoria’” muscular o mioglobina. En efecto, la curva de saturacidn de esta Gltima tiene
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una forma hiperbélica, precisamente igual a la de los monémeros de hemoglobina aislados (Grafi-
ca |) (28, 134). Las funciones respectivas de la hemoglobina, como transportador de ox(geno, y
de la mioglobina, como reservorio de él en los tejidos, son realizadas de manera éptima por estas
protefnas gracias a su diferente comportamiento en lo que se refiere a su afinidad por el gas. A
las presiones parciales que reinan en los tejidos 1a mioglobina, en oposicion a la hemoglobina y
por la forma de su curva de saturacion, contintia mostrando una fuerte apetencia por el oxfgeno,
por lo cual la captacion y el reservorio del gas en el masculo se ven enormemente facilitados. La
protelna respiratoria muscular estd constituida por una sola cadena peptidica, por lo que no goza
de las ventajas funcionales de la estructura cuaternaria que presenta el tetrdmero de hemoglobina,
con acciones intramoleculares, y por tanto tampoco del efecto heme-heme, o quizd més propia-
mente cadena a cadena, ya tantas veces comentado (28, 134, 202, 211, 225). Puede decirse a este
respecto que la mioglobina serfa inttil como pigmento transportador de ox(geno, ya que su afini-
dad por él es tan grande que se necesitarfan unas presiones parciales muy bajas para que fuera ca-
paz de cederlo a los tejidos {134, 200). Estas diferencias que existen entre la hemoglobina y la
mioglobina son las mismas que muestran ciertas enzimas llamadas alostéricas, siempre polime-
ros, y las enzimas con cinética michaeliana. Las primeras presentan una curva de Michaelis-Men-
ten ({velocidad de la reaccién-concentracion del sustrato) de tipo sigmoide, mientras que las se-
gundas la tienen de forma hiperb6lica (134). En general, las enzimas alostéricas son reguladoras,
es decir, se suelen ubicar al comienzo de las vias metabdlicas, donde acthan modificando el flujo a
través de ellas. La forma de su curva de veloc¢idad de reaccidén permite que en determinados inter-
valos de concentracion de sustrato se produzca un aumento muy rdpido de esta velocidad,casi él
méximo, con muy pequefias variaciones en la tasa del mencionado sustrato. Es norma habitual,
ademds, que sobre este tipo de enzimas actien una serie de moduladores, que suelen ser el
producto final de ia cadena metabélica, cuya acci6n se cifra en desplazar la posicion de la curva,
la cual, de esta forma, se escapa de la franja de concentraciones fisiol6gicas del sustrato. Aspectos
en todo superponibles a estos de la forma y la posicién de la curva de velocidad de reaccidn de las
enzimas alostéricas los presenta también la curva de disociacion det oxigeno de la hemoglobina,
como hemos referido en parte y analizaremos a continuacién de una manera més completa.
La interpretacién cuantitativa de 1a curva de saturacién de la hemoglobina utiliza dos parame-
trs principales: ta p50 y la “n’* de Hill. La denominada p50 se define como la presion parcial de
oxfgena en torrs {mm Hg) a la cual 1a hemoglobina se encuentra saturada en un 50 %/ . En defi-
nitiva nos indica cudl es ta posicién de la curva de disoclacién en el sistema de coordenadas carte-
sianas y no es sino una traduccion de la inversa de la afinidad de la hemoglobina por el ox(geno.
Dicho de otra forma: cuando la p50 aumenta, es decir, la curva se desplaza hacia la derecha, la afi-
nidad por el oxigeno disminuye, ya que para 1a misma pO, la saturacién de la hemoglobina es en-
tonces menor (29, 99, 134, 211). Cuando la p50 disminuye sucede el fenémeno contrario. Podria
decirse que la p50 tiene una significacion andloga a la Km de las enzimas de cinética michaeliana
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o 1a Ky, {Sg.g) de las enzimas alostdricas. Se distinguen dos tipos de valores para la p50 segin
cudles sean las condiciones de su medida. La llamada p50 “in vitro”, “'standard”, estable o 7.40,
que representa el valor obtenido cuando la determinacién se hace a un pH de 7.40, una pCO, de
40 mm Hg y una temperatura de 37° C. En contraposicion a ésta se distingue la p50 “in vivo" o
actual, que es la medida directamente, sin correcciones previas para el pH, la pCO, o la tempe-
ratura. Es decir, es en la que prevalecen las condiciones “in vivo”, por lo que posee un mayor
significado fisiol6gico que la p50) estable, al reflejarse en ella los efectos del pH eritrocitario, de la
pCO, plasmética, de la carboxihemogiobinemia, del 2,3-DPG y del ATP, todos ellos modulado-
res alostéricos de la curva de saturacién, como describiremos més adelante (7, 25, 29, 59, 134,
190, 193, 233, 241, 258). En el valor de la pS0 (7.40) se excluye especfficamente el efecto del
pH o efecto Bohr (25, 233}; el pardmetro —la p50 (7.40)— tiene gran utilidad para el estudio de
las hemoglobinopatfas (69). Existen diversos procedimientos, tanto directos como indirectos,
para medir ambas p50, para transformar una en otra o para determinar la curva de disociacién de
la hemoglobina (3, 59, 99, 160, 209, 210). Los valores normales en el hombre para cuaiquiera de
los dos tipos de la p50 oscilan entre 24 y 2B mm Hg (3, 14, 15, 45, 47, 49, 63, 59, 63, 69, 72,
82, 84, 87, 91, 93, 105, 124, 142, 148, 149, 150, 163, 169, 211, 232, 236, 237, 251). Es clisico
el valor 26.8 mm Hg; en este caso, con una pO, de 26.6 mm Hg la hemoglobina se encontrar(a sa-
turada en un 50 % (211).

Desde un punto de vista funcional, la posicion de la curva de disociacién en relacién a la pO,,
esto es, al eje de las abscisas, como queda definida por la p50, es de una enorme importancia, ya
que esta posicidn también influye en la proporcién de oxfgeno que es liberado en los tejidos (29,
134, 211). ‘

Dicho de otra forma, curvas desplazadas hacia la derecha se acompafian de una mayor cesién
del gas por parte de la hemoglobina; sucede lo contrario cuando la curva se desv(a hacia la izquier-
da. Esto puede esquematizarse segiin el conocido principio de Fick:

VO, =Q (Ca0, — CvO0,)

donde VO, es el ox(geno liberado a los tejidos {en mililitros), Qesel gasto cardfaco (en litros/mi-
nuto) y Ca0, y CvO, son el contenido de oxigeno arterial y venoso respectivamente (en milili-
tros/100 milititros de sangre). Esta ecuacion también puede representarse graficamente (Gréfica
t1). De la figura se desprende fécilmente que cuando se produzca un desplazamiento de la curva
hacia la derecha y con una presién parcial venosa de oxfgeno (pvO;) y un gasto card(aco cons-
tantes, el contenido venoso en O, (CvO,) disminuird, con lo cual aumentars la diferencia arterio-
venosa (Ca0, — Cv0,) y, por ello, el oxigeno liberado a los tejidos (VO,). Lo contrario sucederd
cuando la curva se desplace hacia la izquierda (211). La forma sigmoide de la curva ofrece aqui
otra ventaja més, ya que estos desplazamientos no alteran, salvo que sean verdaderamente impor-
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Lenfant {211).
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tantes, el contenido arterial de oxf{geno {CaQ,}, es decir, no afectan a su captacion a nivel de los
alveolos pulmonares (24, 83, 225). En el caso de enfermedad pulmonar severa, con hipoxia alveo-
tar pronunciada, los desplazamientos de la curva hacia la derecha pueden ser perjudiciales para el
organismo, ya que disminuyen la saturacion arterial de la hemoglobina (5, 25, 258). En esta
misma circunstancia, y por motivos opuestos, los desplazamientos hacia la izquierda favorecen de
forma significativa la captacion de oxigeno en la circulacién pulmonar. Pero esta hipotética ven-
taja se ve desbordada por el gran inconveniente que representa el defecto de su liberacién a nivel
de los tejidos. El resultado final, en este caso concreto, serfa una cafda neta en la oxigenacion hfs-
tica (142).

Puede concluirse con la afirmacién de que las desviaciones en 1a curva de saturacion de la he-
moglobina no son sino un mecanismo mas de adaptacién a la hipoxia, que ademds ahorran trabajo
cardiaco. Por este y por los otros motivos hasta ahora expuestos podemos decir que la forma de
la curva es la ideal para la participacion fisiologica de la hemoglobina en el transporte de oxfgeno
{24). De ahf 1a importancia de llegar a conocer, en determinadas situaciones clinicas, su forma y
su posicion y por ello la p50, su expresién numérica.

El otro pardmetro del que depende la interpretacién cuantitativa de la curva de saturacion de
la hemoglobina es, como habfamos dicho, junto a la p50, la ‘'n’’ de Hill. Este parametro aporta la
traduccion numérica de la interaccién heme-heme (18, 134, 225). Su estudio se deriva de la con-
sideracion de la ecuacién de Michaeiis-Menten, que relaciona la concentracion de un sustrato
{[s]) con la velocidad de la reaccion {v) catalizada por un enzima:

v -_ 18]

vmaxima K, +[s)

Es ésta una funcidn que adopta la forma de una rama de hipérbola equildtera que tiende asin-
téticamente a la velocidad méxima. Esta curva es similar a la de la saturacion de la mioglobina,
por lo que podrfamos escribir:

SO, . p0,
100 p50 4+ pO,

donde SO, es el tanto por ciento de la mioglobina que se encuentra en forma oxigenada. En el ca-
so de la curva de disociacién de la hemoglobina esta ecuacién no es aplicable, sino que la funcién
sigmoide viene definida por la ecuacién de Hill, propuesta empiricamente por este autor en
1913 (9, 134) y que considera la reaccion:

Hb + nO,; = Hb(0, ),
por lo que 1a ecuacién se expresa:
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S0, ___(p0,)"
100 (pS0)" + (pO, )"

en ella el exponente "'n" refleja el grado de interaccion heme-heme; su méximo tedrico es igual al

numero de grupos heme, es decir, los cuatro puntos de unién con el oxigeno por cada moléculg

de hemoglobina. Cuando “‘n” es iguat a uno,nos volvemos a encontrar con la ecuacién de la curva

de saturacion de la mioglobina. Si “‘n"’ es mayor de uno,la ecuacién de Hill se representa por una

curva sigmoide que se aleja tanto més de la hipérbola equildtera cuanto mayor es el valor de “n”.
La ecuacion de Hill puede ser transformada de la siguiente manera:

100 _, . (p50)
SOz (DO;)"
por 1o que
100 - SO, _ (p50)"
SO; (901’"
Y
SO, _ {pQ,)"

100 - SO, (p50)"
y tomando logaritmos

SO

log WO———éa; =n log pO, — n log p50
o también
SO
n log pO, —log 2__
log p50 = 100 — SO,

n

Si en un sistema de coordenadas cartesianas ponemos al log pO, en las abscisas y al loga-
S0,
100 - SO,
de pendiente ‘‘n"’. Pero ademds, el valor del log pO, para el gue la SO, es igual a 50, es decir,
SO,
100 - SO,
Esta representacién gréfica simple permite la determinaciéon simultanea de los dos parametros
buscados: fa p50 y fa “‘n’’ de Hill. El valor normal de este Gitimo para la hemoglobina normal del
adulto es aproximadamente 2.7 siempre que nos encontremos entre unos |imites de la SO, de 20

ritmo del cociente en las ordenadas, la funcién de Hill se transforma en una recta

para el que el cociente es cero, es igual al fogaritmo de la p50 (9, 18, 24, 134, 190).
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y 70 %o, intervalo en el que el valor de ‘‘n’’ permanece constante (190, 193, 213, 225). La “n”
de Hill apenas varfa con el pH eritrocitario o con las concentraciones de 2,3-DPG, es decir, los
moduladores alostéricos de la curva de saturacién de la hemoglobina (hidrogeniones, 2,3-DPG,
CO,, temperatura) modifican su posicién (como analizaremos), pero no su forma (18, 46}, Por
ejemplo, cuando el pH pasa de 7.2 a 7.8, la pCO, sube de 0 a 40 mm Hg, la carboxihemoglobine-
mia asciende del cero al 20 °/o y el 2,3-DPG se eleva de 0.12 a 12.7 micromoles/gramo de hemo-
globina (umoles/g Hb), el valor de "n" varfa de 2.5 a 2.7, mientras que el de 1a p50 (la posicion
de la curva) lohace de 13.2 a 39.5 mm Hg (241).

2. El efecto de los moduladores alostéricos sobre la curva de disociacion de la hemoglobina

La curva de saturacién de la hemoglobina es e! resultado, como hemos comentado, de la inte-
raccion del oxfgeno con el pigmento respiratorio. La posicion de esta curva en el sistema de coor-
denadas {pO, — S0,), tal y como se define por la p60, es influida por una gran diversidad de fac-
tores en el hematie circulante. Estos factores constituyen fos denominados moduladores alostéri-
cos de la curva de disociacion de la hemoglobina. Entre ellos citaremos, como mds importantes,
los hidrogeniones, el CO,, la temperatura, ciertos polifosfatos orgdnicas intraeritrocitarios —so-
bre todo el 2,3-DPG, el ATP y el ADP—, l0s aniones y cationes monovalentes, la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), el fosfato inorgénico (P) y el glutation reducido (GSH]).
Pero la posicién de la curva también se influye por cambios en la estructura o en la funci6n de la
hemoglobina, como sucede en los casos de la metahemoglobinemia, de la carboxihemoglobine-
mia o de las hemoglobinas M (9, 12, 13, 22, 23, 29, 41, 42, 46, 59, 62, 74, 83, 94, 99, 125, 134,
143, 163, 167, 190, 201, 211, 241},

De todos ellos s6lo el pH, la pCO,, el 2,3-DPG y la temperatura tienen una importancia real
en condiciones normales en el sujeto vivo. A estos cuatro factores mayores, que modulan la afi-
nidad de {a hemoglobina por el ox{geno y por ello ta posicion de su curva de saturacion, es decir,
la p50, les dedicaremos atencién preferente (9, 12, 143, 190).

Desde un punto de vista histérico fueron Bohr, Hasselbalch y Krogh quienes, en 1904, por
vez primera, comprobaron cémo al afiadir diéxido de carbono a la hemoglobina en solucion se
producla una liberacidon de oxfgeno. Desde entonces, este fenémeno ha recibido la denomina-
cion de efecto Bohr (134, 211, 213). Diez aftos mas tarde Christiansen, Douglas y Haldane
demostraban un fendmeno inverso: la hemoglobina desoxigenada se unfa mds facilmente que la
oxigenada al CO, o, dicho de otra forma, el oxfgeno facilitaba el desprendimiento del anhidrido
carbdnico de la hemaoglobina. Este fendmeno conserva desde entonces el hombre de efecto Hal-
dane (212, 213). Ambos efectos se adscriben a una accién directa de ios hidrogeniones sobre el
pigmento respiratorio. Posteriormente se ha comprobado que el CO, provoca un efecto especifi-
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co sobre la curva de disociaci6n, que no esta mediado por la concentracién de iones hidrégeno
{42, 142). Detallados estudios posteriores han relacionado y explicado estos fendmenos y su
causa a nivel molecular (94, 143, 170, 212, 213, 214, 215).

El primer mecanismo de control real del transporte del oxfgeno por la hemoglobina fue,como
hemos dicho, reconocido hace afios y denominado, desde entonces, efecto Bohr. Puede ser defi-
nido como la afinidad reciproca del oxigeno y los hidrogeniones por la hemoglobina (12, 29,
190, 212). Por ello, un aumento en la concentracién de estos Gltimos (descenso del pH) se acom-
pafia de una disminucién en la apetencia del pigmento respiratorio por el gas. Y a la inversa, cuan-
do aumenta la oxigenacién de la hemoglobina se liberan iones hidrégeno y cuando se desoxigena
se captan protones. Dicho de otra forma: en medio &cido la afinidad de la proteina por el oxfge-
no disminuye, es decir, su p50 aumenta, mientras que sucede o contrario en medio alcalino. El
A log p50

ApH
log pO, con el pH cuando la saturacidon y la presién parcial de oxfgeno son constantes. El valor
numeérico de este coeficiente de Bohr para la sangre total,a un pH plasmético de 7.40 y una pCO,
de 40 mm Hg con una concentracion normal de 2,3-DPG, es de —0.40 {12, 99, 134, 142, 210,
212,213, 215, 243, 268).

Esta uni6n preferente de los protones a la desoxihemoglobina, que determina una disminuci6n
en la afinidad de! pigmento por el ox(geno, es el origen del desplazamiento hacia la derecha de la
curva de saturacioén que aparece cuando disminuye el pH. Se ha establecido que con una pCO,
constante la calda de 0.1 unidades en el pH de la sangre induce un incremento de 2.6 mm Hgen
el valor normal de la p50 y la disminucion en 0.4 unidades lo aumenta en 12 mm Hg (210, 211),
como puede deducirse si aplicamos la férmula anteriormente expuesta.

El efecto Bohr es el resultado de la presencia en la hemoglobina de aminoacidos que son aci-
dos mas débiles cuando el pigmento estd reducido que cuando esté oxigenado. Actualmente pare-
ce estar firmemente establecido que la histidina C-terminal de la cadena  (146) y el grupo amino
N-terminal de la valina de la cadena a {(al) son los responsables det 75 °/o del efecto Bohr {12,
29).

Esta propiedad de 1a hemoglobina de soitar protones cuando reacciona con el oxigeno o de
captarlos cuando se desprende de él proporciona al organismo un mecanismo fisiol4gico de gran
importancia para el transporte de los gases respiratorios. En efecto, cuando el oxigeno es liberado
en los tejidos, la desoxihemoglobina muestra mayor tendencia a captar los hidrogeniones que pro-
ceden de la hidratacién del anhidrido carb6nico que se ha formado durante el metabolismo ce-
lular {12, 29). Con ello se evitan cambios drasticos en el pH, por lo que 1a hemoglobina funciona
ademds, como ya habiamos referido, como un sistema ‘‘buffer’’. Cuando los eritrocitos alcanzan
la circulacién pulmonar se produce el fenémeno inverso.

efecto Bohr se traduce cuantitativamente por la relacién , que expresa el cambio en el

El efecto Bohr es, en definitiva, un ejemplo mas de cooperacion alostérica (29).
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El anhidrido carbonico tiene también una accidon definida sobre 1a posicién de la curva de sa-
turacién de la hemoglobina, independientemente de la que ejerce a través del pH. Actualmente es
conocido que el CO, despliega un efecto directo y especifico sobre el pigmento respiratorio vy,
por lo tanto, sobre la p50, al unirse bajo 1a forma de carbamatos a los cuatro residuos N-termina-
les de las cadenas polipeptidicas (99, 190, 210, 211, 212, 233, 243). Ya lo habiamos comentado
cuando hablamos de las funciones de la hemoglobina. Quiza el efecto del CO, sobre esta protei-
na queda esquematicamente simplificado al establecer que en un 75 °/o se debe al aumento en la
concentracién de hidrogeniones y que en el 25 %/ que resta se origina por la formacién de com-
puestos carbamino (190, 211, 213)}. Como ya explicamos anteriormente, la formacion de carba-
matos es mas acentuada cuando la hemoglobina se encuentra en su canformacién reducida, lo
que, en definitiva, es el origen de 1a disminucién que induce el CO, en la afinidad del pigmento
respiratorio por el oxfgeno {41,442, 190, 212).

A ia vista de o que hasta aqul hemos expuesto referente al CO,, se comprende por qué el
efecto Bohr medido cuando varia la pCO, es superior (—0.48) al que se objetiva cuando el pH
se altera por cualquier otro dcido (el valor de —0.40 que ya ccmentabamos) (99, 210, 233). Es
decir, a acci6n intrinseca del anhidrido carbonico sobre la afinidad del oxigeno es relativamente
pequefia. Un aumento de la pCO, desde 40 a 60 mm Hg a pH constante s6lo hace subir la p50 de
27 a unos 28 mm Hg {258).

El efecto de la temperatura sobre la curva de disociacidon de la hemoglobina fue observado
inicialmente por Paul Bert en 1872 al comprobar c6mo con una tensién de oxfgeno de 15 mm Hg
la sangre se encontraba saturada en un 90 %0 a temperatura ambiente, mientras que sélo lo estaba
en un 50 °/o a la temperatura corporal (99). La expresion cuantitativa de la relacion entre la tem-
peratura (T) y la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno se desprende de la ecuacién {210,
258):

Alog p50 _
——==--=0.024
AT

Es decir, un incremento en la temperatura de 1° C aumenta la p50 desde 27 a 28.5 mm Hg. Si
la temperatura corporal varfa de 37 a 41° C, la p50 puede alcanzar 33.6 mm Hg. Sin embargo,
dentro de los limites de variacion fisiologica,éste es un factor de poca importancia, en condicio-
nes habituales, como para que se utilice entre los mecanismos de controf en el hombre (29, 211).

En general puede afirmarse que la influencia de los tres moduladores alostéricos es mas marca-
da en la porcion pendiente de la curva que en su zona superior u horizontal. Conviene recordar,
también, que la modulaciéon que realizan estd orientada a favorecer la captacion del oxfgeno a ni-
vel pulmonar —donde la pCO, y la temperatura son menores y el pH mayor que en los tejidos,
por lo que la curva se desplaza hacia la izquierda— y a su liberacion —por fos motivos inversos— a
nivel tisular (104, 125).
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Otro ejemplo de la importancia relativa de estos factores se observa en las situaciones clfnicas
que cursan con un metabolismo celular incrementado, que al asociarse, en general, a una hiper-
termia y a un pH bajo se ven favorecidas por un mayor aporte de oxigeno a los tejidos {41, 104).

El cuarto factor modulador alostérico de la curva de saturacion de la hemoglobina es e} 2,3-
DPG. Su estudio lo efectuaremos mas adelante, cuando comentemos especificamente este inter-
mediario glicolitico. Conviene recordar ahora que la relacién cuantitativa entre la concentracién
eritrocitaria de 2,3-DPG y la liberacién de oxfgeno por la hemoglobina es muy precisa. Después
de molitiples experiencias se ha comprobado una relacién lineal entre et 2,3-DPG y la p50 dentro
de los Iimites de oscilacion fisiologica. Por cada 0.440 micromoles/m! de hematies que varfe el
2,3-DPG, la p50 lo hace en 1 mm Hg (42, 147, 149), lo que aproximadamente equivale a decir
que, cuando el pH y la pCO; son normales, un incremento del 20 °/o en et 2,3-DPG aumenta la
p50 entre 1.5 y 2 mm Hg (258). Este efecto del 2,3-DPG sobre |la p50 se ejerce, como veremos, a
través de dos mecanismos distintos; por un lado, por una accidn directa sobre la hemoglobina, y
por otro, por su accion acidificante del pH intracelular (99, 210, 258), Es también interesante
recordar que los efectos de! pH y del 2,3-DPG sobre la p50 se contraponen, de tal forma, que la
afinidad de la hemoglobina por el oxfgeno permanece constante, en los sujetos normales, den-
tro de un amplio campo de oscilaciones del pH plasméatico (24, 25). En efecto, el pH tiene una ac-
cién dual sobre la posicion de la curva de saturacién de la hemoglobina. Por un fado, una accion
directa (efecto Bohr), que ya hemos comentado. Por otro, una accién indirecta (efecto no Bohr
del pH), mediada a través de su influencia sobre la concentracion de 2,3-DPG {25, 83, 142, 233},
ya que, como es conocido, la acidosis disminuye el flujo glicolftico y por ello las tasas del glicero-
fosfato. La primera accion ocurre instanténeamente, en cuanto varia el pH, mientras que 1a se-
gunda precisa del tiempo necesario para que se produzcan cambios en la glicolisis {83, 233, 241).
La alcalosis inducida por la inyecci6n intravenosa de bicarbonato sodico no produce modifica-
ciones en el 2,3-DPG durante las primeras cuatro horas, pero si un incremento progresivo entre
las 24 y 48 horas. “In vitro” el tiempo necesario parece algo més corto (142). Por todo elio, en
las anomalias del equilibrio dcido-base de corta duracion, ta curva de saturacién de 1a hemoglobi-
na se regula por la via del efecto Bohr. Por el contrario, en los cambios del pH de instauracion
lenta o prolongada, 1a regulacion se ejerce preferentemente por el 2,3-DPG (142, 233), segin ex-
plicamos en detalle méas adelante. De esto Gltimo se deduce que la correccion brusca de una acido-
sis severa en la Clinica puede resultar en un importante incremento en la afinidad de {a hemoglo-
bina por el oxigeno, ya que, como decimos, los cambios en los niveles de 2,3-DPG son relativa-
mente lentos, con un tiempo medio aproximado de 11 horas (25, B3). Esto puede explicar el em-
peoramiento que a veces sucede tras la rdpida normalizacién de un pH é4cido en una cetoacidosis
diabética (7, 65, 211) o en otras situaciones andlogas (116). As( pues, en las anomalias del equi-
librio 4cido-base de larga duracién, el 2,3-DPG trata de minimizar los desplazamientos que ocurri-
rfan en la curva de saturacion si el efecto Bohr no fuera contrarrestado (233). Excepcion a este
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postulado la encontramos, en la Clinica, en el feto y en el recién nacido,en los que el efecto del
pH sobre la curva predomina sobre el que el 2,3-DPG ejerce en sentido contrario (la acidosis dis-
minuye el 2,3-DPG). Esto es debido a que el fosfoéster interacciona mal con la HbF, por lo que el
efecto Bohr no resuita contrarrestado por 1a cafda en la concentracién del 2,3-DPG en el eritroci-
to inducida por la acidosis (258).

Ademas de los cuatro moduladores alostéricos de Ia curva de disociacion de la hemoglobina
hasta ahora referidos, conviene recordar que otras circunstancias pueden modificar también la
p50. Tal es el caso de la carboxihemoglobinemia, sobre todo en los sujetos fumadores. Por cada ele-
vacion de la HbCO del 5 °/o, entre 5 y 20 °/o, se produce una variacién de 1 mm Hg en la p50
{199).

La naturaleza de la afinidad de la hemoglobina por el oxfgeno se encuentra de forma similar
en todos los vertebrados, a pesdr de que la estructura molecular del pigmento respiratorio varia
entre las diferentes y ain dentro de fas mismas especies. Factores tales como el pH, la pCO, , los
fosfatos organicos eritrocitarios o la temperatura, que ya hemos comentado, ejercen esencialmen-
te la misma influencia sobre |a curva, aunque la magnitud en que lo hacen es variable y depende
del tipo de adaptacién de cada organismo a su medio ambiente. De esta forma, 1a afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno en los peces que viven en ambientes pobres en el gas es mucho mayor
que la de los peces de aguas bien oxigenadas. Los peces con migraciones estacionales, que pasan
de vivir en ambientes con aguas templadas tropicales a otras del Atlintico Norte, poseen hemo-
globinas pricticamente insensibles a la temperatura; esta adaptacion representa una indudable
ventaja fisiologica al hacer que la carga y Ja descarga del oxigeno sea independiente de la tem-
peratura (211).

Otro ejemplo de adaptacion evolutiva en la curva de disociacion nos lo proporciona la compa-
racion de la transicion de los animales de respiracion acuética —con mucha mayor afinidad por el
oxigeno— a los de respiracién atmosférica —con menor apetencia por el gas—. Esta transicion en
las propiedades de la hemoglobina puede estudiarse en un mismo animal {tal es el caso de la meta-
morfosis de los anfibios) y ha sido objeto de diversos trabajos de investigacion (211).

Por todo ello, aunque la forma general y las propiedades de 1a curva de disociacion de la he-
moglobina son similares en muchos animales, las posibilidades de una adaptacion especializada a
los muy distintos medios ambientes demuestran su gran dinamismo e ilustran su variabilidad en
los diferentes vertebrados (211).

La posibilidad surgida Gltimamente en la Clinica de actuar con fines terapéuticos por medio
de diversas sustancias sobre la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, a través de la induccion
de cambios en la p50, con fas enormes implicaciones que ello conllevaria, ha conferido al estudio
de la curva de saturacién de la hemoglobina un nuevo y creciente interés (92, 99).
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3. Lacurva de disociacién de Ia hemoglobina en algunas situaciones clinicas

La curva de saturacion de la hemoglobina, es decir, la afinidad de |a hemoproteina por el ox(-
geno, ha sido estudiada en un gran nimero de situaciones patolégicas; se ha querido precisar si
las alteraciones en su posicion constituyen un mecanismo de adaptacién a !a enfermedad (211).

El pH es, como hemos referido, el factor més importante que, de forma inmediata, afecta la
afinidad de la hemoglobina por el oxfgeno, por lo que la acidosis aguda, al desplazar la curva de
disociacién hacia 1a derecha, promueve la liberacién del gas hacia los tejidos. Esto es lo que suce-
de durante las primeras horas, ya que, posteriormente —ya lo habfamos comentado—, la calda en
los niveles de 2,3-DPG que resultan del efecto inhibidor del pH sobre el metabolismo eritrocitario
amortiguan esta desviacion. Por el contrario, la alcalosis aguda, como la que aparece inicialmente
en el shock endotéxico, dificulta la liberacién del oxfgeno a través del efecto Bohr. Posteriormen-
te, los cambios compensadores en el 2,3-DPG amortiguan parcialmente el efecto del pH. Estos he-
chos sugieren que los desplazamientos en la curva de saturacién no parecen jugar un pape! impor-
tante en la homeostasis de los trastornos mantenidos del equilibrio 4cido-base (211).

En la insuficiencia cardiaca congestiva se ha objetivado una desviacion a la derecha de la cur-
va de disociacion que parece estar mediada por el 2,3-DPG y cuya magnitud es proporcional a la
severidad del proceso. La consiguiente liberacion de oxigeno a los tejidos debe de ser un meca-
nismo compensador del bajo volumen minuto cardiaco caracteristico de esta situacién (211},

Durante las crisis de angina de pecho se produce un fenémeno similar al descrito a los pocos
minutos del comienzo del dolor. El mecanismo que origina el desplazamiento no es conocido, ya
que no parece estar relacionado con el pH, el lactato, el 2,3-DPG o el ATP {(211).

En las hipoxemias asociadas a cardiopatias congdnitas con cortocircuito derecha a izquierda
se produce también una disminucién en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, que ahora
se sabe que estd mediads por el 2,3-DPG. Este cambio se ha considerado como una adaptaci6n
atil del organismo a la enfermedad, ya que, al facilitar el aporte del gas respiratorio, evita la pues-
ta en marcha de otros mecanismos mas costosos desde el punto de vista energético (211, 268).

Un desplazamiento hacia la derecha en la curva de saturacién en los enfermos anémicos fue
evidenciado por primera vez en 1930 (20). Este hallazgo ha sido confirmado posteriormente {13,
20, 33, 64). En general, se ha demostrado una correlacion negativa ente la p50 y la tasa de hemo-
globina (23). Mitchell y Pegrum (150) también han encontrado una p50 “in vitro” elevada en 30
enfermos andmicos afectos de insuficiencia renal crénica. Sin embargo, al separar a los 20 pacien-
tes incluidos en programa de hemodiélisis periédica —con pH normal— de los 10 restantes —con
acidosis—, 1a situacion era diferente: en los primeros se confirmaba la elevacion de la p50 “in vi-
‘tro”’; en los segundos estaba disminuida. Estos hallazgos sugieren nuevamente que la acidosis
aumenta la p50 “in vivo”, pero que al inhibir 1a sintesis del 2,3-DPG hace caer a la p50 “in vi-
tro” (150).
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La inhalacion de mondxido de carbono {CQO) se asocia a una desviacion hacia la izquierda en
la curva de saturacion. La menor oferta de oxfgeno a los tejidos que ello acarrea pudiera tener
cierta importancia a la hora de explicar la mayor incidencia de la cardiopatia isquémica entre los
grandes fumadores que, como es sabido, pueden alcanzar niveles de carboxihemoglobemia del 10
al 30 %/ (13, 199, 211). Ademés parece ser que el CO inhibe la glicolisis anaerobia de! hematie
y por ello reduce la formacion de 2,3-DPG (211). Estos hechos, junto con la disminucion en la ca-
pacidad de transporte de oxigeno por la hemoglobina, que se encuentra parcialmente saturada
con el CO, hacen que la hipoxia histica origine una eritrocitosis; esta poliglabulia no depende de
la hipoxemia, ni por io tanto, de la enfermedad pulmonar obstructiva cranica tan frecuente en el
fumador, sino que es propia de la inhalacidon crénica de monédxido de carbono; no es de extrafiar,
por ello, que desaparezca al suprimir el tabaco (105, 199).

En las situaciones que cursan con hipoxia, como suele suceder en la enfermedad respiratoria
crénica, la adaptacion a la altura, etc., también se ha detectado una menor afinidad de la hemo-
globina por el oxigeno (44, 99, 162, 211, 251) que, en parte, parece ser un mecanismo compen-
sador del organismo. Sin embargo, 1a magnitud del beneficio disminuye si el desplazamiento de la
curva de saturacidn es excesivo, ya que entonces se menoscaba la carga de oxfgeno a nivel pulmo-
nar, fenbmeno que es alin méas marcado si coexiste con hipoxia alveolar (211, 258).

En otras situaciones clinicas se han detectado también desviacicenes en la posicion de la curva
de disociacion de la hemoglobina, tanto hacia la derecha —cirrosis hepatica {13, 33), hipertiroidis-
mo (13, 20, 87)— como hacia la izquierda —hipotiroidismo (102}, intervenciones quirurgicas en
hipotermia (13)—.

En el recién nacido existe una mayor afinidad de la hemoglobina (HbF) por el oxigeno, lo
cual se ha considerado como una gran ventaja desde el punto de vista fisiologico, ya que facilita el
peaso del gas a través de la placenta {47). Su origen lo discutiremos mas adelante.

Las deficiencias enzimaticas en el metabolismo glicolitico del hematie, de induccioén genética,
alteran la apetencia del pigmento respiratorio por el oxigeno al afectar la homeostasis del 2,3-
DPG. Son clasicos los ejemplos de la deficiencia en hexoquinasa, con una p50 muy disminuida, y
del déficit en piruvatoquinasa, en el que la pS0 puede alcanzar valores del orden de 38 mm Hg
(211).

Las anormalidades gendticas en la estructura de la hemoglobina, generalmente debidas a la
sustitucidén o a la ausencia de un solo aminoicido en una parte critica de la molécula, pueden aso-
ciarse a una anomalfa en la afinidad por el oxfgeno. Ya lo habfamos comentado anteriormente.
Conviene destacar ahora que este fendmeno puede ser el resultado bien de una mala cooperativi-
dad entre los grupos heme o bien de una reactividad alterada con el 2,3-DPG (tal es el caso de la
HbF) {13, 46, 211). La mala oxigenacidn de los tejidos, que suele ser su consecuencia, conduce a
modificaciones en la secrecién de eritropoyetina y, consiguientemente, a una eritrocitosis.

En la metahemoglobinemia, como sucedia en la carboxihemoglobinemia, los grupos heme se
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vuelven inactivos al no poder unirse al oxigeno. La curva de saturaciéon se desplaza por ello,
también aqui, hacis la izquierda {211).

Conviene destacar, finalmente, que los tratamientos con algunos agentes farmacolégicos, co-
mo la aldosterona o el cortisol, aumentan la p50, es decir, desvian la curva de disociacién hacia la
derecha. Esto no sucede experimentalmente en incubaciones “in vitro” de hematies con estos
agentes (22),

11). La fisiologla del transporte de oxigeno

El oxigeno forma parte fundamental del proceso metabdlico mediante el cual el organismo
produce la mayor parte de la energfa necesaria para las reacciones biolégicas. Para que se realice
este proceso intracelular es necesario un complejo sistema que ponga en contacto el oxfgeno at-
mosférico con la intimidad celular. Este complejo sistemna se cumple a lo largo de una serie de fa-
ses que comprenden la captacion y la difusién del oxigeno del alveolo al capitar putmonar, y su
posterior transporte por la sangre hasta los tejidos, bien dentro de los hematies en combinacién
con la hemoglobina o bien en disolucion en el plasma, movilizado en cualquiera de los dos casos
por la bomba cardfaca, que a su vez precisa de un sistema vascular competente. Finalmente, el ci-
clo termina a nivel del capilar tisular donde el oxigeno difunde hacia las células para ser utilizado
en las mitocondrias en la oxidacion de los sustratos con la consiguiente producci6n de energfa. Es
decir, son necesarios muchos y distintos sistemas para que la oxigenacion de los tejidos se {leve a
cabo satisfactoriamente. Esquemdticamente podemos, sin embargo, identificar cuatro grandes
grupos de factores: los respiratorios, los cardiocirculatorios, los hematologicos y los que depen-
den de la situacion del transporte gaseoso en cada hematfe, es decir, de la afinidad de la hemoglo-
bina por el oxigeno,

En el cuadro | se encuentran relacionados todos estos factores, pero en él hacemos especial
mencién de los mecanismos que influyen en el Gltimo, es decir, en la regulacién del transporte de
oxfigeno por el eritrocito (41,44, 74,93, 104, 143, 167, 211, 225, 241, 243); ya los hablamos re-
visado en el apartado anterior. Todos los sistemas que intervienen en el aporte del gas respiratorio
a los tejidos estan integrados funcionalmente para mantener una pO, adecuada a las necesidades
celulares. Cualquiera de ellos puede compensar, hasta cierto limite, un defecto en la funcién de
los otros (41, 44, 83, 104, 191, 225, 241). Esta capacidad de adaptacién estd basada, preferente-
mente, en la posibilidad de modificar el volumen minuto cardfaco o la liberacién del oxigeno por
la hemoglobina. Algunos de los mecanismos a tos que nos hemos referido proporcionan una adap-
tacion inmediata a los cambios en los requerimientos del gas, mientras que otros son de instau-
racién lenta (83, 104, 190, 211, 243). El incremento en la ventilacion pulmonar y en el volumen
minuto cardfaco pertenecen a la primera categoria; el aumento en la masa eritrocitica, mediado
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Cuadro I: Grupos de factores de los que depende un adecuado aporte de oxigeno a los tejidos.
Modificado de Brewer (41).

por la eritropoyetina, a la segunda. Las variaciones en la afinidad de la hemoglobina por el oxige-
no pueden catalogarse como mecanismos de adaptacion intermedios (104, 225, 241). En cual-
quier caso, la finalidad es siempre la misma: mantener una pO, capilar suficientemente elevada
como para que exista un gradiente de presion adecuado para la difusiéon del oxfgeno desde los va-
sos a los organulos celulares (143, 190, 191, 211, 233, 243). La pO, minima necesaria varia en
cada caso de un 6rgano a otro y su valor no ha sido ain firmemente establecido (190, 241).

Por otra parte, los mecanismos de adaptacion que aparecen en caso de hipoxia no actuan so-
bre la misma fase de la homeostasis del transporte de oxigeno; por el contrario, unos favorecen su
liberaciébn —bien inmediata, como es el caso del efecto Bohr, o bien a medio plazo, como lo es
del 2,3-DPG—, otros aumentan la capacidad para acarrearlo —tal es lo que sucede con el aumento
de 1a masa eritrocitica— y otros, finailmente, incrementan la oferta del gas —la elevacion del gasto
cardfaco y la redistribucion del flujo vascular son claros ejemplos de ello— (83, 104, 125), Todo
ello seré analizado en detalie a continuacién.

El aire atmosférico estd compuesto por una mezcla gaseosa formada, esencialmente, por oxi-
geno (O,), nitrégeno y gases nobles. El oxigeno representa en condiciones normales un 21 %/,
del total. A una presién barométrica de 760 mm Hg la presién parcial del oxigeno (pO, } atmos-
férico es de 153 mm Hg. Esta presién parcial disminuye progresivamente en el drbol respiratorio,
el gas alveolar, la sangre arterial, los capilares, para alcanzar su nivel mas bajo en las mitocondrias,
donde finalmente es consumido. En ellas la pO, se encuentra normalmente entre 3y 22 mm Hgy
no puede ser inferior a 1 mm Hg {tensién critica tisular de O, ). Por debajo de esta tensién critica
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cesa el metabolismo aerobio y la fosforilacion oxidativa. La caida progresiva del valor de la pO,
desde el aire atmosférico hasta las mitocondrias recibe el nombre de cascada de oxigeno (Gréfi-
ca i11) (104, 190, 233). En un pulmoén ideal la pO, arterial y la alveolar serian iguales, es decir,
no existirfa ningun gradiente alveolo-arterial de O,. En la realidad, esto no es asi; aunque el gra-
diente suele aproximarse a cero, valores hasta de 15 y 30 mm Hg pueden encontrarse en jovenes
y adultos desde los 50 afios, respectivamente. E! origen de este fendmeno se cifra en las pequeiias
desigualdades que siempre existen en el cociente ventilacion-perfusion y en la presencia de un cor-
tocircuito intrapulmonar fisiolégico. Ambos factores hacen caer a la pO, arterial {18).

El oxigeno, recogido en los pulmones del aire inspirado, es transportado por 1a sangre a los
tejidos de dos formas totalmente distintas; 1a mayor parte, mas del 98 /o, o hace en combinacién
quimica reversible con la hemogiobina, mientras que el resto lo hace en disolucion fisica en el
plasma (18, 90, 211). Si no fuera por la existencia de la hemoglobina la cantidad transportada se-
ria tan pequefia que el volumen minuto cardiaco necesitaria aumentar veinte veces para mantener
un aporte de oxigeno adecuado.

El oxigeno disuelto en el plasma constituye una forma ffsica de transporte; su cantidad esta
ligada al coeficiente de solubilidad del gas en el liquido y es directamente proporcional a la pO,.
En circunstancias normales, con una pO, de 100 mm Hg,se transportan asi 0.3 mililitros (ml) de
0, por 100 ml de sangre. Si consideramos que e! consumo basal de este gas en un individuo en re-
poso es de 250 mi/minuto se requeriria un gasto cardiaco de unos 90 litros/minuto para subvenir
a las necesidades normales de los tejidos si s6lo existiera esta forma de transporte. A pesar de ello,
el oxfgeno disuelto tiene un papel fisioldgico vital, ya que establece la pO, plasmdtica de la que
depende 1a captacion de oxigeno a nivel pulmonar y su difusion en la periferia.

Un gramo de hemoglobina puede fijar 1.34 ml de O,, por lo que la capacidad maxima de
transporte en 100 ml de sangre, con una concentracién normal de hemoglobina circulante {15
gramos/100 ml), es de unos 20.8 ml de O, . Este sistemna constituye la base cuantitativa del trans-
porte de oxigeno, ya que permite a la sangre llevar unas setenta veces mas O, que el ligado 4 las
leyes fisicas que rigen ta solubilidad del gas en el plasma. Ya que la concentracién de hemoglobi-
na es variable de unos individuos a otros, la cantidad de ox{geno combinada con ella se tiende a
normalizar bajo la forma de un tanto por ciento, al referirla a la maxima cantidad de O, que pue-
de unirse estequiométricamente con el pigmento en cada caso. Esta razon se denomina saturacion
de oxfgeno (SO,) (18, 211, 249). El contenido arterial de O, (Ca0,) es un valor que toma en
consideracion tanto los niveles de hemoglobina y su saturacion como los de oxfigeno disuelto enel
plasma, por lo cual expresa su disponibilidad a nivel celular mucho mejor que cualquier otro pa-

" rédmetro.

En conjunto el transporte de oxigeno debe de permitir en el individuo sano en reposo un con-
sumo medio de 10 milimoles de O, /minuto (4 mi/kg/minuto) (83, 94). En el sujeto vivo la canti-
dad total del gas que la sangre ofrece a los tejidos por minuto es una funcion del gasto cardfaco y
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del contenido arterial de O,, que, a su vez, depende de la concentracién de hemoglobina, de su
saturacion y de una proporcion setenta veces menor de gas disuelto en el plasma, tal y como aca-
bamos de referir. Por ello, este aporte tisular de O, viene dado por la relacién (104, 211, 233):

Aporte O, =G cardiaco x Hb x Sa0, x 1.34 + 0.039 pO,
{ml/min) (I/min}  (a/M) (°/o) (mi/g Hb) {mm Hg)

Ya que el volumen minuto cardiaco suele ser de unos 5 I/minuto, el aporte total de oxigeno
a los tejidos es de 1 litro/minuto. Este valor disminuird notablemente si la saturacién de la he-
moglobina (Sa0,} no es del 100 °/e (211). Sin embargo, la cantidad total de O, transportada a
los tejidos excede con mucho de la que es liberada, ya que en condiciones basales s6lo se consume
aproximadamente un 25 °/o del gas aportado. La cantidad liberada depende de miltiples factores
{requerimientos de O,, capacidad de difusién, etc.); en definitiva el flujo de oxigeno en un ins-
tante determinado desde los capilares hacia las células de los tejidos se deduce de la ecuacion:

Q-Ll%:—ra(—jp—= D (p0O, tisular — pO, mitocondria}

D es el coeficiente de difusion del gas,que a su vez depende del de solubilidad en el tejido en cues-
tion y de la geometria del sistema (superficie de difusion y espesor). En la ecuacion dada sola-
mente la pO, es variable; el resto de los pardmetros son pricticamente constantes. En los tejidos
muy vascularizados una presién parcial capilar media de O, relativamente baja es suficiente para
asegurar un aporte adecuado del gas a todas las células. Un tejido poco vascularizado depende,
por el contrario, para su oxigenacién de una pQ, capilar elevada. Los valores de esta Gltima se en-
cuentran entre los de la pO, de la sangre arterial y los de la sangre venosa. La pO, arterial es la
misma en todo el organismo y sélo es funcién, como ya hemos comentado, de la atmosférica y de
la integridad de la fisiologfa pulmonar. La pO, venosa, sin embargo, varfa de unos érganos a
otros, ya que depende del volumen de oxfgeno que es liberado a las células. El volumen de O, li-
berado por minuto (\70,) se determina por la ecuacién de Fick (167, 211):

-~ VO, = G cardfaca x (Ca0, — CvO,)

El término entre paréntesis es la diferencia arteriovenosa de oxigeno y CvO, es el contenido”
venoso de O,. Su valor es normalmente de 15 rl/100 ml de sangre, por lo que la diferencia arte-
riovenosa suele ser de 5 ml de 0, . El coeficiente de utilizacion del gas puede ser aumentado por
el organismo cuando existen unos requerimientos metabdlicos superiores, tal y como sucede, por
ejemplo, durante el ejercicio fisico intenso. El CvO, puede alcanzar niveles hasta de 5 mI/100 ml
de sangre y por ello la diferencia arteriovenosa puede {legar a ser de 15 mi de O,. La reserva car-
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draca, por otra parte, permite aumentar el volumen minuto hasta cinco veces su valor habitual.
La combinacion de estas dos reservas funcionales consigue multiplicar por quince las posibilida-
des de consumo de O, en la periferia. De esta forma, la utilizacién habitual de 250 ml/minuto
puede convertirse en 3750 ml/minuto. Existen ademés otros posibles mecanismos para mejorar
el aporte de oxigeno a los tejidos, como pueden ser el aumento del flujo sanguineo o de la con-
centracion de hemoglobina. La cafda en el CvO,, es decir, la elevacion en la extraccion de oxi-
geno, se consigue a través de la disminucién de la afinidad de la hemoglobina por el gas; esto, a
su vez, es funcidn de la p50 y sus modificadores alostéricos (41, 104, 211, 233, 243, 249) y por
fo tanto de la forma y la posicion de la curva de disociacion del pigmento respiratorio, ya que la
utilidad funcional de la hemoglobina no depende s6lo del volumen de O, que es capaz de trans-
portar, sino también de la facilidad con que lo puede ceder a los tejidos (201).

La regulacion de !a masa éritrocitica se ejerce a nivel de su produccion, es decir, en la eritro-
poyesis, por la hormona eritropoyetina, protefna con un peso molecular entre 30.000 y 60.000
daltons. El mantenimiento de una concentracién relativamente elevada de hemoglobina es condi-
cion imperativa para que el suministro de O, a los tejidos sea 6ptimo (24, 104, 190, 242). La
tasa de hemoglobina y el indice hematocrito se mantienen normalmente en unos niveles proximaos
a 15 gramos/100 mi (g °/o) y 2 42 °/o, respectivamente; valores superiores, al aumentar la viscosi-
dad de la sangre, hacen enormemente mas lenta su circulacién, con lo que la pO, capilar descien-
de y se instaura entonces,asi, un cfrculo vicioso (83, 104). No es esto sino una expresién mas del
principio general de Fisiologla que dice que lo0 normal en el organismo esté siempre muy cerca de
lo 6ptimo {104).

La modificacién en fa produccion de hematies parece ser el mecanismo que se sigue cuando
las alteraciones en la oxigenacion tisular son importantes, prolongadas y generalizadas. Pero, ya
que este proceso de adaptacion es de instauracion lenta y sdlo mejora la capacidad de transporte
de oxfgeno por la sangre a largo plazo, es habitual que antes aparezcan ajustes temporales de in-
dole respiratoria y cardiocirculatoria que protegen a los tejidos hasta que se alcanza la nueva
situacion estacionaria. La hipoxia en determinados drganos sensores parece ser el estimufo ade-
cuado que pone en marcha la respuesta eritropoyética medular (104).

Pero en el transporte del oxfgeno no es sélo importante el aporte, sino también la distribu-
cién del flujo sanguineo. Este se controla merced a un tono arteriolar apropiado en los distintos
érganos de la Econom(a; las resistencias arteriolares regionales estdn variando continuamente, con
lo que el flujo se distribuye en cada momento segn las necesidades de los tejidos. Ello propor-
ciona un mecanismo compensador rdpido y flexible ante cualquier aumento en las demandas de
. 0,, al modificar la distancia entre los capilares y las células y el volumen de sangre que las perfun-
de (104, 233). Parece ser que los reajustes en el nimero de capilares funcionantes, o lo que es lo
mismo, la redistribucion en el flujo sanguineo, es la respuesta mas comun en fa adaptacion a las
fluctuaciones locales en el grado de oxigenacién de los tejidos. Este mecanismo contrasta con los
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ya comentados cambios en la afinidad de la hemoglobina por el O,, que aparecen mds tardiamen-
te y ante variaciones més generalizadas y prolongadas en el aporte celular de ox/geno (104).

En resumen, los desdrdenes clinicos que afectan al transporte de oxigeno pueden deberse a
anomalfas de su carga a nive! pulmonar, del flujo hemético, de la concentracion de hemoglobina o
de su afinidad por el gas. En todas estas categor(as la capacidad maxima de transporte estd reduci-
da; las alteraciones consecuentes en el metabolismo celular modificaran de alguna manera, o bien
pondrén en marcha, una serie de mecanismos compensadores que tratardn de alcanzar un nuevo
estado estacionarlo (83, 104). En definitiva es ésta la homeostasis del transporte del oxigeno.
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C. EL METABOLISMO GLICIDICO EN EL HEMATIE

I. Generalidades

El eritrocito humano maduro normal ha perdido la capacidad de una fosforifacién oxidativa.
E) consumo de oxigeno y la produccion de CO, son muy escasos y s6lo se efectian en la deriva-
cién de las pentosas. La glucosa plasmatica es la fuente principal de energfa para el hematie y su
metabolismo es criticamente importante no sélo por ello, sino porque, ademds, a través de él se
modula fa funcién respiratoria‘de la hemoglobina. En condiciones basales la proporclon de sustra-
to que sigue la via de las pentosas ha sido evaluada en un 10 °/o, mientras que el 90 %/o restante se
degrada por la via glicolitica de Embden-Meyerhoff (40, 42, 44, 104, 125, 17 3).

Las funciones generales conocidas de la derivaciébn de las pentosas en el hematie incluyen la
reduccién del nicotinamida-adenina-dinucledtido-fosfato (NADP) y del glutation oxidado
{GSSG), asf como la generacion del fosforibosil-pirofosfato. El glutation reducido (GSH) desem-
pefia la funcién de mantener en situacién de reduccién a los grupos sulfhidrilos de la hemoglobina
y de reducir al peréxido de hidrdgeno, gracias al enzima glutation peroxidasa {Cuadro 1). En el
hematie maduro las pentosas-fosfato originadas en esta via son metabolizadas hasta su inclusion
nuevamente en la glicolisis anaerobia, circunstancia ésta distinta a la que sucede en otras células,
en las que se emplean para la sintesis de los écidos nucleicos (40, 104). La glicolisis anaerobia tie-
ne una serie de funciones, al menos tres de ellas de gran importancia, que estudiaremos a conti-
nuacion.

Il. La glicolisis anserobia. sus enzimas y su regulacién

La glicolisis anaerobia o via de Embden-Meyerhoff se acompaiia en el eritrocito de la genera-
cién de tres importantisimas sustancias: el ATP, el 2,3-DPG y el nicotinamida-adenina-dinucleéti-
do reducido {NADH). Ya que este elemento forme de la sangre no tiene capacidad para la fosfori-
lacion oxidativa- por el sistema de los citocrom'os, la produccién de ATP sélo se consigue en él a
través de [a glicolisis. El estudio del cuadro |l permite apreciar cémo por cada molécula de gluco-
sa transformada en lactato se produce una sintesis neta de dos motéculas de ATP. La funcién
esencial de este compuesto, como comentaremos, parece ser la de proporcionar |a energia necesa-
ria para conseguir una adecuada relacion entre el sodio y el potasio intra y extracelulares y man-
tener la forma bie6ncava del eritrocito.
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Cuadro ll: Metabolismo glicidico en el hematfe. Abreviaturas en el texto. Modificado de Kleeberg y Heimpel (125},



La reduccién del NAD o NADH se lleva a cabo en el paso catalizado por la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (Cuadro |1). Esta reaccién es la mayor fuente de NADH en el hematie
maduro normal (40). Su importancia deriva de su papel como cofactor de Ja enzima metahemoglo-
bin-reductasa, responsable de {a continua reduccion de la metahemoglobina a la forma funcional
del pigmento respiratorio. Efectivamente, este Giltimo tiende a oxidarse lentamente hacia una for-
ma no funcional,en la que el hierro se encuentra en estado férrico.

Las funciones del fosfoéster 2,3-DPG las analizaremos en profundidad més adelante.

Después de diferentes pasos, tal y como se indica en el cuadro 11, la via glicolftica finaliza con
la formacién de piruvato y lactato. Ambas moléculas difunden libremente a través de la membra-
na del hematfe y sus niveles estdn probablemente en equilibrio con los del plasma.

En resumen, gracias a la vfa glicolftica y por medio de la derivacién en la que se sintetiza el
2,3-DPG ("”shunt” de Rapoport y Liibering, como veremos], el hematfe consigue independizar la
fosforilacién no oxidativa del ADP a ATP de las funciones reductoras de la metahemoglobina
{Cuadro 11} (40, 125).

Quizé sea conveniente en este momento analizar algunos aspectos de las caracteristicas mas
importantes de los enzimas glicoliticos, lo que nos ha de facilitar el estudio del metabolismo del
2,3-DPG, que efectuaremos mas adelante. Una revisién més amplia puede encontrarse en el tra-
bajo de Brewer (40).

La hexoquinasa {HK) habitual en el hematie no es especifica; puede utilizar a la fructosa, a la
manosa o a la glucosa como sustratos, aunque el Gltimo es el preferente. Su coenzima es el ATP
y la actividad de! enzima es un factor regulador de la glicolisis en el eritrocito. Esta actividad no
estd limitada por la glucosa, pero s{ es inhibida por su producto la glucosa-6-fosfato y por el ADP.
La hexoquinasa es el enzima de menor capacidad,para transformar a su sustrato,de todos los de la
vfa glicolftica; ésta es s6lo dos veces mayor que |a actividad global de la glicolisis anaerobia, como
puede demostrarse al estudiar su velocidad méxima en los hematfes normales {Cuadro 111). En las
exposiciones agudas y crénicas a la altura y en las anemias de diverso origen parece ser que la he-
xoquinasa interviene en la activacién de la glicolisis, lo que conlieva la elevacién en los niveles de
2,3-DPG propiés de estas situaciones hipéxicas. La deficiencia genéticamente determinada en este
enzima conduce a una anemia hemolitica congénita no esferocftica. Es una enfermedad severa
con bajos niveles de ATP y de 2,3-DPG, como referiremos més tarde.

La fosfohexosaisomerasa (PH1) no parece 'probable que intervenga en {a regulacién de la via
de Embden-Meyerhoff. Su actividad, como en el caso anterior, decrece con el envejecimiento del
hematf(e.

La fosfofructoquinasa (PFK) es un enzima regulador clave de la glicolisis en la mayoria de las
céiulas vy, a este respecto, el eritrocito no es una excepcién. Depende particularmente del pH y
aumenta notablemente su actividad cuando éste también lo hace. EI ATP es al mismo tiempo su
sustrato y su inhibidor alostérico. Su velocidad méxima, comparada con la de los otros enzimas,
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Cuadro 1l1: Actividades de los enzimas glicolfticos en micromoles de sustrato convertido por
hora y por 1 ml de hematfes a 25° C. Tomado de Brewer {40).

HK e 5 PGK ... 1810
PHL. ... 151 MPGM ........ ... ... .. 228
PFK e 82 Enolasa . .......coiviiiinnan 95
FA . e 3 PK o e 158
TPl e e 5100 LDH ... e 1257
GAPD ......... .. i 800 Consumo global de glucosa.......... 3

se muestra en el cuadro |ll. A pesar de su actividad relativamente grande en 8l individuo vivo es
regulador de la glicolisis porque actda en una situacién de inhibicién.

La fosfoaldolasa (FA) es la encargada de escindir el sustrato hidrocarbonado de seis carbonos
en dos mitades de tres: la dihidroxiacetona-fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato. No parece que
este enzjma tenga papel regulador alguno en la glicolisis, ya que su velocidad maxima es alta, unas
diez veces mayor que la actividad general de la vfa glicolftica.

La triosafosfatoisomerasa (TP1) cataliza la interconversién de los dos productos de la reaccion
anterior. E| sentido de la reaccidon va desde el primero hacia el segundo, al ser este Uitimo el sus-
trato para el siguiente paso metabélico. La TP! no tiene tampoco papel en la regulacién de la gli-
colisis {Cuadro I111).

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPD) tiene como coenzima al NAD, que se re-
duce en el curso de la reaccion a NADH. Su producto es el 1,3-difosfoglicerato {1,3-DPG). Es éste
un paso crftico en la via de Embden-Meyerhoff al ser el NADH que aqui se forma el cofactor
miés importante en la reduccion de la metahemoglobina en condiciones fisioldgicas. Sus sustratos
son el fosfato inorganico (Pi) y el segundo producto de la reaccion anterior. Ya que el fosfato séri-
co parece influir de alguna forma en la glicolisis del hematfe,se ha asumido que es este paso el
punto donde ejerce su influencia, al ser el unico lugar que requiere su presencia. Un mecanismo al-
ternativo se efectuarfa a través de una supresién de la inhibicion que el ATP tiene sobre la PFK o
que la glucosa-6-fosfato ejerce sobre la HK. Las deficiencias en fosfato probablemente limitan la
actividad de la GAPD. El cociente NAD/NADH, que, en parte, depende de Ja relacién entre el pi-
ruvato y el lactato, influye, I6gicamente, sobre el paso metabolico controlado por este enzima.

La fosfogliceratoquinasa (PGK) tiene como sustratos al 1,3-DPG y al ADP. Sus productos son
el 3-fosfoglicerato (3-PG) y el ATP. Es pues uno de los dos lugares donde se genera ATP en la gli-
colisis. El enzima compite con la difosfogliceratomutasa por el 1,3-DPG. Se conoce muy poco de
tos factores que intervienen en la orientacién del sustrato en uno u otro sentido. Sin embargo,
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estos factores son, obviamente, de la mayor importancia, ya que son los que, en definitiva, deter-
minan los niveles relativos del ATP frente a los del 2,3-DPG en el hematie. El ATP es, ademas, un
inhibidor de la PGK (250). No parece que el paso metabélico controlado por 1a PGK sea regula-
dor de la velocidad glicolftica generat {Cuadro 11).

La difosfogliceratomutasa {(DPGM) tiene como sustrato al 1,3-DPG y su producto es el 2,3-
DPG. El equilibrio de esta reaccién estd claramente desplazado hacia la formacién del fosfoéster,
a pesar de que el 2,3-DPG es un inhibidor competitivo de 1a DPGM, enzima que por otra parte
tiene gran nimero de activadores e inhibidores {172). Sin embargo, no se conoce el mecanismo
intimo por el cual esta reaccién estd tan fuertemente desplazada hacia un lado, sobre todo si con-
sideramos que en el hematfe existe una acumulacién de grandes cantidades de 2,3-DPG. Se han
descrito anemias hemoliticas congdnitas no esferociticas por deficiencia en DPGM (40), que cur-
san con niveles muy disminuidos del fosfoderivado. La patogenia de la hemolisis en estos casos no
estd clara y es dificil de comprender, ya que, por 1o que sabemos en el momento actual, la reduc-
cioén en la actividad de la DPGM conduce a concentraciones anormalmente bajas de 2,3-DPG,
pero no a una disminucion en la supervivencia de los hematies.

La difosfogliceratofosfatasa (DPGP) tiene como sustrato al 2,3-DPG y como producto al
3-PG. La naturaleza de los factores que controlan “in vivo” su actividad no ha sido aun aclara-
da. Los elevados niveles de 2,3-DPG que existen en el eritrocito presumiblemente dependen de la
situacion de inhibicidn en que se encuentra el enzima. En el rnomento actual no nos es conocido
si las variaciones en los niveles eritrocitarios del glicerofosfato se producen a través de modificacio-
nes en la actividad enzimatica de la DPGP. En cualquier caso, estos dos Gltimos pasos metabdlicos
que hemos comentado y que constituyen el ya citado ciclo de Rapoport y Libering seran analiza-
dos con més detalle en el apartado siguiente. Aqui solamente los mencionamos para conferir una
cierta homogeneidad a 1a exposicién.

La monofosfogliceratomutasa (MPGM) tiene como sustrato al 3-PG y como producto al 2-PG.
Requiere al 2,3-DPG como cofactor, por el que tiene gran afinidad; en circunstancias ordinarias
no parece que este enzima influya en la regulacion del flujo glicolitico eritrocitico ni en la tasa de
2,3-DPG. La MPGM tiene una actividad colateral no fisiolégica de DPGP, en la que se basan algu-
nos métodos analiticos del 2,3-DPG, como comentaremos mas adelante.

La enolasa no parece jugar ningin papel importante en la regulacion de la glicolisis anaerobia
del hematie.

La piruvatoquinasa (PK) tiene como sustratos al fosfoenolpiruvato (PEP} y al ADP y sus pro-
ductos son el piruvato y el ATP. Este es, pues, el segundo punto donde se genera energia en la via
de Embden-Meyerhoff. Hasta este momento una molécula de glucosa que hubiera circulado direc-
tamente por este camino metabélico, sin utilizar ni el “'shunt’’ del 2,3-DPG ni la derivacién de las
pentosas, habria consumido dos moléculas de ATP y generado otras dos. Es merced a este paso
gobernado por la PK por el que se obtiene un beneficio neto de dos moléculas de ATP por cada
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seis atomos de carbono metabolizados {Cuadro 11). Este enzima, al ser el “‘tercer cuello de bote-
lla”’, desempeiia un pape! de gran importancia en la regulacién de la glicolisis en el hematfe. Pare-
ce ser que se activa de manera alostérica por la fructosa-1,6-difosfato y que requiere para su fun-
cionamiento altos niveles de potasio. Se inhibe por el ATP, que compite con el PEP. El fosfato
inorganico también activa al enzima, fendmeno similar al que sucedfa con la PFK. La deficiencia
genéticamente determinada en PK fue el primer déficit enzimatico eritrocitario identificado como
causa de anemia hemolitica congénita no esferocitica, de la que es, ademas, la causa etiologica
més comun, La severidad del cuadro clinico es variable; parece que son los hematfes las Unicas cé-
lulas afectadas por el defecto enzimético. Cursa con una serie de alteraciones metabélicas entre
las que destacan unas concentraciones disminuidas de lactato, piruvato y ATP y elevadas de PEP,
3-PG y 2,3-DPG; 1a utilizacién de la glucosa, como es ficil deducir, estd también descendida. Los
altos niveles de 2,3-DPG propios de esta enfermedad permiten una buena tolerancia de la anemia,
indudablemente mayor que en otras enzimopatias (26).

La lactatodeshidrogenasa {LDH) es el GItimo enzima de la viaglicolitica del eritrocito. Catali-
za la reaccion del piruvato al lactato en ambos sentidos. E| NADH se oxida a NAD cuando el piru-
vato se transforma en lactato. Ambos compuestos se intercambian libremente con los del plasma,
ya que difunden a través de la membrana citoplasmaética. En condiciones normales la distribucion
del factato entre el hematie y el plasma se realiza segiin el equilibrio de Gibbs-Donnan, cosa que
no sucede con el piruvato, posiblemente porque éste es oxidado intracorpuscularmente de forma
continua por la LDH,

Control de la glicolisis en el eritrocito

Las reacciones enziméticas catalizadas por la HK, la PFK y la PK son las responsables, al estar
lejos del equilibrio termodinamico, del control glicolitico general del hematie. Es decir, sobre es-
tos tres enzimas se ejercen por diversos factores una serie de influencias, tanto negativas como po-
sitivas, cuyo resultado es una modificacién en el flujo glicolitico. Como ya hemos referido, las ac-
tividades enziméticas de los diversos enzimas de la via de Embden-Meyerhoff exceden, al menos
en un orden de magnitud, a la velocidad global del consumo de glucosa, excepto en el caso de la
HK. En efecto, la HK tiene una capacidad méxima de sélo unas dos veces la del flujo glicolitico
general (Cuadro I11) {40, 41, 42, 96, 173). Pero parece evidente gue este flujo no debe de depen-
der solamente de las diversas actividades enziméticas, potencialmente muy superiores, como aca-

‘bamos de comentar, a la intensidad habitual de la glicolisis anaerobia, sino que debe de estar re-

gulado, ademds, por la concentracidn real intraeritrocitaria de los distintos sustratos, cofactores y
efectores, tanto negativos como positivos, de cada paso metabdlico; la temperatura y el pH del
medio también han de ser de una importancia fundamental (96). Parece, pues, por ello bien claro
que la derivacion de Embden-Meyerhoff estd controlada, parcialmente al menos, por diversos me-
canismos que actian sobre sus enzimas reguladores. Algunos de estos mecanismos, por tener cier-
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ta importancia por su repercusion sobre el 2,3-DPG, seran revisados a continuacion.

1) E! pH intraceluiar es un factor de la maxima importancia en el control de la glicolisis eritro-
citaria. Parece ser que su mayor efecto se ejerce sobre la PFK, cuyo pH 6ptimo se sitia alrededor
de B.0. Al aumentar el pH lo hace también el flujo glicolitico. Algo parecido sucede con la HK,
cuyo pH 4ptimo estd también préximo a 8.0, por lo que se activa asimismo con fa alcalosis, aun-
que en menor grado que la PFK. La respuesta pH-dependiente de este iltimo enzima se encuentra
influida por diversos factores, como pueden ser: su sustrato, |la fructosa-6-fosfato o el ATP, que es
3 la vez sustrato e inhibidor alostérico a niveles fisioldgicos. Otros factores parecen ser el ADP y
los iones magnesio y potasio (40, 42, 104).

2) E) fosfato inorgdnico (Pi) tiene un efecto muy importante “‘in vivo” sobre el metabolismo
del hematfe humano normal. El “‘pool’” de fosfato inorgdnico intraeritrocitario se encuentra en
estrecha dependencia con la concentracidn de fosfato plasmatico, ya que este anion penetra en el
eritrocito por difusiéon pasiva. Por ello, cualquier cambio en el fosfato intracetular repercute inva-
riablemente en el extracelular y a la inversa (137).

El mecanismo por el que un incremento en el Pi aumenta el flujo glicolitico no es totalmente
conocido. Parece ser que su accion se ejerce primariamente por influencias moduladoras sobre la
PFK y la GAPD y en menor proporcién sobre la HK (41, 42, 137, 230). E! fosfato inorgénico pa-
rece reducir la inhibicién que el ATP induce sobre la PFK (41, 230). La HK y la PK pudieran esti-
mularse de forma secundaria al disminuir el producto de la primera y al aumentar el sustrato de
la segunda (137), o quizd, también, por un efecto activador directo, sobre todo a pH bajo, del Pi
(41).

3) Los controles particulares sobre los enzimas reguladores mencionados también modulan la
glicolisis eritrocitaria. Sobre la HK el maximo efecto controlador lo ejerce su producto, la gluco-
sa-6-fosfato, que la inhibe. Al estar el enzima saturado por su sustrato —la glucosa—, su actividad
se encuentra limitada, al menos parcialmente, por su cosustrato —el ATP—, el cual, por e! contra-
rio, no estd a concentraciones saturantes en el hematfe. Las diversas circunstancias que modifi-
can los niveles normales de ATP actUan indirectamente, por ello, sobre la HK. El ion magnesio,
el 2,3-DPG vy el fosfato inorgdnico son efectores de esta quinasa (41, 42). Parece ser que la inhi-
bicién que el 2,3-DPG induce sobre la HK se reduce cuando se incrementan los niveles del ATP
(42, 44).

La PK no se encuentra saturada con respecto a sus dos sustratos, el ADP y el PEP. Se inhibe
fuertemente por su producto y requiere para su actividad altos niveles de ion potasio.

La actividad de 1a PFK se incrementa al hacerlo el cociente ADP/ATP (25).

4) El cociente NAD/NADH parece estar en relacién con la regulacion de la mitad inferior de
la via glicolftica, sobre todo en aquellos casos en los que el flujo en la mitad superior se encuentra
alterado, con las consiguientes variaciones en las tasas de las triosas-fosfato. En estas circunstan-
cias la disponibilidad del NAD limita |a actividad de la GAPD (228).
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5) La influencia de la derivacion de las pentosas-fosfato sobre et flujo glicolitico ha sido poco
estudiada. Esta derivacion evita el paso por la reacciéon controlada por la PFK, por lo que su ace-
leracion repercute indudablemente sobre la mitad inferior de la via glicolitica; de esta forma pue-
de contribuir a incrementar los niveles de ATP y de 2,3-DPG. La posibilidad de que et “shunt” de
las pentosas varfe su flujo, en los casos en las que las tasas de estos dos metabolitos estdn modifi-
cadas, no ha sido ain estudiada, pero su existencia parece indudable al haberse comprobado que,
tanto la inosina como el azul de metileno, incrementan los niveles del 2,3-DPG, “in vivo” e “in vi-
tro” (41, 228).

6) Se han descrito efectos de diversas hormonas sobre 1a glicolisis anaerobia eritrocitaria y so-
bre las concentraciones del 2,3-DPG, pero su mecanismo e importancia relativa no han sido atin
aclarados (41). Mis adelante lo comentaremos detenidamente en {0 que respecta al fosfoéster,

7) Se han publicado diferencias genéticas en la actividad de los enzimas glicolfticos, sobre todo
en los que son reguladores en el hematie, que pudieran contribuir a determinar algunas de las va-
riaciones que se han observado entre la poblacién normal. Es este un terreno que, realmente, esta
aun por investigar (41).

8) El 2,3-DPG parece tener un efecto de retroatimentacion negativa sobre la glicolisis eritroci-
taria en general. La HK, la DPGM y 1a PFK se inhiben por el 2,3-DPG, aunque la importancia fi-
siol6gica de este hecho no es totalmente conocida (41, 230). Cuando aumentan los niveles de la
desoxihemoglobina en el hematie, como sucede en diversas situaciones de hipoxia, dismi'nuye la
inhibicion enzimatica del 2,3-DPG sobre las quinasas glicoliticas, al unirse el metabolito libre con
la hemogiobina reducida. Al levantarse el freno metabdlico tienden a restaurarse los niveles nor-
males del glicerofosfato libre o no ligado al pigmento respiratorio, con lo que el “‘pool” intraeri-
trocitario total de! 2,3-DPG aumentar3. Por este mecanismo se regulan, al menos parciaimente, las
concentraciones del fosfoéster (41); lo comentaremos mds adelante,

111, Otras rutas metabdlicas: la derivacion de las pentosas, la via de la galactosa, el metabolismo
de las purinas y del glutation

1. Laderivacion de las pentosas

El “shunt” de las pentosas-fosfato consume normalmente sélo una pequefia parte —un
10 °/o — de la glucosa metabolizada por el hematie, Esto no significa, sin embargo, que carezca de
importancia. Su norma! funcionamiento es crucial para la supervivencia del eritrocito y su inte-
rrupcién conduce con gran frecuencia a situaciones de hemélisis. En esta derivacion se produce la
dnica conversion metabolica que en el hematie maduro normal consume oxfgeno y genera CO,
{Cuadro [1). En condiciones normales las pentosas formadas sélo son recicladas en una muy peque-
fia proporcién, pera ésta puede ser incrementada hasta en mas de un 50 °/o ante la presencia de
agentes oxidantes (dcido ascorbico, azul de metileno). Por cada tres pentosas que se consumen
por esta via metabdlica, sin que se produzca su reciclado, se generan cinco moléculas de ATP ne-
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tas. Este hecho no resulta evidente a la vista del cuadro |, pero se debe a la entrada en la glicoli-
sis de Embden-Meyerhoff de los fragmentos de las pentosas formadas.

Ef “shunt” de las pentosas-fosfato tiene al menos dos funciones de gran importancia en el eri-
trocito maduro normal: la reduccion del NADP y la produccion del S-fosforibosilpirofosfato
(5-PRPP).

El NADPH puede ser utilizado como sustrato por la metahemoglobina-reductasa (diaforasa
11}, aunque su importancia, comparada con la de la reductasa NADH-dependiente (diaforasa 1),
parece ser pequefia; del NADPH formado en el ciclo de las pentosas poco se utiliza con este fin.
La otra funcion del NADPH es mucho mas importante: actua como coenzima principal de la glu-
tation-reductasa, que mantiene en forma reducida al glutation {Cuadro 1) (41, 76). Por cada mo-
lécula de glucosa que se desvia por {a derivacion de las pentosas-monofosfato se producen dos
moléculas de NADPH desde el NADP (104). No se conoce ninguna ruta metabolica en el hematie
que pueda convertir a este NADPH - tampoco al NADH— en energia bajo la forma de ATP,
porque se carece de los enzimas necesarios para {a fosforilacion oxidativa. Sin embargo, ambos
compuestos son una fuente muy importante de potencial reductor (104).

El 5-PRPP se utiliza para la sintesis de nucledtidos de adenina, como discutiremos mas ade-
lante,

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es el enzima crucial del “‘shunt’ y quiz4 el limi-
tante de su actividad. Al pasar la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona reduce el NADP a
NADPH, el cual, como ya hemos indicado, es empleado a su vez para la reduccion de glutation
{Cuadro I1). El resto de los enzimas de la derivacion de las pentosas-fosfato es mucho menos co-
nocido. El tercer enzima de esta via, la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), es el responsa-
ble de la reduccion de fa sequnda molécula de NADP y de la conversién de una hexosa, el 6-fosfo-
gluconato, en una pentosa, la ribulosa-5-fosfato. En este paso se libera, ya lo hemos dicho, la uni-
ca molécula de CO, generada en el hematie maduro normal (Cuadro |1} (76).

El eritrocito estd expuesto a una magnitud de tension de oxigeno dificilmente soportada por
ninguna otra célula del organismo. E! *’shunt’’ de las pentosas representa un mecanismo defensivo
de primera linea contra la constante oxidacion. Su actividad consigue mantener en estado reduci-
do a casi todo el glutation al generar el NADPH necesario para ello, que incluso sirve como sus-
trato de la NADPH-metahemoglobina-reductasa. Diversos factores fisiolégicos pueden afectar a
esta actividad: el ATP, el oxigeno, el GSSG, el NADP, el ion magnesio, el dcido ascorbico y el
2,3-DPG. Cuando este Oltimo aumenta se inhibe la actividad del ciclo de las pentosas (76).

2. Laviade la galactosa

El eritrocito humano tiene capacidad para metabolizar a la yalactosa, bien a través de fa glico-
lisis anaerobia o bien por medio del ‘‘shunt” de las pentosas, a partir de la glucosa-6-fosfato; a
este metabolito se llega gracias 8 enzimas como la galactoguinasa (GK), la galactosa-1-fosfato-
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uridil-transferasa (GPUT) y la fosfoglucomutasa (PGM). Este 0itimo enzima conecta la via de la
galactosa con la glicolitica (Cuadro 11) {40).

3. E! metabolismo det glutation

Aunque el glutation es un tripéptido (8-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) su estudio debe de rea-
lizarse en el capitulo de los glicidos por su estrecha relacion con ellos. El glutation, tanto en su
forma reducida {GSH) como en la oxidada (GSSG), debe de ser sintetizado de forma constante en
el hematie, ya que es conocido el hecho de que ninguna de las dos formas puede atravesar la
membrana citoplasmatica para entrar en él. Sin embargo, el GSSG si puede salir. El eritrocito dis-
pone de los dos enzimas necesarios para esta sintesis ‘‘de novo’’: la glutamil ciste/na-sintetasa y la
glutationsintetasa. El glutation reducido cumple diversas funciones. Protege a la hemoglobina
contra la oxidacién y la eventual formacion de cuerpos de Heinz, al mantener a los grupos sulthi-
drilos en estado reducido. Esta misma mision antioxidante fa ejerce también con idénticos grupos
en la membrana eritrocitaria. El glutation también protege de forma efectiva contra los perdxidos
al detoxicar al H, O,, merced a la glutation-peroxidasa. Esta funcion es similar a la que desem-
pefia la catalasa. Entre ambos enzimas protegen al hematie del dafio oxidativo. El glutation oxi-
dado, formado en estos procesos metabolicos, es reducido nuevamente gracias a la glutation-re-
ductasa, que utiliza en un 80 °/o al NADP (en el 20 °/o restante al NAD) como sustrato (Cuadro
11}. Puede suceder que, cuando el “‘shunt’ de las pentosas no sea capaz de prevenir la oxidacion
con la formacion del suficiente NADP, |a glutation-reductasa utilice el sistema NAD/NADH. Ello
conlleva, como referiremos después, un incremento en la formacién del 2,3-DPG. Este es el senti-
do en el que se explica que la administracion crénica de agentes oxidantes conduzca a un aumen-
to en la concentracion del fosfoéster y por el que se podria comprender la interaccion del
“shunt” con la glicolisis anaerobia en el hematie (41, 76).

4. El metabolismo de las purinas

Incluimos aquf este apartado por la (ntima relacion del metabolismo de las purinas con el de
los glfcidos en el eritrocito.

No parece que el hematfe maduro normal pueda sintetizar ‘‘de novo’’ los nucleétidos de ade-
nina o los nucledsidos relacionados, debido a su carencia en los enzimas apropiados de los que de-
pende esta capacidad: la adenilsuccinato-sintetasa (ASS) y la adenilsuccinasa (AS}. No esta claro
el mecanismo de mantenimiento de los adenin-nucledtidos en el eritrocito a la vista de la ausencia
de esta sintesis ““de novo’. E| AMP puede ser formado también por la accion de la adeninfosfori-
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bosil-transferasa {APRT) a partir de la adenina y del 5-fosforibosil pirofosfato {5-PRPP). Este (l-
timo se sintetiza en el hematfe desde la ribosa-b-fosfato —que proviene del “'shunt’ de las pento-
sas— gracias a la reaccion catalizada por la ribosafosfaio-pirofosfoquinasa o fosforibosil-pirofosfa-
to-sintetasa (PRPPS) {Cuadro |1). Sin embargo, no parece que la adenina se encuentre disponible
para el glébulo rojo, ya que sus niveles plasméticos no son detectables en el sujeto normal. La
adicion de adenina a la sangre conservada parece ser que favorece el mantenimiento de los niveles
de ATP, como discutiremos mas adelante.

El AMP puede también sintetizarse desde la adenosina y el ATP gracias a la adenosinquinasa.
Pero tampoco estdn claras las posibles fuentes de adenosina para el hematie.

La via glicolftica consume y genera ATP, con un balance neto positivo de dos moléculas por
molécula de glucosa metabolizada, tal y como ya dijimos al referirnos al ciclo de Embden-Meyer-
hoff. Sin embargo, en éste no se utiliza el AMP para convertirlo en compuestos con mayores ni-
veles de fosforilacion. Estos Gitimos, por el contrarid, se consiguen merced al enzima adenilato-
quinasa, que genera dos moléculas de ADP sobre la base de emplear una de AMP y otra de ATP,
que a su vez procede de la glicolisis anaerobia, En esta via metabdlica s se utiliza directamente
el ADP, '

En el hematie existen dos sistemas de ATP-asa, ambos ligados a la membrana. El primero re-
quiere 1a presencia de iones potasio, sodio y magnesio para su actividad (S-ATP-asa). Sus sustra-
tos son el ATP, el potasio extracelular y el sddio intracelular. Mantiene los altos niveles intracor-
pusculares del primero y expulsa al segundo del interior del eritrocito contra un gradiente de con-
centracion. No es conocido el motivo por el cual ha de mantenerse esta situacion electrolitica en
el glébulo rojo.

El segundo sistema ATP-asa precisa de la existencia de iones calcio y magnesio (|-ATP-asa).
Interviene en el mantenimiento de fa forma del hematie y en la deformabilidad de 1a membrana.

La cafda en los niveles de ATP conduce a la esferocitosis y a la pérdida de esta deformabili-
dad,y, en definitiva, a la disminucion de la supervivencia de los eritrocitos. Esta propiedad parece
ser independiente del transporte de cationes a través de la membrana (40, 104).

IV. tmportancia del ATP y del sistema NAD/NADH
1. Funciones del ATP en el hematie

El ATP desempefia un nGmero importante de funciones en el eritrocito maduro normal, que

enumeraremos a continuacion.

a) Participacion en la fosforilacion de algunos azucares, esencialmente de la glucosa, en los pa-
sos iniciales de la glicolisis, gracias a 1a HK y la PFK, las cuales precisan de los fosfatos de
alta energfa para cumplir su misién.

b} Participacién en el transporte de iones sodio y potasio a través de la membrana del hemat/e,
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al proporcionar la energia necesaria para ello y gracias a la S-ATP-asa, como acabamos de
comentar. La impulsion de estos iones contra gradiente necesita la energia que suministra
el ATP; el 15 °/o del ATP total se emplea en esta funcién.

c) Mantenimiento de la deformabilidad y de la forma bicdncava normal del hematie, como se
desprende de la intima relacion que existe entre las tasas intraeritrocitarias de ATP vy esta
deformabilidad. Gracias a esta propiedad, que depende de diversos factores —formacién de
cuerpos de Heinz, polimerizacién de la hemoglobina, caracteristicas de la membrana—, el
hematie puede circular por el lecho capilar. Para la conservacién de las propiedades de la
membrana es esencial que se mantengan unos niveles normales de ATP. Cuando éstos dis-
minuyen, el gldbulo rojo manifiesta una clara tendencia a volverse esférico, con lo que pier-
de su deformabilidad. Los mecanismos bioquimicos por ios que el ATP actua sobre la
membrana no son conocidos, pero parece que se ejercen a través de la |-ATP-asa.

d) Unidn a la hemoglobina con la consiguiente disminucién de su afinidad por el oxfgeno. Es-
ta funcién es similar a la que ejerce et 2,3-DPG, como comentaremos mads adelante. Las ape-
tencias de estos dos compuestos por la desoxihemoglobina parecen ser superponibles. £l efec-
to del ATP es cuantitativamente menos importante porque su concentracién intraeritroci-
taria es aproximadamente una cuarta parte de la del 2,3-DPG. Presuntamente, el ATP tiene
con |a hemoglobina reducida los mismos puntos de unién que los que con ella tiene el fos-
foglicerato.

e) Intervencidn en la sintesis de los nucleétidas de purinas y pirimidinas,

f) Participacion en la regulacion del flujo glicolitico al actuar como inhibidor alostérico de la
PFK. Esta inhibicion es pH— dependiente y se atenua cuando aumenta el fosfato inorgani-
co. El ATP también parece inhibir a la PK y a la PGK.

g) Mantenimiento del

Los niveles normales de ATP en el hemat{e son variables de unos sujetos a otros, aunque en el

turn over’’ lipidico.

mismo individuo son una caracter{stica bastante constante a lo fargo del tiempo, siempre y cuan-
do no exista hipoxia o algin otro trastorno o enfermedad. Esto sugiere que las concentraciones
eritrocitarias de ATP se encuentran bajo control genético, como parece poder deducirse de las
diferencias que existen entre las distintas razas. Un incremento en las tasas de ATP por encima de
ciertos !imites seria fatal para el metabolismo eritrocitico normal, al inhibirse el funciona-
miento de la via glicol(tica. De ahi la gran importancia, ya comentada, del ciclo de Rapoport y
Liibering {41, 104, 202, 250). :

2. Elsistema NAD/NADH

En el hematie existen diversos enzimas y sistemas enzimdticos relacionados con el NAD y el
NADH. La importancia de estos metabolitos es considerable y por ello el NAD debe ser sintetiza-
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do de forma constante por el eritrocito. La disponibilidad del NAD es uno de los factores limi-
tantes de la glicolisis a nivel del paso controlado por la GAPD. La relacion entre el NAD vy el
NADH estd determinada, al menos parciaimente, por la que existe entre el lactato y el piruvato.
Otro mecanismo para la reduccion del NAD en el hematie se cumple a través de 1a llamada via de
Touster, que en esencia consiste en la oxidacion del NADPH. Esta via da al glébulo rojo una gran
flexibilidad en la conversion de ambos tipos de coenzimas, segin las necesidades de cada momen-
to (Cuadro V). El NADH generado por cualquiera de los dos procedimientos es de gran impor-
tancia para la reduccién de la metahemoglobina. Es éste un pigmento en el cual el hierro del grupo
heme desoxigenado se encuentra oxidado a su forma férrica y, por tanto, es incapaz de realizar
ninguna funcidn respiratoria. La hemoglobina funcionante es oxidada de manera constante en el
hematie, en una proporcion diaria de un 3 °/o aproximadamente; ta metahemoglobina, no fun-
cionante, podria acumularse hasta unos limites que constituyeran un serio problema fisioldgico
—tal sucede en las metahemoglobinemias, congénitas y adquiridas— si no fuera porque es reducida
continuamente por mecanismos especificos, de tal forma, que su concentracidn apenas alcanza un
2 °/a del total de la hemoglobina en el sujeto normal. Los mecanismos especificos responsables
son las metahemoglobina-reductasas | (utiliza como cofactar al NADH y es la mas importante) y
H {emplea al NADPH) (MHR-) y MHR-11) (Cuadro IV) (40, 41, 104).

Sintesis
GA3P + Pi
- NAD Lactato
GAPD Glicolisis LDH

1,3-DPG ADH Piruvato
NADP Metahemoglobina - NADPH

VIA DE VIA DE LAS
TOUSTER MHR-| PENTOSAS
NADPH v

Hemoglobina 4~ NADP

Cuadro IV: Sistema del NAD/NADH. Explicacion en e! texto. Modificado de Brewer (40).

Finalmente, el sistema NAD/NADH interviene también como coenzima secundario de la glu-
tation-reductasa (41).
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D. ESTUDIO GENERAL DEL 2,3-DIFOSFOGLICERATO INTRAERITROCITARIO

I. Recuerdo histérico

La existencia en el hematie de unos niveles francamente elevados del intermediario glicoliti-
co 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) es un hecho conocido desde los pioneros estudios de Greenwald
{101} en 1925, A partir de este descubrimiento, estas altas concentraciones, que casi igualaban a
las de la hemoglobina en el interior del eritrocita, llamaron la atencion de los investigadores. An-
te su aparente falta de funcién el porqué de este hecho permanecié como un enigma durante lar-
go tiempo (93, 260). La sorprendente cuantia y la localizacidn casi exclusivamente eritrocitaria
del compuesto no fueron comprendidas hasta 1967, cuando dos grupos de trabajo (27, 52), de
forma simultanea, pero independiente, descubrieron que el 2,3-DPG ejercia una importantisima
accién sobre la molécula de la hemoglobina y més concretamente sobre su funcion respiratoria.
La accién era de tal naturaleza que conseguia que el pigmento respiratorio en solucién, con una
enorme afinidad por el oxigeno, se comportase como cuando se encontraba en el interior del he-
matfe al alcanzar el 2,3-DPG afiadido concentraciones similares a las intracorpuscuiares. Es de-
cir, parecfa como si el intermediario glicol(tico eritrocitario, hasta entonces sin funcidén conocida,
influyese de alguna manera en la interaccién de la hemoglobina con el oxigeno y consiguiera que
ésta fuera mds eficaz o ““fisiologica™ para el organismo; en efecto, la simple presencia del 2,3-DPG
liberaba al oxfgeno del pigmento respiratorio, con 1o que podfa suponerse que con ello se mejora-
rfa la oxigenacion de los tefidos. El paso siguiente se dio al demostrar como, a través de variacio-
nes en las concentraciones del metabolito, el hematie regulaba la afinidad de la hemoglobina por
el gas {26, 28, 30, 43, 46, 133, 145, 161, 162, 217, 228, 244). Fueron éstas las primeras evi-
dencias de una clara relacion entre el metabolismo y la funcién del eritrocito. Desde entonces el
camino recorrido ha sido importante y las investigaciones, cada vez mas numerosas, han desbor-
dado los |imites de la Hematologfa para interesar a otras especialidades de la Medicina. Efectiva-
mente, el 2,3-DPG intraeritrocitario ha comenzado a ser estudiado en diversas entidades clini-
cas en el 4mbito de la Medicina Interna, con un interéds que va méas alla del estrictamente acadé-
mico para tenerlo también fisiopatologico, diagnéstico e incluso prondstico y terapéutico. En el
momento actual resulta imprescindible un profundo conocimiento de sus propiedades biogu (mi-
cas para poder entender adecuadamente su funcidn en el hematie y sus posibles aplicaciones en la
Clinica humana.
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I. El metabolismo del 2,3-DPG en el hematie
1. Caracterfsticas biaquimicas de! 2,.3-DOPG

El 2,3-DPG es, desde el punto de vista de la terminologia, el D-glicerato-2,3-difosfato. Su for-
mula semidesarrollada es (134):

c00-
HCOPO, -
H,COPO, ~

2,3-DPG
Su peso molecular es de 266 daltons y su tamafio de 9 A (44, 134). Es un polianién no difusible,
portador de cuatro cargas negativas a pH neutro (25, 28, 250).

El 2,3-DPG es un intermediario glicolftico que se encuentra en cantidades despreciables en las
células de los diversos tejidos; s6lo son detectables las cantidades justas requeridas por su pape!
como cofactor de la MPGM (42, 44, 134, 195). Sin embargo, se acumula en los glébulos rojos de
ciertas especies animales, gracias, como ya explicamos, a una via metabdlica particularmente ac-
tiva en estos elementos: el ciclo de Rapoport y Liibering, derivacidon colateral de la glicolisis
anaerobia, descrita por estos autores (179, 180) entre los afios 1950 y 1951 (Cuadro 11). En los
hematfes de la mayorfa de los mamiferos el 2,3-DPG es el componente 4cido-soluble principal
(195), ya que su cuant(a oscila entre el 60 y el 75 %/ del total de los fosfatos organicos intraeri-
trocitarios {134, 163, 235, 249), como se puede apreciar en el cuadro V modificado de Leroux y
Najman (134).

Cuadro V: Fosfoderivados intraeritrocitarios. Resultados de 30 determinaciones expresadas en
nanomoles/milititro de hematfes. Modificado de Leroux y Najman (134),

Glucosa-6-fosfato . .............. N3 Adenosintrifosfato. . ............ 1527.0
Fructosa-6-fosfato . ............. 9.7 Adenosindifosfato . .. ........... 170.0
Fructosa-1,6-difosfato .. ......... 38 Adenosinmonofosfato . .......... 30.0
Triosas fosfato . ................ 19.2 2,3-difosfoglicerato . ............ 4580.0
3-fosfoglicerato ................ 66.3 Fosfato orgdnicototal ........... 6563.9
2-fosfoglicerato ................ 1.8 Fasfato inorgdnico . . ............ 477.0
Fosfoenolpiruvato .............. 17.4 2 3difosfoglicerato 00 697
Glucosa-1 6-difosfato. . .......... 97.4 Fosfato orgdnico total
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Entre los mamiferos el 2,3-DPG es especialmente abundante en los eritrocitos humanos, del
cerdo y de la rata. Esta ausente en la cabra y en el buey (40, 250) y también en las aves y en los
reptiles {235). Este fosfoéster puede detectarse en minimas cantidades en circulacién libre en el
plasma, procedente, lo mismo que el ATP, de la hemolisis diaria normal. En el curso de procesos
hemol ticos este 2,3-DPG plasmatico, ldgicamente, debiera aumentar (33), pero ésto no ha sido
aun demostrado.

2. Lasintesis y la degradacion del 2,3-DPG

El 2,3-DPG se sintetiza y se degrada por medio de una derivacién metabolica de la glicolisis
anaerobia det hematie —la via de Rapoport y Liibering (103, 104)-- que evita el paso por la reac-
cion catalizada por la PGK (Cuadro Il y VI) (25, 28, 40, 125, 163, 173, 201, 250). La sintesis se
realiza a partir del 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG) por la accion irreversible del enzima difosfo-
glicerato mutasa (DPGM) (179). El 2,3-DPG asi formado es hidrolizado por una fosfatasa especi-
fica (DPGP) a un monofosfoglicerato {180). Estos enzimas han sido estudiados, obtenidos y puri-
ficados de hematies humanos por Rose (195).

La DPGM (1 3-difosfo-D-glicerato: 3-fosfo-D-gliceratofosfotransferasa, EC 2.7.5.4) cataliza
una transferencia irreversible intermolecular de un grupo fosforico seguin la reaccion:

DPGM

1,3.DPG + 3-PG 2,3.DPG + 3PG

La DPGM tiene una alta afinidad por sus sustratos y se inhibe por altos niveles de su produc-
to, el 2,3-DPG. La inhibicidn competitiva observada entre el 1,3-DPG y el 2,3-DPG por 1a DPGM
indica que ambos reaccionan con la misma zona del enzima. En el hernatfe su actividad estd de-
terminada principalmente por las concentraciones de ambos metabolitos. No parece probable, por
el contrario, que los niveles del 3-PG ni del 2-PG tengan influencia alguna (25, 125, 172, 173,
195, 201).

La DPGP (2,3-difosfo-D-glicerato: 2-fosfohidrolasa, EC 3.1.3.13) es una fosfatasa especifica
para el 2,3-DPG. Se activa de forma clara con el compuesto 2-fosfoglicolato, caracteristica ésta
que ha sido aprovechada en algunos métodos de determinacion enzimatica del 2,3-DPG, como co-
metaremos enseguida. La escision del fosfato del sequndo carbono del fosfoglicerato por la DPGP
devuelve al sustrato a la via glicol ftica principal bajo la forma de 3-PG (Cuadro VI). El pH 6ptimo
del enzima oscila entre 6.5 y 7.2 {125, 166), lo que explica la lenta cinética del ciclo de Rapoport
y Libering v la rdpida degradacién del 2,3-DPG en el curso de las acidosis. En esta Ultima circuns-
tancia interviene, ademds, el hecho de la reduccion en su sintesis como consecuencia de la lenti-
ficacion, a pH dicido, del flujo glicolitico general (125, 134, 146, 177). Ei "shunt” del 2,3-DPG
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evita el paso por un escaly generador de ATP, con lo cual se consigue que desaparezca la ganan-
cia neta de energfa de moiculas de ATP de la glicolisis eritrocitaria {Cuadra V1) {134).

Cuadro VI: Cicla de Rapoort y Libering.

1.3-DP!
3-DPG DPG
ADP

PGK 2,3-DPG

)
DPGP

3-96{

MPGM
(2,3-DPG)

2-PG

3. Relacién del 2,3-CPG-on otros niveles del metabolismo intraeritracitario

El 2,3-DPG es el ;ento de un complejo sistema de regulaciones que afectan sobre todo a la
via glicolftica (25, 93 163, 201). Algunas de estas interrelaciones ya las hemos comentado de pa-
sada en apartados antrioes; las repetimos ahora con la intencién de dar uniformidad a este epi-
grafe.

a) El 2,3-DPG es # ceenzima de la MPGM. Esta funcion la ejerce en las células de todos los

tejidos a conceitraziones muy pequefias, muy inferiores a las que existen normalmente en
el eritrocito (13, 146).

b) El 2,3-DPG inhbe las actividades de algunos enzimas de fa glicolisis anaerobia, de tal for-
ma, que con elo irhibe su propia sintesis a diversos niveles y por mecanismos distintos. Ef
2,3-DPG inhibe —ya o habiamos dicho— a la DPGM por competicién con el 1,3-DPG {25,
163). El fosfodter también actia a distancia sobre las etapas iniciales de la via de Embden-
Meyerhoff @ irluso del “shunt” de las pentosas-fosfato; parece ser que inhibe a la HK (48,
195}, aunque sto no ha sido totalmente comprobado (134); disminuye la velocidad del
flujo por la deivadon de las pentosas a nivel de la transcetolasa y de la transaldolasa (134,
196). £1 2,3-DIG también inhibe a la PFK eritrocitaria {134, 229, 230), inhibicién que dis-
minuye cuandc aumentan las tasas de fosfato inorganico (230); efecto simifar ejerce sobre
la PGM (134).

c) Los monofosfgliceratos actiian sobre (a sintesis y la degradacion del 2,3-DPG; a concen-
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traciones fisiol6gicas inhiben a la DPGP (134). Esta circunstancia tiene importantes impli-
caciones fisiopatoldgicas; es la que explica la habitual elevacion del 2,3-DPG en las deficien-
cias de PK y fa que, por efecto contrario, evita su acumulacién en los déficits de PGK, al in-
ducirse una activacion compensadora del ciclo de Rapoport y Libering, que se pone en
marcha por el descenso del 3-PG (134). En la deficiencia en DPGM la via glicolitica se ace-
lera y el aumento consiguiente en el 3-PG protege contra la degradacion de las escasas can-
tidades de 2,3-DPG formadas (134).

d) El cociente ADP/ATP regula la intensidad de la derivacion de Rapoport vy Liibering {134,
202, 250). La proporcion de glucosa consumida que se desvia por esta via estd sujeta a dis-
cusion; aunque probablemente subestimada mediante los estudios isotopicos, se evaltia en
condiciones fisiologicas en un 50 %o (134}, El cociente ADP/ATP, por tanto, regula la ac-
tividad, por un lado, de la PGK, y, por otro, del ciclo del 2,3-DPG. Un ADP elevado esti-
mula a la PGK; por el contrario, un ATP alto la inhibe, pero activa al “shunt” de Rapoport
y Libering. La modulacion se efectda, probablemente, a través de las concentraciones res-
pectivas del 1,3-DPG —sustrato de la DPGM— y del 3-PG —inhibidor de la DPGP— {Cua-
dro V1) (134, 250). Se puede concluir, a la vista de estos hechos, que la derivacion del
2,3-DPG es un sistema con una autorregulacion, que tiende a mantener constantes los ni-
veles del fosfoéster y del ATP (25).

e) El 2,3-DPG ejerce también su influencia sobre el metabolismo de los adeninnucleétidos, al
inhibir su degradacion. En efecto, el 2,3-DPG tiene una accién supresora sobre la AMP-
desaminasa, con lo que protege a este '‘pool”’ de nucleétidos contra |a desaminacion irre-
versible {134, 195, 202). En este sentido, el glicerofosfato puede considerarse como un re-
servorio de ATP, lo que nos explica la ya antigua observacion de que la sangre conservada
pierde mas rapidamente su 2,3-DPG que su ATP (202).

4. Regulacion de la concentracion intraeritrocitica de 2,3-DPG

Al ser el 2,3-DPG un producto de {a glicolisis eritrocitaria,es necesario comprender c6mo se
regula esta via metabdlica en el hematie —tal y como ya hemos hecho— para entender los factores
que influyen sobre los niveles del organofosfato (41). Al no ser capaz de sintetizar protefnas, et
hematie maduro normal modifica la velocidad de la via glicolitica gracias a modulaciones en la ac-
tividad de sus enzimas. Por o menos existen cinco procedimientos distintos a través de los cuales
se puede inducir un incremento en las concentraciones eritrocitarias del 2,3-DPG (24, 41, 42, 44,
233):

a) aumento en el flujo glicolstico general,

b} incremento en la conversion del 1,3-DPG a 2,3-DPG,
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¢} disminucion en la degradacion del 2,3-DPG a 3-PG,

d) bloqueo en 10s pasos metabolicos subyacentes al 3-PG,

e) combinacion de los mecanismos anteriores.

En realidad, estos mecanismos podrian reducirse a dos: variaciones en la via metabélica gene-
ral de Embden-Meyerhoff y alteraciones particulares en la sintesis o en la escision del 2,3-DPG
a través de cambios en las actividades relativas de los enzimas —PGK, DPGM y DPGP (Cuadro
V1)—~ que intervienen en esta derivacion.

El primero de estos dos mecanismos parece ser el mas importante, ya que cuando el 2,3-DPG
aumenta el resto de los metabolitos de 1a glicolisis permanecen normales —con la excepcion del
ATP, que si es el caso, puede también elevarse—. Si el incremento en las concentraciones de 2,3-
DPG se asociara a un flujo glicolitico constante seria ldgico que se produjera una caida en los ni-
veles de ATP, ya que la formacion det glicerofosfato eviia el paso por la reaccion catalizada por la
PGK; ademas, al disminuir la degradacion del 2,3-DPG se reducirfa la cantidad de sustrato que es
transformado a piruvato, con una nueva caida en dicho ATP (Cuadro 11) (41, 42,34). Por todo
ello se puede sentar la hipotesis de que las variaciones en las concentraciones intraeritrocitarias de
2,3-DPG estan directamente relacionadas con una modulacién en el consumo.de la glucosa por el
hematie {44), aunque quizés también colaboren en parte los otros mecanismos descritos (41).
Ademds esto esta de acuerdo con el conocido hallazgo de que la utilizacién de la glucosa por el
eritrocito se encuentra normalmente por debajo del méaximo, lo que permite su adecuacion a cada
circunstancia concreta con s6lo liberar las diversas inhibiciones enzimaticas (44). En situaciones de
hipoxia —en las que el 2,3-DPG se encuentra elevado— se ha comprobado, en efecto, un incre-
mento en el consumo de la glucosa por el hematie {41). Indudablemente deben de existir también
en estos casos, como ya hemos dicho, modulaciones posteriores a nivel del ciclo de Rapoport y
Libering, a través de cambios en las actividades de sus enzimas, aunque puede asumirse que el
efecto principal se consigue mediante variaciones en el flujo glicolitico general (41). De ahi el in-
terds, como ya hemos comentado, de conocer los mecanismos generales de control de la glicolisis
anaerobia en el eritrocito.

La modulacion patofisioldgica del contenido en 2,3-DPG del hematie se produce, principal-
mente al menos, por tres factores distintos: a) Por la situacion acido-base del eritrocito, es decir,
por el pH intracorpuscular, que es fiel reflejo del extraglobular; b) Por el estado de oxigenacién
de 1a hemoglobina del hematie, es decir, por la proporcion de desoxihemoglobina y, en definitiva,
por la hipoxia y c) Por el fosfato inorgdnico del plasma, aunque este factor parece ser menos im-
portante que los dos anteriores en su influencia sobre los niveles de 2,3-DPG (23, 24, 26, 28, 44,
158, 201, 233).

a) E! pH del hematie es el principal determinante de la concentracidn eritrocitaria del 2,3-
DPG. Su interrelacion ha podido ser confirmada por estudios tanto ''in vivo” como “in vitro”. La
magnitud y el sentido del efecto del pH sobre el 2,3-DPG son de tal naturaleza que un incremen-
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to de 0.01 unidades en el primero produce un aumento del orden del 3.3 °/o sobre su nivel nor-
mal en el segundo; para que esto suceda se precisan de unas horas a varios dias, como ya dijimos
anteriormente. Parece, pues, que este mecanismo de control es de una sensibilidad exquisita (26,
28, 240, 258). Ya que el pH tiene un efecto directo sobre {a afinidad de a hemoglobina por el
oxfgeno —efecto Bohr—, que se opone al producido por las alteraciones en los niveles de 2,3-DPG
—efecto no Bohr det pH-—, el resultadd neto de las variaciones en las concentraciones plasmaticas
de los hidrogeniones tiende a anularse con el tiempo (258).

Por tres mecanismos diferentes actia el pH sobre el contenido eritrocitico en 2,3-DPG. En
primer lugar, un aumento en el pH estimula el flujo glicolitico a través de su efecto sobre la activi-
dad enzimética de la PFK {24, 42, 44, 134, 233, 240), lo que, en definitiva, incrementa la con-
centracion del fosfoderivado. Por el contrario, la acidosis reduce la actividad de este enzima vy,
por ello, los niveles det 2,3-DPG; ademas, esta reduccion implica una carda simultinea en el 3-PG,
que trae como consecuencia una activacion de la DPGP (42, 134, 233). Naturalmente, existe un
mecanismo de retrocontrol que esta basado en la accion acidificante del medio que aparece cuan-
do aumenta el 2,3-DPG o, en contraposicion,alcalinizante cuando disminuye; con ello se amorti-
guan los efectos del pH (24). De esta forma, la liberacion de ox(geno a los tejidos se regula, al me-
nos en parte, por un sencillo mecanismo de retroalimentacién (75).

El segundo mecanismo mediante el cual el pH ejerce su influencia sobre el 2,3-DPG est4 basa-
do en su accion diferencial sobre las actividades enzimaticas de la DPGM y de la DPGP, directa-
mente responsables de la sintesis y de la degradacion del glicerofosfato, respectivamente. Una ele-
vacion del pH estimula a la primera e inhibe a la segunda, con lo que también, asi, la alcalosis in-
crementa el contenido eritrocitario en 2,3-DPG (24, 110, 235); sin embargo, parece que este tipo
de modulacion es menos importante que el debido al efecto directo del pH sobre la PFK (24).

En tercero y ultimo lugar, el pH actGa sobre el 2,3-DPG al influir en la uni6n de este dltimo
con la hemoglobina; en efecto, cuando el pH aumenta, esta unién disminuye, con lo que tiende a
inhibirse la sintesis de 'novo” del fosfoderivado, como comentaremos en el apartado siguiente.

En resumen, el balance neto que las variaciones del pH ejercen sobre los niveles eritrociticos
de 2,3-DPG es el resultado de varias acciones independientes (44).

b) El estado de oxigenacidn de la hemoglobina es el segundo factor en importancia que regu-
la las concentraciones del 2,3-DPG en el hematfe circulante, tal y como indican los resultados ob-
tenidos en la exposicion experimental del organismo, tanto a |la hipoxia como a la hiperoxia {75).
No es conocido el mecanismo mediante el que la hipoxia incrementa la tasa del 2,3-DPG (24, 28,
48). En un principio se supuso que este intermediario glicolitico se encontraba en el glébulo rojo
en dos formas distintas en equilibrio: libre y unido a la hemoglobina. La hipoxia, al favorecer la
estabilizacion del pigmento respiratorio en su conformacidn desoxigenada, aumentaria la fraccion
de 2,3-DPG unida a la hemoglobina reducida —a la que se fija preferentemente— y con ello redu-
cirfa la fraccion libre. Esta reduccién se siguiria de una desinhibicion de ta DPGM y, por ello, de
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una sintesis adicional e 2,3-DPG libre, que persistiria hasta que se alcanzase una nueva situacion
estacionaria. De esta mnera aumentarfa la concentracién eritrocitaria total de 2,3-DPG (24, 28,
44,48, 75, 134, 182, $3, 192, 233). A pesar de que esta teoria ha sido puesta en duda por diver-
sos autores y de que sumportancia real como mecanismo de regulacion del 2,3-DPG ha sido muy
discutida {88, 192), a v favor se encuentra el hecho de que el control en el contenido del glicero-
fosfato en el hamatfie e ejerce, con toda probabilidad, s6lo a través de la fraccion libre o no liga-
da a fa hemogiobine (4).

Otra tasis sostisnejue al aumentar la desoxihemoglobina, menos &cida que la oxihemoglobi-
na, se produciria una Icalosis relativa en el eritrocito, lo que favorecer(a la sintesis del 2,3-DPG,
por el efecto directo el pH sobre la glicolisis anaerobia (24, 44, 134), tal y como hemos descrito
més arriba.

Sea cual fuere el recanismo mediante el que la hipoxia incrementa la concentracion eritroci-
taria del fosfodster, larealidad es que todas aquellas circunstancias en las que se provoca una ma-
yor desoxigenacién dela hemoglobina en la sangre venosa (ejercicio, anemias, altura, enfermeda-
des pulmonares crénias, etc.) aumentan, en principio, esta concentracion (18, 44, 99, 134),

Diversos estudios precen sugerir que el pH eritrocitario es un factor mas importante que el
estado de oxigenacionde 1a hemoglobina a la hora de regular los niveles del 2,3-DPG; el queen la
anemia y en otras hipxias exista un componente de alcalosis respiratoria secundaria a la hiper-
ventilacién crénica y ¢ que la hemoglobina desaturada tienda a aumentar el pH intracorpuscular
parecen ser hechos qu:apoyan esta hipétesis {44). Sin em'bargo, algunas observaciones han hecho
dudar de ella. Parece nprobable que los pequefios cambios del pH que suceden en algunas situa-
ciones de hipoxia pusan ser responsables de los altos niveles de 2,3-DPG que pueden detectarse
en estas circunstancias ademas, la uremia —que suele cursar, como discutiremos, con tasas eleva-
das del fosfoderivado- muestra una clara tendencia a la acidosis. Todo ello sugiere que el pH no
es el unico factor reglador de la concentracién intraeritrocitaria del 2,3-DPG, e incluso que su
importancia real es vamble de unos casos a otros {44).

Thomas et al. (23 han investigado experimentalmente en perros [a influencia que sobre el
2,3-DPG tienen las vaiaciones simulténeas del pH plasmético y de la oxigenacion eritrocitica. Al
considerar en estos armales al 2,3-DPG como una variable dependiente, y por lo tanto como una
funcidn de fos dos facores mencionados —el pH y la saturacion de oxigena de la sangre venosa
mezclada (SvO,) -, lo autores citados han ilegado a la relacion de dependencia que se expresa en
la siguiente ecuacidn:

2,3-DPG {mM)} =1.39 pH - - 0.0081 SvO, (°/.) -8.8

De ella se deduce jue el pH y la oxigenacion de la sangre deten de tenerse en cuenta a |a hora
de explicar algunas sitaciones complejas (233).
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Parece ser que el control del 2,3-DPG en los eritrocitos fetales difiere del que existe en los he-
maties del adulto en que el estado de oxigenacién de la hemoglobina no ejerce ninguna influencia
y en que la del pH intraglobular es més que dudosa (258). Se ha sugerido que tras el alumbra-
miento las hormonas tiroideas circulantes pudieran ser de gran importancia a este respecto (182,
248, 258).

¢) La concentracidon de iones ortofasfato es el tercer factor de importancia en la regulacién o
en el control de los niveles eritrocitarios del 2,3-DPG {134). La glicolisis anaerobia es estimulada
por el fosfato extracelutar (42, 116, 137), por lo que no es de extrafiar el hecho de que se pueda
demostrar una estrecha correlacidn del fosfato sérico con algunos intermediarios glicoliticos, so-
bre todo con el ATP y con el 2,3-DPG (116, 137). Cualquier incremento en los niveles del fosfato
inorgdnico activa a la HK y a 1a PFK (42, 116) —activacion que es 6ptima cuando dichos niveles
se sitdan entre 26 y 30 mM (134} — y por lo tanto, como consecuencia de este incremento, se pro-
duce una efevacion en la tasa del 2,3-DPG (42, 134, 135).

Ademads de los tres factores que hasta ahora hemos mencionado como de importancia prima-
ria en la regulacion de la concentracion del 2,3-DPG —el pH, la oxigenacion de la hemoglobina y
el fosfato inorganico-- existe otro grupo de factores que bien parcial —o indirectamente o bien
de forma artificial pueden influir, en uno u otro sentido, sobre esta concentracién, tanto “‘in
vivo” como “in vitro”. La mayoria de ellos serdn citados oportunamente; baste ahora con recor-
darlos, tal y como hace Valeri {240). Son, aparte de los ya mencionados, la pCO,, la inosina, el
piruvato, las hormonas tiroideas, la hormona somatotropa, la metilprednisolona, el ascorbato, el
azul de metileno, las prostaglandinas, la dihidroxiacetona, el monoyodoacetato y los bisulfitos,
principalmente.

1. Las diversas funciones del 2,3-DPG eritrocitario

El 2,3-DPG desempeiia diversas funciones en el hematfe maduro normal; las comentaremos
brevemente en este apartado, para, en el proximo, referirnos de forma exclusiva a la més impor-
tante de todas ellas, esto es, a su funcién respiratoria.

1. ElI2.3-DPG y el equilibrio i6nico

Diversos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una interaccion entre el 2,3-DPG
vy los cationes mono-y divalentes (12, 36). En un principio se penso, incluso, en el papel del fosfo-
derivado como mantenedor del equilibrio idnico intraglobular (134). En efecto, el 2,3-DPG es
portador de cinco grupos ani6nicos disociables y a un pH fisioldgico presenta 3.5 cargas negativas
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por cada molécula. Existe, ademas, una estrecha correlacion en los mamiferos entre la tasa de
2,3-DPG vy el contenido globular en iones potasio; algunas especies animales (el hombre, el cerdo,
el conejo, la rata) tienen a la vez niveles elevados de potasio y del fosfoéster, mientras que en
otras {el gato, la cabra, etc.), por el contrario, ambas sustancias son escasas (134, 197}, Algunos
trabajos parecen demostrar que el 2,3-DPG juega un importante papel a la hora de mantener el
estado de equilibrio entre los aniones y los cationes en el hematie (142), al existir una marcada
relacién entre su metabolismo y los intercambios activos de potasio (134, 142, 201). De esta for-
ma, el 2,3-DPG interviene en el equilibrio de Gibbs-Donnan (18, 197, 233).

2. El2,.3-DPG como reserva de energia

En todas aquellas situacion.es que se caracterizan por cursar con una deficiencia de sustratos
en el hematfe, se produce una degradacion del 2,3-DPG; de esta manera se forman nuevas molécu-
las de ATP a nivel del paso catalizado por la PK (Cuadro 11) (104, 134). Esto es, en definitiva, lo
que sucede cuando se conserva la sangre en nevera a 4° C, como discutiremos en breve. El 2,3-
DPG es, por lo tanto, un compuesto que puede funcionar como una reserva energética para el eri-
trocito y que se utiliza en este sentido cuando las disponibilidades de glucosa son inadecuadas.

3. El 2,3-DPG como desacoplador de la glicolisis en el hematie

La degradacion de la glucosa por la via cldsica de Embden-Meyerhoff conduce a la formacién
de dos moléculas de ATP por cada molécula d= glucosa consumida, como ya hemos dicho repetidas
veces. La utitizacion de la derivacion de Rapoport y Libering {Cuadro V1) evita esta sintesis. El
ciclo del 2,3-DPG permite asf un consumo continuado de glucosa, sin que ello lleve aparejads el
riesgo de una acumulacion excesiva de ATP, que bloguear(a la via glicolitica del eritrocito y que
por lo tanto, impedirfa la formacién de los imprescindibles compuestos reductores {134, 250).
En definitiva, el ciclo del 2,3-DPG permite, segin ya lo habiamos comentado antes, independizar
la funcién reductora de ta energética en la glicolisis anaerobia eritrocitaria. Este complejo y a la
vez sencillo sistema tiene su autorregulaf:ién; la degradacion del ATP con el consiguiente acamulo
del ADP, desinhibe a la PGK y por tanto anula a la derivacion de Rapoport y Libering (134).

4. El 2 3-DPG como protector del “pool” de los adenin-nucleétidos

El 2,3-DPG ejerce una accién inhibidora de la actividad enzimética de 1a AMP-desaminasa,
con lo queevita la desaminacion irreversible del AMP {201, 250). De esta forma,el fosfoglicerato
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desarrolla un efecto protector adicional en fa conservacion del “‘pool’’ de los adenin-nucleétidos,
principaimente en la del ATP {134},

5. El2,3-DPG como sistema “buffer”.

El 2,3-DPG posee una considerable capacidad para actuar como sistema tamponante y por
ello ayuda de forma muy efectiva a mantener el equilibrio dcido-base en el hematie (104, 142).

6. E!2,3-DPG y la funcioén respiratoria del hematie

El 2,3-DPG es capaz de actuar sobre determinadas protefnas no enziméticas del eritrocito,
esencialmente sobre la hemoglobina, de forma tal que consigue con ello intervenir en el complejo
sistema regulador de la oxigenaci6n de los tejidos y concretamente a través de modular la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno (9, 26, 104). La importancia de esta funcién resplratoria del
2,3-DPG es de tal naturaleza que nos obliga a considerarla de manera independiente en ef aparta-
do siguiente, bajo e! tftulo de *‘Mencidn especial a la funcién respiratoria del 2,3-DPG".

1V. Mencion espacial a la funcion respiratoria del 2,3-DPG

La utilidad fisiol6gica de la hemoglobina no depende s6lo del volumen de oxfgeno que es ca-
paz de transportar, sino también de la facilidad con que puede cederlo a los tejidos {201); en de-
finitiva ello es funcidn de la afinidad del pigmento respiratorio por el gas, afinidad que tiene su
expresion numérica, tal y como ya explicdbamos al referirnos a la curva de saturacion de la hemo-
globina, en la p50. El 2,3-DPG tiene una importancia fisiol6gica de primera magnitud en este sen-
tido, ya que puede modificar la oferta de oxfgeno a las células de los tejidos al regular y modular
la apetencia del pigmento respiratorio por el gas. Es a este hecho al que nos referimos cuando ha-
blamos de la funcién respiratoria del 2,3-DPG. —

El papel que podian desempeifiar las variaciones en las concentraciones eritrocitarias del 2,3-
DPG en el transporte de oxfgeno fue intuido hace ya més de diez afios, cuando se comprobd la
existencia de una estrecha correlacién entre los niveles del fosfoderivado y la tasa de hemoglobi-
na circulante e igualmente entre aqueilos niveles y ta p50 (29, 134, 145, 233, 244, 247).

Aunque esta correlacién no demuestra una relacién de causa a efecto si' que sugiere, sin em-
barga, que las tres variables se influyen rec/procamente, en un intento de mantener el aporte de
ox(geno a los tejidos dentro de la normalidad fisioldgica.
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Vamos a dividir este capitulo dedicado al estudio de la funcidn respiratoria del 2,3-DPG, tal
y como acabamos de plantearlo, en dos apartados distintos; analizaremos, de forma sucesiva, pri-
mero el efecto del 2,3-DPG sobre la posicion de la curva de disociacién del oxfgeno de la hemoglo-
bina y despuds la base estructurai de 1a interaccién entre el 2,3-DPG y la hemoglobina.

1. Efecto del 2,3-DPG sobre la curva de disociacién de Ia hemoglobina

Etl papel predominante del 2,3-DPG como modulador alostérico de la curva de saturacion de
la hemoglobina debfa de haber sido, al menos, intuido con anterioridad a 1967 en base a tres ob-
servaciones diferentes:

a) Algunos fosfoderivados del hematfe, pero sobre todo el 2,3-DPG y el ATP, se fijan sobre la
hemoglobina para formar un complejo con baja movilidad electroforética {52), identificable, ade-
més, por ultracentrifugacion, gelfiltracién y ultrafiltracion {(134).

b) La p50 de la sangre conservada con diversos anticoagulantes en nevera a 4°C disminuye de
forma progresiva, tal y como sucede paralelamente con el contenido eritrocitario en 2,3-DPG.

¢} La afinidad de la hemoglobina por el oxigeno es mayor cuando el pigmento se encuentra
purificado en una solucion “in vitro” {p50 = 5 mm Hg} que cuando se dispone en el interior del
hematfe (p50 == 27 mm Hg) (41, 104, 134, 163, 201); la hemoglobina libre tiene, en efecto, una
afinidad que puede ser comparada a la de la mioglobina {Grifica |} (104). Dicho de otra manera,
cuando el pigmento eritrocitario esta fuera del giébulo rojo su eficacia respiratoria es menor, ya
que su gran apetencia por el oxigeno le impide poder liberarse de él para cederlo a los tejidos
(29).

Si recordamos que Barcroft, en 1921, al comentar este Ultimo hecho, ya sospech6 la existen-
cia de ““un cierto tercer factor” en la relacion entre ia hemoglobina y ei oxfgeno (29), resulta sor-
prendente que estas observaciones no fueran relacionadas hasta 1967, cuando Benesch y Benesch
(27} y Chanutin y Curnish (52}, de forma simultdnea, pero independiente, dieron fa prueba di-
recta de la accion del 2,3-DPG sobre la curva de saturacion de la hemoglobina. Efectivamente, es-
tos autores comprobaron, por primera vez, como al afiadir diversos compuestos organicos fosfo-
rados a una solucién de hemoglobina libre purificada, la curva de disociacién con el oxigeno se
desplazaba sensiblemente hacia la derecha, como era dado juzgar por la p50, de tal forma, que
este desplazamiento era progresivo a medida que aumentaba la concentracion de los compuestos
fosforados er: el ensayo. Este curioso fendmeno sucedia al utilizar el ATP y el guanosintrifosfato
{GTP), pero era mucho menos evidente con los otros nucledtidos di y monofosforados, que
apenas madificaban la p50. Algunos fosfatos inorgédnicos también ejercfan una accion significativa
sobre esta p50. Ei 2,3-DPG mostraba, a diferentes valores de pH, un efecto similar al ATP {52).
Al constituir estos dos Ultimos compuestos alrededor del 70 y del 20 °/o, respectivamente, de los
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fosfatos orgénicos eritrocitarios (Cuadro V) (el 2,3-DPG, por aiadidura, se encuentra a concen-
traciones casi equimolares con la hemoglobina en el hematie), los mencionados autores (27, 52)
sugirieron que ambos metabolitos debian de ser, al menos cuantitativamente, los mds importantes
a la hora de desaturar a la hemoglobina. Otros fosfoderivados no sélo poseian una menor apeten-
cia por ella, sino que, al ser mucho mas escasos en el eritrocito, desarrollaban una accién casi nu-
la sobre 1a p50 (134).

La importancia de la interaccion entre el 2,3-DPG y el pigmento respiratorio ha sido repetida-
mente comprobada con posterioridad (9, 28, 41, 44, 48, 75, 104, 134, 163, 178), En efecto, éste
y en menor proporcion otros polifosfatos orgdnicos, como el ATP o el ADP, disminuyen la afi-
nidad de la hemoglobina por el oxfgeno y, por lo tanto, desplazan la curva de saturacion hacia la
derecha, sin alterar para ello el efecto Bohr o la interacciéon heme-heme (9, 13, 25, 28, 44, 75, ,
104, 134); se consigue as(, a través de variaciones en las concentraciones de un metabolito nor-
mal del hematfe —el 2,3-DPG—, modular la liberacion de oxigeno a los tejidos (9, 25, 44, 75,
104, 134). De esta forma puede afirmarse que el glicerofosfato interviene decisivamente en 1a ho-
meostasis respiratoria (9, 44, 134).

El efecto cuantitativo que la variacion en los niveles del 2,3-DPG induce sobre la posicion de
la curva de disociacion de la hemoglobina, o lo que es lo mismo, sobre a p50, es extremadamente
preciso, tanto en el eritrocito intacto como cuando el pigmento respiratorio se encuentra libre en
solucién. A 37°C Ja sangre desprovista de 2,3-DPG, con un pH de 7.40 y una pCO, de 40 mm Hg,
tiene una p50 de unos 13 mm Hg; cuando el fosfodster estd a concentraciones intracorpusculares
normales —aproximadamente, como veremos mas adelante, unos 5 micromoles/ml de eritrocitos
0 5 mM de hematies— el valor de la p50 es de unos 26 mm Hg, tal y como ya referfamos ante-
riormente. Por ello, por cada incremento de 1 mM de hematfes en los niveles intraglobulares del
2 3-DPG, entre los Ifmites de cero y 5 mM, se produce una elevacion en la p50 de 2.6 mm Hg
(18); expresado de otra forma podriamos decir que, para que la curva de saturacién de la hemo-
globina se desplace 1 mm Hg hacia l1a derecha, el 2,3-DPG tiene que aumentar unos 0.4 micromo-
les/ml de hematies, siempre y cuando nos encontremos entre los |imites ya mencionados de cero
y 5 mM vy mientras que el pH, la pCO, y |a temperatura permanezcan constantes (41). Paraddjica-
mente, cuando el 2,3-DPG sobrepasa e! valor 8 mM, la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno
continha decreciendo sélo si el pigmento respiratorio se encuentra en el interior del hematie, pero
no se modifica, en cambio, en el caso de que se halie libre en una solucién “in vitro” (201). Ade-
més, cuando la concentracion de 2,3-DPG en el eritrocito muestra un valor dos veces superior al
normal, es decir, 10 mM, la p50 s6lo aumenta unos 6 mm Hg y no los 13 mm Hg que cabr(a es-
perar. En realidad, cuando el contenido eritrocitario en 2,3-DPG varia entre los Ifmites de 5 y
20 mM, cada incremento de 1 mM sélo eleva la p50 en 0.7 mm Hg (18). Estas dos Gltimas obser-
vaciones son las que han Hevado a poder precisar que, aunque existe un evidente paralelismo entre
el 2,3-DPG vy la pb0, el primero influye sobre la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno a tra-
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vés de dos mecanismos distintos (18, 24, 25, 30, 83, 142, 201, 211, 233); en primer lugar, me-
diante un efecto alostérico especifico sobre 1a molécula del tetrdmero, gracias al cual se estabili-
2a su conformacion desoxigenada, efecto que ha sido denominado ‘‘helcotrdpico’ por Benesch et
al. (29); y en segundo lugar, por {as modificaciones que aparecen en el pH intraglobular con rela-
cién al plasmético al variar el 2,3-DPG.

La base estructural de la accion alostérica especifica del 2,3-DPG sobre el tetrémero de hemo-
globina serd analizada en detalle en el apartado siguiente; conviene mencionar ahora que esta ac-
cidén alcanza un efecto méximo cuando la concentracidn intraeritrocitaria del 2,3-DPG llega al va-
lor de 8 mM, aproximadamente. A partir de ese punto ya no es posible disminuir la afinidad del
pigmento respiratorio por el oxigeno mediante nuevos incrementos en este efecto helcotrépico,
pero sf que lo es merced a modificaciones en el pH intracorpuscular. En efecto, al ser el 2,3-DPG
un anién no difusible, portador de cuatro cargas negativas a pH neutro, un aumento en su concen-
tracién hard descender el pH eritrocitico, con lo que la afinidad de 1a hemoglobina por el oxige-
no disminuiré de forma inespecifica gracias al efecto Bohr (18, 24, 25, 83, 142, 201, 233). Es
este doble mecanismo de accidn del fosfodster el que nos explica el diferente comportamiento,
antes comentado, de la hemoglobina libre en solucion con respecto a la intraglobular. Ambos me-
canismos actlan en el eritrocito intacto, aunque a altas concentraciones de 2,3-DPG su efecto aci-
dificante inespecifico parece predominar, al menos desde el punto de vista cuantitativo, sobre el
alostérico o helcotropico (18, 24, 233). Parece, pues, obvio que la relacion entre ef fosfoglicerato
y la hemoglobina no es de ninguna manera sencilla, sobre todo cuando 1a protefna respiratoria es-
té encerrada en el interior dei gl6bulo rojo y éste se encuentra en circulacién en el sujeto sano o
enfermo (142).

La principal funcién del 2,3-DPG es, pues, mantener |a afinidad de la hemoglobina por el oxi-
geno dentro de unos |imites de utilidad fisiologica (9, 29, 104, 134), ya que la afinidad natural o
propla def pigmento es tan grande como para bloguear la liberacion del gas a las pO, habituales de
los tejidos; en este mismo sentido colaboran otros factores ambientales, ademds del 2,3-DPG, y
que son el pH y la pCO, principalmente (83), ya mencionados al estudiar la curva de disociacién
de {a hemoglobina. Asi es posible que con s6lo incrementar un 25 °/o la concentracién eritrocita-
ria del 2,3-DPG se produzca una elevacion de 3 a 4 mm Hg en la p50, de 1o que se deriva, aproxi-
madamente, un 22 °/oc més de ox{geno liberado a fos tejidos, siempre y cuando el resto de los sis-
temas que intervienen en el transporte del gas {cardiocirculatorio, hematopoyético, etc.), perma-
nezcan inmodificados. De esta forma se consigue evitar que, para obtener un mismo volumen de
oxfgeno cedido a las células, sea preciso descender notablemente la pO, en los capilares histicos;
de no ocurrir esto asf, quizas, en alguna ocasitn, se podria alcanzar 1a nociva ‘tension critica ti-
sular de O, ", variable de unos tejidos a otros, y en la cual, como ya dijimos, la fisiologfa de la
oxigenacién celular comienza a alterarse (41).

No debemos olvidar, sin embargo, tal y como comentan Thomas et al. (233}, que si bien des-
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de el descubrimiento del 2,3-DPG se ha prestado gran atencion a su influencia sobre la posicion
de la curva de saturacion de la hemoglobina, se ha valorado poco la significacién e importancia

" clinica real de esta posicién en cuanto al transporte del oxfgeno. Diversos estudios parecen sugerir

que cambios aislados en la p50 pueden no modificar sustancialmente este transporte si entran en
juego mecanismos compensadores de diversa indole: cardiocirculatorios, respiratorios o hemato-
poyéticos. Ello no es 6bice para que estos interesantes y recientemente descubiertos aspectos de
la relacion entre el metabolismo y la funcion del hematfe ofrezcan amplias posibilidades desde el
punto de vista terapéutico; la induccién por agentes farmacoldgicos de modificaciones en la con-
centracion intraeritrocitaria del 2,3-DPG alterard la posicion de la curva de saturacion de la hemo-
globina y por ello la cuantfa de oxfgeno liberado a los tejidos. Indudablemente esto podria repor-
tar grandes ventajas en todas aqueilas situaciones clfnicas cuyo denominador comin fuera la hi-
poxia. El tetrationato, agente oxidante que inactiva a la DPGP y que, por lo tanto, origina unos
niveles suprafisiologicos de 2,3-DPG, podria constituir un ejemplo en este sentido (92).

2. Base estructural de la interaccién entre el 2,3-DPG y la hemoglobina

La base molecular del efecto alostérico especifico —o helcotrépico en la terminologla de Be-
nesch et al. (29)— del 2,3-DPG sobre la molécula de hemoglobina, mediante el cual e} fosfoéster
modula la afinidad del pigmento respiratorio por el oxfgeno, es ahora bien conocida. Recientes
estudios indican que el intermediario glicolitico se encuentra normalmente en el eritrocito en una
razbén casi equimolar con la hemoglobina, a fa que se une de manera reversible durante la desoxi-
genacion, en la proporcién de una molécula de 2,3-DPG por molécula de tetramero (9, 12, 25,
28, 29, 30, 51, 104, 134, 250).

Los puntos de unién que el 2,3-DPG tiene con ja hemoglobina deben de reunir una serie de
caracter isticas generales (28, 29, 134):

a) Deben de estar situados simétricamente, de tal forma, que una sola molécula del fosfoderi-

vado pueda actuar sobre |a totalidad del tetrdmero de hemoglobina.

b) Deben de contener un niimera suficiente de residuos de aminodcidos cargados positivamen-
te para que as( puedan surgir las necesarias y multiples interacciones con el altamente nega-
tivo polianién.

c¢) El sitio delimitado por estos puntos de unién debe de ser lo suficientemente amplio como
para poder acomodar al 2,3-DPG en |la forma desoxigenada del tetramero, pero también ha
de ser cambiante, para poder expulsarlo, como discutiremos posteriormente, al oxigenarse
fa molécula de hemoglobina.

Los residuos especfficos implicados en la unién del 2,3-DPG a la hemoglobina, es decir, el si-

tio y el mecanismo de fijacién del glicerofosfato al pigmento respiratorio, han podido ser investi-
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gados, y en parte determinados, gracias al estudio comparativo de la afinidad de las diversas hemo-
globinas, normales o patoldgicas, por el 2,3-DPG. La hemoglobina A; normal! del hombre adulto
liga, ya lo hemos dicho, una molécula del fosfoéster por cada tetrdmero. Las cadenas a no pare-
cen ofrecer puntos de unién al glicerofosfato, ya que la hemoglobina H (8,) se fija al 2,3-DPG de
ta misma forma que lo hace la A,. Esta fijacién no modifica para nada la forma hiperbélica de la
curva de disociacion de la hemoglobina H, que no posee interaccion heme-heme; como es sabido,
ésta sblo se produce en aquellos pigmentos respiratorios en cuya constitucion entran a formar
parte dos pares.distintos de cadenas (heterotetrdmeros), como es el caso de 1a Hb A, (o p%)
o de la Hb F {o?v§ ), pero que no existe, por el contrario, en las hemoglobinas homotetraméricas,
con un (nico tipo de cadena polipeptidica, como sucede con la H (8,). De estos hechos parece,
pues, poder deducirse que el 2,3-DPG contrae uniones con determinados aminodcidos de las
cadenas no « y, por ello, generaimente en el adulto, de las cadenas § (29, 30, 104, 134), pero que
no actia ni altera la afinidad por el oxigeno de las cadenas aisladas, tanto si son a como si son f8;
es necesaria fa existencia de un tetrdmero completo para que se produzca el efecto alostérico o
helcotrdpico (29, 30, 104), ya que incluso los dfmeros de cadenas no interaccionan con el 2,3
DPG (30).

Posteriormente, diversos grupos de trabajo han demostrado de forma concluyente que el lu-
gar de uni6n del polifosfato estd situado en la cavidad central del tetraimero de hemoglobina. Esta
cavidad central estd limitada, en el caso de la Hb A, , por las hélices N-terminal (hélice A} y C-ter-
minal (hélice H) de ambas cadenas § (9, 11, 12, 25, 28, 29, 30, 41, 44,46, 104, 125, 134, 170,
202, 250). Las histidinas C-terminales no parecen puntos de union del 2,3-DPG, ya que su elimi-
nacién no modifica para nada la interaccion det glicerofosfato con el pigmento respiratorio. Por
el contrario, el grupo NH, de la valina § N-terminal interviene en esta unidn, como parece poder
deducirse del hecho de que la Hb A, ., en la que dicho grupo se encuentra blogueado al haberse
formado una base de Schiff con una glucosa, muestra muy poca afinidad por el 2,3-DPG (29, 31,
46, 134). La competicién entre el CO, v el fosfoderivado como ligandos de |a desoxihemoglobi-
na confirman la participacion de este grupo NH, como punto de fijacion del 2,3-DPG (41, 134).

Los estudios con hemoglobinas fetales han permitido localizar otros aminoacidos como resi-
duos de unién del fosfodster. Efectivamente, 1a Hb F (o v5) es mucho menos sensible que la
Hb A, (o4 %) a los polifosfatos orgdnicos en general y al 2,3-DPG y al ATP en particular (29,
46, 104, 134). La variante Hb F,, la de mayor importancia desde el punto de vista cuantitativo,
difiere de la hemoglobina normat de! adulto, entre otras cosas, porque su residuo 143 (o amino-
4cido H-21) de las cadenas no o ha dejado de ser una histidina (como lo es en la cadena f§ de la
Hb A,) para convertirse en una serina {en la cadena v de la Hb F); no nos sorprende, por ello, su
alta afinidad por el oxigeno, dado el pequeiio efecto que sobre ella tiene el fosfoderivado. Esta
histidina 8-143 e= _n excelente punto de fijacion para el 2,3-DPG, en razén, sobre todo, de su po-
sicién espacial y de su .>+na positiva (29, 31, 44, 46, 104, 134). Los estudios en la Hb Hiroshima
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también han colaborado a confirmar esta hipotesis; en esta hemoglobina la histidina §-143 se en-
cuentra sustituida por un residuo de &cido aspértico, por lo que no es de extrafiar que también es-
te pigmento, al no interaccionar con el 2,3-DPG, posea una gran afinidad por el oxfgeno, aun en
presencia del fosfoéster (44, 134).

En el caso de la variante Hb F,, que constituye un 15 °/o aproximadamente de la Hb F en la
sangre del cordén (46), se demuestra una insensibilidad total al 2,3-DPG; ello es debido a que dos
de sus puntos de fijacién en cada cadena no « se encuentran alterados: la histidina 143 por susti-

“tucion, en primer lugar, y el aminodcido N-terminal no & por un bloqueo causado por la union co-
valente de un grupo acetilo, en segundo lugar (29, 46, 134).

La localizacidn precisa de los otros puntos de unién del 2,3-DPG a la molécula de hemoglo-
bina ha sido exactamente predicha por estudios bioqufmicos de diversa indole (46, 170}, que, de
manera directa, han sido posteriormente comprobados, mediante cristalografia de rayos X (11).
En resumen, y para simplificar el problema, podemos decir que la molécula del polianion 2,3-
DPG se sitia en la entrada de 1a cavidad central de la hemoglobina, entre los dos extremos N-ter-
minal de ambas cadenas §; este lugar se halla dominado por ocho grupos basicos, cuatro en cada
cadena (3, con siete de los cuales establece interacciones electrostdticas el fosfoéster. De esta for-
ma, las cargas negativas del polianién consiguen mantenerlo en esa posicion al anclarlo, median-
te siete puentes, con residuos de aminoécidos cargados positivamente. Estos siete residuos, o pun-
tos de unidn a la proteina, son los constituidos por las valinas §-1 y las histidinas -2 y §-143 en
ambas cadenas polipeptidicas f§ y la lisina $-82 en sélo una de estas cadenas (11, 12, 25, 29, 30,
41,42,44, 46,104,125, 134, 171, 201, 202).

Muchas uniones estin, pues, implicadas en la interaccion del 2,3-DPG con la hemoglobina.
Ello se refleja también en la menor actividad helcotrdpica o alostérica que tienen otros aniones al
unirse al pigmento respiratorio. En efecto, esta actividad decrece progresivamente desde el 2,3-
DPG hasta los monofosfatos orgénicos como el 3-PG, pasando por los fosfatos inorgdnicos para fi-
nalizar en las sales neutras como el cloruro sédico. En este sentido, el 2,3-DPG puede ser contem-
plado como una "supersél", ya que pluede ejercer.su accion fisiolégica a unas concentraciones
{5 mM) compatibles con el equilibrio osmético del hematie (29). A 1a vista de esto podemos afir-
mar que la unién de la hemoglobina —mas concretamente de la desoxihemoglobina, como discuti-
remos a continuacion—- con los aniones es un fenémena relativamente inespecifico, ya que diver-
sos compuestos, incluso no propios del eritrocito, pueden realizarla (29). El ATP, el sequndo po-
lifosfato organico en abundancia en el hematie, posee una actividad helcotrépica intrinseca simi-
lar a 1a del 2,3-DPG (30). Su papel en el glébulo rojo es, a este respecto, coma ya dijimos, mucho
menor, debido a su menor concentracién (29).

Hemos analizado, hasta este momento, cuales son los puntos gracias a los que el 2,3-DPG se
une a la desoxihemoglobina. EI motivo de la fijacion preferencial, sino exclusiva (29, 41, 42, 48,
51, 88), del glicerofosfato a este estado de conformacion, y no al oxigenado del pigmento, ha
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sido objeto de profundos estudios por el grupo de Max Perutz (154, 170, 171); parece ser que la
causa de esta peculiaridad, que en definitiva es a la que se debe el beneficioso efecto modulador que
el 2,3-DPG ejerce sobre la afinidad de ta hemoglobina por el oxigeno, se cifra en los cambios espa-
ciales que tienen lugar en la estereoquimica de la estructura cuaternaria durante la oxigenacion de
la hemoprotefna (11, 12, 29, 41,42, 51, 59, 104, 134, 171, 250}, Para comprender cuéles son es-
tos cambios espaciales que aparecen al introducirse una molécula de oxigeno en la molécula del te-
tramero conviene recordar ahora brevemente algunos de los aspectos que menciondbamos al ha-
blar de la estructura y la funcién de la hemoglobina. E! grupo prostético de este cromoproteido es
el complejo formado por un dtomo de hierro y la protoporfirina 1X. Los cuatro anillos pirrdlicos
de la protoporfirina, unidos por puentes meténicos y sustituidos en sus posiciones externas por
grupos metilos, vinilos y propionilos, estédn en un mismo plano. El &tomo de hierro ocupa el lugar
central del anillo de la porfirina.y se encuentra coordinado con los cuatro nitrogenos pirrolicos; las
otras dos posibilidades de enlace del hierro son perpendiculares al plano del anillo y se utilizan pa-
ra la unién con la cadena polipeptidica correspondiente por un lado y con la molécula de oxige-
no, opcionalmente, por el otro {en la desoxihemoglobina el sexto enlace coordinado del atomo
de hierro estd vacio (9); la primitiva idea de que estuviera ocupado por una molécula de agua ha
sido desechada en el momento actual). La cavidad central del anillo de la protoporfirina tiene un
radio de 2 A aproximadamente y en ella cabe de forma estricta, en el mismo plano, el atomo de
hierro cuando se encuentra hexacoordinado, es decir, cuando esta oxigenado. La desoxigenacion
trae consigo un aumento de 0.17 A en el radio atémico, con lo que el hierro se hace demasiado
grande para acomodarse a esta cavidad central y por ello se ve obligado a salir del plano del tetra-
pirrol en unos 0.75 A. Los movimientos que acarrea la oxigenacion del grupo heme, que modifi-
can, tanto en la ferroprotoporfirina aislada como en la hemoproteina completa, la interrelacion
estructural entre el hierro y la porfirina, son de una importancia primordiat a la hora de compren-
der los cambios espaciales que se inducen en la configuracion cuaternaria de la totalidad de la mo-
lécula del tetramero de hemoglobina al reaccionar con el oxigeno; en definitiva, y desde el punto
de vista que nos interesa en este momento, estos cambios espaciales consisten en una aproxima-
cion de las hélices A y H de las cadenas no a, lo que inexarablemente conduce a una disminucion,
de unos 6 A, en el tamafio de la cavidad central de la hemoglobina; esta cavidad central del tetra-
mero es —ya 10 hemos explicado mas arriba— el lugar donde se ubica el 2,3-DPG cuando reaccio-
na con el pigmento respiratorio (9, 12, 24, 29, 41, 44, 46, 51, 104, 134, 154, 170, 171, 250).

De esta forma podemos simplificar el problema al afirmar que los movimientos relativos de las
cadenas §§ permiten a la hemoglobina tetramérica coexistir en dos conformaciones espaciales dife-
rentes, pero en equilibrio entre si: la oxigenada, que favorece la unidn con el oxigeno y en la que
las cadenas polipeptidicas mencionadas estdn unos 6 A mas proximas entre si, y la desoxigenada
o reducida, de menor apetencia por el gas y en la que la cavidad central del pigmento se amplia
esos mismos 6 A. Esta ampliacion de 6 A, saobre los 5 A que aproximadamente tiene la cavidad,
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permite a la molécula de 2,3-DPG, cuyo tamaiio es de unos 9 A, acomodarse perfectamente en
ella, pero, por lo tanto, soio cuando la hemoglobina se encuentra en su estado reducido, pero no
cuando lo esté en el oxigenado. Estos hallazgos han hecho sugerir que practicamente solo el deso-
xitetrdmero tiene la estructura molecular correcta y precisa para proporcionar una cavidad este-
recespecifica para que en ella se ubique la molécula del 2,3-DPG (12, 24, 29,41, 42, 44, 46, 88,
104, 134, 250), el cual se une entonces por sus grupos anioénicos, mediante siete puentes salinos, a
los residuos cationicos de las cadenas §, tal y como ya referimos anteriormente. Una vez situado
en la cavidad centrai de |a desoxihemoglobina el 2,3-DPG bloquea los movimientos relativos de
tas hélices A y H de las cadenas no a e impide con ello la transformacién espacial necesaria para la
unién del pigmento respiratorio con el oxigeno. Podemos por lo tanto afirmar que el 2,3-DPG es-
tabiliza la conformacion desoxigenada de |la hemoglobina, con lo que consigue que disminuya su
afinidad por el ox(geno (12, 24, 29, 37, 41, 59, 134, 150). En este sentido, ambos elemer'\tos, el
fosfoéster y el gas, pueden considerarse como competidores por la hemoglobina (24, 41, 104, 134,
201). El 2,3-DPG es responsable de la resistencia del pigmento a la oxigenacion al estabilizar su
estado reducido, mientras que el oxigeno trata de forzar la conformacion oxigenada, con lo que
expulsa al fosfoéster de la cavidad central del tetrdmero. Esta interrelacion puede esquematizar-
se de la siguiente forma (24, 29, 134):

Hb 2,3-DPG = Hb + 2,3-DPG (1]
Hb + n (0,) = Hb (0,), [2)

Hb 2,3-DPG + n (0,) = Hb {0;), + 2,3-DPG(n=1 —4)

A concentraciones elevadas de 2,3-DPG la reaccion [1] se desplaza hacia la izquierda, con lo
que disminuye la cantidad de hemoglobina libre para fijar oxfgeno. Por el contrario, a pO, ele-
vadas la reaccién {2] se desplaza hacia 1a derecha, con lo que el 2,3-DPG queda libre en el hema-
tie. En resumen, el fosfoderivado hace decrecer la afinidad de ia hemoglobina por el oxigeno,
mientras que éste, en cambio, disminuye la apetencia del pigmento por el 2,3-DPG (134); dicho
de otra forma, cuanto mds alto es el contenido eritrocitario en el fosfoéster mayor ha de ser la
p0, necesaria para conseguir la misma saturacion de la hemoglobina (30, 59). Se comprende as{
la relacion recipraca de los dos elementos en cuanto a su unidn con el pigmento respiratorio (29},
relacidn que puede representarse con la reaccion (24):

[0}
Desoxihemoglobina ;‘3——-0276’ Oxihemoglobina

La fuerza de la union entre el 2,3-DPG y 1a hemoglobina aumenta a medida que disminuye el
pH, como corresponde a un anidn polivalente, que interacciona con los grupos catiénicos de la
protefna (30).
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Hemos revisado asf cual es la base estructural o molecular de la interaccion entre el 2,3-DPG y
la hemoglobina. Comprendemos ahora lo que significa que el glicerofosfato estabilice }a forma de-
soxigenada del pigmento y por qué ello lieva aparejado una disminucion en su afinidad por el oxi-
geno; en esencia esta menor afinidad es la que se traduce en una curva de saturacion de la hemo-
globina desplazada hacia la derecha, lo que equivale a decir que existe una mayor facilidad para la
cesion del oxigeno. De ah( la importancia, que repetidamente hemos comentado, del 2,3-DPG co-
mo modulador de la funcidn respiratoria de la hemoglobina, al determinar, al menos en parte, la
posicion de su curva de disociaciéon con el oxigeno y, por lo tanto, la oferta del gas a los tejidos.

V. Métodos de dosificacion del 2,3-DPG intraeritrocitario

Podemos distinguir, en principio, dos grupos de procedimientos para la dosificacion del 2,3-
DPG intraeritrocitario {134, 146, 231): los enzimaticos y los colorimétricos. Vamos a describir-
los brevemente,

1) Métodos enzimaticos. Son, en general, bastante sensibles y especificos. Pueden, a su vez, es-
tar basados en dos principios diferentes, fos cuales son el resultado de dos importantes observacio-
nes; en primer lugar, que el 2,3-DPG ejerce una accion catalitica sobre la reaccion de la MPGM,
y en segundo lugar, que fa MPGM tiene actividad de DPGP. En atencidn a estas dos observaciones
los métodos enzimaticos para la determinacion del 2,3-DPG eritrocitario se clasifican en dos tipos
distintos, cuyo fundamento exponemos sucintamente a continuacion:

a) E! 2,3-DPG es utilizado como cofactor de la MPGM (EC 2.7.5.3). La reaccion enzimatica
puede ser llevada después hacia lactato o hacia gliceraldehido-3-fosfato; se habra de determinar
bien la variacion en la concentracion del NADH, basados para ello en su coeficiente de extincion
molar, o bien, por medio de fotocolorimetria, se habra de dosificar el piruvato formado (59, 110,
131, 159, 235). Existen variantes automatizadas de estas técnicas (110}, que requieren, en gene-
ral, un sustrato libre de 2,3-DPG y que han de normalizarse con cantidades conocidas de! fosfo-
éster.

b} El 2,3-DPG es usado como un sustrato, que ha de ser escindido estequiométricamente por
la accidn colateral fosfatasica de la MPGM; se forma enconces el consiguiente monofosfoglicerato
con la liberacién de una molécula de fosfato inorgdnico. La actividad colateral de 1a MPGM es
estimulada y la principal es inhibida por el 2-fosfoglicolato.

Estos tipos de métodos pueden a su vez subdividirse en dos grupos distintos, segin que el pro-
ducto de ia reaccion que miden sea el fosfato inorganico —por colorimetria— o bien el monofos-
foglicerato, tras seguir la reaccién hacia lactato o hacia gliceraldehido-3-fosfato, como antes he-
mos indicado, utilizando para ello el coeficiente de extincion molar del NADH, con lectura espec-
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trofotométrica a 340 nm, y recordando que la concentracion del 2,3-DPG es proporcional a la
variacion en la absorbancia del NADH (59, 79, 106, 146).

Los métodos enzimaticos se dosifican en general por espectrofotometr(a, aunque se han des-
crito técnicas fluorométricas (123); estas Gitimas s6lo son recomendables cuando la sensibilidad
de la espectrofotometria es insuficiente, como puede suceder en el estudio de algunos materiales
biolégicos (146); la fluorometr(a, aunque mas precisa, es generalmente mas 1aboriosa (132). Tam-
bién se han descrito variantes automatizadas para la determinacion del 2,3-DPG (106).

2) Métodos colorimétricos. Estan basados en el caricter icido-estable del 2,3-DPG y en la reac-
cion coloreada que tiene lugar entre el fosfoéster y aigunos compuestos quimicos como por ejem-
plo el 1,3-dihidroxinaftaleno (naftoresorcinol); esta reaccion, introducida en 1923 por Eegriwe
(77), fue adaptada posteriormente por Rapoport (176) para ensayos cuantitativos. Mucho mas
especifica que esta técnica con el naftoresorcinol es la puesta a punto por Bartlett (21}, que uti-
liza el 4,5-dihidroxi-2,7-naftaleno sutfénico (dcido cromotrdpico); en efecto, este Gitimo método
ofrece las ventajas de una sensibilidad mucho mayor y de una mas alta selectividad para el andlisis
cuantitativo de los fosfogliceratos. Posteriormente,algunos autores (75, 201, 202, 231} han intro-
ducido pegueias modificaciones al método del dcido cromotropico de Bartlett (21).

Los métodos enzimaticos, en general, y el colorimétrico de Bartlett (21) son comparables en
lo que respecta a las variables analiticas {231), aunque, por otra parte, los primeros son, hasta
cierto punto, mas engorrosos, delicados y ademas relativamente caros (17). Diversas comparacio-
nes entre los distintos métodos han sido realizadas recientemente por algunos autores (47, 48,
231).

Ultimamente, el 2,3-DPG intraeritrocitario ha comenzado a ser analizado por medio de espec-
troscopia de resonancia magnética con fosforo-31 {129).

Los resultados, en cuanto a la concentracidn del 2,3-DPG en el hematie, pueden ser expresa-
dos bien en razén a su contenido por gramo de hemoglobina o por volumen de eritrocitos o bien
por su relacion molar con la hemoglobina. Quizas 1a manera mas correcta de expresar 1os resulta-
dos sea referirlos al contenido eritrocitario de 2,3-DPG por volumen globular (112).

V1. Valores normales y variaciones fisiologicas del 2,3-DPG eritrocftico
1. Valores normales de la concentracién intraeritrocitaria del 2,3-DPG

Aunque ya hemos comentado que el sistema de unidades mas apropiado para expresar el con-
tenido en 2,3-DPG de los hematies —y probablemente también, ademas, del resto de los metabo-
litos intermediarios intraeritrocitarios— es quizas el de micromoles/ml {umoles/ml) de eritrocitos
—o lo que es lo mismo, milimoles/litro o concentracidn milimolar (mM)— (112), en la literatura,
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sin embargo, se utiliza el resto de los sistemas a que nos hemos referido en el apartado anterior
—micromoies/gramo de hemoglobina {umoles/g Hb) y moles/mol de hemoglobina—, segin la
preferencia de cada uno de los diversos autores. Por ello, los valores normales de la concentra-
cién intraeritrocitaria de 2,3-DPG variarén segun cual haya sido el sistema de unidades elegido.

En la tabla 40, que por hacer también mencién a nuestros resultados incluimos en el ca-
pituio de “Discusién y comentarios”, resefiamos los valores normales del contenido eritroci-
tico de 2,3-DPG, obtenidos por 35 grupos de trabajo, tras el estudio de un nimero variable de
controles sanos. En esta misma tabla expresamos también, cuando asi aparece en la publicacién
original, 1a edad, el sexo, los niveles de hemoglobina {Hb) y de hematocrito (Hcto)} y la con-
centracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM) de cada uno de los grupos de controles
normales analizados en cada una de estas publicaciones.

En todos aquellos trabajos 1.8, 10, 16, 79, 89, 93, 103, 112, 131, 134, 135, 147, 149, 1562,
1589, 162, 163, 166, 169, 185, 201, 202, 237) en los que las concentraciones intraeritrocitarias de
2,3-DPG se expresan en forma de umoles/ml de hematies los valores normales oscilan, la mayo-
ria de las veces, entre 4.0 y 5.0 mM. En el caso de que los resultados se refieran como umoles de
2,3-DPG/g Hb la mayor parte de los autores {41, 64, 69, 72, 75, 110, 148, 161, 167, 201, 202,
244) encuentran que sus valores normales, aungue con una variacion mas amplia que en el caso
anterior, se sitdan entre 12.5 y 14.5 umoles/g Hb. Finalmente, en aquellas publicaciones (15, 63,
106, 193) en las que se hace mencién a la relacién molar entre el 2,3-DPG y la hemoglobina se
comprueba coOmo la razén entre ambos parametros es algo menor a la equimolaridad, es decir, se
aproxima a 1 mol de 2,3-DPG/mol de hemoglobina.

2. Variaciones fisiolbgicas de la concentracién de 2,3-DPG en el eritrocito

En la determinacion de los niveles intraeritrocitarios del 2,3-DPG en diversas especies anima-
les, incluida la humana, parece existir un cierto grado de control genético, que se uniria al control
cuantitativo ejercido por los factores ambientales, ya conocidos y analizados anteriormente. Es-
te control genético quizds se efectie a través de una regulacion de las actividades de los diversos
enzimas glicolfticos (42, 44). No parece que hayan sido publicados estudios sobre la herencia de
los niveles de 2,3-DPG en los hematies humanos, pero si que existen, por el contrario, en algunas
especies animales, como la de las ratas ‘‘Hooded” (42, 44). En estas ratas, partiendo de una
misma poblacién y por seleccién genética, se han conseguido dos cepas de animales caracteriza-
das por unas concentraciones de 2,3-DPG altas y bajas, respectivamente. Estos trabajos parecen
indicar que debe de existir una fuerte influencia hereditaria en la determinacién de los niveles del
fosfodster en el hematfe y, en general, también, en la de los otros metabolitos intermediarios de la
glicolisis anaerobia, cuyo origen, al menos en parte, debe de atribuirse a la presencia de diferen-
cias en las actividades de los enzimas de esta via metabélica del eritrocito (41).
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El envejecimiento fisioldgico del hematfe, tanto “in vivo” como ‘“‘in vitro”, se acompaiia de
una disminucion progresiva de su contenido en 2,3-DPG y por ello de un aumento en la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno; esto tiene cierta importancia y debe de valorarse cuando se es-
tudia el fosfoéster en sindromes anémicos, pues la cantidad que exista de este metabolito en un
mililitro de glébulos rojos dependera de si aquellos sindromes cursan o no con una reticulocitosis.
Parece ser que los reticulocitos y los eritrocitos jévenes, en general, tienen unos niveles superiores
de 2,3-DPG a los que poseen los hematies maduros (28, 104). Diversos estudios han puesto de
manifiesto como las actividades de ciertos enzimas, particularmente los de 1a via glicolitica eritro-
citaria, disminuyen con el envejecimiento del hematie; a este fendmeno podrfa atribuirse el origen
de la diferencia comentada, en cuanto a la concentracién del 2,3-DPG, entre tos eritrocitos jove-
nes y los més maduros (104).

Los niveles de 2,3-DPG tienden a mantenerse constantes en un mismo individuo a lo largo del
tiempo, siempre y cuando no sean modificados por factores extrinsecos incidentales, y para pe-
rfodos de edad no demasiado amplios (41).

La existencia de diferencias en el contenido eritrocitario en el fosfoéster entre las distintas eda-
des en un mismo individuo o grupo de individuos es un tema sujeto a discusion. Mientras algunos
autores {13, 23, 25, 106, 162, 182, 206, 239) creen gue no existen variaciones en este sentido y
que por lo tanto los hematfes fetales, del recién nacido o del nifio, hasta los cinco aiios de edad,
tienen los mismos niveles de 2,3-DPG que los eritrocitos del sujeto adulto y que, en todo caso, la
unica diferencia radicaria en las caracterfsticas de su unién a la hemoglobina {182), otros autores
(24, 41, 242), por el contrario, sugieren que existe un cierto efecto de la edad sobre el contenido
eritrocitario en 2,3-DPG. Segin Bellingham (24), Brewer (41) y Valeri (242) los niveles de 2,3-
DPG y de ATP se encuentran mas elevados en los nifios que en los adultos, lo que explicar(a el
porqué la p50 suele ser mayor en los primeros que en los segundos {41)}. Segun los mencionados
autores (24, 41, 242) existe un descenso gradual en la actividad metabélica del hematie a medida
que envejece el organismc; se ha sugerido que la presencia fisiologica en los nifios de unas con-
centraciones séricas superiores de fosfato inorganico inducirfa un incremento en la tasa del fos-
foéster en esta época de la vida. Como consecuencia de 1a menor afinidad de la hemoglobina por
el oxfgeno y por ende del mayor aporte del gas a los tejidos disminuiria la produccién de eritro-
poyetina, lo que originaria una reduccion en la masa eritrocitica total. Esta hipGtesis podria ex-
plicar, al menos en parte, la existencia de unas tasas de hemoglobina y de hematocrito menores
en lainfancia en comparacion con las de la edad adulta {(24). No conocemos ningln trabajo que ha-
ga referencia a estudios del 2,3-DPG en diferente; grupos de edades entre los adultos.

En algunos mamiferos, como por ejemplo la oveja o el conejo, los niveles de 2,3-DPG experi-
mentan un incremento tras el nacimiento, por o cual, al disminuir la afinidad de la hemoglobina
por el oxfgeno, el feto se adapta mejor a la vida extrauterina. Este hecho parece tener su origen
en una elevacion en la actividad enzimatica de 1a DPGM (54, 55).
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La influencia del sexo sobre la concentracion intraeritrocitaria de 2,3-DPG ha sido poco estu-
diada y también aqui las opiniones estan divididas. Mientras que algunos autores (75, 106, 110)
no encuentran diferencias a este respecto entre ambos sexos, aungue las hubiera en cuanto a la
tasa de hemoglobina (75), otros autores (41, 42), por el contrario, mantienen que la mujer posee
unos niveles de 2,3-DPG superiores a los del hombre. Es un hecho canocido que la mujer, a partir
de la adolescencia, muestra unos valores de hemoglobina circulante menores que los del hombre.
Pudiera ser que esto se compensara en parte por 1a mayor capacidad de los eritrocitos de la mujer
de liberar oxigeno frente a las mismas condiciones (75). Se ha sugerido que el consumo de glucosa
es mds elevado en estos hematies que en los del hombre, aunque los hipotéticos mecanismos enzi-
miéticos que conducirfan a esta diferencia no han sido ain establecidos. Diversos estudios compa-
rativos de los intermediarios glicoliticos eritrocitarios parecen apoyar el hecho de la existencia de
una mayor actividad enzimética de la HK en la mujer (41). La razon intima de este fenomeno, de
existir, es por supuesto totalmente desconocida.

Algunos autores (19, 42, 44, 75) opinan que aun dentro de las pequefias variaciones en el con-
tenido eritrocitario en 2,3-DPG que presentan los individuos normales, la tasa de hemoglobina se
correlaciona inversamente con los niveles del fosfoéster. Baltzer et al. (19} han encontrado, en 42
determinaciones de hemoglobina y 2,3-DPG efectuadas simultaneamente en sujetos sanos,un coe-
ficiente de corretacion igual a —0.6646. Esto pudiera sugerir que la sangre, en un intento de man-
tener una adecuada oferta de oxigeno a los tejidos, ajusta las dos variables —hemoglobinay 2,3-
DPG— de forma inversa; o 10 que es lo mismo, cuando una de ellas permanece fija la otra varia re-
ciprocamente {44},

Cabe comentar, finalmente, en lo que se refiere a las variaciones fisioldgicas en ia concentracion
intraeritrocitaria det 2,3-DPG, que aungue en algun trabajo se refiere que existen diferencias entre
el fosfoéster medido en sangre venosa con respecto al determinado en sangre arteriat, el lento me-
tabolismo del fosfoderivado hace muy improbable el que estas diferencias existan realmente {192).
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E. EL 2,3-DIFOSFOGLICERATO DEL HEMATIE EN ALGUNAS SITUACIONES CLINICAS

1. El2,3-DPG en situaciones de hipoxia

El organismo trata de adaptarse a todas aquellas situaciones que se caractericen por cursar con
hipoxia en los tejidos por medio de dos mecanismos diferentes: en primer lugar, por un incremen-
to en la cantidad de oxigeno transportado, bien merced a un aumento de la tasa de hemoglobina
circulante o bien gracias a una elevacion en el gasto cardfaco, y en segundo lugar, por una modifi-
cacion en la afinidad del pigmento respiratorio por el oxigeno (14, 104, 134). El primero de los
dos mecanismos es, en ciertos casos, de instauracion lenta —el tiempo necesario para que aparezca
una poliglobulia—, y en otros, poco econdmico para el organismo —mayores necesidades de oxi-
geno para incrementar el volumen minuto cardiaco—. El segundo mecanismo de adaptacion a fa
hipoxia es, por el contrario, relativamente rapido y econémico. En efecto, las modificaciones en
la p50, es decir, en la posicion de la curva de saturacion de la hemoglobina o, lo que es lo mismo,
en la afinidad de la hemoproteina por el oxfgeno, alteran, en uno u otro sentido, la facilidad de
cesi6n del gas a los tejidos. Se ha comprobado cdmo en las situaciones de hipoxia histica las varia-
ciones en la p50 son paralelas a las que se evidencian en el 2,3-DPG, metabolito glicolitico que,
como ya hemos comentado repetidamente, ocupa un lugar primordial en la “funcién respirato-
ria’’ del hemat(e (134).

Ya en 1927 se observd como en la anemia existia una disminucion en la afinidad de ta hemo-
globina por el oxigeno; posteriormente,un fendmeno similar se ha puesto de manifiesto en todos
aquellos sujetos expuestos a grandes alturas sobre el nivel del mar. Desde entonces se ha compro-
bado como las situaciones de hipoxia de casi cualquier origen —sindromes anémicos, bronconeu-
mopatias cronicas, cardiopatias ciandgenas, insuficienclas cardiacas congestivas, exposicién a
grandes alturas, etc.— se acompaiian, en general, de desplazamientos hacia !a derecha en la curva
de disociacion de la hemoglobina; no ha sido sino afios después cuando se ha demostrado que
estos desplazamientos se debian a incrementos en los niveles del 2,3-DPG intraeritrocitario {134,
162, 163). Efectivamente, la importancia del fosfoéster como mecanismo de adaptacién a la hipo-
xia tisular parece que ha quedado establecida de forma definitiva.

Cuando hablabamos del metabolismo del 2,3-DPG ya discutiamos como la hipoxia intraeri-
trocitaria podia originar ciertas madificaciones en la concentracion intracorpuscular del 6rgano-
fosfato. De forma similar, aunque en cierto modo con una perspectiva mas amplia, podemos razo-
nar a la hora de valorar la regulacion de los niveles del 2,3-DPG en todas aquellas situaciones clini-

86



cas caracterizadas por hipoxia celular. En el cuadro VI se indica, de modo esquemdtico, como se
lleva a cabo esta regulacion.

Cuadro VIi: Regulacion de la concentracidn intraeritrocitaria de 2,3-DPG en las situaciones de
hipoxia. Modificado de Leroux y Najman {134)

1 tasa de t tasa de | tasa de Estm;Jc;J\i
desoxlhemoglobma 2 3-DPG "hgado” 2.3-0PG "libre” de 1a DPGM
T
tsintesisde |
23-DPG
,h,&_?__‘
1 glicolisis

H|perventllac|on _— tpH plasmatico i .
eritrocitaria

En sintesis, estd basada en dos hechos: en primer lugar, el aumento de la tasa de desoxihemo-
globina circulante conduce a una caida en el “pool” libre disponible del fosfoéster y, por ello, a
una estimulacion de la actividad enzimética de la DPGM; en segundo lugar, el aumento en la deso-
xihemoglobina, la disminucion en los niveles del 2,3-DPG “libre” {polianidn acido) y la hiperven-
tilacién habitual de las situaciones hipdxicas son circunstancias, todas ellas, que favorecen la alca-
tosis, tanto plasmatica como globular, y por lo tanto, al aumentar el flujo glicolitico, incrementan
ta sintesis del 2,3-DPG (134).

Aunque el efecto del pH sobre la concentracion del 2,3-DPG parece claro, la situacion es algo
més compleja cuando se toma en consideracion la influencia simultdnea de ambos factores —pH y
2,3-DPG— sobre la posicion de la curva de saturacion de la hemoglobina. Por un lado, la alcalosis
desplaza esta curva hacia la derecha, merced a un mecanismo indirecto —efecto no Bohr del pH—
mediado por el 2,3-DPG. Por otro lado, la alcalosis tiene un efecto directo e independiente —el ya
estudiado efecto Bohr— a través del cual la curva de disociacion se desvia hacia la izquierda. En el
sujeto vivo, y dentro de unos ciertos limites de variacion del pH, parece que la p50 no se modifica
de forma significativa, ya que los dos efectos mencionados se contraponen y tienden a anularse
mutuamente {134). Ello no es ébice para que fa accién directa e inmediata del pH sobre la curva
de saturacion, al agravar la hipoxia intracorpuscular, favorezca la fijacion del 2,3-DPG sobre la he-
moglobina, lo que, en definitiva, incrementa fa sintesis del fosfoderivado (134).

En las proximas paginas vamos a revisar algunos de los trabajos mas representativos referentes
al estudio del 2,3-DPG en las situaciones clinicas caracterizadas por hipoxia histica. En tales situa-
ciones la cuantificacion del fosfoderivado nos permitira conocer mejor como se efectia realmente
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la oxigenacion de los tejidos; no es de extrafiar, por |o tanto, que a esta determinacién se 1a haya
considerado como una “‘biopsia fisiolégica” (201, 244).

1. Lahipoxia de la altura

Por medio de diversos estudios parece que se ha podido demostrar de forma concluyente que
los niveles eritrocitarios del 2,3-DPG se encuentran elevados en todos aquellos sujetos que viven '
habitualmente en alturas muy por encima del nivel del mar {10, 28, 44, 99, 190, 191, 192, 233,
242); este hallazgo podria explicar el porqué estos sujetos presentan un franco desplazamiento
hacia la derecha en la curva de saturacion de la hemoglobina, desplazamiento repetidamente obje-
tivado desde hace afios (13, 14, 44, 99, 233). En efecto, en las primeras horas después de la expo-
sicion a grandes alturas, alcanzadas tras un ascenso brusco de un individuo sano, aclimatado a vi-
vir normalmente a nivel del mar, se producen una serie de cambios importantes e interrelaciona-
dos entre el pH ptasmatico, el 2,3-DPG del hematie y la p50. Inicialmente —en las primeras seis
horas— la hipoxemia, que aparece como consecuencia de la baja presion inspiratoria de oxigeno,
es el origen de una hiperventilacion aguda, que a su vez es la causa de una alcalosis respiratoria y
de una hipocarbia. Esta precoz elevacion del pH plasmatico conduce, por el efecto Bohr, a un in-
cremento inmediato en la afinidad de ta hemoglobina por el oxigeno, es decir, a un descenso en
la p50 (190, 191, 242). Posteriormente, a lo largo de las horas siguientes, esta afinidad disminuye
de modo progresivo hasta alcanzar sus valores normales. La variacion en la p50 que acabamos de
comentar parece que tiene su origen en los cambios metabdlicos que la alcalosis respiratoria indu-
ce en la glicolisis eritrocitaria. Como ya hemos referido en repetidas ocasiones, un aumento en el
pH, en primer lugar activa a la PFK y, por ello, a la via de Embden-Meyerhoff y, en segundo lu-
gar, eleva la concentracion intraglobular del 2,3-DPG; en esta elevacion la hipoxia, de forma direc-
ta, también pudiera tener un papel importante (13, 41, 44, 190, 191, 192, 242, 249),

En cualquier caso, el resultado final de esta alteracion del pH plasmético es una [enta acumu-
lacion de 2,3-DPG en el interior de los hematies, lo que explica la normalizacion tardia de la p50,
es decir, de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno (242).

La importancia relativa de 13 alcalosis en la patogenia de estos fendmenos adaptativos se des-
prende del hecho comprobado de su falta de aparicidon cuando se impide la elevacion del pH por
diversos procedimientos, como la respiracion en un medio ambiente rico en CO, 0 los tratamien-
tos con acetazolamida (191, 233).

Una vez pasados los primeros dias de aclimatacion a la nueva situacién de la altura, la alcalosis
desaparece como consecuencia de la mayor excrecion renal de bicarbonato. Ef efecto del 2,3-DPG
sobre la pS0 no es entonces contrarrestado por el efecto Bohr y ello conduce, finalmente, a una
reduccion en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno {190). Todo este complejo proceso,
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cuya realidad ha sido también comprobada en situaciones de altitud simulada equivalentes a 4500
metros en camaras de baja presidn {191, 192}, se invierte cuando a los sujetos adaptados se les
traslada nuevamente al nivel del mar. Fenémenos contrarios a los hasta ahora comentados se han
demostrado, tanto en animales de experimentacion como en el hombre, cuando éstos son someti-
dos experimentaimente a hiperpresion en cdmara hiperbarica {13, 14, 75).

El mecanismo de compensacion de la hipoxia de las grandes alturas, tal y como lo acabamos
de describir, s un proceso adaptativo de gran utilidad para el organismo siempre y cuando tenga
tugar dentro de ciertos limites. Cuando se sobrepasan los 4500 metros de altitud los valores de la
pO, alveolar son ya francamente bajos y se inscriben en la parte pendiente de la curva de disocia-
cion de la hemoglobina. En estas condiciones, cualquier desplazamiento hacia la derecha en esta
curva no hara sino entorpecer la saturacion del pigmento respiratorio a nivel pulmonar (190,
233). No conviene olvidar, a pesar de todo, que las variaciones en la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno son sélo una parte de los mecanismos adaptativos que aparecen como respuesta a
la hipoxia crdnica de la altura (14, 191, 233); el complejo sistema de la eritropoyetina es otro me-
canismo no menos importante y en cualquier caso en [ntima relacion con el 2,3-DPG eritrocita-
rio.

2. Las cardiopatias congénitas cianosantes

Parece que existe un acuerdo undnime en aceptar que los enfermos afectos de cardiopatias
congénitas caracterizadas por un cortocircuito de derecha a izquierda y, par lo tanto, con hipoxe-
mia, muestran un desplazamiento hacia la derecha en la curva de disociacion de la hemoglobina
(162, 268). Este desplazamiento tiene, segiin Woodson (268}, un valor medio proximo a 4 mm
Hg, tal y como se desprende del estudio de diversos trabajos sobre el tema. Este incremento en la
p50 queda justificado por una elevacién concomitante de un 40 %/c aproximadamente en el con-
tenido eritrocitario en 2,3-DPG (162, 258}, En este sentido, Oski et al. {162) han encontrado en
cinco cardiopatias congénitas cianosantes un valor medio de 2,3-OPG de 7.036 * 1.696 mM; este
mismo grupo de investigadores (163) en un estudio posterior y mas amplio, ya que incluia a 20
enfermos todos ellos con una pO, arterial inferior a 60 mm Hg, han comprobado como la con-
centracion media del fosfoéster se situaba en 6.435 + 1.181 mM.

En estos procesos congénitos con “‘shunt’’ de derecha a izquierda parece ser que existe una
correlacion inversa entre el 2,3-DPG y la pO, arteriat (163, 268) que, sin embargo, no se puede
poner de manifiesto en los lactantes de menos de tres meses de edad, ya que en ellos la interac-
cion del o6rganofosfato con ta HbF no es la 6ptima (163), como ya deciamos en capitulos anteriores.

Los mecanismos patofisioldgicos capaces de poner en relacion la gravedad clinica de estos en-
fermos con la p50 y el 2,3-DPG deben de ser varios; ademas de fa hipoxia, ya mencionada, otro
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factor que podria influir sobre el fosfoderivado en 2stos casos es el pH plasmatico. Efectivamente,
en diversos estudios se ha podido objetivar una cierta tendencia a la alcalosis respiratoria que, sin
embargo, por su pequefia magnitud sélo parcialmente podria explicar las variaciones observadas
en el 2,3-DPG (258). En consecuencia, parece evidente que en estos enfermos el aumento de la
desoxihemoglobina circulante debe de ser el factor principal regulador de la tasa del fosfoglicera-
to y por ende de la p50, mientras que el incremento en el pH desempefiaria un papel de una im-
portancia secundaria; otros factores como el fosfato sérico inorgdnico, ciertas hormonas 0 meta-
bolitos normales en exceso o determinados farmacos podrfan tener también quizas alguna influen-
cia que, realmente, no ha sido ain demostrada (258). El nimero de casos estudiados es pequefioy
ademas no en todos ellos se han determinado simultaneamente los valores del pH y los gases respi-
ratorios en sangre, la tasa de hemoglobina, 1a p5S0 6 la concentracion de 2,3-DPG, por lo que las
conclusiones no pueden ser totalmente vdlidas.

3. Laanemia crénica

No hay acuerdo general en definir lo que se debe de entender por anemia. Algunos estudios
se basan, para la definicion del sindrome anémico, en la concentracidon de hemoglobina periférica,
al considerar que la oxigenacion celular depende esencialmente de ella; otros autores, por el con-
trario, creen que mas bien debe de valorarse el contenido total de la hemoproteina en el organis-
mo. Inmediatamente después de una hemorragia aguda la tasa de hemoglobina circulante es nor-
mal, mientras que, evidentemente, la hemoglobina corporal total se encuentra disminuida. En el
curso del embarazo sucede lo contrario, al producirse un descenso en la concentracién del pig-
mento circulante, mientras que su masa total estd aumentada. Parece poder deducirse, a la vista
de estos y otros ejemplos similares, que el procedimiento mds adecuado para definir la anemia serad
aquél que esté basado en la valoracion de la capacidad con Ia que la sangre aporta el oxigeno ne-
cesario a los tejidos; entre otros factores esta capacidad depende no s6io de la tasa de hemoglobina
periférica, sino también de la posicién y de la forma de la curva de saturacién del pigmento y del
grado de vascularizacion de cada 6rgano. De todas formas, desde un punto de vista practico, y
ante la imposibilidad de tener en cuenta simultidneamente todos estos factores en cada caso indivi-
dual, parece razonable definir la anemia sobre la base de la concentraciéon de hemoglobina circu-
lante (104).

La sangre del enfermo anémico muestra una menor capacidad para cumplir su funcién prima-
ria —el transporte del oxigeno— de forma adecuada; al disminuir el nUmero de hematies circulan-
tes, eslabon esencial en la cadena que es este transporte, las demandas celulares del gas pueden no
ser suficientemente satisfechas (24, 104, 249). El resultado es la hipoxia ‘‘anémica’’ de los tejidos.
El organismo humano pone en funcionamiento, como consecuencia de este déficit de aporte de
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oxigeno —de esta anemia cronica—,una serie de mecanishos compensadores, algunos de ellos ya
comentados con anterioridad. Son principalmente la vasodilatacion periférica con desviacion de la
sangre hacia dreas vitales, el aumento del gasto cardiaco con una elevacién concordante en la ve-
locidad circulatoria, los ajustes respiratorios y 1a modi“icacion en la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno (24, 104, 202, 249). Todos estos mecanismos fisiologicos, aunque aparecen de una
forma general en todos los tipas de anemia y constituyen un modo coherente de respuesta ho-
meostatica, no son estrictamente aplicables en su grado o en su momento de puesta en funciona-
miento a cada caso en particular; ademas, pueden ser desbordados con relativa facilidad. La obser.
vacion clinica de que los enfermos anémicos no suelen tener sintomatolog(a en reposao, pero tole-
ran mal, en cambio, pequefios ejercicios fisicos, tiene su explicacion probablemente en esta utti-
ma circunstancia (24, 104, 249). Por la misma razon, las manifestaciones subjetivas de {a anemia
no se exteriorizan en muchas pcasiones, a no ser que la tasa de hemoglobina Hegue a ser tan baja
como para que cualquier pequeiio incremento en la demanda periférica de oxigeno no pueda ser
compensado por los diversos mecanismos de adaptacion fisioldgica (112, 249), cuya importancia
resulta variable segin la gravedad de cada caso (24). El volumen minuto cardiaco permanece
constante mientras que el nivel de hemoglobina no desciende por debajo de los 8 6 10 g °/o (24,
104); a partir de ese momento comienza a elevarse de modo progresivo y en relacion lineal con el
grado de anemia y puede alcanzar hasta cuatro o cinco veces los valores basales (104, 202). Ini-
cialmente ello se consigue a expensas de un mayor volumen sistolico; solo en el curso de anemias
graves aparecera una taquicardia. Con el mismo grado de ejercicio fisico la frecuencia cardiaca es
mayor que la que es dado apreciar en sujetos no anémicos (24, 202). Las resistencias vasculares pe-
riféricas asi como la viscosidad de la sangre disminuyen; la velocidad circulatoria aumenta. El me-
canismo exacto gue pone en marcha esta respuesta cardiocirculatoria no es conocido; el inconve-
niente de ella estriba en que precisa, para llevarse a cabo, de un incremento en el consumo mio-
cérdico de oxigeno, que ya en condiciones basales, por las peculiaridades de la circulacién corona-
ria, se encuentra en una situacion limite {75, 104).

Los tejidos extraen normalmente, en el sujeto sano, unos 5 ml de los 20 ml de oxigeno que
transportan cada 100 ml de sangre. E! resto constituye una reserva que puede ser utilizada en las
diversas situaciones que asi lo requieran. En aquellos casos en los que el nivel de hemoglobina
desciende por debajo de sus valores normales es preciso, con el fin de que los tejidos obtengan los
mismos 5 ml de oxigeno que son necesarios para cubrir su demanda energética, que el porcentaje
de extraccion sea mayor. La mencionada reserva del gas respiratorio, que para una persona sana
es de alrededor del 75 °/o del contenido arterial total de oxigeno, pasa asf a ser mucho menor en
el enfermo anémico, en relacion con la gravedad de su déficit de hemoglobina {24, 249), En la
anemia cronica severa puede existir un cierto grado de desaturacion arterial de O,, que suele si-
tuarse atrededor del 80 %, ; ello se debe en parte a una capacidad de difusién pulmonar discreta-
mente alterada y a un efecto “shunt” por admisién venosa algo aumentado (104). Ademas, el su-
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jeto anémico en reposo tiene en la sangre venosa mezclada una pO, y un contenido en oxigeno
disminuidos, expresion, ambos fenémenos, de la menor reserva venosa del gas respiratorio; a esto
dltimo contribuye el descenso en la tasa y en la afinidad por el oxigeno de la hemaoglobina circu-
lante. Adn no se ha definido con exactitud cual es la contribucién real de esta reduccién en la
apetencia del pigmento por el O, en la homeostasis de la oxigenacion tisular en estos casbs (24,
104, 202, 233). Desde 1927 es conocido el hecha de que en la anemia cronica existe un desplaza:
miento hacia la derecha en la curva de disociacién de la hemoglobina (13, 75, 99, 104, 202, 208,
233, 249). Este desplazamiento no modifica la saturacion arterial de oxigeno a nivel pulmonar,
por tener lugar a unos valores de pO, que se inscriben en la parte alta y plana de la curva {sdlo en
casos extremos podria aparecer un minimo grado de desaturacion que se aiadiria a la originada
por los otros mecanismos antes comentados); pero, por el contrario, si que facilita la cesion del
oxigeno a nivel tisular, ya que aqui Ya pO, se sitda en la porcion pendiente o recta de la curva
(Grafica 1) (104). La desviacion a la derecha en la curva de disociacién reporta un gran beneficio
a los enfermos anémicos, ya que permite un incremento, variable entre un 25 y un 65 °%/,en la
utilizacion del oxigeno arterial (104). El origen del desplazamiento puede ser muttiple. En las
anemias graves se pierde parte de la accidon amortiguadora del pH que proporciona la hemoglobi-
na; en estas condiciones cuando, procedente de los tejidos, entra en la sangre una misma cantidad
de CO,, se produce una mayor concentracion de hidrogeniones que cuando los niveles de hemo-
globina son normales. El aumento en la pCO, vy la disminucién en el pH consiguientes son dos
causas que actuan sinérgicamente para desplazar la curva de saturacion hacia la derecha. Los poli-
fosfatos orgdnicos eritrocitarios —el 2,3-DPG y el ATP primordialmente-- contribuyern en el mis-
mo sentido (75, 202, 249).

En efecto, los déficits de masa eritrocitica sueten acompariarse de incrementos en el conteni-
do en 2,3-DPG de los hematies, contenido que aumenta en proporcion inversa a la deficiencia en
hemoglobina (44, 75, 80, 95, 112, 133, 161, 190, 200, 201, 202, 240, 244). En contraste con io
que sucede con el gasto cardiaco, las variaciones en el organofosfato son ya apreciables en peque-
fios grados de anemia. La p50 media es del orden de 30 mm Hg cuando la tasa de hemoglobina
circulante alcanza los 8 g °/o. Este descenso en la afinidad del pigmento por el oxigeno, aunque
aparentemente pequefio, proporciona un 25 °/c de incremento en la oferta del gas a los tejidos,
sin variar para ello la pO, arterial (24, 240). Por cada gramo de descenso en el nivel de hemoglo-
bina se produce una elevacion de 0.23 mM, aproximadamente, en el 2,3-DPG (249). Existe, sin
embargo, una variacion individual considerable en la respuesta det fosfoéster a la anemia, por razo-
nes no siempre evidentes y solo a veces atribuibles a factores, tales como el pH o el fosfato inor-
génico, conocidos modificadores de la concentrarién del organofosfato (24). Ello explicaria por
qué la sintomatologfia varia de manera considerable de unos a otros enfermos, aunque presenten
el mismo grado de anemia; para una misma tasa de hemoglobina circulante Ia ausencia de eleva-
cién en los niveles eritrociticos del 2,3-DPG favoreceria la aparicion mas precoz de manifestacio-
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nes clinicas que, como la disnea o las palpitaciones, son reflejo de ias reacciones compensadoras
cardiorrespiratorias (24, 112, 185, 240). La elevacion en el contenido del glicerofosfato en el he-
matie congigue que la extraccion de oxigeno por los tejidos sea mayor, con lo que, en definitiva,
la hemoglobina tiene en el territorip capilar un comportamiento mucho mas ‘‘funcional”; de esta
manera, la hipoxia histica no es tan intensa como la que tedricamente corresponderfa por la re-
duccion en Ia tasa de la hemoproteina circulante (75, 112, 133, 145, 180, 202, 240).

En los casos de anemia leve el 2,3-DPG es el mecanismo principal a través del cual el organis-
mo trata de adaptarse a la hipoxia, mientras que cuando fa anemia es mas pronunciada la eleva-
cion en el gasto cardiaco quizas sea el factor mas importante a este respecto (24). La rapidez de
respuesta de estos dos mecanismos compensadores es diferente; el 2,3-DPG resulta mds lento, con
un tiempo medio de aparicion aproximadamente de diez horas, en comparacion con el gasto car-
dfaco, cuya respuesta es casi inmediata (24).

En agquellos casos en los que la anemia se complica con trastornos en el equilibrio acido-base
los dos factores —la hipoxia y el pH— influyen sobre et 2,3-DPG y estos dos Ultimos —el pH y el
2,3-DPG—, a su vez, sobre la p50. El valor de esta Oltima depende asi, en estos casos de anemia
complicada, de |asinergia de dos efectos independientes, aunque interrelacionados; la importancia
relativa de ambos efectos s6lo puede juzgarse si se toma en consideracion tanto el valor de la p50
"'in vitro”’, es decir, corregida para un pH igual a 7.40, como el de la p50 “in vivo’’ 0 actual (24, 161).

Cuando no existen factores extrinsecos que modifiquen la concentracion intraeritrocitaria del
2,3-DPG, esta concentracion es de una gran sensibilidad, en los casos de anemia ‘‘simple’’, frente a
las pequefias variaciones en la tasa de hemoglobina (24, 240). A pesar de ello, en ocasiones, el 2,3-
DPG puede no estar en relacion directa con el nivel periférico del pigmento respiratorio en aque-
llos enfermos que presentan un déficit repentino de masa eritrocitica —tal es el caso de las hemo-
rragias agudas— o en aqueflos otros en los que el indice hematocrito no es fiel reflejo de dicho
déficit. Pero con excepcion de estas circunstancias, la concentracion del 2,3-DPG puede llegar a
ser un indicador de anemia mas 0til que lo que puedan ser otros parametros mejor conocidos (24,
71, 185, 240, 242).

4. La insuficiencia cardiaca

La p50 y el 2,3-DPG eritrocitario suelen estar aumentados en los enfermos con insuficiencia
cardfaca congestiva (83, 233, 258). En la elevacion de la p50 “in vivo’’ en estos casos juegan un
papel de relativa importancia no solamente el fosfoglicerato, sino también el pH y 1a pCO,. No
parecen existir estudios documentados sobre el efecto de la temperatura corporal a este respecto,
aunque "“a priori”’ no debe de ser de gran relieve {258). La accion de la pCO, es cuantitativamen-
te pequefia y por ello de un influjo muy secundario a la hora de modificar la p50 en los enfermos
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con insuficiencia cardiaca. El efecto del pH, por el contrario, si que parece considerable y debe
de provocar en ellos una diferencia apreciable entre la p50 "in vitro’* e "'in vivo”’. El pH plasms-
tico suele ser en estos casos normal o, con mds frecuencia, ligeramente alcalino, sobre todo des-
pués del tratamiento diurético (268). La elevacion en el 2,3-DPG eritrocitario, el factor de mayor
importancia a la hora de influir sobre la p50, puede estar inducida por el pH, pero mas probable-
mente lo estd por los cambios en el estado de oxigenacion de los hematies, que son consecuencia
de las anormalidades hemodindmicas propias de la insuficiencia cardfaca. Efectivamente, parece
que en esta situacion la correlacién mds estrecha se establece entre el 2,3-DPG vy la saturacion de
oxigeno de la hemoglobina en la sangre venosa mezclada (83, 258).

5. La enfermedad respiratoria cronica

En la enfermedad pulmonar obstructiva crénica el valor de la p50 se ha encontrado elevado,
normal o disminuido (63, 82, 99, 251, 258). £l margen de variabilidad de este parametro es in-
cluso amplio, lo que sugiere que estas diferencias no hacen sino reflejar 1a falta de uniformidad
en la seleccion de los enfermos estudiados por cada grupo de trabajo. Parece ser acuerdo general

que las alteraciones en la p50 son la consecuencia de las variaciones en los niveles intracorpuscula-
res del 2,3-DPG, aunque hay autores que disienten a este respecto, ya que, también aqui, la varia-
bilidad de los hallazgos encontrados por los distintos investigadores es amplia (38, 43, 63, 75, 82,
84, 99, 103, 118, 162, 167, 201, 233, 258). La explicacion de esta discrepancia en cuanto a los
resultados no ha sido ain aclarada, pero parece probable que entre las causas determinantes de-
ban de considerarse factores tales como el escaso nimero de enfermos estudiados, 1a ausencia de
homogeneidad de criterio en su seleccion, la falta de valoracion sistematica del efecto del pH, de
la saturacidn arterial ‘de oxfgeno o de la pO, 0 laexistencia de una insuficiencia cardfaca conco-
mitante. Acaso no deba esto sorprendernos a la vista de la fluctuacidon y heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas, de la variabilidad de la poliglobulia y de los gases sanguineos y sobre to-
do de lo limitado de los estudios efectuados hasta ahora, en pocos de los cuales se han relaciona-
do entre si todas estas variables, que suelen modificar a la p60 y al 2,3-DPG, y en muchos menos
adn se ha pretendido determinar su influencia combinada. Por regla general no se han tenido en
‘cuenta circunstancias tales como la gravedad del cuadro clinico, presencia de insuficiencia card/a-
ca congestiva, administracién de farmacos o de oxfgeno con anterioridad al estudio, efectos de la
sangrfa, etc. Finalmente, conviene recordar que mientras que las cambios en el pH, la pO, 0 el
gasto cardiaco se producen con rapidez y oscilan considerablemente en dependencia de la activi-
dad fisica, la posicidn corporal o la digestion, las variaciones en la p50 6 en el 2,3-DPG necesitan
mads tiempo, horas o incluso dias, para aparecer (38, 63, 103, 167, 251, 258), por lo que, en |a va-
loracién de los resultados, deberia considerarse el momento del estudio.

Los niveles del 2,3-DPG suelen estar elevados en la hipoxemia de la enfermedad broncopul-
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monar obstructiva cronica, aunque esta elevacion es menos marcada y menos predecible que la
que aparece en otras situaciones caracterizadas también por hipoxia histica. Efectivamente, algu-
nos enfermos, con francos descensos en la pO, arterial, muestran valores normales de 2,3-DPG;
en ciertas ocasiones parece claro que el origen de esta aparente contradiccion debe de atribuirse a
la presencia en ellos de una acidosis respiratoria, trastorno del equilibrio acido-base frecuente en
estos casos (18, 38, 63, 75, 99, 162, 167, 201, 233). En otras ocasiones, sin embargo, deben de
buscarse otros factores adicionales, independientemente del pH plasmadtico, que puedan explicar
la variabilidad de los resultados. Entre ellos cabe citar, por su considerable importancia, la presen-
cia de una poliglobulia secundaria compensadora. Los estudios comparativos de grupos de enfer-
mos afectos de enfermedad pulmonar obstructiva cronica, con o sin eritrocitosis reactiva y con o
sin acidosis respiratoria, deberan aclarar en qué casos y por qué motivos se hace necesario que el
2,3-DPG actGe como un mecanismo de adaptacion a la hipoxia (63, 134). En este sentido serfa
imprescindible que, junto al anélisis del fosfoglicerato, en cada estudio se valorasen simultinea-
mente el pH plasmatico, Jos gases respiratorios en sangre arterial, la saturacion de oxigeno en san-
gre venosa, la tasa de hemoglobina y el indice hematocrito (103, 201). De gran ayuda serian, ade-
mas, las determinaciones de la p50, tanto *‘in vivo’ como “‘in vitro’’, y de la masa eritrocitica (63,
233, 258). Por todo ello, aungue la relacion entre la hipoxemia y el 2,3-DPG del hematie parece
indudable, en ningln caso es simple, ya que con relativa frecuencia se vé oscurecida por multitud
de factores extrinsecos, s6lo algunos de los cuales son conocidos en el momento actual (38, 63).
Puede afirmarse, incluso, que en estos enfermos la regulacion de la concentracion intraeritrocita-
ria del 2,3-DPG en condiciones basales difiere de la que se efectua en las situaciones de hipoxia
aguda. En el primer caso el estado de oxigenacion de los eritrocitos parece ser lo que prevalece,
mientras que en el segundo es el pH plasmatico, indudablemente, lo fundamental (38, 118).

Podemos concluir con la idea de que la elevacion en el contenido en 2,3-DPG del hematie es
un mecanismo compensador de 1a hipoxemia propia de la enfermedad respiratoria crénica, al dis-
minuir la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno vy al facilitar, por ello, su liberacion a nivel ti-
sular (38, 63, 103, 118, 167); sin embargo,no conviene hacer generalizaciones al respecto en esta
situacion clinica, ya que las variaciones individuales son importantes, sobre todo cuando coexis-
ten anomalias en el equilibrio dcido-base (63, 103, 251). Si bien la insuficiencia respiratoria ha si-
do estudiada hasta ahora sobre la base del anilisis de los gases respiratorios en sangre arterial y de
los tests de funcién pulmonar, paréce que en el momento actual.y mas ain en el futuro,se hace
necesario afiadir otras determinaciones, tales como las de la p50 y del 2,3-DPG intraeritrocitario,
principalmente; se alcanzard asi una mejor comprension de la homeostasis del transporte de oxi-
geno en estos enfermos (75, 103).
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I1. El 2,3-DPG en las hemoglobinopatias y en las enzimopatias glicoliticas eritrocitarias
1. E/ 2,3-DPG en las hemoglobinopatias

Las enfermedades que se caracterizan por un desorden en la biosintesis de la hemoglobina
pueden en principio corresponder a dos tipos patogénicos diferentes: en el primero, la formacién
de la proteina se encuentra reducida, pero las cadenas polipeptidicas, una vez elaboradas, tienen
una secuencia normal de aminodcidos; en el segundo tipo, la estructura primaria de la cadena pro-
teica es anormal. En el primer grupo se incluyen las talasemias, mientras que en el segundo se in-
tegran fas hemoglobinopatias propiamente dichas (113). Las anomalias en la estructura de la he-
moglobina pueden asociarse a diversas alteraciones en la forma y en la posicion de su curva de di:
sociacion con el oxigeno; solo a veces el 2,3-DPG esta implicado en ellas. Tres mecanismos distin-
tos pueden, en principio, explicar la patogenia de las citadas alteraciones (4, 24, 46, 104, 134,
201, 242, 262).
a) Algunas hemoglobinas anormales tienen, cuando son estudiadas “‘in vitro”’, en estado puri-
ficado, una afinidad normal por el oxigeno. La hemolisis que ocasionan "‘in vivo’* es causa
de una reticulocitosis; como ya hemos comentado, los reticulocitos poseen una tasa de 2,3-
DPG mayor que fa de los normocitos, por 1o que no es de extrafiar que en estas situaciones
la p50 se encuentre elevada. Este es el caso de la hemoglobina S (46, 64, 104, 196, 197).

b) Cada vez se describen con mayor frecuencia alteraciones en la estructura de la hemoglobina
que se caracterizan porgue modifican la capacidad de combinacion reversible del tetramero
con el oxigeno, sin que en ello intervenga para nada el 2,3-DPG. Estas hemoglobinopatias
cursan con una p50 a veces elevada y en otras ocasiones reducida; la ““‘n"" de Hill suele mos-
trar valores también anémalos (4, 24, 25, 104, 113, 225, 242).

c) Finalmente, la modificacién en la p50 puede ser el resultado de un cambio en la apetencia
de la hemoglobina por el 2,3-DPG. Esto sucede tanto con tetrdmeros patologicos, como la
Hb Hiroshima, como con algunas de las denominadas formas menores de la hemoglobina
del adulto, tat como la HbF; en ambos casos, la fijacion del 2,3-DPG a la protefna puede
bien no producirse en absoluto o bien hacerio de modo incompleto (4, 18, 23, 24, 25, 26,
29, 46, 47, 125, 134, 163, 182, 201, 208, 225, 242).

A continuacién vamos a comentar algunos aspectos, que creemos de interés, en cuanto a la
homeostasis del transporte de ox{geno, referentes a cada uno de los apartados que acabamos de
enunciar.

En ocho nifios con §-talasemia homozigdtica Pearson (168) encuentra unos niveles de 2,3-
DPG elevados (5.94 + 0.81 mM), aunque inferiores a los valores tedricos que cabria esperar por su
grado de anemia, es decir, por su tasa de hemoglobina circulante (7.5 + 1.5 g °/o ). En sus casos ni
la cifra del pH plasmatico ni la concentracidn del fosfato sérico inorganico parecia que pudieran
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explicar completamente este fendmeno. El medio en el que se desenvuelve ef hematie del enfer-
mo con f-talasemia homozigotica podria originar ciertas anomalias metabdlicas en el eritrocito
que comprometerian su respuesta a la anemia, con lo gue ésta seria en é|l mucho mds grave, al no
ser adecuadamente compensada por el mecanismo del 2,3-DPG eritrocitario (168). Por el contra-
rio, en 25 adultos con B-talasemia minor, la respuesta dei 2,3-DPG fue la apropiada al pequefio
grado de anemia que presentaban los enfermos; la p50 en ellos se mantuvo dentro de limites nor-
males y no por encima de ellos, como podria suponerse, por motivos que no fueron conocidos
por los autores (168, 169).

Parece ser acuerdo unanime el que los enfermos con anemia drepanocitica toleran relativa-
mente bien los bajos niveles de hemoglobina circulante, al mostrar un desplazamiento hacia la de-
recha en la curva de saturacion con el oxfgeno. En estos enfermos la concentracion eritrocitica de
2,3-DPG se encuentra elevada {64, 129, 196, 197), lo que podrfa explicar el incremento en la
p50; 1a buena tolerancia a la anemia cronica y la aceptable evolucidn clinica de estos casos tienen
asi una justificacion fisiopatoldgica (188). Pero es que ademads, recientes avances en el estudio de
la anemia de células falciformes han hecho surgir 1a posibilidad de que las variaciones en la tasa in-
traeritrocitaria del 2,3-DPG puedan resultar utiles a efectos terapéuticos en esta enfermedad. Esta
hipbtesis es el resultado de la observacion de los efectos del tratamiento con cianatos; estos agen-
tes pueden lograr mayor supervivencia de los hematies y niveles superiores de hemoglobina. Los
cianatos bloguean la union del 2,3-DPG al pigmento respiratorio al unirse irreversiblemente con
las valinas N-terminales de las cadenas a y 8 de 1a hemoglobina; la curva de disociacion con el oxi-
geno es asi desplazada hacia la izquierda, por lo que el glabulo rojo resiste mucho mejor a la deso-
xigenacion y por ende a la falciformacidn, ya que, como es sabido, sélo la desoxihemoglobina se
polimeriza (42, 129). A la vista de estos hechos cabe pensar si también otras sustancias que, al
inhibir o disminuir a sintesis eritrocitaria del 2,3-DPG, desvien hacia !a izquierda a la curva de sa-
turacién de la hemoglobina, puedan asimismo ser Gtiles en el tratamiento de la drepanocitosis
(41).

E! detallado conocimiento, alcanzado a 1o largo de los (ltimos afios, de la estructura molecu-
lar de la hemaglobina ha permitido relacionar ciertas anormalidades de porciones especificas del
pigmento con anomalias funcionales particulares del tetramero, tales como su afinidad por el oxi-
geno, su estabilidad en solucién, etc. (24, 53).

En determinadas hemoglobinas anormales la capacidad de oxigenacion reversible puede estar
alterada, de tal forma que es posible la aparicién de una de las tres circunstancias siguientes
{104):

a) El oxigeno se une al grupo heme con una apetencia mayor o menor de lo normal. Son las

hemoglobinas denominadas de alta o baja afinidad por el oxigeno.

b) El 4tomo de hierro del grupo heme se mantiene de forma permanente en estado oxidado o

férrico. Son las hemoglobinas M (Hb M).
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«! Ei grupo heme fatta en alguna cadena polipeptidica —logicamente anomala— de la molécu-

la tetramérica de hemoglobina.

En las Hb M suele existir una sustitucion en alguno de los aminodcidos situados proximos al
punto de union de la ferroprotoporfirina a ta cadena o 6 f. Con ello el atomo de hierro pasa a ser
trivalente en el grupo heme, e inservible, por lo tanto, desde el punto de vista de la funcion trans-
portadora de oxigeno. Los mecanismos reductores normales de la célula son incapaces de devol-
ver este hierro al estado ferroso, por lo que el trastorno perdura mientras circula el eritrocito
(104).

Las sustituciones de aminodacidos en aquellas zonas de la molécula del tetramero de hemoglo-
bina que son claves por su intervencion en los cambios de conformacion espacial que conlleva la
oxigenacion —el efecto heme-heme— indudablemente alteran las propiedades respiratorias del pig-
mento. Si estas sustituciones favorecen la estabilizacion de la conformacion oxigenada el resulta-
do serda una hemoglobina de alta afinidad por el oxfgeno y por ello con una p50 descendida.
Ejemplos en este sentido son las hemoglobinas Chesapeake, Kempsey, Yakima, J-Capetown, Rai-
nier, Zirich, Ypsi, St. Mary, Olympia, Bethesda, Brigham y hasta por lo menos 17 distintas des-
critas hasta 1975 desde la primera publicacion en 1965 (4, 24, 25, 242). Las mutaciones suelen
afectar a la interfase a182 y muy rara vez a la interfase a181 (Hb San Diego). Estas hemoglobino-
patias representan un desorden aislado dentro de la secuencia de fendmenos de la fisiologia del
transporte de oxigeno, para cuya compensacién el organismo dispone de tres mecanismos distin-
tos: un incremento en la masa de hematies, en el gasto cardiaco o en la liberacion de O, a los teji-
dos. Parece ser que el primero de ellos, que se pone en marcha a través de un aumento en la secre-
cién de eritropoyetina, es en estas situaciones el mds importante. No es de extrafiar, por tanto,que
se haya comprobado que muchas de las policitemias catalogadas antiguamente como familiares
son en realidad la consecuencia de una hemoglobina andmala con alta afinidad por el oxigeno (4,
24, 104, 113, 225). Desde el punto de vista del andlisis de su curva de saturacion suele ser caracte-
ristico, no s6lo una p50 baja, generalmente entre 10 y 15 mm Hg, sino también un valor de la 'n*’
de Hill reducido (1.0 para la Hb Bethesda, 1.1 para la Hb Yakima, 1.3 para la Hb Rainier, 1.8 pa-
ra la Hb Chesapeake, etc.); esto Gitimo es la expresion numérica de la pérdida de la forma sigmoi-
de de la curva de disociacion normal, pérdida que es ocasionada por la ausencia total o parcial de
la interaccién_heme-heme que, como hemos dicho, es la caracteristica definitoria de estas hemo-
globinas anormales (24, 113, 225).

Se han descrito, por el contrario, algunas sustituciones de aminoécidos en las cadenas polipep-
tidicas del tetramero que conducen a hemoglobinas con baja afinidad por el oxigeno y por tanto
con una curva de saturacién desplazada hacia la derecha —p50 elevada— y una ‘‘n’’ de Hill normat
o alta. Ejemplos en este sentido son las hemoglobinas Kansas, Yoshizuka, Seattle, Milwaukee,
etcétera. Suelen cursar de modo asintomatico, salvo en las ocasiones en las que se origina un pe-
quefio grado de anemia o de cianosis (24, 53, 104, 113, 225, 242).



Junto a estas hemoglobinopatias en las que la alteracion en la afinidad por el oxigeno suele
ser el resultado directo de un defecto en la interaccion heme-heme, existen otras en las que la
mencionada alteracidbn es la consecuencia de una inadecuada relacion entre el 2,3-DPG y la molé-
cula tetramérica de hemoglobina. Este es el caso de la Hb F y de algunas hemoglobinas anormales,
como las denominadas Hiroshima, Little Rock, Syracuse, etc. (4, 18, 23, 24, 25, 26, 29, 46, 47,
104, 125, 163, 182, 201, 225, 239, 242).

Para asegurar la captacion de oxigeno a las bajas presiones parciales habituales antes del naci-
miento (la pO, en la vena umbilical es de unos 40 mm Hg) el feto necesita poseer una sangre de
alta afinidad por el oxigeno en comparacion con la que tiene la sangre materna (18, 24, 25, 26,
47, 104, 125, 167, 201). Este fendmeno, conocido desde hace afios, siempre ha sido considerado
como una gran ventaja desde el punto de vista fisiolégico, ya que asegura el transporte del gas a
través de la placenta. Mediante.tres mecanismos distintos las diferentes especies animales alcanzan
el mencionado objetivo, es decir, conseguir que la curva de disociacién de la hemoglobina en
la sangre fetal se encuentre desplazada hacia la izquierda, con una p50 aproximada de unos
20 mm Hg; estos tres mecanismos son los siguientes (47):

8} La hemoglobina fetal puede mostrar una alta afinidad por el oxigeno merced a sus caracte-
risticas moleculares intrinsecas y con independencia del influjo de cualquier “‘cofactor’” in-
traglobular, Asi sucede en animales como la oveja o la cabra.

b) La hemoglobina fetal puede tener la propiedad de no interaccionar de modo adecuado con
el ““cofactor’ intracorpuscular, con el 2,3-DPG. Tal ocurre en el feto humano.

c) El eritrocito puede mostrar, en épocas previas al nacimiento, un descenso en su concentra-
cion en el fosfoglicerato, que tiende a normalizarse tras el parto. Este es el caso en anima-
les como el caballo, el cerdo o el perro.

Los dos primeros mecanismos requieren la presencia de una hemoglobina fetal (Hb F) que di-
fiera estructural y funcionalmente de la hemoglobina del adulto (Hb A). Esto no es preciso, sin
embargo, en el tercero de ellos.

En efecto, ya que los niveles de 2,3-DPG de los hematies del recién nacido son simiiares a
los del adulto y ya que la afinidad por el oxigeno de la Hb F es igual a la de la Hb A cuando am-
bas estan en una solucién “in vitro”’, libre del fosfoderivado, es légico suponer que el diferente
comportamiento “in vive’’ de las dos hemoglobinas en cuanto a su relacion con el gas respiratorio
deriva de un defecto en |a interacciéon de la Hb F con el 2,3-DPG (23, 24, 25, 26, 29, 46, 125,
163, 208, 225, 239). La menor capacidad de unién del fosfoéster a la Hb F se debe a que el resi-
duo histidina 143, normal en la cadena § de 1a Hb A, ha sido sustituido por una serina en la cadena
v de la Hb F {18, 24, 25, 29, 125, 163, 225, 239). Con ello, el efecto helcotrépico det organofos-
fato disminuye drasticamente y por lo tanto también la p50 de la curva de disociacion del oxige-
no de la hemoglobina (18, 29). La mayor afinidad por el gas respiratorio de la sangre fetal huma-
v a tiene as( su interpretacion a nivel molecular {225).
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Sin embargo, y a pesar de todo lo que hasta ahora hemos corhentado, la ventaja real de la ma-
yor apetencia por el oxfgeno de la Hb F no es del todo conocida, ya que madres con hemoglobi-
nas de alta afinidad tienen hijos normales, sin problemas antes o durante el parto, a pesar de que
la p50 materna puede ser incluso inferior a 15 mm Hg; ademas, transfusiones intralGtero de sangre
de adultos no parecen causar ningln efecto adverso o perjudicial en la oxigenacion fetat (47).

2. El 2,3-DPG en /as enzimopatias glicoliticas eritrocitarias

La determinacion de la concentracion intraeritrocitaria del 2,3-DPG puede ser de utilidad en
Ia identificacion del paso metabolico alterado en una enzimopatia de la via glicolftica del hema-
tie, salvo en aquellos casos en los que la actividad del “shunt’’ de las pentosas se encuentre incre-
mentada y permita un flujo normal a través de 1a via de Embden-Meyerhoff (59). En general, las
deficiencias enzimdticas de las reacciones situadas en la glicolisis anaerobia entre la glucosa y la
derivacion de Rapoport y Liibering tienden a disminuir el contenido en 2,3-DPG de los hematies;
esto es tipicamente lo que sucede en el déficit de hexoquinasa en el que, a pesar del sindrome
anémico por hemblisis cronica con el que cursa el proceso, la pb0 suele estar descendida. Estos
enfermos tienen, por elio, un doble defecto en ef transporte de oxigeno a los tejidos, con lo que su
capacidad se encuentra muy limitada y la anemia es en ellos especialmente grave (83, 99, 125,
147, 163, 233). Algo parecido sucede en las deficiencias en fosfofructoquinasa, en las que puede
detectarse hasta un 50 ®/o de reduccion en la tasa det 2,3-DPG (229).

Por el contrario, en los defectos enzimaticos de las reacciones metabdlicas glicoliticas situa-
das entre la derivacién del 2,3-DPG y el piruvato las concentraciones del fosfoéster suelen estar
elevadas y por ello también el valor de la p50. En este sentido es clasico el ejemplo del déficit en
piruvatoquinasa, en el que puede detectarse un incremento de hasta un 80 %/ en el 2,3-DPG eri-
trocitario (64, 147, 202, 233); en estos casos, hiveles de hemoglobina circulante de 9 g ®/o son ca-
paces de liberar tanto oxfgeno a los tejidos como 15 g °/o en los sujetos normales (26). Por ello, el
sindrome anémico del déficit de piruvatoquinasa es especialmente bien tolerado (147).

Las deficiencias en difosfogliceratomutasa, de las gue s6lo se han publicado siete trabajos has-
ta 1978 (237), suelen cursar con una anemia hemolitica congénita no esferocitica, ictericia y he-
patoesplenomegalia; el mecanismo patogénico exacto que conduce a la hemdlisis no es conocido.
La herencia en este procesp se ha postulado como autosémica recesiva. Los valores de la p50 sue-
len estar descendidos, entre 15 y 20 mm Hg,y la concentracion intraeritrocitaria del 2,3-DPG sue-
le ser menor al 50 °/o del nivel normal (172, 194, 236, 237), con casos en {os que es incluso inde-
tectable (172, 237).

100



{11, E} 2,3-DPG en |a diabates mellitus y en otros trastornos endocrinos y metabdlicos
1. El2,3-DPG en la diabetes mellitus

Al efectuar un estudio sistematico del 2,3-DPG eritrocitario en la diabetes mellitus es necesa-
rio diferenciar entre dos situaciones clinicas totalmente distintas: por un lado la de la diabetes es-
table o compensada y por otro la de fa cetoacidosis diabética.

Los enfermos diabéticos en régimen ambulatorio, no aciddticos y estables desde un punto de
vista clinico, tienden a mostrar unos valores elevados de 2,3-DPG, aunque tales valores son algo
contradictorios cuando se revisa la bibliografia. Mientras que algunos autores refieren haber en-
contrado niveles normales (7, 8, 193} 6 incluso disminuidos (65), otros, por el contrario, com-
prueban como sus casos presentan cifras superiores a las normales {16, 24, 67, 69, 70, 72). En
realidad, la tasa del 2,3-DPG varia ampliamente de unos pacientes a otros y ello depende no sélo
del control metabdlico de la enfermedad, sino también del tratamiento que se haya seguido en los
meses previos al estudio, asi como, y aunque no exista acidosis, de la concentracién de fosfato sé-
rico inorganico (8, 67, 72). Parece, efectivamente, que es posible demostrar, tanto en la diabetes
juvenil insulino-dependiente como en la del adulto, una estrecha correlacion entre el fosfato plas-
mitico y los niveles de 2,3-DPG, correlacién que no se consigue establecer con la glucemia (7, 67,
72).

A pesar de esta habitual tendencia de los enfermos diabéticos compensados a presentar una
concentracion de 2,3-DPG por encima de tos Iimites normales, la p50 en ellos, tanto ‘‘in vivo' co-
mo ‘‘in vitro”, suele ser normal (16, 24, 65, 69, 70, 72, 193). La mayoria de los pacientes afectos
de una diabetes mellitus tienen una tasa superior a la habitual de la hemoglobina denominada
A, ., hemoglobina que se caracteriza por su defectuosa interaccion con el 2,3—DPG (16, 24, 69,
70, 71, 72, 255). Esta forma menor de pigmento respiratorio del adulto tiene los extremos N-ter-
minales de ambas cadenas § bloqueados por una glucosa, cuya union es el resultado de una reac-
cion lenta, no enzimatica y de naturaleza irreversible. La proporcién de la HbA, . aumenta a me-
dida que envejece el hematie y en el enfermo diabético este aumento es, ademds, el reflejo de su
control terapéutico —de los niveles de glucemia— en los tres o cuatro meses previos al momento
de su determinacion (255). No es de extrafiar, por ello, que en estos enfermos, como consecuen-
cia de la presencia de esta hemoglobina hasta cierto punto anémala, la curva de disociacién con el
oxigeno, medida en condiciones de concentraciones normales de todos sus efectores alostéricos,
se encuentre desplazada hacia la izquierda (16). No es sino cuando se toman en consideracion los
niveles reales de 2,3-DPG —p50 “‘in vivo’'— cuando la curva se sitia en una posicion normal (16,
24, 69, 70). En este sentido, parece probable que los enfermos diabéticos no acidoticos alcancen
una respuesta homeostatica a la hipoxia tisular sélo parcialmente eficaz, ya que el efecto del 2,3-
DPG es contrarrestado por la HbA, - Para asegurar una adecuada oxigenacion de los tejidos es 16-
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gico, por ello, que los niveles del fosfoglicerato deban de estar aumentados (16, 67, 71, 72). Al
ser la hipoxia un factor de considerable importancia en la patogenia de la microangiopatia diabé-
tica (67, 71, 72), se ha pretendido obtener mejorias en el prondstico de la enfermedad al aumen-
tar la concentracién intraeritrocitaria del 2,3-DPG por medios farmacologicos, tales como los tra-
tamientos con difosfato célcico por via oral o con dietas ricas en fosfatos (67, 72). Los resultados
a este respecto son aun inciertos.

En la cetoacidosis diabética la situacién es diferente a la hasta ahora comentada. El 2,3-DPG
en estos casos suele estar descendido (67, 68, 72, 120, 254) —2.02 + 0.4 mM en los once enfer-
mos de Alberti et al. {7)— y en estrecha correlacién con el pH plasmatico, la cetonemia, la lactaci-
demia y la hipoxemia, pero no con la glucemia (7). Este descenso esta originado por la acidosis,
que enlentece el flujo glicolitico al inhibir las actividades de enzimas como la PFK y la DPGM {7,
72). La disminucién del pH, ademas, es 1a causa de un desplazamiento hacia la derecha en la curva
de saturacion de la hemoglobina, desplazamiento que es neutralizado por la caida en la concentra-
cién del 2,3-DPG, de tal forma que el valor de la p50 “‘in vivo’’ suele ser normal en las fases inicia-
les, previas al tratamiento, de la enfermedad (7, 67, 68, 72, 120). La p50 “in vitro”, por el con-
trario, al ser medida a un pH de 7.40, estd claramente descendida (72). Con los praocederes tera-
péuticos habituales en este tipo de situaciones clinicas mejoran, en cuestion de horas, los diver-
sos parametros bioquimicos alterados a excepcion del 2,3-DPG; este Ultimo permanece durante
varios dias por debajo de los |fmites normales (7, 67, 68, 72, 120). Por este motivo, algunos auto-
res (7, 67, 72, 120) han Hlamado la atencién sobre el peligro que encierra la correccion rapida del
pH en la cetoacidosis diabética; 1a mayor afinidad de 1a hemoglobina por el oxigeno originada por
los bajos niveles de glicerofosfato no es entonces neutralizada por el efecto Bohr del pH. Al afec-
tarse de este modo la liberacion del gas respiratorio a los tejidos el riesgo de hipoxia celular es
evidente.

Las razones del retraso y de la lentitud en la recuperacién de los valores normales del 2,3-DPG
en la cetoacidosis diabética son inciertas. Parece ser que la hipofosfatemia tiene a este respecto un
papel de cierta importancia, a semejanza de como sucede en las situaciones derivadas de la hi-
peralimentacion parenteral (7, 67, 72, 120). La administracidn de insulina desde las fases mds pre-
coces del tratamiento de la cetosis no s6lo ocasiona el paso de la glucosa y del potasio al interior
de las células, sino también del fosfato inorgdnico, necesario para la formacién de la glucosa-6-fos-
fato. La hipofosfatemia no es sino el reflejo de esta circunstancia (7, 72). Los niveles del fosfato
sérico inorgdnico tardan en recuperérse varios dfas, por lo que la formacion eritrocitaria del
2,3-DPG disminuye, al ser el fosfato cofactor de la PFK y de la GAPD; la concentracién del fos-
foéster no se normalizard —a pesar de que se haya corregido la acidosis metabdlica— mientras du-
re la hipofosfatemia (67, 72). En este sentido, se ha indicado 1a conveniencia de tratar la cetoaci-
dosis diabética, al menos en sus fases iniciales, con suplementos de fosfato inorganico intraveno-
so, bajo la forma de sales de potasio. Ello favoreceria una recuperacién mas precoz de los niveles
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del 2,3-DPG vy por o tanto mejoraria la oxigenacion tisular en las etapas iniciales de la enferme-
dad (7, 67, 120). Recientemente, sin embargo, se sefiala la posibilidad de aparicion de diversos
trastornos hidroelectroliticos —hipocalcemias, hipomagnesemias, hiperfosfatemias— con este tipo
de terapéuticas sustitutivas (254).

En conclusion: dos, al menos, parecen ser los factores que tienen especial relieve en la regula-
cion de la concentracién intraeritrocitaria del 2,3-DPG en la diabetes mellitus, tanto en su forma
estable o compensada como en situacion de cetoacidosis: el pH plasmatico y la fosfatemia (72).

2. El 2,3-DPG en otros trastornos endocrinos y metabolicos

En el hiperparatiroidismo ptimario, que cursa con bajos niveles de fosfatemia, se observa una
disminucién en el 2,3-DPG de! hematie, una mayor afinidad de la hemoglobina por el ox/geno y
con frecuencia una discreta eritrocitosis (242). Alteraciones similares es dado comprobar también
en hipofosfatemias de otro origen, como pueden ser las secundarias a reg{menes de hiperalimenta-
cidn parenteral y a tratamientos prolongados por via oral con hidréxido de aluminio, como los que
se siguen habitualmente en enfermos mantenidos en programas de hemodidlisis periodica (99,
137, 138, 242). El “pool’’ de fosfatos inorganicos del eritrocito muestra una estrecha dependen-
cia de la concentracion plasmdtica de fosfatos, ya que la transferencia entre uno y otro compar-
timentos —globulo rojo y plasma— se establece mediante una simple difusion pasiva (137, 138,
242). No es de extraiiar, por lo tanto, conocido el importante papel que el fosfato inorgdnico jue-
ga en la regulacion de la glicolisis, que la hipofosfatemia se acompaiie de una disminucion en el
contenido eritrocitario en 2,3-DPG {116, 135, 137, 148, 240, 242). A esta norma hace excepcion
la hipofosfatemia de la hiperventilacién crénica, por cursar con alcalosis (242).

Los niveles extracelulares de fosfatos inorganicos parecen, pues, criticos a la hora de mante-
ner y regular el metabolismo, la funcion y por ende la supervivencia de los hematfes. En este sen-
tido conviene recordar que en el curso de hipofosfatemias intensas y transitorias se han descrito
crisis reversibles de hemdlisis agudas, que han sido atribuidas a los comprobados bajos niveles eri-
trocitarios en ATP y 2,3-DPG ocasionados por el mencionado trastorno (116).

La hiperfosfatemia, por el contrario, suele ir acompafiada de unas tasas de ATP y de 2,3-DPG
elevadas; esto sucede en la insuficiencia renal crdnica, en la que, ademas, intervienen otros facto-
res (114, 135, 233, 242) como discutiremos mas adelante, y en la hiperfosfatemia fisiologica de la
infancia (242).

La influencia de los corticoesteroides sobre el contenido en 2,3-DPG de los hematies no ha
sido aun definitivamente establecida. Incubaciones “’in vitro’* a 37° C de sangre total con metil-
prednisolona producen aumentos en los niveles eritrocitarios del organofosfato y en la p50 de {a
sangre, en dependencia del tiempo de incubacion utilizado y de la concentracion del esteroide en

103



-

el ensayo (39, 82, 90, 142, 242). Algo similar sucede cuando se administran estos fairmacos *‘in
vivo’’ por via intravenosa. Las dosis farmacoldgicas que se emplean habitualmente en el trata-
miento del shock endotdxico parece que incrementan el valor de la p50, aungue no siempre se ha-
ya demostrado que esto fuera debido a una elevacién concomitante en el 2,3-DPG (82, 90, 91,
99, 142), En el momento actual es dificil poder precisar hasta qué punto tales cambios se deben a
una accion directa de estas sustancias sobre la glicolisis eritrocitaria o mas bien a un efecto indi-
recto mediado por otros factores, como pudieran ser las variaciones en el estado de oxigenacion
del eritrocito o en el pH plasmatico (90, 91, 233); a este respecto conviene recordar la frecuencia
con que la alcalosis metabdlica acompafia a los tratamientos esteroideos (233).

Ademds de las hasta ahora comentadas, un gran nimero de sustancias hormonales parecen te-
ner un cierto efecto sobre la p50 y el 2,3-DPG. Independientemente de las hormonas tiroideas,
cuya accidn serd estudiada en detalle mas adelante, la adrenalina, los andrégenos, la hormona so-
matotropa y la prostaglandina E, parecen poder incrementar, por uno u otro mecanismo, el con-
tenido en el fosfoglicerato de los hematies (182, 185, 242, 248); la insulina, por el contrario, ca-
rece de accion directa alguna sobre el metabolismo glicol itico eritrocitario (71, 120).

1V. El 2,3-DPG en la insuficiencia renal crénica

Parece ser un hecho comprobado por la generalidad de los autores (148, 150, 158, 160, 174)
el que en la insuficiencia renal cronica la hemoglobina muestra una menor afinidad por el oxige-
no, Tanto la acidosis metabdlica, de aparicidn frecuente en este proceso, como un aumento en la
concentracién de los fosfatos orgdnicos eritrocitarios pueden ser la causa de la mencionada alte-
racion en la homeostasis de la oxigenacion de los tejidos. Los niveles de ATP, pero sobre todo los
de 2,3-DPG, se encuentran elevados en la uremia crdnica, como ha podido ser demostrado en di-
versos trabajos a lo largo de los Gitimos afios (56, 114, 135, 148, 158, 174, 252). Esta circunstan-
cia parece reflejar un cierto estado hipermetabélico del hematie, que no podria explicarse en ab-
soluto por las anomalias del pH plasmatico, propias de esta situacidn clinica, ya que éste, como
hemos dicho, suele ser acido y por ello depresor de la velocidad de! flujo glicolitico general y de
las concentraciones de los intermediarios metabdlicos (139, 148). La elevacidn que experimenta
el contenido en 2,3-DPG de los hematies en la insuficiencia renal crénica puede tener su origen, al
menos, en cuatro 6rdenes de fendmenos distintos: 1) la inmadurez y, por lo tanto, la mayor acti-
vidad enzimética de la poblacién de hematies circulantes; esta ultima aparece como consecuencia
del componente hemolitico propio del sindrome anémico que se asocia a la enfermedad (139);
2) la hiperfosfatemia, cuya importancia real a este respecto no es totalmente conocida, pero sobre
cuya decisiva influencia no parece existir ningin género de dudas (24, 56, 114, 134, 135, 139,
148, 174, 233, 242); 3)1a presencia en el plasma del enfermo urémico de metabolitos estimulado-
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res de la glicolisis del eritrocito, hasta ahora no conocidos y que se opondrian al efecto de la aci-
dosis (139); una alternativa en este mismo orden de ideas seria a posibilidad sugerida por algunos
autores (134) en el sentido de que el acimulo de sulfatos en el plasma del enfermo renal cronico,
al inhibir la actividad de la DPGP, seria el origen del aumento en el 2,3-DPG; y 4) la anemia, o
quizas mejor, lasituacion de desoxigenacién de la hemoglobina, propias del trastorno que nos ocu-
pa, podrian por si mismas, al liberar la inhibicién enzimitica de la DPGM, incrementar la tasa del
fosfoglicerato (24, 56, 114, 134, 135, 148, 158, 174, 233).

Al efecto estimulador de la sintesis del 2,3-DPG ejercido por los mecanismos hasta ahora co-
mentados se opondria el efecto inhibidor, ya conocido, sobre dicha sintesis de la acidosis (24, 56,
114,135, 148, 150, 158, 174).

Vemos asi como en la insuficiencia renal cronica aparecen simulténeamente diversas alteracio-
nes en varios de los factores que intervienen en la regulacion del metabolismo eritrocitario, pero
sobre cuya importancia relativa existe gran controversia en el momento actual (139, 158). Quizas
uno de los mds importantes al respecto, por 1o menos en lo que al 2,3-DPG se refiere, sea la ane-
mia, que seguramente inicia la respuesta homeostatica eritrocitaria, la cual es posteriormente mo-
dulada por el resto de los mecanismos que acabamos de enumerar. La causa patogénica mas im-
portante del fracaso medular, y del sindrome anémico por consiguiente, en el enfermo renal cro-
nico, es la producciéon claramente disminuida de eritropoyetina {104). A veces, sin embargo, es
evidente un componente hemolitico, con unos niveles de eritropoyetina circulante aumentados y
con vigorosos esfuerzos de regeneracion medular. La severidad de la anemia se correlaciona en ge-
neral con el grado de la insuficiencia renal, aunque existen multiples excepciones individuales a
esta regla, por lo que no ha podido establecerse una relacion definitiva de causa a efecto. La tasa
de hemoglobina periférica suele comenzar a descender cuando la filtracién glomerular se reduce al
25 6 30 °/a de 1o normal {104). La naturaleza del proceso patoldgico que destruye al parénquima
renal no influye en el momento de aparicion de la anemia. Los fendmenos hemorragicos, frecuen-
tes en la uremia cronica avanzada. marcan también su impronta en la expresividad clinica del sin-
drome anémico. La magnitud de la hemolisis tampoco parece depender del tipo de lesidn renal,
sino mas bien del grado de insuficiencia funcional. El origen del sindrome hemol{tico debe de ci-
frarse principalmente en anomalias extracorpusculares, ya que los eritrocitos normales, transfun-
didos a estos enfermos, tienen una supervivencia disminuida, mientras que, por el contrario, sus
hematfes tienen una vida media normal cuando se transfunden a sujetos sanos (104). A pesar de
esto, numerosos estudios *’in vitro” han conseguido demostrar diversas anomalias en los glébulos
rojos --en las actividades enzimaticas, el transporte idnico, la fragilidad osmoética corpuscular,
etcétera— en la uremia cronica. Ninguna de éstas, sin embargo, parece de importancia decisiva a la
hora de definir 1a anormalidad especifica de la que depende la anemia de la insuficiencia renal
crénica, en la que la hipoproliferacion medular es el factor que mas claramente determina su seve-
ridad; esta hipoproliferacion medular deriva principalmente de la ausencia de una estimulacion
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adecuada por la eritropoyetina plasmdtica, anormalmente disminuida, aunque también en parte
de una falta de respuesta del tejido eritropoyético a su estimulo, quizés debido a la presencia de
diversos factores circutantes inhibidores de dicha respuesta (104).

A pesar de estar presentes en la uremia crénica dos factores —la anemia y la hiperfosfatemia—
que indudablemente deberfan de incrementar de forma muy significativa los niveles eritrocitarios
del 2,3-DPG, éstos, aunque elevados, no lo estdn en la cuantia que cabria esperar en relacion con
la tasa de hemoglobina periférica que es habitual en este proceso; para un mismo grado de anemia
los enfermos renales cronicos muestran una concentracion del glicerofosfato claramente inferior a
la que es posible objetivar en los pacientes anémicos no urémicos {135, 158, 201, 252). La acido-
sis metabdlica propia de! fracaso renal debe de ser, con toda probabilidad, la causa responsable
de este fendmeno (158). La caida en el pH plasmatico, sin embargo, al desviar, gracias al efecto
Bohr, 13 curva de saturacién de ta hemoglobina hacia la derecha, colabora con la elevacién del
2,3-DPG eritrocitario en el mantenimiento de una mejor oxigenacién de los tejidos; ello explica-
ria por qué los enfermos renales cronicos toleran relativamente bien importantes grados de anemia
{135, 158).

En los.ultimos afios, diversas estudios {148, 1568, 174) han tratado de precisar si en los pacien-
tes afectos de una uremia crénica e incluidos en un programa de depuracion extrarrenal periddica
se producen modificaciones en el contenido eritrocitario en 2,3-DPG después de cada sesion de
hemodiilisis. El escaso numero de trabajos publicados en la literatura, unido a la disparidad de sus
resultados, nos impide por el momento llegar a conclusiones definitivas. La falta de un criterio uni-
forme a la hora de seleccionar a los enfermos, las diferencias en la duracidn de las sesiones de di4-
lisis y, sobre todo, el distinto comportamiento a lo largo de estas Ultimas de factores tales como el
pH plasmético, la fosfatemia, la hemoglobina o el hematacrito, nos pueden explicar la heteroge-
neldad de los hallazgos obtenidos por los diversos grupos de investigadores. La cuestién, sin em-
bargo, no deja de tener una cierta importancia practica, ya que serfa de gran interés poder saber si
en el enfermo anémico y urémico se modifica o no la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno
como efecto colateral de cada sesion de hemodialisis (148, 158, 174); si la respuesta a esta pre-
gunta fuera afirmativa, ello nos obligaria a precisar cudl o cudles son los factores responsables de
la modificacidn, para asf intentar corregirlos, siempre y cuando hubiéramos llegado previamente a
la conclusion de lo nocivo de su influencia, en cuanto a la homeostasis del transporte de oxfgeno,
para el enfermo renal crénico incluido en un programa de depuracion extrarrenal periodica.

V. El 2,3-DPG sn las enfermedades tiroideas

La hiperproduccion de hormonas tiroideas conduce a un incremento en el metabolismo celu-
tar, en el consumo periférico de oxigeno y en la termogénesis (87, 147, 205, 260). Los mecanis-
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mos de adaptacion del organismo a la nueva situacion metabdlica que esta circunstancia depara,
tanto en el orden cardiocirculatorio como en el respiratorio, son conocidos desde hace afios e in-
cluyen fendmenos tales como la taquicardia, el aumento del volumen sistalico y del gasto cardia-
co, la apertura de arteriolas periféricas y cutdneas —con la consiguiente disminucion en las resis-
tencias vasculares periféricas—, la taquipnea, etc. En definitiva, todos ellos son mecanismos orien-
tados a mejorar la oferta de oxigeno a los tejidos (87, 147, 149, 240). Aunque ya en 1930 Bansi
y Groscurth (20) comprobaron por primera vez, en 19 casos de enfermedad de Graves-Basedow y
en varios sujetos-sanos tratados con extractos tiroideos, como la curva de disociacion de la hemo-
globina se encontraba desplazada hacia la derecha, fue s6lo en 1969 cuando Gahlenbeck y Bartels
{87) intuyeron el verdadero significado fisiopatolégico de este hallazgo. La menor afinidad del
pigmento respiratorio por el oxigeno en situaciones de hipertiroidismo fue demostrada por estos
Gltimos autores {B7) al estudiar el valor del parametro p50 “in vitro” en 17 enfermos basedowia-
nos, asi como en acho- hombres normales tratados con 100 ug/dia {y en nueve tratados con
1560 ug/dfa) de L-3,5,3triyodotironina (T;). En todos ellos se comprobaba un aumento significa-
tivo de la p50 si se comparaba con el valor medio obtenido del anilisis de 18 sujetos sanos. Resul-
tados similares se objetivaban también experimentalmente al tratar 16 ratas con 20 ug/100 g de
peso/dfa de T, durante 10 dias; la p50 se normalizaba 10 dias después de haber suspendido el
tratamiento hormanal. A la vista de estos hechos, Gahlenbeck y Bartels (87) sugirieron que fa dis-
minucion en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, consecuencia del incremento en la
p50, no seria sino otro mecanismo més de adaptacion del enfermo hipertiroideo a las mayores
necesidades periféricas del gas repiratorio, mecanismo que ademds no llevaria aparejadas las des-
ventajas propias de los ajustes cardiorrespiratorios. A conclusiones similares llegaron con posterio-
ridad otros autores (147, 149, 205, 222, 240). E| presunto factor responsable del desplazamiento
hacia la derecha de la curva de saturacion de la hemoglobina en las situaciones de hiperfuncién ti-
roidea, aunque intuido, era por entonces —afio 1969— desconocido (87). En el mixedema dicho
factor se pensaba que estaria, por el contrario, practicamente ausente, como parecfa l6gico dedu-
cir de la demostrada mayor apetencia del pigmento respiratorio por el oxigeno‘en esta enferme-
dad (102). En 1970, Miller et al. {149) son los primeros en sugerir que el 2,3-DPG eritrocitario
debia de ser el hasta entonces afanosamente buscado “‘agente’’ liberador del ox(geno de la hemo-
globina en el hipertiroidismo. Aquellos autores (149), y posteriormente la casi generalidad de
otros muchos (147, 152, 182, 185, 204, 205, 207, 233, 240, 242, 245, 248), con la excepcion,
que conozcamos, de s6lo un grupo de trabajo {260), han llegado a la conclusion de que la concen-
tracion del fosfoglicerato se encuentra elevada en las situaciones de hiperfuncion tiroidea, tanto
espontineas como provocadas de modo iatrdgeno. En animales de experimentacion —conejos,
monos y ratas— también se ha puesto de manifiesto como la administracion de hormonas tiroi-
deas —tiroxina y triyodotironina—, tanto por via parenteral como con la dieta, durante un tiempo
y a unas dosis variables segin los distintos autores, conduce a un incrementa en la tasa del fosfo-
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éster (126, 185, 203, 233}, aunque para algunos (73) en una cuantia no excesivamente significati-
va. Los resultados obtenidos "in vitro’’ en incubaciones a 37° C de hematies intactos o de prepa-
raciones enzimaticas con triyodotironina o eventualmente con tiroxina son, sin embargo, menos
uniformes (58, 147, 205, 207, 219, 220, 221, 222, 233, 234, 240). Segin algunos trabajos (147,
219, 220, 221, 222) ambas hormonas tiroideas estimulan, incluso a pequeiias concentraciones, la
sintesis del 2,3-DPG “in vitro”, tanto en el eritrocito integro y aislado como en preparados libres
de hemoglobina y enriguecidos con los sistemas enzimaticos generadores del fosfoderivado; pare-
ce que son precisas cantidades menores de T, que de T, para que se produzca e efecto deseado
(204, 222), el cual, por otra parte, es ya detectable a los treinta minutos de iniciada la incuba-
cion {219). Otros estudios (58, 205, 207, 234), por el contrario, no han conseguido confirmar
estos hallazgos, lo que ha sido atribuido en ocasiones {205, 207) a la aparicion de una acidosis
{&ctica en el seno del medio reactivo “in vitro’'.

Los mecanismos a través de los que la tiroxina o la triyodotironina pudieran afectar al meta-
bolismo del 2,3-DPG no son conocidos en el momento actual (58, 149, 182, 248); la funcién en
el ambito fisiologico de este hipotético control es también objeto de controversia (182, 248). Ca-
be pensar al menos en tres posibilidades distintas en cuanto a la relacion entre las hormonas tiroi-
deas y el glicerofosfato: 1) un efecto indirecto como consecuencia de un aumento en el nimero
de eritracitos jévenes circulantes, cuyo contenido en el fosfoderivado es superior, como es sabido,
al de los normocitos maduros (182, 248); este mecanismo no parece muy probable, ya que en los
hipertiroidismos inducidos farmacolégicamente la maxima concentracién del 2,3-DPG no coinci-
de en el tiempo con la reticulocitosis, que ademds persiste cuando los niveles del fosfodster se en-
cuentran ya en franco descenso (185); 2) una accién, también indirecta, mediada bien a través del
incremento en los requerimientos tisulares de oxfgeno propios de l1a hiperfuncion glandular o bien
a través de un descenso en la tasa de hemoglobina periférica (152, 182, 185, 242, 248); estudios
recientes parecen indicar que la anemia es poco frecuente como manifestacion propia del hiperti-
roidismo y que, si aparece, es mds bien como consecuencia de otras causas —pérdidas hemorrégl-
cas, infecciones cronicas, etc.— asociadas a la enfermedad primitiva {104, 242); 3) un efecto di-
recto sobre el metabolismo intraeritrocitario del 2,3-DPG (182, 185, 204, 205, 207, 219, 221,
242, 248). Es esta ultima posibilidad, quizés la mds verosimil, la que va a ser comentada a conti-
nuacidn, a la luz de nuestros conocimientos actuales, de manera mas extensa.

En contraposicion a 1o que sucede en las situaciones de anemia o de hipoxemia, en las que el
estimulo primario para la sintesis del fosfoglicerato es probablemente ta desaturacidn crénica de
la hemoglobina, en la tirotoxicosis diversos trabajos (205, 207, 219, 221, 222) parecen haber de-
mostrado una accion directa de las hormonas tiroideas sobre el contenido en 2,3-DPG de los he-
maties. Para algunos autores (219, 221) esta accion directa seria inmediata sobre la DPGM, a la
que estimularian en su actividad enzimatica, con el consiguiente favorecimiento en la conversion
del 1,3-DPG al 2,3-DPG; no parece probable que este efecto inmediato se deba a una inhibicion

108



de la DPGP o a la liberacion de un hipotético freno metabélico ejercido sobre ta DPGM (221), Pa-
ra otros investigadores (206, 207), por el contrario, la accién directa de la T, 6 de la T, sobre el
organofosfato estaria mediada por una modificacién en el pH, tanto plasmatico como intraglobu-
lar, que tenderia hacia la alcalosis y, por lo tanto, a favor :cer la sintesis del fosfoderivado.

Finalmente, y en oposicion a lo dicho hasta ahora, en algunos trabajos (58, 234} se descarta la
existencia de cualquier efecto estimulador directo “in vitro”” de las hormonas tiroideas sobre la
formacién del 2,3-DPG o sobre la DPGM; a la vista de la marcada contradiccion con los hallazgos
de publicaciones previas, Czernik et al. (68) concluyen que son necesarios nuevos y mas profun-
dos estudios antes de que se pueda establecer de forma definitiva una relacién directa, de causa a
efecto, entre la tiroxina o la triyodotironina y el 2,3-DPG del hematie.

La funcion que los fosfatos organicos eritrocitarios desempefian en la homeostasis del trans-
porte del oxigeno en las situaciones de hipofuncion tiroidea no ha sido aun practicamente investi-
gada, pero parece todavia mas compleja, si cabe, que ta que hemos discutido a propésito de la ti-
rotoxicosis. Algunos hallazgos (185) apoyan la hipdtesis de que es la masa eritrocitica corporal
total el factor que de manera mas importante interviene en la regulacion de los niveles del
2,3-DPG en el hematie. Es un hecho conocido que la anemia asociada o propia del hipotiroidismo
es de caracteristicas normocromicas y normociticas y de grado leve 0 moderado, rara vez por de-
bajo de los 9 g °/o en la tasa de hemoglobina periférica (104). Para explicar su patogenia se ha
pensado en un cierto grado de hipoplasia medular, como un mecanismo mds de adaptacion del or-
ganismo, que ajusta la masa roja circulante a las menores necesidades de oxigeno en los tejidos; es
tipica su buena respuesta al tratamiento hormonal sustitutivo (104, 242). La anemia mas frecuen-
te en el hipotiroidismo es, sin embargo, la microcitica e hipocrémica secundaria a un déficit de
hierro sobreaiiadido a la enfermedad de base; suele ser muy severa y la reaccion medular a la tera-
péutica oportuna es correcta, hecho indicativo de que la deficiencia hormonal no es obsticulo
para una adecuada produccion de eritrocitos en la médula Gsea (242). Menos habitual es la ane-
mia macrocitica secundaria a una carencia en dcido folico o en vitamina B, , (104). La eritrocito-
sis idiopatica es excepcional como anomalia asociada a la hipofuncion tiroidea (81).

En relacién con lo que acabamos de exponer a propdsito de la masa eritrocitica cabria distin-
guir, por 1o que se refiere al papel homeaostatico del 2,3-DPG en el hipotiroidismo, dos 6rdenes de
situaciones distintas: en primer tugar, aquellas en las que la anemia es la expresion de un fendéme-
no adaptativo a los menores requerimientos tisulares de oxigeno, por o que en ellas no seria ne-
cesario un incremento compensador en los niveles del 2, 3-DPG vy, en segqundo lugar, aquellas otras
situaciones en las que el déficit de masa eritroc(tica es patolégico, con 1ina disminucion en la ofer-
ta del gas respiratorio a los tejidos y que, por lo tanta, precisarian de un aumento en la concen-
tracién del fosfoéster, al objeto de favorecer la liberacion del oxigeno a nivel periférico (185).
Hasta el momento actual no se han efectuado. que sepamos, estudios en este sentido. En el afio
1978, Zaroulis et al. {260) han publicado un trabajo en el que refieren haher encontrado valores
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normales de 2,3-DPG en nueve enfermos hipotiroideos no anémicos estudiados en catorce oca-
siones distintas. En el afio 1979, Sarkar et al. {203) no han comprobado modificaciones en la tasa
del fosfoderivado en ratas a las que experimentalmente se convirtioé en hipotiroideas.

VL. El 2,3-DPG en la cirrosis hepatica

Desde que en 1884 Flickiger (85) describiera por primera vez, en una mujer de 37 afios de
edad sin patologia cardiopulmonar alguna, la triada integrada por cianosis, acropaquias y cirrosis
hepatica, el interés por la fisiopatologia respiratoria —y mds concretamente por la curva de satu-
racion de la hemoglobina— en las enfermedades hepdticas créonicas ha sido constante. La cianosis
y las acropaquias constituyen, en ausencia de otra anomalia asociada, dos hallazgos clinicos poco
comunes en el curso de las hepatopatias cronicas {2, 98, 141, 183, 198, 223); quizas son algo més
frecuentes en la cirrosis biliar primitiva, en la cirrosis juvenil y en la hepatitis cronica agresiva
{107, 140, 141). En cualquier caso, {a patogenia de ambos signos —cianosis y acropaquias— en es-
te grupo de enfermedades es desconocida en el momenta actual (34, 223, 226). E! aumento en el
flujo sanguineo periférico, expresion de la vasodilatacion generalizada del enfermo cirrético, y la
hipoxemia son trastornos que se asocian habitualmente a dichos hallazgos clinicos (34, 107, 127,
216, 226, 227).

Numerosos mecanismos fisiopatoldgicos han tratado de dar explicacion a la hipoxemia que
aparece en algunas ocasiones en el curso de la cirrosis hepatica. En 1935, y posteriormente en
1938, Keys y Snell {124} fueron los primeros en detectar un desplazamiento hacia la derecha en
la curva de saturacion de la hemoglobina; en 61 enfermos hepaticos cronicos observaron un cierto
grado de insaturacion arterial de oxigeno, en general poco marcado, y en 14 de ellos, en los que
determinaron el valor de la p50, comprobaron como éste era superior al de ocho controles norma-
les. Keys y Snell {124) propusieron entonces para este hecho diversas explicaciones, tales como la
probable existencia de determinadas alteraciones en el recambio gaseoso a nivel pulmonar —que
en general no eran evidenciables en las necropsias— o como ia presencia de “’ciertas anormalidades
de la sangre en si misma” y mas concretamente “en la afinidad de la hemoglobina por el oxige-
no’’. Aungue en afios posteriores la supuesta desviacion en la curva de saturacién de la hemoglobi-
na ha sido objeto de diversos estudios, no siempre concordantes (15, 19, 50, 62, 108, 117, 140,
141, 183, 223, 232, 233, 261}, ha sido tan s6lo hace poco tiempo cuando ha comenzado a valo-
rarse el papel que el 2,3-DPG pudiera desempefiar, a este respecto, en la cirrosis hepatica (115),
Las escass publicaciones que hacen referencia al tema coinciden en encontrar unos niveles eleva-
dos del glice-~fosfato en esta situacién clinica {15, 19, 62, 115, 117, 175, 201, 233). Tres, al me-
nos, podrian ser .. factores responsables de tal elevacién: la anemia, la hipoxemia y los trastor-
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nos en el equilibrio dcido-base; aunque es posible que existan otros ain no conocidos (15, 99,
117, 233). Vamos a comentar brevemente, a continuacion, los tres que hemos mencionado.

1. Laanemia

A pesar de |a diversidad de causas y mecanismos patogénicos que pueden conducir a una en-
fermedad crénica.del higado, parece ser que 1a anemia a ella asociada tiene en general unas carac-
teristicas morfologicas y patofisiologicas similares; de esto se deduce que las alteraciones hemato-
l6gicas son secundarias no a la causa primitiva, sino mas bien a su consecuencia final, la disfun-
¢i6n crénica del organo (104). Por lo tanto, no resulta extraio gue el grado de anemia y la severi-
dad de la lesion hepética corran parejas.

Con la enfermedad crdnica del higado pueden coexistir diversos tipos de anemia, lo cual no
quiere decir, realmente, que los procesos sean interdependientes y formen una sola unidad pato-
|6gica, ya que ambos son de una alta incidencia entre {a poblacion general.

La anemia asociada o propia de la hepatopatia cronica es de grado moderado (2, 108, 127,
233), alrededor de los 10 g °/o de tasa de hemoglobina, y sélo severo cuando existen otros facto-
res etiologicos, tales como la hemorragia, la deficiencia en folatos o en hierro, la hiperhemélisis,
etcétera. Los hematies son de morfologfa normocitica y mas tipicamente macrocitica. Su seme-
janza con la anemia megalobldstica o con la perniciosa hace pensar de modo inmediato en la po-
sibilidad, al considerar superficialmente su presunta patogenia, de un defecto en el almacenamien-
to hepdtico del acido falico o de la vitamina B, ,. Sin embargo, a similitud morfol6gica entre am-
bos tipos de anemias —la propia de la hepatopatia y las secundarias a las deficiencias vitam(ni-
cas— no resiste a un examen critico. Ademds, ia primera de ellas no responde a la administracién
de folatos ni de B, ,, factores gue, por otra parte, han sido detectados en el tejido hepitico del
enfermo cirrético, aunque, si bien es cierto, en una cuantia inferior a la normal {104}, Diversas hi-
potesis han postulado la existencia de determinadas alteraciones en la captacion, el almacena-
miento, la liberacion o el transporte de cualquiera de los dos factores madurativos, en un intento
de esclarecer asi, al menos en parte, la patogenia de la anemia asociada a la enfermedad hepética
crénica; esta anemia resulta un hallazgo tan constante que la simple presencia de unos niveles de
hemoglobina superiores a los 16 g °/o debe de hacernos sospechar la existencia de un hepatoma
implantado sobre la enfermedad primitiva (104).

La reduccion en la tasa de hemoglobina circulante puede ser secundaria en el enfermo cirréti-
€0 a un aumento en el volumen plasmatico total ("‘ascitis de la sangre”’} y no ser refiejo de un des-
censo real en la masa eritrocitica corporal; se trataria en este caso de una auténtica anemia por
hemoditucion (78, 104, 107, 108, 140, 141, 156). En efecto, algunos autores {78, 156) han com-
probado cdmo en la cirrosis hepatica puede existir una hiperplasmemia, con volemia total a veces
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también aumentada; esto suele ser particularmente mas caracteristico de aquellos casos en los que
se asocian un franco estado hiperquinético con una marcada reduccion en fas resistencias vascula-
res periféricas, o una gran hipertension portal con circulacion colateral y varices esofégicas, o una
notable hipoxemia con cianosis {78, 104, 107, 156).

La hemodilucion juega un papel importante en ia anemia del enfermo cirrético, pero el fac-
to dominante parece depender mas bien de un descenso verdadero y significativo en la masa to-
tal de hematies. La expansion de la médula roja, la proliferacion normoblastica y la reticulocitosis
periférica asi parecen indicarlo, al proporcionar una cierta evidencia del esfuerzo medular eritro-
poyético (78, 104).

La existencia de un discreto grado de hemdlisis tamhién ha sido postulada en estos enfermos,
al demostrarse en ellos un acortamiento en la vida media eritrocitaria (104, 140).

Cabe afirmar, pues, que la anemia asuciada a la enfermedad hepatica cronica es de etiologia
desconocida, refractaria a los tratamientos habituales, exagerada por la hiperplasmemia y carac-
terizada por una destruccion aumeintada de hematies y una respuesta medular no del todo adecua-
da. A todo esto debe de aiiadirse que en una cirrosis hepatica es mas bien excepcional el poder ha-
blar de una situacion estable en la que la anemia asociada no se vea cornplicada o influida por una
o varias circunstancias sobreaiiadidas que la modulen o la modifiquen, como por ejemplo, las pér-
didas hemorragicas agudas o cronicas, la ferropenia o la sobrecarga de hierro, las deficiencias en
factores de maduracion —&cido folico, vitamina B,,, piridoxina, etc.—, la malnutricion o la
malabsorcion intestinal, el alcoholismo, las infecciones cronicas, el hiperesplenismo, los trastor-
nos en el metabolismo de los hidratos de carbono, la obstruccion biliar, la patologia autoinmune
o el fracaso renal (78, 104, 140). Por todo ello, la expresion final de una anemia en una cirrosis
hepética es muy variable, ya que todos los factores enumerados se combinan de muy diversa for-
ma al producirla.

La totalidad de los autores {15, 19, 62, 117, 201, 233) estan de acuerdo al valorar la impor-
tancia de la anemia en la elevacidon gque experimentan los niveles eritrocitarios de 2,3-OPG en los
enfermos cirréticos; sin embargo, aunque tal anemia ha sido encontrada en casi todos los casos es-
tudiados, solo en algunos trabajos (15, 19) se ha conseguido establecer una correlacién significati-
va entre la tasa de hemoglobina circulante y los niveles del fosfoderivado. A veces esta falta de co-
rrelaciéon ha sido atribuida a las transfusiones de sangre que, con relativa frecuencia, reciben los
enfermos, sobre todo cuando van a ser sometidas a una intervencion quirurgica derivativa por su
hipertension portal; estas transfusiones, por ser habitualmente de sangre conservada, suelen alte-
rar, sobre todo en las primeras horas, la concentracion eritrocitica del 2,3-DPG (62, 117, 175).
Sin embargo, parece indudable que, en general, los niveles del fosfoéster que se encuentran en el
curso de la cirrosis hepatica son superiores a los que cabria esperar por el grado de anemia que es
caracterisiicc de la >nfermedad (15, 201); es, por lo tanto, l6gico pensar que algin otro factor,
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ademds de dicha anemia, debe de influir en la respuesta compensadora del 2,3-DPG a la deficien-
cia en masa eritrocitica en esta situacion clinica.

2. La hipoxemia

La hipoxemia es relativamente frecuente en la cirrosis hepatica (2, 19, 62, 86, 98, 108, 117,
122, 127, 140, 141, 144, 175, 184, 218, 223, 226, 233, 253, 256, 261}. La pO, se suele situar
entre 60 y 80 mm Hg, rara vez por debajo de 50 mm Hg y solo en un 20 °/c de los casos por enci-
ma de 80 mm Hg (2, 50, 98, 122, 175, 223, 226, 261). Sin embargo, la Sa0, suele ser normal,
superior generalmente al 90 °/o (2, 15, 34, 60, 60, 98, 108, 121, 122, 141, 144, 156, 184, 223,
256, 261). La insaturacion de oxigeno de la sangre arterial, cuando aparece, se ha tratado de ex-
plicar bien por el ya mencionado desplazamiento hacia la derecha en la curva de saturacion de la
hemogiobina o bien por la misma hipoxemia. La primera de las dos posibilidades no solamente no
ha sido comprobada, como ya comentibamos, por muchos autores, sino que, ademds, el grado de
desplazamiento que, en ocasiones, puede observarse no suele ser de una magnitud suficiente como
para explicar por si mismo la insaturacion arterial de oxfgeno (15, 19, 50, 141, 184, 261).

Cuatro mecanismos patofisioldgicos basicos han tratado de aclarar el origen de la hipoxemia
de la cirrosis hepdtica: la hipoventilacién alveolar, los trastornos en el cociente ventilaclon-perfu-
sion, la alteracién en la difusién alveolo-capilar y el efecto “‘shunt’” (19, 107, 108, 140, 141, 184,
223, 256, 261).

a) La hipoventilacién alveolar

Es conocido el hecho de que esta anomalia siempre se acompafia de una elevacién en la pCO,
alveolar y arterial. Numerosos estudios (50, 107, 108, 117, 121, 122, 127, 140, 144, 181, 183,
184, 218, 233, 253) han demostrado, sin embargo, que los enfermos cirrdticos suelen tener una
hiperventilacién crénica, que co;rduce a una alcalosis respiratoria, sobre cuyo origen habla-
remos mas adelante. La hipoventilacion alveolar es, por el contrario, muy rara en el curso de una
cirrosis hepética, por lo que no debe de ser la causa, al menos habitualmente, de la hipoxemia que
puede aparecer en ella; una pCO, elevada debe de alertar al clinico y hacerle sospechar la presen-
cia de una depresion del centro respiratorio, quizas medicamentosa, por sedantes, que se metabo-
lizan mal en el higado enfermo (223, 256).
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b) Los trastornos en el cociente ventilacién-perfusion

El valor de este cociente es normalmente de 1.0, aunque teéricamente puede variar entre cero
e infinito (223). El pequeiio gradiente alveolo-arterial de pO, que se origina en el pulmén normal,
como consecuencia de alteraciones en dicho cociente en las distintas zonas del 6rgano,es del or-
den de los 5 o 10 mm Hg. En la cirrosis hepdtica pueden encontrarse diversas variaciones en la
funciébn pulmonar regional —por ascitis, derrames pleurales, atelectasias basales, etc.—, que pue-
den dar origen, ocasionalmente, a hipoventilaciones locales con perfusion conservada y cuyo re-
sultado a veces es una hipoxemia (2, 98, 107, 108, 144, 184, 223, 261). A(n en ausencia de asci-
tis se ha detectado una menor ventilacién en las bases pulmonares mediante xenon-133; sin em-
bargo, la hipoxemia aparece con independencia de la ascitis y tampoco mejora con la paracente-
sis (107, 108, 122).

Por todo ello, aunque de indudable importancia, los trastornos en la relacién ventilacion-per-
fusion no deben de ser la causa principal de la hipoxemia del cirrotico (2, 223, 256).

¢} La alteracion en la difusién alveolo-capilar

Este defecto, aunque ocasionalmente demostrado (183, 256), no parece que aistadamente in-
tervenga, de modo decisivo, en el origen de la hipoxemia de la enfermedad hepdtica crénica {2,
34,107, 108, 141, 223, 253).

d) El efecto “shunt”

El efecto “shunt’’, efecto de mezcla venosa o de admision venosa, aparece como resultado de
la presencia de cortocircuitos vasculares entre la circulacién pulmonar y la circulacion mayor; co-
mo consecuencia, la sangre no se pone totalmente en contacto con la superficie de intercambio
respiratorio en el pulm6n, y de ahf el consiguiente defecto en la oxigenacién de la hemoglobina
{223). En el sujeto sano existe un “shunt” fisiolégico, pero su magnitud, pequefia, no alcanza el
5 °/o del gasto cardiaco (184, 223). En realidad, la mezcla venosa es una forma extrema de dese-
quilibrio entre la ventilacion y la perfusion pulmonares, en la que la relacion entre ambos facto-
res es igual a cero por serlo el primero de ellos (223). No cabe duda de la existencia de un aumen-
to del efecto de admisién venosa en la cirrosis hepética (2, 34, 86, 98, 107, 108, 122, 140, 141,
144, 156, 157, 183, 184, 198, 223, 228, 227, 253, 256, 261}, como lo demuestra la persistencia
de grandes gradientes alveolo-arteriales despuéds de respirar oxigeno al 100 °/e (2, 98, 107, 108,
144, 156, 184, 223, 256); su magnitud, aunque variable, se ha evaluado entre un 6 y un 25 %,
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excepcionalmente un 40 °/o o mds, del gasto cardiaco (2, 90, 98, 122, 141, 144, 183, 184, 198,
223, 226). Varias pueden ser las localizaciones de las comunicaciones o anastdmosis causantes del
efecto “shunt”. Los cortocircuitos intrapulmonares, 1os mas estudiados, son quizds también, des-
de un punto de vista cuantitativo, los més importantes (2, 34, 81, 107, 108, 141, 144, 156, 157,
184, 198, 223, 226, 256, 261); se han llegado a demostrar, incluso, auténticas arafias vasculares
intraparenquimatosas o en la superficie pleural (34, 223).

La presencia de comunicaciones vasculares entre e! sisterna portal y la circulacion mayor, en-
tre esta Gltima y 1a circulacién pulmonar o entre el primero —el sistema portal— y las venas pulmo-
nares, a través de los plexos venosos periesofdgicos, mediastinicos, bronquiales, dcigo-depen-
dientes, etc., también ha podido ser puesta de manifiesto en diversos trabajos (86, 98, 107, 108,
141, 144, 157, 184, 223, 226, 227, 261); el porcentaje de mezcla venosa que depende de su fun-
cionamiento es indudablemente menor que el que es consecuencia de las anastomosis vasculares
intrapulmonares antes citadas, no s6lo porque, desde un punto de vista numérico, las comunica-
ciones extrapulmonares son menos importantes, sino también, y fundamentalmente, porque la
sangre portal tiene una pO, elevada (34, 141, 144, 157, 223, 256). En cualquier caso, ambos ti-
pos de cortocircuitos —cuya demostracion se ha efectuado tanto mediante estudios anatomicos
“post-mortem” como por técnicas radiolégicas o isotdpicas (2, 34, 122, 141, 167, 183, 198,
256)— deben de reconocer una causa comin: la apertura de un gran nimero de anastomosis arte-
rio-venosas o de vasos colaterales y plexos venosos preformados, no anémalos, pero normalmente
cerrados al flujo sanguineo y que son probablemente activados y puestos en funcion por una hi-
potética sustancia vasodilatadora —histamina, bradiquinina, ferritina, estrogenos, etc.—, bien pro-
ducida o bien no metabolizada por el higado enfermo; en definitiva, no seria ésta sino la misma
alteracion circulatoria que conduce al conocido estado hiperquinético del enfermo cirrético (34,
107, 127,140, 156, 198, 226, 227, 253, 256).

En resumen, parece que muchos factores colaboran en fa génesis de la hipoxemia propia de la
enfermedad hepdtica cronica; el efecto “'shunt’’ en primer lugar, y secundariamente los trastornos
en el cociente ventilacion-perfusién, son con toda certeza los mas importantes al respecto (2, 34,
86, 98, 108, 157, 183, 184, 223, 253).

La hipoxemia no ha sido evaluada como indice pronéstico en [a historia natural de fa cirrosis
hepética, pero parece que puede tener cierta importancia en el desarrollo de la encefalopatia por-
tal, por lo que su tratamiento, por lo demas sencillo, es aconsejable en todos los casos (175, 223,
261).

La relacion entre la hipoxemia y el 2,3-DPG eritrocitario en las hepatopatias crénicas ha sido
objeto de escasos estudios (15, 117, 175, 233}, en algunos de ellos (15) se ha intentado establecer
una correlacién lineal entre ambos pardmetros. De tales estudios parece desprenderse que la hipo-
xemia es un factor menos importante que la anemia o la alcalosis a la hora de modificar la con-
centracion eritrocitaria del 2,3-DPG en la cirrosis hepdtica.
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3. Los trastornos en el equilibrio cido-base

La alcalosis respiratoria es la perturbacién del equilibrio dcido-base mds frecuente en los en-
fermos cirréticos, sobre todo en aquellos casos en los que coexiste una situacion de coma hepa-
tico o de encefalopatia portal {15, 50, 61, 108, 117, 121, 122, 124, 140, 155, 181, 183, 184,
218, 223, 233, 240). La etiologia de la hiperventilacion cronica —causa de la alcalosis— no ha si-
do adn establecida, aunque ha sido muy investigada (107, 108, 122, 127, 155, 181, 183, 184,
218, 223, 246, 256). La hipoxemia podria ser el estimulo primario del centro respiratorio; sin
embargo, su escasa magnitud y lo inhabitual de una desaturacion arterial de oxfgeno asociada ha-
cen que esta hipbtesis sea poco probable (107, 108, 122, 140, 141, 155, 218). Se han buscado
otras causas, a veces no fisiologicas, para explicar la hiperventilacion crénica del enfermo cirr6ti-
co. Se ha pensado en un trastorno del centro respiratorio que origine una intolerancia o una hi-
persensibilidad patologicas al CO, (122, 141). Se ha valorado también la posibilidad de una es-
timulacion directa del centro respiratorio por concentraciones anormalmente altas de amoniaco,
0 més probablemente atin, del ion amonio, més difusible a través del sistema nervioso centrat y
por lo tanto més téxico, y cuya formacién estaria favorecida por la alcalosis existente (107, 108,
122, 155, 218, 238, 246); sin embargo, la correlacion entre los niveles sangulneos del amoniaco y
fa ventilacion pulmonar es muy pobre {108). Se ha sugerido finalmente que otras sustancias,
como las aminas o 1a progesterona, podrian ser las responsables, al no ser metabolizadas por el hi-
gado enfermo, de la hiperventilacion cronica del enfermo cirrético (108, 122).

Ademas de la alcalosis respiratoria, otras situaciones dcido-base pueden aparecer en el curso
de una cirrosis hepatica, sobre todo en sus fases terminales o en los casos de encefalopatia portal
(97, 109, 128, 155, 181, 246). En general, puede afirmarse que existe una progresion desde la al-
calosis respiratoria inicial hasta la acidosis metabdlica final, habitualmente con las caracteristicas
de la acidosis lactica en los estadios ultimos del coma hepético (97, 109, 128, 155, 181, 246).

Esta eventualidad no es nada extraiia a la vista del papel central del higado en el metabolismo
del lactato; tampoco sorprende, por lo tanto, el mal pronéstico de la hiperlactacidemia en las si-
tuaciones de insuficiencia hepdtica, tanto aguda como crénica (97, 109, 128, 165), Sin embargo,
la gran réserva funcional del érgano consigue que los niveles sangufneos del lactato permanezcan
dentro de limites normales mientras la hepatopatia se mantenga en una situacion de compensa-
¢idn clinico-metabdlica (128).

Finalmente, la alcalosis metabdlica, aunque menos habitual, también es posible como anoma-
lia 4cido-base; su origen puede deberse a una hipopotasemia, una aspiracion gastrica continua,
unos vémitos de repeticion, etc. (1565, 181).

En conclusion, el balance dcido-base en fa cirrosis hepdtica es un proceso con caracterfsticas
dinamicas en el que la progresion de la alcalosis respiratoria —la alteracion mas frecuente, aun-
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que no patognomoOnica— hacia otras situaciones con valores distintos del pH se efectua rapida-
mente y con independencia del estado de consciencia del enfermo (155, 238).

La relacién entre el 2,3-DPG eritrocitario y los trastornos del equilibrio acido-base en las he-
patopatias cronicas es algo mas clara que la que comentabamos a proposito de la hipoxemia, aun-
que también aqui los trabajos sobre el tema son escasos (15, 117, 175, 233). En ésta, como en
otras situaciones clinicas, parece que existe una estrecha correlacién entre el pH plasmatico y los
niveles del 2,3-DPG o los valores de la p50 (15, 233). Los estados de encefalopatia portal coinci-
den con las concentraciones mas altas del organofosfato, quizas por ser en ellos donde la alcalosis
respiratoria es mas intensa (15); por el contrario, tales concentraciones son anormalmente bajas
en aquellos casos en los que aparece una acidosis metabdlica como complicacion evolutiva de la
enfermedad (175).

De lo hasta aqui comentade se desprende que tanto la anemia, como la hipoxemia o el pH
plasmético, y quizéds también otros factores como la fosfatemia, pueden intervenir de modo deci-
sivo en la regulacion del contenido en 2,3-DPG de los hematies en la cirrosis hepatica. Su impor-
tancia relativa y su interdependencia son uno de los objetivos de nuestro trabajo.

VIl. El 2,3-DPG vy la sangra conservada

El fin esencial de la transfusion sanguinea es el de restaurar las posibilidades de oxigenacion
de los tejidos; para ello es imprescindible no solamente reconstituir la concentracion de hemoglo-
bina periférica, sino también conseguir que los hematies transfundidos mantengan una adecuada
funcién circulatoria y una intacta capacidad para desprenderse del oxigeno al llegar a los capila-
res tisulares {104, 186, 240).

La administracion de sangre al hombre se ha intentado de modo constante durante muchos
afios, si bien siempre estuvo condenada al fracaso hasta el reconocimiento de los grupos sangui-
neos a principios de este siglo {104}, Hasta la Primera Guerra Mundial los procedimientos para la
transfusion de sangre se basaban en su extraccién y utilizacién inmediata. Las grandes dificulta-
des que esto llevaba consigo se creyé durante algun tiempo que podian solucionarse simplemente
con el empleo de sangre conservada. La posterior comprobacion del progresivo deterioro metabé-
lico que ésta experimenta durante su almacenamiento ha llevado, en los Gitimos cincuenta afios,
al estudio y ensayo de numerosos medios para preservarla, tanto mediante el uso de sustancias
liquidas como con la aplicacion de diversas técnicas de congelacion (241).

Sangre fresca es aquella que se conserva a temperatura ambiente durante intervalos de tiempo
no superiores a las cuatro horas; su almacenamiento por periodos mas prolongados conduce a un
detrimento en la funcion de los hematies, en su supervivencia y en la de los leucocitos, las plague-
tas y los diversos factores plasmaticos de naturaleza proteica (241). El deterioro de los eritrocitos
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durante su conservacion se manifiesta por su rapida eliminacion del torrente circulatorio del re-
ceptor cuando son transfundidos. Junto a estos elementos corpusculares irreversiblemente dafia-
dos y que no son por tanto viables existen otros que, por el contrario, pueden ser reparados des-
pués de la transfusion y tienen entonces una capacidad normal de supervivencia. Se admite que
los hematies inviables son destruidos en el receptor en las primeras 24 horas, por lo que, una vez
transcurridas éstas, el indice de supervivencia es una buena medida de la proporcion de eritrocitos
viables {240, 241}. Se considera que el 70 °/c es el indice de supervivencia postransfusién mini-
mo para que una sangre conservada pueda catalogarse como Gtil (49, 104, 186).

Durante su almacenamiento aparecen en el hematfe una serie de anomalias bioguimicas —dis-
minucion en el flujo glicolitico general, elevacién en la concentracion de los fosfatos inorgani-
cos, variaciones en el gradiente transmembrana de los cationes monovalentes, descenso en los ni-
veles de los fosfatos organicos, etc.— que son mas marcadas cuanto mas prolongado es el tiempo
de conservacion. Entre todas estas alteraciones merece una mencién especial aquella que es
posible observar en la funcién del transporte del oxigeno por los eritrocitos. Valtis y Kennedy, en
1954, fueron los primeros en describir el progresivo incremento en la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno que aparecia durante la conservacion de la sangre a 4° C, hecho que ha sido ratifi-
cado posteriormente por otros muchos autores (25, 33, 35, 45, 134, 163, 240, 241); durante es-
te periodo de tiempo los niveles de 2,3-DPG caen de forma sustancial, mientras que los de ATP
solo lo hacen en grado minimo (52}. Una vez transfundidos estos eritrocitos de alta afinidad por
el oxigeno, la posicion de la curva de disociacion de 1a hemoglobina de la sangre mezclada vuelve
a la normalidad a las 24 o 48 horas, coincidiendo con la recuperacion de la concentracion de los
fosfatos orgénicos del hematfe; la tasa y la velocidad de restauracion ‘‘in vivo’ de los niveles del
2,3-DPG dependen tanto de la calidad y cantidad de las células transfundidas como de las particu-
lares circunstancias del receptor —estado dcido-base, grado de anemia, contenido del plasma en
fosfatos inorgdnicos, etc.— (25, 33, 45, 104, 134, 163, 240, 241, 243).

El estado funcional de los hematies conservados puede ser de gran importancia en determina-
das situaciones clinicas a la hora de la transfusion, sobre todo si esta Gltima se lleva a cabo con ca-
racteristicas masivas en cuanto al volumen de sangre administrado. Enfermos afectos de una insu-
ficiencia ventilatoria, de un shock hemorrdgico o séptico, de un fallo miocardico con bajo gasto
cardiaco o sometidos a intervenciones con circulaciéon extracorporea pueden no ser capaces de
compensar el descenso en la oxigenacion de los tejidos que normalmente ocurre durante las pri-
meras cuatro a ocho horas postransfusion de eritrocitos con bajos niveles de 2,3-DPG (35, 57,
240, 241, 257). En estos casos estaria indicado el proporcionar una sangre con una tasa elevada
del organofosfato (165, 200, 208, 228, 240, 243, 259); diversos procedimientos se han ensayado
en este sentido, como discutiremos mas adelante.

El mantenimiento de la funcién transportadora de oxfgeno de los hematies conservados es,
como se deduce de lo que hasta aqui hemos comentado, independiente de su propiedad de libe-
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rarlo adecuadamente, liberacion que, en ultima instancia, depende del 2,3-DPG; la supervivencia
postransfusional, por otra parte, esta influida primariamente por la tasa de ATP eritrocitario (35,
49, 104, 200, 240, 241).

El primer liquido anticoagutante utilizado para el almacenamiento de la sangre fue introduci-
do durante la Primera Guerra Mundial y consistia en una solucidn de citrato y glucosa (241). Pos-
teriormente, en 1943, Loutit y Mollison comprobaron cdmo la adicion de acido citrico a la solu-
cién anterior mejoraba claramente sus propiedades conservadoras. Con este nuevo liquido estabi-
lizador —ACD: &cido citrico al 0.8 °/o, citrato sodico al 2.2 °/o y dextrosa al 2.45 °/o — los hema-
ties almacenados a +4° C durante 21 dias mantienen, 24 horas después de la transfusién, una su-
pervivencia de, por o menos, un 70 °/s ; sin embargo, con este medio anticoagulante el 2,3-DPG y
la p50 caen rapidamente a partir del segundo dia de conservacién, de tal forma que a la semana
s6lo es posible detectar entre un 10 y un 30 %/c de los valores iniciales (49, 52, 99, 104, 134, 151,
163, 186, 240, 241, 250, 257); la mayor parte del fosfato se convierte en inorgdnico (104).

La importancia del 2,3-DPG para preservar la funcidn ‘‘respiratoria’’ normal de la sangre ha
llevado a la busqueda de nuevas soluciones estabilizadoras. En 1956 aparece un nuevo medio enri-
quecido en fosfato: el CPD (acido citrico al 0.327 °/o, citrato sddico al 2.63 °/o, fosfato sodico
monobdsico al 0.222 °/o y dextrosa al 2.55 %/a). Tres ventajas, al menos, se postulan para este
nuevo anticoagulante: 1) su pH es mas elevado, por lo que la sangre que se proporciona al recep-
tor es mds “fisiologica’’; 2) su concentracion en citratos es un 20 °/o menor, {o que consigue que
la caida postransfusional del calcio idnico plasmatico sea también menor; 3) su posibilidad de al-
macenamiento se prolonga al menos en una semana.

En efecto, el medio CPD parece mas adecuado que el ACD para la conservacion de la sangre a
+4° C, ya que mantiene los niveles de 2,3-DPG periodos de tiempo mas prolongados; los hema-
ties muestran una buena funcidn transportadora de oxigeno incluso hasta el décimo dia de
preservacion y su contenido en el fosfoderivado no comienza a disminuir hasta el quinto dia {32,
57, 96, 99, 134, 151, 163, 186, 187, 189, 240, 241, 257). El CPD tiene, sin embargo, el inconve-
niente de que con él se administran grandes cantidades de fosfato inorganico al receptor, circuns-
tancia que puede ser perjudicial en algunos casos de insuficiencia renal cronica (49).

En un intento de reconstituir o de regener;r, *in vivo” 0 "in vitro”, los niveles del 2,3-DPG
y de mejorar con ello las propiedades ‘“‘respiratorias’ de la sangre conservada se han ensayado, en
los Oltimos aifos, multitud de compuestos —piruvato, fosfato inorganico, dihidroxiacetona-fos-
fato, acido ascorbico, azul de metileno, nucleésidos de purina (inosina y adenosina), metil-
prednisolona, prostaglandina E,, bicarbonato—, tanto de forma aislada como conjuntamente, asi
como, también, con el mismo objetivo, se han probado diversos procederes técnicos —adicion
simple al medio anticoagulante, infusion intravenosa, incubacion pretransfusion, agitacion periédi-
ca de las bolsas de plastico durante la preservacion, etc.— (35, 36, 40, 61, 104, 134, 135, 164,
165, 187, 228, 234, 241, 242, 257).
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El nucledsido inosina, por ejemplo, ejerce su efecto sobre el metabolismo del hematie des-
pués de penetrar a través de su membrana y de convertirse, por la accién de la nucledsido-fosfori-
lasa, en hipoxantina y en ribosa-1-fosfato. Este Gltimo compuesto se transforma, gracias a la fos-
forribomutasa, en ribosa-5-fosfato, que finalmente se incorpora al “shunt’’ de las pentosas para
proporcionar asi sustratos fosforilados —sin necesidad de que intervengan la HK o la PFK—ala
via de Embden-Meyerhoff (40).

La adicion de fosforo inorgdnico potencia el efecto de la inosina, 10 que, en definitiva,
traduce la carencia del fosfato en el paso catalizado por la GAPD, Los resultados son aun mds
llamativos después de afiadir piruvato, el cual, aparentemente, genera con facilidad NAD al in-
vertir la reaccion mediada por ta LDH; el NAD es, por supuesto, necesario para la GAPD (Cua-
dro 11) (26, 164, 228). La hipoxantina es catabolizada hacia xantina y acido Grico, por lo que
existe la posibilidad de que aparezca una hiperuricemia, notablemente perjudicial para el en-
fermo receptor de la transfusion (42, 186, 228, 240, 241).

La agitacion periddica de las bolsas de pldstico en las que, en ocasiones, se almacena la san-
gre en nevera a +4° C consigue preservar, durante lapsos de tiempo mas prolongados, los niveles
eritrocitarios de 2,3-DPG, sobre todo si se utilizan soluciones estabilizadoras enriquecidas con
bicarbonato. Esto es debido a que en las bolsas que no sufren tal agitacién y mezcla regutares
los hematies sedimentan en el fondo, por lo cual carecen de un ambiente en contacto adecuado
con el iquido anticoagulante, que queda en suspension en 1a zona superior de la bolsa; el pldsti-
co, ademds, es permeable al CO, y por ello el pH del medio es menos acido. El bicarbonato neu-
traliza las valencias acidas procedentes del metabolismo globular de {a glucosa, debido a la libera-
cién del difusible anhidrido carbénico (36, 257).

Para mejorar la supervivencia postransfusional de las células rojas, tanto si lo administrado es
sangre total como si son hematies concentrados, se han utilizado dos tipos de procedimientos:
a) los métodos de congelacion a bajas temperaturas, que permiten prolongar el tiempo de pre-
servacion duranie meses, e incluso afios, sin evidencia de deterioro metabélico alguno. A ellos nos
referiremos en breve; b) los métodos de anticoagulacion habituales ~ACD o CPD—, pero suple-
mentados con sustancias estabilizadoras de la concentracién del ATP, ya que la viabilidad eritro-
citaria decrece rapidamente cuando su tasa cae por debajo del 50 °/c del valor inicial. El ATP es
consumido por los hematies para mantener sus funciones vitales: bomba de sodio, estructura de
la membrana, potencial reductor, etc. La supervivencia de los glébulos rojos postransfusiéon de-
pende del metabolismo de la glucosa durante el periodo de almacenamiento. Aunque a +4° C su
utilizacién estd muy disminuida, es suficiente como para que su degradacion se haya completado
a lo largo de la primera semana de conservacion; de ah( la gran ventaja de los medios enriquecidos
con glucosa en contraposicion a la simple anticoagulacién con heparina. De forma similar, parece
que el pH de 7.1 es el 6ptimo para la preservacion de la sangre y mas adecuado a este respecto
que otros pH mds alcalinos. Con este valor de 7.1 se cataboliza sélo un 50 °/c de la glucosa que
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normalmente utiliza el hematie a un pH de 7.5; sin embargo, esto es suficiente como para mante-
ner unos niveles apropiados de ATP. Entre las sustancias mas empleadas para preservar las tasas
de ATP se encuentra la adenina; con ella se suplementan los medios clasicos, ACD y CPD, en un
intento de prolongar, incluso hasta cuarenta dias, el tiempo de almacenamiento de la sangre en
nevera a +4° C (35, 49, 96, 104, 134, 186, 187, 241, 250). La adenina tiene el inconveniente de
que uno de sus catabolitos, la 2,8-dioxiadenina, es sumamente nefrotdxico, por lo que se aconseja
que la concentracion de la purina en el medio anticoagulante no sea superior a 0.25 mM; ademds
es recomendable lavar los hematies antes de la transfusion, precaucion que también colabora pa-
ra evitar la hiperuricemia que antes indicibamos (186, 240, 241). .

La introduccion en los GItimos afios de las técnicas de congelacion para el almacenamiento de
la sangre por largos periodos de tiempo ha abierto una nueva dimension en el campo de fa trans-
fusion sanguinea. Es pronto para asegurar la superioridad ‘‘fisiologica” de esta sangre frente a la
conservada en los medios liquidos clasicos, si bien es evidente que en ella los niveles de 2,3-DPG
y de ATP, por lo inenos, se mantienen mejor y mas proximos a los de la sangre fresca (240, 241).
Como sustancia crioprotectora se utiliza generalmente el glicerol —al 40 °/c con una técnica de
congelacion a —80° C o al 20 °/o si la temperatura se fija en —150° C—, que previene Ja forma-
cion de cristales que podrian dafiar al hematie; pero tiene el inconveniente de su elevado coste
(104, 240, 241).

En el momento actual se han desarrollado una serie de procedimientos para ‘‘rejuvenecer’
una sangre cuando, conservada a +4° C en ACD o en CPD, comienza a deteriorarse de forma de-
finitiva, entre los 21 y 30 dias de almacenamiento en nevera. La adicion entonces de una solu-
cién que contenga piruvato, inosina, glucosa, fosfato inorganico y adenina, a diferentes concen-
traciones y a2 un pH ajustado a 7.2 (solucion PIGPA), a cualquiera de los dos liquidos anticoagu-
lantes consigue aumentar el 2,3-DPG y el ATP casi hasta un 80 %o de los niveles iniciales. Si se
afiade la solucion PIGPA entre el tercero y quinto dia de conservacion en CPD, la tasa de 2,3-
DPG puede alcanzar hasta dos veces el valor normal inicial. Una vez “‘rejuvenecida’’ la sangre pue-
de preservarse por las técnicas de congelacion ya comentadas; cuando vaya a transfundirse, tanto
el glicerol como los distintos aditivos, deben de ser extraidos después de la descongelacion (104,
240, 241).

El aprovechamiento de sangres pasadas de fecha por estos procedimientos es justificable por-
qgue permite recuperar hematies de grupos poco frecuentes, que si no, serian desechados. Ade-
mas, este tipo de liquidos “rejuvenecedores” facilita la transfusién de eritrocitos con baja afini-
dad por el oxigeno, transfusion que puede ser de gran utilidad clinica en aquellos enfermos que
precisen de una gran oferta tisular de O, (240); se consigue con ello que ta p50, tanto “'in vivo"
como “‘in vitro”', y el 2,3-DPG no solamente aumenten, sino, también, que permanezcan con valo-
res altos, después de la transfusién, por 1o menos durante 72 horas. Su evolucion posterior depen-
dera de la situacion metabolica del enfermo (240). Es evidente, por lo tanto, que las células rojas
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“rejuvenecidas’’ incrementaran la masa eritrocitica corporal total, pero, ademas, mejoraran las
condiciones del transporte globular del oxigeno.

El descubrimiento de la funcidn “‘respiratoria’’ del 2,3-DPG ha abierto una nueva dimen-
sion en el problema de la conservacion de la sangre. L.a aparicion de nuevas sustancias preservado-
ras y de mejores técnicas de almacenamiento ha puesto de manifiesto la posibilidad de modificar
la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno por medios farmacolégicos {35, 42, 165, 241). Los
hipotéticos beneficios clinico-terapéuticos, que estos recientes procedimientos de la Hemoterapia
moderna puedan ocasionar en determinadas situaciones patologicas, precisan de nuevos y mas am-
plios estudios.

VIII. El 2,3-DPG en otras situaciones

En las situaciones de shock se ha demostrado también la existencia de una estrecha correla-
cién entre el pH plasmaético y el 2,3-DPG eritrocitario. Salvo en la forma etiopatogénica de shock
séptico, en la que iniciatmente puede aparecer una alcalosis respiratoria por hiperventilacion, en el
resto de las formas de shock lo habitual es encontrar, sobre todo en los estadios finales, una situa-
cion de acidosis lactica. La caida en el pH suele favorecer transitoriamente, gracias al efecto Bohr,
la oxigenacion de los tejidos, pero a la larga origina un descenso en el 2,3-DPG vy, por lo tanto,
en fa p50 (83).

En el estado de shock endotoxémico la alteracion en la funcion respiratoria de la hemoglobi-
na es aiin, verosimilmente, mas pronunciada. Garcia Barreno (89, 91, 93), en 164 enfermos diag-
nosticados de sepsis y shock, ha encontrado unos niveles medios de 2,3-DPG de 3.31 + 0.44 mM,
que son significativamente menores {p < 0.001) que los hallados en sus 44 controles normales.
El supuesto mecanismo a través del cual se produce este descenso en el fosfoglicerato parece ser
doble: por un tado, el ya comentado efecto del pH acido, y por otro, la accién de la endotoxina
circulante. La interaccion de esta uitima con la membrana citoplasmatica del hematie es causa de
su desestructuracién y de una afectacién en el sistema transportador de glucosa; la caida en la
concentraciéon intracorpuscular del azGcar —sustrato primario de la glicolisis eritrocitaria— seria
el origen del descenso en {a tasa del organofosfato, descenso que acentuaria ain mds la hipoxia
celular propia de esta situacion clinica {89, 91, 93, 142).

En el curso de intervenciones quirdrgicas de corazén con circulacion extracorpbrea se ha de-
tectado un aumento en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, que se ha atribuido a los
bajos niveles de 2,3-DPG de la sangre transfundida (224, 240).

En la adaptacion al “'stress”” del ejercicio prolongado e intenso algunos autores (75, 104) han
objetivado una elevacion en el contenido en 2,3-DPG de los hematies, la cual guardaba estrecha
relacién con el grado de ejercicio; la finalidad seria el logro de una mejor oferta de oxigeno al le-
cho muscular (75).
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No se han encontrado diferencias en la tasa de 2,3-DPG entre los sujetos fumadores y los no
fumadores; el desplazamiento hacia la izquierda en la curva de saturacion de la hemoglobina, que
se ha demostrado en algunos casos, se debe a la presencia de una alta proporcion de HbCO, cuyo
mecanismo de compensacion se lograria mas bien mediante un aumento en la masa eritrocitica y
menos mediante un incremento en la tasa del fosfoderivado (105, 152, 199).

"Parece ser que el 2,3-DPG aumenta aproximadamente un 20 %o durante el tercer trimestre
del embarazo humano normal; una de las explicaciones para este fenomeno pudiera ser la anemia
por hemodilucién caracter istica de esta circunstancia (99, 242).

En situaciones tales como el sindrome del “‘distress’ respiratorio del recién nacido, la polici-
temia experimental y la hiperoxia hiperbdrica, los hailazgos en cuanto a los niveles del fosfogli-
cerato son muy contradictorios (99, 111, 201, 208, 258).

Finalmente, también se ha estudiado el efecto de algunas sustancias quimicas y de algunos
agentes farmacoldgicos, desde el punto de vista de su influencia sobre la afinidad de la hemoglobi-
na por el oxfgeno y sobre los niveles de 2,3-DPG, con evidentes propdsitos terapéuticos. Ejemplos
en este sentido son: compuestos sulfurados inorganicos como los tetrationatos, tiosulfatos, bisul-
fitos, ditionitos, etc.; propanolol y otras drogas §-bloqueantes adrenérgicas; dipiridamol y de-
més coronariodilatadores; fenformina; etc. (73, 99, 104, 119, 201, 242).
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Enfermos estudiados
Protocolo de recogida de datos
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A. ENFERMOS ESTUDIADOS

Hemos estudiado un total de 379 personas, 155 ihvombres y 224 mujeres, en 435 ocasiones di-
ferentes. En aquellos casos en los que el estudio fue realizado en mas de una ocasion, el intervalo
de tiempo transcurrido entre las determinaciones analiticas ha sido siempre superior, al menos, a
una semana y generalmente a varios meses.

La distribucion por grupos de enfermedades de estos 259 casos es la siguiente:

I. Controlesnormales. ... .........coviiiiennernennnnns 120 personas
Il, Anemiasdediversoorigen ................ . .0 .i.... 40 enfermos
I, Enfermedadestiroideas .........................c.... 76 enfermos
IV, Cirrosishepdticas ............... ... oivivirieenn., 60 enfermos
V. Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas .......... 44 enfermos
VL. Insuficiencias renalescronicas ..................c...... 39 enfermos

Todos los casos, salvo un grupo de 20 enfermos renales cronicos, proceden de la Catedra de
Patologia y Clinica Médica Il (Profesor Dr. D. Espinds Pérez) del Hospital Clinico de San Carlos
de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid. En general, los estudios
han sido efectuados en enfermos ingresados en el Hospital, aunque algunos casos, los menos, nos
han sido remitidos desde las consultas de la Policlinica,

Las caracteristicas clinicas de los enfermos de los diferentes grupos incluidos en este trabajo
se analizan a continuacién,

I. Controles normales (Grupo N)

Se han recogido un total de 120 sujetos, de edades comprendidas entre 1 y 76 afios (me-
dia ¢+ SD: 28.0 ¢ 15.6 afios), 60 hombres (grupo N1) y 60 mujeres {grupo N2), aparentemente sa-
nos, habitantes de Madrid, que nos han servido de controles normales para su comparacidn poste-
rior con los distintos grupos de enfermos. La mayoria de estos controles sanos han sido elegidos
entre el personal sanitario del Hospital o entre los alumnos de los tres Gltimos cursos de la Facul-
tad de Medicina. Algunos casos, sin embargo, eran familiares del personal del Centro, Para la in-
clusién en este grupo de controles normales se ha exigido anicamente, ademas de la impresién

126



subjetiva de total salud, que la tasa de hemoglobina y el indice hematocrito fueran superiores a
115 g “/o vy 35 °/o respectivamente y en las mujeres, también, la no existencia de embarazo en el
momento del estudio. No se ha distinguido entre fumadores y no fumadores.

1. Anemias de diverso origen {Grupo A)

Este grupo estd formado por 40 enfermos, 9 hombres y 31 mujeres, con edades que han osci-
tado entre 1 y 83 afios {(media + SD: 37.3 £ 20.7 afios) y que en su mayor parte han sido diagnos-
ticados en el Servicio de Hematologia de la Catedra. La etiologfa del sindrome anémico, aimque
variada, en su inmensa mayoria corresponde a un déficit de hierro, si bien se incluyen algunos ca-
sos de anemia aplastica, sindrome hemolftico cronico {excluidas hemoglobinopatias y talasemias)
y anemias secundarias. Obviamente, se han eliminado de este grupo todas aquellas anemias que
acompafiaban a alguna de las enfermedades que son objeto de andélisis particular en este trabajo
(cirrosis hepdtica, insuficiencia renal cronica, hipotiroidismo, etc.) y con las que, de alguna mane-
ra, se van a establecer diversas comparaciones en cuanto a su respuesta adaptativa al déficit de ma-
sa eritrocitica. No se ha recogido ningun caso en el que la anemia fuera debida a una hemorragia
aguda o que hubiera sido transfundido en la semana previa al estudio. Es decir, se han tratado de
incluir en este grupo sindromes anémicos de instauracion cronica, sin importarnos gue estuvieran
en tratamiento médico (generalmente con hierro), pero soslayando situaciones de anemia aguda o
que pudieran inducirnos a error (transfusiones, hemoglobinopatias, anemias de etiolog{a no acla-
rada, etc.) al compararlos con el resto de nuestros posteriores estudios en otros grupos de enfer-
mos. En ninguno de los 40 casos de anemia analizados se han realizado determinaciones repetidas
en el mismo entermo. Es decir, todos ellos son casos diferentes. A este grupo lo hemos denomina-
do "‘anemia simple’’ (grupo A).

111. Enfermedades tiroideas !

Se compone este grupo de un conjunto de 76 casos, estudiados en 100 ocasiones distintas y
en los cuales se han dado las tres posibilidades funcionales de la glanduta tiroides: hiper-normo-e
hipofuncién. Su reparto cuantitativo es el siguiente:

1. Hipertiroidismos (grupoH) .......... 25 casos, estudiados en 35 ocasiones
2. Eutiroidismos {grupo E) ............. 38 casos, estudiados en 52 ocasiones
3. Hipotiroidismos (grupo T) ........... 13 casos.
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1. Hipertiroidismos (Grupo H)

El diagnostico de hiperfuncién tiroidea ha estado basado tanto en las manifestaciones clini-
cas, evidentes en la gran mayor(a de los casos, como en las determinaciones hormonales. En algu-
nas circunstancias dudosas ha sido necesario recurrir a los ‘“tests’’ de estimulacion de TSH hipofi-
saria con TRH, gue nos han ayudado a confirmar la sospecha clinica. La edad de estos 25 enfer-
mos hipertiroideos, dos hombres y 23 mujeres, ha variado entre los 18 y los 67 afios (media + SD:
479 + 139 aiios). En 19 casos el hipertiroidismo tenia su origen en un bocio difuso, mientras
que en los 6 restantes se debia a bocios multinodulares o adenomas téxicos. Como ya hemos refe-
rido, estos 25 casos han sido estudiados en 35 ocasiones distintas, de tal forma que en aquelios
enfermos en los que las determinaciones analiticas han sido repetidas en el curso del tiempo,
siempre con intervalo de meses entre ellas, la primera vez ha correspondido al momento del diag-
néstico, con el enfermo virgen de todo tratamiento, y las posteriores a ocasiones distintas en el
curso evolutivo de la enfermedad, con el enfermo ya tratado, pero todavia en situacion clara de
hiperfuncién tiroidea. )

Hemos tenido oportunidad, ademas, de seguir la evolucion y normalizacion, tanto clinica co-
mo analftica, de 15 casos, al objeto de poder precisar {as diversas modificaciones inducidas por el
tratamiento, que por otra parte, la mayoria de las veces ha sido solamente médico, con las drogas
antitiroideas habituales, pero que en algunos fue quinirgico. De esta forma, se han podido compa-
rar las variaciones experimentadas en los parametros biogufmicos por nosotros estudiados cuando
ta terapéutica habia conseguido que el hipertiroidismo abocase a la situacién de normalidad fun-
cional de la glandula. Para esto Oltimo han sido necesarios periodos de tiempo generalmente de
meses. ’

2. Eutiroidismos (Grupo E)

Se han incluido en este grupo 38 enfermos, 6 hombres y 32 mujeres, estudiados 52 veces dis-
tintas y de edades comprendidas entre los 18 y los 81 afios {media + SD: 49.3 £ 13.8 afios}). En
todos ellos, 16gicamente, la normalidad funcional glandular se ha demostrado con el estudio hor-
monal. Se han excluido de este grupo aguellos casos en los que, a pesar de cumplirse el requisito
anterior, era evidente la existencia de otras enfermedades concomitantes, que podian alterar, “‘per
se’’, los parametros bioquimicos estudiados por nosotros y, por ello, modificar nuestros resutta-
dos. Nos referimos aqui concretamente a situaciones de insuficiencia cardiaca, renal o respirato-
ria, que han sido sistematicamente evitadas. Sin embargo, no hemos descartado aquellos enfermos
en los que estaba presente un sindrome anémico, aunque éste, l6gicamente, ha sido tenido luego
en cuenta, a la hora de analizar los resultados.
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3. Hipotiroidismos (Grupo T)

Este grupo estd integrado por 13 pacientes, todos elos mujeres, cuyas edades han oscilado
entre los 30 y los 74 aiios (media * SD: 55.3 + 14.9 afios). El diagnéstico, sugerido clinicamente,
ha sido confirmado con las exploraciones funciorales tiroideas pertinentes. La etiologia del hipo-
tiroidismo ha sido multiple: mixedemas o tiroidectomias totales; en dos casos el hipotiroidismo
estaba originado por una sobredosificacién de drogas antitiroideas.

En estos enfermos, al contrario de como pudimos proceder con los hipertiroideos, no hemos
tenido la oportunidad de seguir la evolucién clinica y bioquimica experimentada después de efec-
tuar el tratamiento farmacoldgico adecuado a cada caso.

V. Cirrosis hepéticas (Grupo C)

Este grupo estd formado por 60 pacientes distintos diagnosticados de cirrosis hepatica. Las
edades de estos enfermos, 28 hombres (grupo C1) y 32 mujeres {grupo C2), han variado entre los
39 y los 79 afios (media + SD: 59.4 + 9.4 afios). La mayoria de ellos habian ingresado repetidas
veces en el Hospital y segufan tratamiento médico desde afios atrés. E| diagnéstico habia sido ase-
gurado con estudio histologico, por medio de puncion-biopsia o laparoscopia con biopsia, en 29
ocasiones. El resto de estos pacientes carecia de confirmacién anatomo-patologica; ello era debi-
do en general a que el estudio de la coagulacién sanguinea contraindicé la realizaciéon de este tipo
de exploracion. La etiologia estaba en relaciébn con etilismo cronico en 37 casos y con un ante-
cedente de hepatitis aguda en 10 enfermos; un caso estaba diagnosticado de cirrosis biliar prima-
ria y 12 més habfan sido catalogados como cirrosis criptogénicas. Desde el punto de vista clinico
existfa una evidente descompensacién hidrépica en 24 pacientes y sélo uno estaba en coma hepa-
tico; el resto se encontraba en situacion estable. Ninguno de ellos —y en este aspecto pusimos es-
pecial interés— habfa presentado hemorragias digestivas, ni estaba en situacion de oligoanuria, ni
habfa sido transfundido, en la semana previa a nuestro estudio. Por el contrario, a seis enfermos
se les administraba oxigeno de forma estable y continua.

V. Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas (Grupo B)

En este grupo hemos incluido 44 enfermos, 34 hombres y 10 mujeres, de edades comprendi-
das entre los 24 y los 86 afios {media + SD: 61.6 + 15.0 afios) y que han sido estudiados en 47
ocasiones distintas. El diagnostico, evidente desde el punto de vista clinico y analitico, contaba
con confirmacién gasométrica arterial y con exploraciones funcionales respiratorias, efectuadas
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en todos ellos en varias ocasiones durante sus multiples ingresos en el Hospital a lo largo de los
ultimos afios. Han sido motivos de exclusion del grupo la presencia de insuficiencia renal aguda o
el haber sufrido sangrias en las 48 horas previas al estudio. Por el contrario, no ha sido tenido en
cuenta, entre otras razones por aquéllas de orden prictico, el que estos enfermos estuvieran some-
tidos a oxigenoterapia en el tiempo del estudio y anteriormente, a condicioén de que la administra-
cion de oxfgeno fuera estable en las horas previas a nuestro examen.

V1. Insuficiencias renales cronicas {(Grupo R)

Este ultimo grupo esta constituido por 39 enfermos, 16 hombres y 23 mujeres, de edades que
han oscilado entre los 23 y los 78 aiios {media * SD: 51.7 + 14.4 afios) y que han sido estudiados
68 veces en total.

Todos ellos presentaban una insuficiencia renal crénica severa, con aclaramiento de creatinina
enddgena en todos los casos por debajo de los 20 mi/minuto y, en general, por debajo de los_
10 m!/minuto; 29 pacientes estaban incluidos en un programa de hemodiilisis peridédica y acudfan
regularmente a nuestro Hospital o a otro Centro (20 enfermos); su situacion clinica pod(a catalo-
garse como estable. 1os 10 casos restantes —también con insuficiencia renal crénica severa—, por el
contrario, no habfan sido dializados nunca y habfan sido ingresados con motivo de una agudiza-
cidn del proceso renal. Las causas etioldgicas de la enfermedad han sido miltiples y la totalidad de
los enfermos tenfan una historia clinica detallada, en muchos casos con estudio histoldgico renal.

De los 68 estudios efectuados, los 30 primeros han correspondido a los 10 pacientes no inctui-
dos en programas de depuracién extrarrenal y a los 20 renales cronicos sometidos a hemodialisis
periédica en un Centro distinto al Hospital Clinico de San Carlos. Los 38 examenes restantes e in-
dependientes de los anteriores son el resultado de 19 estudios previos y 19 posteriores a una se-
si6n de hemodidlisis (9 enfermos en el Servicio de Regulacion Humoral del Hospital Clinicoy 10
de los 20 renales crénicos ya citados, extrafios a nuestro Hospital). Al plantear este Gitimo tipo de
experiencia pretendemos determinar y valorar las modificaciones que estos procedimientos tera-
péuticos inducen, por distintos motivos, en los pardmetros bioquimicos por nosotros estudiados.

Como en todos los grupos de enfermos anteriores, ha sido motivo de exclusion de nuestro
protocolo de trabajo el antecedente de hemorragias agudas o de transfusiones sanguineas en la se-
mana anterior a nuestros examenes.

B. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS

En este protocolo, los parametros hematicos estudiados han sido diferentes para cada uno de
los grupos de enfermedades a los que nos hemos referido en el apartado anterior. El sexo {mascu-
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lino: M - femenino: F} y la edad han sido valorados en todos los casos, tanto sanos como enfer-
mos. También han sido practicamente sistematicas las determinaciones del indice hematocrito
(Hcto), la tasa de hemoglobina (Hb) y la concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) en los 315 estudios esfectuados. Logicamente, el 2,3-difosfoglicerato intraeritrocitario
(2,3-DPG) ha sido la investigacion de realizacion inexcusable en todos ellos. Estos han sido los
Unicos datos valorados en los controles sanos y en el grupo de enfermos con anemia simple, de tal
forma, que siempre han sido determinaciones realizadas en muestras tomadas simultineamente
para cada caso. En el grupo de enfermedades tiroideas, junto a estos parametros hematicos men-
cionadas y también de forma simultanea con ellos, se han obtenido extracciones de sangre en ayu-
nas para las valoraciones del fosfato sérico inorganico (P), giucemia (G), nitrogeno ureico plasma-
tico {BUN), kaliemia (K*), bicarbonato sérico (CO, H "}, hormonas tiroideas circulanies {triyodo-
tironina 6 T3 y tiroxina 6 T4 séricas) y hormona tiroestimulante (TSH). Todo ello, como hemaos
dicho, en la misma mafiana del estudio, con }a salvedad de algunas excepciones en cuanto al anali-
sisde P, G y CO;H ", que nunca se han retrasado mas de 48 horas.

En el grupo de enfermos diagnosticados de cirrosis hepatica han sido efectuados, de forma
practicamente sistematica, todas las determinaciones hasta ahora mencionadas, salvo las hormo-
nas tiroideas, pero ademas se ha realizado siempre un andalisis de pH y gases respiratorios en sangre
arterial y en algunos casos de lactato en sangre venosa. La toma de muestras para estos 0ltimos es-
tudios —y en ello hemos puesto especial cuidado— ha coincidido con el mismo momento de la
extraccion de sangre para los examenes de Hb, Hcto, CHCM y 2,3-DPG.

El protocolo de estudio seguido para fos grupos de pacientes afectos de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) o de insuficiencia renal crénica severa (IRC) ha sido practicamente
superponible al expuesto a propésito de la cirrosis hepdtica, con la salvedad de que en elios no se
han hecho determinaciones de lactato en sangre y de que en algunos de los enfermos renales cro-
nicos tampoco se ha practicado |la gasometria arterial.

C. METODOS EMPLEADOS

l. La tasa de hemoglobina {Hb) circulante y el indice hematocrito {Hcto) han sido determina-
daos por el método de ta cianmetahemoglobina (Hycel, Inc., Houston, Texas) con lactura en foto-
colorimetro a 540 nm vy por el micrométodo de Wintrobe respectivamente, ambos de uso rutina-
rio en el Laboratorio de Hematologia. En todos fos casos las determinaciones se han realizado por
duplicado. La tasa de Hb se expresa en grarnos/100 mililitros de sangre (g °/o) y el Hcto en milili-
tros de hematies/100 mililitros de sangre tota! (°/o).

La concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) se obtiene de la formula:
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Hb (9 °/o)
CHCM = —— 100
Hcto (°/o) X

y se expresa también en tanto por ciento (/o).

1l. Las determinaciones de glucemia (G), nitrégeno ureico en sangre venosa (BUN) y concen-
traciones de fosfato sérico inorgénico (P) han sido realizadas por el Laboratario Central del Hos-
pital por medio del "Technicon SMA-12 Multichannel 3iochemical Analyzer (Technicon Instru-
ments Corporation, Tarrytown)". Los resultados se expresan en miligramos/100 mililitros de plas-
ma (mg %e). Los niveles de potasio (K*} y bicarbonato plasmaticos (CO3H "), ambos también va-
lorados por el Laboratorio Central del Hospital y expresados los resultados como miliequivalen-
tes/litro {mEqg/!), han sido dosificados por medio de fotometria de llama (fotometro de Hlama
11143, Instruments Laboratory, Lexington, USA) y de colorimetria con lectura continua entre
435 y 550 nm, segin el método de van Slike, respectivamente.

ILL. Las determinaciones de las hormonas tiroideas circulantes, tiroxina {T4) y triyodotironina

“{T3), vy de la hormona tiroestimulante (TSH}, han sido efectuadas por el Servicio Central de Iso-
topos del Hospital, gracias a los ‘“'kits’”” de radioinmunoandlisis de los Laboratorios Abbott. Con
ellos los valores normales oscilan entre 5y 13 ug °/o y entre 100 y 210 ng °/o para la primeray la
segunda respectivamente y son menores a 2 ng/ml para la tercera.

IV. Para la determinacion del pH plasmatico y |a gasometria en sangre arterial hemos practica-
do una puncion arterial, en anaerobiosis, con el enfermo en dectibito supino {arteria femoral co-
min o radial, indistintamente)}, con jeringa heparinizada, hasta obtener unos 3 6 4 mililitros de
sangre. Esta muestra ha sido trastadada rapidamente al Servicio de Patologia Cardiopulmonar o al
Laboratorio de Urgencias, donde se ha procedido a su lectura por medio de los gasémetros Com-
bi-Analyzator MT-3R (L. Eschweiler, Co., Kiel} e IL-Micro-413 {Instruments Laboratory, Lexing-
ton, USA) respectivamente. El pH plasmatico, la presion parcial de oxigeno arterial (pO,) y la
presion parcial de anhidrido carbonico arterial {pCO,) se determinan por medidas reales y direc-
tas. Estos dos ultimos pardmetros se expresan en mm Hg, La saturacion arterial de oxigeno de la
hemoglobina {Sa0,), sin embargo, no es medida directamente, sino que es calculada bien por el
aparato o bien por medio de unas tablas-nomograma y se da coma tanto por ciento de la capaci-
dad total de saturacién (°/a). .

La capacidad total de transporte de oxigeno por la sangre deriva del hecho de que un gramo
de hemoglobina puede unirse a 1.34 ml de oxigeno (150}, por lo que el contenido arterial de oxi-
geno de una muestra dada (Ca0, } puede expresarse con la siguiente ecuacian:

Ca0, = Hb g %0} x 1.34 x Sa0, (°/e)} x 10°% + 0.0031 x pO,

El Ca0, representa &l oxigena vehiculizado por la sangre, tanto en forma disuelta como uni-
do a !a hemoglobina, vy se expresa como mililitros de oxigeno/100 mililitros de sangre (ml ®/o).
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Somas conscientes de que esta forma de medir el CaQ, no es totalmente exacta, ya que utili-
zamos una Sa0, que no es real, valorada con oximetro, sino de obtencion indirecta a través del
pH y de Ja pO,. Sin embargo, y a pesar de ello, este dato nos parece Util para valorar el transporte
arterial de oxigeno y para establecer diversas correlaciones con otros parametros biogquimicos en
nuestros enfermos.

V. El lactato en sangre venosa, expresado en miligramos/100 mililitros de sangre (mg °/o}, se
ha medido gracias al “’kit”” diagndstico No-826-UV de la Casa Sigma (St. Louis, USA).

V1. Método para la determinacion del 2,3-DPG intraeritrocitario

Para esta determinacion hemos sequido el método del dcido cromotropico.de Bartlett (21),
modificado para muestras de sangre por Eaton et al. {75),

1. Fundamento del método

La técnica de Bartlett {21) esta basada en los primitivos estudios de Eegriwe (77} con el 1,3-di-
hidroxinaftaleno (naftoresorcinol), adaptados posteriormente por Rapoport (176) para ensayos
cuantitativos. Estos autores objetivaron una reaccion coloreada de este compuesto con los glicera-
tos. Bartlett (21) ha puesto de manifiesto como, ademas del naftoresorcinol, el 2,7-dihidroxinaf-
taleno, y sobre tado el 4,5-dihidroxi-2,7-naftalena sulfénico (dcido cromotrépico), producen un
color tipica cuando son calentados con gliceratos libres o fosforilados en un medio de écido sul-
furico concentrado. Este color puede usarse ventajosamente para identificarios. La reaccion del
acido cromotrépico es altamente sensible y selectiva y muy Gtil por tanto para el anélisis cuantita-
tivo de los gliceratos. Este acido origina, al reaccionar, mucho més color que los otros hidroxinaf-
talenos y es mas especifico para aquéllos, ya que no se combina con otros intermediarios glicolf-
ticos o de la via de fas pentosas del eritrocito. L.a interferencia de todos estos intermediarios a con-
centraciones similares a las de los gliceratos es menor al 5 °/o, por lo que apenas ocasionan error
en el andlisis del 2,3-DPG intraeritrocitario (21).

La reaccion def dcido cromotropico produce un color relativamente estable cuya Intensidad
esta en estrecha proporcion con las concentraciones del glicerato hasta una cantidad total de un mi-
cromol en Ia cubeta cuando se mide espectrofatométricamente a 690 nm (21). En la Fig. 1 se in-
dica el espectro de absorcién de dos soluciones de concentraciones conocidas de 2,3-DPG vy acido
cromotroépico en acido sulfurico concentrado. Se observa como la mdxima absorcidn corresponde
a 690 nm,
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Fig. 1. Espectro de absorciéon d: dos soluciones de concentraciones conocidas de 2,3-DPG vy dcido
cromotrépico en acido sulfirico concentrado. Se observa cdmo la maxima absorbancia correspon-
de a una longitud de onda de 690 nm. Concentraciones de 2,3-DPG en la cubeta: 50 uM y 25 uM
para las curvas superior e inferior respectivamente. Velocidad de papel: 20 mm/minuto.

2. Extraccién de la muestra de sangre

Como anticoagulante para la extraccién de la sangre venosa —unos 5 a 10 ml, en dependen-
cia de su Hcto— debe de usarse la heparina, ya que otros compuestos pueden afiadir color a este

" método (75). La sangre venosa asf recogida puede guardarse en nevera a 4° C sin desproteinizar

por lo menos durante dos horas, ya que el 2,3-DPG es estable y no sufre variaciones en su concen-
tracién eritrocitaria en este tiempo (44, 231). Eaton y Brewer (44) han comprobado que la sangre
heparinizada apenas alteraba su contenido en 2,3-DPG después de seis horas a 4° C (44). Los efec-
tos de otros anticoagulantes no son conocidos (44).
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3. Preparacion del extracto del precipitado

Una vez obtenida la muestra de sangre como hemos explicado, debe de procederse a su preci-
pitaciéon para conseguir asi un extracto del liquido sobrenadante, en el cual determinaremos el
2,3-DPG. Previamente a ello deben de realizarse primero una sustraccion det plasma y a continua-
cion tres lavados sucesivos de los hematies con suero salino isotonico helado, con centrifugacion
en frio a 4° C durante 15 minutos y a 3,000 g cada vez.

Eaton et al. (75) aconsejan restar de la densidad oOptica del extracto de sangre total {que es lo
que ellos precipitan) la densidad optica del plasma en cada ejemplo o problema, ya que este plas-
ma contribuye a dar cierta coloracidon, que varia en su proporcion, con la técnica del acido cro-
motrépico, de unos individuos a otros, De esta manera, los mencionados autores correglan el
error. A nosotros (201, 202) nos ha parecido mas sencillo simplemente eliminar el plasma del pri-
mer centrifugado.

Del ultimo lavado, y una vez desechado el suero salino, se extrae con pipeta siliconada 1 ml
de hematies concentrados {packed cells), que se trasvasan a otro tubo de ensayo, Debe de procu-
rarse que este mililitro sea de auténticos hematies y que lleve la menor proporcion posible de
agua, ya que de ello depender3 la veracidad de los resultados que obtengamos. Para conseguir este
objetivo debe de recordarse que los hematies han de recogerse con |a pipeta del fondo del tubo de
ensayo tras la Gitima centrifugacion de la sangre y que antes de efectuarse esta maniobra debe de
haberse eliminado {(con pipeta Pasteur} todo el agua sobrenadante, incluso arrastrando parte de
los hematies de las capas mas superiores. Para valorar hasta qué extremo obteniamos realmente,
en nuestros ensayos, un mililitro de hematies hemos procedido en 60 muestras consecutivas de
sangre a realizar un Hcto en el concentrado de hematies, que ademas hemos correlacionado con el
Hcto original de la sangre venosa total.

La precipitaciéon de 1os hematies se realiza con 3cido tricloroacético (TCA). El TCA es un
agente muy adecuado para conseguir extractos cuando se desea una buena claridad Optica. La
concentracion de TCA necesaria en cada caso dependerd de si se trata de desproteinizar sangre to-
tal (y por ello de su Hcto y contenido en tipidos) o células rojas, y de sus volitmenes relativos. Las
concentraciones minimas del agente precipitante necesarias para conseguir un extracto satisfacto-
rio se pueden obtener de diversas tablas. El TCA debe utilizarse a una temperatura entre 0° y
4° C y después de ser aiadido a los hematies en el tubo ha de agitarse vigorosamente unos minu-
tos. A continuacion, esta mezcla se deja en reposo a 4° C por lo menos unas 12 horas, para asegu-
rar que la precipitacion de la protefna sea completa (231). Nosotros, en general, hemos esperado
unas 24 horas antes de proceder a obtener el extracto final def precipitado. La concentracion mf-
nima de TCA (peso a volumen) con que se obtiene un buen precipitado depende de la relacion
entre el volumen de hematies y el volumen del agente precipitante. Nosotros, y de acuerdo con
Eaton et al. (75), hemmos utilizado una proporcion de 4 ml de TCA por 1 ml de eritrocitos concen-
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trados. En estas condiciones, la concentracion minima necesaria es del 5 “/o. En la practica es
aconsejable utilizar una concentracion superior, que da la certeza de obtener un filtrado claro de
cada muestra. Eaton et al. {75) utilizan 2 mt de TCA al 6.7 °/o para 1/2 ml de sangre total. Noso-
tros hemos empleado una solucion de TCA al 10 °/o en la proporcion ya dicha de 4 ml a 1 ml de
hematies concentrados.

El dcido perclorico (PCA} también origina un extracto particularmente claro. Los célculos de
dilucién son algo mas engorrosos porque hay que realizar varios ajustes de volimenes. Este acido
es util para la extraccion de compuestos acido-labiles, lo cual no es el caso del 2,3-DPG, que es es-
table a! acido vy al calor y se distingue del 1,3-DPG vy d2i ATP sobre esta’hase {221). El extracto,
tras la desproteinizacion, debe de ser neutralizado con carbonato potdsico 1 a 3 M hasta un pH
entre 6.0y 8.0,

Después de la precipitacion de los hematies con el TCA al 10 %o y la espera obligada por lo
menos de unas 12 horas, se procede a 1a obtencion del extracto final mediante centrifugacion en
frio a 4> C durante 15 minutos a 3,000 g. Este {iquido sobrenadante es el que utilizaremos para la
dosificacion del 2,3-DPG. La precipitacion llevada a cabo de las proteinas del globulo rojo con
TCA no acarrea pérdidas en el 2,3-DPG y los extractos, libres de ellas, pueden ser conservados de
forma estable varios meses —en nuestras experiencias, al menos tres meses— sin descenso aprecia-
ble de a concentracion de 2,3-DPG, si se guardan en nevera a 4° C {79, 106). También pueden ser
congelados {44). El TCA en si mismo debe de ser guardado también en nevera a 4° C y asi perma-
nece estable varios meses.

4. Preparacion del ensayo

Inmediatamente antes de ser usada ha de prepararse una solucion at 0.01 °/o, peso a peso, de
acido cromotrdpico en écido sulfdrico concentrado (95-97 %o ; densidad = 1.84 kg/litro). El ex-
tracto-problema de TCA, donde se encuentra el 2,3-DPG gue queremos dosificar, se diluye en la
solucién asi preparada a una razon de 0.1 mi de extracto por 4 ml de disolucion de acido cromo-
tropico en acido sulfurico (en este aspecto sequimos la modificacién introducida por Eaton et al.
(75), ya que en la técnica original Bartlett (21) utilizaba una proporcion de 0.2 ml a 5.8 ml v tal
proporcion nos parece menos apropiada si tenemos en cuenta que un exceso de agua inhibe la for-
macion de color). A continuacidn se preparan unas diluciones “‘standard” de concentraciones co-
nocidas y crecientes de 2,3-DPG, que también se diluiran, comao el extracto-problema, en 4 ml de
la solucion del crormotropico en sulfirica. Posteriormente, problemas y “‘standards’” deben de ser
calentados en agua hirviendo a temperatura constante de 100" C durante, por to menos, 135 mi-
nutos {nuevamente sequimos aqui la maodificacion de Eaton et al. {75), que aumentan el tiempo
de incubacion a 100" C desde 120 a 135 minutos, para asegurar ast una hidrolisis completa).
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Los ‘‘standards’’ de 2,3-DPG de concentraciones crecientes y conocidas se preparan a partir
de una disolucion patrén 1 mM de sal de pentaciclohexilamonio cristalizada de 2,3—DPG en agua
destilada. Esta solucién patrdn es estable al menos seis meses si se guarda en nevera a 4° C.

Nosotros hemos utilizado ocho diluciones de concentraciones conocidas de esta solucién patrén
de 2,3-DPG en los 4 ml de icido cromotrapico en acido sulfarico. De esta forma hemos obtenido,
al ser calentadas junto con los extractos-problema y tras la lectura espectrofotométrica a 690 nm,
una curva patron sobre la que podemos valorar las concentraciones de cada muestra de extracto
problema. La disposicion, en resumen, de los tubos en la gradilla del baiio de agua es la siguiente:

Tubo n.° 1 2 3 4 5 6 7 8 Blanco E, E,

Sol. patron 2,3-DPG(ml) 0025 005 0075 0.1 0.125 0.15 0.175 02 - - -
Sol. cromotropico {m)) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Extracto problema (ml) - - - - - - - - - 01 0Ot

En cada ensayo hemos utitizado dos tubos blancos, ya que nuestro espectrofotometro es de
doble haz. E,, E,, etc. representan los sucesivos extractos-problema.

En la curva patron la linealidad entre las medidas lefdas a 690 nm y las concentraciones ‘‘stan-
dard’’ conocidas y crecientes de 2,3-DPG es muy buena hasta 5.00 mM de 2,3-DPG en sangre to-
tal (231). Bartlett (21) obtuvo para 0.2 micromoles de 2,3-DPG en la cubeta una lectura espectro-
fotométrica de densidad optica de 0.28.

Nuestra manera de proceder en cada ensayo ha sido la de disponer, junto a los tubos de |3 cur-
va patrén (esta ultima efectuada sisteméticamente cada vez que hemos preparado un ensayo), los
tubos de cada extracto-problema, siempre por duplicado para cada uno y en un total que ha varia-
do entre 10 y 20 muestras problema diferentes en cada ensayo. De esta forma cada extracto-pro-
blema de TCA se ha comparado, por duplicado, con su curva patrén preparada simuitdneamente,
En la gradilla en el bafio de agua se han dispuesto en conjunto, por o tanto, entre los de la curva,
los problemas y los blancos, de 30 a 50 tubos de ensayo.

La lectura espectrofotométrica se ha efectuado, como ya hemos dicho, a 630 nm mediante
cubetas de vidrio de un paso de luz de 1 cm, capaces de contener 4 mi de solucion.

Las determinaciones de 2,3-DPG en la mayoria de los extractos-problema han sido repetidas
en tres 0 cuatro ocasiones, raramente s6lo en dos, y por duplicado cada vez. Como resultado final
de todo ello se ha tomado la media aritmética.

5. Célculo final de la concentracion del extracto

Para obtener el resuitado final de la concentracién eritrocitaria de 2,3-DPG de cada uno de los
enfermos estudiados, a partir de la lectura de la densidad aptica o absorbancia a 690 nm de cada
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extracto-problema hemos recurrido a una representacion grafica, en coordenadas cartesianas, de
la curva patron, en la que en las abscisas disponemos el contenido de 2,3-DPG de cada uno de los
ocho tubos “’standard” y en las ordenadas su densidad déptica {Fig. 2). Sobre esta curva hemos
leido la absorbancia de cada problema con toda sencillez.

Para el calculo de la concentracion del 2,3-DPG han de recordarse las diluciones realizadas pa-
ra cada extracto {1 a 4 en TCA) y que posteriormente se ha disuefto 0.1 ml de extracto en 4 mi
de solucion de dcido cromotropico en acido sulfurico.

Para el célculo final de la concentracion de cualquier sustancia en los glébulas rojos es nece-
sario hacer la correccion adecuada para el grado de dilucion llevado a efecto durante el proceso de
precipitacion. Esto se debe al hecho de que en la composicion de los hematies hay una parte soli-
da, compuesta esencialmente por proteinas. Por ello, tras su precipitacion, las sustancias solubles
se diluyen en un volumen de fluido real que es efectivamente menor que la suma de los volime-
nes de Ja solucién precipitante (en nuestro caso TCA) y de los hematies {231). Es conveniente y
relativamente exacto asumir que cada ml de hematies contiene una fase de 0.71 ml de agua (la
sangre total tiene 0.81 ml y el plasma con proteinemia normal tiene 0.92 ml de agua por ml de
sangre y plasma respectivamente) (79). Por ello, la dilucién (D) de una sustancia durante la preci-
pitacion se obtiene al dividir el volumen de hematies (H) por la suma del volumen de la solucién
precipitante (P) y 0.7 veces el volumen de hematies. Es decir, en nuestro caso:

D= H = 1
P+071H 4+07

Por ello, cada mi de hematies se ha diluido realmente 4.7 veces. Al haber utilizado 0.1 ml del
extracto, la lectura sobre la curva patran habra que multiplicaria por el factor de dilucion 47 para
saber asi 1a concentracion final en micromoles de 1 ml de hematies, o lo que es lo mismo, en mi-
limoles/l 6 milimolar de hemat(es {mM).

La concentracion de los metabolitos intermediarios en el hematie puede expresarse de tres
maneras distintas: por célula, o mejor, por 10'° células; por mi, o mejor, por litro de hematies; o
por gramo de Hb. La forma mas 16gica de expresar tos resultados seria la de dar su concentracion
por volumen de hemat(es o de la fase acuosa de los hematies; conviene recardar, sin embargo, que
el Hcto de los eritrocitos concentrados nunca llega al 100 °/o, como discutiremos al tratar sobre
los resultados, y que no siempre es ficil medir, por su elevada densidad, 1 mi de estos hematies. A
pesar de ello, nosotros hemos expresado nuestros resultados principalmente bajo fa forma de
umoles de 2,3-DPG/ml de hematies o, 1o que es lo mismo, en concentracién milimolar {mM). Para
transformar estos valores a umoles/g Hb basta proceder de la siguiente forma:

Hcto (°/o)

2,3-DPG (umoles/g Hb) = 2,3-DPG (mM} x TIU((_T"%T
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En todos nuestros casos también hemos expresado fos resultados de esta ultima forma, aun-
que a la hora de realizar las representaciones grificas s6lo hemos utilizado el primero de los dos
procedimientos,

6. Control de calidad

Para la estimacion de la calidad del método utilizado en las determinaciones del 2,3-DPG in-
traeritrocitario hemos aplicado solamente los criterios de la reproductibilidad de los resultados y
de la precisién de la técnica, que se han valorado mediante los respectivos coeficientes de varia-
cién,

Para establecer la reproductibilidad de los resultados hemos distinguido entre dos tipos de
procedimientos, que denominamas intra-e interensayo, respectivamente. Llamamos reproductibiti-
dad intraensayo a la que se establece entre las lecturas espectrofotométricas de los duplicados de
un mismo extracto-problema, preparados y calentados a 100° C de forma simultdnea en el mis-
mo ensayo. Para calcular su coeficiente de variacion hemos tomado al azar 100 duplicados sucesi-
vos.

Llamamos reproductibilidad interensayo a la que se establece entre las lecturas espectrofo-
tométricas de un mismo extracto-problema, preparado y calentado a 100° C, en dos o més en-
sayos distintos y sucesivos. Para calcular su coeficiente de variacion hemos considerado 50 ex-
tractos-problema elegidos al azar y que habf(an sido estudiados en tres o més ocasiones diferen-
tes. '

Para establecer ta precisién del método hemos preparado dos tipos de soluciones de concen-
traciones conocidas de 2,3-DPG (25 y 37.5 uM respectivamente), cada una de las cuales ha sido
dosificada en 15 ensayos distintos y sucesivos, por lo tanto, entre ambas, en total, en 30 ocasio-
nes, Posteriormente hemos calculado el coeficiente de variacion entre la concentracién obtenida
y la real. Hemos elegido las concentraciones de 26 y 37.5 uM por ser entre esos | imites donde se
encuentran la mayor parte de nuestros resuitados.

D. MATERIAL UTILIZADO

Vamos a enumerar simplemente los reactivos y aparatos de importancia empleados realmente
por nosotros en el estudio de cada caso al dosificar el 2,3-DPG, sin hacer mencién de los propios
de las determinaciones que han sido efectuadas por otros Servicios o Departamentos del Hospital
y que han completado et analisis de cada enfermo.
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I.  Reactivos

1} Acido tricloroacético {Art. 807; E. Merck, Darmstadt).

2) Acido sulfurico 95-97 °/o (Art. 731; E. Merck, Darmstadt).

3} Acido cromotropico (Art. 2498; E. Merck, Darmstadt).

4) Sal cristatizada de pentaciclohexilamonio de 2,3-DPG, tetrahidratada y de peso molecular
834.0 (Boehringer, Mannheim).

11, Aparatos

1) Centrifuga y lector de microhematocrito (Hawksley, Gelman Instruments, Inglaterra).

2) Fotocolorimetro Spectronic - 20 (Bausch-Lomb, Bélgica).

3) Centrifuga refrigerada RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge Sorvall {Dupont Instru-
ments, USA).

4) Espectrofotémetro Beckman DB-GT {Beckman Instruments, Inc., USA).

E. CALCULO ESTADISTICO (1, 100, 130, 153)
En la estimacién de nuestras muestras hemos utilizado como medida de centralizacion la me-

dia aritmética (x) y como parametros de dispersién el ‘“rango’’ o recorrido y la desviacion stan-
dard (SD), definidos de la siguiente forma:

vy 2
z=ZX SD = /2 (x — x;}
n n—1

Ocasionalmente nos hemos referido al error standard de ta media (SEM} cuando el nimero de

casos de la muestra era superior a 100 y segin la férmula:

SD
vn -1

SEM =

En cada grupo, después de las tablas en donde se expresan los resultados individuales de cada
enfermo, se expone una tabla-resumen con estos parametros de estimacion estad (stica.

En el estudio de la homogeneidad de las muestras hemos empleado la comparacion de las
medias siempre con el criterio de la distribucién de Student, aunque el colectivo de algunos de
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nuestros grupos haya sido superior a 100. Hemos utilizado el t-test de Student, definido como:

SD’ 'n, S0 +n,SD¢
n, n,+n, -2

En ningtin caso hemos manejado el t-test para datos apareados.

Para valorar la significacion estadistica (p) de la “'t” asi obtenida hemos recurrido a las tablas
cientfficas ‘‘Documenta Geigy”’, que en su sexta edicién han sido editadas por J.R. Geigy, S.A.
{Basilea, Suiza, 1965). Hemos hablado de diferencias significativas entre dos medias a partir de
una “p’’ inferior o menor a 0.05. En cada grupo estudiado, después de las tablas de resultados, in-
cluimos otra tabla donde se expresan los datos obtenidos de esta comparacion entre medias arit-
méticas.

En el problema de la relacién entre dos variables en una misma poblacién hemos supuesto una
regresiobn lineal en el diagrama de dispersion. La ecuacion de ajuste correspondiente es por tanto
la ecuacion de la recta ‘‘de regresidén’’ (y = ax + b),en donde "a’’ y "’'b’* son los coeficientes de re-
gresion,que se pueden calcular con la formula:

_Zyx—-yZIx _ ==
= ) b=-ax +
E(X—Xi), y

El coeficiente de correlacidn lineal se obtiene de 1a expresion:

_Zyx—-yZIx
nSD,, - SD,

Para determinar la significacion estadfstica frente a cero de este Uitimo hemos recurrido nue-
vamente a las tablas Geigy. Hemos estimado que ei coeficiente de correlacion diferia significativa-
mente de cero a partir de una ‘’p'* menor de 0.05, es decir, a una probabitidad de error del 5 °/o,
Coeficientes de correlacion y regresién, ecuacibn de la recta y significacion estad(stica (p} se in-
cluyen en tablas independientes al final de }as otras de resultados para cada grupo de enfermos es-
tudiados. En estas tablas, que expresan el ajuste entre dos variables, se ha considerado como varia-
ble dependiente (y) al 2,3-DPG y sucesivamente como variables independientes (x) al resto de los
pardmetros bioquimicos determinados en cada grupo de enfermedades.

Al considerar en determinados casos el problema de la correlacion entre el 2,3-DPG y el pH
plasmatico hemos incurrido conscientemente en el error de no transformar previamente las unida-
dades de pH (de escala logaritmica) en unidades de concentracion de hidrogeniones (de escala de-
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cimal}. El error que introducimos con ello es pequefio, por los estrechos margenes entre los que
varia el pH plasmatico de nuestros casos, pero en cambio con ello agilizamos considerablemente
los calculos.

Para la elaboracion de los datos estadisticos nos hemos valido de la calculadora programable
Sharp Pocket Computer Elsi Mate PC-1201.
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RESULTADOS

. Control de calidad del método

Sujetos sanos

. Anemias de diverso origen

Enfermedades tiroideas

Cirrosis hepaticas

Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas
Insuficiencias renales cronicas

La relacion entre la hemogiobina y el 2,3-DPG en el conjunto
de los enfermos estudiados
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A. CONTROL DE CALIDAD DEL METODO

. Veracidad del concentrado de hematies

Los Hctos efectuados en las 60 muestras consecutivas de hematies concentrados {“’packed
cells’’) han estado por encima del 90 °/v en todos, salvo en siete casos, en los que estos valores se
han encontrado entre el 85 y el 90 °6. En ninguna ocasion el Hcto de este concentrado ha sido
inferior al 85 °/. En estas 60 determinaciones consecutivas la media aritmética (x) y la desviacion
standard (SD) han sido 93.78 %% y 3.59 %0 respectivamente, mientras que estos mismos parame-
tros estadisticos en los Hctos originales (es decir, aquellos Hctos reales de cada enfermo en el
momento de la extraccion) han sido 40.96 °6b y 9.85 °b, también respectivamente. Hemos
establecido una correlacion lineal, que ha resultado ser estadisticamente significativa (p < 0.01),
con un coeficiente de correlacion igual a 0.3701, entre los valores reales del Hcto de cada enfer-
mo o Heto original {HO) y los obtenidos en el concentrado de hematies o “‘packed cells” (PC)
para el mismo enfermo.

Estos resultados y la ecuacion de la recta de regresion se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Hcto de hematies concentrados (PC) y de la sangre total de la que se han extraido
{HO) en 60 muestras.

n = 60 pares PC HO
X {°/a) 93.78 40.96
SD (%) 3.59 9.85

r=10.3701 PC=0.13 HO — 88

1. Curvas patron de 2,3-DPG

Hemos realizado un total de 200 curvas patron de 2,3-DPG, cada una construida sobre
una base tedrica de ocho puntos (cada una de las ocho diluciones de concentracién conocida de la
solucion patréon 1 mM de 2,3-DPG). Sobre cada una de las curvas patron individualmente hemos
obtenido los resultados de cada extracto-problema. La media aritmética (x), la desviacion standard
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{SD) y dos veces el valor de! error standard de 1a media {2 SEM) de las absorbancias para cada
uno de los ocho puntos de estas 200 curvas patron se reflejan en la tabla 2, donde se indica tam-
bién el numero real (n) de determinaciones de cada punto. En la figura 2 se representa la recta de
ajuste o recta ‘standard”, media de fas 200 curvas patron. En las abscisas se indican el contenido
total de 2,3-DPG en la cubeta {en umoles} y su concentracion {uM) para cada tubo. En las orde-
nadas se refleja la absorbancia a 690 nm..

Tabla 2: Resultados medios obtenidos de 200 curvas patron de 2,3-DPG intraeritrocitario de-
terminadas por el método del acido cromotrépico de Bartlett.

Tubon.® 1 2 3 4 5 6 7 8
concentracion {uM)  6.25 125 18.75 25 3125 3725 43.75 50

n 169 194 198 198 197 191 177 155
X 0.032 0075 0.117 0.157 0191 0226 0.257 0.288
SD 0.010 0014 0.016 0.022 0.022 0.025 0.026 0.030
2 SEM 0.001 0002 0002 0003 0003 0003 0004 0.004

1I.  Reproductibilidad de los resuitados y precision del método

El coeficiente de variacion de la reproductibilidad intraensayo —es decir, la reproducti-
bilidad que se establece para la misma muestra analizada por duplicado en el mismo ensayo—
ha sido, para 100 extractos distintos tomados a! azar de forma sucesiva, de 2.72 °/o.

El coeficiente de variacion de la reproductibilidad interensayo —es decir, la reproductibi-
lidad que se establece para la misma muestra analizada en ensayos diferentes, pero sucesivos—
ha sido, para 50 extractos distintos tomados al azar, sucesivamente, de 4.38 %/ .

El coeficiente de variacion obtenido a través de las 30 determinaciones analiticas de las dos
soluciones de concentraciones conocidas de 2,3-DPG, preparadas para la estimacion de la preci-
sion del método del dcido cromotrépica de Bartlett (21), ha sido de 2.69 %%

B. SUJETOS SANOS (GRUPO N)
Los resultados individuales obtenidos en el estudio de cada uno de tos 120 sujetos sanos
{grupo N), 60 hombres {grupo N1} y 60 mujeres {grupo N2), aparecen reflejados en las tablas 3 y

4. En Ya tabla 5 se resumen estos hallazgos para todos los pardmetros analizados segun la forma

144



14}

Auas

0.3 I
Aqes = 1.46 DPG +0.00
n=1479
0.254 ¢ = 09630
0 < 0.001
02
0.15~4
[ 2
.05
T AL 1 T T T 1 1
0.025 0.05 0.075% 0.1 0.12% Q.18 Q.175 0.2 2 .3.-0PG en cubeta (umoles)
6.25 125 18.7% 25 31.25 375 43.75 50 2,3-OPG concentracion (uM)
1 2 3 ) 5 6 7 8  Tubon?®

Fig. 2. Curva standard de 2,3-DPG obtenida con las medias aritméticas para cada uno de los ocho puntos de las 200 curvas
patron. En las abscisas se indican el contenido total de 2,3-DPG en cada una de las ocho cubetas (en micromoles), asi como
su concentracion en micromoles/litro {(uM}. En las ordenadas se expresa la absorbancia a 690 nm.En recuadro se exponen
la ecuacion de la recta, el numero total de puntos (n), el coeficiente de correlacion (r}) y su significacion estadistica (p). Para
cada punto se indica ademas dos veces el valor del error standard de la media {2 SEM}): &,



Tabla 3: Hallazgos en personas sanas del sexo masculino.

Hombres Edad Hb Hcto CHCM 2.3-DPG
normales (afios) (9 °/o) (/o) (°e) (mM) {umol/g Hb)
1. RSO 76 159 51 311 5.21 16.73
2. RSZ 67 16.1 51 315 5.40 17.12
3. RSU 62 13.2 42 314 5.12 16.30
4. ASA 61 13.0 45 288 470 16.26
5. RST 61 153 52 294 498 16.93
6. APG 57 123 43 286 498 17.41
7. FGG 50 13.2 46 286 5.12 17.85
8 ENB 50 15.2 49 310 3.99 12.87
9. ENT 50 155 48 32.2 3.85 11.83
10. PRG 50 15.2 46 330 5.17 1564
11.NEL 46 16.0 46 347 5.07 14.59
12. MFF 45 165 50 330 4.08 12.39
13. JSG 39 171 50 342 3.61 10.58
14, NNP 35 139 42 330 498 15.05
15. JMM 35 171 52 328 408 1243
16. 1SL 34 174 51 335 3.94 11.77
17. PFM 33 15.5 50 K N0 3.76 1212
18. MTM 32 15.2 45 337 517 16.30
19. ARR 32 19.6 56 35.0 4.65 13.29
20. PAA 30 148 45 328 4.23 12.86
21, JMA 30 17.8 51 349 413 11.85
22. JES 28 15.2 43 35.3 549 15.55
23. DGU 27 148 46 321 343 10.66
24 ECM 26 16.2 48 337 5.45 16.15
25. RSH 25 15.1 47 321 343 10.67
26. Fil 25 16.1 48 335 493 14.71
27. ACC 25 14.2 47 302 3.85 12.75
28. MAA 25 14.2 48 295 4.04 13.66
29.JSD 25 155 46 33.6 4.88 14,50
30. HAB 25 174 53 32.8 4.13 12.58
31.Jaa 24 148 43 344 4.88 14.20
32. MAT 24 155 50 310 3.85 1243
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Tabla 3 (Continuacion)

Hombres Edad Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
normales {afios) {g °/a} {°/a}) {°/o) {mM) {umol/g Hb)
33.JMD 23 16.9 48 35.2 4.98 14.15
34. JVA 23 133 42 316 4.74 14.99
35. MRV 23 200 56 35.7 413 11.68
36. SCC 22 15.3 46 332 4.70 1413
37. SAA 22 148 45 328 3.7 11.28
38. ADD 22 14.5 49 295 5.64 19.05
39. JST 22 16.9 "46 345 408 11.82
40. FER 1 16.6 47 353 4.70 13.30
41, PMF 21 147 45 326 4.70 14.38
42 .3LD 20 145 48 30.2 4.04 13.38
43. SRV 20 159 45 353 3.76 11.17
44 PRV 20 14.8 44 33.6 3.85 11.45
45, GBL 19 170 51 333 3.66 10.99
46. FLM 19 13.3 40 33.2 413 12.43
47. ASH 16 16.4 44 37.2 4.04 10.79
48. JCC 16 16.1 43 374 484 12.92
49, JLL 15 16.7 43 36.5 493 13.51
50. JPQ 15 134 39 343 4.46 12.99
51.JTD 15 143 42 34.0 4,23 12.42
52. RPL 13 133 40 33.2 493 15.06
653. JVA 12 146 45 324 5.17 15.93
54. JSG 10 120 35 34.2 4.46 13.02
b5, SLP 9 13.3 40 33.2 4.65 13.99
56. PAM 8 120 35 342 4.04 11.78
67. SCG 7 136 39 348 5.02 15.94
58, SHC 6 123 39 315 4.65 14.75
59, RMM 6 131 40 327 3.85 11.76
60. JMF 1 125 37 33.7 418 12.38
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Tabla 4: Hallazgos en personas sanas del sexo femenino.

Mujeres Edad Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
normales {aiios) (g %) (°/e) (°lo} (mM) {zmol/g Hb)
1. RSZ 65 13.8 42 328 4.98 15.16
2. RSC 64 16.2 48 33.7 5.49 16.29
3. RSA 59 16.3 46 33.2 5.21 15.68
4. APN 57 185 48 333 411 13.68
5. ACO 65 144 43 334 4.60 13.75
6. RPZ 52 146 45 324 4.74 14.63
7. RZA 52 129 41 314 5.73 18.22
8. OLG 48 128 41 31.2 451 14.45
9. MAS 45 14.6 42 347 3.99 11.49
10. CFF 40 134 11 326 5.35 16.39
11.FSB 40 12.2 39 31.2 498 16.92
12. FGA 40 13.6 40 34.0 4.08 12.02
13. AVC 40 13.0 39 333 4.46 13.39
14. TSM 37 138 42 328 423 12.87
15. AUP 36 141 45 313 423 13.60
16. MBB 35 123 43 286 4.60 16.10
17. UM 35 115 42 27.3 4.4 16.13
18. EPG 35 133 39 341 498 14.60
19. AHD 35 134 42 319 3.47 10.90
20. LMM 30 1156 LY 28.0 5.02 17.92
21. APF 28 13.6. 44 309 4.60 1490
22. MAG 28 13.1 1 319 4.88 15.29
23, MJG 28 128 42 304 446 14.65
24. AMA 28 13.7 40 34.2 4.79 13.99
25. SAR 28 14,2 43 33.0 5.17 15.65
26. PDF 27 125 41 304 517 16.95
27.CLT 26 126 40 315 4,37 13.87
28. DOF 25 13.2 42 314 423 13.45
29. MAR 25 19 42 283 531 18.74
30. ROS 25 148 46 32.1 4.88 15.19
31. RBV 23 13.1 40 32.7 3.29 10.04
32. PAA 23 15.5 45 344 4.79 1391
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Tabla 4 (Continuacion)

Mujeres Edad Hb Hcto CHCM 2.3-DPG
normales (aiios) (g °/s) (°/e) (W7Y] (mM) {umol/g Hb)
33. CHA 23 1341 42 KIN | 498 15.97
34. BEA 23 124 42 295 535 18.14
35. MM 22 148 43 344 3.90 11.33
36. MAM 21 148 43 344 517 15.02
37. EMD 21 15.0 44 340 5.02 14.75
38. MCR 20 126 36 35.0 5.07 14,50
39. CVM 20 . 142 42 338 5.64 16.68
40. PMR 20 13.0 40 325 404 12.43
41, CST 20 134 41 32.6 3.85 11.79
42. AMZ 20 143 43 33.2 404 1215
43.CLD 19 130 39 333 5.87 17.62
44, MOO 19 12.2 40 305 4.79 15.71
45, ILL 18 13.1 41 319 4.74 1485
46. RLD 18 156.3 45 340 484 14.23
47. AMR 18 138 40 345 4.41 12.80
48. CST 18 139 42 33.0 427 12.92
49. ADG 17 130 40 325 4.65 14.31
50. BCC 16 128 42 30.4 5.02 16.50
51. IMA 15 139 43 32.3 437 13.62
52. MGB 12 13.0 40 325 3.90 12.00
8§3.VVS 10 130 40 325 3.85 11.£5
54, LBG 10 143 44 325 394 12. 4
55. RDT 10 138 42 328 4.65 14. 6
56. GSS 10 146 44 331 470 1.16
57. RBD 9 123 36 341 3.57 °d.45
58. SRP 6 120 38 315 470 14.88
59. RSS 6. 136 40 340 3.76 11.05
60. SRF 5 123 39 3156 3.90 12.36
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Tabla5: Resultados en el grupo control {Grupo N), con referencia a ambos sexos (Grupos N1 y
N2} y a dos grupos de edades (Grupos J y V).

Grupo N Edad Hb Heto CHCM 2,3-DPG
(n=120) {afios) (g %) (%} (%) (mM) {umol/g Hb)
Rango 1-76 11.5 - 20.0 35 -56 273-374 3.29 -5.87 10.04 — 18.74
x 28.0 14.29 4374 3264 454 13.98
sD 15.6 1.61 4.20 1.89 0.57 2.05
SEM 1.42 0.14 0.38 0.17 0.05 0.18
Grupo N Edad Hb Hcto CHCM 23-DPG
(normates) n {aftos) (9 %) (%) (%) (mM) (1mol/g Hb)
Grupo N1:

60 284165 1507:169 45711467 32861202 4482057 13.67+203
Hombres
Grupo N2: -

60 276148 1351+1.05 4176+241 32333170 4601057 1429203
Mujeres
Significacion NS p <0.001 p <0.001 NS NS NS
Grupo N Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
{normates) n (9 %) (%) (%) (mM) {umoi/g Hb)
Grupo J:
1-24 afios 60 1410+ 152 42.36 + 3.90 3326+ 167 446 + 0.56 1350 + 1.94
Grupo V:

1448+ 168 4511+ 406 3203t 191 4611057 1447 +2.05

desde 24 afios
Significacion NS p <0.001 p <0.001 NS p <0.01



indicada en Material y Métodos de nimero de casos {n), rango, media aritmética {x) y desviacién
standard (SD).

En el cuadro superior de esta tabla aparecen reflejados los resultados para los 120 controles
sanos tomados en conjunto. Los niveles de 2,3-DPG en ellos oscilan entre los limites de 3.29 y
5.87 mM o entre 10.04 y 18.74 umoles/g Hb con unos valores medios de 4.54 * 0.67 mM o de
13.98 * 2.06 pmoles/g Hb. Las tasas de Hb, Hcto y CHCM se encuentran ldgicamente dentro de
la normalidad. En el cuadro central de esta tabla 5 oisponemos nuestros resultados después de
haber separado & estos sujetos control segin su sexo (grupos N1y N2). Es evidente que el grupo
N1 (hombres) tiene, como era de esperar, unos niveles de Hb v Hcto significativamente superio-
res al grupo N2 {mujeres). Sin embargo, las concentraciones de 2,3-DPG no difieren estadistica-
mente entre ambos sexos a pesar de que, efectivamente, son mayores en el femenino. En la fi-
gura 3 se representan graficamente estos hallazgos.

2,3-0PG (mm)

55

5.0

4.0

n 120 60 60
Grupo N N1 N2
Fig. 3. Valores normales de 2,3-DPG en la poblacién espafiola, en conjunto {Grupo N) y con refe-
rencia a ambos sexos (Grupos N1 y N2). Se expresa 1a media aritmética t la desviacion standard.
(n = nimero de casos; NS = no significativo: p > 0.05).
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En el cuadro inferior de la misma tabla 5 hemos expresado los datos en funcién de ia edad.
Hemos distinguido un grupo J, de 1 a 24 afios, que incluye a 60 individuos, y otro V, desde los
24 aiios de edad, que recoge a los 60 restantes. Tampoco entre estos dos grupos hay diferencias
por lo que se refiere al 2,3-DPG {mM), a pesar de haberlas en cuanto al Hcto y a la CHCM {esto se
refleja en el 2,3-DPG cuando se expresa en umoles/g Hb). Efectivamente, el grupo J, de edades
més bajas, tiene un Hcto inferior al del grupo V, a pesar de lo cual los niveles de 2,3-DPG {mM)
son similares. 1.a representacion grifica correspondiente se aprecia en la figura 4.

2,3-DPG (mM)

5.5 9

5.0 4

4.5 4

4.0

[
¥

n 120
N

.8
<8

Fig. 4. Valores normales de 2,3-DPG en la poblacién espaiiola, en conjunto {Grupo N} y con
referencia a dos grupos de edades: 1 a 24 afios {Grupo J) y a partir de 24 afios {Grupo V). Sig-
nos y abreviaturas como en la figura 3.
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C. ANEMIAS DE DIVERSO ORIGEN (GRUPO A)

Los resultados individuales obtenidos en el estudio de las 40 anemias cronicas de diversa etio-
logfa {anemia simple; en 9 hombres y 31 mujeres) los reflejamos en la tabla 6. Su resumen lo ha-
cemos en la tabla 7. Efectivamente se comprueba cémo en este grupe hay un marcado descenso
en la tasa de Hb y en el indice Hcto, pardmetros éstos que han osciladoentre 49y 122g°% y
17 y 38 °/o, respectivamente, con unos valores medios de 10.07 + 1.72 g°%6o y 32.92 +5.10 °/o
también respectivamente. En justa correspondencia con estos datos, los niveles intraeritrocitarios
de 2,3-DPG se encuentran, para el grupo en conjunto, francamente elevados, oscilando entre
4.37 y 9.25 mM y con una concentracion media de 5.79 + 1.02 mM. Al comparar estos hallazgos
con los comentados a propdsito de los sujetos sanos (tabla 8 y figura 5} comprobamos como la
diferencia en cuanto al 2,3-DPQ es realmente significativa {p < 0.001)}, lo que esta en concordan-
cia con la misma diferencia existente en lo que respecta a la Hb y el Hcto. En la tabla 9 se indican
las correlaciones existentes en este grupo de enfermos anémicos entre el 2,3-DPG (tanto expresa-
dos los resultados en forma mM como en umoles/g Hb) y el resto de los parametros hematicos
estudiados. En ella se aprecia una significativa correlacién del fosfoglicerato (p < 0.001) tanto con
la Hb como con el Hcto. En la figura 6 se representa graficamente la relacion entre ta Hb (9 /o) v
el 2,3-DPG (mM) en estos pacientes. La recta de regresién viene definida por la ecuacion:
DPG (mM) = —0.34 Hb (g °/o} + 9.2. En la figura 21 se observa esta misma relacion integrada en
el conjunto de los 259 casos estudiados.

D. ENFERMEDADES TIROIDEAS

Vamos a referirnos sucesivamente a los resultados obtenidos del estudio de los tres grupos de
enfermedades tiroideas: eu-hiper-e hipotiroidismos, para analizar finglmente las correlaciones del
2,3-DPG con los otros parametros determinados en estos tres grupos, considerdndolos en con-
junto.

I. Eutiroidismos (Grupo E)

Los resultados individuales encontrados en cada uno de fos 52 estudios, en los 6 hombres y
32 mujeres, de este grupo se exponen en la tabla 10. En la tabla 11 se resumen estos hallazgos en
{a forma acostumbrada de nimero de casos, rango, media y desviacion standard. Légicamente, las
concentraciones de hormonas tiroideas circulantes se encuentran dentro de los Iimites de la nor-
malidad. Por el contrario, algunos de los enfermos de este grupo tienen unas tasas de Hb vy
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Tabla 6: Hallazgos en enfermos con anemia simple.

Edad Sexo Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
Enfermo {afios) (M-F}  {g%.) (°/0}) (%o) {mM) {umol/g Hb)
1. TPP 23 F 113 37 305 5.82 19.08
2. EOG 44 F 93 33 354 6.69 19.84
3. TPT 35 F 99 31 319 7.37 23.10
4, EFP 41 F 105 26 40.3 6.86 16.99
5. FVC 51 F 10.6 34 311 5.82 18.69
6. TPT 35 F 7.0 - 17 411 7.52 18.26
7. 1GG 39 F 12.2 37 329 5.92 17.96
8. CSN 40 F 115 38 30.2 455 16.06
9. MGG 83 F 74 26 284 9.25 32.53
10. EFS 73 F 10.0 32 31.2 7.00 22.40
11. VRG 78 F 6.1 25 244 7.42 30.43
12. MDV 33 F 7.6 28 271 6.67 2458
13. RSD 65 M 10.2 36 28.3 6.67 23.55
14.NLG 68 F 120 36 33.3 5.49 16.49
15. CPF 27 F 1.7 35 334 5.17 15.46
16. LVV 40 F 11.0 33 333 549 16.49
17.DBC 3 M 1.7 35 329 5.35 16.02
18. JSS 33 M 109 33 33.0 65.69 16.93
19. JAG 1 M 11.2 35 32.0 5.35 16.74
20. LAL 42 F 9.1 32 284 4.68 19.99
21. PNE 14 F 49 20 245 7.0 28.77
22. DMA 13 M 104 33 315 498 15.80
23. MMA 6 F 94 33 28.4 587 20.62
24. PMA 5 F 94 31 30.3 4,79 15.81
25. SZF 47 F 11.0 37 29.7 437 14.70
26. JCM 65 M 10.1 38 26.5 6.39 24.04
27. BMM 42 F 9.1 32 284 6.29 22.14
28. ADG 40 F 104 35 29.7 5.12 17.24
29. CMN 30 M 7.6 26 29.2 5.64 19.29
30. RSL 35 F 9.8 33 296 6.20 20.89
31.1SG 40 F 11.7 38 30.7 4.60 14.95
32.PFM 23 F 94 33 284 5.45 19.14
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Tabla 6 (Continuacion)

Edad Sexo Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
Enfermo (afios) (R1-F) (g °/o) (%) (°/o) (mM) {(umol/g Hb)
33. VGO 25 F no 36 30.5 5.59 18.30
34, SRP 6 F 120 38 315 4.70 14.88
35. CAR 20 F 115 37 310 6.11 19.65
36. FMG 60 M 1.7 40 292 4.88 16.71
37. ABT 30 F 1.0 31 354 5.45 16.36
38. APF 28 F 84 30 28.0 484 17.28
39. AGL 60 F - 1.0 36 305 4.46 14.61
40. JFA 60 M 1ng 1 290 5.26 18.13
Tabla 7. Resultados en el grupo de enfermos con anemia simple (Grupo A}.
Grupo A Edad Hb Hcto CHCM 2,3.DPG
(M=9; F=31) {afios) (9 %) (%) °,) (mM) (umol/g Hb)
n 40 40 40 40 40 40
Rango 1 -83 49 -122 17 - 38 244 - 4111 437 -925 14,61 - 32,53
x 37.32 10.07 3292 30.77 5.79 19.22
SD 2078 1.72 5.10 3.37 1.02 427

Tabla 8: Comparacion estadistica entre el grupo A (anemia) y ¢! N {controles normales).

Anemia

versus Edad Hb Hcto CHCM 23-DPG

Normales n (afios) {9 %) (%) (%) (mM) {umol/g Hb)
Grupo A 40 37.3+207 1007+172 3292+510 3077+337 579+102 19224727
Grupo N 120 280+156 1429+161 4374+420 3264:+183 454+057 1398+205
Significacion p <0.02 p <0.001 p < 0.001% p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001

155



Tabla9: Grupo A: Correlacion del 2,3-DPG con el resto de los pardmetros estudiados.

y =2,3-DPG (mM) n r a b y=ax+b p

X = Edad (aflos) 40  0.3617 0.017 51 DPG=0017E +5,11 <0.05
Hb (g °/o ) 40 -05806 -0.34 92 DPG=-034Hb+9.2 < 0,001
Hcto (%o} 40 -06174 -0.12 98 DPG=-0.12Hcto +9.8 < 0.001
CHCM (°/) 40 -0.0144 -0.004 59 DPG=-0.004 CHCM + 5.9 NS

y =2,3-DPG

{zmol/g Hb) n r a b y=ax+b p

X = Edad (aflos) 40  (.3946 0.081 16.1 DPG=0.081E + 16.1 <00
Hb {g °/o ) 40 -0.7262 -179 373 DPG=-1.79Hb+ 373 < 0.001
Hcto (°/o) 40 -0.4945 -0414 328 OPG=-0414Hcto+328 <0.001
CHCM (°/0) 40 -05173 -0655 39.2 DPG=-0.656CHCM + 39.3 <0.001
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Fig. 5. Niveles de 2,3-DPG en 40 enfermos anémicos (Grupo A} de diverso origen (M =9; F =

= 31) comparados con el grupo de sujetos control (Grupo N). Signos y abreviaturas como en la
[ ]

figura 3.
9.0

7.0

6.0

2,3-DPG {mM)

DPG = -0.34 Hb + 9.2

n =40
r= ~0.58 .
p < 0.001 . o b
. .
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Hb (g %o)

Fig. 6. Correlacion entre la Hb y el 2,3-DPG eritrocitario en 40 enfermos con anemia. En recua-

dro se indican los mismos datos que en la figura 2.
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Tabla 10: Hallazgos en enfermos tiroideos con normofuncién glandular.

+

Edad Sexo Hb Heto CHCM P G BUN K COH™ T, Ta TSH 2,3DPG
Enfermo  (afios) IM=F) (g%) (%) (%) (mg%) (mg%) ImpT) (mEam (mEat (ngVol (ug %) ing/mil (mM) (umolig Hb)
1.AVC 54 F 142 41 346 29 114 17 46 30 121 7.3 065 441 1275
2.CTM 55 F 132 42 314 49 117 34 47 29 160 6.0 090 526 16.74
3.DCS 38 F 135 44 306 3.2 100 12 34 - 121 80 1.70 470 1531
4. VGA 51 F 140 40 350 2.7 92 13 338 25 152 128 0.83 498 14.23
5. AMR 66 F 127 35 362 33 93 16 3.7 28 163 113 057 465 12.82
6. CFG 55 F 152 44 345 29 110 18 43 25 120 9.7 121 535 15.51
7.AGS 50 F 137 40 342 3.1 94 16 43 29 149 8.8 - 502 1468
8. AGC 76 F 134 40 335 34 122 21 42 30 112 7.9 069 545 16.27
9.JVE 64 F 146 40 365 35 105 23 39 21 113 129 0.80 564 1545
10. FMP 51 F 151 48 314 35 104 20 4.1 23 120 96 1.02 451 1434
11.ERA 69 F 133 42 316 27 251 10 39 20 124 10.0 050 587 18.55
12. AGS 51 F 127 39 325 34 104 22 4.8 22 128 69 0.76 554 17.03
13. VAC 46 M 148 46 321 25 98 13 39 25 192 g8 050 521 16.21
14. VVC 46 F 150 39 384 43 112 18 43 21 173 125 040 517 1344
15.1GG 38 F 130 37 351 30 95 1 3.8 26 161 9.3 0.67 5.26 14.98
16. EFL 35 F 131 37 354 30 100 18 4.1 29 165 86 050 470 13.27
17.CTM 56 F 141 42 335 - 109 23 4.1 30 126 8.2 112 512 16.23
18. REB 18 F 134 41 326 40 89 14 39 21 124 7.2 050 432 13.23
19. MMZ 65 F 139 43 323 40 125 27 46 23 190 100 265 4.13 12.79
20. FMP 52 F 141 44 320 29 99 17 4.7 - 141 102 060 526 1642
21. MAA 54 F 147 41 358 35 145 31 41 32 12 85 055 512 14.28
22. AVC 47 M 144 39 369 38 120 21 4.1 31 141 85 071 526 14.2%5
23.vvC 47 F 133 39 341 3¢ 112" 17 43 27 137 110 0.60 545 1598
24.PBV 31 F 158 46 343 35 149 40 4.0 - 133 9.2 - 502 1464
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Tabla 10 (Continuacion}

¢

Fdacd Sexo Mo Mcto CHCM P G 8UN [ 4 COo M Ty Ta TSH 2.3-0PG
Enfermo  (afost (M=F) 3% (%) (Yt  mg%) (mg %) (mg V) (mEa/) (mEaM ngVol (g Vo) (ng/mi)  (mM)  {umollg Hb)
25. FVC 51 F 126 40 315 33 118 18 4.6 28 173 93 050 540 17.15
26. ARS 68 M 161 49 328 5.2 104 14 - - 116 96 0.60 545 16.59
27. MTA 32 F 154 44 350 37 92 15 4.1 22 162 116 074 521 1490
28. MMZ 66 F 138 41 339 37 134 35 43 30 160 95 130 423 1247
29. AHP 20 F 137 42 326 33 95 13 44 - 120 93 075 549 16.85
30. FMP 52 F 148 44 336 36 101 24 44 27 94 78 152 521 1651
31.JSN 55 F 151 44 343 3.7 97 18 4.1 - ‘94 85 040 512 1492
32.PMR 30 F 139 45 308 35 98 12 44 23 181 11.7 035 493 1597
33.PMM 53 M 169 47 359 27 96 20 - - 193 13.0 0.21 432 1202
34.TSL 55 F 138 46 300 3.7 116 17 4.7 26 125 6.2 - 460 1535
35.JMS 49 M 150 45 333 3.2 N 19 - - 187 100 050- 465 1395
36. AGS 49 F 130 40 325 29 97 19 - - 110 6.0 1.00 484 1489
37.AAC 44 F 130 43 302 27 - - - - 140 7.8 - 441 1461
38. AMN "~ 44 F 144 41 351 33 103 1 - - 150 7.3 - 479 1364
39.JLL 24 F 1383 44 313 - - - - - 138 7.0 057 493 1573
40. AGS 50 F 123 38 323 35 88 17 - - 140 89 105 413 1277
41.1GG 38 F 119 37 321 - - - - - 138 98 110 517 16.07
42, JBi 54 F 123 36 341 36 86 18 - - 113 9.8 - 451 1320
43.EOG 44 F 93 33 354 25 86 1 - - 119 6.1 1.10 559 19.84
44 . EFM 45 F 121 35 345 3.1 101 12 - - 128 6.7 337 441 1277
45. AGS 51 F 133 39 341 29 99 15 4.1 29 163 101 070 5.73 16.81
46. BNS 63 F 133 40 332 31 113 18 - - 176 101 051 559 16.82
.47 .CRV 33 F 130 42 309 33 107 15 - - 176 102 050 535 17.31
48. EGA 20 M 184 56 328 38 113 15 - - 151 83 061 441 1344
49. AMM 64 F 179 56 319 - - - - - 156 12.2 — 526 16.46
50. EFL 35 F 141 42 335 - - - - - 191 89 050 470 14.00
51. TMB 61 F 142 45 315 40 105 16 46 31 196 120 191 6.39 2025
52. IGG 39 F 123 38 323 - - - - - 131 897 069 498 15.39
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Tabla 11: Resultados en el grupo de enfermos eutiroideos (Grupo E).

Grupo € Eded Hb Heto  CHCM 4 G BUN K* COzH” T Ts TSH 2,3-0PG
n=52 {ofos) (s %) (%o} %) tmg %! (mg %) tmg %o} imEa/) (mEa/) (ng %) (ug Vo)  (ng/mi} {mM)  (umol/g Hb)
n 52 52 52 52 a6 a6 48 34 29 52 52 45 52 52

Rango 18-81 9.3-184 33-56 30.0-385 25-52 86-251! 10-40 3448 21-32 94-196 6.0-13.0 0.21-3.37 4.13-6.39 12.02-20.25
49.30 13.94 4194 33.38 339 10867 18.34 421 2637 143 9.26 0.86 5.02 15.17

x

sD 13.86 1.49 444 184 055 25.60 646 033 354 27 1.84 0.59 048 180



Hcto descendidas, con unos limites inferiores de 9.3 g °/o vy 33 °/o respectivamente; a pesar de
ello, los niveles medios para el grupo son normales (13.94 + 1,49 g % parala Hb y 41,94 +
+ 444 °/, para el Hcto), lo que no es dbice para que, al realizar una comparacion estad istica en-
tre este grupo E y el de los 120 controles normales, se encuentre una diferencia significativa para
el Hcto y la CHCM (p < 0.02) (tabla 14). Las concentraciones de 2,3-DPG eritrocitario en el gru-
po E han oscilado entre 4.13 y 6.39 mM con un valor medio de 5.02 + 0.48 mM (tabla 11). Las
concentraciones mas altas han coincidido con los Hctos y Hbs mas bajos, es decir, el 2,3-DPG se
ha elevado en aguellos casos que presentaban anemia (Fig. 21). No es de extrafiar por ello que el
valor medio del fosfoglicerato para el grupo se encuentre en el limite superior de la normalidad y
que difiera de forma notable {p < 0.001) de la concentracion media propia de los 120 controles
normales o de las 60 mujeres sanas (tabla 14 y figura 7). El grado de anemia, sin embargo, no es
tan intenso como en el grupo ‘A, de enfermos espec(ficamente con déficit de masa eritrocitica,
y que tienen por ello unas tasas de Hb y Hcto significativamente menores (p <0.001} y de 2,3
DPG eritrocitario claramente superior {p < 0.001) que las de estos enfermos eutiroideos (ta-
bla 19). Sus niveles medios de P, G, BUN, K* y CO,H  se encuentran dentro de los limites esti-
mados como normales para el laboratorio del Hospital.
2,3-DPG ImM)

6.0 9

50 J

NS -»1
a0 j
n 60 35 52 13
Grupo N2 H E T

Fig. 7. Niveles de 2,3-DPG encontrados en enfermos hipertiroideos (Grupo H), eutiroideos {Gru-
po E) e hipotiroideos {Grupo T), comparados con el grupo de mujeres sanas control (Grupo N2).
Signos y abreviaturas como en la figura 3.

161



1. Hipertiroidismos {(Grupo H)

Los resultados objetivados para tos distintos parametros analizados en cada uno de los 35 es-
tudios, en los 2 hombres y las 23 mujeres, de este grupo se relacionan en la tabla 12,

En la tabla 13 se resumen estos hallazgos con una disposicion de datos igual a la expuesta en
tablas similares de los grupos anteriores.

Las concentraciones de las hormonas tiroideas circulantes se encuentran, por definicion, ele-
vadas. (La normalidad para nuestro Hospital, como ya referiamos, se situa entre 100 y 210
ng °/o parala T, y entre 5 y 13 ug °/c parata T,). Los niveles para la T3 han oscilado entre 187
y 681 ng %o con un vaior medio de 328 + 129 ng °/o. En la T, fos I{mites extremos han sido
90y 29.0 ug °/o con una tasa media de 16.32 + 5.26 pg °/o. Estos niveles son claramente supe-
riores {p < 0.001) a los del grupo E {tabla 14). La TSH, l6gicamente, ha mostrado valores prefe-
rentemente bajos, bastantes veces de cero, con un nivel medio de 0.46 + 0.34 ng/m! (tabla 13),
que es inferior (p < 0.005) al objetivada para el grupo E (tabla 14).

Como sucedia a propdsito de los enfermos eutiroideos, también en este conjunto de pacien-
tes con hiperfuncion glandular se encuentran algunos casos con Hb o Hcto descendidos, en gene-
ral de forma muy poco importante (ifmite inferior de 11.4 g °/o y 34 °/a respectivamente), por lo
que los niveles medios de estos parametros para el grupo en su conjunto se sitban dentro de la
normalidad (13.76 + 1.43 g °/o y 41.22 *+ 4,77 °/o respectivamente) (tabla 13). Esto origina aqui,
como en el grupo E, que al establecer las comparaciones estadisticas para ambos parametros he-
maticos entre este grupo de enfermos con hipertiroidismo (grupo H) y el de controles normales
{grupo N) se encuentre una diferencia significativa para el Hcto (p < 0.005} y la CHCM (p <
< 0.05), que persiste solo para la CHCM (p < 0.02) si comparamos con €l grupo N2 (mujeres
normales); la justificacion para esta Gltima comparacion se basa en el hecho de que la inmensa
mayoria de nuestros enfermos con hiperfuncién tiroidea son mujeres. No hay diferencias estadis-
ticas, por el contrario, en lo que se refiere a la Hb, el Hcto y la CHCM entre este grupo Hy el E
(tabla 14).

Los niveles de 2,3-DPG eritrocitario que hemos encontrado en los enfermos hipertiroideos
han variado entre 4.70 y 7.61 mM (13.05 y 23.52 umoles/g Hb) con un valor medio de 5.66 +
+ 0.69 mM (16.95 + 2.18 pmoles/g Hb)} (tabla 13). Estos valores son claramente superiores
{p < 0.001) a los de los controles normales (tanto del grupo N como del grupo N2) y a los de los
enfermos eutiroideos {tabla 14 y figura 7). Las concentraciones medias en sangre de P, G, BUN,
K* y CO,H" se encuentran dentro de la normalidad para este grupo H de enfermos con hiper-
funcion tiroidea (tabla 13).

En 15 hipertiroidismos hemos tenido la oportunidad de seguir |la evolucion de 1a enfermedad
a lo largo de varios meses hasta que el tratamiento médico o, menos frecuentemente quirurgico,
consiguié la normalizacion funcional de la glandula, momento en el que repetimos nuevamente
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Tabla 12: Hallazgos en enfermos con hipertiroidisma.

.

Eded Sexo Hb Heto CHCM P G BUN K CO3H” T3 Ta TSH 2,3-0PG
Enfermo  (afos) (M—F) (g%) (%) (%)} (mg%l} (mg%) I(mg%) (mEam (mEa/) (ng %) (ug%o) ing/mi) (mM) (umol/g Hb)
1. AGS 49 F 120 34 352 40 97 17 - - 495 19.0 . 1.00 5.92 16.77
2. AMS 45 F 125 37 337 33 95 17 - - 187 172 0.80 4.70 13.91
3.CTM 55 F 135 40 33.7 4.1 117 19 - - 542 19.0 0.63 5.92 16.77
4. JLL 24 F 130 43 302 - - - - - 224 10.0 0.00 5.02 16.63
5. FVC 50 F 126 37 33.7 38 113 13 - - 308 13.0 - 5.73 16.97
6.DCS 38 F 143 43 332 36 87 14 43 - 300 290 0.30 6.11 18.37
7.FMP 50 F 140 36 388 36 101 19 - - 225 125 030 5.07 13.05
8. FVC 51 F 124 35 354 3.7 128 16 5.1 - 593 16.0 040 6.53 18.43
9. MMZ 64 F 140 43 325 34 121 25 4.3 30 230 13.8 144 4.70 14.43
10. 1IGG 38 F 138 40 345 35 112 13 40 1 210 9.0 067 578 16.75
11. EOG 44 F 129 40 322 24 107 17 4.4 24 534 290 0.00 6.20 19.23
12. FVC 51 F 114 34 335 30 131 16 4.5 - 261 10.0 042 6.72 20.04
13.CDF 29 F 131 36 36.3 35 91 13 4.0 19 223 122 067 549 15.11
14. 1GG 58 F 150 47 319 39 109 16 4.7 17 249 15.8 0.00 6.76 21.20
15.MMZ 64 F 13.7 42 2.6 35 122 26 4.0 22 228 127 1.02 4.70 14.40
16.CMC 61 F 145 43 33.7 33 109 14 - - 249 149 — 5.35 15.88
17. EOG 44 F 123 36 341 3.0 102 13 4.5 26 338 21.7 0.00 5.87 17.19
18.CMC 61 F 145 41 353 3.1 108 15 - - 305 13.0 090 545 15.41
19. LOG 67 F 129 41 314 27 123 20 39 26 399 240 000 6.20 19.71
20. ARC 37 F 143 36 39.7 34 117 14 - - 490 20.0 - 5.87 14.79
21.LOG 67 F 129 34 379 31 110 15 4.0 - 210 13,56 000 6.72 17.71
22.EOG 45 F 123 40 307 21 103 15 - - 328 15.0 - 5.26 17.11
23. LRG 22 F 15,1 43 351 29 122 10 39 23 470 18.1 055 5.35 15.25
24.1GG 61 F 16,5 47 351 3.2 107 14 - - 250 10.1 050 549 15.66
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Tabla 12 {Continuacion)

Edad Saxo Hb Heto CHCM P G BUN K CO \H T, Ty TSH 23DPG
Enfemo  (afos) IM—F) g% (Yo} (%) (mg%) img ol img %) (mEq/l (mEa/) (ng %) (ug Vo) lag/ml)  {mM)  tumolly Hi)
25. AMM 64 F 177 54 327 35 120 27 43 - 270 162 0.70 5.31 16.20
26. VAC 46 F 143 47 304 30 114 24 39 26 251 95 030 6.11 20.08
27. RMG 27 F 123 38 323 3.7 70 15 4.1 — 474 180 0.30 7.1 23.52
28.1GG 61 F 152 48 316 29 116 14 - - 192 140 050 545 17.21
29.JCP 37 M 159 48 331 - - — - — 215 111 042 498 15.04
30. RMA 26 F 162 46 352 - - - — - 364 136 040 6.53 18.55
31.TSL 65 F 142 44 322 36 124 23 - - 330 169 040 5.31 16.45
32. PMM 53 M 135 42 321 42 114 20 - - 681 184 0.22 545 16.96
33.CMP 63 F 137 41 334 45 99 14 - - 245 250 060 5.02 15.05
34. PMM 63 M 134 45 297 - - - - - 389 227 - 488 16.41
35. AHP 18 F 115 42 273 - - - - - 240 - 0.55 4.70 17.16
Tabla 13: Rasultados en el grupo de enfermos con hipertiroidismo (Grupo H)
Grupo H  Edad Hb Hcto CHCM P G BUN K®™  CO3H™ T, Ta TSH 2,3.0PG
n=35 \sftos) (3 %) %) %) Img %o} {mg %) (mg %) (mEqA} (mEail (ng %) (ug Vo) (ng/mi) {mM}  (umol/g Hb)
n 35 35 35 35 30 30 30 16 10 35 34 30 35 35
Ranga 18-87 11.4-17.7 34-54 27.3-39.7 21-45 70-131 10-27 39-5.1 17-30 187-681 9.0-29.0 0.00-1.44 4.70-7.61 13.05-23.52
< 4794 1375 4122 3344 338 10963 1660 424 2340 328 1632 0.46 5.66 16.95
so 13.93 143 4.77 250 052 1317 387 033 383 129 5.26 0.34 0.69 2.18
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Tabla 14: Comparacion estadistica entre los grupos H (hipertiroidismo), E {eutiroidismo), N {controles normales) y N2

(controles normales de sexo femenino).

Hipertiroidis-

mas versus Edad Hb Heto CHCM P T Ta TSH 2,3-DPG
Eutiroidismos

y Normales  n (afos) ta %} (%o} %l {mg %} tng %) tug %) {ng/m1) (ma) {umol/g Hb)
Grupo H 35 479%139 13752143 4122%477 3344%250 338+0652 328:129 16.32%526 046034 566069 1695+2.18
Gruoo E 52 4931138 1394%149 4194t444 33381184 339055 143*27 926%+184 0861059 502+048 15.17£1.80
Grupo N 120 28.0%156 1429t161 43741420 3264 £189 ~ - - 454057 13.98+2.05
Grupo N2 60 276%143 13.51%£105 41.76%*241 32.33%1.70 - . 460*057 14291203
Significas H VS E NS NS NS NS NS p <0001 p <0001 p<0.005 <0001 <000t
cion de HVSN p< 0001 NS p <0.005 p <0.0% - - - - 0<0001 p<0.001
las dite:  H VSN2 p<0.001 NS NS p <0.02 - - - - » <0001 <000t
rencias £ VSN o <0.001 NS » <0.02 p <0.02 - - - - 9<0001 p <0001



nuestro protocolo de estudio. Los resultados obtenidos en cada uno de estos 15 casos para los
distintos parametros analizados antes y después de la mencionada terapéutica se exponen en la
tabla 15.

En latabla 16y en la figura 8 se muestran estas variaciones analiticas y su significacion estadis-
tica bajo la forma de media aritmética y desviacion standard al considerar a estos 15 casos como un
grupo homogéneo. Es evidente que, mientras que las tasas medias de Hb, Hcto, CHCM, P, G, BUN
y K* no sufren ninguna modificacién a lo largo del tratamiento de la enfermedad, la concentra-
cidn intraeritrocitaria de 2,3-DPG experimenta un descenso considerable. En efecto, desde unos
valores medios iniciales anteriores al tratamiento de 5.85 + 0.75 mM (17.63 + 2.58 umoles/g Hb)
disminuye, coincidiendo con la normalizacion funcional tiroidea, a unos niveles medios de 5.10 +
+0.65 mM {15.74 + 1.78 umoles/g Hb); esta disminucion es, en el orden estadistico, muy signifi-
cativa (p < 0.01). Ldgicamente 1a caida en las tasas de hormonas tiroideas circulantes, T; y Ty, es
también altamente significativa (p < 0.001).

111, Hipotiroidismos (Grupo T)

Los resultados encontrados en el estudio de cada uno de los 13 enfermos de este grupo se ex-
ponen en ia tabla 17 y se resumen, en la forma ya acostumbrada, en la 18.

Logicamente, los niveles de T, y T, séricas se encuentran claramente disminuidos, con una
oscilacion entre 0 y 110 ng %/ vy 0 y 6.2 ug °/o para la T; y la T, respectivamente; los valores
medios se sitGan en 65 ¢ 37 ng °/o y 2.91 ¢ 2,33 ug °/o para ambas hormonas tiroideas, también
respectivamente. Estos valores difieren {(p < 0.001), como era de esperar, de los encontrados en
el grupo E de enfermos eutiroideos (tabla 19). La TSH circulante ha mostrado una clara tenden-
cia a tasas francamente elevadas, entre 0.52 y 14.40 ng/m), con un valor medio de 7.06  5.22 ng/
ml, que es sensiblemente superior {p < 0.001) al propio de ios pacientes del grupo E (tablas 18
y 19).

Las tasas de Hb y Hcto en el grupo T de pacientes hipotiroideos han oscilado ampliamente.
Junto a cifras de 9.0 g °/o y 28 °/o hemos encontrado otras de 16.0 g °/o y 44 °/o para ambos pa-
rametros hematicos respectivamente; los valores medios (12.50 + 2.03 g °/o parala Hby 37.30
+ 4,64 °/o para el Hcto) muestran una clara tendencia a cifras por debajo de 1a media de 1a pobla-
cion femenina espaiiola normal (grupo N2) e incluso por debajo del grupo E de enfermos eutiroi-
deos, algunos de los cuales estaban anémicos, por 1o que no es de extrafiar que, desde el punto de
vista estadistico, los indices de Hb y Hcto del grupo T sean significativamente mas bajos que los
de los grupos N2 y E (tablas 18 y 19).

Las concentraciones eritrocitarias del 2,3-DPG en los pacientes con hipofuncion tiroidea han
variado también de forma considerable, entre 4.08 y 6.72 mM (11.63 y 20.90 umoles/g Hb). Es
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Tabla 15: Hallazgos en enfermos con hipertiroidismo antes y después del tratamiento antitiroideo.

AGS CT™M JLL FVC DCS FMP MMZ
(F; 49 afios) (F;55 afos) (F;24 aios) (F;51afios) (F;38 afos) (F;50afos) (F;64 afos)
n=7 Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post.
Hb (g °/0) 120 130 135 132 130 138 124 126 143 135 140 151 140 139
Hcto (°/o) 34 40 40 42 43 44 35 40 43 ' 44 36 48 43 43
CHCM (%) 35.2 325 337 314 302 313 354 315 332 306 388 314 325 323
P ({mg %)} 4.0 29 441 49 - - 3.7 33 36 32 36 35 34 40
G (mg %) 97 97 117 117 - - 128 118 87 100 101 104 121 125
BUN (mg °/0) 17 19 19 34 - - 16 18 14 12 19 20 25 27
K* (mEa/t} - - - 47 - - 5.1 46 43 34 - 4.1 43 46
T, (ng °/o) 435 110 542 160 224 138 593 173 300 121 225 120 230 190
T4 (ug ) 19.0 60 190 60 100 70 16.0 93 290 80 125 96 138 100
TSH (ng/ml) 1.00 1.00 063 090 0.00 057 040 050 030 1.70 0.30 1.02 144 265
2,3-DPG (mM) 592 484 592 526 502 493 653 540 6.11 470 507 451 470 4.13

2,3-DPG (umol/g Hb) 16.77 14.8916.77 16.74 16.63 15.73 1843 17.15 18.37 15.31 13.05 14.34 14.43 12.79
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Tabla 15 (Continuacién)

IGG EOG LOG AMM AMG TSL PMM

(F; 38 shios} {F; 44 sfios} {F; 58 shos) {F:67 sfios} (F; 64 afios) {F; 27 sitos) {F: 55 aitos} {M; 53 aos)
n=8 Pre. Post. Pre.  Post. Pre. Post. Pra, Post.  Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post.
Hb (g Vo) 138 13.0 129 123 150 152 129 129 17.7 179 123 123 14.2 138 135 169
Heto (%) 40 37 40 40 47 a8 a1 34 54 58 s 38 a a6 a2 47
CHCM (%) A5 35.1 322 307 319 N6 314 379 327 N9 323 323 32.2 300 321 359
Pi{mg %) 35 3.0 24 21 39 2.9 27 31 35 - 3.7 4.0 36 3.7 42 27
Gimg %o} 112 1] 107 103 108 116 123 110 120 - 70 97 124 116 114 96
BUN (mg %) 13 1 17 15 16 14 20 18 27 - 15 18 23 17 20 20
K* (mEat} 4.0 38 44 - 4.7 - 39 40 43 - 4.1 39 - 4.7 - -
T3 ing %) 210 151 534 328 249 192 398 210 270 185 474 154 330 128 681 193
Ta fug %) 9.0 93 290 150 158 140 240 135 162 122 180 94 16.9 62 194 130
TSH (ng/mi) 067 0.67 000 - 0.00 050 000 0.00 070 - 030 036 040 - 022 o1
2,3-0PG (mM} 5.78 5.26 8.20 526 6.76 545 6.20 6.72 531 5.28 7.6% 596 531 4.60 545 4232
2,3-DPG (umol/g Hb) 16.75 1498 19.23 17.11 1.0 17.21 1971 17.71 16,20 1648 2352 1844 16.45 1535 16.96 1202



Tabla 16: Resultados en el grupo de enfermos con hipertiroidismo antes y después del tratamien-
to antitiroideo.

n =15 pares Pretratamiento Posttratamiento n  Significacion
Hb (g °/o) 13.70+1.38 13.96 + 1.65 15 NS
Hcto (°/o) ’ 41.33+4.98 43.13+544 15 NS
CHCM (°/o}) 33.22+£208 3242 £2.10 15 NS

P {mg °/s) 3.56 + 0.51 333+0.70 13 NS

G (mg °/o) 1084 +16.4 107.2 +£10.2 13 NS
BUN {mg °/o) 18.00 + 3.46 18.46 + 6.21 13 NS

K (mEqg/l) 428 +0.43 405 +047 6 NS
T, {ng %) 383.7 +157.2 168.0 +53.7 15 p < 0.001
T4 (ug °/o) 17.84 £ 5.90 9.89 + 3.01 15 p <0.001
TSH (ng/mi) 0.43 +0.43 0.84 £ 0.72 12 NS
2,3-DPG (mM) 5.85 +0.75 5.10 + 0.65 15 p<o00
2.3-DPG (u mol/g Hb) 1763 + 2.58 15.74 + 1.78 15 p<0.05
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Fig. 8. Variaciones en las tasas de la Hb y el Hcto, en los niveles de fosfato sérico inorgdnico (P},
tiroxina (T4) y triyodotironina (T,) circulantes y en la concentracion eritrocitaria de 2,3-DPG,
antes y después del tratamiento, en enfermos con hipertiroidismo. Se indican los valores medios

+ la SEM. Signos y abreviaturas como en fa figura 3.
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Tabla 17: Hallazgos en enfermos con hipotiroidisma. Con un asterisco se indican los casos con anemia.

Edad Sexo Hb Hcto CHCM P T, T, TSH 2,3-DPG
Enfermo  (afios) (M-F) (g%) (%) (%) (mg°s) (ng°) (ug°c) (ng/ml) {mM)  (umol/g Hb)
1. AGS 49 F 12.8 37 345 29 46 25 0.63 498 14.40
2. MRM* 40 F 10.3 32 32.1 30 46 46 14.40 408 12.70
3. EFL 30 F 13.2 37 35.6 34 90 46 10.00 479 13.43
4. PER* 43 F 10.6 33 321 3.5 34 0.0 8.60 5.68 17.70
5. VMA* 73 F 11.2 36 31.1 28 0 a0 - 5.49 17.67
6. VMD* 74 F 9.0 28 32.1 24 110 3.2 2.03 6.72- 20.90
7. 1DF 38 F 125 40 31.2 3.2 36 1.0 14.30 5.26 16.84
8. CPM 63 F 13.0 40 325 4.1 45 0.0 10.00 5.35 16.48
9. CDL 70 F 15.0 43 348 3.8 95 6.2 0.52 5.40 15.49
10. FMP 50 F 16.0 44 36.3 38 88 3.2 5.25 4.23 11.63
11. VFG 61 F 14.2 1 34.6 4.4 100 6.0 - 4.98 14,38
12. VMO* 55 F 106 34 31.7 4.2 30 1.1 10.00 5.59 17.60
13. VMT 73 F 13.9 40 34.7 3.3 125 5.5 2.00 5.49 15.82

Tabla 18: Resultados en el grupo de enfermos con hipotiroidismo (Grupo T).

Grupo T Edad Hb Hcto  CHCM P T, T, TSH 2.3-DPG

(n=13) (afos) (g °o) (/o) (°fo) (mg©°/e) (ng°a} (ug®e)  {ng/mi} (mM)  (umol/g Yb)
n 13 13 13 13 13 13 13 1" 13 13
Rango 30-74 9.0-16.0 2844 31.1-36.3 24-44 (0-110 00-6.2 052-1440 408-6.72 11.63-20.90
X 55630 12.50 37.30 33.33 344 65 291 7.06 5.23 15.77

sD 14.93 2.03 464 1.78 0.59 37 233 5.22 0.66 249
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Tabla 19: Comparacién estadistica entre los grupos T (hipotiroidismo), E (eutiroidismo), A {(anemia) y N2 {controies nor-
males del sexo femenino).

Hipotiroidis-
MOs versus
Eutiroidismos, Edad Hb Heto CHCM P T Ta TSH 2,3-DPG
Andmicos v
Normaies n (sfios) 9 %) %o} %) (mg %) (ng %ol tug %ol (ng/mi) {mM) (umol/g Hb)
Grupo T 13 8531149 1250%203 37301464 3333£1.78 3441059 65%37 291+233 7061522 523066 15771249
Grupo T\
5 S70%160 10381083 3260t296 31822043 318t069 44140 1.781204 875%512 5511094 17311293
(con anemia)
Grupo T,
8 5421152 13821120 40251249 34271165 3811049 78%31 3521233 6101541 5061041 1480%1.72

{sin anemis)
Grupo € §2 4332138 13941149 41941444 33381184 3391054 143127 926+184 086059 502048 1517180
Grupo A 40 37.3%207 1007%172 3282%5.10 30.7013.37 - - - - 579%102 19.2214.27
Grupo N2 60 276148 13511105 4176%241 32 *170 - ~ - - 460*057 14.29 £2.03
Significa- TVSE NS p<001 p <0.005 NS NS p<0.001 p<0.001 » <0.001 NS NS
cionde T VSN2 p<0.001 p<0.02 p <0.001 NS - - - - p<0.001 p<0.08
a dife- TiVST,y NS 5 <0.001 p<0001 p<0.01 NS NS NS NS NS NS
rancia T2VSN2  p <0.001 NS NS p<0.005 - - - - » <0.05 NS

T,vsA p<005 NS NS NS - - - - NS NS

evsa p<0.005 p <0.001 p<0.00t p<0.001 - ~ - - p<0.001 p<0.001

TVSE NS NS NS NS NS p<0.001 p<0.001 p <0.001 NS NS



decir, que junto a cifras que se inscriben claramente dentro de los IVmites de la normalidad exis-
ten otras francamente elevadas. Los valores medios encontrados han sido de 5.23 + 0.66 mM
6 15.77 + 2.49 pmoles/g Hb (tabla 18}, es decir, marcadamente superiores {(p < 0.001) a los obje-
tivados en el grupo N2 de mujeres normales, pero no diferentes estadisticamente de los propios
del grupo E (tabla 19 y figura 7), particularidad ésta que sera comentada mas adelante. Los nive-
les medios de P {3.44 *+ 0.59 mg °/o) han sido normales (tabla 18).

La existencia de enfermos con cifras de Hb o Hcto claramente disminuidas nos ha permiti-
do distinguir dentro de los hipotiroidismos dos tipos de enfermos. En el primero de ellos (grupo
T,), formado por 5 casos, agrupamos aquellos enfermos en los que la Hb o el Hcto eran bajos, es
decir, que podian ser catalogados como anémicos. En el sequndo (grupo T,}, constituido por 8
pacientes, estos parametros hematicos se encontraban dentro de los limites normales y por ello
podian, en principio, ser etiquetados como no anémicos. El grupo T, ha sido comparado estadis-
ticamente con el grupo A (de anemias simples, de etiologia ferropénica principalmente), con e!
que no se ha demostrado ninguna diferencia significativa en lo que respecta a ta Hb, el Hcto, la
CHCM o el 2,3-DPG. El grupo T, ha sido comparado con el grupo N2 (de mujeres normales) del
que solo difiere en la CHCM (p < 0.005) y minimamente en el 2,3-DPG (p < 0.05). Finalmente,
al establecer una comparacion entre los grupos T, y T, se comprueba como ambos se diferen-
cian, por definicion, en cuanto a la Hb, el Hcto y la CHCM, pero no en cuanto al P..T,, T,, TSH
y 2,.3-DPG, a pesar de gque los niveles medios para este metabolito son superiores en el primer
grupo (56.51 + 0.94 mM) a los que se observan en el sequndo {5.06 + 0.41 mM). Logicamente no
hay diferencias estadisticas entre los grupos T, y E al no haberlas ya entre los grupos Ty E en lo
que se refiere al 2,3-DPG, pero tampoco en cuanto a la Hb, el Hcto, la CHCM y el P (tabla 19).

1V. Correlacion del 2,3-DPG intraeritrocitario con otros parametros bioguimicos en las enferme-
dades tiroideas

En las tablas 20 y 21 se muestra el analisis del problema de la relacion entre las dos variables,
dependiente (el 2,3-DPG expresado en su concentracion en la forma mM -tabla 20--, o en for-
ma de umoles/g Hb —tabla 21--) e independiente (sucesivamente el resto de los parametros bio-
quimicos determinados), en el conjunto de los 76 casos de enfermedacies tiroideas, estudiados en
100 ocasiones y considerados como un grupo Gnico.

La significativa correlacion que se demuestra entre el 2,3.DPG (mM) y el Hcto o entre el
2,3-DPG (umoles/g Hb) y 1a Hb o 1la CHCM al considerar a los 76 enfermos tiroideos en conjunto
desaparece al eliminar del estudio de correlacion el grupo de pacientes con funcion normal del ti-
roides (para la relacion del 2,3-DPG (mM) y el Hcto *'r’ pasa a ser de —0.18 y para la del 2,3-DPG
{umoles/g Hb) y la Hb "¢** se transforma en —0.14, coeficientes, ambos, sin significacion estadfs-
tica).
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Tabla 20: Grupos H, E v T: Correlacion det 2.3-DPG (mM) con el resto de los pardmetros estudiados.

y =2,3-DPG (mM) n r a b y=ax +b P

X = Edad (afios) 100 0.0958 0.004 5.0 DPG=0.004E +5 NS
Hb (g /o) 100 ~-0.1724 -0.07 6.2 DPG = —-0.07 Hb + 6.2 NS
Hcto (%/a) 100 - —0.1968 -0.027 6.3 DPG = —0.027 Hcto + 6.3,  <0.05
CHCM (°/o) 100 0.0656 0.02 45 DPG =0.02 CHCM + 4.5 NS
P (mg °/s) 89 -0.0425 —0.052 5.4 DPG = -0.052P + 5.4 NS
G (mg °/s) 76 0.088 0.002 5.0 DPG=0.002G + 5 NS
BUN {mgq °/o) 76 -0.2113 -0.024 5.7 DPG = —0.024 BUN + 5.7 NS
K* (mEg/1} 50 0.1621 0.35 3.8 DPG=035K + 3.8 NS
CO;H™ {(mEqg/l) 39 --0.2079 -0.033 6.1 DPG=-0.033C + 6.1 NS
T; (ng /o) 100 0.4404 0.0022 48 DPG=0.0022 T, +4.8 <0.001
T4 (ug °/o) 99 0.3317 0.038 48 DPG=0.038T, +4.8 < 0.001
TSH (ng/mi) 86 —0.1801 -0.043 5.3 DPG =-0.043 TSH + 5.3 NS



Tabla 21: Grupos H, E y T: Correlacion del 2,3-DPG (umoles/g Hb) con el resto de los parametros estudiados.

y = 2,3 DPG {umol/g Hb) n r a b y=ax+b P

X = Edad {afios) 100 0.0439 0.006 155 DPG=0.006 E + 15.5 NS
Hb (g %) 100 —-0.2972 -0.403 21.3 DPG = -0.403 Hb + 21.3 < 0.01
Hcto (°/o) 100 -0.0528 -0.02% 16.9 DPG = -0.025 Hcto + 16.9 NS
CHCM (°/o ) 100 -0.3666 -0.384 28.7 DPG = —0.384 CHCM + 28.7 < 0.001
P (mg °/a) 89 -0.1108 —-0.463 17.4 DPG=-0.463P + 17.4 NS
G (mg %) 76 0.0933 0.009 148 DPG=0003G + 1438 NS
BUN {mg °/s) 76 ~0.1833 -0.071 171 DPG = ~0.071 BUN + 171 NS
K* (mEq/t) 50 g.2181 1.5 95 DPG=15K*+9.5 NS
CO;H™ (mEa/V) 39 -0.1748 -0.100 18.3 DPG=-0.1C +18.3 NS
T, (ng %) 100 0.3426 0.005 14.7 DPG=0.005T, + 14.7 <0.001
T, (g %) 99 0.2441 0.0%4 14.8 DPG=0.094 T, +14.8 < 0.05
TSH {(ng/mi) 86 -0.11863 -0.093 16.0 DPG=-.0.093 TSH + 16 NS



Tampoco se demuestra correlacion valorable entre el 2,3-DPG y cuaiquiera de los otros para-
metros estudiados, a excepcion de Jas hormonas tiroideas circulantes. En efecto, entre et 2,3-DPG
{tanto mM como umoles/g Hb) y la T, {(ng ®/o) o la T, (ug °/o) se establece una fuerte y significa-
tiva correlacion {p < 0.001) (Figs. 9 y 10); es digno de mencion el hecho de que el coeficiente de
correlacion entre el 2,3-DPG {mM o umoles/g Hb) y (a T, (r = 0.4404 y r = 0.3426, respectiva-
mente) es mas elevado que entre el 2,3-DPG y la T, (r = 0.3317 y r = 0.2441 también respecti-

vamente).

E. CIRROSIS HEPATICAS (GRUPO C)

Los resultados objetivados para los distintos pardametros analizados en cada uno de los 60 ca-
sos estudiados de este grupo se relacionan en la tabla 22. En los dos cuadros de la tabla 23 se resu-
men estos hallazgos con la disposicion de datos ya habitual, con la particularidad, aqui, de que en
el cuadro inferior de esta tabla se ha separado a los enfermos segiin su sexo {grupos C1 y C2 de 28
hombres y 32 mujeres respectivamente) a efectos de poder establecer después comparaciones con
los controles normales del mismo sexo {grupos N1 y N2), mientras que en el cuadro superior se
considera a los 60 pacientes de este grupo (grupo C) como un todo unico.

Las tasas de Hb y Hcto en estos enfermos han oscilado ampliamente. En efecto, junto a cifras
claramente disminuidas (6.5 g °/o para la Hb y 19 °/o para el Hcto) otras han sido francamente al-
tas (17.3 g %/ y 53 °/o para ambos parametros respectivamente). Sin embargo, los valores medios
para el grupo (Hb: 11.80 + 250 g °/o y Hcto: 35.85 * 6.82 °/o) se encuentran por debajo de la
media normal y son significativamente menores {p < 0.001} que los propios de nuestro grupo de
120 controles normales (tablas 23 y 25). Esta diferencia persiste inmodificada {p < 0.001), en
cuanto a la comparacion de medias de la Hb y del Hcto,si separamos a los enfermos segun el sexo
{grupos C1 y C2) y los comparamos con los controles normales de su mismo sexo (grupos N1y
N2) (tabla 25). Los grupos C1 y C2 entre si también muestran diferencias significativas (p <
< 0.05) en lo que respecta a estos parametros hematicos, en el sentido de que los hombres tienen
unos niveles medios superiores a los de las mujeres con la enfermedad (tabla 23). Finalmente,y ya
que individualmente el 50 °/o de nuestros enfermos presentan anemia {tabla 24} y que,como gru-
po Onico {grupo C), muestran un descenso en los niveles medios de la Hb y el Hcto (tabla 23}, he-
maos establecido una comparacion estadistica con el grupo A de 40 enfermos con anemia simple.
De ella se desprende que las cifras medias para los mencionados parametros hematicos en estos
ultimos enfermos son claramente inferiores {(p < 0.001) a las de los primeros {tabla 25).

Del estudio del pH plasmatico y de los gases respiratorios en sangre arterial en estos pacientes
con cirrosis hepatica (tabla 24) se desprende que la alcalosis {pH superior a 7.40) esta presente en
un 56.6 °/o de los casos y que es de naturaleza respiratoria en un 41.6 °/o de ellos, mientras que
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Fig. 9. Correlacion entre los niveles eritrocitarios de 2,3-DPG y las concentraciones séricas de T,
en 73 enfermos tiroideos {hiper-normo-e hipofuncionantes) estudiados en 100 ocasiones distin-
tas. Datos en recuadro como en la figura 2.
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Fig. 10. Correlacion entre los niveles eritrocitarios de 2,3-DPG vy las concentraciones séricas de
T4 en 72 enfermos tiroideos (hiper-normo-e hipofuncionantes) estudiados en 99 ocasiones dis-
tintas. Datos en recuadro como en la figura 2.
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Tabla 22: Hallazgos en enfermos con cirrosis hepatica.

-

Edad Sexo Hb  Hcto CHCM L G BUN K pH  pO, pCO; CO;H ™ Sa0,; Ca0- L 2,3-0PG

Enfermos {ados) (M—F) ig%0) (%ol (%) (mg %l img Yol (mg %) (mEa/tt — {(mm Hg) (mm Hg) (mEa/l) (%) (mi %ol (mg Yo} {mM) {umol/g Hb)

1. AvP 58 F 99 30 330 36 123 23 - 743 95 37 25 97 1341 - 554 16.80
2.JsM 60 M 145 38 38.t 28 98 20 38 748 83 33 26 97 191 40 874 29
3. LPN 43 M 116 39 297 36 20 9 30 734 94 a5 23 97 153 74 897 ' 30.18
4.CVG 78 M 117 36 325 47 162 38 49 746 72 24 19 95 151 - 7.89 2429
5. MLP 60 F 102 31 329 26 118 8 35 736 73 38 22 94 130 45 7.61 2314
6. MGM 54 M t1.7 35 334 38 12 24 37 750 50 22 22 90 142 74 1015 30.36
7.MGA 65 M 118 39 294 31 11 8 38 736 38 pal 94 147 - 8.83 2394
8. DBG 77 M 84 27 3N 31 106 30 - 745 94 30 to 100 118 39 1709 2281
9. RCB 52 M 136 38 357 2.6 141 18 48 745 74 40 27 96 17.7 8g 700 19.56
10. JGR 69 F 110 36 305 31 420 a1 56 750 86 34 26 97 148§ 8.4 860 28.14
11.CGH 51 M 118 32 368 34 100 23 42 746 89 26 ral 93 149 118 723 1962
12. €3V 47 M 158 49 322 35 104 14 31 751 66 35 - 95 29.3 133 83 25.79
13. FLR 59 F 78 30 260 29 16 21 39 750 7N 40 32 96 10.2 - 8.93 3434
14 MCL 50 M 11.0 31 354 34 95 9 41 744 56 33 23 90 134 108 789 22.25
15 CFA 81 £ 156 45 346 33 130 14 - 141 77 37 23 95 200 98 564 16.26
16. LAP 58 F 70 23 304 36 109 1" 38 ?2.37 107 34 20 97 9.4 - 6.48 211
17. ABV 69 M 101 29 348 - 144 39 43 740 68 38 24 92 126 - 5.07 14.67
18. MLP 60 F 117 36 325 39 t44 25 - 142 77 35 22 96 152 53 686 PARE]
19. PGD ] F 103 34 302 27 88 10 3a 741 65 32 24 92 128 64 7.28 24.04
20. ONB 79 F 98 31 N6 31 99 n 36 745 60 36 25 91 121 40 7.23 2289
21.MRB 53 F 65 22 295 1.7 135 20 31 753 87 34 36 97 8.7 83 949 3213
22.EFS 74 F 148 45 328 41 149 22 42 743 99 a0 33 97 195 93 620 19.86
23.PRT 66 F 37 3t 312 26 108 20 42 138 96 a 21 97 128 74 672 2147
24.1GG 81 F 165 47 351 32 107 14 - 739 107 35 pal 98 219 - 5.49 1566
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Tabla 22 (Continuacion)

.

Edad  Sexo Hb Hcto CHCM P G BUN K pH PO,y pCO; CO3H "“Sa0; Ca0; L 2.3-0PG
Enfermo  (aBos) IM=F) (g %al (%} (%) (mg %) {mg %) {mg %) {mEq/l) - {(mm Hg) (mm Hg) (mEq/l) (%) (mi Vo) (mg %) (mMmI {umol/g Hb}
25. MMF 55 F 144 43 334 35 212 13 - 13% 712 42 23 94 1843' 8.1 676 2021
26. MMC 65 M 151 44 343 33 117 25 36 736 60 a4 23 89 18.1 115 714 20.81
27.MF8B 76 F 104 34 308 25 84 10 33 740 78 33 21 95 134 86 708 23.04
28. AAF .62 F 106 33 321 35 104 17 43 742 64 38 24 92 132 64 634 19.7%
29. GGA 55 M 138 44 313 39 102 15 - 743 80 36 21 96 180 76 7.23 23.07
30. ACS 57 M 158 83 292 2.6 157 20 47 1.4 60 45 .29 92 192 83 7.4 24.42
31. FLR 80 F 128 38 336 36 132 18 - 743 93 36 2 97 169 71 6.72 19.95
32. ADG 39 F 7.6 24 312 35 106 16 42 741 10 36 2 95 9.7 93 818 26.10
33. IMG 60 M 130 38 371 44 99 20 - 7139 72 29 19 94 165 - 7.718 2095
34 FG8 48 M 149 42 354 4.0 13 20 42 738 95 34 19 97 196 - 7.28 2053
35. SMC 69 F 136 40 340 33 153 22 34 744 85 43 28 97 1789 - 6.01 17.69
36.SFG 46 F 24 3 30.3 37 103 8 - 736 104 37 21 97 125 - 7.14 2356
37. E0L 64 F 104 34 305 34 152 18 42 737 89 42 24 97 137 - 7.09 23.20
38. JAG 51 M 173 49 353 - - - 41 740 62 37 21 93 217 76 799 22.63
39. 8BMD 52 ~ 47 N 312 46 129 28 44 738 80 41 22 96 12.7 9.6 7.70 24.63
40. DHC 59 M 130 40 325 27 104 12 42 742 86 30 19 97 111 8.1 7.99 2458
41 AGL 65 M 129 35 368 27 96 9 45 7.4 77 40 28 96 16.8 - 8.50 23.08
42. FJD 61 M 140 4 341 3.2 17 20 J6 748 77 42 29 96 18.2 - 8.46 24.77
43. TRA 49 F 135 40 337 36 120 17 44 736 73 39 21 94 172 - 6.43 19.07
44 LGS 50 M 65 19 342 28 143 107 42 737 88 30 16 96 88 - 8.31 24 .31
45, JOL 57 F 137 39 351 34 10 10 - 736 N 42 22 97 180 - 6.43 1833
46. MMJ 55 F 109 34 320 37 220 23 32 749 36 27 20 95 1490 - 9.02 2B.14
47 JMG 60 100 27 37.0 41 126 32 54 738 92 35 20 97 132 - 7.33 19.79
48. ALG 71 109 34 320 2.2 125 29 - 734 83 48 23 96 14.2 - 5.59 17.44
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Tabla 22 (Continuacién)

Eded Sexo. Hb Heto CHCM P [} BUN K pH pO;, oCO; CO;H™ SeO; CaO, L 2,3-0PG
Enfermos (afios) (M~Fl (g %) (%) (%) (mg %) (mg %) {mg %) (mEQ/M) — (mm Hgl (mm Hg} (mEaM (Yol (mi Vo) (mg Yo) (mM) (umal/g Hb}

49. CCM 73 F 105 33 318 40 206 35 41 739 97 32 17 97 138 - 7.23 2274
50. FAM 52 F 113 32 353 33 120 13 - 146 70 37 24 95 146 - 8.22 23.28
51. JRP 53 M 144 42 342 30 135 14 37 734 112 31 15 98 19.2 - 8.13 23.71
52. FPG 63 M 142 42 338 37 107 12 43 737 98 34 18 97 187 - 6.53 19.32
53. JCL 57 F 139 40 347 3.1 93 14 38 736 89 36 22 97 183 - 474 13.66
54..GB 72 M 135 40 337 3.3 114 14 37 747 5B 46 33 93 170 - 7.33 21.72
65. ACS 65 F 95 30 316 40 207 22 44 746 103 34 23 97 126 - 8.50 2686
56. PMQ 60 F 103 34 302 32 96 45 36 751 73 30 22 96 134 - 1015 33.51
57. FMR 62 F 130 40 325 33 112 - - 743 - 34 23 ~ - - 5.64 17.35
68. LTF 39 F 110 3% 305 35 98 12 37 7138 94 36 21 97 145 - 5.82 19.07
§9. LLM 75 F 9.7 29 334 28 (il 25 38 744 57 39 26 92 121 - 9.96 29.78
60. FAM 51 M 107 35 305 30 96 ? 36 744 59 34 22 33 135 - 6.86 22.44
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Tabla 23: Resuitados en el grupo de enfermos con cirrosis hepatica (Grupo C), con referencia a ambos sexos {Grupos C1 y C2)

Grupo C Edad Hb

Hcto  CHCM [ G BUN K pH p0O; pCO; CO3H™ Sa0;  CaO, L 2,3.-DPG
(n=60) lafios) (g%} (%) %) (mg %) (mg %) (mgYolmEN —  (mmHgHmmHg) imEat) (%)  (mi%) (mg%) (mM)  {umolig Hb}
n 60 60 60 60 58 59 58 46 60 59 60 58 59 59 28 60 60
Rango 39.79 6.5-17.3 1953 26.0-38.1 1.74.7 84420 7-107 3056 7.34-7.53 50-112 2248 1536 89-100 8.7-21.9 4.0-13.3 4.74-10.15 13.66-34.34
X 5943 1180 3585 32.80 332 12737 2058 399 7.42 7989 3600 2303 9525 1521 8.14 7.40 2269
S0 9.44 250 6.82 2.35 0.57 48.62 1453 0.55 a.04 14.95 530 4.02 227 3.24 2.2 1.23 447
Grupo C Edad Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
(Cirrosis hepatica) n {aios) (g %) %) %) {mM) (umol/g Hb)
Grupo C1: Hombres (M) 28 585 9.1 12.53+2.47 37.35 £8.27 3363248 765101 2287 356
Grupo C2: Mujeres (F) 32 60.2%97 11.16 £ 244 3453t6.11 3217213 7171486 22584 ¥ 518
Significacion - NS p <005 0 <005 p<002 NS NS



Tahla 24: Alteraciones hematicas mas caracteristicas encontradas en los 60 casos de cirrosis
hepatica.

Cirrosis hepatica

LI P 60 casos (100 °/o)
Hombres ... e e 28 casos (46.6 °/o)
MUJBIES oo ettt e e e 32 casos (63.3 %/o)

ANBMIA L e e e e 30 casos (50 °/o)

HipOXemMIa . e e 30 casos (50 °/o)

Alcalosis ... .. 34 casos (56.6 °/o)
ReSpiratonia . . ... vt e e 25 casos (41.6 °/o)
Metabolica . . ... ... . . . i e 5 casos (8.3 /o)
MiXta . . e e 4 casos (6.6 °/o)

Hiperventilacion. . .. ... ... .. .. .. e 23 casos (38.3 °/o)
Sinalcalosis ... ... ... i 8 casos (13.3 °/o)
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Tabla 25: Comparacion estadistica entre los grupos C (cirrosis hepatica), A (anemia) y N (controles normales).

Cirrosis hepdtica
versus Edad Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
Anemia y Normales n (afios) {g %) (°/a) (%) {mM) {umol/g Hb)
Grupo C 60 6594:94 11.80+250 3585:6.82 3280:235 7.40:1.23 22.69+4.47
Grupo C1 28 6585:91 1253+£241 3735:827 3363:827 765+1.01 2287 +356
Grupo C2 32 60.2:97 11.16+244 3453:6.11 3217+213 717:1.46 2254:518
Grupo A 40 37.3+£207 1007172 3292+510 30.77+337 579+1.02 1922+4.27
Grupo N 120 280+156 1429+1.61 43.74+420 3264+189 454:057 1398+205
Grupo N1 60 2861165 1507169 4571467 3296+202 448057 1367203
Grupo N2 60 276+148 1351+105 41.76+241 3233+1.70 460057 1429+203
Significacion CVSN p <0.001 p < 0.001 p < 0.001 NS p < 0.000 p <0.001
de la C1 VS N1 p < 0.001 p < 0.001 p <0.001 NS p < 0.001 p < 0.001
Diferencia C2 VS N2 p <0.001 p < 0.001 p < 0.001 NS p <0.001 p <0.001
CVSA p < 0.001 p <0.001 p <0.025 p <0.001 p <0.001 p <0.001



en el resto es o bien metabdlica (8.3 °/o) o bien mixta (6.6 °/o); existe un sindrome de hiper-
ventilacion (pCO, arterial menor de 35 mm Hg) en un 38.3 °/o de los enfermos,que cursa sin al-
calosis en el 13.3 %o de ellos. En el conjunto de los enfermos cirréticos de nuestro protocolo se
puede evidenciar una hipoxemia (pQ, arterial menor de 80 mm Hg) en un 50 °/o de los casos;
pero en todos ellos la SaQ, es normat (por encima del 90 °/o), salvo en una ocasion, en que ha si-
do del 89 %/ (tabla 24). Se demuestra una significativa correlacién (n = 60; r = —0.3519; p <
< 0.01) entre el pH plasmatico y la pCO,, cuya recta de regresién es pCO, = --37.6 pH + 314
(Fig. 11).

En efecto, el pH plasméatico ha mostrado para los 60 enfermos afectos de cirrosis hepatica
unos niveles que han oscilado entre 7.34 y 7.53, con un valor medio (sin correccién previa a uni-
dades de concentracion de hidrogeniones) de 7.42 + 0.04. La pO, arterial ha variado entre 50 y
112 mm Hg (a seis enfermos se les administraba oxigeno continuo con ventimask) con una cifra
media de 79.89 + 14.95 mm Hg. La pCO, arterial se ha encontrado entre los limites de 22 y

pCO; (mm Hg}
*
45 [ [
L]
L ]
40
35 4
30 4
pCO, == - 376 pH + 4 hd
25 n =60
r=-035 .
p <0.01
L]
20 4
1.
Ty
L T T T T T
7.30 7.35 740 7.45 750 7.55 pH

Fig. 11. Correlacion entre el pH plasmatico y la pCO, en sangre arterial en la cirrosis hepatica. En
recuadro se expresan los mismos datos que en la figura 2.
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48 mm Hg con una tasa media de 36.00 + 5.30 mm Hg. El bicarbonato plasmatico ha oscilado
entre 15 y 36 mEqg/l con un valor medio de 23.03 + 4.02 mEq/l. La Sa0,, como ya hemos indi-
cado, ha sido practicamente siempre normal, con un valor medio de 95.25 1 2.27 °/o y valores
extremos de 89 y 100 °/o. El contenido arterial de oxigeno (CaQ,), calculado en la forma ex-
puesta en Material y Métodos, ha mostrado una gran diversidad de valores, situados entre 8.7 y
21.9 ml °/o y con un nivel medio para el grupo de 15.21 £ 3.24 ml °/o (tabla 23).

Los niveles de lactato en sangre han sido normales en los 28 casos en los que se han estu-
diado, con una concentraciéon media de 8.14 + 2.21 mg /o y unos valores limite de 4.0 y 13.3
mg °/o. También se pueden considerar como normales las concentraciones plasmaticas medias de
P, G, BUN y K* (tabla 23). En general, el contenido eritrocitario en 2,3-DPG en este grupo C de
enfermos diagnosticados de cirrosis hepatica se encuentra francamente elevaddo, con unas con-
centraciones extremas de 4.74 y 10.15 mM (13.66 y 34.34 umoles/g Hb) y con un nivel medio de
7.40 + 1.23 mM (22.69 * 4.47 pmoles/g Hb) (tabla 23). Al comparar estos valores, tanto en su
conjunto para el grupo C como particularmente para los grupos C1 (hombres) o C2 {mujeres),
con los objetivados en nuestros controles normales {grupos N y N1 6 N2 respectivamente), evi-
denciamos que existe una diferencia estadistica altamente significativa {p < 0.001} {tabla 25).
Ademas, llama inmediatamente la atencidon el hecho de que esta diferencia persiste {p < 0.001)
al establecer una comparacion de medias aritméticas con el grupo A, de enferimos con anemia
simple. Es decir, en la cirrosis hepdatica las concentraciones de 2,3-DPG se encuentran francamen-
te elevadas, muy por encima de los valores normales (Fig. 12), pero también, y esto es 1o sorpren-
dente, por encima de lo que objetivamos en los casos de anemia simple {grupo A}, a pesar de que
en este ultimo grupo de enfermos las tasas de Hb y Hcto son claramente menores (p < 0.001)
que las de los pacientes afectos de cirrosis hepatica (como ya comentamos mas arriba) (tabla 25).
En este sentido podriamos decir que los enfermos con cirrosis hepatica tienen un contenido eri-
trocitario en 2,3-DPG muy superior al que les corresponderia por su grado de anemia (Fig. 21).
Para cuantificar este hecho de alguna forma nos hemos valido de la ecuacion de la recta de regre-
sién entre la Hb y el 2,3-DPG (DPG {(mM) = —0.34 Hb (g ®°/o) + 9.2), que habiamos calculado co-
mo propia de los enfermos con anemia simple ifgrupa A} y que, por lo tanto, expresa la relacion
entre estos dos parametros bioquimicos en este grupo de pacientes (tabla 9 y Fig. 6). En la men-
cionada ecuacion hemos sustituido las cifras de la Hb (g °/o) de cada uno de los enfermos cirrd-
ticos, para obtener asi un valor teédrico de 2,3-DPG (mM) para su gradc de anemia. La media arit-
mética de todos los valores teéricos de 2,3-DPG asi calculados, para cada uno de los 60 pacien-
tes afectos de cirrosis hepatica, ha sido de 5.18 ¢ 0.84 mM. Este valor tedrico (VT) para su grado
de anemia es significativamente menor {p < 0.001) que el valor medio real determinado, pero ain
claramente superior {p <0.001) alas concentraciones normales de 2,3-DPG (Fig. 12). Practicamente
se obtiene el mismo valor tedrico de 2,3-DPG {mM) si sobre 1a recta de la Fig. 6 llevamos el valor
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Fig. 12. Niveles medios de 2,3-DPG en 60 casos de cirrosis hepatica (Grupo C). En la columna
central se indica el valor tedrico medio (VT) de 2,3-DPG, que les corresponderia a estos enfermos
por su grado de anemia. En la columna de la derecha se representan los valores normales de 2,3-
DPG (Grupo NJ). Signos y abreviaturas como en la figura 3.

medio de la Hb de los enfermos cirrdticos (11.8 g °/o) y proyectamos su interseccion sobre el eje
de las ordenadas.

En las tablas 26 (el 2,3-DPG viene expresado en su concentracion en la forma mM) y 27 (el
2,3-DPG viene expresado como pmoles/g Hb) resumimos el analisis de la relacion estadistica entre
las dos variables, dependiente (2,3-DPG} e independiente (sucesivamente, el resto de los pardme-
tros bioguimicos estudiados) en tos 60 casos de cirrosis hepatica.

Es evidente que la correlacion mas fuerte (p < 0.001) se establece entre el 2,3-DPG (tanto
mM como pmoles/g Hb) y el pH plasmatico. En la Fig. 13 representamos graficamente esta rela-
cion (el pH no ha sido transformado en unidades de concentracion de hidrogeniones por los mo-
tivos expuestos en Material y Métodos)." Se demuestra también una valorable correlacion (p <
< 0.05) entre el 2,3-DPG {mM} y la p0,, la pCO, y el CaO, o entre el 2,3-DPG (umoles/g Hb) y
ta Hb {p <0.01), }a CHCM (p < 0.001) y el CaO, (p < 0.001). En la Fig. 14 representamos grafi-
camente la relacion entre el 2,3-DPG (mM) y la pO, en sangre arterial (mm Hg}.
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Fig. 13. Correlacion entre el pH plasmatico y el 2,3-DPG eritrocitario en la cirrosis hepatica. En
recuadro se expresan los mismos datos que en la figura 2.
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Y L]
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Fig. 14. Correlacién entre la pO, arterial y el 2,3-DPG eritrocitario en ta cirrosis hepatica. En re-

p0, imm Hg)

cuadro se expresan los mismos datos que en la figura 2.
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Tabla 26: Grupo C: Correlacion de! 2,3-DPG {mM) con et resto de los parametros estudiados

y = 2,3-DPG (mM) n r a b y=ax+b 4

X = Edad (afios) 60 —0.0885 -0.011 8.0 DPG=-0.01E+8 NS
Hb (g %) 60 -0.23561 -0.11 8.7 DPG=-0.11 Hb + 8.7 NS
Heto (%/o) 60 ~-0.2056 -0.037 8.7 DPG = —0.037 Hcto + 8.7 NS
CHCM (/) 60 -0.1679 -0.087 10.2 DPG = -0.087 CHCM + 10.2 NS
P {(mg %) 58 --0.1369 --0.29 8.3 DPG= 0.29P +8.3 NS
G img %) 59 0.124 0.004 6.5 DPG =0.004 G + 6.5 NS
8UN (mg %) 58 —0.1596 0.013 7.1 DPG=0.013 BUN + 7.1 NS
K~ {mEq/!) 46 -0.1790 -0.39 9.2 DPG=-0.39K +9.2 NS
pH (=) 60 0.4827 12.0 —-81.7 DPG=12pH - 81.7 < 0.001
p0,; (mm Hg) 59 -0.2903 -0.023 9.3 DPG = -0.023 pO, +9.3 <0.05
pCO, {mm Hg) 60 -0.3014 -0.070 9.9 DPG = -0.07 pCO, +99 <0.05
CO;H™ (mEq/l) 58 0.0967 0.029 6.6 DPG=0.029 CO;H + 8.6 NS
Sa0, (°/s) 59 -0.1416 -0.075 146 DPG = —0.075 Sa0, + 146 NS
Ca0; (mi %) 59 -0.2578 -0.098 89 DPG = -0.098 Ca0, + 8.9 <0.05
L {mg /o) 28 -0.0474 -0.021 7.7 DPG=-0021L+77 NS
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Tabla 27: Grupo C: Correlacion dei 2,3-DPG (umoles/g Hb) con el resto de los parametros estudiados.

y = 2,3-DPG (u mol/g Hb) n r a b y=ax+b | 4

X = Edad (afios) 60 -0.0066 —0.003 23 DPG = -0.003 E + 23 NS
Hb (g %/0) 60 —0.3867 -0.70 31 DPG = -0.70 Hb + 31 < 0.01
Hcto (%0} 60 —0.2492 -0.16 28 DPG = ~-0.16 Hcto + 28 NS
CHCM (°/o) 60 —0.5359 -1.01 56 DPG = —-1.01 CHCM + 55 < 0.001
P (mg°/o) 58 -0.1854 -1.43 27 DPG=-143P + 27 NS
G {mg % 59 0.1351 0.012 21 DPG=0.012G + 21 NS
BUN {mg °/o} 58 0.1112 0.034 22 DPG =0.034 BUN + 22 NS
K* {mEq/t) 46 ~0.2468 -2.0 31 DPG=-2K + 31 NS
pH {-) 60 0.4635 41.8 -287 DPG =41.8 pH — 287 < 0.001
pO, {mm Hqg) 59 -0.2228 —0.066 28 DPG = -0.066 pO, + 28 NS
pCO, (mm Hg) 60 -0.2038 -0.172 28 DPG = -0.172 pCO, + 28 NS
CO; H™ (mEg/l) 58 0.1856 0.208 17 DPG =0.208 CO,H + 17 NS
Sa0, (%) 59 —-0.0765 -0.14 37 DPG = -0.14 Sa0, + 37 NS
Ca0, {(mi %) 59 -0.4673 -0.56 30 DPG = -0.56 Ca0, + 30 < 0.001
L {mg %) 28 —0.0628 -0.01 24 DPG=-0.01L +24 NS



F. ENFERMEDADES PULMONARES OBSTRUCTIVAS CRONICAS (GRUPO B)

Los resuitados obtenidos del anadlisis de cada uno de los 47 estudios efectuados en los 44 ca-
sos (34 hombres y 10 mujeres) de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC, grupo B)
se relacionan en la tabla 28 v se resumen en la forma habitual en la 29.

Como era de esperar, aunque los indices de Hb y de Hcto han oscilado ampliamente {de
12.5 a 24.0 g °/o para el primero y de 38 a 68 °/o para el segundo), los valores medios (16.43 ¢+
+ 2.24 9 °/o parala Hb y 51.68 t 7.22 °/o para el Hcto) se inscriben claramente por encima de los
limites que pueden ser considerados como normales. Por ello,no es de extrafiar que tales valores,
a este respecto, difieran significativamente (p < 0.001), desde un punto de vista estadistico, de
nuestros controles normales (tabla 30}.

Aungue también han variado entre amplios margenes, los niveles mediosde P, G y K* se pue-
den cunsiderar como normales. Por el contrario, el valor medio del BUN (27.47 + 12.98 mg /o)
se sitia en el Iimite superior de la normalidad segiin los controles del Laboratorio Central del
Hospital (tabla 29).

Por 1o que se refiere a las determinaciones del pH plasmatico y de los gases respiratorios en
sangre arterial solamente en tres ocasiones hemos podido hacer constar una situacion de acidosis
respiratoria {con un pH de 7.14, 7.19 y 7.28 y con una pCO, de 65, 125 y 62 mm Hg, respectiva-
mente). En el resto de tales determinaciones el pH podria ser considerado como normal o incluso
como elevado, dentro de una situacion de alcalosis respiratoria por hiperventilacion y en cuyo ori-
gen la hipoxemia indudablemente debe de haber jugado un papel importante. En efecto, el pH
plasmdtico se ha situado en todos fos casos entre unos valores extremos de 7.14 y 7.48 con un va-
lor medio {sin correccién previa a unidades de concentracién de hidrogeniones) de 7.36 * 0.06,
que se encuentra claramente dentro de ios limites normales. La pO, arterial ha oscitado entre 23
y 98 mm Hg con una tasa media de 58.65 + 14.96 mm Hg, muy por debajo de la normalidad. Es
decir, y como cabria esperar, en este grupo B de enfermos se aprecia una neta situacion de hipo-
xemia. La pCO, arterial, cuyos valores han variado entre 31 y 125 mm Hg, tiene un valor medio
para e! grupo de 56.93 ¢+ 16.90 mm Hg, evidentemente por encima de los |imites hahitualmente
considerados como normales. Es decir, nuevamente aqui, como era l6gico suponer, estos pacien-
tes con EPOC muestran una evidente situacion de hipercarbia. El bicarbonato plasmatico, que ha
oscilado entre unos valores extremos de 19 y 48 mEq/l, ofrece un valor medio de 30.50 + 6.35
mEq/l, que se localiza en el Iimite superior de la normalidad, en un claro intento compensador de
1a situacion de retencion de anhidrido carbonico, propia de estos enfermos.

En correspondencia con la ya comentada hipoxemia la Sa0,, que ha variado entre los iimites
del 681 y 97 °/o, tiene un nivel medio para este grupo B de 86.95 + 8.79 °/o, indudablemente infe-
rior a fo que en general se acepta como normal. El Ca0,, calculado en la forma ya referida con
anterioridad, nos ha mostrado amplias diferencias de unos enfermos a otros, debido sobre todo a
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Tabia 28: Hallazgos en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

.

Edad Sexo Hb Hcto CHCM P G BUN K pH O, pCO; CO,H” Sa0; CaO; 2,3-0PG
Enfermo  (afosi M—¢) (9 %) (%) (%) img %) (mg %l (mg %) ImEaM -~ (mmHgl (mmHg) (mEa/) (%) (mi %) (mM) (umoi/g Hb)
1 FGG 54 M 18.5 60 308 38 157 30 4.2 7.44 82 3 22 97 243 6.11 19.81
2.8iP 77 ™ 135 42 321 315 109 23 42 736 64 44 25 90 164 545 16.96
3. AFF 72 F 168 51 329 30 107 63 81 137 37 36 48 68 154 855 2596
a PAF 61 M 181 57 317 - - - - 737 &4 59 35 30 220 470 14.80
5.88T 73 M 152 44 345 30 20 26 45 738 85 40 24 95 196 418 12.10
6.ACS 73 M 209 62 337 32 - 20 46 136 86 57 33 95 268 517 15.33
7.46C 78 F 143 40 387 33 130 22 50 741 56 36 24 88 170 667 18.66
8.CRC 24 £ 165 60 275 5.1 112 32 - 740 60 53 38 92 205 517 18.80
S ACG 58 M 172 81 337 39 95 27 42 734 87 53 24 85 197 470 1393
10. ASP 47 M 158 48 323 36 136 13 48 737 69 46 27 92 196 376 11.42
11.DFN 52 M 186 51 364 36 2 22 47 741 &9 a7 24 94 236 5.7 1417
12.AP8 72 M 1583 45 340 36 72 13 40 738 43 60 35 8 161 54§ 16.03
13.¢Cv 86 F 134 40 U277 35 96 29 40 739 64 a0 24 90 159 643 19.66
13 A0L 69 F 144 44 327 37 131 23 37 738 62 51 3 9 177 6.1 18.66
15 SPF a7 M 200 68 294 52 141 34 46 719 38 125 - 61 164 404 13.74
1€ ABV 69 ) 141 45 N3 32 104 31 43 748 70 38 25 95 181 540 17.25
17 RCG B0 M 240 67 358 23 99 18 44 131 87 62 32 87 281 404 11.28
18 MPN 88 ol 168 47 357 34 125 16 - 13 67 51 26 92 209 333 933
19.ANB 67 M 157 55 285 43 131 36 a1 736 38 50 29 0 148 728 2552
20.0CG 72 M 170 60 283 - - - - 732 s8 59 29 88 202 423 1492
21 LBS 66 M 172 S0 344 35 88 17 - 145 53 49 3t 85 197 484 14.07
22.ABM 63 M 133 46 283 45 97 70 46 731 59 40 19 85 183 376 1300
23.MCF 38 M 176 48 366 33 109 20 40 730 48 66 32 80 190 686 8.7
24 GGD 76 M 150 59 254 - 135 50 40 714 23 65 2 - - 423 1663
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Tabla 28 (Continuacion)

+

Eded Sexo Hb Heto CHCM P G 8UN K* pH pO:  pCO; CO3H” Ss0; Ca0: 2,3.0PG
Enfermo  (afios) (M—F1 (%) (%) (%) img%) (mg%) (mg%) (mEaM) — (mmHQl (mm Hg) (mEa/) (Yo) {ml %) ImM) (umol/g Hb)
25. MPA 56 L 174 53 328 4.1 "M 36 5.7 742 63 42 26 94 2241 §.73 17.46
26. LSM 59 L 127 51 347 49 116 25 441 7.3 67 54 25 92 220 549 16.84
27. 4PC 77 f 16.3 50 326 40 12 30 38 7.46 56 47 3 95 209 5.96 18.30
28.NGC 62 M 176 51 343 30 131 33 44 746 76 42 28 96 227 502 14.65
29.0C6 72 ™ 168 57 204 - - - - 139 57 59 34 9 204 394 13.39
30. MAL 37 M 169 60 28.1 B 4.3 - 14 a5 7.31 98 90 32 96 220 4.5 16.01
31. AvA 59 M - 58 - - 100 16 4.0 7.38 §5 76 40 a7 - 4.08 -
32.TGT 50 M 188 60 313 40 86 22 45 736 53 69 39 87 220 526 16.80
33. RFM 64 M 14 48 29.3 3.7 10 22 37 7.35 37 55 29 70 133 6.25 21.28
34. MCR 85 F 13.7 40 342 36 94 42 44 7.40 58 64 37 92 17.0 7.14 2085
35.P8S 84 F 125 40 312 39 92 25 48 735 65 57 29 93 157 540 17.29
36.MGY 62 M 175 54 324 38 122 25 50 748 S6 43 3 97 229 645 19.90
37.PGD 56 F 148 63 279 33 95 a6 56 734 36 87 45 6 130 6.5 22.04
38.JGG 47 F 143 50 298 40 88 17 - 738 50 57 34 8 173 526 17.66
33.PGD 56 F 155 §1 303 37 95 16 40 739 56 57 34 90 188 488 16.08

'\ 40. CRR FAl M 16.5 48 343 - - - - 734 67 46 25 91 203 432 12.57
‘t". LMP 59 M 169 53 3B - - - - 7.36 43 70 39 77 17.% 4.70 14.73
42.'cO 53 M 189 61 309 - - - - 7.36 61 64 37 89 227 423 13.65
435 w2 ™M 142 38 373 - - - - 741 90 38 24 9 175 564 15.08
44.1LAM 39 m - 4 - - - - - 744 50 41 27 8 - 413 -
45.MGA 53 M - 8 - 36 24 28 - 734 61 69 37 9 - 708 -
46. LMP 59 M 16.9 63 318 - - - - 7.36 43 70 39 7 178 4.70 14.73
47.MGA 53 M - 56 - 36 94 12 47 728 50 62 27 80 - &390 -
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Tabla 29: Resultados en el grupo de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (Grupo B).

Grupo B

M = 36; Edsd Hb Hcto  CHCM P G BUN K* pH pO, pCO; CO3H™ Sa0; Ca0; 2,3-DPG

F=11 (avas) (g% (%) (%) (mg%) (mg%) (mg%) ImEqA) -  ImmHg) (mm Hg) (mEa/ (%)  (ml %)  (mM) (umol/g Hb)
n 47 43 47 a3 36 36 38 33 47 47 a7 46 46 42 47 43

Aango 24.86 125.240 3868 254373 2352 72-157 1270 3.7.6) 7.14.748 2398 31125

x 6159 16.43 51.68 32.09 369 108.33 2747 4.46 7.36

SO 13.0 2.24 7.22 277 0.59 1889 1298 055 0.08

1948 6197 13.0-28.1 333855 9.33.25.96

5865 5693 30.50 8695 18.35 5.29 16.48

1496 1690 6.35 879 3.37 1.13 350

Tabla 30: Comparacidn estadistica entre el grupo B (enfermedad puimonar obstructiva crénica) y el N {controles normales).

EPOC versus Edad Hb Hcto CHCM 2,3-DPG

Normales n (afios) {g %) (%) (%/o) (mM) {umol/g Hb)
Grupo B 47 61.59 +13.0 1643224 5168 +7.22 32.09 .t 2.77 5.29 +1,13 16.48 + 3.50
Grupo N 120 28.0 *156 14.29 + 1.61 43.74 £ 1.89 32.64 = 1.89 454 + 0.57 13.98 = 2.05
Significacion p < 0.001 p <0.001 p <0.001 NS p <0.001 p < 0.001



sus distintas tasas de Hb. Con un valor medio de 19.35 + 3.37 mi °/o, que se puede considerar co-
mo normal, ha oscilado entre los extremos de 13.0 y 28.1 ml °/s (tabla 29).

La concentracion intraeritrocitaria de 2,3-DPG ha mostrado una evidente tendencia hacia va-
lores superiores a la normalidad, pero con amplios margenes de variacion, situados en 3.33 y
8.55 mM (9.33 y 25.96 umoles/g Hb). El valor medio para el grupo ha sido de 5.29 + 1.13 mM
(16.48 + 3.50 pmoles/g Hb) (tabla 29), que ofrece una diferencia estadistica significativa {p <
< 0.001) al compararlo con nuestros controles normales (tabla 30 y Fig. 15).

En las tablas 31 (el 2,3-DPG expresado en su concentracion en forma mM} y 32 (et 2,3-DPG
expresado como umoles/g Hb} ofrecemos los resultados obtenidos del analisis estadistico del pro-
blema de la relacion entre el 2,3-DPG (variable dependiente) y el resto de los parametros bioqui-
micos estudiados (variables independientes) en este grupo de 44 enfermos.

Es evidente que la correlacion mas fuerte se establece entre el CaO, (ml /) y el 2,3-DPG
{tanto al expresar los resultados en la forma mM, con una p < 0.05, y cuya representacion grafica
aparece en la Fig. 16, como al expresarlos en forma de umoles/g Hb, con una significacion esta-
distica en este caso de p < 0.01). El 2,3-DPG (en 1a forma de umoles/g Hb, pero no en la forma
mM) también se correlaciona con la Hb, el BUN, la pO,, el CO;H™ y la Sa0, (p <0.05 en todos
los casos) (tabla 32).

2,3-LPG (mM)

Fig. 15. Niveles medios de 2,3-DPG encontrados en 44 casos de enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (Grupo B), estudiados en 47 ocasiones distintas, comparados con nuestros controles nor-
males (Grupo N). Signos y abreviaturas como en la figura 3.
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Tabla 31: Grupo B: Correlacion del 2'3§,D,PG {mM) con el resto de los pardmetros estudiados

y =2,3-DPG (mM) n r a b y=ax+b P

x = Edad (afios) 47 0.1709 0.014 43 DPG =0.014 E + 4.3 NS
Hb (g °/o) 43 —0.2651 -0.129 7.4 DPG=-0.129Hb + 74 NS
Hcto (°/a) 47 -0.2736 -0.042 7.5 DPG =- 0.042 Mcto + 7.5 NS
CHCM (°/0)} 43 0.1336 0.052 3.5 DPG =0.052 CHCM + 3.5 NS
P (mg °/a) 36 -0.1299 -0.249 6.4 DPG=-0.249P + 6.4 NS
G {mg /o) 36 —0.0274 —0.001 5.7 DPG = -0.001 G +5.7 NS
BUN (mg /o) 38 0.2174 0.019 43 OPG=0.019 BUN + 4.9 NS
K* (mEa/) 33 0.2358 0.488 3.3 DPG=0488K*+3.3 NS
pH (=) 47 0.2283 4.01 —24.2 DPG=4.01pH - 24.2 NS
pO,; (mm Hg) 47 -0.1984 -0.015 6.1 DPG = -0.015 p0O, + 6.1 NS
pCO, (mm Hg) 47 0.0009 6.1 X 10° 5.2 DPG =6.1 X 10° pCO, + 5.2 NS
CO;H™ {mEg/l) 46 0.2502 0.044 39 DPG=0.044 CO,H + 39 NS
Sa0, (%) 46 -0.2213 —0.028 7.7 DPG = —0.028 Sa0, + 7.7 NS
Ca0, (ml°/o} 42 ~0.3520 -0.114 75 DPG=-0.114Ca0, +75 <0.05
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Tabla 32: Grupo B: Correlacion del 2,3-DPG (umoles/g Hb) con el resto de los parametros estudiados.

y = 2,3-DPG (umol/g Hb) n r a b y=ax +b [

X = Edad (afios) 43 0.1110 0.029 14.6 DPG=0029E + 146 NS
Hb (g %/o) 43 -0.3259 -0.510 248 DPG = -0.510 Hb + 24.8 <0.05
Hcto {°/o) 43 —0.1349 -0.063 19.7 DPG = —-0.063 Hcto + 19.7 NS
CHCM (%/o) 43 -0.2741 -0.346 27.6 DPG = —0.346 CHCM + 27.6 NS
P {mg %) 35 0.0563 0.341 15.7 DPG=0.341P + 15.7 NS
G {mg %) 33 0.0810 0.015 15.3 DPG=0.016G + 15.3 NS
BUN {mg °/c) 35 0.3775 0.106 14.0 DPG =0.106 BUN + 14 < 0.05
K* (mEq/t) 31 0.1759 11 12.2 DPG=11K *+12.2 NS
pH (=} 43 0.2041 11.0 —-64.7 DPG=11pH —64.7 NS
p0O, (mm Hg) 43 —0.3668 -0.082 213 DPG = —0.082 p0, +21.3 <0.05
pCO, (mm Haq) 43 0.1104 0.022 15.2 DPG =0.022 pCO, +15.2 NS
CO;H™ (mEg/l) 42 0.3356 0.186 109 DPG=0.186 CO,H™ + 109 <0.05
SaQ, (%) 42 -0.3471 -0.134 28.2 DPG = -0.134 Sa0, + 28.2 <0.05
Ca0, (mi %) 42 -0.4500 -0.473 25.6 DPG = -0.473Ca0, + 256 < 0.01
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Fig. 16. Correlacion entre el 2,3-DPG eritrocitario y el contenido arterial de oxigeno {Ca0,) en
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. En recuadro se expresan 1os mismos datos que en la
figura 2.

G. INSUFICIENCIAS RENALES CRONICAS (GRUPO R)

Los resultados encontrados en el estudio de cada uno de los 30 enfermos {13 hombres y 17
mujeres), afectos de una insuficiencia renal cronica severa (IRC), se muestran en la tabla 33. En
ella los 10 primeros casos corresponden a aquellos pacientes que, como referiamos en Material y
Métodos, no estaban incluidos en ningin programa de hemodialisis periédica vy que habian ingre-
sado en el Hospital a causa de una agudizacion de su proceso renal. Todos ellos tienen determina-
ciones de pH plasmatico y gases respiratorios en sangre arterial. Los 20 enfermos restantes de esta
tabla de datos corresponden a aquellos casos que si figuraban en un programa de depuracion ex-
trarrenal y que estaban siendo dializados regularmente desde meses, a veces afos, atras. Los resul-
tados que mostramos en la mencionada tabla son todos datos obtenidos de determinaciones en
fase de predialisis.

En la tabla 34 se resumen, en la forma acostumbrada, los hallazgos encontrados en el estudio
de estos 30 casos. Al examinar esta tabla ilama en primer lugar poderosamente la atencion el que
la tasa de Hb, que ha oscilado en estos enfermos entre 3.5 y 11.56 g /o, el indice Hcto, que ha va-
riado entre 14y 37 °/o, y la CHCM, que !0 ha hecho entre 22.5 y 36.1 °/o, muestran unos valores
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Tabla 33: Hailazgos en enfermos con insuficiencia renal crénica.

Edad Sexo Hb Hcto CHCM [ G BUN K' aH  pO; pCO; CO;H™ Se0; Ca0, 2.3.0PG
Enfarmo  isfios) (M-F) (g%} (Yo} %) imp Vo) (mg%oi (mg%) (mEaM) — (mmHg) mmHg) imEqM (Yol tmi %) (mM) (umoilg Hb)
1.MPG 55 F 67 21 33 62 82 145 41 729 85 22 13 - - 620 1944
2. JSM 77 F 111 34 326 8.3 100 142 5.5 726 11 23 12 97 147 5.02 15.40
3. FHR 58 F 78 27 288 1.2 150 108 33 7.28 102 21 10 96 103 4.55 15.78
4.ASA 68 M 80 26 307 56 122 137 a4 734 76 3 18 93 102 573 1862
510G 49 F 88 27 325 80 141 107 47 129 92 40 19 9% 116 573 17.59
6.PVV 78 F 84 24 360 8.1 210 224 26 735 114 22 12 97 112 686 1960
7. RLA 74 F 16 25 304 6.3 108 126 6.7 7.33 113 23 13 97 10.2 5.78 19.01
8.0MG 49 F 91 28 325 53 173 113 26 1734 81 a9 25 9% 119 6.20 19.08
9 RIS 78 F 101 32 35 38 116 46 43 741 54 a3 27 89 122 6.72 21.29
10.HFR 65 £ 115 33 348 49 129 76 50 732 81 45 21 95 148 517 14.83
11. AMA 30 F 35 14 25.0 35 - 128 54 - - - 22 - - 8.22 3385
12.EL0 35 M 65 24 270 4 - 245 62 - - - 24 - -  &mn 2481
13. CAL 65 F 8.5 18 361 41 - 158 48 - - - 20 - - 7.14 19.78
14. SRE 55 M 6.5 24 27.0 55 - 162 5.4 - - - 15 - - 6.72 2481
15. JBA 46 M 56 20 28.0 4.6 - 172 6.2 - - - 22 - - 8.13 29.03
16. NRA 29 F 49 17 288 35 - 192 46 - - - 17 - - 7.09 24.62
17.4T0 43 M 75 25 300 61 - 62 - - - 28 - - 780 17.68
18 SAR a3 M IR 16 225 23 - 190 5.0 - - - 27 - - 7.56 3363
19.MGt 49 F 94 37 254 29 - 17 65 - - - 22 - - 949 3737
20 cmMP 31 £ 49 18 272 27 - 130 50 - - - 27 - - 170 283
21. INU 46 M 47 1?7 276 25 - 278 70 - - - 23 - - 784 27.23
22.CSM 50 M 52 19 273 34 - 183 63 - - - 19 - - 7133 %79
23. CGO 47 F 49 17 288 5.1 - 218 58 - - - 20 - - 7.05 24 45
24. CMA 46 F 18 26 300 34 - 140 5.2 - - - 24 - — 667 22.24



Tabla 33 (Continuacion)

Edad Sexo HMb Hcto CHCM P G BUN K pH @O pCO; CO3H™ Se0; Ca0, 23.0PG
Enfermo  (sdos) IM—F) (g% (%) (%) (mg %) Img Yol img%) (mEa/) - (mmHg) (mm Hgl (mEa) (%) (mi %ol (MM} (umolig Hb)
25 MGA 52 M 65 21 309 23 - 180 63 - - - 22 - - 662 21.41
26. AFE 48 M 75 26 288 38 - 174 65 - - - 21 - - 881 23.62
27.CRI 50 F 49 16 306 28 - 204 54 - - - 19 - - 68 2240
28. FPL 59 M 8.3 ) 29 286 23 - 185 34 - - - 20 - - 7.00 24.456
29.MBA 23 M 73 25 292 36 - 128 46 - - - 19 - - ag0 15.77
30.PVI 56 ™ 65 26 250 45 - 26 57 - - - 16 - ~ 441 1767

Tabla 34: Resultados en ef grupo de enfermos con insuficiencia renal crénica (Grupo R).

Grupo R

M= 13; Edsd Hb Hcto CHCM P G BUN K* pH pO; pCO, COH Sa0; Ca0O, 2,3-0PG

F=17 ftafosl (@%) (%) (%) (mg Yol {mg %) img %ol (mEq/m ~  (mmHq) {mm Hg) (mEgq/t} (%a)  {mi %) {mM)  {umal/g Hbl
n 30 ] 30 30 30 10 30 30 10 10 10 30 9 9 30 30

Rango 23-78 36-11.5 1437 225361 238.1 82210 46-278 2.6-70 7.26-741 54.114 2149 1028 8997 10.2-14.8 441949 1483.3737

x §1.70

sD 14.40

705
2.03

23.73
5.86

2348
312

448
1.68

132
37

155
49

516
1.16

732
0.04

91
19

R
1"

19.30
4.83

35
286

119
1.7

6.65
117

2288
5.72



medios (7.05 + 2.03 g °/o, 23.73 + 6.86 %0 y 29.48 * 3.12 °/o para la Hb, el Hcto vy la CHCM,
respectivamente) muy por debajo de 10 que habitualmente se acepta como normal; por ello, no es
de extrafiar que al establecer una comparacion estadistica entre estos datos y los valores medios
propios de nuestros 120 controles normates, o incluso de ios 40 casos de anemia simple, la dife-
rencia sea (a excepcion de la CHCM con la anemia) altamente significativa (p < 0.001) (tabla 35).

El Py el K*, que han oscilado entre amplios margenes, debido a la heterogeneidad del grupo
(de 2.3 a 8.1 mg °/c para el primero y de 2.6 a 7.0 mEq/| para el segundo), han mostrado unos va-
lores medios (4.48 + 1.68 mg %6 y 5.16 + 1.16 mEqg/l) que, como era de esperar, se sitian por
encima de las cifras que habitualmente se consideran como normales. El BUN, por definicion, se
ha encontrado elevado, con un nivel medio de 1556 + 49 mg °/, y extremos de 46y 278 mg %% .
La G ha oscilado entre 82 y 210 mg %% y su valor medio ha sido de 132 + 37 mg %/ (tabla 34).

En los 10 casos en los que ha sido estudiado el pH plasmatico y los gases respiratorios en san-
gre arterial solo en 4 se ha podido evidenciar una clara situacion de acidosis metabodlica, con com-
pensacion respiratoria parcial (casos 1.2, 2.2, 3.° y 56.° de la tabla 33). En el resto, el pH plas-
matico puede ser considerado como normal, a pesar de coexistir con bicarbonatos séricos bajos,
que han sido compensados gracias a la hiperventilacion y a la eliminacion del anhidrido carboni-
co. En efecto, el pH plasmatico, que ha oscilado entre 7.26 y 7.41, ofrece un valor medio de
7.32 £ 0.04, claramente en el Iimite inferior de la normalidad. La pCQ, arterial, con unas cifras
extremas de 21 y 49 mm Hg, sitia su tasa media en 32 + 11 mm Hg, es decir, netamente descen-
dida, como expresion de la patente situacion de hiperventilacion y consiguiente hipocarbia.

La pO, arterial, que ha oscilado entre 54 y 114 mm Hg, muestra un valor medio de 91 + 19
mm Hg, que puede considerarse como normal.

El bicarbonato plasmatico, que ha variado entre 10 y 28 mEq/l, presenta una concentracion
media de 19.90 + 4.83 mEq/l, algo por debajo de los limites normales y que es fiel exponente del
trastorno del equilibrio acido-base propio de estos enfermos.

La Sa0, puede considerarse como normal tanto en su valor central (95 £ 2.6 °/) como en los
extremos (89 y 97 °b).

El CaQ, refleja nitidamente en los bajos niveles encontrados, tanto medios (11.9 £ 1.7 mi
%/6) como extremos (10.2 y 14.8 mi °/k), la presencia, en este grupo de pacientes,de un evidente
sindrome anémico (tabla 34).

E! contenido eritrocitario en 2,3-DPG ha variado de forma importante de unos casos a otros.
En efecto, con un valor medio de 6.65 + 1.17 mM (22.68 + 5.72 umoles/g Hb), ha oscilado entre
los limites de 4.41 y 9.49 mM (14.83 y 37.37 umoles/g Hb} {tabta 34). Estos resultados son sig-
nificativamente superiores (p < 0.001} a los obtenidos en el estudio del grupo de 120 controles
normales (Fig. 17) e incluso a los objetivados en los 40 casos de anemia simple, aunque aqui con
una significacion estadistica menor (p < 0.005) (tabla 35).

De la misma forma a como procedimos con el grupo de enfermos diagnosticados de cirrosis
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Tabia 35: Comparacion estadistica entre |os grupos R (insuficiencia renal crénica), A (anemia) y N {controles normales).

Insuficiencia renal cronica

versus Edad Hb Heto CHCM 2.3-DPG
Anemia y Normales n {afios) (g %) (%/o) (%/o) {mM) {umol/g Hb)
Grupo R 30 51.7+144 7.05+203 23.73:+586 2948:3.12 665+1.17 22.68+5.72
Grupo A 40 37.3+20.7 10.07+£1.72 3292+5.10 30.77+£3.37 579:102 19.22:427
Grupo N 120 280+ 156 14.29:*1.61 4374 +420 3264+189 454 057 1398205
Sianificacis
d'eg: eacton RVSN p <0001 p <0001 p<0001 p<0001 p<0001 p<0.001

] . RVSA p < 0.005 p < 0.001 p < 0.001 NS p <0.005 p <0.01
Diferencia
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Fig. 17. Niveles medios de 2,3-DPG en 30 enfermos con insuficiencia renal cronica severa (Grupo
R). En la columna de la izquierda se representa el valor tedrico medio (VT) de 2,3-DPG, que les
corresponderia a estos enfermos por su grado de anemia. En la columna de la derecha se indican
los valores de nuestros controles normales {Grupo N). Signos y abreviaturas como en la Fig. 3.

hepatica hemos querido, aqui’ también, con los renales cronicos, establecer cual es el grado de co-
rrespondencia entre su anemia y sus niveles intraeritrocitarios de 2,3-DPG, en comparacién con
los enfermos catalogados como afectos de anemia simple y a la vista de que en la I1RC hay una
manifiesta tendencia a la acidosis, alteracion opuesta a la propia de los enfermos cirroticos {tabla
24). Para ello, hemos procedido de la misma manera que entonces. Es decir, nos hemos valido una
vez mas de la ecuacion de la recta de regresion entre fa Hb y el 2,3-DPG (2,3-DPG (mM) = —-0.34
Hg {g °/o) + 9.2), que ya habiamos calculado como propia de los pacientes diagnosticados de ane-
mia simple (grupo A) (tabla 9 y Fig. 6}. En la citada ecuacion hemos sustituido las cifras de la
Hb {g ®/o) de cada uno de los 30 enfermos renales cronicos, para obtener asi, para cada uno de
ellos, un valor tedrico de 2,3-DPG (mM) para su grado de anemia. La media aritmética de todos
estos valores teoricos (VT) asi calculados ha sido de 6.80 + 0.69 mM, que no difiere significativa-
mente del valor medio real determinado en este grupo de enfermos (Fig. 17). Practicamente se
obtiene el mismo resultado si sobre la recta de la Fig. 6 llevamos el valor medio de la Hb de este
grupo R (7.05 * 2.03 g °/o) y proyectamos su interseccion sobre el eje de las ordenadas. En resu-
men, podemos concluir que en estos pacientes con insuficiencia renal cronica (solo 4 de ellos en
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situacion de acidosis metabdlica y otros 20 incluidos en un programa de hemodiilisis periddica)
la concentracion intraeritrocitaria de 2,3-DPG real es 1a que cabria esperar como propia de su gra-
do de anemia (Fig. 21).

En las tablas 36 (el 2,3-DPG expresado en su concentracion en la forma mM) y 37 (el
2,3-DPG expresado como umoles/g Hb) se exponen los resultados obtenidos del estudio del pro-
blema de {a relacion estadistica entre el 2,3-DPG (variable dependiente) y sucesivamente el resto
de los pardametros bioquimicos analizados (variables independientes} en los 30 casos de |RC.

Entre las multiples correlaciones existentes queremos destacar las que se establecen entre el
2,3-DPG {(mM) vy la Hb (r = —0.4227; p < 0.05), fa CHCM (r = -0.3509; p < 0.05), el P (r =
= —0.4592; p < 0.01), el BUN (r = 0.4973; p < 0.01},el CO;H ™ (r=0.5358;p <0.01) y el pH
(r=0.7251; p <0.01).

Estas dos ultimas correlaciones se representan graficamente en las Figs. 18 y 19 respectiva-
mente. En la Fig. 19 el pH no ha sido transformado previamente a unidades de concentracion de
hidrogeniones. El error que con ello introducimos es minimo. En efecto, el coeficiente de corre-
lacion que entre el 2,3-DPG {mM) y el pH era de 0.72 pasa a ser de —0.73 al considerar 1a concen-
tracion de iones hiﬂrégeno {nM) en vez del pH, sin que con ello varie la significacion estadistica
{p < 0.01). Sin embargo, esta diferencia explica la andmala distribucion de puntos con respecto a
la recta de regresion en la mencionada figura.

Independientemente de los estudios efectuados en los 30 pacientes diagnosticados de IRC y
cuyos resultados acabamos de exponer, hemos analizado, en 38 ocasiones, tal y como anticipa-
bamos en Material y Métodos, otro grupo de 19 enfermos renales cronicos (8 hombres y 11 mu-
jeres), todos ellos incluidos en un programa de hemodialisis periédica. Cada uno de estos enfermos
ha sido estudiado en dos ocasiones: una inmediatamente antes y otra después de una sesion de
hemodialisis, cuya duracion ha sido diferente para cada enfermo y que ha variado entre 4 y 8
horas.

Los resultados obtenidos en este tGltimo protocolo de estudio se exponen en la tabla 38 y se
resumen en la 39. En esta ultima los datos se expresan como media aritmética y desviacion stan-
dard para cada uno de los pardmetros hematicos analizados y al considerar a las fases de pre y
postdialisis como independientes. Se incluye ademds la significacion estadistica para cada uno de
elios, resultado de |a comparacion de las dos fases mencionadas.

Se aprecia claramente c6mo mientras que algunos valores como los del Hcto, el P, el CO,H o
el K* se modifican significativamente, en uno u otro sentido, esto no sucede con el resto {Hb,
CHCM y 2,3.-DPG), que apenas varian. Efectivamente, y por lo que respecta a la concentracion
intraeritrocitaria del 2,3-DPG, se evidencia una discreta elevacién desde 6.71 + 1.27 mM {22.16 +
+ 4.20 pmoles/g Hb) antes de la sesion de hemodidlisis hasta 6.76 + 0.83 mM (24.12 + 2.75
umoles/g Hb) después de ella, variacion que no es estadisticamente valorable (tabla 39 y figu-
ra 20).
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Tabla 36: Grupo R: Correlacion det 2,3-DPG (mM) con el resto de los pardmetros estudiados.

y =2,3-DPG (mM) n r a b y=ax +b P

x = Edad (afos) 30 —0.3048 -0.024 79 DPG=-0024E +7.9 NS
Hb (g °/o} 30 -0.4227 —0.243 8.3 DPG = —-0.243 Hb + 8.3 <0.05
Heto (°/o) 30 —0.3251 —0.065 8.2 DPG = —0.065 Hcto + 8.2 NS
CHCM (°/o) 30 —0.3509 -0.132 10.5 OPG = —0.132 CHCM + 10.5 <0.08
P (mg°/} 30 —0.4592 -0.321 8.0 DPG=-0321P+8 <0.01
G (mg /o) 10 0.2780 0.005 5.0 DPG=0.005G + 5 NS
BUN (mg °/o) 30 0.4973 0011 4.8 DPG=0.011 BUN + 4.8 <0.01
K* {mEqg/h) 30 0.3393 0.341 438 DPG=0.341 K* +438 NS
pH (-} 10 0.7251% 12.3 -84 OPG=123pH -84 <0.01
p0O, (mm Hg) 10 -0.3013 —-0.011 6.8 DPG = —0.011 p0O, +6.8 NS
pCO, (mm Hg) 10 0.1969 0.012 5.3 DPG=0.012pCO, +5.3 NS
CO3;H" [(mEg/h) 30 0.5358 0.130 40 DPG=0.13CO;H" +4 <0.01
Sa0,; (%) 9 —0.3573 -0.104 15 DPG = -0.104 Sa0, + 15 NS
Ca0, (mt°/o) 9 —0.2116 -0.091 6.8 DPG = —0.091 Ca0, +6.8 NS
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Tabia 37: Grupo R: Correlacion del 2,3-DPG (umoles/g Hb) con el resto de los parametros estudiados.

y = 2,3-DPG (umol/g Hb) n r a b y=ax +b [

X = Edad (afios) 30 —-0.4275 -0.170 3t4 DPG =-017E+314 <0.05
Hb {g °/o) 30 —-0.5556 -1.56 33.7 DPG = —-1.66 Hb + 33.7 < 0.001
Hcto {°/a) 30 —0.3507 -0.342 30.8 DPG = -0.342 Hcto + 30.8 <0.05
CHCM (%0} 30 —-0.7002 -1.28 60.5 DPG = -1.28 CHCM + 60.5 < 0.001
P {mg °/a) 30 —0.5926 -2.02 31.7 DPG=-202P + 31.7 < 0.001
G (mg %) 10 0.0831 0.004 174 DPG=0.004G + 174 NS
BUN (mg °/o} 30 0.4162 0.048 156.1 DPG =0.048 BUN + 15.1 < 0.05
K* (mEg/l) 30 0.3563 1.74 13.6 DPG=1.74 K* +13.6 <0.05
pH{(-) 10 0.7328 35.6 242 DPG =35.6 pH — 242 <0.01
pO. (mm Hg) 10 -0.3729 -0.040 21.7 DPG =-0.04 pO, +21.7 NS
pCO, (mm Hg) 10 0.0840 0.015 175 DPG =0.015pCO, + 175 NS
CO3H™ {mEg/l) 30 0.4279 0.506 12.6 DPG=0.506 CO;H™ +12.6 <0.05
Sa0, (%) 9 —0.4926 —0.408 56 DPG = —0.408 Sa0, + 56 NS
Ca0, {mi %) 9 —0.5086 —0.622 25.3 DPG = —0.622 Ca0, + 25.3 NS
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Fig. 18. Correlacion entre la tasa de bicarbonato sérico (CO,H™) y el 2,3-DPG eritrocitario en la

insuficiencia renal cronica. En recuadro se expresan los mismos datos que en la figura 2.
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Fig. 19. Correlacion entre el pH plasmatico y el 2,3-DPG eritrocitario en la insuficiencia renal

crénica. En recuadro se expresan 1os mismos datos que en la figura 2.
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Tabla 38: Hallazgos en enfermos con insuficiencia renal cronica, incluidos en un programa de hemadialisis periddica, en fa-

ses de pre y postdialisis.

BAR FBA JNU ARO NBE FVE LGO
(M; 43 afios) (M; 32 afios) (M;46 aios) (F;39 anios) (M, 38 afios) (F;47 afios) (M; 37 afios)
n=7 Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post.
Hb {g %/o) 75 89 75 84 57 65 -— - - - - - - -
Hcto (%) 23 27 23 26 18 22 16 18 13 14 17 25 18 21
CHCM {%/o) 326 329 326 323 316 295 - - - - - - - -
P {mg %/} 48 36 35 25 6.2 4.1 - - - - - - - -
CO3H™ (mEg/1) 19 21 16 18 16 20 - - - - - - - -
K* {mE&q/l) - - - - - - 6.1 3.6 6.7 3.0 5.1 32 5.1 2.8
2,3-DPG (mM) 733 780 648 742 770 780 573 596 531 601 705 681 470 634
2,3-DPG (umoi/g Hb) 22.48 23.66 19.89 2434 2640 - - - - - - - - -
cco ERE IBE JPE JLG
(F; 40 afios) (F; 24 aios) (F; 61 afios) (F: 36 afios) {M; 29 aitos)
n=5 Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post.
Hb (g %/a) - - - - - - - - - -
Heto (%/o) 19 19 17 17 15 21 29 33 15 19
CHCM (%/o) - - - - - - - - - -
P {mg %/} - - - - - - - - - -
CO; H™{mg °/o) - - - — - - - - - -
K* {mEq/t) 5.3 3.7 44 2.7 5.7 3.3 5.2 3.8 6.8 3.1
2,3-DPG (mM) 6.90 7.70 5.54 6.15 5.54 6.48 6.15 6.67 493 5.40

2,3-DPG (umoi/g Hb)
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Tabia 38 {Continuacion)

AMA CAL NRA SRE JBA CMA cmP

(F; 30 afios) (F; 65 afios) (F;29 ailos) (M; 55 afios) (M; 46 afios) (F;46 aifos) (F; 30 afios)
n=7 Pre. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post. Pre. Post.
Hb (g °/0) 5.6 72 62 78 62 78 83 72 7.2 68 88 75 78
Heto (%o} 12 15 22 22 - 27 32 26 28 23 28 23 24
CHCM (°/o) 466 288 480 281 354 -— 288 259 276 267 295 314 326 325
P (mg %) 3.9 27 11 585 27 24 31 30 25 34 30 76 34
CO,3H " (mEq/!) 19 21 20 15 19 17 21 18 21 15 22 16 19
K* (mEq/l) - - - - . - — - - - - - -
2,3-DPG (mM) 8.27 648 7.14 568 9.11 862 629 620 766 752 690 680 893 855
2,3-DPG (umoi/g Hb) 17.72 22.45 1488 20.17 256.21 -— 21.8023.91 2766 29.24 23.36 2198 27.38 26.32



Tabla 39: Resultados en el grupo de enfermos con insuficiencia renal cronica, incluidos en un

programa de hemodialisis periddica, en fases de pre y postdiilisis.

n = 19 pares

M=8_-F=11 Predidlisis Postdialisis n Significacion
Hb (g °/o) 710082 * L, 7135+127 10 NS
Hcto (°/o) 19.38 £+ 5.00 23.00 £65.25 18 p <0.05
CHCM (°/) 3453 +7.10 2967 +£2.77 9 NS

P {mg °/c}) 430 +1.68 291 +0.80 10 p <0.05
CO;H™ (mEa/l) 17.20 + 1.98 20.30 + 1.33 10 p < 0.001
K* {mEq/t) 5.60 +0.79 3.24 +0.39 9 p <0.001
2,3-DPG {mM) 6.71 £+ 1.27 6.76 + 0.83 19 NS
2,3-DPG (umol/g Hb} 22.16 £+ 4,20 2412 +275 9 NS
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2,30PG (mM)

8.04".
7.0
6.0
1
T
n 19 19
Grupo Predialisis Postdialisis

Fig. 20. Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario encontrados en 19 enfermos renales crénicos se-
veros e incluidos en programa de hemodialisis peritdica, en fases de pre y postdialisis. Signos y

abreviaturas como en la figura 3.

H. LA RELACION ENTRE LA HEMOGLOBINA Y EL 2,3-DPG EN EL CONJUNTO
DE LOS ENFERMOS ESTUDIADOS

Queremos incluir en este apartado final de nuestros Resultados la relacion, que se puede de-
mostrar estadisticamente, entre la hemoglobina y el 2,3-DPG intraeritrocitario, al considerar co-
mo un grupo Unico al conjunto de todos aquellos sujetos estudiados, tanto sanos como enfer-
mos, en los que se habia determinado la tasa de hemoglobina circulante. En la Fig. 21 se represen-
ta graficamente esta relacion en el total de los 413 casos que cumplen esta premisa. Se aprecia un
elevado coeficiente de correlacion (r = —0.5228), con una notable significacion, desde el punto de
vista estadistico (p < 0.001). Es interesante hacer resaltar la posicion relativa con respecto a la
recta de regresion (DPG (mM} = —0.21 Hb (g %0} + 8.4) de los diferentes tipos de enfermos, tal
y como se indica en el pie de la figura. Por ejemplo, es caracteristica la situacion de los enfermos
hipertiroideos y sobre todo la de los cirr6ticos, muy por encima de la recta, es decir, con unos
niveles de 2,3-DPG superiores a los que les corresponderfan por su tasa de hemoglobina.
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Fig. 21. Correlacién entre el 2,3-0PG eritrocitario v la tasa de Hb circulante en todos los sujetos estudiados, tanto sanos co-

mo enfermos, considerados como un grupo Unico. Obsérvess cdmo los sujetos normales (@) se sitian, en general, por debajo

de la recta de regresién, lo misma que los enfermos tiroideos norma e hipofuncionales (o). Los enfermos cirroticos (1), por

el contrario, se localizan muy por encima de la recta, aunque mas dispersos. Los renales cronicos (+), con mayor grado de

anemia, se disponen hacia ls izquierda, mientras que los enfermos puimonares cronicos {a), en general poliglobulicos, o ha-

cen hacia la derecha de la figura. Los enfermos hipertiroideos {a) se encuentran centrados en la grifica, pero en general por
N encima de la recta de regresion. Los enfermos anémicos (o) se localizan a la izquierda, preferentemente sobre la recta. En re-
= cuadro se indican jos mismos datos que en la figura 2.
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A. DEL METODO EMPLEADO

Para la determinacion del 2,3-DPG intraeritrocitario hemos seguido el método del acido cro-
motropico {4,5-dihidroxi-2,7-naftaleno sulfénico), tal y como fue inicialmente desarrotlado por
Bartlett (21) en 1859; hemos adoptado, sin embargo, fas modificaciones especificas para el ana-
lisis de muestras de sangre introducidas por Eaton et al. (75) en 1970. Hemos escogido la técnica
de Bartlett {21) por su economia y su relativa sencillez; es cierto, no obstante, que se trata de un
procedimiento laborioso y que exige largos periodos de tiempo -de cuatro a cinco horas, al me-
Nos, por ensayo— para su completa ejecucion. En nuestras manos, después de casi cinco afios de

pruebas y mas de doscientas curvas-patrén, ofrece resultados fielmente reproductibles y muy

precisos. En efecto, Ia calidad del método se demuestra cuando se estudian los datos obtenidos al
determinar algunos de los criterios de variabilidad analitica, como pueden ser, justamente, la re-
productibilidad y la precisién.

La reproductibilidad de la técnica ha sido estimada por dos procedimientos distintos. Hemos
distinguido entre una reproductibilidad intraensayo —Ila que se establece para la misma muestra
analizada por duplicado en el mismo ensayo—~ y una reproductibilidad interensayo —ia que se
establece para la misma muestra analizada en ensayos diferentes, pero sucesivos—. Los coeficien-
tes de variacion para cada uno de estos dos tipos de procedimientos han sido de 2.72 °/o y de
4.38 °/o, para 100 y 50 muestras distintas, respectivamente. Ambos coeficientes son perfecta-
mente compatibles con el error experimental. Tal y como era de esperar, la variabilidad interensa-
yo es algo superior a la intraensayo. Nuestros resultados a este respecto son comparables a los ob-
tenidos por Teunissen et al. (231).

La precision del método del dcido cromotrdpico es también considerable. El coeficiente de
variacion al que hemos llegado, después de dosificar en 30 ocasiones distintas y sucesivas dos solu-
ciones de concentraciones conocidas de 2,3-DPG (25 y 37.5 uM respectivamente}, ha sido de
2.69 °/o. Hemos elegido estas dos concentraciones para la estimacién de la precision de la técnica
porque son, precisamente, las que coinciden con las de los tubos cuarto y sexto de la curva-pa-
trén, como se puede apreciar en la tabla 2. La mayor parte de los resultados que hemaos obtenido
al dosificar el 2,3-DPG en extractos-problema muestran una absorbancia que oscila entre 0.15 y
0.22, que es la que corresponde justamente a tales tubos y, por lo tanto, a un contenido eritroci-
" tario real de 2,3-DPG variable desde 4,70 hasta 7.05 mM. Entre estos limites, como hemos
podido comprobar a lo largo del capitulo anterior, estd comprendida la gran mayoria de nuestros
! resultados. Seg(in Teunissen et al. (231) —quienes encuentran, al estimar la precision de la técni-
" ca, un coeficiente de variacion de 2.4 °/o, similar por lo tanto al nuestro de 2.69 °/o — el método
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colorimétrico de Bartlett (21) es, incluso, mas exacto que los enzimaticos, los cuales, por otra
parte, son mucho mds engorrosos, delicados y, ademds, relativamente costosos {17).

La sensibilidad de la técnica del dcido cromotrépico, aunque buena, es inferior a la que ofre-
cen los diversos procedimientos enzimédticos (231); su especificidad también es algo menor, hecho
que nos explica por qué los valores obtenidos con la primera son ligeramente mas elevados que los
que se objetivan con los segundos (79). Sin embargo, ya que el 2,3-DPG se encuentra a una con-
centracion unas trescientas veces superior a la de los otros fosfogliceratos en el hematfe, este pe-
quefio defecto de especificidad puede despreciarse sin que por ello incurramos en un significativo
error (21, 123). Como conclusion podemos afirmar que el método colorimétrico de Bartlett (21)
y los diversos procedimientos enzimaticos (59, 79, 106, 110, 123, 131, 132, 146, 159, 235) son,
en general, comparables desde el punto de vista cualitativo, ya que no existen entre ellos diferen-
cias importantes, en cuanto a las variables analiticas, a la hora de dosificar el 2,3-0PG (231).

Desde el punto de vista del manejo sistemdtico de la técnica es conveniente hacer una serie de

consideraciones de orden préctico, al objeto de mejorar la calidad y la fiabilidad de los resultados
y de evitar fuentes de error extrafias al método en si.

Es recomendable que el anticoagulante utilizado sea la heparina, ya que otras sustancias pue-
den afadir color al medio reactivo e interferir, por lo tanto, en la lectura a 690 nm, de la densi-
dad optica (44, 75, 201). La sangre, as( recogida, puede conservarse en nevera a 4° C durante dos
G tres horas sin que la tasa de 2,3-DPG varie de forma apreciable en este tiempo; no es, pues, im-
prescindible la desproteinizacién inmediata de la muestra de sangre (44, 231); sin embargo, una
vez que ésta se ha efectuado) el extracto del liquido sobrenadante es estable durante varios meses

i se guarda a 4° C (59, 79, 106). Los hematies han de ser lavados con suero salino isotonico hela-
do; es muy conveniente, también, que las sucesivas centrifugaciones se hagan en frio, con centri-
fuga refrigerada a 4° C, ya que el calor degrada rapidamente al 2,3-DPG.

Es extremadamente importante seguir las recomendaciones que haciamos en el capitulo de
Material y Métodos para medir, y obtener asi, 1 ml exacto de auténticos eritrocitos con la menor
proporcion posible de agua: el ultimo centrifugado debe de efectuarse a 3,000 g, durante 15 mi-
nutos al menos; es conveniente eliminar el liquido sobrenadante mediante una pipeta Pasteur,
arrastrando incluso las capas superiores de hematies, es decir, las que se encuentran en estrecho
contacto con el agua; los glébulos rojos deben de extraerse del fondo del tubo de ensayo, utilizan-
do para ello, ademds, una pipeta siticonada. Para comprobar hasta qué punto consegufamos en
nuestros ensayos 1 ml de eritrocitos concentrados (“packed cells’’) hemos determinado su indice
Hcto en 60 muestras consecutivas. En todos los casos el Heto fue superior al 85 °/c y en todos,
menos en siete, al 90 °/o; el valor medio ha sido de 93.78 + 3.59 °/o. La escasa proporcion de
agua "'libre”’ de este mililitro queda asi demostrada e ilustra la veracidad del concentrado de he-
maties. Ello es un dato mas a favor de la fiabilidad de los resultados. Sorprende, quizas, inicial-
mente el hecho de que exista una correlacion significativa, desde el punto de vista estadistico
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(r =0.3701; n = 60; p <0.01; PC = 0.13 HO — 88), entre el Hcto de cada muestra del concentra-
do de células rojas v el Hcto de fa sangre tota! del que aquél procede (tabla 1}. La explicacion
creemos que es la siguiente: los concentrados con Hctos mas bajos derivan de aquellas muestras
originales con Hctos también menores; en tales muestras, es mucho mas problematico, a partir de
tos 5 a 10 mi de la extraccidon venosa, abtener 1 ml de hematies puros, ya que la proporcion de
masa roja es mas pequefia y, por lo tanto, mucho mas dificil de manejar al medir el mililitro de
célutas; por ello es casi inevitable arrastrar una proporcion algo mayor de agua. Por este motivo es
muy conveniente  —es la conclusion de esta experiencia— que en los enfermos con anemia, o sim-
plemente con Hctos bajos, el volumen de la muestra de sangre venosa que se extrae del paciente
sea, por lo menos, de 10 ml, para que pueda asf ser procesada sin dificultad alguna. De esta forma
evitaremos incurrir en un error experimental totalmente ajeno a las caracteristicas propias del mé-
todo de Bartlett (21), .

La precipitacion de los hematies ha sido efectuada con &cido tricloroacético (TCA) al 10 °/s,
a una temperatura entre 0° y 4° C y en la proporcion de 1 mi de los primeros por 4 mi del segun-
do. En este aspecto segquimos las recomendaciones de otros autores (75, 201, 202). Es muy acon-
sejable que una vez que se ha afiadido el TCA a la masa de células rojas se proceda a agitar vigoro-
samente el tubo de ensayo durante un par de minutos; con ello se evita que una parte de las pro-
teinas permanezca en la superficie del medio liquido y se asegura, por lo tanto, que la precipita-
cion sea mas completa, Posteriormente, la mezcla ha de permanecer en reposo durante algun
tiempo; nosotros hemos esperado unas 24 horas —colocando el tubo de ensayo en nevera a 4° C—
antes de proceder a la separacion del extracto final del precipitado. De este modo se contribuye
también a que la desproteinizacion sea mas homogénea (59, 231). El extracto libre de proteinas
puede ser conservado de forma estable, como ya hemos dicho anteriormente, durante varios me-
ses —tres, por 1o menos, segiin nuestras experiencias—, sin que se objetive un descenso apreciable
en la concentracién del 2,3-DPG, si se toma la precaucion de guardarlo refrigerado a 4° C (79,
106, 201).

En la Fig. 2 y en la tabla 2 se muestra la recta de ajuste o recta "‘standard” construida sobre la
base de las doscientas curvas-patron que hemos realizado. Cada muestra-problema o serie de
muestras-problema ha sido leida y comparada siempre —sistematicamente por duplicado— con
una curva-patron, efectuada simultineamente en el mismo ensayo, y nunca con la recta “stan-
dard”’, lo que indudablemente creemos que tiene que haber aumentado la precision de la técnica.
Esta ultima recta nos ha servido, sin embargo, para comprobar, una vez mas, la calidad del méto-
do v la reproductibilidad de sus resultados. Basta a tal efecto con valorar datos tales como la pe-
quefia magnitud de la SD y de la SEM de cada uno de los ocho puntos {tabla 2), el elevado coefi-
ciente de correlaciéon de la recta (r = 0.9630) con su notable significacion estadistica (p < 0.001)
6 el hecho de que la ordenada en el origen de la ecuacién de regresién (Ag, =146 DPG + 0.00}
sea iqual a cero, lo que equivale a decir que dicha recta pasa por el origen de coordenadas {Fig. 2).
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La reproductibilidad de 1a curva-patrén depende de una serie de factores individuales (21, 201,
231). Por un lado, el dcido sulfurico gue utilicemos conviene que sea de una gran pureza; la solu-
cion de dcido cromotropico ha de ser totalmente transparente y debe de prepararse inmediata-
mente antes de ser usada. Por otra parte, el tiempo de incubacién de los tubos de ensayo en el ba-
fio de agua a 100° C nunca sera inferior, de acuerdo con las recomendaciones de Eaton et al. (75),
a los 135 minutos, para asegurar asi una hidrolisis completa; debe de procurarse que la tempera-
tura del baiio se mantenga constante durante todo el tiempo que dure la experiencia. Finalmente,
conviene recordar que el complejo coloreado formado después de la incubacién a 100° C es algo
inestable; se ha calculado que las absorbancias a 690 nm disminuyen un 0.5 °/s del valor inicial
por cada diez minutos de retraso en la realizacion de la lectura espectrofotométrica (231). La
falta de atencion cuidadosa a cada uno de los puntos enumerados puede ser el origen de resuita-
dos engafiosos e inexactos.

En la curva-patrén la linealidad entre las absorbancias a 690 nm y las concentraciones de 2,3
DPG en fa cubeta de ensayo es muy buena hasta que se alcanza la tasa correspondiente a un nivel
eritrocitario de 5 mM (231). Bartlett (21) obtuvo una lectura espectrofotométrica de 0.28 para
un contenido total de 0.2 micromoles de 2,3-DPG en la cubeta. Nosotros, para ese mismo conte-
nido del glicerofosfato en el ensayo, hemos encontrado un valor medio de densidad éptica, para
las 200 curvas-patron, de 0.288 * 0,030 (tabla 2).

La solucion patréon 1 mM de la sal de pentaciciohexitamonio cristalizada de 2,3-DPG, necesa-
ria para la preparacion de los ocho “’standards”’ de cada curva, es estable durante varios meses
si se conserva en nevera a 4° C (201, 231); este hecho también ha sido repetidamente comproba-
do por nosotros con diversas muestras almacenadas por periodos de tiempo superiores, incluso, a
los seis meses,
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B. DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
1. Sujetos sanos (Grupo N)

Los niveles de 2,3-DPG eritrocitario que hemos encontrado en nuestros 120 controles norma-
les {grupo N, integrado por 60 hombres y 60 mujeres), todos ellos con tasas de Hb y de Hcto por
encima de 11,5 g °/o y de 35 °/o respectivamente, han oscilado entre 3.29 y 5.87 mM (10.04 y
18.74 pmoles/g Hb), con un nivel medio de 454 + 0.567 mM (13.98 + 2.05 gmoles/g Hb) (tabla
5). En la tabla 40 reseiiamos cuéles son los valores normales que han obtenido 35 grupos de inves-
tigadores después de que hubieron estudiado un niomero variable de controles sanos. En dicha ta-
bla se puede comprobar como, aunque el niimero total de casos recogidos en cualquiera de esos
trabajos es muy inferior, en general, al nuestro, los valores son perfectamente superponibles. Co-
mo ejemplos mds representativos al respecto queremos mencionar los resultados de algunos auto-
res. Alberti et al. (8) refieren, para 22 casos, un nivel medio de 4.50 + 0.48 mM; Arnaud et al.
(10) encuentran para 21 una tasa de 4.44 + 0.48 mM; Garcia Barreno {89, 93) objetiva para 44
un valor medio de 3.99 + 0.13 mM; Hamasaki et al. {103) demuestran para 50 un contenido eri-
trocitario medio de 4.89 + 0.46 mM; Leroux y Najman (134) comprueban para 30 una concentra-
cion media de 4.58 + 0.86 mM; Miller et al. (147} llegan, después de haber estudiado aproximada-
mente a unos 100 casos, a un nivel medio de 4.2 + 0.4 mM; Monti {152) evidencia, para 24 suje-
tos sanos, un valor medio de 4.88 * 0.4 mM; finalmente, entre nosotros, Sanchez Varela (201,
202} ha encontrado, para 30 casos, una tasa media de 4.51 + 0.39 mM. Podriamos haber citado
datos y ejemplos parangonables si hubiésemos utilizado, al expresar los resultados, el sistema de
unidades “umoles/g Hb"’, que también ha sido empleado por nosotros, tal y como aparece refleja-
do en su respectiva columna en cada una de las diversas tablas.

La influencia del sexo sobre la concentracion intraeritrocitaria dei 2,3-DPG es un tema que ha
sido muy poco estudiado y que continta sujeto a discusién. En la tabla 40 también hemos hecho
mencion de este aspecto —diferencias de valores entre ambos sexos— cuando en la publicacion
original se hab(an clasificado los resultados asimismo con referencia a este punto de vista. Noso-
tros no hemos encontrado diferencias significativas, en cuanto al contenido en 2,3-DPG de los he-
;ﬁé;, entre hombres (grupo N1: 4.48 + 0.67 mM) y mujeres (grupo N2: 4.60 + 0.57 mM) (tabla
S-V_ﬁgg): Aa‘r‘);s:'ar de que si existia tal difere—n_t,:i;,_er_\t‘r;é'rﬁ”t-)os grupos, en cuanto a la Hb yel
Hcto (p < 0.001). En este sentido, nuestros resultados concuerdan con los de algunos autores

(75, 106, 110), pero discrepan de los de otras publicaciones {41, 42) en las que, por el contrario,
se demuestran unos valores superiores del fosfoderivado en las mujeres en comparacion con los de
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TABLA 40: Concentraciones normales de 2,3-DPG eritrocitario segin los trabajos de diversos autores de la literatura. En ca-
da cita bibliogrifica se menciona el nimero de sujetos estudiados (n), asi como, si son especificados en la publi-
cacion original, 1a edad, el sexo y los niveles de Hb, Hcto y CHCM para cada grupo de casos. Los valores que se
indican son la media aritmética * la desviacion standard. Ocasionalmente, se expresan los valores extremos {«).

Edad Sexo Hb Heto CHCM 2.3-0PG
Autor n (afios) M- F is %) %) (%) (mM}  (umoles/g Hb) {moles/moi Hb)
1. Albertietal, 1972(8) 22 M+ - - - 4501048 -
10 - M - - - 4.78%0.33
12 - ¥ - - - 431045 -
2. Arnaud ctal., 1978 (10) 21 - M+ - - 444 £ 048 -
3. Astrupy Rorth, 1973 (15) 12 - I - - - - - 0.927 £ 0.066
4. Arturson et al., 1974 (16) 12 - ™M 14707 437217 336210 4671035
15 - F 13009 400%24 325+08 5.08%049 -
5. Brewer, 1974 (41) 26 403129 M 1605135 456%25 351219 - 14.13+1.84
6. Denisetal. 1977 (63) 12 2550 M+ 149£09 4512 - - - 0.96 £0.13
7. Dickerman et ai., 1973 (64) 52 - M+Tr - - - - 15.2%1.50 -
26 - M 15.67 £ 0.65 - - - 147+1.20 -
26 - F 13.97+0.91 - - - 15.7%1.63 -
8. Ditzeletal, 1973 (69) 54 25.0 M+F 13,7105 - - - 144 £1.56 -
49 96 M+F 13.1£0.44 - - - 13.9%1.31 -
9. Ditzel y Standl, 1975 (72) 15 - M+F - - - - 14401 1.28 -
10. Eatonetal, 1970(75) 20 - M 15432 0.68 - - - 12.80 £2.32 -
20 - F 1351 £0.68 - - - 13.56 £2.62 -
11. FEricson y De Verdier, 1972 (79) 20 - M - - - 488 t0.46 - -
12. Carcia Barreno, 1974 (89, $3) 44 17e56 M+F - - - 399 +0.13 - -
13. Hamasakietal., 1974 (103) 50 - - - - - 489046 - -
14. Hedelin y Lundberg. 1973 (106} 92 S0 M - - - - - 0.76 £ 0.10
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Tabia 40

{Continuacion)

Edad Sexo Hb Hcto CHCM 2,3-DPG
Autor n {aftos) (M — F) (9 %) (%) %) (mM)  (umoles/y Hb) (moles/mol Hbi
.
24 e M - - - 0.80 £ 0.10
t 20+ 25 1 - 0852017
1S Hetlerstein et al., 1970 (110) 27 (8¢ 43 M+ - - 10.56 £ t 97
13 18+43 M - - - 10.69 £ 1.58
4 1843 I ~ - 10.44 £ 229
16, Hjelm y Wadman, 1974 (112) 29 18 « 58 3 - 328 i'l.Ul 4.82 % 0.60
17. Lappin etal., 1973 (131) 20 M 4.07 £ 0.68
20 - 3 - - 4191053
18. Leroux y Najman. 1971 (134} 30 - - - - - 4.58+0.86
19. Lichtman y Miller. 1970 (135) 16 - - 45115 - 419204 -
20. Miller e ai., 1970 (147) >100 - ~ - 42£04
21. Miller et al., 1974 (148) 30 18 ¢ 35 - 145120 44 %5 335 1.8 1212
22, Miller et al., 1970 (149) 20 - - - - - 4.10+ 047
23. Monti. 1974 (152) 4 1645 I3M+111° 144 (11.616.6) - - 483804 -
1 } ¢ - . - 5.00£ 0.4 - -
34. Nygaard y Rorth, 1969 (159) i4 - M 139209 - - 3812062 -
14 - 127%1.2 - - 4.09%£0.32 -
25. Opalinski y Beutler, 1971 (161) 13 - - - 454 (40 =49 - - 15.03(13.6+16.2) -
26. Oskietul. 1969 (162) 20 - - - 4.08 £ 051 -
27. Oskietal., 1970 (163) 15 - - - - 4.10t 047
28. Palek etal.. 1969 (166) - - - - - 448+ 0.50
29. Paienciano ctal, 1978 (167) 1 473 M - 4612 - - 1384 £ 1.02
30. Pearsonetal, 1977 (169) - - M 162 4803
- - 8 142 - §3:04 -
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Tabla 40 {Continuacion)

Edad Sexo Hb Hcto CHCM 2,3-DPG

Autor n {sflos} M —F) g Yol (%) (%)} {mM) {umoles/g Hb) (moles/mol Hb)
31. Rodriguez y Shahidi, 1971 (185) 10 4414 - - 374 33520 509%053 - -
32. Rorthetal., 1972 (193) 6 22t ? M - - - - ~ 0.820.06
33. Sanchez Varelaetal., 1975 (201, 202) 30 20+ 40 M+ 1254180 4329 - 4511039 13614 -
34. Travis etal., 1978 (237) 15 - - - - 4421092 - -
35. Valeri y Fortier, 1969 (244) 10 - M - - - - 12410 -
36. Nosotros, 1980 120 280156 M+F 1429+161 43.741420 3264%1.89 454%057 13981205 -

60 284 %165 M 1507+1.69 4571 +4.67 32.96%202 448057 13.67+203 -

60 2761438 F 13512105 41.76£2.41 32331170 4601057 14.29+2.03 -



los hombres; de ser cierto este Ultimo supuesto su explicacion tendria que ser buscada en las dife-
rencias que presentan ambaos sexos en cuanto a la tasa de Hb circulante. Las mujeres, con una ma-
sa eritrocftica menor a la de los hombres, necesitarian, para equilibrar la oferta de oxigeno a los
tejidos, unos niveles de 2,3-DPG algo mas elevados que los del varén (75). Esta hipotesis, lejos de
haber sido demostrada de forma concluyente, ha sido rebatida por diversos trabajos {75, 106,
110). Nuestros resultados a este respecto estarian mds de acuerdo con estos ultimos estudios; se-
gun ellos, dos explicaciones serian posibles: o bien las pequefias diferencias que normalmente
existen para la tasa de Hb periférica entre ambos sexos no alcanzarian una magnitud suficiente
como para repercutir sobre la concentracion del fosfoéster, o bien la mujer, con menores necesi-
dades celulares de oxigeno que las del hombre, adaptaria las dos variables —la Hb y el 2,3-DPG—
a una nueva situacion, asimismo estable, pero a un nivel homeostdtico inferior al del varén y en el
que no seria necesario el mecanismo compensador del fosfoglicerato (44, 75).

En nuestro grupo de 120 controles normales (grupo N) también hemos clasificado los resulta-
dos desde el punto de vista de la edad de los sujetos. Hemos distinguido entre un grupo J (2,3
DPG = 4.46 + 0.56 mM), en el que se incluyen todos aquellos casos con menos de 24 aiios, y un
grupo V (2,3-DPG = 4.61 + 0.57 mM), que comprende todos aquellos otros con una edad supe-
rior a aquélla {tabla 5 y Fig. 4). Tampoco agui hemos encontrado diferencias entre ambos grupos,
a pesar de que si las habia para el .Hcto y la CHCM (p < 0.001); esta Gltima circunstancia es la
que puede explicar por qué se establecen variaciones, en cuanto at 2,3-DPG, cuando éste se expre-
sa en forma de '‘umoles/g Hb". En este sentido, nuestros resultados —nuevamente aqui— coinci-
den con los de bastantes autores (13, 23, 25, 106, 162, 182, 206, 239), pero dis¢repan de los de
algunos otros (24, 41, 242), que mantienen, por el contrario, que los niveles del 2,3-DPG en los
nifios son superiores 3 los de los adultos. Se ha sugerido que la actividad metabdlica del hematie
descenderia gradualmente a medida que envejece el organismo, También se ha pensado en la posi-
bilidad de que la hiperfosfatemia fisioldgica de la infancia pudiera ser el origen de la pequeiia ele-
vacion en el fosfoglicerato que, eventualmente, puede aparecer en los nifios. Seria entonces, en esta
situacion, como consecuencia de la menor afinidad de la Hb por el oxigeno, donde se produciria
una disminucion en la formacion y en la liberacion de la eritropoyetina, lo que, en definitiva, da-
ria lugar a una reduccidon de la masa eritrocitica corporal total; esto podria explicarnos por qué la
Hb y el Hcto son algo menores en el sujeto joven, hasta su adolescencia, que en el adulto (24),
hecho que también ha sido comprobado por nosotros en el presente trabajo (tabla 5).

Algunos estudios (19, 42, 44, 75) apoyan la hipétesis de que, ain dentro de las pequeiias
variaciones que en la concentracion del 2,3-DPG presentan los individuos normales, la tasa de
Hb se correlaciona en sentido inverso con los niveles del fosfoglicerato. Nosotros no hemos po-
dido demostrarlo. La correlacion entre el pigmento respiratorio y el fosfoéster en nuestros 120
controles normales {grupo N) no tiene ninguna significacion vilida desde el punto de vista estadis-
tico.
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1l. Anemias de diverso origen {Grupo A}

El valor medio de 2,3-DPG encontrado para nuestro grupo de 40 enfermos (9 hombres y 31
mujeres) afectos de un sindrome anémico de origen diverso {en su mayoria de causa ferropénica,
aunque también apldsica, hemolitica crénica, secundaria, etc., pero con las exclusiones etiologi-
cas, no obstante, que comentibamos en el capitulo de Material y Métodos) (grupo A) ha sido de
5.79 £ 1,02 mM (19.22 + 4.27 pmoles/g Hb) (tabla 7); es decir, hemos hallado un valor significa-
tivamente superior {p < 0.001) al propio de nuestros controles normales {grupo N: 454 +
+ 0.57 mM), tal y como se muestra en la tabla 8 y en la Fig. 5, y que esta en estrecha relacion con
las tasas de Hb y de Hcto de los enfermos. Casi la totalidad de los autores (41, 64, 75, 80, 95,
112, 135, 145, 158, 161, 166, 185, 201, 202, 217, 240, 242, 244) refieren resultados similares.
En la tabla 41 se resumen esquematicamente algunos ejemplos que creemos representativos en tal
sentido. Se comprueba como, en general, los indices de Hb y de Hcto mds bajos coinciden con los
niveles de 2,3-DPG mds elevados. Este hecho no hace sino confirmar, una vez mas, el papel que,
como mecanismo de adaptacion a la deficiente oxigenacion de los tejidos, desempefia el fosfogli-
cerato, mecanismo que es probablemente uno de los ajustes fisiopatoldgicos mas econdomicos que,
en respuesta a la hipoxia tisular, puede efectuar el organismo (75).

En el nuestro, asi como en otros trabajos (24, 41, 44, 75, 80, 95, 112, 133, 158, 161, 190,
200, 201, 202, 240, 244), se ha podido demostrar que en los enfermos anémicos existe una corre-
lacion lineal, de orden inverso, con alto significado estadistico {p < 0.001), entre la concentra-

cién de 2,3-DPG (mM) vy la tasa de Hb (r = —0.58) o el indice Hcto (r = —~0.61) {tabla 9 y Fig. 6).

Tanto el valor como el nivel dewsignificacién del coeficiente de correlacion (r) que se refieren en
otros estudios son habitualmente superponibles a los nuestros y las eventuales diferencias creemos
que pueden ser atribuidas al distinto nimero de casos estudiados, al criterio de seleccion de los
enfermos y, sobre todo, a la etiotogia de la anemia. Asi, por ejemplo, Valeri (240) encuentra para
“r* un valor de —0.55; Opalinski y Beutler (161) lo fijan en —0.65; Valeri y Fortier {244} estable-
cen una cifra de -0.55; para Ninness et al. (158), sin embargo, el coeficiente de correlacion tiene
un valor superior {r = —0,902), que quizds sea la consecuencia logica del escaso nimero de casos
estudiados {n = 16) y de su especial criterio de seleccion {enfermos anémicos no urémicos y con
un pH plasmdtico normal). La recta de. regresion lineat entre el 2,3-DPG (mM) y la Hb a la que
nosotros hemos llegado después de haber estudiado un grupo no escogido de 40 enfermos diag-
nosticados de ‘‘anemia simple’” (grupo A) viene expresada por la ecuacion: 2,3-DPG (mM) =
= —0.34 Hb (g °/e) + 9.2 (tabla 9 y Fig. 6). Ninness et al. (158), en su trabajo, que reune las pe-
culiares caracteristicas que hemos mencionado, encuentran una relacion entre ambos parémetros
que se define por la ecuacion: 2,3-DPG (umoles/g Hb) = —0.807 Hb {g °/o} + 24.09. Conviene, no
obstante, tener en cuenta que estos autores expresan sus resultados, en lo que al 2,3-DPG se refie-
re, en el sistema de unidades "‘umoles/g Hb"', mientras que nosotros, en lo que hasta agui hemos
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Tabla4%: Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario en enfermos con anemia seqiin los trabajos de
diversos autores de la literatura. Signos y abreviaturas como en la tabla 40.

Hb Heto 2,3.DPG

Autor n {g %o} /o) (mM) lumoles/g Hb)
1. Dickerman et al., 1973 (64) 12 733t117 -~ 2454+ 387
2. Eaton et at., 1970 (75) 10 IM} 814+ 194 - - 3000 t 765

10 (F} ¢+ 831 t174 - - 2949 + g g2
3 Hijetm y Wadman, 1974 (112} 24 (F) 9.20 + 1.00 643+ 066
4. Lichtman y Miller, 1970 (135) 8 26+22 710+ 174
5. Sanchez Varela. 1975 (202) 20 88128 125} 28518 « 37) 19.48 (155 <> 36 75)
6. Slawsky y Desforges, 1972 (217) 14 - - 1311+ 281
7. Nosotros, 1980 40 1007+ 1.72 329151 65.79 £ 102 1922+ 427

comentado, 10 hemos hecho en el “mitimolar (mM)*"; por ello, si transformasemos nuestros datos
al primero de los dos sistemas de unidades comprobariamos como nuestros resultados (r =
= —0.726; 2,3-DPG (umoles/g Hb) = —1.79 Hb (g %/o) + 37.3) (tabla 9) son entonces mucho mas
parecidos a los de Ninness et al. {158).

La relagic’)n entre el 2,3-DPG y la Hb no queda limitada al caso particular de los enfermos ané-
micos, sino que tiene, por el contrario, un cardcter mucho més general. Nosotros hemos demos-
trado este postulado, al haber conseguido estaBIecer una correlacion lineal entre ambos parame-
tros que resulto tener una elevada significacidn estadistica {r = —-0.62; p < 0.001)—, en el con-
junto de los 413 casos estudiados en este trabajo, afectos de enfermedades diversas, y en los que
el 2,3-DPG y la Hb habian sido determinados de forma simultanea. La ecuacion de la recta de re-
gresion viene dada por la expresion: 2,3-DPG (mM) = -0.21 Hb (g °/o) + 8.4 (Fig. 21). Estos ha-
Ilazgos son una prueba mas de que el organismo, en un intento de mantener la normoxia de los te-
jidos, ajusta las dos variables —la masa eritrocitica y el 2,3-DPG— de forma inversa; este sistema de
adaptacion se integra con el resto de {os mecanismos fisiopatolégicos, ya enttmerados, que inter-
vienen en el mantenimiento de ia homeostasis del transporte del oxigeno (44).

Hemos discutido como los niveles de 2,3 DPG aumentan en proporcion directa con ef grado
Y la severidad del dé_ficitvd_e masa gri_tr»(_)»c»i_ti_c_a; sin embargo, no todas fas anemias responden de la
misma forma (64, 80, 95, 158, 161, 166, 185, 194, 201, 217, 236, 240, 242). Diversos autores
(161, 201) sostienen que las anemias apldsicas muestran, para unas tasas de Hb equivalentes, unas
cancentraciones del fosfoéster inferiores a las que aparecen en otras anemias tales como las ferro-

pénicas, las megaloblasticas, tas hemoliticas cronicas, las secundarias, etc. Las anemias en las que
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la respuesta medular es normal suelen cursar con un 2,3-DPG algo mas elevado, ya que en ellas la
médula osea libera células rojas mas jovenes al torrente circulatorio; tales células, como ya hemos
comentado con anterioridad, parecen poseer un metabolismo mas activo y, por tal motivo, unos
niveles superiores de los distintos intermediarios glicoliticos, entre ellos el 2,3-DPG (41, 161,
201). Esta pudiera ser una de las razones que explicaria por qué unas anemias se toleran mejor
que otras. Un caso particular lo constituyen los sindromes anémicos que se caracterizan por cur-
sar con una esplenomegalia importante, como, por ejemplo, la microesferocitosis hereditaria. Pa-
rece ser que el éstasis y el secuestro de los hematies en el bazo originan una acidosis local y ello
conduce a una activacion enzimatica de la DPGP vy, por lo tanto, a un descenso en la concentra-
cion eritrocitaria del 2,3-DPG; tal descenso contrarrestaria la elevacion debida al efecto directo de
laanemia. La esplenectomia corregiria esta peculiar situacion (64, 166). En nuestro trabajo no he-
mos intentado investigar ninguno de estos diversos aspectos.

Otro caso especial es el del sindrome anémico que suele aparecer asociado al panhipopituita-
rismo; el déficit de masa eritrocitica es aqui mas bien el resultado de un ajuste a las menores de-
mandas periféricas de oxigeno. El consumo del gas respiratorio por el organismo esta en relacion
con las hormonas calorigenas —tiroideas y somatotropa principalmente—, por lo que no es de ex-
trafiar gue tal consumo disminuya de forma marcada en el curso del hipotiroidismo o del panhi-
popituitarismo. En estos procesos la anemia asociada seria un fenémeno de adaptacion a unas
necesidades metabdlicas de oxigeno disminuidas. Diversas pruebas de indole expérimental a(valan
estos supuestos {242). Por tal motivo, no resulta sorprendente que en estas entidades clinicas no
se origine una elevacion en el 2,3-DPG similar a la que se produce en otras situaciones patologicas
asociadas también a un sindrome anémico. La administracion de tiroxina y de STH a primates hi-
pofisectomizados induce un incremento en los niveles del fosfoglicerato (185). En este sentido, la
determinacion del metabolito glicolitico pudiera tener cierta importancia y ser de utilidad para
diferenciar una anemia "'adaptativa’’ a unos menores requerimientos tisulares de oxigeno de una
anemia realmente “patoldgica’” (185, 240). En el proximo capitulo revisaremos nuevamente al-
gunos de estos conceptos.

H1, Enfermedades tiroideas

1. Eutiroidismos (Grupao E)

Nos referimos en este apartado, como ya hemos explicado en el capitulo de Material y Méto-
dos, a aquellas enfermedades tiroideas que se caracterizan por cursar con una normofuncion glan-
dular.
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El nivel medio de 2,3 DPG que hemos encontrado en nuestros 38 enfermos eutirnideos (6
hombhres y 32 mujeres}, estudiacios en total en 52 ocasiones distintas (grupo E), ha sido «r 502 +
+ 0.48 mM (15.17 ¢ 1.80 pmoles/y Hbh) (tabla 11). Este valor, que se sitGa en el limite alto de la
normalidad, difiere, desde un puntn de vista estadistico (p -7 0.001}, del que hemos hallado en
nuestros controles sanos, tanto en su conjunto {yrupo N: 454 + 0.57 mM) como si s6lo se con-
sidera el grupo de mujeres normales (grupo N2: 4.60 + 0.57 mM) (tabla 14 y Fig. 7). La expli-
caciOn para este aparente contrasentido parece sencilta. En primer lugar, en el grupo E de en-
fermos eutiroideos se han incluido algunos casos —lodgicamente siempre con una demostrada
normofuncién glandutar— en los que, por tratarse de pacientes ingresados en el Hospital por
varios y diversos motivos, estaban presentrs distintos procesos con capacidad para alterar
“per se’’ la tasa del fosfoglicerato; hemos procurado, no obstante, eliminar tales enfermos "‘a
priori’’, segin explicabamos en ‘el capitulo de Material y Métodos, para evitar asi, en lo posi
ble, esta eventualidad. En segundo lugar, en algunos otros casos era evidente la existencia de
un sindrome anémico —tal y como se puede apreciar en las tablas 10 y 11— a pesar de lo cual
los valores medios de la Hb, del Hcto v de 1a CHCM para el grupo (13.94 + 149 g°0,41.94 +
+ 444 °/, y 33.38 + 1.84 %/, respectivamente) fueron normales. EHlo no es dbice para que el
grupo E y el N difieran entre si, tamhién desde un punto de vista estadistico (p < 0.02), en
lo que a la mayoria de estos parimetras hematicos se refiere (tabla 14). Quizis esta Oltima
sea la causa que mejor expligue los niveles de 2,3-DPG discretamente elevados que hemos
objetivado en los enfermos eutiroideos en comparacion con los que hemos hallado en los sujetos
normales (tabla 14 y Fig. 7). Lagicamente, el grado de anemia del grupo E es mucho menor
{(p << 0.001} que el propio del grupo A (“‘anemia simple”’} y, por lo tanto, también en este Gltimo
grupo la tasa media del glicerofosfato (5.79 + 1.02 mM) es muy superior (p < 0.001) a la del pri-
mero (tabla 19).

Muy pocos trabajos en la literatura se han referido de manera especifica al 2,3-DPG eritroci-
tario en las situaciones de normofuncion glandular tiroidea. Solamente Zaroulis et al. {260}, en
una reciente publicacién, se han ocupado del tema; en 7 enfermas eutiroideas, estudiadas en 9
ocasiones distintas, con unos valores medios de Hb y de Hcto normales, han encontrado unos ni-
veles medios del fosfoderivado (14.4 + 2.4 pumoles/g Hb) que no diferian estadisticamente de los
de sus controles sanos.

A la vista de éstos y de nuestros resultaddos pordemos concluir que elwi]p‘swen‘fg[rpps en sjtl;_a
cion de normalidad funcional tiroidea el pomrcr]ifip?enw?,if _DPQ_qe_‘lqghgmggieisgingrmgl, salvo
qyue'se_;\cuér;t_r;r—l L;rESP:t_os gtras altefa;:ionn<, como prede ser la anemia, que tengan capacidad

por si mistmas para modificar la tasa del aiganafosfato.
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En los 25 enfermos hipertiroideos (2 hombres y 23 mujeres), que fueron estudiados en total en
35 ocasiones diferentes (grupo H), hemos encontrado un contenido eritrocitario medio de 2,3-
DPG de 5.66 + 0.69 mM (16.95 + 2.18 umoles/g Hb) (tabla 13). Este valor es significativamente
superior (p < 0.001) a! propio de nuestros controles normales, tanto del grupo N (454 +
+ 0.57 mM) como del N2 (4.60 + 0.57 mM), y al hallado en los enfermos eutiroideos {grupo E:
5.02 + 0.48 mM) (tabla 14 y Fig. 7).

En la tabla 42 resumimos de forma esquematica los resultados de los escasos trabajos que se
han ocupado de este mismo tema. La generalidad de los autores (147, 149, 1562, 245}, con la uni-
ca excepcion de Zaroulis et al. (260), coinciden con nosotros en sus hallazgos: el 2,3-DPG se en-
cuentra elevado en el hipertiroidismo. Mas adelante matizaremos esta afirmacion. Diversos su-

puestos de orden experimental, tanto en hombres como en animales, apoyan también este aserto.
La supresion brusca de un tratamiento continuado con tiroxina en 10 personas sanas, a una dosis
diaria entre 150 y 200 ug, durante cuatro o seis semanas (el tiempo necesario para conseguir una
curva de TSH plana en respuesta al test de la TRH), produce, en las tres semanas siguientes, una
caida paulatina y progresiva en la tasa del fosfoderivado, sin que se evidencien cambios paralelos
en la Hb o en el Hcto, pero sien la T, sérica (205, 207).

La administracion por via oral de 1 mg de tiroxina, en una dosis Unica semanal, a un grupo de
once sujetos normales origina un incremento, a las 24 horas de la toma, en las concentraciones del
2,3-DPG vy de la T, sérica, incremento que desaparece lentamente a lo largo de la semana siguien-
te; durante toda la experiencia no se logran objetivar modificaciones en los niveles basales de la Hb
o del Heto (205, 207). Tras el nacimiento, en las dos primeras semanas de vida, es posible poner

Tabla 42: Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario en enfermos con hipertiroidismo, segun los
trabajos de diversos autores de la literatura. Signos y abreviaturas como en la tabla 40.

Hb Heto T T 2.3DPG
Autor n {g %/o) (%) {ng %%0) {ug /o) imM) {umotes/g Hb)
1. Miller et al,, 1970 {147) 8 - . . - - 6.120 -

2. Miller et al, 1970 {149) 1 - - - 7.734 -

3. Monti, 1974 {152} 23 1281 11 - 169 + 34 - 651106 -

4. Vallet et al,, 1972 (245) 19 - 384 - - 55

S. Zaroulis et al., 1978 (260) 9 134118 41145 271 £ 103 14+3 - 147%2.1
6. Nosatros, 1980 35 137414 41+47 328 £ 129 165 5.66 + 0.69 169t 2.1
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de manifiesto un discreto ascenso en la tasa del fosfoglicerato, que alcanza el maximo hacia el
cuarto dia y que sigue un curso paralelo al aumento que experimentan fa TSH y la T, séricas, tal
y como ha podido ser demostrado en doce recién nacidos sanas; la correlacion entre esa ultima
hormona —1a tiroxina— y el 2,3-DPG se establece a un nivel significativo (r =0.745; n =52; p <
< 0.001; 2,3-DPG (mM) =0.18 T, {ug “o) + 2.902) sélo si se toman en consideracion aquellos
casos en los que el valor del pH plasmatico es superior a 7.25 y no existe, sin embargo, si se inclu-
ye a todos aquellos otros con un pH inferior (182, 248); colateralmente, esta experiencia no hace
sino confirmar una vez mas el efecto inhibidor que sobre la sintesis del fosfoéster ejerce la acido-
sis, La tiroxina, por lo tanto, parece actuar en el periodo postnatal como un estimulador de la
produccion del 2,3-DPG; esta estimulacion no parece estar mediada por el pH ni tampoco por la
hipoxemia {182, 248).

La induccion experimental de un hipertiroidismo en un hombre sano de 35 afios de edad,
merced a la administracion de una dosis de 200 ug/dia de liotironina durante dos semanas conse-
cutivas, no solamente conduce a la aparicion, a partir del cuarto dfa de la prueba, de tos sintomas
y signos caracteristicos de la hiperfuncion tiroidea sino que, ademds, origina un aumento en
la concentracion del 2,3-DPG (desde 4.375 a 5.76 mM) y en el valor de la p50 (de 26 a
30.5 mm Hg); estas alteraciones desaparecen cuando se suspende la medicacion (149).

Resultados similares a los que hasta aqui hemos expuesto se han obtenido, también desde un
punto de vista experimental, en diversas especies de animales {126, 185, 203).

El hipotético mecanismo a través del cual las hormonas tiroideas podrian influir sobre el me-
tabolismo eritrocitario y, mas concretamente, sobre el 2,3-DPG es un tema sujeto a discusion (58,
149, 182, 205, 207, 219, 220, 221, 234, 242, 248); ya lo hemos analizado en detalle en el apar-
tado E-V de la Introduccion a este trabajo. Quizas convenga ahora comentar algiin otro estudio,
efectuado en este mismo sentido y en el que, hasta cierto punto, se discrepa del nuestro y de
nuestros resultados. El mas interesante al respecto es el de Monti (152), publicado en el afio
1974. Este autor encuentra (tabla 42), como nosotros, que en 28 enfermos hipertiroideos (4
hombres y 24 mujeres), de edades comprendidas entre 13y 77 afios {X = 48 afios}, los niveles de
2,3-0PG (5.51 « 0.6 mM) son significativamente superiores {p <2 0.001} a Jos que se objetivan en
24 controles normales {4.88 * 0.4 mM). Dichos enfermos, como grupo, no presentaban anemia
{Hh = 12.8 ¢+ 1.1 g “/o), aungue ésta si que existia en siete de ellos al examinarlos individualmen-
te. Por este motivo, al establecer una nueva comparacion estadistica entre el grupo.de hipertiroi-
deos -después de haber eliminado de él a esos siete casos y también a aquellos otros cuatro de se-
xo masculino (n = 17; 2,3-DPG = 5.42 + 0.6 mM)-- y el grupo de mujeres sanas de su grupo con
trol {n = 11; 2,3 DPG = 56.00 + 0.4 mM), la diferencia, aunque manifiesta, deja de tener un valor
significativo. Monti {(152) concluye que la elevacion del contenido entrocitario en 2,3-DPG que
es posible demostrar en el curso de algunos hipertiroidismos aparece sobre todo como conse-

cuencia det sindrome anémico gue, en ocasiones, se asocia a la enfermedad de base. Nuestros re-
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sultados, aunque coincidentes en el primer aspecto —el 2,3-DPG esta elevado en la hiperfuncion
glandular tiroidea—, discrepan en cuanto al segundo —la anemia es la causa de tal incremento—.
En efecto, si bien en nuestro grupo H de enfermos hipertiroideos se incluyen algunos casos en los
que los indices de Hb o de Hcto se encuentran algo descendidos, este descenso es, en general,
muy poco marcado (limites inferiores de 11.4 g °/o y 34 °/o, respectivamente) y no repercute so-
bre los niveles medios para el grupo de ambos parametros hematicos (13.76 + 143 g %0 vy
41.22 + 477 %/, también respectivamente) (tabta 13}). No ha de extrafiar, por tal motivo, que no
se haya podido demostrar diferencia significativa alguna, desde un punto de vista estadistico, para
la Hb o el Hcto, entre el grupo N2 (mujeres normales) y el H, o entre este Gltimo y el E (enfermos
eutiroideos); esta diferencia, sin embargo, si que se puede poner de manifiesto (p < 0.001) cuan-
do lo que se compara es la tasa media del fosfoglicerato del grupo H {6.66 + 0.69 mM} con la
del grupo E (5.02 + 0.48 mM) o con la del grupo N2 (4.60 + 0.57 mM) (Fig. 7); obviamente, por
definicion, el primero y el segundo de estos tres Ultimos grupos difieren apreciablemente (p <
< 0.001) en cuanto a sus concentraciones séricas medias de T, (328 + 129 ng %/ y 143 +
+ 27 ng °/o, respectivamente) y de T, (16.32 + 5.26 ug %0 y 9.26 + 1.84 ug %/, también respec-
tivamente) (tabla 14).

En conclusion, para nosotros el incremento en la tasa del 2,3-0PG que es posible evidenciar
en los enfermos hipertiroideos no se debe_g la _ap_err!ia qué eveytm_:almgqte pugdg_n presentar. Esta
afirm;aci()»nwtierrre uhé §e§‘unAda'|7|'nea> dé Vagpo-v-o en élduﬁb; -c;t_r;s"haila-zg;s Qu-e comentaremos a con-
tinuacion, cuando hablemos de la respuesta del fosfoglicerato a la terapéutica antitiroidea. En al-
timo extremo también cabria sustentarla en varios trabajos de la literatura (126, 205, 207), que
abogan en el mismo sentido. -

Finalmente, no queremos dejar de referirnos a la publicacion de Zaroulis et al. (260}, la Unica
en la que no se demuestran modificaciones significativas en el nivel del fosfoderivado eritrocitario
en los enfermos con hipertiroidismo (tabla 42). Un andlisis pormenorizado del trabajo pudiera
mitigar, al menos en parte, esta discrepancia. En primer lugar, €l nimero de casos recogidos es
muy exiguo (7 enifermos estudiados en 9 ocasiones distintas), lo que, indudablemente, resta
valor a las conclusiones; en segundo lugar, el grado de hiperfuncion tiroidea de sus pacientes
(T, =271 + 103 ng % y T, = 14 = 3 ug /o) es bastante inferior al de los nuestros (T, =328 +
+ 129 ng %% y T, = 16.3 * 5.2 ug °/c}; en tercer lugar, el nivel medio del 2,3-DPG para el grupo
(14,7 + 0.7 umoles/g Hb), aunque dentro de la zona que establecen los autores (260) como de va-
lores normales {12.5 a 15.0 umoles/g Hb), se sitia en el limite superior de dicha normalidad, lo
que equivale a decir que varios de los enfermos se encuentran realmente por encima de tal limite;
en cuarto y Gltimo lugar. en el trabajo no se menciona la situacion clinica de los enfermos estu-
diados en lo que se refierz a factores tales como el pH, el CO;H", la pO,, etc., que son los res-
ponsables, en ocasiones, de las alteraciones que experimenta el 2,3-DPG; es cierto, no obstante,
que si se especifican las tasas medias de la Hb, del Hcto y del P, que son, para el grupo en su con-
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junto, normales {tabla 42). Los autores en cuestion {260) concluyen con la sugerencia, que com-
partimos, de que bien pudiera ser que en sus casos, con un grado moderado de hipertiroidismo,
un aumento en el gasto cardiaco fuera suficiente para compensar fos mayores requerimientos pe-
riféricos de oxigeno propios de la situacion hipermetabdlica; no seria aqui entonces preciso que
se pusieran en marcha otros mecanismos de adaptacion a la hipoxia —como, por ejemplo, el del
2,3-DPG eritrocitario—, que solo aparecerian en determinados pacientes, con una mayor grave-
dad, o bien en aquellos otros en los que ciertas complicaciones intercurrentes --la anemia, la hipo-
xemia—, sobreanadidas a la enfermedad de base, consiguieran alterar en ellos la homeostasis del
transporte de oxigeno,

Solamente en 15 de nuestros 25 enfermos hipertiroideos hemos tenido la oportunidad de se-
guir las variaciones experimentadas en la concentracion eritrocitaria del 2,3-DPG a lo largo del
tratamiento de la enfermedad, "cuando, tras la terapéutica antitiroidea —médica o quirirgica—
oportuna, se conseguia llegar a una situacion de normalidad funcional glandular. Desde un valor
medio inicial del glicerofosfato para los 15 casos de 5.85 + 0.75 mM (17.63 *+ 2.58 umoles/g Hb)
se alcanza, después del tratamiento pertinente, un nivel medio de 5.10 + 0.65 mM ({15.74 #
+ 1.78 umoles/g Hb), que difiere notablemente (p < 0.01) del primer valor, desde un punto de
vista estadistico, Obviamente, coincidiendo con este descenso, se comprueba también una dismi-
nucion significativa (p < 0.001) en las tasas de las hormonas tiroideas circulantes; sin embargo, no
se consigue demostrar ninguna modificacion en los valores medios para el grupo de la Hb, el Hcto,
la CHCM, el P, 1a G, el BUN o el K* (tabla 16 vy Fig. 8). Es decir, la caida en la hormonemia se
acompafia de una normalizacion paralela en la concentracion del fosfoglicerato, normalizacion
que no parece depender de factores tales como la Hb, el Hcto o el P que, por el contrario, no ex-
perimentan variacion alguna. Estos hallazgos sugieren, nuevamente, que son las hormonas tiroi-
deas y no la anemia el origen del incremento en el contenido eritrocitario;i;ls;(_s—éae-;s' po
sible objetivar en el hipertiroidismo. -

A resultados similares llegan Miller et al. (147} después de seguir, durante unos meses, el curso
evolutivo de tres enfermos hipertiroideos tratados médicamente. Monti (152), sin embargo, no
confirma estos hallazgos en su estudio, en el que, por otra parte, no se hace ninguna mencion a las
posibles alteraciones que, inducidas por la terapéutica, pudieran haber aparecido en la Hb o en
el Hcto.

3. Hipotiroidismos (Grupo T)

Et nivel medio de 2,3-DPG que hemos encontrado en los 13 enfermos diagnosticados de
hipotiroidismo {grupo T), todos ellos del sexo femenino, ha sido de 6.23 + 0.66 mM (15.77 ¢
+ 2.49 umoles/g Hb) (tabla 18). Este valor es significativamente superior (p < 0.001} al propio
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del de nuestros controtes narmales del mismo sexo (grupo N2: 4.60 + 0.57 mM), pero no difiere,
desde un punto de vista estadistico, del valor medio hallado en los enfermos eutiroideos (grupo E:
5.02 + 0.48 mM) (tabla 19 y Fig. 7). La explicacion de estos hechos creemos que se encuentra,
una vez mas, en los distintos indices medios de Hb y de Hcto de cada uno de los grupos en cues-
tion. Et grupo N2 presenta, l6gicamente, unos indices normales (Hb = 13.561 + 1,05 g % vy
Hcto =41.76 + 2.41 °/s} y que son, por lo tanto, notablemente superiores {(p <0.02 y p < 0.001,
respectivamente) a los propios del grupo T (Hb = 12,60 + 2.03 g °/o y Hcto = 37.30 + 4.64 °/)
(tabla 19). No puede sorprender, a la vista de esta divergencia, que la concentracion media de!
2,3-DPG sea mayor (p < 0.001) en las enfermas hipotircideas que en las mujeres sanas del grupo
control (tabla 19 y Fig. 7). El gl;upo E incluye algunos casos, ya lo hemos analizado en los apar-
tados anteriores de este mismo capitulo, en los que se encuentra presente una anemia marcada.
Este es el motivo —a esa conclusion llegadbamos entonces— que explica por qué nuestro grupo de
enfermos eutiroideos tiene unos niveles medios del fosfoglicerato discretamente elevados en com-
paracion con los de los sujetos normales. En atencion a esta circunstancia resulta hasta cierto pun-
to légico que el grupo E vy el T no difieran entre si en 1o que al 2,3-DPG se refiere; a pesar de ello,
el primero de los dos grupos muestra unos valores del fosfoderivado algo inferiores a los que se
demuestran en el segundo (al efectuar el calculo estadfstico una diferencia del orden de la centési-
ma impedia que la significacidon tuviera validez matematica), lo que esta en reciproca correspon-
dencia con las menores tasas medias de Hb y de Hcto que aparecen en el segundo con respecto
al primero de dichos grupos (tablas 18 y 19).

Nuestra suposicion de que la anemia es la causa de la elevacion en el 2,3-DPG que aparece en
nuestros 13 pacientes hipotiroideos queda también claramente demostrada cuando escindimos el
grupo T en dos categorias distintas y excluyentes entre si: el grupo T, y el T,, de enfermos con y
sin anemia respectivamente (tablas 17 y 19). Al ser comparado el grupo T, (hipotiroidismos con
anemia) con el A (“anemia simple’’) comprobamos cémo no solamente no existen diferencias sig-
nificativas en cuanto a las tasas de Hb y de Hcto entre ambos grupos, sino que tampoco se eviden-
cian ya en lo que se refiere a sus niveles respectivos de 2,3-DPG; es decir, para similar grado de ane-
mia el contenido eritrocitario en el fosfoéster es también equiparable. Por otra parte, si estable-
cemos otra comparacién entre el grupo T, (hipotiroidismos sin anemia) y el E {eutiroidismos) ob-
servamos como, a pesar de diferir ambos grupos de forma notable (p < 0.001) en cuanto a sus ni-
veles séricos de T,, de T, y de TSH, no se aprecia, por el contrario, diferencia significativa alguna
entre ellos en lo que a la Hb, el Hcto y el 2,3-DPG respecta; es decir, cuando los enfermos hipoti-
roideos no presentan anemia muestran unos valores del glicerofosfato que son similares a los que

se abjetivan en los sujetos con normofuncion tiroidea (tabla 19).

Nuestros hallazgos sobre este tema solo pueden ser comparados con dos trabajos (185, 260),
los Unicos que hemos encontrado, después de revisar la literatura, que se han ocupado directa o
indirectamente, de este mismo problema. Zaroulis et al. (260), en una reciente publicacion, refie-
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ren haber hallado en 9 enfermos hipotiroideos, estudiados en 14 acasiones distint'as, unos niveles
de 2,3-DPG (14.1 1 2.2 umoles/g Hb) que no se diferenciaban significativamente de los de sus
controles normales ni de los de un grupo de 7 pacientes eutiroideos estudiados en 9 ocasiones dis-
tintas (14.4 * 2.4 umoles/g Hb). Los dos grupos de enfermos tampoco diferian entre si en cuanto
a la Hb o al Hcto, pero si se comprobaban en ellos, en cambio, claras diferencias en las tasas séri-
cas de T, de T, y de TSH (p < 0.05}. Nuestros resultados, a este respecto, son practicamente su-
perponibles con los de Zaroulis et al. {260).

Rodriguez y Shahidi {185) estudian cinco casos de panhipopituitarismo, todos ellos con una
masa eritrocitica y un volumen plasmatico disminuidos —y, por tal motivo, con un indice Hcto
normal— comprueban como los niveles del 2,3-DPG no se encor:traban elevados, sino mas bien,
por el contrario, algo descendidos (4.17 £ 0.47 mM). Al tratar uno de estos casos con L-tiroxina,
a una dosis diaria de 0.15 mg, se evidenciaba un ascenso, a lo targo de las cinco semanas siguien-
tes, en la tasa del fosfoglicerato. A la vista de estos hechos los mencionados autores {185) conclu-
yen con la sugerencia, en lo que al papel homeostitico del 2,3-DPG se refiere, de que en el hipo-
tiroidismo seria posible distinguir dos ordenes de situaciones diferentes: en primer lugar, aguelias
en las que la anemia es el resultado de una adaptacion a las menores necesidades tisulares de ox (-
geno, como consecuencia especifica de la enfermedad, y en las que no seria necesaria la media-
cion compensadora del fosfoéster y, en segundo lugar, aguellas otras situaciones en las que la ane-
mia es auténticamente ‘‘patoldgica”, por una causa sobreafiadida al trastorno de base, y en las que
si que seria imprescindible la intervencion del glicerofosfato.

Nuestros hallazgos, por el numero relativamente pequefio de casos estudiados, no nos permi-
ten pronunciarnos sobre este aspecto del tema ni tampoco sobre otros similares, como pudiera ser
la evolucion del 2,3-DPG a lo largo det tratamiento de la enfermedad.

4. Correlacién del 2,3-DPG intraeritrocitario con otros pardmetros bioquimicos en las
enfermedades tiroideas

En el conjunto de los 76 enfermos tiroideos de ambos sexos (con hiper-normo-o hipofuncién
glandutar), estudiados en 100 ocasiones distintas, se demuestra una significativa correlacién {p <
< 0.001) entre el 2,3-DPG (mM) vy los niveles de T, {r = 0.4404) o de T, (r = 0.3317) séricos,
con unas rectas de regresion que se definen, respectivamente, por las ecuaciones: 2,3-DPG {mM) =
=0.0022 T, (ng °/0) + 4.8 y 2.3-DPG (mM)} =0.038 T, {ug %) + 4.8 (tabla 20 y Figs. 9y 10).

En 52 determinaciones, seleccionadas sobre la base de haber sido excluidos aquellos casos en
los que el valor del pH plasmatico era inferior a 7.25, el grupo de Riegel (182, 248) refiere un
coeficiente de correlacion entre el 2,3-DPG y 1a T, igual a 0.745 y una recta de regresion que se
expresa por la refacion: 2,3-DPG (mM) =0.18 T, {ug °/o} + 2.902.
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También Schweigart et al. (207) encuentran una estrecha correlacion (p < 0.05) entre el fos-
foglicerato y la T4 sérica, con un coeficiente igual a 0.405, pero con la circunstancia a su favor de
que, al establecer su significacion, unicamente fueron considerados aguellos enfermos en los que
era evidente una situacion de hiperfuncion tiroidea.

En conjunto puede afirmarse que los resultados de cualquiera de estos dos (iltimos grupos de
trabajo son, en general, muy similares a los huestros.

Solamente Zaroulis et al. {260) no han conseguido demostrar relacion valida alguna, después
de haber estudiado a 23 pacientes, entre el 2,3-DPG y las hormonas tiroideas.

La significativa correlacion que se demuestra en nuestros casos entre el 2,3-DPG (mM) vy el
Hcto o entre el 2,3-DPG (umoles/g Hb) y la Hb o la CHCM (tablas 20 y 21) desaparece al eliminar
del estudio estadistico el grupo de enfermos eutiroideos (n = 52); esto no hace sino confirmar una
vez mas el hecho de que, en las situaciones caracterizadas por una normofuncién glandular, los ni-
veles del fosfoglicerato se modulan preferentemente por el grado de anemia, En la Fig. 21 se pue-
de apreciar este mismo fenémeno, al comprobarse como los pacientes hipertiroideos se sitian en
la grafica por encima de la recta de regresion entre el 2,3-DPG (mM) y la Hb, mientras que los en-
fermos eutiroideos se entremezclan con los sujetos normales, con una localizacion preferente al-
rededor de dicha recta. Nuestra interpretacion de esta peculiar circunstancia es la de que ﬂ'ﬂ h_l
pertiroidismo existe un factor especifico que altera la normal relaciéon entre la Hb y el 2,3-DPG:

la elevacion en los niveles de las hormonas tiroideas circulantes.

1V. Cirrasis hepéticas (Grupo C)

En los 60 enfermos diagnosticados de cirrosis hepatica (28 hombres y 32 mujeres) (grupo C)
hemos encontrado un nivel medio eritrocitario de 2,3-DPG de 7.40 + 123 mM (22.69 *
+ 4,47 umoles/g Hb) (tabla 23). Este valor es muy superior {p < 0.001) al que hemos hallado en
nuestros controles normales (grupo N: 4.64 + 0.57 mM), asi como también (p < 0.001) al que he-
mos objetivado en el grupo de enfermos diagnosticados de ‘‘anemia simple” (grupo A: 5.79 +
+ 1.02 mM) (tabla 25). Si bien el primero de estos dos hallazgos puede ser considerado como 16-
gico y normal, el segundo, en carnbio, no deja de ser sorprendente. En efecto, el hecho de que los
enfermos cirrGticos tengan un contenido globular en 2,3-DPG superior al de los sujetos sanos re-
sulta comprensible, ya que los primeros muestran unas tasas de Hb (11.80 + 2,50 g °/o} y de Hcto
(35.85 + 6.82 °/o) mucho menores (p < 0.001) que las de los segundos (14.29 + 161 9% vy
43.74 + 4.20 °/o, respectivamente) (tabla 25); es decir, como grupo —en sentido estadistico— los
enfermos cirréticos pueden ser considerados como anémicos —el 50 °/o de los casos lo son, ade-
mas, si se analizan individualmente (tablas 22 y 24)—, por o que no es de extrafiar que se praduz-
ca en ellos una elevacion compensadora en la concentracion eritrocitaria del 2,3-DPG. Llama po-
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derosamente la atencion, no obstante, la gran magnitud de esa elevacion si tenemos en cuenta el
moderado grado de anemia que presentan los pacientes. Este hecho se pone aun mas claramente
de manifiesto cuando comparamos 8l grupo C, de enfermos cirréticos, con el A, de enfermos con
“anemia simple’’. Los primeros, a pesar de tener una anemia mucho menos severa (p < 0.001)
que la de los segundos, muestran unos niveles de 2,3-DPG (7.40 + 1.23 mM) muy superiores (p <
< 0.001) a los de estos Ditimos (5.79 + 1.02 mM) (tabla 25)}. Dos o tres hipotesis distintas, al me-
nos, podrian ser toradas en consideracion sj intentasemos explicar estos hallazgos. En fa literatu-
ra existen pocos trabajos (15,19, 62, 115, 117, 175, 201, 233) que se hayan ocupado del estudio
del 2,3-DPG eritrocitario en la cirrosis hepatica y muchos menos atn (15, 19, 117, 233) o han
hecho desde un punto de vista analitico estricto. Practicamente todos los autores {15, 19, 62,
115, 117, 175, 201, 233) coinciden al afirmar que, salvo en circunstancias excepcionales, las con-
centraciones del fosfoglicerato .se. encuentran flﬁe!a_d_as__ggblg e'l'ﬁ’L“??  cirrdticos. En la t;l;l—ar 4_3

exponemos de forma esquematica los resultados de algunos dfﬁos trabajos mds representativos en
este sentido. En pocos estudios (15, 19, 233), sin embargo, se ha tratado de investigar cuales son
las causas que conducen a la mencionada elevacion en la tasa del fosfoéster. Podria pensarse que
la anemia, frecuente en el curso de las hepatopatias cranicas, habria de tener un papel preponde-
rante a este respecto. Nosotros hemos encontrado, tal y como indicdbamos mds arriba —y como
nosotros también lo han observado otros autores (15, 201, 233)—, que el incremento en la con-
centracion del 2,3-DPG excede a lo que cabria esperar por el grado de a;;n—ia—ql}é ;rése;nga‘n ,';.;
;ar?;r;los. Este hecho puede, ademds, cuantificarse de modo exacto si nos valemos de la eEuacién
de la recta de regresion entre la Hb y el 2,3-DPG {2,3-DPG {mM) = —0.34 Hb (g o) + 9.2) que ha-
biamos calculado como caracteristica del grupo de pacientes diagnosticados de *‘anemia simple”
{grupo A) (tabla 9 y Fig. 6). Si en fa mencionada ecuacion sustituimos la cifra de Hb (g ®/0) de ca-
da uno de los enfermos cirrdticos obtendremos el valor tedrico del fosfoglicerato {mM) que les

corresponderia a cada uno de ellos por su grado de anemia. La media aritmética de todos los valo-
res tedricos de 2,3-DPG asi calculados, para cada uno de los 60 casos de este grupo C, ha sido de
5.18 * 0.84 mM. Este valor medio tedrico {VT) es significativamente menor (p < 0.001), desde
un punto de vista estadistico, que el valor medio real encontrado en dicho grupo {grupo C: 7.40 *
+ 1.23 mM), pero adn es claramente superior (p < 0.001} al valor medio normal del organofosfa-
to de nuestro grupo control {grupo N: 4.54 * 0.57 mM) (Fig. 12). Queda asi demostrado de for-
ma concluyente que el come:liyo intracorﬂ@cular del 2,3-DPG dg_los enfgr_rr_lgs_ gig@icp} - es mu-

cho mayor que aquél que tedricamente les corresponderia por su déficit de masa eritrocitica. Di-

cho de otro modo, aunque la anemia, indudablemente, debe de ser uno de los factores que inter-
vienen en la regulacién del incremento que experimenta la tasa del fosfoéster en el curso de la ci-
rrosis hepatica, no parece que ese factor sea el Unico y ni siquiera el mds importante de todos
ellos, En la Fig. 21 se puede apreciar este mismo fendmeno, al comprobarse cémo los enfermos
cirrdticos se sithan en )a grafica muy por encima de 1a recta de regresion entre el 2,3-DPG (mM} y
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Tabla 43: Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario en enfermos con cirrosis hepatica, seqin los
trabajos de diversos autores de la literatura® Signos y abreviaturas como en la tabla 40.

Hb Heto pH p0, pCO, 23.DPG
Autor n Ig %) °/o) - (mm Hg)  (mm Hg) (mM)
1. Johnson et al,, 1973 {117} 14 - k7ER] 7491001 Bt 30t2 5861 0.38
2. Sanchez Varela, 1975 (201) 18 10.39 175 a5 - - - 8.06*0.77
3. Thomas et al., 1974 {233) 14 - 32%5 7401002 79t8 »ste 6.20% 0.60
4. Nosotros, 1980 60 118%t25 3ste 7421004 79114 36ts 7.40% ".23

. Gilsanz et al. también han encontrado unos niveles elevados de 2,3-DPG en la cirrosis hepética, pero sin haber liegado a
establecer una correlacion lineal con los valores del pH pi atico determinad i a {C: icacion personal.)

<

Tabla 44: Valores medios del pH plasmético y de los gases respiratorios en sangre arterial en en-
fermos con cirrosis hepatica, segin los trabajos de diversos autores de la literatura.
Signos y abreviaturas como en la tabla 40.

Hb Hcto pH pO; pCO,
Autor n 9 %o} (®/0) - {mm Hg) {mm Hg)
1. Abeimann et al., 1961 (2) 17 113218 — - 738 —
2. Astrup y Rorth, 1973 (15) 48 - - 7.4010.03 96+ 3 3785
3. Georg et at., 1960 (98) 18 - - - Bat1a -
4. Heinemann et al., 1960 (108) 10 - 3347 7.42 £ 0.02 7737 Bt
5. Karetzky y Mithoefer, 1967 (122) 7 ~ - 7.49 68 a3
6. Kontos et al., 1964 {127} 16 - 33ts 7.43%10.04 861 15 36t5
7. Martini et al, 1972 (141) 12 - - - 83t9 3514
8. Mellemgaard et al., 1963 {144) 18 11e6t1s - 7.39 g6ta 36.5
9. Rodman et al., 1959 {183} 3 - - 7.43 59 28
10. Rodman et al., 1960 (184) 19 - - - — 36+4
11. Stanley y Woodgate, 1971 (226} 24 - - - =80 -
12. Tyor y Sieker, 1959 (238} 39 - - 7.43%0.04 - 30*6
13. Williams, 1960 (253} 6 - - - 8515 33t3
14, Wolle et al., 1977 {256} 3 15917 4615 743%+0.04 589 28t5
15. Zimmon, 1967 {261) 16 - - 7.42%0.03 70t 20 -
18. Nosotros, 1980 80 11825 k24 7421004 79t14 36415



la Hb; es decir, algin factor presente en estos enfermos altera la normal relacion entre ambos pa-
rametros - el pigmento respiratorio y el fosfoderivado~ de tal forma, que consigue cjue su inter-
dependencia se establezca a un nivel muy superior al habitual. A conclusiones similares, aunque
no siempre a través de los mismos razonamientos, han llegado otros autores (15, 19, 62, 117,
201, 233). A pesar de que en algunos trabajos {15, 19, 117) se ha logrado establecer una correla-
cidn significativa entre la Hb y el 2,3-DPG {mM) en los enfermos cirrdticos, en nuestro estudio,
asi como en algunos otros (201, 233}, no se ha conseguido demostrar, sin embargo, que tal corre-
lacion tuviera una significacion vélida desde el punto de vista estadistico (tabla 26).

Ademas de la anemia otros dos factores —la hipoxemia y las alteraciones en el equilibrio aci-
do-base- - pudieran ser responsables de las modificaciones que aparecen en el contenido eritroci-
tico en 2,3-DPG en el curso de las hepatopatias cronicas.

La hipoxemia es relativamente frecuente en la cirrosis hepatica (2, 15, 19, 62, 86, 98, 108, 117,
122, 127, 140, 141, 144, 175, 184, 218, 223, 226, 233, 253, 256, 261). Nosotros la hemos de-
tectado en un 50 °/» de los casos (tabla 24). Su intensidad suele ser moderada, con una pO, que
se situa habitualmente entre 60 y 80 mm Hg y solo rara vez por debajo de 50 mm Hg; a pesar de
ello, la Sa0, suele ser normal {2, 34, 50, 60, 98, 108, 121, 122, 141, 144,156, 175, 184, 223,
226, 238, 256, 261). En {a tabla 44 resumimos los resul ;ados de algunos autores que se han ocu-
pado de este mismo tema y que creemos representativos en tal sentido. En la Introduccion de es-
te trabajo, apartado E-VI, hemos analizado en detalle cudles son los mecanismos fisiopatologicos
basicus que pueden dar origen a una hipoxemia en una enfermedad hepatica cronica.

En nuestro grupo de 60 enfermos cirroticos los valores medios de la pO, y de la Sa0, han si-
do de 79.89 + 14.95 mm Hg y de 95.25 + 2.27 °/a, respectivamente (tabla 23}. La intensidad de
la hipoxemia no parece ser, por lo tanto, de una magnitud suficiente como para poder explicar
por si misma el gran aumento en la tasa del fosfoglicerato que se observa en nuestros casos. De la
misma opinidén son también otros autores (15, 62, 117, 175, 233). No obstante, en nuestros en-
fermos la correlacion entre la pO, y el 2,3-DPG (mM) muestra una cierta validez estadistica (p <
-2 0.05), de lo que se deduce que, aungue quizas escasa, existe una cierta influencia de 1a hipoxe-
mia sobre el metabolismo del organofosfato en la cirrosis hépa’lica (tabla 26 y Fig. 14}. La inte-
gracion de los dos factores hasta ahora analizados Zla anemia y la pO, — en un nuevo parametro
—el contenido arterial de oxigeno o CaQ, - nos ofrece una nueva prueba de la relativa importan-
cia que tienen ambos factores en lo que se refiere a las modificaciones que experimenta la tasa del
fosfoester en esta situacion clinica; efectivamente, la correlacion entre el 2,3-DPG (mM) y el CaO,
tiene también una notabi=- significacion matematica (p < 0.05) (tabla 26) Thomas et al. (232) han
comentado un hallazgo silar.

La alcalosis respiratoria es el trastorno del equilibrio dcido-base que con mas frecuencia se
asocia a las hepatopatias cronicas (15, 50, 51, 108, 117, 121, 122, 124, 140, 155, 181, 183, 184,
218, 223, 233 238, 240, 246). Nosotros la hemos encontrado en un 41.6 °/o de los casos (tabla
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24). La hipocarbia debida a una hiperventilacion crénica suele ser también habitual (15, 107,
108, 117, 122, 127, 155, 181, 183, 184, 218, 223, 238, 246, 256). En nuestros 60 enfermos ci-
rroticos hemos hallado un valor medio para el pH plasmatico de 7.42 + 0.04 y para la pCO, de
36.00 + 5.30 mm Hg (tabla 23). En la tabla 44 resumimos esquemdticamente los resultados de al-
gunos trabajos referentes a este mismo tema,

Otras anomalias del balance dcido-base, como la acidosis lactica, son menos frecuentes en el
curso de la cirrosis hepatica; en todo caso suelen aparecer en los estadios finales de la enfermedad
—coma hepdtico, encefalopatia portal— y tienen, por lo tanto, un pronoéstico mucho menos favo-
rable (97, 109, 128, 1565, 175, 181, 246). Nosotros, en 28 casos, todos ellos en una situacion es-
table desde el punto de vista clinico, hemos objetivado un nivel medio de lactato en sangre de
8.14 + 2.21 mg °/0, que puede considerarse como normal; en ningun enfermo se ha encontrado
una hiperlactacidemia franca (tabla 23). En este aspecto coincidimos con los hallazgos de otros
autores (97, 109, 128, 155, 181) que afirman que los niveles de! lactato permanecen dentro de
limites normales mientras la hepatopatia se mantiene estabilizada y en situacion de buena com-
pensacion clinico-metabdlica.

La relacion del pH plasmatico con el contenido en 2,3-DPG (mM) de los hematies parece mu-
cho mas importante que aquella que existe entre el fosfoderivado y los otros dos factores —la ane-
mia y la hipoxemia— hasta ahora comentados. En nuestro grupo C de enfermos cirréticos la co-
rrelacién se establece a un nivel altamente significativo {p < 0.001), con un coeficiente igual a
0.4827 y una recta de regresion definida por la ecuacion: 2,3-DPG (mM) = 12 pH — 81.7 (tabla
26 y Fig. 13). Reflejo de esta correspondencia entre el pH plasmatico y el fosfoglicerato eritro-
citario es la notable correlacion (p < 0.05) que también se consigue poner de manifiesto entre la
pCO, de la sangre arterial y el 2,3-DPG (mM) de los hematies (tabla 26), ya que, a su vez, la
pCO, y el pH —como es l6gico— se encuentran relacionados entre si {p < 0.01) en este grupo de
pacientes (Fig. 11). Queremos indicar otra vez aqui —como ya hicimos en el capitulo de Material
y Métodos— que hemos incurrido, conscientemente, en un error de cilculo al no transformar, an-
tes de efectuar el anilisis estadistico, las unidades de pH {de escala logaritmica) en unidades de
concentracion de hidrogeniones (de escala decimal); la alteracidon analitica que con ello introduci-
mos es pequefia debido —ya lo comentdbamos entonces— a los estrechos margenes entre los que
varia el pH de la sangre.

La infiuencia del pH plasmético sobre la concentracién eritrocitaria del 2,3-DPG en la cirrosis
hepdtica ha sido examinada también en algin otro trabajo (15, 117, 175, 233). Thomas et al.
{233) encuentran, en 14 casos, una significativa correlacion (p < 0.01) entre ambos parametros,
con un coeficiente igual a 0.67. Astrup y Rorth (15) objetivan, en 26 enfermos, una relacion esta-
distica ain mejor {p < 0.001), con un coeficiente igual a 0.75. Estos hallazgos son, en lineas ge-
nerales, similares a los obtenidos por nosotros, tal y como acabamos de comprobar. En algunos
estudios se ha indicado que determinadas circunstancias especiales, insertas en el curso de las
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hepatopatias cronicas —la acidosis metabolica por shock hipovolémico (175}, la transfusion de
grandes volGmenes de sangre {62, 117, 175}, la gran esplenomegalia por hipertension portal con la
consiguiente acidosis intraesplénica (166), etc.— podrian alterar la normal relacion de dependen-
cia entre el pH y el 2,3-DPG; nosotros, por este motivo, siempre hemos tratado de evitarlas al se-
leccionar a nuestros enfermos. Pero, salvo en tales circunstancias, el pH plasmatico desarrolla un
efecto mucho mas importante que el de la anemia o el de la hipoxemia en lo que se refiere a la
regulacion de la tasa del fosfoderivado-en la cirrosis hepatica. La alcalosis respiratoria —la anoma-

lia del equilibrio acido-base mas habitual en esta situacion clinica— es, por ello, la causa principal

determinante de la elevacion de los niveles de 2,3-DPG eritrocitario en los enfermos cirroticos.

Aungue estos pacientes presentan con relativa frecuencia anemia, hipoxemia y alcalosis, y a pesar
de que cualquiera de estos tres trastomos puede incrementar “‘per se” la tasa del fosfoglicerato, es
sin duda el dltimo —la alcalosis— el que colabora mas decisivamente en este sentido. A esta con-
clusion hemos llegado nasotros en nuestro estudio, en el que hemos pretendido desarrollar esta
hipétesis, va sugerida por otros autores con anterioridad (15, 117, 233). En resumen, nosotros
pensamos que la alcalosis es el factor responsable que nos explica por qué los enfermos cirroticos
presentan, para cualquier nivel de Hb circulante, una concentracién de 2,3-DPG superior a la que
es posible evidenciar en el resto de las situaciones clinicas caracterizadas también por anemia. Y
es en virtud de esta secuencia que acabamos de razonar como podemos comprender la peculiar
disposicion de estos enfermos en la Fig. 21, disposicidon que no es sino una expresiéon mas de co-
mo el pH contribuye a que el contenido en 2,3-DPG de los hematies en ellos sea superior al que les
corresponderia por su grado de anemia. Nosotros —y en esto coincidimos con otros autores (15,
115, 175)— no hemos conseguido demostrar que los niveles de fosfato sérico inorganico tengan
importancia alguna al respecto en estos casos (tablas 23, 26 y 27).

La cirrosis hepatica es un claro ejemplo del grado de dificultad que puede alcanzar el analisis
de fas alteraciones del 2,3-DPG en situaciones clinicas complejas.

V. Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas {Grupo B)

En nuestros 44 enfermos diagnosticados de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)
{34 hombres y 10 mujeres), que han sido estudiados en total en 47 ocasiones distintas (grupo 8),
hemos encontrado una concentracién media eritrocitaria de 2,3-DPG de 529 + 1,13 mM (16.48 +
* 3.50 umolec/g Hb) (tabla 29). Este valor es superior {p < 0.001), desde un punto de vista esta-
distico, al halladn en nuestro grupo de controles normales (grupc N: 454 + 0.67 mM) (tabla 30 y
Fig. 15),

En la tabla 45 exponemos,de forma resumida, los resultados de otros trabajos de la literatura
en los que también se ha analizado este mismo problema. Aunque el niumero total de enfermos es-
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Tabla 45: Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario en enfermos con bronconeumopatia cronica obstructiva, segun los tra-
bajos de diversos autores de la literatura. Signos y abreviaturas como en la tabia 40.

Hb Heto pH PO, pCO, 2,3-0PG

Autor n {g %o} {90} - {mm Hg} {mm Hg} {mM} {umoles/g Hbl (motes/mol Hb)-

1. Deniseral., 1977 (63} 9 159t08 54%3 17.30 {80 tso - - 1.05 £ 0.1
7 N6y a0t 4 t7.30 160 ts0 - - 1.02% 01
7  133%09 a8+ 2 t7.30 60+ 70 tso - - 111202

2. Eaton et at., 1970 {75) 9 156117 - - -~ -~ - 19.47 £ 7.42 -

3. Farber etal., 1979 (82) 10 146 a5 ~7.41 54 39 - 16.50 * 2.80 -

4. Fienley et al., 1975 (84) 10 - - - 4817 59t 11 - 13.20 + 18.90 -

5. Keitt ex al., 1974 (118) 12 159+%17 - 7.41% 005 5113 4aate - 15.70 £ 4.00 -

6. Oski etal, 1969 (162) 5 - - - - - 5251 0.40 - -

7. Patenciano et al., 1978 1167) 25 t1a0 52t 7 7.33 £ 0.04 51 %13 49t9 - 15.59 * 1.90 -

8. Sinchez Varela, 1975 (201) 24 158%18 50%7 - -~ ~ 5.96  0.96 ~ -

9. Nosotros, 1980 a7 1684%22 S1%7 7.36 £ 0.06 58+ 14 56% 16 520+ 113 1648+ 350 -



tudiados es, en general, escaso, la mayoria de los autores (38, 63, 75, 82, 84, 103, 118, 162, 167,
201, 251) coinciden al afirmar que en los procesos broncopulmonares obstructivos cronicos los
niveles iptr_aglop_u!a_rg;_ d‘el_‘_fgsvaoglicer_ato sugler} estiar”eilrevédos'; sin embargo, también en casi todas
las puhlicacionés en las que el tema ha sido >re\'/isad"(A) eﬁ profundidad (38, 63, 84, 103, 118, 162,
167, 181, 201, 258) se comenta la posibilidad de que algunos enfermos presenten un 2,3.-DPG
normal o incluso algo disminuido. También nosatros hemos tenido ocasion de comprobar este
mismo fenomeno en nuestros casos. Aunque en nuestro grupo B de pacientes respiratorios croni-
cos el nivel medio del organofosfato se encuentra algo elevado en comparacion con el de los
controles normales, es evidente, no obstante, que existen algunos pacientes en tos que la tasa del
fosfoderivado estd, por el contrario, disminuida (tablas 28 y 29). Diversas hipotesis han sido pos-
tuladas a la hora de explicar esta peculiar circunstancia. En ocasiones, se ha sugerido que el
2,3-DPG debiera de aumentar en+azon directa con la caida de la pO, arterial; tal elevacion no se-
rfa sino un mecanismo mas de adaptacion del organismo a la hipoxia histica propia de la enferme-
dad respiratoria cronica. Sin embargo, sélo en muy pocos trabajos (38, 103, 118, 258) se ha llega-

- do a demostrar la existencia de una correlacion estadisticamente significativa entre fa pO, arterial

o la saturacion de oxigeno de la hemoglobina y el 2,3-DPG; nosotros tampoco hemos conseguido

. objetivarla (tabla 31). Ademas, en algunos estudios (38, 63, 82, 118, 167}, en los que la seleccion
' de los enfermos ha sido efectuada con el criterio de admitir solo aquelios casos en los que la hipo-

xemia fuese manifiesta (en general por debajo de los 60 mm Hgl, también se ha comprobado co-

© mo la tasa del fosfoéster se encontraba, en bastantes ocasiones, dentro de !imites normales y no

‘ por encima de ellos, como quizas cabria esperar. En nuestro estudio —con una pO, media para et

grupo B de 58.65 * 14,96 mm Hg y una Sa0, media de 86.95 + 8.79 “/v (tabla 29)— tampoco
hemos podido demostrar que fas hipoxemias mas severas acompafiasen sistematicamente a los va
lores de 2,3-DPG mds elevados, ni que, a la inversa, estos ultimos se correspondieran siempre con
las pO, mas bajas (tabla 28). En conclusion, no parece que en las bronconeumopatias cronicas
obstructivas las modificaciones en los niveles del 2,3-DPG eritrocitario dependan, por lo menos de
modo esencial, o Unicamente, de la severidad de la hipoxemia asociada. Deben de existir, ademads,
otros factores con una indudable y quizas mayor importancia al respecto.

Se ha pensado que los trastornos en el equilibrio acido-base —la acidosis respiratoria sobre to-
do -, cuya aparicion es relativamente frecuente en el curso de la enfermedad respiratoria cronica
(18, 38, 63, 99, 162, 167, 201, 233), debieran de ejercer una marcada influencia sobre la concen
tracian del fosfoéster en esta situacion clinica; en tal sentido se ha sugerido que un eventual des-
censo del pH plasmatico, ocasionado por la agudizacion del proceso de base, impediria la correcta
respuesta compensadora del 2,3-DPG eritrocitario a la hipoxia histica (38, 63, 82, 103, 118, 162,
167, 201, 251, 258). Sin erzargo, han sido excepcion los trabajos (103) en los que se ha podido
demostrar la existencia de tna correlacion estadisticamente significativa entre el pH plasmatico y
el contenido en el fosfoglicerato de los hematies, nosotros tampoco hemos conseguido establecer
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correlacion alguna que tuviera validez desde un punto de vista matemdtico (tabla 31). Es cierto,
no obstante, que los unicos tres enfermos de nuestro trabajo en los que hemos detectado una
acidosis respiratoria en el momento del estudio (con unos valores arteriales de pH de 7.14,
7.19 vy 7.28 y de pCO, de 65, 125 y 62 mm Hg, respectivamente} han presentado, en general,
niveles de 2,3-DPG descendidos (tabla 28). Conviene recordar, por el contrario, que otros mu-
chos casos con tasas normales o bajas del fosfoéster se han asociado con valores normales o in-
cluso algo elevados de pH (tabla 28); finalmente, cabe mencionar que la cifra media del pH plas-
matico (7.36 * 0.06) para nuestro grupo B, de enfermos respiratorios crénicos, ha sido normal
{tabla 29), por tratarse habitualmente de casos en una situacion estable desde el punto de vista
clinico. En este mismo sentido, algunos estudios (38, 63, 82, 118, 167, 251}, que han seleccio-
nado a los pacientes con el criterio de que su pH plasmatico fuera rigurosamente normal, han
seguido encontrando casos en los que, a pesar de todo, los niveles del 2,3-DPG eran normales o
incluso bajos.

La tasa de Hb circulante es el tercer factor —ademds de la pO, arterial y del pH plasmatico—
al que se ha hecho referencia cuando se ha valorado la situacién del 2,3-DPG eritrocitario en los
enfermos respiratorios cronicos (63, 84, 103, 118, 167, 201). Es interesante, a este respecto, el
trabajo de Denis et al. (63) en el que se ha comparado el comportamiento del fosfoéster en tres
grupos diferentes de pacientes, con distintos niveles de Hb y de pO,. Los mencionados autores
{63) sugieren que las modificaciones en la concentracion del 2,3-DPG en estos casos no dependen
tanto de la severidad de la hipoxemia como de la magnitud de la poliglobulia secundaria. En este
mismo sentido, en algunos estudios {103), se ha conseguido poner de manifiesto una estrecha co-
rrelacion entre la Hb 6 el Hcto y el fosfoglicerato. En nuestro grupo B de enfermos respiratorios
cronicos {con unos indices medios de Hb y de Hcto de 16.43 + 2.24 g °/o y de 51.68 + 7.22 °/o
{tabla 29}, respectivamente) esta correlacion, sin embargo, no ha podido ser establecida a un nivel
significativo desde el punto de vista estadistico (tabla 31). No obstante, al unificar los dos facto-
res hasta ahora mencionados —la Hb y la pO, — en un nuevo pardmetro —el contenido arterial de
oxigeno 6 Ca0, —, que de alguna manera integra en un sélo valor sus respectivas variaciones, com-
probamos como la relacion entre este Glitimo —el CaQ,— y el 2,3-DPG (mM) adquiere una nota-
ble validez matematica (n =42; r = —0.3520; p < 0.05; 2,3-DPG = —-0.114 CaO, + 7.5) (tabla 31
y Fig. 16), la cual es ain mas manifiesta cuando la concentracion del fosfoéster se expresa en el
sistema de unidades “‘umoles/g Hb”’ (n = 42; r = —0.4500; p < 0.01; 2,3-DPG = —-0.473 Ca0, +
+ 25.6) (tabla 32). La importancia de introducir este nuevo factor —el CaO,— en el estudio de
las enfermedades caracterizadas por aiteraciones diversas en la homeostasis del transporte de oxi-
geno creemos que es manifiesta; el Ca0, integra en un solo pardmetro a variables tales como la
Hb, la p0O, vy la SaQ,, y permite, por ello, que la estimacion de las posibilidades de dicho trans-
porte se ajuste mucho mejor a la realidad fisioldgica; la disponibilidad de oxigeno a nivel tisular
puede asi valorarse con mucha mayor precision. No es extrafio, por tal motivo,que surja una co-
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rrelacion significativa entre el 2,3-DPG y el Ca0,, cuando, sin embargo, no existia entre el fos-
{oderivado y la Hb, 1a pO, o la Sa0,, respectivamente.

Tampoco cabe sorprenderse por e! hecho de que los niveles medios de fa Hb (16.43 + 2.24
g °/o) y de la pO, (58.65 + 14.96 mm Hg) del grupo B —altos y bajos, respectivamente— se com-
binen para dar un nivel medio normal de el CaQ, (19.35 + 3.37 m! °/o) (tabla 29), nivel que ex-
presa mucho mejor que cualquiera de los otros dos la capacidad de la sangre para transportar el
oxigeno.

En resumen, ereemos que en la valoracion funcional del enfermo respiratorio cronico, junto a
pardmetros ya clasicos {pH plasmatico, gases respiratorios, saturacion arterial y venosa de oxige-
no, indices de Hb y de Hcto, etc.), deben de analizarse otros {2,3-DPG, Ca0,, p50) que, induda-
blemente, han de aportar valiosos datos en el manejo clinico de estos enfermos. La determina-
cion simultanea del Ca0, con {a del 2,3-DPG serd de gran ayuda en todas aquellas situaciones
—vya lo habiamos comentado al hablar de la cirrosis hepatica— en las fjue coexisten anomalias en
la tasa de Hb circulante con alteraciones en la pO, arterial. Alcanzaremos, de esta forma, a com-
prender mucho mejor la fisiopatologia del transporte del oxigeno en ese tipo de trastornos y, por
ende, a interpretar mucho mas adecuadamente 1a funcion compensadora del fosfoglicerato como
mecanismo de adaptacion a la hipoxia.

En conclusiéon, pensamos que B)_s niveles intraeritrocitarios del 2,3-DPG se encuentran ‘e!galg_-

dos en las bronconeumopatias cronicas obstructivas, si bien la magnitud de esta elevacion es me-

nor de la que es posible observar en otras situaciones clinicas caracterizadas también por una de-
ficiente oxigenacion de los tejidos; la valoracion sistematica de factores tales como la acidosis res-
piratoria o la poliglobulia secundaria pueden ayudarnos a entender mas profundamente y a desci-
frar este aparente contrasentido.

V1. Insuficiencias renales cronicas (Grupo R}

En los 30 enfermos diagnosticados de insuficiencia renal cronica severa (IRC) (13 hombres y
17 mujeres) (grupo R) hemos encontrado una concentracion media eritrocitaria de 2,3-DPG de
6.65 + 1.17 mM (22.68 + 5.72 umoles/g Hb) (tabla 34). Este valor es francamente superior {p <
< 0.001) al que hemos hallado en nuestros controles normales (grupo N: 4.54 + 0.57 mM) y tam-
bién {p < 0.005) at que se objetiva en el grupo de enfermos diagnosticados de ‘‘anemia simple”
(grupo A: 5.79 + 1.02 mM) (tabla 35). Estas diferencias estadisticas tienen su origen en los distin-
to niveles medios de Hb y de Hcto que presenta cada uno de dichos grupos. En el grupo N los va-
lores medios de ambos parametros hemadticos (Hb = 14.29 + 1.61 g %o y Hcto =43.74 + 4,20 °/}
son normales y, por lo tanto, muy superiores {(p < 0.001) a los que se evidencian en el grupo R
(Hb = 7.05 + 203 g °/o y Hcto = 23.73 + 5.86 °/o) (tabla 35). Es decir, .lgirs_e_n_f_gﬁqqsn[g_n_a_lgs_pi):
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nicos del grupo R tienen anemia, en mayor o menor grado —expresion del proceso patolégico de
base—, la cual precisa para su compensacion un incremento en las tasas eritrocitarias del fosfogli-
cerato {tabla 33). En el grupo A —de enfermos anémicos no urémicos— también es posible apre-
ciar, obviamente, un descenso en los niveles medios de la Hb (10.07 + 1,72 g °/o) y del Hcto

{32.92 + 5.10 °/o), descenso que, sin embargo, no es tan acusado {p < 0.001) como el que acaba-
mos de referir en los enfermos renales (tabla 35); por ello, parece 16gico que el contenido globular
en 2,3-DPG de los primeros —grupo A— sea menor al que se objetiva en los segundos —grupo R—,
tal y como hemos comentado mas arriba. A este respecto puede afirmarse que los enfermos uré-
micos crénicos responden a la anemia, por lo que el 2,3-DPG se refiere, de forma adecuada. En la
Fig. 21 se puede comprobar este mismo fenémeno, pero desde un punto de vista mas amplio: los
pacientes del grupo R se sitban alrededor de la recta de regresion entre la Hb y el 2,3-DPG (mM),
con una disposicion muy similar a la de los sujetos anémicos no urémicos, aunque algo mas des-
plazada hacia la izquierda, como corresponde a su mayor grado de anemia.

En la tabla 46 se resumen esquematicamente los hallazgos de otros autores que se han ocupa-
do de este mismo tema. En general, casi todos los investigadores {56, 114, 135, 136, 148, 158,
174, 252) refieren haber encontrado en sus casos una elevacion en los niveles medios eritrocita-
rios del 2,3-DPG. La magnitud de dicha elevacién, no obstante, es muy variable de unos estudios
a otros; esta aparente contradiccion puede, quizds, explicarse si tenemos en cuenta que las condi-
ciones basales y la situacion metabdlica de los enfermos analizados en cada trabajo son muy dife-
rentes entre si. Efectivamente, aunque la anemia esta presente en todos los casos, su influencia so-
bre el fosfoéster es muy distinta en cada uno de ellos, ya que estd modulada por otros dos
factores —el pH plasmético y la fosfatemia—, eventualmente alterados en el curso de la insuficien-
cia renal cronica y cuya importancia, como elementos reguladores de los niveles intracorpuscula-
res del 2,3-DPG, ya hemos examinado en detalle en fa Introduccion de este trabajo (apartado
E-1V); el efecto de la acidosis —que hace que tales niveles disminuyan— se opone al de la anemia y
al de la hiperfosfatemia —factores los dos que tienden a aumentarlos— (56, 135, 136, 148, 158,
174). Se comprende asi por qué la tasa del fosfoglicerato puede no ser igual en dos grupos distin-
tos de enfermos urémicos, aunque ambos presenten el mismo grado de déficit en masa eritrociti-
ca; se ha de considerar, ademds, la situacion del equilibrio acido-base y la homeostasis def fosfato
inorganico. A este respecto conviene recordar que en los pacientes incluidos en un programa de
hemodialisis periodica puede aparecer, en ocasiones, una hipofosfatemia —como consecuencia de
un tratamiento prolongado con hidroxido de aluminio por via oral— que actuara sinérgicamente
con la acidosis, disminuyendo ef contenido en 2,3-DPG de los hematies (56, 99, 158).

La importancia de la anemia como factor regutador de los niveles del glicerofosfato en la insu-
ficiencia renal cronica parece indudable; diversos trabajos (56, 114, 135, 136, 148, 158, 174)
apoyan esta hipdtesis. Ninness et al. {(158) han encontrado, en 45 determinaciones efectuadas en

fase de predialisis en 16 adultos incluidos en un programa de depuracién extrarrenal, una sig-
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Tabla 46: Niveles medios de 2,3-DPG eritrocitario en enfermos con insuficiencia renal cronica, segn los trabajos de diver-
sos autores de la literatura, Signos y abreviaturas como en |a tabla 40.

Hb Heto pH p0; pCO, 2,3-0PG

Autor n 19 %) %) - {mm Hg)  (tmm Hg) (mm) {umales/g Hb)

1. Chillar y Desforges, 1974 (56) 24 5685 19«28 7.4017.35 + 7.46) - - - 19.10 {15.77 ++21.80)
2. Lichtman y Milter, 1970 (135} 16 - 266 - - -~ 5.71£14 -

3. Lichtmanetal., 1974 (136} 10 72%11 - 740*0.05 - - - 16.20 £2.90

4. Miller et at., 1974 (148 26 69*15 204 7.37 t0.07 - - - 14.50 * 2.60

5. Ninness et al., 1974 (158} 45 53106 - 7.33:0.06 - - - 1784 £563

6. Raich et al., 1973 {174) 25 - 21%5 7.33%0.05 - - 5861225 -

7. Sanchez Vareia, 1975 {201) 18 - 27*8 - - - 470148 _

8. Nosotros, 1980 30 70%20 23ts5 7.32%0.04 91 19 32N 6.65*1.17 22,68 £5.72



nificativa correlacion entre la Hb y el 2,3-DPG, con un coeficiente igual a —0.271 y una recta de
regresion definida por la ecuacion: 2,3-DPG {(umoles/g Hb) = —1.0 Hb (g ®/o) + 23.32. Nosotros,
en 30 estudios realizados en enfermos distintos {sélo 20 de tos cuales estaban sometidos a hemo-
didlisis periodica), también hemos hallado una notable correlacion estadistica entre ambos para-
metros —el pigmento respiratorio y el fosfoderivado glicolitico~, cuyos datos numéricos varian
en relacion con el sistema de unidades elegido para expresar la concentraciéon del 2,3-DPG. En el
sistema “mM’* el andlisis matematico ofrece los siguientes resultados: n = 30; r = —0.4227; p <
< 0.05; 2,3-DPG (mM) = —0.243 Hb (g °/o) + 8.3 (tabla 36); si, por el contrario, se utiliza el sis-
tema “‘umoles/g Hb'' obtenemos los datos siguientes: n = 30; r = —0.56656; p < 0.001; 2,3-DPG
{umoles/g Hb) = —1.56 Hb (g %/ ) + 33.7 (tabla 37). La semejanza de estos (ltimos resultados
con los referidos por Ninness et al. (158) es evidente.

En algunas ocasiones (56, 135, 136, 158, 201, 252) se ha sugerido que los enfermos afectos
de una insuficiencia renal cronica no dispondrian de un adecuado mecanismo de compensacion
de la anemia; para un mismo déficit de masa eritrocitica la tasa de! 2,3-DPG seria inferior en ellos
a la que les corresponderia por su nivel de Hb circulante, por lo cual la gravedad de la anemia se-
ria entonces mayor. Nosotros no hemos podido comprobar este supuesto en nuestros casos. Efec-
tivamente, si en la ecuacion de la recta de regresion entre el 2,3-DPG (mM) y la Hb (2,3-DPG
{mM) = —-0.34 Hb (g °/o) + 9.2}, calculada como propia de los pacientes diagnosticados de ‘‘ane-
mia simple” {grupo A) {tabla 9 y Fig. 6), sustituimos la cifra de Hb de cada uno de nuestros 30
pacientes urémicos obtendremos el valor tedrico del fosfoglicerato que le corresponderia a cada
uno de ellos por su grado de anemia. La media aritmética de todos los valores tedricos asi calcula-
dos ha sido de 6.80 + 0.69 mM. Este valor medio tedrico {(VT) para el grupo R de enfermos rena-
les crénicos no difiere, desde un punto de vista estadistico, del valor medio real de 2,3-DPG
{6.65 £ 1.17 mM) determinado para dicho grupo (Fig. 17). Es decir, a este respecto, la anemia
que presentan nuestros casos se compensa adecuadamente por el mecanismo del 2,3-DPG.

Esta aparente discrepancia entre nuestros hallazgos y los referidos en ocasiones por otros
autores (66, 135, 136, 158, 201) encuentra su explicacion cuando consideramos la situacion del
equilibrio acido-base de los enfermos estudiados en cada trabajo. La acidosis metabdlica, frecuen-
temente asociada a la insuficiencia renal cronica, tiende a que los niveles eritrocitarios del fosfoés-
ter disminuyan vy, por lo tanta, a que los valores alcanzados no sean los justos ni los que logica-
mente cabria esperar por el grado de anemia presente en cada caso. Se reconoce asf en aquélla —la
insuficiencia renal crénica—, como en otras situaciones clinicas ya comentadas, la_importancia
del pH plasmético como factor regulador del contenido en 2,3-DPG de los hematies.

A este respecto es interesante observar cdmo en nuestros casos —en los que los valores me-
dios del pH plasmatico, de la pCO, vy del bicarbonato sérico han sido de 7.32  0.04, de 32 ¢
+ 11 mm Hgy de 19.90 + 4.83 mEq/I, respectivamente (tabla 34)— es posible establecer una fuer-
te correlacion {p < 0.01) entre el 2,3-DPG {mM 6 umoles/g Hb) y el pH; en el sistema de unida-
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des “mM"’ los datos estadisticos son los siguientes: n = 10; r =0.7251; p <0.01; 2,3-DPG (mM) =
=12.3 pH — 84 (tabla 36 y Fig. 19); en el sistema “umoles/g Hb’' los resultados, en cambio, son
estos otros: n = 10; r = 0.7328; p < 0.01; 2,3-DPG (umoles/g Hb) = 35.6 pH — 242 (tabla 37).
Recordamos una vez mdas aqui que en el andlisis matemdtico no hemos transformado las unidades
de pH en unidades de concentracion de hidrogeniones, por considerar, por las razones ya expues-
tas, que el error que con ello introducimos es practicamente despreciable.

Reflejo de la relacion entre el 2,3-DPG y el pH plasmatico es también la correlacion que se de-
muestra en nuestros enfermos renales entre el fosfoderivado glicolitico y el bicarbonato sérico

“mM’’: n =30, r =0.5358; p <0.01; 2,3-DPG {(mM) =0.13 CO;H™ (mEq/l} + 4 (tabla 36 y Fi-
gura 18). “umoles/g Hb'': n = 30; r =0.4279; p < 0.05; 2,3-DPG {(zmoles/g Hb) = 0.506 CO;H "~
{mEq/l) + 12.6 (tabla 37)].

En los escasos estudios (158, 174) que han analizado este aspecto del tema también se ha en-
contrado una estrecha correspondencia entre el glicerofosfato y el pH. Ninness et al. (158) han
hallado un valor para el coeficiente igual a 0.476, con una recta de regresion definida pos la ecua-
cion: 2,3-DPG (umoles/g Hb) = 40.42 pH — 279.12. Estos resultados son muy similares a los
nuestros.

El tercer factor —ademas de la Hb y del pH~— que puede afectar a la concentracion eritrocita-
ria del 2,3-DPG en la insuficiencia renal cronica es el fosfato sérico inorganico. Nosotros hemos
objetivado en nuestros enfermos una significativa mutua dependencia entre la fosfatemia —cu-
yo nivel medio para el grupo R ha sido de 4.48 + 1.68 mg /o (tabla 34)— vy el fosfoglicerato
[“mM*: n =30, r=-04592; p < 0.01; 2,3-DPG (mM) = —-0.321 P (mg °/c) + 8 (tabla 36).
“umoles/g Hb™": n = 30; r = -0.5926; p < 0.001; 2,3-DPG {umoles/g Hb) = —-2.02 P (mg °/o} +
+ 31.7 (tabla 37}). Hallazgos similares han sido referidos por algunos autores (135), pero no han
sido, por el contrario, confirmados por otros (56, 136, 158). La explicacién creemos que se en-
cuentra en la diferente situacion metabdlica de lgs pacientes estudiados en cada uno de los diver-
sos trabajos.

En conclusion, los niveles eritrocitarios del 2,3-DPG estan elevados en los enfermos renales

crénicos; la anemia parece ser el factor que inicialmente induce y regula esta elevacion, la cual,

después, va a ser modulada por el pH plasméatico. La acidosis metabdlica, frecuentemente asocia-
da a la insuficiencia renal cronica, frena la sintesis del fosfoderivado glicolitico, con lo que la
adaptacion a la anemia, de aparicion habitual en el curso de la enfermedad, se realiza con menor
eficacia. De ahi la importancia de mantener el pH plasmatico dentro de Iimites normales en el
enfermo urémico crénico.

Ademas de los 30 estudios a los que nos hemos referido hasta este momento y que hemos
efectuado en 30 sujetos diferentes, afectos todos ellos de una insuficiencia renal cronica, hemos
realizado otras 38 determinaciones analiticas distintas en 19 enfermos (8 hombres y 11 mujeres)
incluidos en un programa de hemodialisis periédica. Esos 38 examenes son el resultado de 19 es-
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tudios previos y 19 posteriores a una sesion de didlisis; es decir, cada paciente ha sido valorado en
dos ocasiones diferentes, separadas Ginicamente por un corto espacio de tiempo, variable entre las
cuatro y las ocho horas (la.duracion de-la dialisis).

Nosotros no_hemos conseguido demostrar que la tasa del 2,3-DPG sufriese modificacion
significativa alguna a lo largo del periodo de didlisis; el fosfoglicerato ha experimentado una
discreta elevacion, desde 6.71 * 1.27 mM {22.16 + 4.20 umoles/g Hb) a 6.76 + 0.83 mM (24.12 ¢
+ 2,75 umoles/g Hb), que carece de valor estadistico (tabla 39 y Fig. 20). Otros pardmetros hema-

ticos (el Hcto, el P, el CO,H", el K*) estudiados simultineamente, en cambio, si han sufrido una
variacion notable, desde el punto de vista del andlisis matematico, durante la sesion hemodepura-
dora (tabla 39), sin que ello haya repercutido sobre los niveles del 2,3-DPG.

Nuestros hallazgos a este respecto coinciden con los referidos por algunos autores (56, 114,
174), pero discrepan de los publicados por otros {136, 148, 158). Este aparente contrasentido pen-
samos que puede explicarse si se valoran circunstancias tales como la diferente duracion de las se-
siones de depuracidn extrarrenal a las que han sido sometidos los enfermos en cada uno de los
distintos estudios, la situacion metaboblica de cada paciente al inicarse el tratamiento de dialisis
{sobre todo por lo que al pH, al CO3;H" y al P se refiere), la terapéutica seguida durante el perio-
do entre tales sesiones, el grado de anemia de cada enfermo, etc. En cualquier caso, la interpreta-
cion de los resultados y de las interacciones entre los diversos pardmetros no es nada fécil, ya que
el efecto final es la combinacién de varias influencias independientes.
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CONCLUSIONES

1. La determinacion de la concentraci6n intraeritrocitaria del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) es
una investigacion de gran utilidad clinica, entre otros motivos, porque nos indica y ayuda a
precisar cual es el grado de compensacién con que el hematie responde ante un insuficiente
aporte de oxigeno a los tejidos, bien por una reduccion en la cuantia de su molécula trans-
portadora —la hemoglobina— o bien por un incremento en las necesidades a nivel celular.

2. El método del acido cromotropico de Bartlett para la determinacion del contenido en 2,3-
DPG del hematie es una técnica relativamente sencilla, reproductible, precisa y econémica,
como hemos tenido oportunidad de comprobar después de 200 ensayos consecutivos con ella.

3. Después del estudio de 120 personas sanas podemos concluir que los niveles normales del 2,3-
DPG intraeritrocitario para la poblacidn espafiola son de 4.54 + 0.57 micromoles/mililitro de
hematies o de 13.98  2.05 micromoles/gramo de hemoglobina.

4. En muestras amplias de poblacién es posible evidenciar una significativa correlacion entre la
tasa de hemoglobina circulante y la concentracion de 2,3-DPG del hematie, como hemos po-
dido demostrar después de! estudio de 120 sujetos sanos, de 76 enfermos tiroideos analiza-
dos en 100 ocasiones distintas, de 60 pacientes diagnosticados de cirrosis hepética, de 40 ca-
sos de anemia de diverso origen, de 44 enfermos respiratorios crénicos y de 39 pacientes afec-
tos de una insuficiencia renal cronica severa que fueron examinados en 68 ocasiones dife-
rentes.

5. La elevacion en la concentracion intraeritrocitaria del 2,3-DPG que aparece en las anemias de
instauracion crénica de diversa etiologfa (5.79 t 1.02 micromoles/mililitro de hematies en
nuestros 40 casos) actiia como un mecanismo mas de adaptacion del propio hematie a la defi-
ciencia en masa eritrocitica, como queda demostrado por la estrecha correlacion (p < 0.001)
que existe entre la tasa de hemoglobina circulante y el contenido eritrocitario en 2,3-DPG.

6. En el hipertiroidismo existen unos niveles elevados de 2,3-DPG {5.66 + 0.69 micromoles/mi-
lilitro de hematies en nuestros 35 casos frente a 4.54 + 0.567 micromoles/mililitro en los 120
sujetos sanos) cuyo origen no parece que se pueda atribuir a una disminucion en la masa eri-
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11,

trocitica, sino que mas bien se debe de poner en relaciéon con un aumento en las necesidades
periféricas de oxigeno.

. Los elevados niveles de 2,3-DPG eritrocitario que se demuestran en el hipertiroidismo dismi-

nuyen progresivamente durante el tratamiento de la enfermedad y llegan a normalizarse cuan-
do lo hacen los niveles de tiroxina y triyodotironina circulantes, es decir, cuando se consigue
la correccion de la situacion de hiperfuncion glandular, Esta marcada relacion de dependen-
cia que es posible apreciar entre las hormonas tiroideas y el contenido en 2,3-DPG del hema-
tie no parece estar mediada por variaciones en el indice hematocrito o en la tasa de hemoglo-
bina circulante.

. En el hipotiroidismo la concentracion eritrocitaria de 2,3-DPG se encuentra dentro de los |-

mites normales, salvo que exista anemia.

. En la cirrosis hepatica se demuestra un notable aumento en los niveles intraeritrocitarios del

2,3-DPG (7.40 * 1.23 micromoles/mililitro de hematies en nuestros 60 casos), muy superior
al que corresponderia por el grado de anemia que presenta cada enfermo. Esta elevacion en el
2,3-DPG parece estar en relacion con la alcalosis respiratoria, de frecuente aparicion en estos
casos, como se deduce de la existencia de una significativa correlacién (p < 0.001) entre el pH
plasmatico y el 2,3-DPG; la relacion de dependencia con la hipoxemia {p < 0.05) o con la hi-
pocarbia (p < 0.05) parece ser menos importante.

En ta enfermedad pulmonar obstructiva cronica la concentracion eritrocitaria de 2,3-DPG se
encuentra elevada (6.29 * 1.13 micromoles/mililitro de hematies en nuestros 47 casos), lo
que interpretamos como un mecanismo mas de adaptacion del organismo a la hipoxia y que
actuaria sinérgicamente con la poliglobulia secundaria. Esta elevacion no se produce cuando
existe una acidosis respiratoria. En estos enfermos respiratorios cronicos se puede demostrar
una significativa correlacion (p < 0.05) entre el contenido arterial de oxigeno y los niveles in-
traeritrociticos de 2,3-DFG.

En la insuficiencia renal cronica severa se objetiva un notable incremento en el contenido en
2,3-DPG del hematie (6.65 + 1,17 micromoles/mililitro de eritrocitos en nuestros 30 casos),
ligeramente inferior, sin embargo, al que corresponderia por el grado de anemia que presenta
cada enfermo. Parece indudable que el posible factor inhibidor de la sintesis del 2,3-DPG en
estos casos es la acidosis metabdlica que aparece en algunos enfermos. En la insuficiencia re-
nal cronica es posible evidenciar una estrecha correlacion entre el pH plasmatico y el 2,3-DPG
eritrocitario (p <C 0.01), asi como entre este ultimo y ta concentracion sérica de bicarbonato
(p <0.01).
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CLAVE DE ABREVIATURAS MAS UTILIZADAS

a: coeficiente de relacion lineal {coeficiente angular).

A: grupo de enfermos con anemia simple.

Ag g5 : absorbancia a 695 nm.

ATP: adenosintrifosfato.

b: coeficiente de relacion lineal {ordenada en el origen).

B: grupo de enfermos con enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

BUN: nitrageno ureico sanguineo (en mg °/o).

C: grupo de enfermos con cirrosis hepatica, hombres (C1} y mujeres (C2).

Ca0, : contenido arterial de oxigeno {en ml °/o}.

CHCM: concentracién de hemoglobina corpuscular media (en °/o).

CO,H": bicarbonato plasmatico {en mEa/l).

CvO, : contenido venoso de oxigena (en ml °/p ).

1.3-DPG: 1,3-difosfoglicerato intraeritrocitario.

2,3-DPG: 2,3-difosfoglicerato intraeritrocitario (en umoles/ml de hematies [mM)] o en umoles/g
Hb).

DPGM: difosfogliceratomutasa.

DPGP: difosfogliceratofosfatasa.

E: grupo de enfermos eutiroideos.

F: sexo femenino.

g: gramos.

G: glucemia (en mg %/ ).

H: grupo de enfermos con hipertiroidismo.

Hb: hemoglobina (en g °/o).

Hcto: indice hematocrito (en /o).

HK: hexoquinasa.

HO: hematocrito original (en °/o).

J: grupo de sujetos sanos control de edades comprendidas entre 1 y 24 afios.

K*: potasio plasmatico {en mEq/t).

L: lactato plasmatico (en mg %/o).

M: sexo masculino.

mM: mifimolar.
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MPGM: monofosfogliceratomutasa.

#M: micromolar.

n: ndmero de casos.

N: grupo de sujetos sanos control, hombres (N1) y mujeres (N2).
NS: no significativo estadisticamente.

p: significacion estadistica {(probabilidad de error).

P: fosfato sérico inorganico (en mg °/o).

p50: presion parcial de oxfgeno a la cual la hemoglobina se encuentra saturada en un 50 °/o.

PC:"packed cells” o hematies concentrados.

pCO, : presion parcial de CO, arterial {en mm Hg).

PFK: fosfofructoguinasa.

3-PG: 3-fosfoglicerato.

PGK: fosfogficeratoquinasa.

PGM: fosfoglucomutasa.

PK: piruvatoquinasa.

pO, : presion parcial de oxigeno arterial (en mm Hg).

i: coeficiente de correlacion lineal.

R: grupo de enfermos con insuficiencia renal cronica.

Sa0, : saturacidn de oxigeno de 1a hemoglobina en sangre arterial {(en /o).
T: grupo de enfermos con hipotiroidisma, con anemia (T1) y sin anemia (T2).
T,: triyodotironina total circulante {en ng °/s).

T,: tiroxina total circulante {en ug °/o).

TCA: acido tricloroacético.

TSH: hormona tireoestimulante (en ng/ml).

SD: desviacién standard.

SEM: error standard de la media.

V: grupo de sujetos sanos control de mds de 24 afios.

x: media aritmética.
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