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El metabelisme celular depende de un aperte adecua
de de ox{geno. La funcidn primaria del eritrocito es la de
transportar exfgeno a una suficiente presidm parcisl que per
mita su rdapida difusién desde la sangre a los tejidos en can
tidades adecuadas. E1l transporte normal de ox{geno hasta las
células depemde de varios factores: presién parcial de oxige
no en el aire inspirade, ventilacion alveolar, relacién ven-
tilacién/perfusidn alveolar, gasto card{aco, volumen sanguf-
neo, concemiracion de hemeglebine y afinidad de la hemoglobi

ne por ol ex{gene (Figura n® 1).

Hasta hace pece tiempo, el primcipal punte de in--
terés oli{nice, respecto al transporte de exigene, se centre
sobre les factores que regulan la "captacién" de ex{gene, ha
biéndese prestade peca atencieén a les factores que regulan ~
la "cesién" del ex{gene a las células. Se aceptd que la afi-
nidad de la hemoglebina por el exigeno, representada per la
pesicien de la curva de disociacien hemoglebina-ox{gene, era
un pareametro fijo; dependiente de factores exiraeritrec{ti--

cos, proplamente diches, tales come pC02, temperatura y pH.

La melécula de hemoglobima esta formada per dos pa
res de cadenas pelipept{dicas que acoplan, cada una de ellas,
uR grupe hemo al que puede unirse uma molécula de ex{gene.

La estructura de la Hemoglebina A, la hemoglobine predominan
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Figura »? 1. Aperte de oxigeno & les tejides y su regula--

cien. E1 "fluje de exigene" esta representade per la expre
sién Q (gaste card{ace), (Hb) (concentracién de hemoglobi-
ne), y saturscion arterial de oxigemo (202%). Este parame-
tro estéd regulado por la distribucidn del flujo sanguimeo
as{ como per la afinidad de la hemoglobina per él oxfgeno
(P 50).

Tomado de C.A.FINCH y C.LENFANT; New Eng.J.Med. 286,407.



te del eritrocite adulte normal, se designa comeo alfao-beta,,

es decir, que la molécula estd formada per dos cadenas pelipep
t{dicas alfa y dos cadenas beta. Las cadenas alfa estan forma-
das per 141 restes de aminoacides, siende 146 les que forman -
las cadenas beta. Ambas cadenas presentar 56 puntes de identi-
dad. Les sminesacides carbexi-termimales de las dos cadenas sen
iguales para las hemeglebinas de especies diferentes, aunque -
86 han sefialade algunas excepcienes. Les res{dues termimales -
parecen temer um papel impertante en la regulacien de las pre-
piedades funciensles de la hemeglebina. Esta moléoculs presenta
ceme caracter{stica dentre del grupe de las heme-preteimas, el
peseer restes ciste{me, aunque eam esta ecasién ne se formem —-
puentes disulfure imtra-meleculares. Sim embarge, se han sefia-
lade la existenclia de ectameres estabilizades per puentes di--
sulfure (hemeglebinas de ratén y de sape). E1 numere de grupes
sulfidriles "libres" es, generalmente, mener que el mimere te—
tal de restes ocistef{ma presentes en ls melécula, dade que algu
nes grupes —SH estsan. "enmascarades". Em la hemeglebina humana

del adulte ex{sten seis grupes -SH per tetramere.

PERUTZ y cel., han ebtenide un medele atemice de la
exihemeglebina conm una reselucien de 2.8 A. Les heches estruc-
turales generales de les cuatre cadenas polipeptfdicas en la -

hemeglebina, recuerdan, basicamente, la estructura de la mie—



globine "monomerica". KENDREW, en 1.962, representd la mio-
glebina como uma proteina glebular con unas dimensiomes de
45 x 35 x 25 A. La dispesicieén estructural de la melécula -
puede resumirse: el grupe hemo se dispeme casi mormal a la
superficie de la melécula, com umne de sus bordes oriemtado
hacia la superficie y el reste "hundide" en la molécula. Eg
ta, representande uma estructura tetrahéddrica, estde formads
por una unica cadens polipeptidica de 152 restos de amino-—-
dcides. Dicha cadema presemta diferentes regiemes en confer
maeien de alfa helice. Em la molécula de mieglebina 118 de
sus res{dues aminedeides se sitian em echo regiemes helicei
dales, comteniendo cada uma de 6 a 25 restes. Del extremo -
amine al extremo carboxi-termimal, las regiomes heliceida--
les se designan de la "A" a la "H". Les segmentes me-helicei
dales se designan, en el extremo amino NA, y en el carbexil
HC. Las regiemes me-heliceidales emtre las hélices se dene-
minan AB, BC, ete. El grupo hemo se aleja en la cavidad -~
existente emtre lass hélices E y F (Figuras n2 2 y 3).

La estructure tridimemsienal de las subunidades -

se mantieme mediante enlaces no-covalentes (puemtes salines,
enlaces de hidreéegene e interacciones mo-pelares). Las cade-

nas laterales pelares de les aminedecides estén, principal--

mente, en contacto con el solvente, mientras que les res{——



dues me-pelares se sitﬁan, goneralmente, hacia el imterier -

de la melécula e en las regiomes de centacte emtre las subuni
dades. E1 grupe heme estd "sumergide" em un ambiente hidrefe-
bice, similar pars ambas cadenas. La mayeria de les restes —-
anino‘eidos, que estam en cemtacto tipe van der Waals cenm el

grupe heme, sen imvarientes en las diferentes hemeglebimas de
mamniferes. Casi tedes les enlaces sen imteracciemes hidrefobi
cas realizadas cem 1la percien ne-pelar del grupe heme. La di-
sociascien de la hemeglebina tetramériea em dimeres implica, -
esencialmente, la formaciém de dimeres simétrices (alfa -be—-
ta), le que este de acuerde com gque el mimere de comtaetes em
tre cadenas homélegas sen muy limitades y censistiende, preba
blemente, de puemtes salimes que implican a les residues ter-
minales. Per etre lade, ex{ste un gran numere de enlaces en——
tre las cademas slfa y beta, en la meyeria de les cuales cen-
tribuyem residues noe~pelares. E1 mayer nmumere de centactes se
preduce emtre las subumidades alfa-1 y beta-1, contactes fer-
mades per las cadenas laterales de restes pertenecientes a ——
lag hélices B, G y H. La superfieie de eemtacte alfa-1 y be--
ta-2, se establece mediante 19 residues pertemeciemtes a las

hélices C, FyG. Eate Ultime cemtacte es de impertencia pri-
maria respeeteo a las imteraccienes funciemales entre les gru-

pes heme.



Figura m? 2., Representacien esquematica de la mieglebinma
de esperma de ballema. Cemenzande a partir del amimescido termimal
de la cadena de la mieglebina, las letras A a H se asignan a les
echo segmentes heliceidales, y la anetacien AB, BC, etc., a les -
segmentes ne-heliceidales. NA y HC desigman les segmentes ne heli-
coidales en les extremes amimo- y carbexil- de la cadema. Les resi
duoes dentre de cada segmente se numersn desde el extreme amine.
Temado de DICKERSON,R.E., em The Preteims (2md ed.) (H.Neurath,ed.)
vel. 2, pag. 603. Academic Press. 1.964. '



Figure n? 3. Medele de la molécula de hemeglebine a partir de

la sintesis tridimemsienal de FOURIER a una reselucieén de —-
5.5 A. Vista perpendicular al "eje-a", mestrande el contacte
alfeq- betas.

Temade de PERUTZ, M.F., y cel. Nature 219, 131.



Les cambies cenfermeciemales que ecurren tras el -
aceplamiente del ox{gene han side demestrades per FERUTZ y -
cel. medisnte la cemparacién de mepas de demsidad electremi-
ca (Figura m® 4) obtenidos a partir de oxi-Hb y deoxi~-Hb ——
equina y humane. La conformecion imterne de las subumidades,
as{ ecomo la posieién relativa entre el grupo hemo y la globi
ne, no muestrem cembios manifiestos durante la oxigemaeidn,
eon la excepeiom de pequefios movimientos eerce de las regio-
nes de comtacto emtre las eadenas alfa y beta. Sim embargo,
les releciomes entre las diferentes subunidades emr la hemo—
globima tetramérica som diferentes em la formea oxi- que en -
la deoxigensda. E1 cambio se ha deserito eomo um movimiento
de peso de rosca de cada unma de las cuetro subunidades alre~.
dedor de um sistema dado de coordimedas, tomado eomo referen
eia. Los resultados experimemtales heam sefialado que el des—-
plezamiemto & lo largo del eje es despreciable para cada ura
de las eadenas, reduciéndose el eambic detectado a una rota-
eidn. La eleeccidn de los ejes de referemcia es tal que el mo
vimiento axisl de las cadenas beta es mas promumcisdo que el
de las cadenas &lfa, 1o que se refleja en la distancia ertire
les &tomos de hierro de las diferertes cadenas, que durante
la oxigenaeién dismimuye en 6.5 A para las dos cadenas beta,
pero gque imecrememta unicamente 1 A pars las dos cademas al--

fa. Elle eomlleve um reasgrupamiente de tal manera que le re-—



Figura n? 4. Representacien estereoscopica del mapa de den
sidad eleetrenica de la deexihemoglebina a una resolucien
de 3.5 A. E1 centre del disce negre (arriba en el centre) -
marea el eje, al que las seccienes, a intervales de 1 A, son
perpendiculares. La escala es de 1 mm = 1 A.

Tomado de MUIRHEAD y col. Nature 228, 516. 1.970



ci‘n alfa- 1/ beta~1 permanece estable, mientras que el con-
taete alfa-1 / beta-2 muestra un marcade desplazamiente. Debe

sefialarse que les cambies identificades en 1la cenfermacien de

las cadenas tras el acoplamiente del ligando, afectan a las -
regienes terminales de ambas cadenas. Les heches mas signifi-

eatives sen les siguiemtes: en la deexi-Hb la His C-termimal
de la cadena beta ferma una asa slrededer de la hédlice F. Su
grupe imidazel ferma un enlace saline een un grupe Asp de la
regi‘n FG de la misma cadena, mientras que su grupe alfa-ear-
bexil ferma um enlase saline eem una Lys de la cadena alfa en
el eentacte alfa-1 / beta-2. A ecemcentraeiones salinas fisie-
legieas, en la oexi~-Hb, les grupes carbexil C-termimales pue—-—
den emlazarse a la "penultima" Lys de la etra cadema beta, =
permaneciende el grupe imidazeliee libre. Cambies similares -
ecurren en las c¢adenas alfa. En la deexi-~-Hb la Arg C-termimal
de una ¢adena alfa forma des puentes salines c¢en la etra cade
na alfa: el grupe alfa-carbexil een una Lys y el grupe guani-
dinie cen un Asp, ambes en la regién heliceidal H. Este deja

al grupe alfa-amine de la Val N—téfminal libre. En la exi-he-
meglebina el grupe c¢arbexil C-terminal de una cadena alfa fer
ma un puente salime eon la misme His que en la cenfermasién -
deexigenada, pere e¢en el grupe guanidirie libre en la cavidad
interna de la meldeula (Figuras m%® 5, 6 y 7).

Estes resultados sugieren que existen des &rupes —-
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Figura n2 5. Deexihemeglebina. Representacien esquematice
que muestra algunes de les heches que se censidersn esen--
eiales para les efectes del seeplamiente ceeperative. Les
gsities pers el meceplamiente del ligande estan blequeades -
en las cadenas beta y libres en las alfa. Les 4 restes ti-
resil adyacentes al res{due C-terminal de cada eadena es—-—
tén erientades hseia la cavidad central. Cada une de les -
restes C-terminales esten "fijes" per des enlaces salines.
lLas cadenas elfe presentaen Val (1) sebre el extreme NH2-
terminael y Arg (141) eeme reste C-terminal. El exgrupe al-
fa-carbexil C-terminal de cada cadens alfa ferma un enlace
saline cen el grupe alfa~amine NH2-terminel de la etra ca-
dens slfa. Tambien el grupe guanidil del residue C-termi--
nal de esda cadens elfa presenta un enlaece saline cen el -~
grupe beta-carbexil del Asp 126 de la etra cadena alfa.
las cadenas beta presenten les siguientes enlaces: el reqi
due imidazel de la His 146 C-terminel presenta un enlace -
saline eemn el grupe beta-carbexil del Asp 94 de la misma -
cadena beta. El grupe alfa-cerbexil C-terminal de la His -
146 en la cadena beta, se enlaza al grupe epsilen-amine de
ls Lys 40 de la cadena &lfe,, y la His 146 de la cadena be
ta2 @ la Lys de la cadena 81, -
Temade de HESS y RUPLEY, Anm.Rev.Biechem. 40, 1013,
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Figura n? 6. Diagrama representative del cembie em la estrue
ture tereisris de las subunidades de le hemeglebina durante
la reaccien sen sus ligendes. El mevimiente del dteme de hie
rre en el plane del anille perfirice causa un mevimiente de
le héliece F haoim la hélice H, le que desplaza la tiresing -
HC2 de su alejamiente entre las des hélices.

Temade de PERUTZ. Rature 228, 728. 1.970
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Figura n2 7. Cambie en la cenfermacien de las regiones ter-
minales de la cadena alfa duramte la deexigenseien: a) en
le exihemeglebina la Val 1 (alfsq) y la Arg 141 (alfap) es-
tan libres; estande ls His 122 (alfeq) en intime relacién -
cen la Arg 30 (betaq), y el Asp 126 zalfa1) enlazade median
te un puente de hidregene a la Tir 35 (beta1) b) en la -
deexihemeglebina la Val 1 (alfaq) esta en centacte cen el -
grupe carbexil de la Arg 141 (alfuz) El asp 126 (alfaq)
mantiene estreches centactes cen les restes His 122 (aifa1)
Tyr 35 (vetaq) y Arg 30 (alfap),

Temade de PERUTZ, Nature 228, 728. 1.970
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ionizables eon un pK en la regién de un pH neutro, quienes cam
biar{en sue imteramceiones con el solvente en la transieidn --
oxi- a deoxi-. En le oxi-Hb, la His C-terminal de la cadena be
ta debe tener un pkK normal, mientras que en la deoxi- su pK de
be aumemtar, debido a la interaceion espeeifica con el asparta
t0 en la misme cadena. La Val N-terminal de la cadens alfa de-
be temer un pK mormal en la forma deoxi-, euando estd libre, y
anormalmente bajo en la oxi-~Hb debido & su proximidad al grupo
guanidinio, cargado positivamente, de la Arg C-terminal de la

otra cadena alfsa.

La mayoria de los humanos sintetizan cinco cadenas -
pept{dicas diferentes durante su desarrollo, para formar cua-—-—
tro hemoglohinas. Todas las variantes contienen el mismo par -
de cadenas alfa, pero difieren en el segundo par, que es beta
en la Hb A,, delta en la Hb Ay, gamma en la Hb F y epsilon en
ls Hb embriomaria. La secuencia de cade una de ellas sefiala una
evolueidn comin a pertir de um precursor unico, siendo el ordem
aparente de aparieidn en el tiempo geologico, como entidades
gseparadas: micglobina, alfa, gamma, y beta y delta. Ex{ste -
mas semejanza en la secueneia de los fragmentos conocidos -
de la Mb humemg con la Mb de ballena, que las que ex{sten en—
tre la Mb y eualquiera de las cadenas hemoglobi{nices en el -—-
hombre. Mb y Hb sparecen antes que la "separaeion" entre balle

nag y hombres, lo miemo que la divergencia entre las diferen~—



tes cadenas pept{dicas. La cedena alfa humena se parece mas a
las cadenas alfa de etres mam{feres que & las cadenas beta hu-
manas, es decir las cadenas elfa y beta divergieren antes de -
que le hicieran les diferentes especies de mem{feres. Las cade
nas alfa presentan menes resf{dues cerrespendiemtes a las cade-
nas beta, gemms y delta, que les que estas eadenas presentan -
entre s8{, es deeir, las cadenas alfa divergieren antes que las
demgés, siende las eadenss bete y delta las ultimes en aparecer,
Dentre de un misme tipe de eadena, el mimere de cambies de una
especie & etra refleja el tiempe de evelucien divergente de —
las especies. Las cadenas beta del gerila difieren de las huma
nas en un umice reste, mientras que la equina difiere en 25 -
restes. Per etre lade, las secuencias repetitivas que se pre—-
gentan en las cadenas alfa y beta humenas, e¢en un intervale de
66 restes, imdican ume duplicacien parciel interna en el gen -
ancestral. La hemelegf{s es més evidente en las cadenas beta.
Es légice que el gen primitive eveluciené per duplicacien par-

cial de un gem sun m&s primitive.

La existencia de variantes hemeglebinicas, asi ceme
el de hemeglebinas anermales, han servide pare sefialar las re-
lacienes entre la estruetura y le funcien de la melécula. La -
eemparacien emtre la estructura primafia. dé.ld:-hemeglebina de

les vertebrades eom sus respectivas mieglebinas, asi ceme las



diferentes sustituciones establecidas, muestran que existen cier
to nimero de restos (7 hasta ia fecha) que se presentan en idén-~
tica posicidén en la secuencia. A estos residucs invariables se -
les ha atribuido un papel importante en la determinacién de las

propiedades estructurales y funcionales de la hemoglobina. La =-
sustitucidn de uno de estos restos se acompafia. generalmente, de
alteraciones en la funcidén bdsica de la hemoglobina de "acoplar®
oxigeno. Por otro lado, casos de extensas sustituciones de amino
dcidos no afectan la funcién de la molécula, o si lo hacen es un
grado minimo, tal como en las variantes hemoglobinicas sefialadas,

y que de hecho son Hb fisioldgicas,

Basdndose en el modelo tridimensional de la oxi-Hb se
hah clasificado las hemoglobinas mutantes humanas gobre una base
estereoquimica, habiéndose agrupado las diferentes sustituciones
de acuerdo a su posicidén en la estructura molecular: a) reempla-
zamiento de restos aminqdcidqs en el contacto con el grupo Hemo.
Egtos incluyen reemplazamientos de los restos no—pbiares que ~-
interaccionan con la porfirina, as{ como de las His proximal y -
distal. Pertenecen a este grupo las Hemoglobinas M. E) sustitu-
ciones de los restos situados en las interfases entre las subuni
dades, incluyéndose las'fegiones de los contactos alfa~1/beta-1

y alfa-1/beta-2. A este grupo pertenecen las hemoglobinas J, Ca-

petown, Chesapeake yE, q) Sustituciones de aminodcidos en ———



otras posiciones que se asocian con cambios marcados en la es—-—
tructura y en la funcidén (hemoglobina Manitoba, Genova, Rainier,
etc. d) Sugtituciones en las parﬁes externas de la molécula -
que, generalmente, no tienen un efecto directo sobre la estruc-
tura y funcién, aunque su presencia puede acompafiarse de sinto-
mas patoldégicos en los homozigoticos, tal como ocurre con la —-
Hb S,

De mas de 120 hemoglobinas anormales descritas, solo
unas pocas presentan una alteracién en su funcién. Estas pueden
clasificarse en tres categorias: g) variantes en‘las que el -~
efecto principal es una afinidad anormal para el oxigeno, L) va
riantes inestables con una afinidad alterada por el oxigeno, y
¢) metahemoglobinas, Ex{sten 12 hemoglobinas anormales cuya -
principal alteracién afecta a la afinidad por el oxigeno. En 8
de ellas la afinidad estd incrementada y en las cuatro restan—-

tes, disminuida.

El papel d;l eritrocito en el transporte de oxigeno -
ge define por la curva de disociacién de la hemoglobina, en la
que la saturacién de la hemoglobina por este gas se representa
contra la presidén parcial de oxigeno. La afinidad por el oxige-

no se describe como la presién parcial de dicho gas a la que la



hemoglobina presenta una saturacién de oxigeno del 50%, pardmetro
que se conoce como la P50, Un incremento en la afinidad por el ——
oxigeno mostrard un desplazamiento hacia la izquierda en la curva
de disociacién, es decir, se necesitardn presiones parciales de -
oxigeno menores para alcanzar una saturacién del 50% (La P 50 dis
minuye). En caso de que exista una disminucién en dicha afinidad

de la hemoglobina por el éxigeno, la situacidén serd inversa,

En 44 sujetos sanos, no fumadores, de edades comprendi-
das entre los 17 y los 56 afios, y residentes en lugares situados
por debajo de los 1.000 metros sobre el nivel del mar, determina-
mos este pardmetro. Se extrajeron 20 ml de sangre arterial en je-
ringas de cristal heparinizadas, por puncidn percutdnea de una ar
teria radial o humeral. Se equilibraron las muestras de sangre en
dos tonémetros con N2 100% y 02 100%, respectivamente; usdndose un
voldmen constante de C02 para mantener un pH de 7.35. Después de
20 min. de equilibrio se retiraron, anaerobicamente, cantidades -
variables de sangre de cada tondmetro. Para cada determinacidén se
usaron 3-6 muestras, con el fin de obtener valores de saturacién
entre el 20% y el 70%. La saturacidén de oxigeno de la hemoglobina
se midié directamente por espectrofotometria, y la p02 medianfe -
microelectrodos capilares. Se hicieron determinaciones por dupli-

cado de cada punto, La p02 a la que la hemoglobina presenta una -



saturacidén del 50% se calculd a partir de la linea de regresién
de los puntos localizados en la porcidn de mdxima pendiente de -
cada curva.

Obtuvimos un valor normal para la P 50 = 26.458% 0.562

mmHg .

Cuando el grado de oxigenacidén de una solucidén diluida
de hemoglobina, o de mioglobina monomérica, se representan como
una funcién de la presidén parcial de oxigeno, se observa una re-
lacidén hiperbélica. En contraste, cuando los mismos datos se ob-
tienen a partir de una solucidén concentrada de hemoglobina, se -
observa una curva sigmoidea. Esto indica que la afinidad por el
ox{geno incrementa cuando las moléculas de oxigeno se combinan -
secuencialmente con la hemoglobina, esto es, debe existir alguna
interaccién intramolecular durante el proceso de oxigenacidn de
la molécula tetramérica. Esta propiedad, denominada normalmente,
interaccién hemo-hemo, se refiere, mas propiamente, como interac
cién "cadena-cadena®, Tal interaccidn viene expresada cuantitati
vamente por el valor "n" de la ecuacidén empirica de HILL

k pn
Y =

1+k pn

donde Y es la saturacidn fraccional con el oxigeno, p es la pre-



sién parcial de oxigeno y k es una constante., El valor normal de

"n* egs n = 2,6 - 3,0, La ausencia de interaccién dd 1ugaf a ung -

curva de disociacién hiperbdlica con un valor "n" = 1. (Figura --
ne 8).

Ia hipdtesis de la "interaccidén intra-molecular®™ conside
ra que la oxigenacidn ocurre en una serie de pasos. El primer sitio
de oxigehacidn presenta la mayor dificultad, presentando los sSi———
guientes sitios mds fdcil acceso. la ventaja de este comportamien~
to es que capacita al eritrocito para captar oxigeno en los pulmo-
nes y cederlos a los tejidos, mucho mds fdcilmente que si la curva
de disociacién presentara un perfil hiperbdlico. No cabe duda que
la oxigenacién de la hemoglobina conlleva una reorganizacién mole-~
cular. La totalidad de los acontecimientos que se suceden durante
el proceso de oxigenacién cumplen los requisitos de una proteina -
alostérica. Tales cambios requieren la estructura tetramérica fun-
- damental alfa2 - betaz. Los efectos cooperativos no se manifies——-
tan, por ejemplo en la Hemoglobina H, una variante formada, Unica-—
mente, por cadenas beta (Hb - beta4). Esta Hemoglobina presenta -
una curva de disociacidn hiperbdlica, manteniendo la estructura de

la Hemoglobina A, en conformacién deoxi-, cuando es oxigenada.

Dado que el dtomo de hierro se ancla a la histidina pro-
ximal, los movimientos de este metal alteran los contactos entre -

el anillo porfirico y los restos aminodcidos adyacentes, lo que —-
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461. 1.970.
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conlleva una serie de reagrupaciones que explicarfan, segin PE-
RUTZ, los efectos cooperativos: i).el acoplamiento del oxigeno
es funcidn, tanto del hierro porfirico, como de las restriccio-
nes conformacionales existentes sobre las cadenas, g) el aco=~
plamiento de oxigeno a una cadena reduce la interaccién con la

unidad adyacente, mediante la pérdida de los contactos de la ti
rosing y sus enlaces salinos asociados, i) el debilitamiento de
tales restricciones incrementa la afinidad por el oxigeno, —
{) en algin momento la conformacidn cuaterharia restrictiva de

la deoxi-Hb cambia a la conformacién no-restrictiva de la ---
oxi-Hb, cambio que implica un desplazamiento superior a los 7 A

en los contactos alfa1 - beta2 y alfa2 - beta1.

Este mecanismo es también v4lido para el efecto Bohr,
esto es, la liberacién y captacién de hidrogeniones por la hemo
globina, como resultado del anclaje o disociacidén del oxigeno.
Los grupos implicados son los residuos N-terminales, El acopla-
miento del ox{geno rompe los enlaces salinos en los que partici
pan dichos grupos, io que conduce a un cambio en las constantes
de disociacién. El mecanismo de PERUTZ requiere que la libera—-—
cién de hidrogeniones sea proporcional y ginerénica con la cap-
tacidn de oxigeno. El efecto Bohr es un importante proceso fi——

siolégico. Proporciona un equilibrio adicional al sistems hemo-



globina-oxigeno., La curva de disociacidn de la oxi-~hemoglobina
se desplaza hacia la derecha cuando el pH disminuye. Los teji--
dos, que utilizan el oxigeno, producen C02 y otros productos
deidos que causan una caida en el pH, lo que conlleva una libe-
racién de oxigeno superior a la que ocurriria a un pH constante
para una p02 dada. A mayor produccién de C02 existe una mayor -
cesidén de oxigeno. FEl efecto Bohr ajusta, de esta manera, la 1i
beracién de oxigeno con su demanda, Otro hecho positivo del -
efecto Bohr es la disminucién en los cambios del pH plasmdtico,
dado que tal efecto proporciona un mecanismo tampon, con lo que
las variaciones del pH que debieran suceder con la produccién -
de CO02 queda limitada por la aceptacién de hidrogeniones por la

hemoglobina.

Se han desarrollado diferentes tratamientos tedricos
del comportamiento de la hemoglobina, El mas primitivo se debe
a HUFFNER, quien aplicé, una vez conocida la estoiquiomefria y
reversibilidad de la reaccién de la hemoglobina con el oxigeno,
una simple formulacién de ley de masas a la curva de disocig——-
cién, Posteriormente HILL propuso que las soluciones de hemoglo
bina contenfan moléculas poliméricas con mas de un sitio de com
binacién para el oxigeﬁo, siendo "n"™ el grado medio de polimeri

‘zacidn, y cuyo significado hemos expuesto anteriormente., Tras -
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un periodo de silencio la ecuacién de HILL ha ganado aceptacién,
dado que representa una manera conveniente de describir la cur-
va de equilibrio del ligando, siendo el valor "n* un indice em-
pirico de la inteiaccién hemo-hemo, ADAIR, en 1.923, sefialé que
el acoplamiento del ligando a la hemoglobina ocurriria en cua—-
tro pasos sucesivos. PAULING sugirié que la interaccidn ocurria
entre pares de hemos, siendo estos equivalentes al igual que --
las interacciones para los pares conexionadoa. WYMAN, en sus -
primeros andlisis, propuso un modelo "rectangular™ que implica-
ba dos constentes de equilibrio 4 interaccién, una entre grupos
hemo pertenecientes al mismo par y otra entre grupos de pares -
diferentes., ROUGHTON y GIBSON (1.950-1.960) sugirieron que la -
interaccidén hemo-hemo se reflejaba en un gran incremento en la

constante de la velocidad de combinacién después de que tres mo
léculas de ligando se han combinado con la hemoglobina., La rela
cién entre la estructura de las subunidades y de la proteina te
tramérica con el cardcter del equilibrio con el ligando se com-—

prende en la actualidad bajo un punto de vista alostérico.

Modelos basados sobre el papel de las transiciones —-
conformacionales y destinados a explicar interacciones homo- y
heterotrépicas, se agrupan bajo el nombre general de "modelos -

alostéricos". No cabe duda de que fenémenos de transicién con—



formacional pueden ser la base de los mecanismos de regulacién
en los sistemas biolégicos. En un proceso de acoplamiento de 1i
gandos deben distinguirse dos hechos: é) un proceso quimico, ——
que representa el acoplamiento actual del 1igahdo, y ﬁ) un pro-
ceso conformacional que representa la transicién morfolégica ——
que se asocia al acoplamiento del ligando. En la actualidad dos
puntos de vista representan los exiremos del esquema general.
El modelo de MONOD-WYMAN-CHANGEAUX supone la existencia de las
protefnas en dos estados conformacionales que estdn en equili—
brio y que difieren por su afinidad por el ligando. Asi una pre
domina en ausencia y la otra en presencia del ligando. El cam—-—
bio conformacional implica a la proteina como un todo, de tal -
manera que la transicién de una a otra forma conformacional es
un proceso de todo o nada, Ies razones estructurales de este -
comportamiento residen en la necesidad de mantener ia simetria
en la interaccidén entre las subunidades (Figgra ne 2). El mode-

lo propuesto por KOSHLAND (Figura n? 10) postula que el acopla-

miento de un ligando provoca un cambio en la conformacién de —-
lags subunidades en las que ha ocurrido el acoplamiento que re—-—
percute sobre la energia necesaria para que se lleve a cabo la
siguiente transicién conformacional y con ello las propiedades
aceptoras de las subunidades vecinas. El cambio conformacional,
en la molécula tdtal, ocurrird secuencialmente, de igual manew-

ra que el ligando se va acoplando a las diversas subunidades y
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Figgﬁa no g. Especies meleeculares en une proteinn fermada -
per des subunidades que sufre un cambie cenfermaeienal baje
la influencia del aceplamiente del ligande. Se presume que
cada subunidad puede existir en des cenfermaciemes y que el
ligende puede acoplarse & cualquier subunidad. Todas las esg
peeies moleeulares representadas son poteneislmente posi——-
bles. Lag cantidades relativas de las diferentes especies -
dependeran de la: comstapte de equilibrio para ls conver—-—-
sion desde 1la conformscion A a la conformaeion B (K@), de -
la constante de equilibrio para el aeoplamiento de S & la -
eonformecion A (Kg;°) o a la conformaeion B (Ky), y la fuer-
za de las interaceiones entre les subunidades (K,,, Epp ¥
KB ). E1 "aeoplamiento exclusivo" presume que el scoplamien
40 a unsa ?eterminada subunided es preceptivo. La condieion
de simetria exige que todas las subunidades identicas esten
en el mismo estado eonformacional. El modelo secueneial mas
gimple pregume el aeoplamiento exclusivo & una eonformaeion
¥ que ningun cambio conformacional ocurrirs en ausencia del
ligando. La eooperatividad en el modelo de simetria requie-
re un &ec¢oplamiento freferen@ial del ligando & un estado. La
eooperatividsad en el modelo secuencial requiere un acopla--
miento preferencial & una eonformaeion.

Tomado de KOSHLAND y NEET, Ann.Rev.Bioechem. 37, 359.
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Figura n? 10, Esquema de las interrelaciones energéticas en un
monomero sometido a cambios inducidos por el sustrato: A) ILas
vias "extremas® son K (cambio inicial en la conformacidn de
la proteina que se sigu del acoplamiento del sustrato a la --
nueva conformacién) y K'Kén(acoplamiento inicial de los sustra
tos seguido de un cambi8 la conformacién de la proteina).
K!'K!' es una via intermedia que implica la simultaneidad del
c8mb¥o conformacional y el acoplamiento seguido (KL'') por una
posterior isomerizacién a la conformscién final, ﬁ) Ejemplo -
de los cambios mostrados en A), en que H,+ y - representan ———
atracciones hidrofébicas y electrostaticas entre la proteina,
la molécula sustrato e iones en la solucidén. La formacidn neta
del enlace implica Unicamente un simple enlace hidrofébico. La
formacién del producto se seguird de la disociacidén del produc
to y replegamiento de la proteina a la conformacidn inicial -=
por un proceso de desplagamiento similar al paso inverso.
Tomado de KOSHLAND y NEET, Ann.Rev.Biochem. 37, 359.




estas van cambiando de conformacidén., Al contrario del modelo -
anterior, el modelo de KOSHLAND implica la existencia de con--—
formaciones intermedias. Ambos modelos explican las transicio-
nes conformacionales que ddn lugar a la cooperatividad en el -
proceso de acoplamiento., Mientras que ambos modelos explican -
la curve sigmoide del proceso de interaccidén hemoglobina-oxige
no y la existencia de interacciones heterotrépicas, el modelo
de MONOD predice tnicamente interacciones homotrépicas positi=-
vag, mientras que el modelo de KOSHLAND predice interacciones
homotrdépicas positivas y negativas. La consistencia de este ul
timo modelo, respecto al de MONOD, se basa en: a) la hemoglobi
na no es una molécula de estructura simétrica en el sentido de
la hipdtesis de MONOD, tal como se desprende del andlisis me--
diante rayos X a alta resolucién; por otro lado, la Hemoglobi-
na H, perfectamente siméirica, en el sentido de MONOD, no pre-
senta propiedades cooperativas; b) el modelo de MONOD implica
un equilibrio libre entre dos estados conformacionales, tal --
equilibrio reversible no se observa en ausencia del ligando;
c) las propiedades conformacionales de la hemoglobina cambian
paso a paso durante el proceso del acoplamiento del ligando.
Egtudios con modelos artificiales confirman que muchas de las
propiedades conformacionales de la hemoglobina dependen unica-

mente de la presencia del ligando sobre cada una de las subuni



dades, independientemente del estado (libre o no) de las otras.

Ia hemoglobina, como todas las enzimas alostéricas, -
interaccionan con ligandos muy diferentes al ligando "especifi-
co”. Los eritrocitos humanos, asi como los de muchos otros mami
feros, contienen concentraciones sorprendentemente altas de un
intermediario glicolitico fosforilado: dcido 2,3-difosfoglicéri
co. Es el fosfato orgdnico presente en mayor concenfracién en -
el eritrocito humano (cuatro veces superior a la de ATP), Por -
otro lado, el eritrocito es la estructura que presenta una ma—

yor concentracién de 2,3-~-DPG del organismo,

En 44 individuos sanos, no fumadores, de ambos sexos,
con edades comprendidas entre 17 y 56 afios, y residencia en lu~
gares por debajo de los 1.000 metros sobre el nivel del mar, se
les extrajo 10 ml de sangre arterial, por puncién percutdnea, -
procediéndose a la determinacién del 2,3-DPG eritrocitico. La -
determinacién de este metabolito se basa en la hidrolisis enzi-
mdtica de este compuesto a 3-fosfoglicerato (3-PGA) por la —-

reaccidn

2,3-DPG fosfatasa
(1) 2,3-pp¢ = > 3-PGA + P
(ac.fosfoglicolico)

i



Ia enzima que cataliza la reaccidén (1) ex{ste en las preparacio—-—
nes purificadas de fosfoglicerato mutasa (PGM), denomindndose -
2,3-DPG fosfatasa. No estd claro si esta actividad estd causada -
por una enzima contaminante de la PGM, o si es el resultado de —-
una funcién secundaria de la misma PGM. El ac. fosfoglicédlico es
necesario como un catalizador de esta reaccién. E1l 3-PGA resultan
te se acopla con fosfoglicerato-~quinasa (PGK) y gliceraldehido-
fosfato-dehidrogenasa (GAPD) mediante las reacciones

PGK
(2) 3-PGA + ATP — » 1,3-DPG + ADP

(3) 1,3-DPG + DPNH fﬂ) Gliceraldehido-3-P + P, + DPN
Mediante la deteccidn de la disminucidén en la densidad éptica a
340 nm, resultante de la oxidacidn del HPNH a DPN, se puede deter
minar la cantidad de 2,3-DPG que estd inicialmente presente,

Frente a la anterior determinacién ultraviolets, puede
emplearse un método colorimétrico basado en la medicién del Py -
producido en la reaccién (3).

Los niveles de 2,3-DPG eritrocitico encontrados por -

nosotros en individuos sanos fueron 3.993 mM/{ eritrocitos.

Otros tejidos, aparte del eritrocito, convierten dcido
1y3-difosfoglicérico (1,3-DPG), casi estoiquiométricamente a —-

dcido 3-fosfoglicérico (3-PGA) con la formacidén de 1 mol ATP. En



el eritrocito, sin embargo, un gran porcentaje de 1,3-DPG es con-
vertido a 2,3~DPG via del shunt de RAPOPORT-LUEBERING (Figura --
ne 11). Cuando se completa este ciclo metabélico con la formacién
de 3-PGA, no se ha formado enlace energético alguno. Parece 1l4gi-
co que el eritrocito consiga alguna ventaja de esta situacidn.
BENESCH y BENESCH y CHANUTIN y CURNISH demostraron que la afini--
dad de una solucidn de hemoglobina por el oxigeno disminuia tras
la adicidén de fosfatos orgdnicos. ATP y 2,3-DPG se presentan ———
igualmente efectivos, mientras que ADP, AMP y Pi carecen de efec-
tividad. Dada la concentracidén eritroci{tica de 2,3-DPG en rela-——-
cién al ATP, el difosfoglicerato debe considerarse como el factor
mds importante, cuantitativamente, respecto a la regulacién de la

afinidad de la hemoglobina por el oxigeno (Figura n? 12).

El 2,3-DPG tiene cinco protones titulables por molécu—-
la, y a pH fisiolédgico posee cerca de 3.5 cargas negativas, Es, -
por tanto, un anién altamente cargado, capaz de interaccionar ——
electrostdticamente con cargas positivas sobre una protefna. Bajo
condiciones fisioldgicas, la oxihemoglobina, carboxihemoglobina
y metahemoglobina no se combinan, apreciablementé, con el 2,3-DPG;
al contrario, 1 mol de hemoglobina tetramérica en forma deoxi an-~
cla 1 mol de 2,3-DPG, Variaciones en la concentracidn eritrociti-
ca de este metabolito influirdn por tanto en la funcidn de la he-
moglobina. Los niveles de 2,3- DPG variardn de acuerdo con —-

la tasa de formacién (reaccidn de la fosfoglicérico mutasa)y/o
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Figura n2 11. Metabolismo del eritrocito. PFK, fosfofructo
quinasa; DHAP, dihidroxiacetona-fosfato; G-3-P, gliceraldehi

do~3-fosfato; GA-3-PD, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogena-
sa; 1,3-DPG, 1,3-difosfoglicerato; 2, 3-DPG, 2,3-difosfoglice
rato; 3-PG, 3-fosfoglicerato; DPGM, difosfoglicerato matasa;
2y 3=-DPG-Pasa, 2,3-difosfoglicerato fosfatasa; 3-PGK, 3-fosfo

glicerato quinasa; LDH, dehidrogenasa lactica.
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Figura n? 12. Curvas de disociacién Hb - 0,. A) Hb humana pu-
rificada, "limpia" de fosfatos orgdnicos. P50, aproximadamen-
te, 10 mmHg, B) Eritrocitos humanos normales (o Hb humana pu-
rificada en presencia de niveles fisiolégicos de 2,3-DPG. P50,
aproximadamente, 26 mmHg. Q) Eritrocitos de un paciente resi-
dente en una localidad situada a 2,100 m. sobre el nivel del
mar. P50, aproximadamente, 30 mmHg.




de su catabolismo (reaccién de la fosfoglicerato fosfatasa). Es—
tudios sobre 2,3-DPG mutase humana aislada indican que el 2,3~DFG,
el producto de la reaccidn, es un potente inhibidor competitivo
del sustrato de la reaccidén, el 1,3-DPG. De esta manera el nivel
de 2,3~DPG libre debe ser un factor muy importante de la regula-
cién de la tasa de reaccién de la mutasa, determinando cuanto ——
1,3~DPG deberd entrar al shunt de RAPOPORT~LUEBERING. Se ha sefia
lado que en presencia de deoxihemoglobina ex{ste un estimulo de
la produccién de 2,3-DPG, lo que no sucede en presencia de carbo
xihemoglobina. Estos resultados sugieren que la deoxihemoglobina
acopla 2,3-DPG cuando estd siendo sintetizado, con lo que libera

a la reaccién de la mutasa de su inhibidor competitivo.

El pH intraeritrocitico ejerce un efecto importante so
bre los niveles de 2,3-DPG., Incrementos en el pH esfimulan lg -
glicolisis por activacién de la fosfofructoquinasa, El incremen-—
to en el pH secundario a la hemoglobing‘deoxigenada a través del
efecto Bohr, puede ser responsable, al menos en parte, del incre
mento en dicho metabolito. Un aumento en dicho pH puede ser se——
cundario & hiperventilacién. Sea cual fuera la causa, incremen——
tos en el pH incrementan los niveles de 2,3-DPG. En condiciones
de acidosis ex{ste una disminucidén en dichos niveles, aunque en

esta ocasién no hay una buena correlacidén entre 2,3-DPG y afini-



dad de la hemoglobina por el oxigeno, dado que la acidosis, a

traves del efeete Bohr, dismimuye dicha afinidad.

La relagidn intracelular de ATP/ADP es otro determi
nante importante en la regulacién de los niveles de difosfe--
glicerato. En cualquier e¢ircunstancia en que relativamente ma
yor cantidad de 1,3-DPG se convierte a 2,3~DPG, menor canti~-
dad de ATP se forma mediante la reaceicn de la fosfoglicero—-—
quinesa. Esta cafde en la relacién ATP/ADP estimula, mds aun,
la glicolisis por activer a la fosfofructoquinesa y a la piru
vate quinasa. E1 aumento en la concentracion subsiguiente de
1,3-DPG estimulare tanto a la 2,3-DPG mutesa como & la fosfo-
glicerato quinasa. El que predomine una de estas reacc¢ciones -
depende de la relacion ATP/ADP. Cuando esta :::i:;:; 1,3-DPG
se convertirs directamente en 3-PGA, salvando as{ el shunt de
RAPOPORT-LUEBERING. Los factores que eontribuyen al control -~
del 2,3-DPG eritroe{tico se resumen en la Figura n? 13.

Aparte de su papel cri{tico en la regulaeién de la -
funcion de la hemoglobina, el 2,3-DPG presenta otras funcio——
nes tales como las de inhibicidén de la hexoquinasa, transaldo
lasa, transeetolasa y de la adenilato deaminasa.

El estudio de la interaccion entre el 2,3-DPG y la
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Figura n? 13. Mecanismo de compensacien por aumento en los

niveles eritroe{tices de 2,3-DPG en condieiones hipoxemiecas,
anoxieas ¢ aneémieas, que resulta en una disminucicn en la --
afinidsd de la hemé_globina por el ox{geno, 1lé que permite —

una mayor cesion de ox{geno a los tejidos para una pOo dada.



hemoglebina es de importancia en la comprension de su regula—-—
¢ion metabolica en el eritroeito, as{ como de los mecanismos ~
por leos que ejerce un efecto alosteérico sobre la molécula te--
tramérieca de hemoglobina. Bajo condieiones fisioclédgicas el —
2,3-DPG se acopla & la deoxihemoglobina en una relacidn molar

1:1, pero no se agopla & cadenas alfs aisladas, aunque si lo -
hace a la Hemoglobina H (beta~4). Se admite que el principal -
sltio de anclaje debe localizarse sobre las cadenas beta de la
deoxihemoglobina. La observaeion de gque las interacciones beta
-~ beta se mantienen tanto en preseneia como en asusencia de -
2,3-DPG, sugiere que les cambios en la interaccion entre las -
dos subunidades beta durante la oxigenacion no estdn mediatiza
dos a traves de enlaces fosfato. Deben existir algunos cambios
directos en las interacciones entire las cadenas laterales de -
los restos amineacidos de las dos subunidades beta que acompa-
fien a leos cambios secuenciales que se suceden durante el aGo~-
plamiento del ox{geno. Debe sefialarse que, dado que la eoopera
tividad depende de cambios en los contactos entre las subunida
des, los contactos deben existir unicamente en la forma deexi-
genada y deben ser rotos en la forma oxigenada. Parece ser que
el sitie para el acoplamiente del 2,3-DPG no debe implicar a -
todos les grupes colaterales de les aminodcidos de las dos sud
unidades beta que estan implicados en los cambios de estabili-

zaeién de las dos subunidades (Figura n? 14).
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Figura n? 14, Representacion esquematica de la posible 8e
cuencia de acontecimientes que se verifican durante la —-
reaceion de la hemoglebina con el oxigeno. 1) deoxihemo--—
globina eon todos les enlaces intactos y con une moléeuls
de 2,3-DPG alegada entre las dos cadenas beta. En les ps-—
808 1-2) y 2-3), las cadenas alfa son oxigenadas. Los es-
pacies destinados a alojar a las Tyr se estrechan con lo
que estas son desplazadas y les enlaces salinos dependien
tes de estos restos se rompen. El paso 3-4) representa el
eamble en la estructura cuaternaria hacia la forma oxi, -
expuleandose la molecula de 2,3~DPG y rompiendose los en-
laces entre las subunidades alfa1_betg2 y alfar-betaq.
Los enlaces intramoleculares correspondientes a las cade-
nas beta permanecen intactos. En les pasos 4-5) y 5-6) se
ecompleta la reaccion en las cadenas beta. E1 cambio en la
estructura cuaternaria puede tener lugar en cualquier pa-

siendo el mecanismo cooperative independiente de la -
aeéuenc & en que reaccionan las subunidades.

Temado de PERUTZ, Nature 228, 728. 1.970



Se ha sugeride que el aceplamiento debe suceder entre

las des cadenas beta, dentro de la cavidad central de la molécu

la de hemoglebina (Figuras n? 15 y 16). La entrada & la cavidad

central de la oxihemoglobina es, probablemente, demasiado peque
fia para admitir a la moléeula de 2,3-DPG, pero eomo resultadc -
del ineremente en el tamafio de la entrada & la cavidad ceniral
debido al desplazamiente de 7 A que sufren las subunidades beta
entre s{ durante el precese de deoxigemacidn, la molécula de —-
2,3-DPG, con una dimensidn de 9 A, puede acomodarse facilmente
en la forma deoxigenada. E1l acoplamiente del difosfeglicerato
entre las cadenas bheta puede ayudar a explicar le que parece —-—
ser una competencia parcial entre el ox{geno y el 2,3-DPG. Debe
gsefialarse que la pérdida de une sola de las cuatro moléculas de
ox{geno de la hemeglobina completamente saturada (oxigenada) —-
puede incrementar el acoplamiente del 2,3-DPG tanto come la com
pleta deoxigenaeién (pérdide de las cuatro moléculas de ox{ge--
no). Esto es leégico ante el hecho de que el desplazemiento en;-
tre las cadenas beta, que amplia la entrada a la cavidad cen-—-
tral, ocurre desde el comienze del proceso de deoxigenacion.
Basandose en datos sobre la dependencia del pH del —-
acoplamienteo del 2,3~DPG se ha sugerido que un res{duo histidi-
na sobre la cadens beta puede tomar parte en este proceso. A fa
ver de este hecho esta el que el residuo que se supone implica-

do, la His 143-beta, esta sustituido per un resto Ser en la He-

moglobina F, variante que acopla 2,3-DPG muche menos fuertemen-
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Residue 6

T?Z
DPG

A-Helix

Figuras n? 15 y 16. Proyeccidn de los mapas de densidad elec
tronica de la hemoglobina a una resolucion de 5.5 A,mostran=-
do las regiones N- y C~ terminales de las cadenas beta, agru
pades alrededor del eje de simetr{s que es normal al Plane -
del papel. La molécula de 2,3-DPG ha sido colocada en la "ca
vidad central". El diagrama mnestra la proximidad de los gru
pes fosfate del 2,3-DPG al extremo N-terminal de las cadenas
‘beta en la forma deoxi (-—-). Durante la oxigenagidn (....)
6l grupo N-terminal se desplaza com lo que las helices H se
aproximan y "expulsan" al 2,3-DFG.

Tomadas de ARNONE, Nature 237,196 y PERUTZ Nature 228,726.




te que la Hemoglobina A. Igualmente, la Hemoglobina Hiroshima,
una variente con una alte afinidad por el oxigeno, presenta el
resto His-143-beta sustituf{do por un resto Asp. De t0dos mo———
dos este resto no debe ser el unico implicado en el acoplamien
to del 2,3-DPG. Recientemente PERUTZ ha sugerido que el ancla~-
je del difesfoglicerato implica tres restos aminoacidos de la
cadena beta: el grupo elfa-emine de la Val (1)-NH2 terminal; -
el grupo epsilon-amino de la Lys (82), y la His (143). Se ha -~
implicado también un enlace salino entre la His (146) y 1a Lys
(40) de la cadena alfa. Se ha sugeridoe un enlace adicional en~
tre el grupo carboxil de la His (146) COOH-terminal en una sub
unided beta y el grupo epsilon-emino de la Lys (132) en la =-
otra éadena beta. Tal enlace puede ser importante en el cambio

de la energia de interaccicn entre las dos subunidades beta.

Numerosas series de estudios han demostrado, recien-
temente, la impertante relacién entre el metabolismo y la fun-
cidn del eritrocite como un orgene de transporte de gases. El
eritrocito anucleado de los mam{feros, considerado durante mu-
éhe tiempe come un "saco" inerte de hemoglobima, posee un mets
bolismo hidroearbonade activo que es esencial tanto respecto a
\ 1a viabilidad de la célula come & une intrinsece modulacidn de

su funcien transportadora de oxigeno. Nuestros estudios mues—-—

tran una menifiesta correlacidn, en les individues controles,
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entre les niveles de 2,3~-DPG y la funcidn de la hemoglobina -
representada por la P 50 ( r= 0.980).

Este relacidn entre metabolismo y funcion se ha exa
minade en una émplia variedad de condiciones clinicas. Se ha~-
bia sefialado que en determinados trastornos clinicos asocig—-—
dos con hipoxemis, la afinidad de la sangre para el oxigeno -
estabe disminufda. Este desplazamiento hacle la derecha en la
posieion de la curva de disocimcidn de la hemoglobina se reco
nocid como un mecanismo de compensacien muy util que permitia
a estos pacientes "ceder" mas cantidad de oxigeno a los teji~
dos a presiones de ox{geno més elevadas. Se demostrd, tiempo
después, un rapido incremento en los niveles eritrec{ticos de
2,3-DPG as{ eomo una disminucion en la afinidad de la hemogle
bina por el ex{geno en individuos que se trasladaben de luge-
resg situados a nivel del mar & altitudes superiores a lo8 =
2.000 m. sobre el nivel del mar, cambies que se producian den
tro de las primeras 24-36 horas, Cambios simileres (2,3~-DPG -
elevado y afinidad de la hemoglobina por el oxigeno disminuf-
da) se han sefialado en pacientes con enfermedad pulmonar cré-

nica, as{ come en pacientes con cardiopatia cianogena.

En diferentes anemias se han sefialado releciones si
milares. Un déficit en la masa eritroeci{tice parece acompafiar—

se de un incremente en la concentracion eritrocitica de 2,3-



DPG y una elevaeion en la P 50 (desplazemiento haciz le derecha
de la curva de disociacion de 1a hemoglebina). Una excepeidn s
este mecanisme de compensacion en las anemias leo ofrecen ague-—
llas entidades que se acompafian de esplenomegalia, lo que se -
ha relacionado con el secuestro de les eritrocitos en el bazo,
donde son sometidos & un medio smbiente acidotieco que origins
una alteraseicn en el metabolisme eritroci{tico y quizés con un

catabelisme acelerado del 2,3-DFG.

Pacientes con trastornos metabclices eritroc{ticos -
rueden presentar alteraciones en les niveles de 2,3-DPG que no
se relacionan con el grado de hipexemia del paciente. As{ en -
casos de défieit de piruvate quinasss acumulan grandes cantida-
des de 2,3-DPG le que se sigue de marcadss elevacienes en sus
valeres de la P 50. Al contrario, pacientes con alteraciones -
metabolicas proximales al paso de sintesis del 2,3~DPG presen-
tarsen unos niveles disminufdos de dicho metabolito (déficit de
hexoquinasa), y un desplazamiento de su curva de disociacion -

de la hemoglebina hacie la izquierda.

Ex{sten enomelf{aes de la hemoglobina donde la afini—-
dad para el oxigeno es un probleme intri{nseco a la misma hemo-
globina, independientemente de leos niveles de 2,3-DPG, donde -

sustituciones de diferentes aminogcidos alteran la funcion de



la hemoglobina (las hemoglobinas Kansa y Seatle, por ejemplo, -
presentan unos valores de P 50 elevados sin alteracidén en los -
niveles del 2,3-DPG, mientras que hemoglobinas del tipo Kempsey,
Chesapeake, Yakima, etc., presentan unos valores disminuidos en

la P 50 con valores normales del 2,3-DPG).

En otros procesos clinicos se han observado, también,
alteraciones del 2,3-DPG eritrocitico y desplazamientos de las
curvas de disociacién. Pacientes con hepatopatia crénica presen
tan un incremento en los valores de 2,3-DPG y de P 50, cambios
que se han relacionado con la moderada hipoxemia arterial frew-
cuentemente presente en tales pacientes, posiblemente asociada
a la presencia de shunt arteriovenosos. En situaciones de hiper
tiroidismo existen cambios similares, lo que se sigue de un ma-
yor aporte de oxigeno a los tejidos sin necesidad de un esfuer—
zo circulatorio adicional para el miocardio ya sometido a sobre
carga. En pacientes urémicos con hiperfosfatemia se han observa
do elevaciones en los niveles de ATP y 2,3-DPG eritrociticos, -
aunque no siempre eiiste una relacidén precisa entre el fésforo
gsérico y la concentracidén de fosfatos orgdnicos en los eritroci
tos. En individuos urémicos con aumentos de sus fosfatos orgdni
cos en los eritrocitos se producen ligeras disminuciones de la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

Frente a las situaciones anteriormente mencionadag =



donde un incremento en los niveles eritrociticos de 2,3-DPG apor
tan un mecanismo compensatorio dtil, existen situaciones clini-—-
cas donde la coexistencia de una disminucién en dichos valores -
puede ser critica para el enfermo. Desde hace afios se conocia —
que la sangre almacenada presentaba una afinidad por el oxigeno

incrementada. Tras la indicacién del papel del 2,3—DEG respecto

a la funcién de la hemoglobina diferentes trabajos indican una -
mafcada disminucidén en la concentracidén eritrocitica de 2,3-DPG

en la sangre almacenada, Pacientes a los que se practican trans-
fusiones masivas son subsidiarios de mantener un estado hipoxémi
co mantenido a pesar de que se les haya recuperado su volimen —-
circulante. En efecto, los eritrocitos transfundidos serdn fun—-—
cionalmente incompetentes, dado que presentan un marcado incre-—-
mento en su afinidad por la hemoglobina. Diversas modificaciones
en las soluciones estabilizadoras de almacenamiento estdn siendo
ensayadas con el fin de obviar esta situacidén. El1 fendmeno revig
te particular importancia cuando el receptor es un paciente pre-
viamente enfermo, en el que los eritrocitos transfundidos son in
capaces de recuperar un metabolismo normal. En receptores previa
mente sanos el problema es menor ante el hecho de que los eritro
citos transfundidos recuperan su funcién normal en 24-36 horas,

En situaciones de acidosis metabdlica grave, tales como en cua~—
dros de acidosis diabética o estadios avanzados de shock existe

también una disminucidén en los niveles eritrociticos de 2,3-DPG
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secundarios a una disminucién en el pH eritrocitico por su situa
cién general. En estos pacientes la funcién de la hemoglobina es
t4 doblemente controlada, por un lado una disminucién del pH se
sigue de una mayor cesién de oxigeno por parte de la hemoglobina
(efecto Bohr), mientras que por otro la disminuciln en los nive-
les de 2,3-DPG conduce a un incremento en la afinidad por el oxi
geno,

Una situacién especial respecto a la funcién y metabo-
lismo del eritrocito la ofrece el shock endotdéxico, entidad que
procuraremos analizar con detalle,

El shock es, en esencia, una historia de supervivencia,
una lucha del organismo en un medio ambiente adverso con el fin
de mantener la vida de sus tejidos vitales, Es una historia de -
ataque y defensa, de ganancia y pérdida, de un caleidoscopio de
maniobras defensivas para preservar los organos vitales (Thal).

Desde la definicidén mds primitiva de GROSS, quien cata
logaba el estado de shock como una brusca desorganizacidén de la
"magquinaria® de la vida, el concepto de shock ha ido evolucionan
do paralelamente a la adquisicidén de conocimientos mas precisos
sobre la patologia molecular. HARKINS lo considerd$ como un esta-
do de hipoperfusidén tisular que conduciria a una hipoxia celular
generalizada por vasoconstriccidn progresiva, y SCHUMER y SPER--

LING consideraron al estado de shock, en dltima instancia, como



una enfermedad molecular.

Bajo el término de "agresidén" se entiende la accidn de
una energia externa capaz de provocar en un organismo vivo una -
gserie de perturbaciones caracterizadas por la pérdida de sus -—
constantes fisioldgicas y bioldgicas habituales. La agresién pro
voca, generalmente, dos tipos de fendmenos diferentes. De una —-
parte, su accién local (que puede ser general como en el caso —-
del shock endotdéxico que nos ocupa) va a provocar en el lugar de
su actuacién una serie de complejos transtornos celulares, que -
podrédn secundariamente (si es que no lo tienen desde el comien—-
zo) tener una repercusién general. Estos fendmenos "lesionales*
se han agrupado bajo el nombre de "sindrome lesional®. Por otro
lado, el organismo agredido, en su integracién como individuo, -
pondrd en juego un sistema no menos complejo de reacciones, que
repercutird en la totalidad del equilibrio fisio-biolégico, "sin
drome reaccional", y que en si puede ilegar a tener un comportam
miento de autoagresién. Desde un‘punto de vista fenomenoldégico -
podemos considerar que "agresién" y "reaccién®™ se integran en un
sistéma de esquemas de retro-alimentacién que resultan, “"incom—-

prensiblemente®, en la perpetuacién de la ?1esién“ (Pigura n217).

La integracién, respecto al estado de shock, de la —
agresién y la reaccidn (controlada por el eje cortico-limbico-hi

potalamico-suprarrenal) puede resumirse en la Figura n? 18, El -

denominador comin unanimemente aceptado en el estado de shock es
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Figure m2 17. Cireuftos de retro-slimemtacidém positiva que -
ayudam & expliecar la fisiepatelogia del shock hemorragico agu
do. La dismimueidnr de la presién sangui{nea arterial esusada -
por ume dismimucion en el gasto esrdfasco es eomun a les tres
¢irecuites.

Temada de GUYTON y CRONWELL, en Shoek, S.G.Hersey (ed.)
Little, Brown and Co. Boston. 1964.
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Figurs m2 18. Relaeidn de le elteraeién hemodimsmica eon las
alteraeiomes genergalizadas en el estade de shock.
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la hipoperfusidn celular, alteracidén que conlleva un déficit -
en la "eferta" del sustrate primerdial del ser vive, el oxige-
no. Este privaeidn origine una alteracion celulsr caracteriza-
da por un estado de acidosis metdbolica.

Le "earencia" de ox{geno implica dos hechos: &) de——
privacicn energétieca y b) seumule de acido ldctico.

La vie glicolftica, eje central del meteabolisme emer
gétieo presenta tres puntos claves respeete a le consideracion
de une esituaseidn de carencia de oxigeno. La via de Embdem-Me——
Yerhoff va a ser el unico dispesitive energetico disponible al
no dépendar *directamente" de un aporte de oxfgene. Su rendi--
miente serd m{nime, pues permitird la ebtencién neta de, unica
mente, 2 moléculas de ATP. E1 eicle de Krebs'y el ‘shunt de las
pentesas, dependientes de un sperte "directo" de oxigeno 8e ve
ran tempranamente bloqueados (Figura n? 19).

Debe tenerse presente que la via de Embdem-Meyerheff
depende "directamente" de un aperte de NAD, dado que el pase

gliceraldehido~3-P

~—=3» 1,3-difosfeglicerate

consume NAD que es reducido & NADH. Elle requiefe un mecanismo
cont{muo de regeneracién de NAD & partir de NADH. En condicie-
nes de un aperte adecuade de ox{gene tel mecenismo es prepor--

cienade por el cicle del fosfate de gliecerol (Figura n? 20), -

mecanismo mitecondrial y dependiente de oxigen@. En susencia -

de este sustrate el organismo debe, ebligatériamente, dispener
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dihidroxiacetona-p
A

= dihidroxiacetona~pP

H,0 NADH + H

glicerofosfato
dehidrogenas
— — o —-‘9; %‘ -.a
£ 0, mfTocondrial citToplad= NAD
matica,.

v

glicerol-P & - glicerol-~P

Figurs n? 20. Oxidacion del NADH per el ciclo del fosfate de
glicerel. E1 cicle depende de la presencia de oxigeno molecu
lar y dos enzimas para la oxidacion del fesfate de glicerel,
une mitecondrial (una flavepretei{na que transferta electro—
nes hacia el ex{geno per via del sistema de les citecremes),
y otra citoplasmetica (sistema NADH/NAD). lLas dos reaccienes
pueden ser escritas de la manera siguiente:

citoplasmaticas
NADH + H 4+ dihidrexiacetona-P ---» NAD ¢+ glicerol-P

mitocondrial
glicerel-P ¢+ 4 0, ————p» dihidrexiacetona-P + Hy0

w

total = NADH 4+ 4 Op + H —————-9 NAD 4 Hy0
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de otre mecanismo que permits la regeneracion de NAD, indispen~
sable para el funcienamienteo de la via de Embdem-Meyerheff, ci-
ele unicamente disponible para la obtencion de ATP. E1 mecanis-
me que preporciena el mantenimiente de la regeneracien de NAD a
partir del NADH es, en condicienes carentes de oxigeno, el pase
de piruvico a ldetiee en presencia de dehidregenass ldctica (Fi

gura n® 21), Este mecanismo explica el per qué de la obligato—-—

ria "acidosis lgetica" pers subsistir en comdicienes hipoxicas.
Este mecanismo, en caso de no interrumpirse, por el nueve &per-—
te de axigene condueire a la maerte del animal.

Junte a estos des heches basicos, representantes "mo-
leculares" de la "agresien® y "reaccien" en el estado de sheck,
¥ que acaban con la "lesién" celular, deben considerarse otros
heches derivades de la "reaccieén" del organisme, es{ como les -

derivades del acontecimiento molecular primitivo.

Secunderie a le respuesta del eje e¢ortice-limbico~hi-
potalamo-hipefise--suprarrenal se produce una descerga hormonal
en la que destaca el papel de las catecolaminas a cuya aceion -
se debe, @ través de la activacidén del sistema de la adenil-ci-
clasa -3°,5 -AMP, un estimule de la glucogenelisis y de la lipe
lisie junte con una inhibicicn de la glucogenogenesis (Figurs -
gg_gg), destinsdas a apertar sustrates energéticos, cuya utili-
zacion estd, como hemes vieto, bloqueada. Se debe tambieén a las

catecolsminas un estimule cardface creno- e inetropice, asi co-

mo une vaseconstricoién muscule-espldcnica con el fin de aper--
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triosa=fosfato

ADP =

ATP €

piruvato lactato

dehidrogenasa
lactica

Figure n? 21. La conversion de glucesa & piruvate consume

NAD, ADP y Pi, ¥ produce NADH y ATP. Si "tode" el NAD es -
eonwertid@ & NADH, o "tode" el ADP es convertide a ATP, se
preducird un "bloqueo" en la glicolisis y, por tante, un -
cese en la produeoion de energia. le regulacion de la tasa

de preduccien de piruvate mediante la disponibilidad de -
ADP preperciena un contrel asutematico en el metabolismo de

la glucesa. Sin embarge un acumule de ADP no pedra acele—-—
rar la via de Embdem-Meyerheff a menes que el NADH preduci
do en diehe cicle sea reoxidado a NAD. En el csso de un -~
aporte adecuade de exigenc molecular, en condicienes meta-
belicas normales (& excepeidon del muscule en ejercicie) la
reoxidascien del NADH corre a carge del cicle del fosfate -
de glicerel (ver Figura n® 20). Em case del miscule, @ en

casos donde el aporte de ox{geno melecular estd slterade -
la via del fesfato de glicerel ne es operante. En este ca-
8¢ el funcienmamiente de la via de Embdem-Meyerhoff, unice

mecanisme disponible en cuante a la preduccion de energia

dependera de la conversion de piruvate a lactato, conver--
8idn que en presencia de la enzima dehidrogenasa ldctieca,

asegura la provisien de NAD.
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ter sustratos a leos tejidos "vitales". También se debe @ 1l =—-
accidn de las catecolsmines un blequeo en la secrecion de insu-—
line, una posible interaccion con el sistema de la ceagulacién,
a8{ come con les sistemas de les quinines y sistema del comple-
mento. Ex{ste una secrecion eumentada, &l igual que de catecola
minas, de corticeesteroides, eon.una aceien gluconeogénica y ca
tabelica general; de hormona antidiuretica y mineralcorticoi-—-—
des; asi{ come de hormona sematotrepa y tiroxina.

Le deprivacion energética altera les sistemas energé-
tices acoplados & las membranas que conduce a desequilibries —-
ieniceos, que a su vez repercuten negativamente sebre les siste-~
mas metabdlices eeluleres. Ex{ste une desestabilizacieén y deses
tructuraeion de las membranas, tantoe citeplasmetica como intra-
eceluleres. La membrana mitocondrial "sustrate merfolégice" del
procese de fosforilizacion oxidetiva, se lesiena. Iguel ecurre
con la membrane lisesémica, cuya lesien permite la sslida de ai
ferentes enzimas que "autedigieren" la célula, e inician una —-
"nueva suto-lesién" (hidrolasas, fesfatasas, o proteasas en ge-
neral; o enzimas perticulares come el denominado "facter depre-
sor del miecardie", etc.). El fracase energético impide una nor
mal sintesis de proteimas, con le que se preducen "peptides in-
completes" que actuan como sustancias extrafias al preoplo orga--
nismo. Ex{ste una respuesta inmunologica alterada, detectandose

incluso, anticuerpes antinucleares.



Al cuadroe general descrite cabe afiadir lesienes "re-
gionales" espec{ficas, tal como la alteracien en la barrera de
proteccien en el trame intestinal que permite una auteinvasien
bacteriana. Igualmente se han sefialado alteracienes en la meti
1idad inmtestinal que permiten la regurgitacién de enzimas di--
gestives activades hacia estémago y vias biliar y pancreatica
con fenemenes @ digestieén lecal e invasion de les linfétices -
regionales con posible alcance de la via hemategena a travées -
del conducte linfatico. De igual manera se ha sefialade un ble-—

queo del sistema reticulo-endotelial, Etec., etc., etec.

La respuesta hemedingmica, fenémene al que se ha de-

dicadoe durante muches afies e incluso en la actualidad un papel
central en la complicada fisiepatelegi{a del estade de shock, -
puede servir de hase para la separacién de les estades de sheck
en dos grupes diametalmente opuestos.

Sefialemes primere aquellas premisas sobre las que --
nes basames pars decidir si un paciente estd e no en estado de
shock. Considerames que un indiv{idue presenta dicha cendicien
8i presenta tres de las siguientes cince condicioenes: a) pre—-—
sién erterial sistelica inferier e 80 mmHg, b) gaste cardiaco
inferier a 2,5 1/min. e presencia de una piel suderosa y fria,
¢) bicarbonate standard aerterial inferier a 20 mEq/1, d) diure

sis inferier a 25 ml/h, e) necesidad de la administracien de
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drogas para mantener una condicién hemodindmica, cerebral o renal
normales.

Bien, pacientes en estado de shock se distribuyen en -
dos grupos de comportamiento hemodindmico: a) estado circulato~
rio hipodindmico, esto es, gasto cardiaco disminuido junto con =~
una resistencia vascular periférica total aﬁmentada, é Q) estado
circulatorio hiﬁzainémico, esto es, gasto cardiaco aumentado jun
to con una resistencia vascular periférica total disminufda. En
este Wltimo grupo queda excluida "a priori" la condicién apunta-

da anteriormente en segundo lugar.

Queremos dejar aclarado que, aunque el mecanismo fisio
patolégico antes expuesto, es bdsicamente vdlido para ambos gru-
pos, creemos que la alteracién molecular "bdsica® es diferente -
en uno y otro grupo. Este hecho es la "hipdtesis® que hemos ele-

gido para el desarrollo de nuestra Tesis.

De las tres "clases" de shock cldsica y undnimemente -
aceptadas, dos de ellas, el shock hipovolémico y el cardiogénico
presentan, caracteristicamente, un estado circulatorio hipodind-
mico. El shock endotéxico, al contrario; presenta como hecho dis
tintivo un estado circulatorio hiperdindmico (nos referimos, des

de luego, al shock endotdéxico puro).

Pacientes en estado de shock endotdxico presentan jun-

to al mencionado estado circulatorio hiperdindmico mencionado, -~



una disminucién en la diferencia arterio-venosa de oxigeno jun-
to mon una P 50 disminufda y una disminucién en el consumo to——
tal de ox{geno. Circunstancias coexistentes con una presién par
cial de oxigeno arterial normal, al menos en los primeros esta~

dios en que no hay, aitin, afectacién de la funcién pulmonar.

Se estudiaron 154 pacientes con sepsis que presenta—-
ban signos elinicos, bioquimicos y hemodindmicos, consistentes
con un estado de shock, deseartdndose para el esfudio aquellos
pacientes que junto con el diagnéstico de shock endotéxico pre-
sentaban signos correspondientes a un cuadro sobreafiadido de hi
povolemia o insuficiencia cardiaca. Se considerd la existencia
de sepsis si exist{a supuracién, asi como cultivos positivos en
sangre, orina, secreciones bronquiales, 1iquido peritoneal, —-
etc. La positividad bacterioldgica se aceptd Unicamente ante la
presencia de bacterias Gram negativeas. En la mayoria de los pa-
cientes el origen de su sepsis derivé de algin procesoc quirdrgi
o, aunque también se estudiaron enfermos que presentaban cua--
dros médicos, ginecolégicos o uroldgicos. Se comprobd que los -
pacientes no padecian enfermedad hemolitica alguna ni signo que
sugiriera hemoglobinopatia. Se descartd, igualmente, la existen
cia de diabetes mellitus, enfermedad cardiopulmonar, hepatopa--
tia, hipertiroidismo o residencia en localidades situadas a mas

de 1,000 metros sobre el nivel del mar,
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Se determind el volumen circulante mediante el em-—-
ples de RISA y/e eritrocites marcades con Cr-51. El gaste car-
diace se calculé mediante la téchica de Hamilteon basade en el
principie de dilucién de Fick, siende la resistencia vascular
perifériea calculada a partir del gasto cardiaco y las presie-
nes arterial y venoesa. E1l consume de ox{gene se determine me——
diante um analizader de ox{geno de GUYTON, refiriéndese el va-
lor ebtenide al valer teerice calculade a partir de las Tablas

Metabelicas Sanbern.

La diferencla srterie-venosa de oxigeme se calcule,
en veliumenes per cien, a partir de la formula de Severinghaus.
La p02 se calcule directamente medisnte el use de electrodes -
capilsres, e a partir de la saturacién de ex{gene de la heme—-
glebina, determinada espectrefotemétricamente, y el pH median~
te el nmermegreama de Severinghaus. El1 cdlcule de la P 50 ha si-
de expueste anteriermente. Los valeres controles se ebtuvieren
a partir del grupe de 44 indiv{idues normales citade en la de-—-
terminacién de les niveles de 2,3-DrPG.

"contreles" "en shock" npt

diferencia arterie-
venesa de ?%OI-%-;-) 5.154% 0.322 3.588% 0.663 & 0.001

P 50 (mm Hg) ————3 26.458% 0.562 22,5002 2.740 £0.001

con o de oxigene

Los "centroles" muestran cerrelacienes significati--
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vas (r = 0.980) entre les tres parametres: a-v 02 / P 50; ——-
e-v 02/ consume de oxigene, y P 50 / consume de exigene.

Les pacientes en estade de sheck endetexice mantie--—
nen, Unicamente, una discreta coerrelacién (r = 0.800) entre la

diferencia arterie-venesa de exigene y la P 50.

Les pacientes presentaban unes valeres de p02 y sa~—-
turacien de ex{gene en sangre arterial, as{ ceme un pH (arte—-
rial) dentre de 1f{mites ne interentes cen las determinacienes
anterierses.

Les resultades ebtenides indican, al igual que etres
trabajes, una alteracién en la funcien de la hemoglebina: afi-
nidad per el ex{gene aumentada (P 50 disminufda) y una mener -
cesien de ex{gene desde la hemeglebina a les tejides (dieminu-
cieén en la diferencis arterie-venesa de exi{gene), junte cen un
consume de ex{gene reducide.

En la fisiepatelegia del sheck endetexice es necesa~
rie explicar, per tante, ceme una "perfusieén "periférica" aumen

tada per una sangre arterial adecuadamente oxigenada puede —=-
acempefiarse per un consume de ox{gene disminu{de. Esta situa—-
cien distintiva del estade de sheck endeteéxice, frente a les -
cuadres de sheck que se acempafian de un estade circulaterie hi
pcdinémico, debe estar eriginada, légicamente, per el "facter

etielegice" del cuadre, la endotexina.

Le mayeria de les estudies que intentan relacienar -

la compesicien quimica de las endetexinas de les Gram negati--
ves cen la smplia variedad de sus actividades bielegicas inten



tan aislar aquellas partes de la estructurs de la endetoxinea
responsables de les efectes patelegicos. Las endotexinas es~=
tdn fermadas per fesfolipides y polisacerides cen um escase -
percentaje de péptide acoplade a la estructura. El papel de -
tales coempenentes en la pategenicidad ha side empliamente dis

cutide.

Las bacterias gram-negativas peseen una enveltura -
comple ja multiestratificada censtituida per preteina, fosfoli
pide, un glicopéptido responsable de lg rigidez de la pared -
bacteriena y un lipepelisacaride respensable de la especifici
ded inmuneleégica asociade o "causante" del efecte patogénice
de estas bacterias. Estos lipepelisacérides o endotexinas de-
ben relecienarse con la peculisr fisiopateleg{s del cuadre de
sheck endetéxice. Estes 1ip0polisacéridos sen un tipe de gli-
colipidoa de un extraordinarie grade de cemplejidad. Sen sus-
tancias de slte pese meleculer, fermadas per cuatre componen-—
tes fundamentales: g) cedena lateral antigénica, inmunolegica
mente especi{fica (antigene-0); ﬁ) el deneminade "nuclee exter
no"; e) el "esquelete centrel", y d) el deneminade "l{pide A".
Es esta yltima fraccien, Lipide A, la respemsable de les efec
tos de estos lipepelisacarides e endetexinas: pirexia, leuce-
citesis, glteracien vascular, dafie tisular y sheck. Se ha le-
grade aislar y purificar el Lipide A de determinadas capas de

E.Coli. Presenta un pese melecular de 1.700, contiene fesfate,
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glucesamina, y restes acetilicoes y aciclices de cadena largea -
en una relacien de 1:2:3-4:5. Parecen existir des glucesaminas
acopladas a través de un enlace glicesidice. E] dcide grase —-
principal es dcide betae-hidreximiristice junte cen etres beta-
hidrexiacides de variable lengitud de cadena. Es interesante -
la presencis de acides grases del tipe del cicleprepane, &ci~-
des que presentan las caracter{sticas de ser excepcionales en

les formas superioreé, frecuentes en eubacterias y especialmen
te predominantes em las gram-negativas.

Las endetexinas tienen, entre etras, la prepiedad de
activar directamente unae serie de mecanismes que quedan resumi
dos en la Figura n? 23, Tal vez sea la activacien del sistema
del complemente gsérice, per sus repercusienes sebre les siste-
mas de membranas el acontecimiente mes impertente gque prevecan
las endetexinas. Debe sefislarse que la endetoxina imprime un -
caracter peculiar al estade de sheck gque prevecan, demestrable
tante per la pecullar respuesta hemodinémica, come por las im-

plicacienes metabél@caquue origina.

Tres explicacienes sen teéricemente posibles para —
justificar las caracteristicas que la endotexina imprime al es
tade de sheck Quaiarigina:(:) presencia de shunt erterie-veno-
ses patelegices que deriven la sangre del territerie capilar,
(:) alteraciones en les mecanismes que regulan la funcien de 1la

hemoeglebina y@ une afectacion primeria del metabolisme celu

lar.
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Figure n? 23, Representacién esquemstice de las interrela-
cienes entre las endetoxinas y diferentes mecanismes homees

tatices.
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El primer mecanieme justificarfa la disminucieén en
lae resistencia vascular periferica tetal ¥y el sumente en ol
gaste cardiaco, merced a un mecanisme de fistula arterie-ve-
nesa. Este mecanisme, 2l igual que la existencia de una ma~—
yor afinidad de la hemeglebina per el ex{gene, justificaria -
la dismimucien en el consume de ox{gene per disminucién en -
la "eferta®. E1l tercer meecanisme justificar{a una disminucién

en el consume de ox{gene per una disminucieén en la "demanda".

Aunque existen trabajes que indicen la existencia -
de cemunicacienes arterie-venesas patelegicas en pacientes en
estades de sheck endetéxice, investigacienes recientes median
te determinacienes directes del fluje capilar regienal de di-
ferentes territeries, mediante el emplee de xenen, indican un

nermal fluje capilar.

Come ya hemes indicade, un metabelite de la via gli
col{tica del eritrecite, el 2, 3-DPG, funciema come un mecanis
me de contrel muy sensible y eficaz de la funcien de la heme-
glebina. Variacienee en la cencentracién de este cempueste se
siguen de desplazamientes de la curve de diseciacien de la he
meglebina. En individues nermales existe una excelente cerre-
lacien (r = 0.980) entre les niveles de 2,3-DPG y les valeres
de la P 50. Ante el heche de que pacientes en estade de sheck

endetéxice presentan una funcidn de su hemeglebima alterada,



traducide en ume mayer afinidad per el exigeno (P 50 disminui—
da), es legice pemsar que dicha alteracién se debs a una afec—

tacidén de su mecanisme de contrel, el 2,3-DFG.

En 154 pacientes en estade de shock endetexice, y cu
yas caracterieticas y condicienes han sidé ya apuntades, se de
terminaren les niveles de 2,3~DPG:

3.315% 0.449 mM/1 eritrocites (p&0.001)

Les pacientes en estado de sheck endetexice mantie—-
nen una excelente cerrelacién (r = 0,980) entre les niveles de
2,3-DPG y P50.

Puede presumirse la existencia de alguna alteracien
metabélica del eritrecite que conlleve la disminucién de les -
niveles de 2,3-DPG. Esta alteracion puede ser secundarie & una
afectacion de la via glicelftica general, bien per una disminu
cién en el aporte de glucesa que conllevaris una depresien ge-
neral del metabeliemo eritreci{tice e bien a uns alteracien, —-
per ejemple, del pH que conducirie igualmemte & dicha situg—-—
cién. Debe sefialarse que el estade acide-basice de les pacien~
tes estudiades esteba dentre de les limites fisielegices. Pe—-
dr{a implicarse una afectacien espec{fica de la via de RAPOPORT
LUEBERING.

La secuencia de acontecimientes puede resumirse en:
alteracien metabelice eritrec{tica que conduce a unes niveles

dieminufdes de 2,3-DPG —3 eumente en la afinidad de la heme-



glebina per el exigeno (P 50 disminufda) -—» mener cesién de
Qxigano & les tejides (disminucion en la diferencie abtterioe-ve
nesa de exfgene) —-» disminucien del consume de ox{gene per dé

ficit en la "eoferta".

La respueste hemedinsmice del estade de sheck endots
xice puede justificarse junte con la anterier secuencia de acen
tecimientes. La mener cesion de oxigene a les tejides se segul
r{a de una cafda en la presién parcial de ex{gene a nivel tisu
lar, situacidn que desencedena la respuests hemedindmica hiper
cinética, que ne tiene mas ebjete que restaurar una nermsl -—-

"eferta" de oxi{gene a les tejides.

Si les heches anterieres fueran la base fisiepatold-
gleca del cuadfo, no cabe dude que le respueste hemodingmice de
ber{a seguirse de una recuperacidn en les valeres del censume
de ex{gene. E1 que elle ne ecurra sugiere la existencies de una
afectacien metebelica primeria, en cuye case la afectacicn eri
troc{tica ne seria mas que la expresien lecalizada de una alte

racién basica general.

Les acontecimientes anterieres sugieren que les aceon
tecimientes que se suceden en el estado de sheck endotexice di
fieren per cemplete de les observades en les estades de sheck

que se acompafian de un estado circulaterie hipedinamice. En el



sheck endetéxice la lesieén celular seria la causa, y ne el —-
efecte, de la respuesta hemedinsmica. Con el fin de aclarar -
en le pesible cual es el acontecimiente "basice" precedimos
al estudie de les efectes de la administracién de endetoxina
a animales de experimentacien.

Ratas de raza "Wistar", maches, de un peso entre -—-
200 y 300 g. se separaron, al azar, en des grupes, une CoONm~—-
trel y otre 8l que se administre, s través de la vena de la -
cela, 1-2 mg. de Lipepelisacaride B de E.Celi per cada 100 g.
de peso. Las ratas a las que se administre endotexina se cem—
pertan, imdependientemente de la dosis/peso administrada, se-
gun des patrenes distintives que se distribuyen, aproximada--
mente, en un 50%. Un grupe experimente una rapide afectacién
del estade general que acaba en la muerte del animal en 60-90
min. E1 segunde grupe presenta una primera respuesta hiperglu
cémica que dura unes 45 min. siguiéndese de una fase hipeglu-
cémica pregresiva, que tras estabilizarse durante 3-4 h. des-
embeca en un rapide empeeramiente y muerte del animal a las -
6-7 h. de lg administracion de la endotexina. Se aceptaren pa
ra les diferentes estudies les animales que presentaren un pa
tren de respuesta correspendiente al segunde grupe. La tetali
dad de las ratas estudiadas tuvieren libertad de ingesta y ac
tividad hasta el momente de su sacrificie, mediante centusien

craneal bruscsa y exanguinacign inmediata per puncion intracar
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diaca. La sangre extrafda se conserve pars diferentes determi-
nacienes. La evelucien de les niveles de glucesa se siguieé per
repetidas puncienes en la vena de la cela. Tras la muerte del
animal, se precedie¢ immediatamente a la extraccién del higade
que fue sometido @& lavades de su arbol vascular cen una selu--
cien salina fiseleg{ca heparinizada, siende entences prepara--

dea para les diferentes estudies.

La hipeglucemia se relaciena coen un consume exagera~
de de glucesa y/e a una alteracién en la gluceneegénesis. Algu
nes auteres han indicado que la endetexina eriginar{e un des—-
aceplamiente de la fesforilizacien oxidativa, debiéndese el -~
consume exagerade de glucesa a un estade hipermetabélico. Se -~
he sefialade también que la endetexina ejerceria una accien de
tipe insulinico, con le que la hipoglucemia pedria resultar --
de un estimule selective en el consume de glucesa. Diferentes
experiencias sebre consume de oxigenc, temperaturas viscerales
y tasa de exidacieén de diferentes sustrates, parecen excluir -
la pesibilided de que la hipoglucemia sea debida a un estade -
hipermetabelice.

Nuestras ratas endetexémicas tras une primera fase -
hiperglucémica (p {0.05), presentan una hipeglucemia _—
(43.6%¥7.2 mg/100 m1; p £0.001), que tras la estabilizacien du-
rante 3-4 h. acaba con la muerte del animal. Durante la fase -
estabilizada de la hipeglucemia les animales muestran unes va-

leres nermales o discretamente disminufdes de dcide léctice —-



junte con unes valeres aumentados (p(p.OS) de dcide pirdvica.
La cencentracien de glucesa se realize mediante el -
métode de Nelsen. La determinacien de lactate y piruvate se —-
realize mediente la técnica de la dehidregenssa lactica.
Estudiaemes el consume de ox{gene de tejide hepatice
precedente de ratas endetexeémicas. Se incubaren slices de teji
do en uma selucieén Krebs-Ringer fesfate, midiéndese el consume
de ox{gene mediante un manemetre de Warbug. Ne ebservames dife

rencias significativas respecte al consume de oxigene (7.52°T

0.77M1/h/mg) .

Otras poesibilidades que pudieran explicar la hipeglu
cemia han side también estudiadas, habiéndese descartade pesi-
bles pérdides de glucesa per erina, as{ come el "desvie" de la
glucesa hacia etras rutas metabdlicas.

Parece legice pensar que sea una alteracien en la glu
coneagénesis la respensable de la incapacidad de recuperar e -
mantener unes niveles fisielégices de glucesa.

En una primera experiencia precedimes a determinar -
la capacidad gluconeogénica, a partir de piruvate ceme sustra-
te, de slices hepatices. Tras la extraccién y lavade del higa-
de estes fueren celecados en una selucidn Krebs-Ringer bicarbe
nate y congelades. Se tomé un bleque de tejido de cada viscera
siende preparades en slices de 0,5-0.6 mm de greser, cen un pe

se sece de 15-30 mg. Cada muestra se celecéd en un matraz de —-



Warbug que contenia 2.5 ml de solucién Krebs-Ringer bicarbonato

o Krebs-Ringer fosfato, afiadiéndose glucosa para una concentra—-
cién de 100 mg/100 ml, asi{ como 10 mM piruvato sédico. En el bra
%0 lateral del matraz se colocé 0.5 ml de una solucidn igualia -
1la presente en el cuerpo del matraz, junto con 0.25mci de -—-

2-14C-piruvato. Los matraces fueron incubados durante 10 min, ¥y

gasificados con una mezcla 02/C02 (95/5). Se abrié entonces el -
brazo lateral mezcldndose ambas soluciones gota-gota. Se permi--
tié seguir la reaccién durante 2 h, Estas condiciones fueron véd-
lidas, cuando la solucién fué Krebs-Ringer fosfato, para la de—-
terminacidén del consumo de oxigeno antes expuesta. Tras la incu-
bacién, se retiraron los slices de tejido que fueron llevados a

sequedad en vacio durante 12 h., para su posterior pesaje. Se to-
maron alfcuotas de 2 ml. de la solucidn de incubacién que fueron
desproteinizadas con Ba(OH)2 y ZnS04. El filtrado libre de pro-
tefnas fué analizado para determinar la concentracién de glucosa
segin técnica de Nelson. Se tomaron nuevas alicuotas que se mani
pularon segin técnica de La Noue y col. para la preparacién de -
fenilglucosazonas y el cdlculo de la actividad especifica de la

glucosa en el medio de incubacién al final de la experiencia.

Tanto las experiencias realizadas sobre un medio de in
cubacién Krebs-Ringer bicarbonato como Krebs-Ringer fosfato mueg
tran una disminuecidn significativa tanto respecto al incremento
en la concentracién de glucosa en el medio de incubacidn (p €0.05)

como a la cantidad de 14C-glucosa sintetizada (p{C0.0S).



En una segunda experiencia tratamos de confirmar la -
alteracidn gluconeogénica anteriormente sefialada. En este caso
se estudiaron higados perfundidos, estudidndose la capacidad —-
gluconeogénica tanto en éondiciones "basales™ a partir de lacta
to y piruvato como sustratos, como tras es el estimulo de la —-
adicién de dcidos grasos al medio de perfusién. Para esta expe-
riencia se obtuvieron los higados con los pediculos vasculares
¥y biliar. Tras las canalizaciones respectivas se colocaron los
higados en cédmaras de cristal, calentadas por un circuito de ——
agua, manteniéndose una temperatura en el interior de la cdmara
de 36-3792C. El pediculo arterial se conexiond a un recipiente -
que contiene la solucidén de perfusién, situado a 15=20 ém. por
encima de la viscera (altura que marca la presidén de perfusién).
La solucién se gasificé con una mezcla 02/C02 (95/5), consiguién
dose una éonc&ntracién de oxigeno en el liquido de perfusidén de
0.5-0.7 mM a la temperatura indicada., La concentracién de oxige
no en el liquido de perfusidén se controld inmediatamente antes
de su entrada al higado mediante un electrodo de platino., El ==
1fquido de perfusién, tras su paso por el higado se recogié por
drenaje por gravedad a partir de los pediculos de ias suprahepd
tica y porta, en un recipiente colocado en el fondo de la cdma-
r2 que soporta al higado, a intervalos de 15 min, determindndo-
se las concentraciones de glucosa, que reflejardn la tasa de --

gluconeogénesis a partir de los precursores del liquido de per-
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fusién., El medio inicial de perfusién fué una solucién tampona-
da. Krebs-Henseleit bicarbonato, con un contenido de albimina —
del 4%, siendo ajustado su pH a 7.40 tras su gasificacién con -
la mezcla 02/C02, Los sustratos gluconeogénicos (lactato y piru
vato) se infundieron continuamente con el fin de lograr una con
centracién constante durante toda la perfusién, afiadiéndose olea
to a los 30 min. de iniciada la perfusidén con el medio inicial,
El oleato se administré como una emulsién en combinacién con --
albimina. El normal funcionamiento hepdtico se controlé por la
apariencia macroscépica del organo, el flujo de bilis (aproximg
damente 0.1 ml/g tejido/h), el mantenimiento de una produccién
lineal de glucosa, la p02 del liquido que abandona la viscera,
asi como por el posterior estudio histolégico. Terminada la ——-
perfusidén los higados fueron retirados de la cdmara de soporte
y congelados con nitrégeno liquido y almacenados para posterio-
res investigaciones, La determinacién de las concentraciones de
glucosa en el medio de drenaje se realizé mediante la técnica -
de la glucosa-oxidasa.

El proceso gluconeogénico, tal como se ha estudiado -
~en esta experiencia, se presenta marcadamente alterado, confir-
mando los hallazgos sgefialados en la experiencia anterior. Nues-
tros resuitados indican un fracaso gluconeogénico desde el co—-—
mienzo de la experiencia, aunque algunos autores han indicado -

una primera fase de hiperrespuesta. la afectacidn es evidente -

tanto con piruvato (p(0.0S) como con lactato (p&0.05) como ==



sustrato. La adicidén de oleato al medio de perfusién, que en —-
los controles dobla la tasa gluconeogénica, presenta una res——-

puesta muy disminuida en los endotéxicos (p<:0.001).

Ia alteracidn gluconeogénica puede tener su origen en
una afectacién de las enzimas implicadas en dicho proceso, o ——
bien de alguno de los mecanismos de control enzimdtico.

Se procedid al estudio de la actividad correspondien-
te a las tres enzimas gluconeogénicas "claves" en higados de ra
tas sometidas a endotoxemia. la actividad de la glucosa-6-Pasa
gse determind en homogeneizados hepdticos totales segun la técni
ca de Swanson, La determinacidén se.basa en la incubacidn del --
sustrato con la enzima especifica y medicién del ogtofosfato -
liberado mediante el método de Chen, La fructosa-1,6-diPasa se
ensayé en la solucidén sobrenadante de los homogeneizados hepdti
cos centrifugados a 30.000 g/1h. Se utilizd el método de Taketa
y Pogell., La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa se estudidé median
te el método de Nordlie, basado en la formacién de fosfoenolpi-
ruvato a partir de oxalacetato e ITP, en presencia de Mg y car—
boxiquinasa; determindndose el fosfoenolpiruvato mediante la —-—
técnica de Bandurski y ILipman. La valoracidén de proteinas se —-
realizé mediante el método de Lowry.

Los resultados obtenidos no muestran unos valores sig
nificativamente disminuidos para ninguna de las tres enzimas.

Desde un punto de vista meramente experimental, la actividad de
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la glucosa-6-Paga aparece discretamente disminufda (sin valor
estadistico). Algunos autores, que en experimentos similares -
han sefialado una disminucidn significativa en la actividad de
la glucosa-6-Pasa, con normal actividad de las otras dos, son
partidarios de la idéa que tal afectaciédn debe ser secundaria
a alguna alteracidn en los mecanismos de control enzimdtico, -
que actlan a un nivel inferior al de la actuacién de esta enzi
ma; interpretdndose que la disminucidn en la actividad de la
glucosa-6~fosfatasa debe ser secundaria a una disminucién en -

la cantidad del sustrato para dicha enzima.

Parece, por tanto, que la alteracidén en la gluconeo-
génesis que se presenta en animales sometidos a un estado de -
shock endotdéxico se debe a alguna alteracidn en los mecanismos
de control y no a una afectacidn primaria de las enzimas gluco
neogénicas. Con el fin de estudiar la secuencia gluconeogénica
se procedié al estudio de los diferentes intermediarios metabd
licos perfundidos con soluciones que contenian lactato o piru-
vato como sustratd; tanto en condiciones basales como tras la
adicién de oleato. El procedimiento seguido en la determina—
cién de los diferentes intermediarios gluconeogénicos, a ex—-
cepcidn del oxalacetato (que se determind en una experiencia
aparte) fué el de MAITRA y ESTABROOK, basado en la deteccidn

fluorométrica de los cambios en la fluorescencia nativa de los



piridin-nucledtidos reducidos durante el ensayo enzimdtico de
los metabolitos celulares. Mediante la técnica propuesta por -
estos autores puede obtenerse un registro continuo de los cam——
bios en la fluorescencia que se producen en el transcurso de ww
una experiencia. El acoplamiento del método fluorométrico a sig
temas enzimdticos permite miltiples experiencias en cada ensa—-—
yo, lo que proporciona un estudio secuencial de la casi totali=-
dad de la via gluconeogénica. El oxalacetato se determiné me=--
diante el método de la malato dehidrogenasa.

Los diferentes valores obtenidos en los higados endo-
toxémicos se representan como porcentajes del valor de referen-
cia normal. Los valores normales se localizan en una linea rec-
ta que representa el 100% de actividad para cada valor, con lo
gue los valores "problema" se situardn por encima o por debajo
de esa linea (puede ser que coincidan en alguna ocasién). La —-
unién de los puntos representantes de cada valor dard lugar a -
una linea irregular que, en caso de que dos puntos consecutivos
se sitlden uno por encima y otro por debajo de la linea basal, -
cruzard dicha linea. Tal representacién, debida a Williamson y
col. se denomina “crosover plot®, y muestra las deplecciones y
acumulos relativos de los diferentes metabdlitos en el tejido,
Los puntos de entrecruzamiento sefialan "sitios de interaccién®
en la secuencia metabdlica,

Los hechos mas significativos en esta experiencia es

un acumulo significativo (p<:0.001) de fructosa-1, 6-diP, junto
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una depleccidn de fosfoenolpiruvato (p<:0.001), 3-fogfoglicerato
(p{0.05) y glucosa-6-fosfato (p <0.001). Existen, por otro lado
entrecruzamientos en los pas@€ piruvato --» oxalacetato y 3-P-
glicerato =-» fructosa-1, 6-difosfato.

La Figura n? 24 muestra la secuencia gluconeogénica —-

asi como los mecanismos de control de las enzimas gluconeogéni-—--~
cas “"claves® o unidireccionales, junto con las enzimas glicoliti
cas “oponentes"., Este esquema nos servird de guia en la interpre
tacidén de los datos obtenidos, El acumulo de fructosa-1,6-diPgmmm
puede debérse bien a una inhibicién de la fructosa-1, 6-diPasa o
a un estimulo de la fosfofructoquinasa. Esta situacidén se segui-
ria de una depleccidén de fructosa-6-P y glucosa-6-P, E1l acumulo
de fructosa-1, 6-diP provocaria, por otro lado, una activacidén -
de la piruvato quinasa, lo que provocaria una depleccién en los
niveles de fosfoenolpiruvato por inhibicidn de su sintesis., Ine-
tentaremos aclarar el mecanismo primario que origina esta situa-~
cidn.

La observacién de que la adicién de dcidos grasos a hi
gados perfundidos estimula la produccién de glucosa, fué publica
da por primera vez por Kruger y col., y posteriormente confirma-
da por diversos autores, inclufdo nuestro trabajo. El efecto se
debe a un aumento en la gluconeogénesis, y no a una activacién -
de la glicolisis. Los prerequisitos bdsicos para que pueda tener
lugar el proceso gluconeogénico estdn dmpliamente aceptados: —-

aporte de sustratos que presenten estructuras hidrocarbonadas ca
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Figura n? 24, pasos "unidireccionales" en la secuencia gluconeogénica. PIR, piruvato.
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difosfatasa., PFK, fosfofructo quinasa. G6Pasa, glucosa-6-fosfatasa. GK, glucoqui >
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paces de ser utilizadas; equivalentes reductores para la reduc-
cién del 1,3-difosfoglicerato a gliceraldehido-3-P, y restos fos
fato de alta energia necesarios en los pasos de la piruvato car
boxilasa, fosfoenolpiruvato carboxiqﬁinasa y fosfoglicerato qui
nasa. En la actualidad el punto de mayor interés se ha dirigido
hacia el estudio de los denominados "pasos limitantes® en la se
cuencia gluconeogénica, en especial sobre los factores que con-
trolan dichos pasos enzimdticos.

Normalmente, tras la adicidn de oleato, con piruvato
0 lactato como sustratos gluconeogénicos, se produce un incra—=
mento de oxalacetato, malato y fosfoenolpiruvato, mientras que
disminuye el piruvato, Este comportamiento localiza un "sitio -
de interaccién™ a nivel de la reaccién de la piruvato carboxilg
sa, indicando la intervencién de un activador especifico en es-
te paso. Parece ser que la Acetil-CoA es un activador obligato-
rio de la piruvato carboxilasa. El incremento observado en los
niveles de Acetil-CoA tras la adicién de dcidos grasos estd de
acuerdo con la hipétesis de que sea dicho compuesto el responsa

ble de la activacién de la piruvato carboxilasa.

Junto con la interaccidn antes sefialada, a nivel de -
la piruvato carboxilasa, exi{ste una segunda interaccidn, tras -
la adicién de oleato, en el paso entre fructosa-1,6-difosfato Yy
fructosa-6-fosfato. Dado que este es un paso "unidireccional*" §
“limitante" en la secuencia gluconeogénica, debe estar implica-

da bien una estimulacidn de la fructosa-1,6-difosfatasa o bien
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una inhibicién de la fosfofructo quinasa, Ambas enzimas exhi——
ben propiedades alostéricas. La fructosa-1,6-diPasa es inhibi-
da por AMP y fructosa-1,6-DiP, mientras que la fosfofructo qui
nasa es inhibida por ATP y citrato, y es activada por la fruc-
tosa-1,6-difosfato, fructosa-6-fosfato, AMP, ADP y Pi' Determi
naciones de los diferentes adenin-nucledtidos y 4ecido eitrico,
en las condiciones de la experiencia que ahora analizamos, ==
muestran un incremento en los niveles de AMP, ADP y citrato y
una disminucién de ATP, tras la adicidn de oleato. A la vista
de los acontecimientos sefialados no es posible implicar una re
gulaciéﬁ alostérica sobre las enzimas responsableé del paso —-
fructosa-1,6-diP-~-> fructosa-6-P a partir de variaciones en el
AMP, ADP o ATP, pues los cambios detectados en la situacién agc
tual ocurren en direccién opuesta a la exigida para su regula-
cién alostérica. De todos los compuestos investigados, que se
conocen como reguladores alostéricos del paso enzimdtico en —-
discusién, Unicamente el citrato (inhibe a la fosfofructo qui-
nasa) parece ejerce? una funcién de control. Parece por tanto
1légico pensar que el “"paso limitante primario" en el proceso -
gluconeogénico reside a nivel del primer sitio de interaccidén
(donde se regulan los niveles de citrato) a nivel de la piruva
to carboxilasa.

Cuando se utiliza lactato como sustrato existe un —-

aprovisionamiento de equivalentes reductores directamente al -
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citosol, Con piruvato como sustrato los equivalentes reductores
gon generados en la mitocondria, con lo que dichos equivalentes
deben pasar a través de la membrana mitocondrial para que pue—-—
dan ser usados en los pasos reductores gluconeogénicos (E;gggg

ne 25). Se acepta que el NADH no atraviesa la membrana mitocon-
drial lo suficientemente rdpido como para acoplarse directamen-
te a dicho proceso. Los equivalentes reductores se transportan

indirectamente como malato. La permeabilidad de la membrana mi-
tocondrial, para cualquiera de los "transportadores" de malato

serd, en Ultima instancia, quien regule la tasa gluconeogénica,
al controlar el aprovisionamiento de equivalentes reductores al
citosol.

Ia Figura n? 26 resume los efectos de la adicién de -

dcidos grasos sobre la actividad de las engzimas gluconeogénicas.,
El acontecimiento primario seria un incremento mitocondrial de

acetil-CoA y NADH. El incremento en la reduccién del sistema -
NAD mitocondrial se transmite al sistema NAD del citosol, lo —-
que estimula la conversidn del 1,3-difosfoglicerato a gliceral-
dehido-3~fosfato. Los niveles incrementados de acetil-CoA acti-
van a la piruvato carboxilasa. Con un aporte éptima de piruvato
1la concentracidén de oxalacetato mitocondrial'incrementa, con lo
que se estimula la produccién de citrato, Cuando la tasa de pro
duccidn del citrato excede los requerimientos del ciclo del dei
do citrico, el citrato es desplazado hacia el citosol, donde —-—

inhibe la fosfofructo quinasa, disminuyendo la tasa de recicla-
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miente entre la fructesa-1,6-diP y la fructesa-6-P.

Les resultades ebtenides enflas experiencias sebre -
higados precedentes de animeles endetexemices muestran un pa-
tren diferente (acumule de fructesa~1,6-diP, y una depleccien
relativa de fosfeenelpiruvate, 3-P-glicerate y glucesa-6-P),
précticamente invertide al que acabames de analizar pars sis-
temas "contreles sanes". Poedemes hipetetizar que en la situa-
cien endetexémica debe existir alguna afectacién del mecanis-—
me primarie del contrel gluceneegénice, que se ha "situade" -
en una nermal permeabilidad de la membrana mitecendrial al in
tercambie de equivalentes reducteres entre mitocendrial y ci-
tes0l. Un cempueste, el malenate de butile, un inhibider del
transperte de malate y que altera la gluconeegenesis, preveca
un patren del cempertamiente de cada une de les intermediaries
gluceneegénices muy similar al ebtenide trabajande cen higa--
des endetexémices.

Estudies con mitecendrias aisladas han sefialade que
el malenate de bﬁtilo e8 un inhibider del intercambie malate-
fesfate & través de la membrana mitecendrial. La observacién
de que el malenate de butile es un inhibider efective de la -
gluconeegenesis (usande piruvate cemo sustrate) en higades de
rata perfundides, apoya el ceoncepte de gque el fluje de malate
desde la mitecondria al citesel es unwécontecimiento obligate
rie en tal preceso. El heche de que la gluconeogénesia a par-

tir de lactate esté igualmente afectada per el malenate de bu
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tile es de particular interés, dade que coen lactate come sug
trate el fluje nete de malate se realiza desde el citesol a

la mitecendria, actuande simulténeamente el aspartate cemo -
"transportador" del exalacetate desde la mitecendria al ci--

tesel (ver Figura n? 25), La inhibicién del intercambie de -

melate dismimuiria el efluje nete de exalacetate hacia el ci
fosol, le que disminuir{a la sintesis de feosfeenelpiruvate
¥y, per tante, la fermacién de glucesa.

Cuande el piruvate es el sustrate principal existe
una cempetencia entre la gliceraldehide-3-P dehidregenasa y
la lactate dehidregenasa respecte & la utilizacien del NADH
generade per la malate dehidregenasa en el citesol (ver Fi--
gures n? 20 y 21). Dade que el efluje de malate desde la mi-
tecendria es el mecanisme de transperte tante para equivalen
tes reducteres ceme hidrecarbenades desde la mitecendria, la
utilizacien de equivalentes reducteres para la fermacion de
lactate resulta en "excese" relative respecte & la utiliza--
cien de les "equivalentes hidrecarbenades" en el citosol, le
que se manifiesta bor un scumule de 3-P-glicerate y una de--

pleccien de dihidrexiscetena~P.

La adicién de malonate de butile, ne sele disminu-
ye la relacién NADH/NAD en el citesel, sine que preveca una
disminucien en la concentracien extramitecendrial de citrate,
le que prevecarfa a su vez una desimhibicién de la fesfefruc

te quinasa, respensable del acumule de fructese-1,6-difesfa-



- 86 -

te y de la depleccien de fructesa-6-fesfate y glucesa-6-fes-
fato. La redistribucien del citrate debe ser secundaria & —-
una slteracien en el intercaembie malate -citrate, prevecade

per el aumente en la concentracien de melste mitecendrial.

Les scentecimientes revisades, comparéndolos con -
les heches ebservades en nuestres estudies sobre higedes en-
detoxemices, permiten hipetetizar que el acentecimiente pri-
marie prevecade per la endetexina seria el de una lesién en
la membrans mitecendrial que resultar{a en una alteracien en
ol intercambie del malate. Elle dar{a luger a una disminucieén
en la cencentracien de equivalentes reducteres en el citesel
a la vez que originaria un aumente en la cencentracien del -
melste mitecendrial y una redistribucién del citrato. La dis
minucien del citrate en el citesel prevecaria una activacidn
de la fesfefructe quinasa, seguide de un aumente en les ni--
veles de fructesa-1,6-difesfate y una disminucién en les ni-
veles de fructesa-6-fesfate y glucesa-6-fosfate. E1 incremen
te en la cencentracien de la fructesa-1,6-difesfate activa—-
rie e la piruvete quinasa quien preducir{a una disminucien -

de la fermecien neta de fesfeenelpiruvate.

Les heches antes mencienades, junte cen las cenclu

sienes sugeridas nes permiten supeoner que la "lesien celu——-—
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lar" y, en ultima instancia, la "lesien molecular" analizada,
es el acentecimiente primarie, y desde luege, distintive, del
estade de sheck endotexice. Ante una base fisiepatelégica, -
supuestamente conecida, es légice dirigir la accién terapéu-
tica sebre ella, dade que, si legrames actuar sebre tal alte
racien tendremes la pesibilidad de la recuperacien del cua~-
dre. Ne cebe duda que una alteracien fisiepatelegica "espe—-
cial" estd presente en estes pacientes cuande se cempara la
evolucien respecte a aquelles pacientes en un estade de sheck
hipevelémice e cardiegénice. La resteuracien de la velemia -
en un case, ¢ el "seperte" de la bhemba cardiaca (asistencia
farmacelegice e mecenice) en el etro, as{ ceme una asisten—-
cia del "cuadre general" (equilibriévhidroelectrolitico y -
dcide-base) mediante un tratamiente "inespec{fice" en ambes
se sigue de la recuperacien del paciente (ne pretendemes dis
cutir la "fase irreversible" del sheck). Elle ne ecurre en -
el paciente en estade de sheck endetéxice. E1 mantenimiente
de una adecuade velemia, la cerreccien de cualquier altera—-
cien del equilibrie acide-base e hidreelectrelitice del pa~-
ciente (aunque tal atencien "inespecifica" es esencial y exi
gitivae) ne suelen revertir el cuadre. Surge entences la pre-
gunta de la utilidad de un tratamiente negpec{fice", dirigi-
de hacis el sustrate fisiepateldgice "respensable" del cua—-

dre.
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Numereses intentes han ide surgiende junte cen la
evelucien del cenecimiente sebre la genesis del cuadre. Va-
sepreseres, vasedilataderes, combinacienes de ambes, etc.,
se han ensayede cen mayer © mener éxite, dependiende de la
"egcuela" que prepuse su empleo. Con tedes elles las super—
vivencias alcanzadas pece variaren, y su emplee frente a un
tratamiente "inespeci{fice" exclusive sigue siende émpliamqg

te discutide.

Un nueve campe en la terapéutica "especi{fica" del
estade de sheck endeteéxice parece efrecerle el use de les -
glucecerticeides.

Cen el nembre de glucecerticeides se agrupan aque
1las hermenas certicesuprarrenales que regulan, caracteris-
ticamente, el metabolisme intermediarie de la glucesa. Les
glucecerticeides sintetizades en el certex sdrenal sen répi
damente secretades, existiende un discrete almacenamiente -
en las gléndules de erigen. E1 cortisel (principal glucecer
ticeide circulante) es le suficientemente seluble ceme para
peder ser transpertade per el plesma. Sin embarge, una alfa
&lebulina especi{fica, cenecida per transcortina, sirve come
transpertader esPecifico del cortisel y algin etre esterei-

de, funcienande este cempleje ceme un reserverie circulan--
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te. Este "peel" es pequefie en cemparacien cen el que preper—
ciena el tejide adipese. El certisel libre (el 10% del circu
lente) esta en equilibrie cen el "combinade". Ne existen —-
pruebas que sefialen para la transcertina slguna funcien bie-
légica, aunque s{ puede influencier la cinética de la inacti
vacien del certisel per el higado. La naturaleza hidrof‘hica
de les glucecerticeides sugiere una actuacien sebre la mem—-—
brana celuler. Se ha indicade que tales hoermenas interaccie-
nan e incluse medifican algunas de las prepiedades de las -
membranas. Se han sefialade preteinas recepteras especificas
para les glucecerticeides en el citesel, pareciende necesa--
ria la interaccien glucecerticeide -recepter especifice para
la subsecuente respuesta a tales hermenas. E1 compleje cer-~
tisel - recepter parece atravesar la membrana nuclear "ace--
plandese" de mesnera reversible sebre la crematina nuclear,
pudiende ejercer su accien ceme un "regulader" de la trans—-
cripcién. Le inhibicién de la sintesis del mRNA inhibe la -~
accién del certisel, aunque per etre lade se ha sefialade que
el cortisel actua mediante la activacién en la incerperacien
de precurseres nucleetidices. Se admite actualmente que el -
recepter se cemperta ceme una preteina alostérica, seﬁaléndg
se que el grupe 11=-hidrexil de la estructura estereidea es -
respensable de la capacidad de aceplamiente al recepter, ——-
mientras que el grupe 21-hidrexil es el respemnsable de la ca

pacidad de desplazar el equilibrie alestérice del recepter -
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hacia la ferma "activa". La respuesta al certisel se hace —-
evidente dentre de les 10 — 30 min. de su administracien, ——
tiempe requeride pars la secuencia de acentecimientes que me
dian haste su actuacién. Se sugiere que el estereide se dise
cia répidamente de sus recepteres espec{ficos, siende la vi-
da media de este ascentecimiente de unes 10 minutes.

Daeda la multiplicidad de les efectes metabelices -
de les glucecerticeides, ne es serprendente que, précticamqg
te, la tetalidad de las estructuras esteé influenciada per eg
tas hermenas, siende dificil determimar cuadles sen las es——
tructuras primariemente contrelsdas y cusles le sen de una -
manera secundaria. La respuesta general puede ser debida al
est{mule o inhibicién, especifice, de determinadas enzimas,
cada una de las cuales centribuye de une u otra manera al pa
tren catebélice e ansbelice general. Asi per ejemple, les —
glucecoerticeides se cempertan come activaderes del "eperen"
gluconeogénico. De heche, estas hermenas recibieren su dene-
minacieén per su efecte sebre el metabolisme de la glucesa.
Esta terminelegia puede ser demesiade limiteda pare une her-
mena que afecta, primitivamente, lsa sintesis de mRNA.

Les glucecorticeides ne se encuentran en les preca
rietes. Aunque ha persistide durante la evelucien una estre-
cha relacién entre el 3,5~ AMP y el metebelisme de la gluce-

sa, parece que el mecanisme principal per el que ecurre la -
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regulacien del AMP cfclice ha sufride una transformacieén des
de un nivel transcripcienal a un nivel pest-transcripcienal.
A ceusa de su relacien con la cemservacidn de la g€lucees, y
la pesible similitud de su mecanisme de accien cen el del -
AMP c{clice en las bacterias, es posible eapecular gue, en
les eucarietes, les glucecerticeides han reemplazade al -—-
3:54AMP en diferentes actividades "transcripcienales".
Junte cen su accién "primarie" gluceneegénica, in
terrelsciensda cen la accién de catecelaminas, glucagen e -
insulina, en el centexte general del metabelisme hidrecarbe
nade, les glucecerticeides juegan un impertante papel en el
precese de diferenciacien y desarrelle de diferentes estruc
turas (surfactant, mielina, retina, mame, etc.). La interre
lacieén respecte a sintesis y actuacien de etras hermenas —-
es, de igusl manera una accién fundamental. Una accién de -
estes cempuestes, en Intima relacién cen el preblema que —-
nes ecupa, es8 la prepledad de "jestabilizar membranas bioli
gicas?", en especial las lisesemicas, prepiedad del mayer -
interés en cuante se ha adjudicade a estas estructuras un -
papel primerdisl en el desarrelle del estade de sheck, w——=
Accien blequeadera elfa y efecte inetrepice pesitive sen —-
nuevas prepiedades de aplicacien directa en el tratemiente
de este cuadre. Mencien especial merece el heche de que "de
sis masivas" de gluceceorticeides parecen e jercer efectes —-
"prepies" respecte a las acclenes de "desis figiol‘gicas" -

de lg hermena.
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Les 154 pacientes en estade de sheck endetdxice a -
quienes nes hemes referide en les diferentes estudies realiza
des, fueren dividides, al azar, en una serie de grupes que re
cibieren les distintes tipes "especifices" de terapéutica que
se aceptan ceme "utiles" en tal estade clinice. Se intente —-
cemprebar, aparte de la respuesta glebal (supervivencia e ne)
a les diferentes tratamientes, el efecto de las diferentes --
"dreogeas" sebre les parémetros, e acentecimientes metabelices,
que se afectan "especificamente" en este tipe de sheck. Fren-
te a les numereses trabajos realizades sebre un punte de vis-
te hemedinamice, practicamente ne exist{a trabaje algune des-
tinade & cemprebar la relacien entre la administracieéen de de-
sis masivas de glucecorticeides y la respuesta dal eritrecite
traducida per medificacienes en le funcien de la hemeglebina,
y que ne sera mas que el refleje lecal de un efecte general,
si, ceme hemes admitide, la alteracien eritreci{tica ne es mas
que el efecto "lecal" en una alteracien genersl prevecada per
la endetexina.

El efecte beneficliese de les glucecerticeides en pa
cientes en estade de sheck endetéxice es aceptade ¢ ne segun
las "escuelas".

En la tetalidad de les pacientes se determine, an—-
tes de la instauracien de terapéutica alguna, les siguientes
parémetres: 2,3-DPG, P50, diferencia arterie-venesa de exige--

ne y censume de ox{gene; determinacienes que se repitieren a






