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INTRODUCCION

La curva de la oxihemoglobina muestra la relacion que
hay entre la presidn parcial de oxigeno (POy) y el porcien-
to de hemoglobina que lo transporta. Cuando la sangre pasa
a los vasos sanguineos y los tejidos, el oxigeno es libera-
do por la hemoglobina y en consecuencia disminuye la canti-
dad de oxihemoglobina (Hboz). Los factores que controlan la
liberacidn de oxigeno a los tejidos son: a) concentracidn -
de HbO,, b) flujo sanguineo, c) la PO, y d) la afinidad de
la hemoglobina por el oxigeno. Si esta afinidad aumenta se
dificulta la entrega de oxigeno a los tejidos, para compen-
sar esta situacidén existen varios mecanismos como son el au
mento del flujo sanguineo que propicia el paso de mayor vo-
limen sanguineo por los tejidos en la unidad de tiempo, y -
la disminucion de la PO, de los tejidos, estableciendo una
diferencia de gradiente mayor de dicha PO, que facilite la
oxigenacidn de los mismos. (1)

La Pgy es la POz a la cudl la hemoglobina estd en un

50% saturada con oxigeno. Este valor define los cambios re-



lativos en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

Lavoisier y Priestly en 1774 reconocieron que el co -
lor de la sangre y el oxigeno del aire estaban relacionados
Berzelius en 1895 dijo que la propiedad de transportar oxi-
geno residia en la substancia colorante de la sangre y que
estaba relacionada con el fierro. Hopper-Seyler en 1859 es-
tudid la espectroscopia del pigmento de la sangre, pero fPé
hasta 1917 cuando Hasselbalch realizo las primeras obser -
vaciones de la curva de disociacidn de la oxihemoglobina -
(cpo) . (2)

La Pg puede variar debido al efecto de factores co-
mo el pH, la presion de CO, (PCOZ)' la saturacion de meta-
hemoglobina, la fuerza idnica, la saturacidn de la hemoglo
bina por el CO, y la concentracion del &cido 2,3 difosfo -
glicérico (2,3 DPG). (3)

El valor de la Pgy es un dato importante para deter-
minar la capacidad sanguinea dJde transporte y libgracién de
oxigeno, mismo que resulta de gran utilidad en la valora -
cién de algunas situaciones patoldgicas.

Con el propdsito de conocer la influencia de la alti-

tud sobre la Pgg, en el presente estudio se determinaron -



los valores de la Py, en las condiciones de la ciudad de Mé
xico (2,240 metros sobre el nivel del mar) a 64 sujetos que
fueron divididos en dos grupos, uno de fumadores y otro de

no fumadores, considerados como normales, para poder esta -
blecer la comparacidén de estos datos con los informados por

otros autores al nivel del mar.
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GENERALIDADES

La hemoglobina en su estructura actual es una pro-

teina respiratoria con importantes propiedades funciona-
les, responsable del transporte de oxigeno en los mamife
ros terrestres.
Muchos aspectos de su funcidn fueron descritos con clari-
dad, detalle y precisidn por los grandes fisidlogos del
periodo comprendido entre 1900 y 1930. Joseph Barcroft en
su eminente monografia de 1928, sefialaba que: a) la hemo-
globina es capaz de transportar grandes cantidades de oxi
geno, b) se requiere una gran solubilidad de la misma pa-
ra realizar tal funcién, c) ésta debe unirse con el oxige
no a una velocidad adecuada, en la cantidad necesaria, en
las condiciones que se encuentra en la sangre y liberar-
lo en los tejidos. E1l &cido carbdnico tiende a desplazar
el oxigeno de la hemoglobina, el efecto contrario se ob-
serva en las soluciones alcalinas. (4)

Bohr en 1892 describid por primera vez la CDO y le

didé la forma sigmoide; recientemente se ha podido expli-



car esta forma en "S" de acuerdo a su estructura y propie-

dades. (3)

I. ASPECTOS FUNCIONALES IMPORTANTES DE LA ESTRUCTURA DE

LA HEMOGLOBINA.

Las proteinas tienen una estructura primaria, es de-
cir, una composicion de aminodacidos por orden de sucesion,
fijado desd el punto de vista genético, en tanto que las es
tructuras secundaria y terciaria son influidas tanto por -
los componentes intrinsecos como por el ambiente. La hemo -
gloﬁina humana estd constituida por dos pares distintos de
cadenas de aminoacidos, cada una con ﬁn sitio de enlace pa-
ra el oxigeno, llamado grupo hem. Aproximadamente el 90% de
la hemoglobina de los eritrocitos del adulto es hemoglobina
A, compuesta por dos cadenas alfa y dos cadenas beta. En el
varon adulto, la hemoglobina Aqy, contiene dos cadenas alfa.
y dos cadenas delta, constituye s6lo de 0 a 2.5 por ciento,
en tanto que hay menos del 1 por ciento de hemoglobina F, -

con dos cadenas alfa y dos cadenas gamma.



La cadena alfa tiene 141 aminodcidos y la cadena beta 146.
La estructura primaria de estas cadenas se determind en
1967, su estructura secundaria tiene una proporcidn rela-
tivamente grande de espirales alfa, hay siete segmentos
distintos de siete a ventiGn aminodcidos para la confor-
macidén de la espiral alfa en las cadenas alfa (llamadas A,
B,C,E,F,G y H), v ocho segmentos de la espiral alfa de
las cadenas beta (llamadas A,B,C,D,E,F,G y H). Las espi-
rales estdn unidas por puentes de aminodcidos en una dis-
tribucidén al azar. Los segmentos helicoidales tienen una
posicién claramente definida en el espacio, asi por ejem-
plo, en la estructura terciaria la espiral A estd cerca de
las G y H. Las espirales E yF forman una hendidura hidroé-
foba en la cudl estd insertada la mitad del hem. A la re-
lacidén espacial de las cuatro cadenas subunidades se les
denomina estructura cuaternaria de la hemoglobina.

El hecho de que los cristales de la oxihemoglobina
son de forma acicular, distintos a los de la hemoglobina
mal llamada reducida que son hexagonales, fué el primer
indicio del conocimiento de que la reaccidén de la hemoglo

bina con el oxigeno se acompafia de un cambio en su estruc



tura molecular durante la oxigenacidn. Perutz propuso que -
la combinacidon de una molécula de oxigeno con un grupo hem-
altera la posicidén del idn ferroso en el anillo hem.

Esto a su vez desencadena una serie de acontecimientos fisi
coquimicos que altera la posicidn de la cadena peptidica de
modo que se rompe el puente salino con una cadena vecina, =
1o que da por resﬁltado un cambio en la afinidad del grupo
hem por el oxigeno en esta cadena. Por lo tanto cada com-
binacidén de una molécula de oxigeno con el grupo hem faci-
lita la fijacion del siguiente. Hay estudios que sugie -
ren que durante la oxigenacidn del tercer hem cambia la es-
tructura cuaternaria de la hemoglobina. Estas reacciones -
moleculares son causa de la forma sigmoide de la curva de
disociacidén de la oxihemoglobina. (3,4,5)

Ademis de la forma, la posicidon de la CDO es también
indicadora de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.
La fig.I ilustra que una proteina mondmera como la mioglo -
bina tiene una afinidad mucho mds grande por el oxigeno que
la tetrdmera como la hemoglobina.

Asi, la estructura cuaternaria de la molécula impone limita

ciones en los mondmeros segun Perutz, estas limitaciones --
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son seis puentes salinos enlazados con el oxigeno (cuya po
sicidn real se ha identificado ya y deben ser rotos antes -
de que sea completa la oxigenacidn del tetrdmero.
De aqui que la curva de disociacidn del monomero no tenga -
una forma sigmoide, y si mayor afinidad por el oxigeno a -

causa de la falta de puentes salinos. (3)

IXI. FACTORES QUE AFECTAN LA CURVA DE DISOCIACION DE LA

OXIHEMOGLOBINA.

La afinidad de la hemoglobina por el oxigeno es defi-
nida por la Pg, la cudl representa la presibén parcial del -
oxigeno donde el 50% de la hemoglobiné esta enlazado con el
oxigeno a un pH de 7.4 y 37°C de temperatura (fig. II cur -
va A). El valor normal de Pg,y es aproximadamente de 26 mm
Hg al nivel del mar. Una disminucidén en la afinidad de la -
hemoglobina por el oxigeno representa una desviacidn hacia
la derecha de la curva de disociacidn de la oxihemoglobina
(cpo) y es por lo tanto representado por un aumento en -
la Pgg (fig. II curva B), mientras que un aumento repre-

senta una desviacién hacia la izquierda de la curva de
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disociacion y una disminucién en la Py, (fig.II curva C).
La forma sigmoide normal de la CDO es particularmente apro
piada para esta funcidén. El grado de desviacidn hacia la -
derecha o hacia la izquierda tiene un pequefio efecto sobre
la saturacidn de oxigeno arterial, cuando la PO, esta den-
tro de los limites normales al nivel del mar (80 a 100 mm
Hg) .

En los vasos capilares, un pequefio cambio en la PO, estd -
asociado a un cambio significativo en la saturacidén de oxi
geno de la sangre. Sin embargo, si la diferencia de la sa-
turacién de oxigeno arterio - venosa permanece constante,
una desviacidén a la derecha es acompafiada por un aumento-
en la mezcla de la presidn de oxigeno venosa, (Pyg,) (fig.
II curva B) y una desviacidn a la izquierda esta acompafia-
da por una disminucidén en la Pygoz (fig.II curva C).

Si la Pyg, permanece constante, resulta que la saturacidn
arterio-venosa de oxigeno aumenta con una desviacidn a la
derecha y disminuye con una desviacibn hacia la izquierda.
Como la cantidad de oxigeno, transferida de la sangre a

la mitocondria es relativamente la presidn diferencial de

oxigeno, puede decirse que una desviacidn hacia la dere-
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cha facilita esta transferencia y una desviacién hacia la
izquierda la afecta. (6)

A continuacidn se exponen los factores que afectan la CDO.

a) Temperatura.

Paul Bert en 1872 observd que la sangre estaba sa-
turada con Oy en un 90%, bajo una tensidén de oxigeno de
15 mm Hg a la temperatura ambiente, en tanto que sélo lo
estaba en un 50% bajo la misma tension a temperatura cor-
poral. Barcroft y King en 1909 confirmaron estas observa-
ciones en las soluciones de hemoglobina y en la sangre to
tal.

La disminucidn en la afinidad por el oxigeno ( cam-
bio de la curva hacia la derecha) al aumentar la tempera-
tura coincide con el hecho de que la reaccidn del oxigeno
con la hemoglobina es exotérmica. Diversos invetigadores
han determinado la magnitud del cambio de la CDO de la san
gre total con la temperatura en términos de una ecuaciodn
que relaciona los cambios de la PO, con la temperatura a

una saturacidén constante. Severinghaus al preparar su re
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gla de cdlculo de los gases sanguineos, revisd este trabgo
y utilizd la siguiente ecuacién: (3,5,6)

log POy = 0.024 T

b) Iones de hidrdgeno y bidxido de carbono.

El efecto Bohr relaciona la influenciaa de 1la con-
centracién de los idnes hidrdgeno con la afinidad de la he
moglobina por el oxigeno. El nombre data de las observacio
ness de Bohr, Hasselbalch y Krogh, quienes notaron que el
CO, influia en la posicidn de la curva y por lo tanto daba
la primera indicacidn de que la acidez del ambiehte podia
cambiar la CDO.

Como ya se explicd, la oxigenacién de la hemoglobis
na se acompana de ruptura de los puentes salinos en la mo-
lécula de la hemoglobina. La escicidén de dos de estos puen
tes provoca la liberacidén de un grupo dcido, que di como
resultado una disminucidén en el pH liberahdose protones
con mds facilidad.

Asi la oxihemoglobina es un acido mis fuerte que la mal

llamada hemoglobina reducida, como resultado los protones

son fijados preferentemente por esta forma; esta fijaciodn
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se acompafia de una disminucién en la afinidad por el oxige-
no y cambia la CDO hacia la derecha.

Los efectos del CO, en la curva pueden dividirse en el
efecto clasico de Bohr, y en un efecto del Co, por si mismo,
puesto que este compuesto se puede combinar con grupos amino
no cargados para formar compuestos carbamino.

La magnitud del efecto Bohr puede explicarse por una satura-
cidn constante de la heémoglobina por el oxigeno con el consi
guiente cambio de la PO, producida por una unidad de cambio

en el pH. Durante muchos afios se pensd que el valor numérico
relacionado con estos factores era constantes sin embargo, -
parece que varia. En la actualidad se conocen los siguien -
tes valores : a) log P02 = -0.48, cuaﬁdo el cambio del pH -

es inducido por un cambio en la concentracidn de COZ; b) log
PO, = -0.40, cuando el cambio del pH es un inducido por un -
&cido o una base distintos al CO,, y cuando la concentracién
de CO, y del fosfato organico 2,3 DPG se conserva constante.

(3,6)

c) Acido 2,3 difosfoglicérico y trifosfato de adenosina.

En la mayoria de los mamiferos, el dcido 2,3 difos-
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foglicérico (2,3 DPG) es el fosfato orginico mids importan-
te dentro del eritrocito. En el hombre se encuentra en una-
concentracidén cuatro veces mayor que el trifosfato de adeng
sina (ATP). Aunque se sabia que era producido por una reac-
cidén colateral de la glucolisis, por muchos afios nadie pudo
determinar ninguna reaccidén bioquimica o fisioldgica de es-
te compuesto dentro del eritrocito. Benesch y Benesch en —--
1967, en Nueva York, y Chauntin y Curnish en Virginia, de-
mostraron que el 2,3 DPG podia influir en la posicidn de la
CDO. Se encontrd que este compuesto ya estaba enlazado de -
preferencia con la hemoglobina y de aqui que disminuya la -
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Los sitios de fi
jacidon se identificaron mis adelante, y parece que el fend-
meno de fijacidn de este fosfato orgdnico es influido por -
el pH, PCO,, la temperatura, otros anidnes y concentracio--
nes de hemoglobina. Por lo tanto no es sorprendente que no
se disponga hasta ahora de una cuantificacidon precisa del -

efecto del 2,3 DPG, pero su efecto es un poco menor. (3,5,9
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d) Otros ligandos de la hemoglobina.

Otras substancias ademds del oxigeno pueden formar -
enlaces con la hemoglobina y el sitio de fijacidn ocurre en
diferentes grupos de la molécula de globina. De estos ligan
dos algunos tienen una fijacidn pieferencial con la HbO2 o-
la Hb. Esta fijacidn diferencial de las .moléculas coordina-
das da por resultado un cambio en la afinidad de la hemo --
globina por el oxigeno y un cambio en la posicidn de la CDQ
Las moléculas de coordinacidén que se fijan con mis facili--
dad para reducir la hemoglobina disminuyen la afinidad de -
esta por el oxigeno y producen una desviacidn de la curva -
hacia la derecha. La relacidén entre la fijacidn preferen —-
cial de los ligandos y la afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno se puede resolver con base en la termodindmica fun-
damental de equilibrio en términos de una ecuacidén de enla-
ce. Para los objetivos fisioldgicos es suficiente sin em—-
bargo estar al tanto de que ibnes de hidrbgeno, COp, aniod-
nes inorganicos, Cl, sS04~ " y fosfatos orgdnicos se fijan -
con mayor facilidad a la hemoglobina, y por lo tanto dis --
minuye la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y cam-

bia la CDO hacia la derecha. (3)
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e) Fuerza idnica.

La fuerza idnica puede afectar también la CDO en un
grado importante. En general el aumento de la concentracidn
de sales propicia una desviacibn hacia la derecha dependien
te de las especies de idnes presentes.,.Los cambios de la --
P, debido a la concentracidén de sales en células intactas-
estan complicados por los concomitantes cambios osmdticos -

en la concentracidn de hemoglobina corpuscular. (6)

f) Influencias hormonales.

La influencia de algunas hormonas también afecta la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. La hormona tiroi
dea aumenta la sintesis del 2,3 DPG, disminuye la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno. La hormona tiroidea indu-
cida, aumenta la Pgpg en tirotoxicosis, sin embargo, su im--
portancia en la homeostasis tiroidea no es muy clara. La --
presencia de interacciones Pgp-tiroides sugieren que la hor
mona firoidea puede ser reguladora de la afinidad de la he-
moglobina por el oxigeno en estado normal. (6)

Experimentos en conejos han sugerido que el cortisol

y la aldosterona pueden disminuir la afinidad de la hemo--
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globina por el oxigeno. Estos compuestos producen efectos -
cuando son inyectados, pero no cuando se incuban con eritro
citos. (6)
McConn, sin embargo han informado recientemente un efecto -
del 2,3 DPG y P5g en la incubacion de sangre ACD (4cido, ci
trato dextrosa) con metil predisolona. °

La edad de las: células también influye en la P5q-
Los eritrocitos jdévenes tienen menos afinidad por el oxige-
no, mientras que las células viejas tienen gran afinidad.
Este efecto ha sido observado generalmente pero no unifor-
memente y se atribuye a una declinacion del 2,3 DPG en la -
célula vieja, presumiblemente como resultado de la disminu-

cidén de la actividad de las enzimas giucoliticas. (6)
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mabla 1. Causas de alteracion de la curva de disociacion

de la oxihemoglobina.

Factores que aumentan la Pg,.

Factores que disminuyen la Pgg.

Por accion directa o descono-

cida:

Aumento de temperatura.
Aumento de H' .

Aumento de 2,3 DPG y ATP.
Aumento de la cencentracion.
de Hb.

Aumento de la fuerza ionica.
Hemoglobinas anormales.
Cortisol.

Aldosterona.

Fosfato de piridoxol ( en hemo
gldﬁina en solucion).

Edad de las celulas ?.

’

Por accion directa:

Disminucion de la temperatura.

Disminucion de HT .
Disminucion de PCO,.
Disminucion de 2,3 DPG y ATP.
Disminucion de la concentra -
cion de Hb.
Disminucion de la fuerza ionica.
Hemoglobinas anormales.
Carboxihemoglobina.
Metahemoglobina.

Edad de las celulas 2.
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III. CURVA DE DISOCIACION DE LA SANGRE TOTAL.

La inclusidén de la hemoglobina dentro del eritrocito
la coloca en un ambiente en el que existen moléculas de co-
ordinacién distintas al O,, en concentraciones variables ba
jo condiciones diferentes. Asi, es una situacidén muy comple
ja que no se comprende en su totalidad. La hemoglobina exig
te en el eritrocito en concentraciones muy grandes, algunas
investigaciones sugieren que esto influye en la afinidad de
la hemoglobina por el oxigeno y que una concentracidén de he
moglobina celular media elevada se acompafia de disminucidn-
en la afinidad.

El concepto de que el eritrocito es una célula pasi-
va que actfia nada mds como agente de transporte de O, es -~
una simplificacidén muy exagerada. Aunque el eritrocito no -
tiene mitocondrias, puede metabolizar glucosa por glucoli--
sis lo mismo que por la derivacidn de hexosa monofosfato y
es una unidad metabdlica activa ( fig.III). El descubrimien
to,de que los metabolitos como el 2,3 DPG y el ATP pueden =—
influir en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno re-

laciond por primera vez el metabolismo del eritrocito con-
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su funcidn fisioldgica.

En la figura No.IV se ilustra la CDO en la sangre to -
tal. Como objetivos de comparacidn se define la posicibn de
la curva como la PO, a una saturacidén de 50% bajo condicio-
nes estandar, es decir, 37.5 °C y pH plasmatico de 7.4.
Para el hombre normal la Psg es de 26.52 mm Hg. El pH que -
influye en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno no-
es el sérico, sino el intraeritrocitico. Hay un gradiente -
de pH a través de las membranas eritrociticas, en el hombre
normal es de 0.2 de unidad; si el pH sérico es de 7.4, el -
pH intraeritrocitico es de 7.2. Este gradiente es el resul-
tado de la distribucién diferencial de idnes entre el plas=
ma y el eritrocito y se debe al equilibrio de Gibbs-Donnan,
es decir, cuando hay un gran idn no difusible a un lado de
una membrana semipermeable, los ibnes restantes se distri-
buyen de modo que se produce electroneutralidad. A pH fi -
sioldgico, la hemoglobina es un anidn grande no difusible;
sin embargo el fosfidto orgdnico 2,3 DPG también contribu -
ye al equilibrio, puesto que es un anidén no difusible.

El aumento de la concentracidén de cualquier idn no difusi-

ble disminuye el pH intraeritrocitico, y mediante el efecto
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de Bohr baja la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno
de dos maneras: a) efecto directo a través de fijacidn en
la hemoglobina, b) de manera indirecta por disminucidn del

pH del eritrocito: efecto Bohr.

Regulacidn metabdlica de la afinidad de la hemoglobina

por el oxigeno.

La funcidn Gnica del 2,3 DPG indica que podria ser
per fectamente el regulador metabdlico del transporte de 02
por el eritrocito. Durante muchos afios se pensd que la Gni
ca respuesta metabdlica del cuerpo a la disminucidn del a-
bastecimiento de oxigeno era una reaccién de piruvato y —-
lactato, que servia como medio para regenerar el NAD a par
tir de NADH para fomentar la continuacidon de la glucdlisis
Esta reaccidn estd limitada por si misma, sin embargo a —--
causa de los efectos del acido lactico en el sistema hemo-
dindmico se ha encontrado que la hipoxia se acompafia de —--
aumento del 2,3 DPG in vitro. Esta observacidén ha dado lu-
gar a la creencia actwal de que el 2,3 DPG desempefia una
funcidén principal en la respuesta metabdlica a la hipoxia.

Se estdn haciendo estudios para determinar con exactitud -



27

como estd regulada esta respuesta. La concentracidn de 23
DPG depende de la concentracidn de 1,3 DPG y ésta a su vez
del ritmo glucolitico. Hay tres etapas limitantes del rit~

mo en la glucdlisis:

hexocinasa
1. glucosa ———— glucosa-6fosfato
ATP~®ADP :
fosfofructocinasa
2, fructosa-6-fosfato + fructosa 1,6 DP
ADP .~ " ATP
piruvicocinasa
3. fosfoenolpiruvato ¥ Piruvato
ADP ~+ATP

Los conocimientos sugieren que la hexocinasa es es-
timulada en presencia de una concentracidn circulante ba-
ja de hemoglobina, en tanto que la fosfofructocinasa es -
estimulada por un pH alcaldtico. El aﬁmento del pH puede
ocurrir incluso como resultado de hiperventilacidn, aumen-—
to en la cantidad de hemoglobina reducida o ambas cosas,-
puesto que esta Gltima al haber menos hemoglobina &cida -
que oxidada elevaria también el pH eritrocitico. Asi, en -
términos clinicos anemid hiperventilacién e hipoxemia ar-
terial podrian estimular la gluc6lisis, aumentar las con-
centraciones de 2,3 DPG, y por lo tanto desencadenar la --

respuesta metabolica a la hipoxemia. (3)



28

IV. METODOS DE MEDICION DE LA CURVA DE DISOCIACION DE

OXIHEMOGLOBINA DE LA SANGRE.

l. Tecnica de equilibrio in vitro.

Ia sangre se expone a gases himedos a concentracion
variable de CO,, concentracidn constante de 02 y equilibrio
de nitrogeno en un sistema de tonometria.

Puede usarse de manera alternativa la ecuacion de Hill:

log \'4 = log K + n log P
100~y
y = porcentaje de saturacion (Hb02).
K = constante.
n = 2.6
P = presidn parcial de oxigeno.

Se obtienen los valores de P5g al resolver la ecuacidn con -

el equivalente y = 50.

2. Técnica de mezcla de Edwards y Martin.

Se basa en el principio que sefiala que la PO, medida
de una muestra de sangre obtenida por mezcla anaerocbica de
volumenes iguales de sangre oxigenada por completo y des-

oxigenada por completo es igual a la P50 de esa sangre-
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al pH sefialado.

3. Analizador de curva de disociaciodn.

Duvelleroy y col. desarrollaron un instrumento que u-
tiliza electrddos de oxigeno y que permite hacer un andlisis
rdpido y completo de la CDO. La técnica ofrece la ventaja de
que se obtiene una curva completa de la medicion de la capta
cibén de oxigeno con una muestra de sangre desoxigenada. El -
andlisis se puede llevar a cabo en unos 30 minutos y requie-
re de 10 ml de sangre aproximadamente. La {inica preparacioén
previa necesaria es desaturacidn completa de la sangre me -

diante una mezcla gaseosa de 95% de Ny y 5% de CO,.

4., Nomograma de Canizaro.

Este nomograma permite calcular el valor Pgg a partir
de la PO, y del porcentaje de saturacidon de una muestra de

sangre venosa.

5. Régla de cdlculo de Severinghaus.

De manera alternativa puede obtenerse la Pgg a partir

de la POy y la saturacidn de oxigeno de la sangre venosa -
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mediante la férmula de Severinghaus:

P50 estimada: 26.6 POy
PO2 sat.

La POy sat. es la PO, en la curva estdndar de disociacién co
rrespondiente a la saturacidn medida.

Con objetivos de comparacidn es necesario corregir la
P5o obtenida por cualquiera de los métodos sefialados en con-
diciones estdndar de temperatura y pH.
Es aconsejable medir tanto el pH sérico como el eritrocitico
cuando se determine el valor P5g en una muestra de sangre, -
puesto que el gradiente puede variar por diversas razones.
El pH eritrocitico se mide con facilidad por la técnica de
Pourcell, en la cudl se concentran los eritrocitos por cen =-
trifugacidén en tubo capilar, se hemolizan mediante un elec~-
trodo capilar para pH sanguineo. Los pH sanguineo y eritro -

citicos serdn los del estado dcido-basico de la sangre. (3)
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6. Medicidon de carboxihemoglobina, oxihemoglobina y hemo -

globina total por espectrofotometria diferencial auto -

matizada.

Las absorbancias espectrofotométricas, conforme a -
las longitudes de onda, de componentes separados en una so
lucidén simple son adicionados en ausencia de reacciones qui
micas o de interferencia fisica; y la absorbancia atribui~
ble a cada especie en una solucion diluida, con luz mono -
cromdtica, es proporcional a la concentracidén de las espe-
cies. El espectro d e absorcidén de hemoglcbina (reducida),
oxihemoglobina y carboxihemoglobina se muestran en la figu-
ra No. V.

Para los tres componentes del sistema hemoglobina -
(reducida), oxihemoglobina y carboxihemoglobina, las con -
centraciones de esos tres componentes pueden ser calcula -
das por la medicidén de absorbancias a tres longitudes de on
da (548,568 y 578 nm) mediante la resolucidn de las siguien
tes ecuaciones simultdneas:

Al = aigpb cgpb d + algboy CHbOy d + algpbeo 4
Agp = agyp Cyp 4 + a2HbO2 CHbO, d + asmeo d

A3 = azygp b 4 + 2A3mb02 CHboy, @ * @3mpco 9
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Donde A es la absorbancia a una longitud de onda dada; "a"
es la absortividad de cada una de las especies de hemoglo -
bina a esa longitud de onda; "c" es la concentracidén de la
especie indicada y "d" es la longitud de la cuveta. (7)

El proceso descrito emplea el CO-Oximetro que es un -
espectrofotdmetro de especial absorcion acoplado a una com-
putadora integral. El instrumento lleva tres mediciones si-
multineas de absorbancia ( a 548, 568 y 578 nm) con un di -
lutor automitico que hemoliza la muestra de sangre, calcula
das las concentraciones respectivas de las tres especies de
hemoglobina ( hemoglobina, oxihemoglobina y carboxihemoglo-—
bina) a partir de las correspondientes sefiales de voltaje -
por resolucion de las ecuaciones con ﬁna computadora matriz
andloga, las concentraciones de las especies son converti -
das dentro del registrador digital a valores de la concen -
tracion de hemoglobina total, la saturacidn de oxihemoglobi.
na y carboxihemoglobina de la muestra de sangre. Los cil -
culqs son hechos por la computadora matriz de acuerdo a las

siguientes ecuaciones:

Hbyoiay = Hb + HbOz + HbCO
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%HDO, = HbO) X 100.
Hb + HbO, + HbCO
%HbCO = HbCO X 100.

Hb + HbO2 + HbCO
Las principales reacciones quimicas que se realiza -

ron son las siguientes:

H:bO2 + NayS,04 &/7/7——=> H + NaHSO; + otros prod
MetHb + NajyS;04 &————=* Hb + NaHSO3 + otros prod.

HbCO + NayS,04 —— No reacciona.

Substancias que interfieren en la determinacidn.

a) Metahemoglobina.

La metahemoglobina férrica quimicamente oxidada tie-
ne un espectro de absorcidén diferente que interfiere en las
tres especies de la hemoglobina.

Las muestras de sangre que contienen concentraciones signi-
ficativas de metahemoglobina ferrica pueden producir valo -
res - falsamente bajos en la concentracion de hemoglobina y -
saturacidn de carboxihemoglobina, como la interferencia es-
pectral de la metahemoglcbina a 548 y 578 nm es casi igual,

no interfiere apreciablemente con la determinacidén de la satu
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racidén de oxigeno. Si se sospecha de interferencia de me -
tahemoglobina se puede agregar a la muestra hidrosulfito
de sodio para provocar una reduccidn quimica de la meta -
hemoglobina.

b) Bilirrubina.

La interferencia espectral de la bilirrubina es pe-
quefia por 1o que no es de tomarse en consideraciodn.
c) Sulfohemoglobina.

También interfiere espectralmente con la metodolo -
gia del CO-Oximetro. Debido a la dificultad en la prepara-
cién de una concentracidn conocida de sulfohemoglobina no
se ha cuantificado esta interaccidn. Sin embargo, su intex
ferencia espectral en los Valo;es que. se obtienen de la he
moglobina, %HbO, y %HbCO es probablemente similar a la de
la metahemoglobina, afortunadamente la sulfohemoglobina -
no es un cromdforo comin de la sangre. (8)

El principio de operacion del CO-Oximetro y su sis-

tema Optico se muestran en las figuras VI y VII.
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MATERIAL Y METODOS.

Equipo empleado.

GasOmetro IL 213-03 que consta de tres electrddos, uno de -

pPH, otro de oxigeno y el de Co,.

Caracteristicas especificas.

Limites de trabajo: pH 6 - 8.
pCO, 000.0 - 200 mm Hg.
PO, 000.0 - 200 mm Hg.
Precisidn: PH + 0.003

pCO, + 0.05 mm Hg.

PO, + 1.0 mm Hg en escala 200.
+ 10 mm Hg en escala 2000.

Voltaje de operacibn: 115 v + 15 %, 60 Hz.

Muestra: 0.1 ml.

Temperatura: 5 - 45 °C.

Mbdulo de oxigeno IL 208-01.

Analizador de oxigeno IL 208-02.
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Tondmetro IL 337.

CO-Oximetro iL 282. (8)

Caracteristicas especificas.
Limites de trabajo: Hb 6 - 17 g/100 ml. de sangre.

HbO 0 - 100 %

2

HbCO 0 - 100 %
Reproducibilidad: HbO, y HbCO - 1 %

Hb - 0.1 g hB/100 ml.
Longitud de onda: 548.5 nm

568.6 nm

578.7 nm

Dilucidn : una parte de diluyente por nueve partes de mues-
tra.

Voltaje de operacidn:ll5 v (10%)
50/60 Hz.

220 v (10%), 50 H=z.

Reactivos.
1. Solucidn de heparina de sodio 1000 unidades por ml.
2. Solucidn hemolizante. Tritén-100%, 1.25% (12.6 g/1 de

etilfenoxidecaetanol).
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3. Solucidn cero. Un volimen de solucidn hemolizante se
mezcla con siete volimenes de agua destilada.
4. solucidn limpiadora de hipoclorito de sodio que contie
;e aproximadamente 5.4 g de cloro por litro.
5. Solucidn amortiguadora para pH 6.841.
6. Solucidn amortiguadora para pH 7.383.
7. Solucidn salina isotodnica.
8. Solucibn saturada de cloruro de potasio.
9. Agua destilada.
10. Tanque de gas que contiene 11% de CO,, 0% de 0,.

11, Tanque de gas que contiene 4.31% de COy, 19.13% de 0,.

12. Tanque de gas que contiene 4.69% de CO5, 0% de 02.

Material bioldgico.
El material biologico empleado fué de 64 muestras

de sangre arterial de pacientes de ambos sexos considerados
como "normales! Se les practicaron los siguientes estudios:
determinacidn de gases arteriales, férmula roja, urea, crea
tinina y exdmen general de orina. El objeto de hacer la de-
terminacidn de urea y creatinina fué para descartar algin

tipo de patologia renal cronica.
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Métodos.

De los métodos revisados con anterioridad para la de
terminacién de la P5y se encontrd que el espectrofotometrico
fué el mds adecuado. El aparato.empleado que fue un CO-Oxi-
metro estd basado en este método, es un equipo moderno de -
fdcil manejo con una buena reproducibilidad y sensibilidad.
Este aparato hace la medicidn de saturacién de oxfgeno en -
la sangre, saturacidn de mondxido de carbono y concentacidn
de hemoglobina total.

La saturacidén de la sangre con oxiéeno se llevo a ca
bo en un tondmetro que tiené un proceso por medio del cuil
se mezcla la sangre con un gas de tension conocida con el -
propdsito de cambiar la tensifn de la sangre a una tempera-
tura de 37°c. La velocidad de equilibrio es intensificada -
por la segmentacion del ciclo de rotacidn del tondmetro con
breves interrupciones.

De esta manera se obtuvieron todos los pardmetros necesa -
rioé para la elaboracidn de la curva de disociacidén de la -
oxihemoglobina y la obtencion de la PSO'

La evaluacion estadistica se llevd a cabo por medio

de la T no pareada. (9)
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Se utilizaron las tablas de porcentaje por puntos por dis-

tribucidn de "T" de E.S Person. (10)

Toma de muestra.

La muestra para medir la saturacidn de oxigeno debe

ser arterial.
La sangre se obtiene en una jeringa de vidrio heparinizada
en condiciones anaerobias. Es conveniente hacer que el an-
ticoagulante este bien distribuido en toda la jeringa. Se
deberdn usar 1000 unidades de heparina de sodio, las cui-
les no alteran el pH de la sangre debido a su efectividad
en la prevencidn de agregacidn de plaquetas. El EDTA disd~
dico es recomendado para el uso de rutina. (8)

Como ya se menciond es necesario que la jeringa no
lleve burbujas de aire, si las tiene habra que sacarlas -
rapidamente.

Es conveniente efectuar el andlisis de inmediato
para evitar cambios en el contenido gaseoso de la sangre.
En nuestro caso,debido a que el tiempo promedio de and -
lisis de cada muestra fué de 50 minutos, se tuvieron que

conservar en el refrigerador por un tiempo aproximado de -
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dos horas.

Como la sangre total es una mezcla heterdgenea de
células y plasma, las células se sedimentan, por esta ra-
z6n es importante mezclar muy bien la muestra antes de in-

troducirla al aparato y evitar dar resultados falsos.

Procedimiento.

Para llevar a cabo la saturacidn de la sangre con -
O; se hizd pasar gas de los tanques al mdédulo de oxigeno
de este al gasdmetro y al tondmetro. El analizador de oxi-.
geno registrd las diferentes concentraciones que se nece -
sitaron.

Se saturaron 5 ml de sangre arterial con Oy a 2,4,

y 6% de O_.. La saturacidén se hizo en el tondmetro que per-

2
mite un rdpido equilibrio de la sangre con el gas minimi -
zando asi la hemdlisis. El recipiente que contiene la mues
tra: se encuentra dentro del tondmetro que posee un ciclo

de agitacidén , hace que la sangre rote un segundo y se de-

tenga otro, asi sucesivamente durante diez minutos. Esto

permitid un mayor intercambio de gases entre la sangre y
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el sistema proporcionando una mejor saturaciodn.

La concentracign de COp fué de 30.5 mm Hg y se man-
tuvo constante durante todo el proceso.
Transcurridos diez minutos de agitacidn se hizo la lectu-
ra de pH, y P02 en el gasOmetro. La medicidn de la Hb, -
%HbO2 y %HbCO se hicieron en el CO-Oximetro. Este procedi
miento se repitid tres veces para obtener los tres puntos
y graficarlos. Los valores de PO, se corrigieron a un pH
ideal de 7.4.
Previamente al proceso de las mustras se calibro/el equi-
po. El gasbmetro se calibro de acuerdo a la concentracidn
de los tanques de gas, y el CO-Oximetro con la solucidn
cero. Ademids se emplearon las soluciones amortiguadoras -

para la calibracidn del pH.
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RESULTADOS
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RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en este estudio se encuen-
tran en las siguientes tablas.

El grupo de 64 personas se dividid en dos, uno de
no fumadores que fué de 52 personas y otro de fumadores de
12 personas. Se les determind el valor medio y la desvia -
cidn estdndar de la Pgq, %ibOy y %HbCO.

La tabla No.l muestra los resultados obtenidos pa-
ra el grupo de no fumadores donde la Pgg fué de 28.55 +
3.03.

En la tabla No. 2 aparecen los resultados del gru -
po de fumadores. La Pgg fué de 27.29 + 3.18. A este grupo
se le determind también el numero de cigarrillos fumados
por dia y se encontrd que fueron 10.66 + 6.27.

Los valores de Pgg, %HbO, y %HbCO de fumadores y no fuma-
dores se correlacionaron obteniendose los siguientes va -
lores de probabilidad (P): para la Pgg P fué menor de 0.1,
para %ibO P fué menor de 0.5 y para %HbCO P también fué
menor de 0.5.

En la tabla No.3 se encuentran los resultados del
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grupo total. Ademids de los pardmetros anteriores aparecen

los valores promedio de hemoglcbina de hombres y mujeres,

encontrandose normales. La edad promedio estudiada fué de
21.59 + 4.94 afos.

Los valores obtenidos de gases en sangre arterial -
estdn en la tabla No.4 junto con sus desviaciones estin -
dar. Estos resultados fueron normales siendo un dato muy
importante para la determinacidn de 1la P5q-

Finalmente en la tabla No.5 estdn los resultados de
la PO, (corregida) y %HbO, a 2,4 y 6% de 0,. Se graficd el
%Hb0, contra la PO (corregida) a cada % de saturacidn de
0, y se trazd la curva en la que se interpold el 50% de -
HbOp obteniendose asi el valor de Psg a. 2240 metros{figu-
ra VIII).

Se calculd el valor de Pyy con # 1l y + 2 desviaciones es-

tadndar. (Tabla No.6)
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S8rupo de no fumadores.

X D.E

PSO 28,55 3.033
%H‘bO2 93.97 2.101
%HbCO 2459 0.778
Tabla 2.
Grupo de fumadores.

X D.E
Pgq 27.291 3.184
%Hb0y 87.900 6.609
%HbCO 6.025 4.330
Cigarrillos 10.66 6.271

por dia.
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Tabla 3.
Grupo total.
X D.E

Pgo 28.92 3.04
%b0o 90.935 ‘ 4.35
%HbCO 2.92 1.25
Hb () 16.62 0.985
Hb (M) 14.57 0.992
Edad 21.59 4.94
Tabla 4.
Gases en sangre arterial del grupo total.

X X+2D.E X-2D.E
pH 7.407 7.475 7.334
pCo, 27.854 32.780 22,928
jelo)) 69.250 90.352 48.147
COpT 18.234 21.812 14.055
HCO3 17.422 19.162 15.681
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Tabla 5.
Datos obtenidos para la elaboracidn de la
CDO.

% 0o PO3 (corr.) % HbO,
6 | 36.46 63.03
4 24.01 34.88
2 13.38 12.6
Tabla 6.
P5oy total y sus desviaciones estdndar.
P5q X = 28.921
D.E = 3.041
X + 2¢ = 35.004
X - 2¢-= 22.83

X + lo= 31.46

25.80

»
i
[
9
]




(Op W) ONBTAC 3 NO\TEEd

P I (. PUUR E,  ——— S "o @ &
oxrawW 30 qvand - (—)
WeW 1ma Yeam -(---) -ER %Y
VNIROTSOMSN SO NADVIIONG W swnBod

L)

&
PORCIEIITD DB CMWEHDGLOMNA (SATURACISN)

3

]




CAPITULO IV

DISCUSION

4

CONCLUSIONES



54

DISCUSION.

Se encontrd en los pacientes no fumadores valores -
de HbCO dentro de limites normales ( 0-5% ), mientras que -
los fumadores presentaron la HbCO ligeramente elevada (g%),
observandose una pequefia desviacidn de la CDO hacia la iz -
quierda, sin embargo desde el punto de vista estadistico -
no fué una variacion significativa ya que tuvo una P menor
de 0.5. La Pgg de este grupo fue de 27.29 mm Hg.

Los resultados obtenidos de gases arteriales estuvieron den
tro de los limites normales.

Este estudio se hizo con el fin de contribuir un po-
co mas a la investigacion de la P5g ya que se ha visto que
influye en una serie de enfermedades. La afinidad de la he-
moglobina por el oxigeno puede cambiar en las enfermedades
cronicas y agudas. La concentracion del fosfato orgdnico -
2,3 DPG se ha denominado regulador metabolico del trans -
porte de oxigeno, pero no se conoce aun la relacion preci-
sa entre los diversos factores que parecen desencadenar la

respuesta metabolica a la hipoxia, entre los que se encuen-
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tra principalmente el aumento del 2,3 DPG.

La posicidn en la CDO varia en el enfermo grave, y
no puede predecirse con base en la concentracion del 2,3 <
DPG, el pH o el estado acido bdsico del eritrocito.

An no se sabe bien que es lo que determina la afinidad de

la hemoglobina por el oxigeno en las engermedades agudas, -
lo mismo que el significado fisioldgico de los cambios en -
la curva. Por ahora sdlo parece que el cambio de la curva -
hacia la izquierda tiene importancia cuando hay insuficien-
cia en el transporte de oxigeno. La comservacion del pacien
te en estado acido basico normal y la prevencion de la hipo
fosfatemia deben ayudar a prevenir los cambios indeseables

de la curva. |

Se ha observado que en varias enfermedades de distin
tos origenes cursan con alteracion de la P5gs POT lo que -
la cuantificacidn de esta es un dato de utilidad en el es-
tablecimiento del diagnostico asi como en el control de la
terapeutica, basta nombrar como ejemplo los siguientes pa-
decimientos: sangre almacenada, intoxicacion por monoxido =
de carbono, gasto cardiaco bajo, cardiopatia congénita cia-

notica, anemia, cirrosis, insuficiencia respiratoria cro-
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nica, hipertiroidismo, uremia, deficiencia de hexocinasa y
piruvicocinasa, hipofosfatemia. (3) .Anestesia prolongada -
(3,11), alterac:‘.(;nes causadas por la administracion de in -
sulina en el pacienté diabetico con cetoacidosis (12,13, -
14) pancreatitis asociada a hiperlipoproteinemia I y IV (-
(15), en hemoglobinas anormales (3) y en hipoxia cronica -

(3,16).
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CONCLUSIONES S.

Los resultados obtenidos demuestran que la PSO en-
contrada al nivel del mar (26,52 mm Hg) difiere de la en -
contrada a 2,240 metros sobre el nivel del mar, que fue de
28.92 mm Hg, por lo que podemos deducir que la altitud afec
ta la CDO desviandola hacia la derecha. Es importante tomar
en cuenta este dato como valor de referencia al hacer la de
terminacidn en pacientes de la ciudad de México.

Es posible que el valor de la P esté afectado tam-
bién por la contaminacion ambiental existente en la ciudad
de Mexico ya que las concentraciones ae CO, modifican la -
CDO.

Es importante que se sigan haciendo estudios sobre
la P5, para poder - establecer con mayor rapidez diagnosti-
cos de enfermedades en las que se puede encontrar alterada,
asi comotambién el poder prevenir posibles reacciones del
paciente a algunos medicamentos eomo por ejemplo , en el -

caso de la anestesia.
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RESUMEN.

La curva de disociacidn de oxihemoglobina es una ex-
presidn de la reaccidn del oxigeno con la hemoglobina en -
términos del procentaje de saturacidon de la Gltima, frente
a la PO,. Se ha visto que algunos eventos moleculares son
causa de la afinidad cambiante de la hemoglobina por el oxi
geno durante la oxigenacidn asi como de la forma sigmoide -
de la CDO. Ademis de la forma, la posicidn de la CDO es tam
bién indicadora de la afinidad de la hemoglobina por el oxi
geno.

Existen varios factores que influyen en la CDO como
son: la temperatura, cuando esta aumenta también aumenta la
P5g y viceversa; el efecto Bhor, cuando el pH aumenta la =
P50 disminuye; el 2,3 DPG cu#ndo aumenta, disminuye la Pgq,
el ATP tiene el mismo efecto pero en menor cantidad; los =
idnes de hidrbgeno, anibnes organicos, ¢l1~, S04~ , y fosfa-
tos organicos desvian,la CDO hacia la derecha.

El método empleado para la determinacidn de la Pgg ~

fué el espectrofotdmétrico obteniendose los valores de Pgg-



de un grupo de 64 personas ( fumadores y no fumadores ).
El valor promedio fué de 28.92 mm Hg. Se encontr6 una dife-
rencia de 1.26 mm Hg para los valores de Pgy de fumadores
y no fumadores.

Se demostrd que existe diferencia entre los valores de
Pgy correspondientes a personas que viven al nivel del mar
y aquellas que se encuentran en la ciudad de México en quie:
nes la posicidén de la curva estd ligeramente desviada a la

derecha como consecuencia de la altitud.
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