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ABREVIATURAS 

A Absorbancia. 

a.a Aminoácido. 

ALA Acido ó-aminolevulfnico. 
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Fe Fierro. 
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His. Histidina. 

H1A Acido. 

w Protones. 

Hb Hemoglobina. 

MHb MetahemoglClbina 

nm Nanometros. 

NAO Nicotinamida adenina dinuclcótido. 

NADH NAD reducido. 

NADP Fosfato de NAD. 

NADPH Fosfato de NAD reducido. 
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Ultra violeta. 
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Volts. 
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l. INTRODUCClON 

Se conoce como cianosis al color azulado o violáceo de la piel y las mucosas, la cianosis se 

debe habitualmente a la presencia de una determinada cantidad de algún pigmento de color obscuro 

en la sangre capilar, que visto a través de la piel confiere a esta un color caracterfstico. 

Una cantidad incrementada de hemoglobina reducida, se encuentra en enfermedad cardiaca o 

pulmonar y es mas frecuentemente la responsable de ligera cianosis(9). 

Los mas intensos grados de cianosis vista cllnicamente son debidos a pigmentos 

hemoglobinicos anormales dentro de los eritrocitos. como son: la metahemoglobina y la 

sulíahemoglobina (9). 

La metahemoglobina se forma cuando el hierro de la hemoglobina (pigmento normal de la 

sangre) pasa de un estado ferroso a férrico. convirtiendose as! en un pigmento incapaz de 

transportar oxígeno (3,9). 

La concentración normal de metahemoglobina reportada es tan sólo de un 2% en relación a la 

concentración total de la hemoglobina. Esta concentración se mantiene gracias al equilibrio 

existente entre la oxidación de la hemoglobina y la reducción de la metahemoglobina (26). 

Un incremento en la concentración de la metahemoglobina puede originarse a partir de la 

exposición a drogas o sustancias quimicas, las cuales incrementan la tasa de oxidación de la 

hemoglobina. Por otro lado pueden deprimir los mecanismos del eritrocito que protegen a la 

hemoglobina contra la oxidación ( 1,26 ). 

La metahcmoglobinemia puede ser el resultado de una anomalía en los sistemas reductores de 

los eritrocitos, o bien a una alteración en la estructura de la molécula (9). 

Los sistemas reductores de la metahemoglobina en orden de importancia son principalmente 

NADH-MHb reductasa (DIAFORASA) en un 70%, ác. ascorbico en un 12%, glutatión reducido 

(GSH) en un 9%, NADHPH-MHb reductasa en un 9% (9). 

El mecanismo de reducción mas importante es la diaforasa, y la falta º. una notable 

deficiencia de ésta enzima origina una mctahcmoglobinemia. Los síntomas desarrollados por la 
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presencia de mctahemoglobina son variables, por lo cuál también los slndromes clínicos ofrecen 

distintos aspectos, dandose dos tipos de metahemoglobinemias: (9) 

-Metahemoglobinemia primaria (hereditaria o por deficiencia cnzimatica) 

-Mctahemoglobinemia secundaria o adquirida (por exposición a sustancias químicas 

metahemoglobinizantes) ( 1 ). 
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U.GENERALIDADES 

11.1.0. TRANSPORTE DE OXIGENO POR LA SANGRE. 

La respiración. es un_ proceso vHal para el hombre, por medio del cuál se intercambia oxigeno 

y bióxido de carbono entre el organismo y el medio ambiente. El aire atmosférico que inhalamos es 

una mezcla dé. gaSes que tiene la composición de un 20.96% de oxigeno, 0.4% de bióxido de 

carbono y un 79% de nitrógeno. Existen a demás, otros gases en cantidades muy pequeílas que no 

tienen importancia fisiológica (37). 

La solubilidad del oxigeno en el agua o el plasma sangulneo es pequeíla. A una P02 de 100 

mmHg 100 mi de plasma contienen aproximadamente 0.30 mi o2 en solución, pero a esta misma 

P02, 100 mi de sangre son capaces de fijar unos 20 mi de o2. Tal diferencia se debe a la presencia 

de la hemoglobina, importante sustancia especializada en el transporte de los gases respiratorios. El 

consumo de oxigeno del cuerpo humano en el reposo fisico es del orden de los 250 ml/min, si la 

sangre no poseyera hemoglobina, pasa satisfacer esta demanda deberian circular cada minuto unos 

80 litros. Durante el ejercicio, el consumo de oxigeno del cuerpo puede aumentar diez veces o más, 

y por consiguiente en estas condiciones el volumen minuto cardiaco deberla ser del orden de los 

800 litros (18). 

La característica más sobresaliente de la hemoglobina, desde el punto de vista respiratorio, es 

su capacidad para combinarse en forma reversible con el oxigeno libre. ( 18) La hemoglobina, se 

convierte fácilmente en oxihemoglobina en presencia del oxigeno atmosférico. La hemoglobina 

contiene el grupo hem unido por su átomo de hierro a la protclna, globina (34). por cada átomo de 

Fe la hemoglobina fija una molécula de oxigeno. La forma reducida de la hemoglobina (Hb) está 

hidratada, y la forma oxigenada (Hb02) tiene la molécula de agua sustituida por un átomo de 

oxígeno. Las moléculas de agua y de oxigene son fácilmente desplazadas por el monoxido de 

carbono que forma un compuesto fácilmente disociable, la hemoglobina del monoxido de carbono. 

Esta reacción es la causa de las propiedades tóxicas del gas monoxido de carbono (34 ), 



11.2.0. HEMOGLOBINA 

CARACTERJSTICAS Y COMPOSICION 

El element~más. importánte en el eritrocito es la hemoglobina; prot~Ína pigmentada de rojo, 
; -- . -- -- . . . .. 

que da a la sániP-e su c~lor rojo caracterlstico. La molécula tiene un pesó de 64;soo d. comprende 

4 cadenas dé globi.na y 4 mol~¿ulas de hemo (3). 

EL grupo liémo es .uná porlirina que comprende un átoino Ae '.~hierro, La porlirina o 

protopori;rÍ~a.Ulc~o¡.;~rende ella misma: 4 anillos pirro! co~ exuemo; nÍtrogenado, unidos por 

puentes meteno (-CH=); 8 cadenas laterales; metil, vinilo ác. propiónico (3). 
. .. . . . . . 

El hierro· ~stá situado en el centro, fijado a los cuatro nit;ógenos: de los grupos pirro! y 

quedandole 2 .vecindades libres. La molécula es plana. Figura. l. 

Las globinas son un conjunto de 4 cadenas polipeptídicas por cada molécula de hemoglobina, 

dos a y dos Jl para la hemoglobina A, que es la que tomamos como tipo para la descripción.(43,50) 

Globina de la Hb A= a 2p2 

Cada cadena es un polipéptido, es decir esta constituida por a.a. (146 para la cadena Jl y 141 

para la cadena a) unidos por uniones peptidicas (estructura primaria). La cadena asl formada, se 

enrrolla sobre si misma en un espiral para realizar una estructura secundaria en hélice. (estructura 

secundaria). Las uniones de diversa naturaleza entre aminoácidos puestos en contacto por las 

curvaturas de la molécula la estabillizan (estructura terciaria). Finalmente Ja unión de dos cadenas 

Jl y dos cadenas a fonnan una molécula simétrica globular es la estructura cuaternaria (3). 

La estructura de cada cadena de globina dispone de una region hidrófoba, en la cual se aloja 

una molécula de hemo. La aproximación se rcali?.a, por una parte, por las uniones que intercambian 

las cadenas laterales de propiónico del hem y la globina; por otra, el hierro, que dispone de dos 

valencias libres: Una la fija directamente n la .slobina sobre un residuo de histidina llamado 

"proximal", la otra actúa por la cara opuesta a la molécula del hemo fijando una molécula de 
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oxigeno, y gracias a su acción se asegura una aproximación suplementaria sobre otro residuo de 

histidina llamado "distal", de la globina. Figura.2 (3 ). 

M V AP= Ácido propl6nlco 
M= Mclll 
V= Vlnll 

Globlna 

M M 

AP V 
.,t 

" Oz 

AP M 

FIGURA.1. MOLECULA DEL GRUPO HEMO. 
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FIGURA 2. Las uniones hemo-~obina 
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Cada subunidad de la hemoglobina está constituida por una cadena de globina con su 

molécula de hemo, se unen entre ellas por enlaces de hidrogeno primariamente, aunque también 

intervienen enlaces salinos y fuerzas de van der Wuals. Figura.3. 

_n ºHierro -O 1 ~~ ••m• 

01fJ 
FIGURA.3. Esquema de la molécula completo 

de hemoaloblna. 

Las funciones que realiza la hemoglobina son las siguientes: 

- Transporte de oxigeno de los pulmones a los tejidos, y el bioxido de carbono de los tejidos 

a los pulmones. 

- Participa en la regulación ácido-base, eliminando C02 en los pulmones y amortiguando los 

cambios de pH por acción de los grupos histidina imidazol de la hemoglobina. 

La hemoglobina conliene al rededor de 1.34 mi de oxigeno por gramo, la masa de eritrocitos 

de un adulto contienen unos 600g de hemoglobina, capaz de transportar 800 mi de oxigeno (44). 
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11.2.1. SINTES!S DE HEMOGWBINA 

IJ.2.1. l. SINTES!S DEL GRUPO HEMO. 

En las células corporales excepto en los eritrocitos maduros, pero sobre todo en los 

precursores eritroides, la succinil coenzima A se condensa con la glicina para fonnar un compuesto 

intennedio inestable, el ác. O-amino levulinico (ALA). 

Esta condensación requiere fosfato de piridoxal (vitamina 86) y debe tener lugar en las 

mitocondrias intactas. Figura.4 (11). 

Dos moléculas de ALA se condensan para fonnar un monopirrol, el porfobilinogeno, 

catalizadas por la enzima ALA-deshidrogenasa. Para fonnar el uroporfirinógeno lII o 1, reaccionan 

4 moléculas de poñobilinógeno (Figura.5). El tipo de isómero lII se convierte por la vfa del 

coproporfirinógeno lII y el protoporfirinógeno lo hace en protoporfirina. El hierro se inserta en la 

molécula de protoporfirina mediante la enzima mitocondrial ferroquelatasa para forrnar la molécula 

del hem completa ( 11 ). 

Del r · .kido t.rieuboxilico. 

coo· 
1 
j:i + CH2 ·NH3 + (·)CoA·SB 

F2 boo-
o-cs.cQ" 

F 
j• 
j• 

H-F~· 
coo· 

C·)C02 

coo· 
1 

f"• 
j• 
e.o 
1 
ca2 

lm,· 
Acilo! • &minoln·ulizdco 

FIGURA. 4. Farmác:ión de porfobilinÓ~ a Putit ~ 1~ succinilcoemima A y di la glicina . . ' - , 
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~~ 
Uropodirinógenofi4 Uropodirina' ¡,¡'Uroporñrina I.C--Uroporfiriñógeno I 

l (ómia y heces) ! 
Coproporllrinógeno ~oproportmf.m ~propodirin41~Coproporfirinógeno 1 

t -¡ ... ,~ff 
ProtopotfitillaIX+Fe ----')• 

FIGURA. 5. Formación del hemo a partir del porfobilinógeno. 
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11.2.1.2 SrNTESlS DE GLOBlNA 

La sintesis de la globina se produce en el citoplasma de los eritroblastos y de los reticulocitos. 

Según la slntesis proteica, las cadenas de polipéptidos (que constituyen la parte proteica de la 

hemoglobina) se originan en los ribosomas de las células jóvenes de la serie eritroide (11). 

Las pequeñas moléculas especificas de sRNA (RNA soluble) se unen a cada aminoácido y 

determinan el lugar de este aminoácido de acuerdo con el código en el mRNA (RNA mensajero). El 

crecimiento progresivo de la cadena de polipéptidos empieza en el grupo amino final. Este proceso 

de sintesis proteica sucede en los ribosomas que están agregados como polisomas. 

11.2.1.3 ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA 

· En cada molécula de hemoglobina, se inserta un grupo hemo en la región hidrófoba de una 

cadena de polipéptidos doblada. La hemoglobina A del adulto normal consta de cuatro grupos de 

hem y de cuatro cadenas de polipéptidos ( dos cadenas a y dos cadenas (l ), que forman una 

molécula de hemoglobina. Los átomos de hierro ferroso tienen 6 enlaces de coordinación, 4 para 

los nitrógenos pirrólicos del hem, 1 para el nitrógeno imidazólico de histidina de la cadena 

globinica (87a ó 9213). y uno que se une reversiblemente con ei oxigeno. A medida que aumenta la 

presión parcial de oxigeno, los cuatro grupos hem se unen respectivamente a una molécula de 

oxigeno. 

En este proceso se da un cambio en la configuración general de la molécula de hemoglobina, 

y parece que esta configuración alterada favorece la interacción hem-hem con respecto a la fijación 

del oxigeno ( 11 ). 
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11.2.2 ALGUNOS EJEMPLOS DE HEMOGLOBINAS. 

CUADRO No.1 EJEMPLOS DE HEMOGLOBINAS 

l/emogfobina 

HbAI 

HbF 

HbA2 

HbGowers-l 

HbGowers-2 

Tomado de Ciscar y Farreras, 1980. 

Fórmula 

a E 
2 2 

La hemoglobina HbA l. Es la principal hemoglobina que existe después del nacimiento; está 

formada por dos cadenas a y dos cadenas !}, su formula es ª2ll2. A panir del quinto mes de vida 

constituye el 98% de la hemoglobina de la persona normal.(9) 

La hemoglobina HbA2. No se conoce bien su función, pero cuando falta la HbA 1 ésta la 

puede suplir. Contiene dos cadenas a y dos cadenas S, su fórmula es ª2ª2. Existe en un 2.5% 

aproximadamente(9). 

La hemoglobina fetal (HbF). Es la que se presenta en mayor cantidad durante la vida fetal, en 

un adulto normal constituye aproximadamente el 0.5%. Su fórmula es la siguiente: ª2<2 (9). 

Las hemoglobinas embrionarias son Hb Gowersl y Hb Gowers2. La hemoglobina Gowers-l 

está formada por cuatro cadenas de tipo t y cuya fórmula es t4. La hemoglobina Gowers-2 es más 

parecida a las otras hemoglobinas normales, contiene dos cade.nas a y dos cadenas t, su fórmula es 

ª2t2 (9). 

11.2.3 VIDA DEL ERITOCITO Y CATABOLISMO DE LA HEMOGLOBINA. 

El tiempo de vida de los glóbulos rojos es de 120 dias J_esde que r,1len di lá·mectula osea~ 

penetran al torrente sanguíneo. al cabo de cst\! tiempo se déstruj·~ b8jo I~ ai:don del sistema 
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reticulo endotelial, ya sea por fragmentación, hemolisis o fagocitosis, o bien por combinación de 

estos mecanismos ( 14 ). 

Aunque los eritrocitos maduros no tienen núcleo ni tampoco mitocondrias o retlculo 

endoplasmico, no obstante contienen aún enzimas citoplasmicas capaces de metabolizar glucosa 

por el proceso glucolitico, formando asl pequeñas cantidades de ATP (14). 

Por otro lado puede formarse un poco mas de ATP utilizando una vla llamada derivación de 

la hexosa monofosfato, seguida de la formación oxidativa de ATP, éste sirve a los eritrocitos en 

varias formas imponantes: ( 14) 

1) Conserva la ílexibilidad de la membrana celular. 

2) Asegura el transpone de iones de la membrana . 

3) Conserva el hierro de la hemoglobina celular en forma ferrosa, en lugar de férrica. (Que 

causa la formación de MHb, que no transpona oxigeno). 

4) Evita la oxidación de las proteínas de los eritrocitos. 

Sin embargo, estos sistemas metabólicos del glóbulo rojo son cada vez menos activos con el 

tiepo. Cuando las células envejecen sus procesos vitales simplemente se desgastan. 

Cuando la membrana celular se ha vuelto muy frágil, se rompe al atravesar algún lugar 

estrecho en la circulación; muchas de las celulas rojas se fragmentan en el bazo, cuando se extirpa 

el bazo el número de células anormales y células que circulan en la sangre aumenta 

considerablemente (3 ). 

La hemoglobina liberada de las células que se rompen, es sustraida del plasma principalmente 

en el hígado, moderadamente en la médula ósea y escasamente en el bazo y otros órganos. En un 

primer paso la hemoglobina se transforma en verdohemoglobina (biliverdina-globina), 

posteriormente se separan el hierro y la globina de la biliverdina y ésta se tranforma en bilirrubina, 

la cuál es tomada por la celdilla hepática y excretada en la bilis; el hierro y la globina son utilizados 

otra vez en el metabolismo de nueva hemoglobina Figura.6 (3). 
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ll.3.0 METABOLISMO DEL HIERRO. 

El hierro se reduce o se oxida de forma reversible muy fácilmente. Se incorpora a numerosas 

protefnas de importancia critica para le mantenimiento tanto de la vida vegetal como animal. 

Las protefnas de las que forrna parte el hierro y que posee el hombre, se pueden agrupar 

ampliamente como protefnas hem, flavoproteinas de hierro y un grupo heterogéneo de protelnas 

que contienen el hierro aen una gran variedad de eonfigumciones moleculares. Entre las protelnas 

hem figuran la Hb, mioglobina, los citocromos y citocromo oxidasas peroxidasas y catalasas. 

Las flavoproteínas de hierro, incluyen la citocromoC reductasa, succinato deshidrogenasa, 

NADH-deshidrogenasa, acilcoenzima A deshidrogenasa y xantinooxidasa ( 17). 

La cantidad total de hierro en el cuerpo es en promedio de 4g; aproximadamente el 65% de 

este hierro se encuentra en forma de hemoglobina, el 4% aproximadamente se encuentra en forma 

de mioglobina; el 1 % en forma de las diversas enzimas de hem que controlan la oxidación 

intracelular; el 0.1 % en forma de transferrina en el plasma sanguíneo, el 15 a 30% 

aproximadamente es almacenado principalmente en forma de ferritina y hemosiderina (2,39). 

11.3.1 TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE HIERRO. 

El hierro al ser absorbido por el intestino delgado se combina inmediatamente con una 

globulina p para dar origen a un compuesto llamado transfcrrina, en cuya forma es transportado por 

el plasma sangufneo, sólo se absorben pequeñas proporciones del mismo. Por otra parte, si solo se 

dispone de pequeñas cantidades de hierro prácticamente todo será absorbido. 

Cuando el cuerpo queda saturado de hierro, de manera que prácticamente toda la apoferritina 

en zonas de reserva de hierro está combinado con él, la intensidad de absorción del hierro por el 

tubo digestivo disminuye considerablemente. Por otra parte, cuando las reservas del hierro están 

vacias la intensidad de absorción aumenta considerablemente, 5 o más veces el valor que tiene 
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cuando las reservas del hierro están saturadas. Asf pues, el hierro corporal total está regulado por 

alteraciones en la intensidad de la absorción ( 17). 

11.3.2 MECANISMOS DE RETROAL!MENTACION QUE REGULAN LA ABSORCION 

DE HIERRO. 

Cuando prácticamente toda la apoferritina del cuerpo a quedado saturada de hierro, resulta 

dificil que la transferrina libere hierro para los tejidos. En concecuencia, la transferrina, que 

normalmente está saturada en una tercera parte con hierro, ahora queda casi totalmente unida a 

éste, de manera que casi no acepta nada de hierro de las células de la mucosa. 

Como etapa final del proceso, la acumulación de un exceso del elemento en las células de la 

mucosa deprime la absorción activa del metal, desde la luz del intestino y al mismo tiempo, 

estimula la excreción de hierro por la mucosa (9,44). 

Desafortunadamente, aún no se conoce los detalles del método por el que el exceso de hierro 

deprime su absorción activa por la mucosa, aunque se han propuesto muchas teorias diferentes. 

Recientemente se sugiere un mecanismo muy probable de control en la absorción del hierro, basado 

en la capacidad de la transferrina para aceptarlo de las células de la mucosa epitelial, cuando la 

transferrina está saturada con hierro, no es posible aceptar más, de tal forma que su absorción 

disminuye considerablemente (9) . 

. 11.3.3 FUENTES Y REQUERIMIENTOS DE HIERRO. 

Las principales fuentes de hierro son las visceras animales, hlgado, corazón, riMn y bazo. Por 

su contenido de hierro son importantes también, la yema de huevo, carnes, pescados, los cereales, 
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frutas (granada y melocotón), legumbres (habas y lentejas ), verduras y hortalizas (coliflor y 

rábanos). El preparar los alimentos en utensilios de hierro es considerado un aporte del elemento. 

El requerimiento Je hierro varia de 0.5 a l .Smg en cuanto al que es absorbido, el cuál viene 

contenido en una dieta que puede tener de 1 O a 25mg de hierro. 

A nivel de mucosa duodenal, el hierro penetra en forma ferrosa en el epitelio intestinal, una 

vez en las células de la mucosa, enseguida se oxida y se convierte en hidróxido férrico insoluble 

micelar. Las micelas de hidróxido férrico, se unen a una proteina endocclular que se denomina 

apoferritina, en la que el hierro queda depositado en forma férrica (9). 

11.4.0 PIGMENTOS HEMOGLOBINICOS ANORMALES 

Las dos hemoglobinas, la oxihemoglobina y la hemoglobina reducida, pueden convertirse 

fácilmente en hemoglobinas anormales, por acción de agentes externos. 

La carboxihemoglobina se forma debido a la afinidad que tiene la hemoglobina por el 

monoxido de carbono (CO). 

La sulfahemoglobina es producto de la acción de sulfuros inorganicos sobre la hemoglobina. 

Por otro lado la metahemoglobina se origina por agentes tóxicos (cloratos, nitratos, etc.,) que 

son capaces de oxidar al ión Fe2+ de la molécula de hemoglobina. 

CARBOX/llEAWGWBINA, 

La hemoglobina tiene la capacidad de combinarse con el oxigeno asi como también con el 

monoxido de carbono (CO), existiendo mayor afinidad por el CO siendo 21 O veces más que por el 
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oxigeno. Ello significa que el monoxido de carbono se fijara a la hemoglobina aún en 

concentraciones en el aire tan bajas como el 0.02 al 0.40%. 

La carboxihemoglobina es incapaz de transportar oxigeno, originando hipoxia en los tejidos. 

Algunos de los síntomas de la intoxicación con este gas son dolor de cabeza, vénigo, debilidad 

muscular y náuseas. Se presenta este tipo de intoxicación por efecto de la inspiración del humo de 

aparatos de combustión, como los coches, por ejemplo. 

La intoxicación puede darse de forma masiva dando la muene que se produce rápidamente, la 

fonna crónica es poco frecuente, la más común es la subaguda. produciendosc alucinaciones, 

somnolencia, a veces estado como de embriaguez, que llevan pronto a un estado de coma, edema 

pulmonar, hemorragias petequiales . 

Para el tratamiento se administra oxigeno, transfusión, respiración artificial, azul de mctilcno, 

etc (9,11). 

SULFAUEMOGl OBTNA 

La sulfahemoglobina es un compuesto que se origina de la acción de los sulfuros inorgánicos 

y el peroxido de hidrogeno sobre la molécula de hemoglobina. Su composición qufmica es 

desconocida, pero se supone que entra en la molécula de hemoglobina un átomo de azufre y que el 

enlace entre la globina y el hcmo sufre un cambio. 

La molécula es estable, la reacción es irreversible, la sulfahemoglobina no puede transponar 

oxigeno pero si combinarse con el CO para formar carboxihemoglobina. La sulfahemoglobina se 

acompaña casi siempre de fa presencia de metahemoglobina en la sangre. 

Se puede desencadenar por la presencia de tóxicos como las sulfamidas, la fcnacetina, la 

acetilamida, la acetilanilida, etc. El cuadro clfnico se presenta como anorexia, cianosis, cefaleas y 

estreñimiento; el tratamiento consiste en separar el tóxico, la administración de azul de metileno y 

el ácido ascorbico no son útiles porque In unión con la hemoglobina es irreversibles (21 ). 
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METAUEMOGLOBINA 

La metahemoglobina (ferrihemoglobina) se forma por la oxidación del pigmento normal de la 

sangre, la hemoglobina; en la cual el ion Fe pasa de un estado reducido (divalente) a un estado 

oxidado (trivalente) ( 15). 

Esta sustancia es de un color rojo pardo, produce cianosis periferica y los efectos variables de 

anoxia de los tejidos. El eritrocito que contiene metahemoglobina no es apto para la oxigenación, 

pero no es deficiente en otros aspectos; su morfología, resistencia osmótica y mecanica es normal 

(9,10). 

La metahemoglobina se considera un pigmento temporalmente inerte y reversible. El hombre 

normal posee pequeñas cantidades de metahemoglobina que va del 1 al 2 % de la hemoglobina. 

Esta concentración se mantiene gracias a que la metahemoblogina que continuamente se forma 

sufre al mismo tiempo una reducción a hemoglobina, este proceso permite mantener un elevado 

nivel de hemoglobina en el eritrocito normal. 

Fe++ ___ oxidación---> Fe+++ 

Forma reducida<-reducción--- Forma oxidada 

Hb MHb 

La metahemoglobina puede ser resultado de la exposición a drogas o sustancias, las cuales 

incrementan la oxidación y que pueden inhibir los mecanismos dentro de los eritrocitos, que 

protegen a la hemoglobina contra la oxidación. Una vez que la metahemoglobina es formada dentro 

del eritrocito puede ser reducida a hemoglobina por enzimas o reacciones químicas. La 

metahemoglobina también puede ser resultado de la incapacidad para reducir a la 

metahemoglobina (25,43). 
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U.4.1 MECANISMOS QUE PROTEGEN LA EXCESIVA FORMACION DE MHb. 

En el organismo existen ciertos.mecanismos que impiden que la hemoglobina se oxide en 

demasiada cantidad. La oxigenación de lá sangre protege paradójicamente a la oxidación de la . . 
hemoglobina o sea, que el oxigeno m~lecuÍar no _tiende a oxidar la hemoglobina. 

La hemoglobina dentro de los eritrocitos. esta mejor protegida de la oxidación que la 

hemoglobina hemolizada (9, 19). 

Un mecanismo químico protecfor parece estar con.stituido por el glutatión, este mecanismo 

esta ligado indirectamente al metabolismo de la glucosa. 

En los glóbulos rojos ·existe una tendencia mfnima a formarse productos oxidados, uno de 

ellos es el pcroxido de hidrogeno, este producto es capaz de oxidar la hemoglobina. Pero existe un 

mecanismo que lo dificulta, este mecanismo se establece por el NADH que se ha formado por el 

paso de la glucosa-6-P a 6-P-gluconato por acción de la glucosa-6-Pasa. El NADH aquf actúa sobre 

el glutatión al que reduce pasandolo a agua, o sea el pcroxido de hidrogeno pasa a agua (cediendo 

oxigeno). 

Con la desaparición del peroxido se anula la posibilidad de que esté peróxido actúe sobre la 

hemoglobina y la oxide a metahemoglobina. Se trata de un mecanismo complejo de 

oxidorreducción con conseción de energfa; la oxidación de la glucosa-6-P a 6-PG condiciona la 

reducción de la NAO que pasa a NADH; éste transformara el glutaión oxidado a la forma simple 

reducida (GS-GS-> 2GSH) y está reducción se establece sobre el óxido, evitando que éste 

peróxido produzca una posible oxidación de la hemoglobina, a la que transformarla en 

metahemoglobina (9, 11 ). 
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Il.4.2 MECANISMOS DE REDUCCION DE MHb A Hb 

En la via. de Embden-Meyerhof existen dos pasos que están muy relacionados con la 

reduéción de Ill MHb y son los siguientes: 

3-Fosfogliceraldehfdo ~·.,...-~~--•1>3-Fosfoglicerato 
NAD+ NADH + W 

Y en la última fase de este ciclo existe un proceso energético semejante pero invertido: 

Piruvato "t.-=-'r-::---·-=;;;;=--1•.,. Lactato 
NADH+ W 1'1AD+ 

El NADH puede actuar sobre la molécula de MHb a la que reduce. está reducción es muy 

lenta y por ello Gibson sostiene que existe un portador intermediario que acelera la reacción; se 

trata de la NADH-Metahemoglobina reductasa o DIAFORASA, que existe en el eritrocito humano 

normal. 

MHb 4 pafnrnsa • Hb 
NADH + 1-r" ~NAD+ 

En ciertos pasos de la glucolisis se forma NADH a partir de NAD; este NADH va a actuar 

sobre la molécula de MHb aíladiendole H+ y posterionnente reduciendo la a Hb, esta reacción esta 

acelerada por la enzima diaforasa. 

Los mecanismos que hemos mencionado pmcticamente dependen de la degradación de la 

glucosa que puede darse tanto por la via de Embden-Meyerhof, como a traves de la via de las 

pentosas fosfato; en el paso de glucosa-6-P a 6-P-gluconato ol NADP pasa a NADPH,(ligura.7) y la 
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misma reducción existe en el paso de la 6-P-gluconato a ribulosa -6-P. El NADPH que se forma 

puede contribuir a reducir la MHb y asl mismo ~n·este punto se habla de una enzima:. LB NADPH­

Metahemoglobina reductasa o también denomi~.ada hemoglobinaredu~tiisa (9,15). 

ll.4.3. SISTEMAS REDUCTORES DE METAHEMOGLOBJNA. 

En orden de imponancia y expresado en porciento de la capacidad de reducción de MHb del 

eritrocito. dichos sistemas reductores son: NADfl..Meta hemo¡,lohina rec/uctaw (diqforasa,J 70% ; 

ácido ascorhico 12%; s1lutatión reducido (GS!f) 9% y NADPH.MetahemQJ1fobjna reducta,·a 9% 

La diaforasa es el principal sistema de reducción de la MHb y la falta o una notable 

deficiencia de ésta enzima es acompañada de metahemoglobinemia. 

El ácido ascorbico, logra una reducción directa, pero lenta de la MHb y en concentraciones 

normales (1 mg /100 mi de G.R} interviene poco o nada en la prevención de la formación de MHb. 

De igual modo, el glutatión reducido, cuya concentración en el eritrocito es de 70 mg/IOOml y el 

NADPH reducen lentamente la metahemoglobina. 

El ácido ascorbico, el glutatión reducido y la NADPH-Metahemoglobina reductasa son 

sistemas de reserva que solo tienen actividad efectiva cuando la tasa de reducción de 

metahemoglobina es baja, y por tanto, se tiene una concentración muy superior al 2% de 

metahemoglobina que se considera normal (24,40). 

La metahemoglobina reductasa, utiliza el NADH que se genera en la reacción de la 

gliceraldehldo fosfato deshidrogenasa, para reducir el hierro de la metahemoglobina, desde la 

forma trivalente (Fe3+} a la forma divalente (Fe2+}. 
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l!.5.0 ETIOLOGIA DE LA METAHEMOGLOBINEMIA. 

Las metahemoglobinemias son aquellos estados patológicos que se caracterizan por mostrar 

elevada cantidad de pigmento sangufneo con el hierro ya del todo oxidado; en forma trivalente 

FJ+ , e ineficaz para el transporte de más oxigeno. El individuo norrnál posee menos de 2% de 

metahemoglobina. 

En general las metahemoglobinemias no deparan hemolisis: graves y Ónicrunente se 

caracterizan por motivar una insuficiente oxigenación de los tejidosco~··~ianosis.(10). Las causas 

de metahemoglobinemia son variables también los sfndromes clfnicos ofrecen distintos aspectos. Se 

pueden clasificar de la manera siguiente: 

- llfllb por alteració11 de la Hb 111. 

Congénitas 

llfetal1emogloblnemlas - lllHb por deficiencia enzimática. 

Adquiridas ó tóxicas. 

1!.5.1 METAHEMOGLOB!NEMIAS CONGENITAS. 

Esta• metahemoglobinemias pueden ya aparecer en el momento de nacer, o establecerse a los 

pocos meses, son de dos tipos distintos en cuanto a su etiologfa. 

Una dominante, debida a la presencia de metahemoglobina M, que no mejora con azul de 

metileno; se conocen varias Hb M con numerosas variantes ( HbM Boston , con las variantes sueca, 

alemana y japonesa; HbM Saskatoon; HbM Milwaukce 1 y lf ; HbM fwate ). 
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Otra resesiva, por deficiencia enzimática, que se corrige en parte coit el ·azul de mctileno.(9) 

11.5.1.1. METAHEMOGLOBINA HEREDITARIA POR HbM. 

Este tipo de MHb es rara y existe únicamente en la forma heterocigota, la fonna homocigota 

probablemente no es compatible con la vida ( 14). 

Las hemoglobinas M (HbM) difieren de la hemoglobina normal del adulto (HbA) por la 

sustitución de un aminoácido (histidina) en las cadenas a o p. En las hemoglobinas M , el a.a 

sustituido parece encontrarse cerca del hierro del grupo hem, al .cuál transforma y cuyo átomo de 

hierro pasa a la forma oxidada, férrica, sin poder volverse a la forma ferrosa. 

Se han separado cinco tipos de HbM:(9) 

- la llbM Boston .- Posee en la cadena a un residuo 58 (posición E7) con sustitución en la 

histidina distal por tirosina. 

- la HbM Saskatoon.- Su alteración es muy similar a la anterior y esta en la cadena p ya que 

posee un residuo 63 ( en la misma posición E7), también una tirosina en lugar de la histidina distal. 

Ambas hemoglobinas poseen el mismo cambio y en la misma posición (E7 o histidina distal), lo 

que varia es la cadena. En ambas hemoglobinas el grupo fenólico de la tirosina fonna un complejo 

con el hem, que permanece en forma oxidada (9). 

- la llbM Mllwaukee.- Posee la alteración no en la histidina distal, pero si en su vecindad, 

pues el cambio esta en el residuo 67 (posición El\) de la cadena p. cambiando una valina por el 

ác.glutamico y en este caso se establece interacción entre el radical carboxilo de este ácido y el ion 

hierro del hem, que pennanecera en el estado oxidado (9). 
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Tanto la HbM lwate como la HbM Hyde park , presentan sustitución en la histidina 

proximal. Primeramente la HbM lwate, presenta en la cadena a, residuo 87, posición F8, una 

sustitución de la histidina por valina. Por su parte 1-lbM Hyde park, presenta la misma sustitución en 

la cadena Jl, residuo 92 misma posición F8; ambas hemoglobinas poseen un cambio en la histidina 

proximal, que se sustituye por el a.a. tirosina. Las causas por las que se produce 

metahemoglobinemia en estas dos hemoglobinas anormales, son dificiles de aclarar; en primer 

lugar parecerla que la falta de histidina proximal del hem, que es su principal sostén tendría que 

privar el enlace de este hem con la molécula de globina (9). 

Lo que sucede es que cuando la tirosina reemplaza a esta histidina proximal, la acción de 

enlace es entonces sustituida por la histidina distal, la cuál es la que hace de verdadero enlace 

qulmico, o sea que cambia la acción de ambas histidinas, pasando la función principal de unión a la 

histidina distal (cuya acción normalmente era secundaria) y por otro lado la tirosina (que sustituye a 

la histidina proximal), pormedio del grupo fenólico forma un enlace secundario con el hem, cuyo 

hierro fija en forma oxidada trivalente (9). 

CUADRO No.2 TIPOS DE HEMOGLOBINAS M. 

HEMOGLOBINA CADENA SUSTITUCION 

Hist.prox. Hist.distal Vecindad Hist.dist. 

HbM lwate a Tyr. 

HbM Hyde park Jl Tyr. 

HbMBoston a Tyr. 

HbM Saskatoon Jl Tyr. 

HbM Milwaukee 1 ll 67 Val.->Glu. 

Tomado de Ciscar y Farreras, 1980. 
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11.5.1.2 CLASIFICACION DE METAHEMOGLOBINAS 

Existen tres sistemas de reducción en los eritrocitos: 

1) La glutatión reductasa, que transforma GSH en GS-SG con lo que reduce el peroxido, esta 

ligado a varias enzimas, especialmente a la G-6-PDasa. 

2)La NADPH-MHb reductasa que depende de vfa de las pentosas. 

3) La diaforasa o NADH-MHb reductasa, que depende de fa vfa deEbbden-Meyerhof. 

Son tres enzimas, tres lugares que pueden fallar por fa correspondiente deficiencia y por fo 

tanto 3 posibles sfndromes disenzimaticos. 

l)Metahemoglobinemia por slntesis inadecuada de glutatión. 

Se trata de un sfndrome excepcionalmente raro y del cuál se ha descrito un caso familiar por 

Townes y Lovell. Se hereda como rasgo dominante y existe una deficiencia en fa actividad de la 

enzima glicerafdebldo-3-fosfato deshidrógenasa, consecutivamente una generación insuficiente de 

NADH, y con ello un fallo de uno de los mecanismos de reducción de fa metahemogfobina (18). 

2) Deficiencia de metahemoglohina reductasa. 

Se trata de fa NADH-MHb reduclasa, existe el caso familiar descrito por Muller y col. fa 

herencia aun no esta bien determinada. 

La NADPH-MHb reductasa, fue el primero de los dos sistemas ( NADPH Y NADH) 

enzimático en ser descubiertos. Tiene una estimación probable de aproximadamente del 5% al 9% 

de la actividad de reducción a fa hemoglobina de células rojas normales, además una deficiencia 

congénita de la enzima no conduce a metahemoglobinemia ( 14, l 8). 
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3) Deficiencia de diafrirasa 

De estas tres deficiencias, la que tiene mayor importancia y de la que se tiene mayor 

conocimiento es la deficiencia de NADH-MHbreductasa o OIAFORASA. 

Esta enzima es dependiente de la glucolisis por el ciclo de Embden-Meyerhof que 

nonnalmente reduce la metahemoglobina a hemoglobina en el interior del eritrocito, esta 

deficiencia se descubría en los esquimales de Alaska (Scott y Hoskins), pero después se han 

descrito casos en norteamericanos, europeos y puertorriqueños (9). 

Los heterocigotos con respecto a la deficiencia de NAOH-diaforasa no son usualmente 

· metahemoglobinicos clínicamente. En los glóbulos rojos existe una tendencia mfnima a formarse 

productos oxidados, uno de ellos es el peroxido de hidrogeno, éste producto es capaz de oxidar la 

hemoglobina, pero existe un mecanismo que lo dificulta; este mecanismo se establece por el 

NAOPH que se ha formado por el paso de la glucosa-6-P a 6-fosfogluconato,por acción de la 

glucosa-6-PDasa, el NAOH que actúa sobre el glutatión (GS-SG) al que reduce pasandolo a agua, o 

sea peroxido de hidrogeno pasa a ser agua (cediendo oxigeno) con la desaparición del peroxido se 

anula la posibilidad de que este peroxido actúe sobre la hemoglobina y la oxide a metahemoglobina 

(9,16,22). 

Se trata de un mecanismo complejo de oxidorrcducción con conseción de energía, la 

oxidación de la Glucosa-6-P a 6-PGluconato, condiciona la reducción de la NAOP que pasa a 

NAOPH este transforma el gl utatión oxidado a la forma simple reducida ( GS-SG ) a (2GSH) y esta 

reducción se establece sobre el oxido evitando que este peroxido produzca una posible oxidación de 

la hemoglobina a la que transformaría en metahcmoglobina (9). 

La NAOH-MHb reductasa era conocida anteriormente como difosfopiridin nucleotido-

diaforasa (OPNH-diaforasa), también se le conoce como NADH-<!iaforasa o NAOH-

dcshidrogcnasa (9,36). 
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Esta enzima utiliza el NADH que es el sistema electro donador que se genera en la reacción de 

la gliceraldehldo fosfato deshidrógenasa para reducir el hierro de la metahemoglobina desde la 

forma trivalente a la divalente (4,15). La NADH-MHb reductasa ha sido aislada y purificada 

129000 veces, la enzima tiene un peso molecular de aproximadamente 30000 D (30,31 ). 

El NADH-MHb reductasa existe en forma soluble en el citoplasma del eritrocito. Scott y 

McGraw demostraron que la enzima es una flavoprotelna que tiene flavin adenin dinucleotido, el 

cual es un grupo prostetico que no causa la reducción de la MHb directamente, ya que requiere un 

factor para el transporte de electrones para la reducción enzimática de la MHb (9,31 ). 

11.5.2 CARACTERISTICAS DE NADH-DIAFORASA 1YNADH-DIAFORASA11. 

En la literatura se señala que se encuentran dos enzimas las cuales utilizan el NADH, la 

NADH-diaforasa l que es responsable de poseer la facultad de reducir cerca del 90% de la MHb 

del sistema ligado al NADH (31,33,42). 

Por otro lado la NADH-diaforasa 11, que se encarga del 10% restante de la capacidad de 

reducir la MHb en el sistema ligado al NADH (22). 

Se ha llegado a la conclusión de que la NADH-diaforasa 1 es solo la MHb-reductasa con un 

papel fisiológico en el eritrocito. 

Cuando se determino la actividad de NADH-diaforasa 1 en extractos metahemoglobinemicos 

de células rojas esta fue menor a un 3%. La enzima metahemoglobinemica es similar a la enzima 

normal con respecto a la afinidad por el colorante, la afinidad por NADH y los efectos del fosfato 

sobre esta actividad y a pesar de que el comportamiento de este estudio cromatografico es normal, 

esto no indica que la enzima lo sea(30,3 I ). 

La actividad de la NADH-diaforasa de hemolizados metahemoglobinemicos, a sido ensayado 

en varias concentraciones. observando que la actividad enzimática, parece ser proporcional a la 
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concentración de fosfato. En hemolizados de sujetos normales, también se observa que se da una 

activación, después de estar inicialmente deprimida a concentraciones bajas de fosfato. 

Se tienen reportes de que para ambas preparaciones, ya sea normal o metahemoglobinemica, 

la actividad enzimática se ve deprimida, cuando la concentración de fosfato esta por debajo de una 

concentración de 0.4 M y por el contrario se observa un incremento paralelo de la actividad, cuando 

la concentración de fosfato se incrementa (23,27,36). 

11.5.3 DIFERENCIAS ENTRE NADH-DIAFORASA Y NADPH-DIAFORASA. 

Además de NADH-MHb reductasa, los eritrocitos también contienen un sistema de reducción 

ligado al NADPH denominado, NADPH-MHb rcductasa; sin embargo este sistema funciona solo en 

presencia de un transportador artificial de electrones tal como el azul de metileno. 

La reducción no enzimática de la MHb es responsable solo de una pequeña proporción de la 

frecuencia total de reducción de la MHb en los eritrocitos. 

La NADH-MHb reductasa es mucho más activa que la enzima NADPH-<lependiente, as! la 

deficiencia de NADPH-MHb reductasa no <b lugar a sintomatologia cllnica, siempre que la 

actividad de la NADH-MHb reductasa de los eritrocitos sea normal. 

La NADH-MHb reductasa de los eritrocitos, purificada unas 1000 veces tiene un pH óptimo 

de 5.2, la enzima es especifica para el NADH, salvo en prcccncia de otros aceptares de electrones, 

tales como el azul de metileno o el citodromo-C, en cuyo caso se produce un cierto grado de 

reacción con el NADP (27,30,31 ). 

La NADPH-<leshidrogenasa de los eritrocitos humanos es una enzima no tlavlnica, esta 

enzima requiere de azul de metilcno, como acarreador de electrones, para llevar acabo la reducción 

de la MHb (30). 

El peso molecular de la enzima NADH-<lepcndiente, es de 30000 D. y el de la enzima 

NADPH-depcndiente es de 20000 D. La electrofóresis de las diaforasas eritrocitarias demuestra la 

existencia de cinco bandas cuando se utiliza como donador de electrones el NADH y de siete a 
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ocho bandas empleando NADPH. En un caso de metahemoglobinemia se apreciaron unas 

diaforasas NADPH-normales, careciendo en cambio 3 de las bandas de diaforasas NADH. (27,30) 

Kaplan encontró, mediante electrofóresis, una banda unica de actividad NADH-diaforasa en 

los eritrocitos procedentes de sujetos normales, en ese mismo trabajo Ja actividad de NADPH­

diafomsa aparecía como una doble banda no bien resuelta; la banda de NADH se fragmentaba en 

tres componentes con el envejecimiento de la muestra (27). 

ll.5.4 PROPIEDADES GENERALES DE NADH-DIAFORASA. 

Especificidad: La enzima al parecer es relativamente especifica para NADH; la enzima 

purificada tiene 1.5% de actividad con NADPH y el restante 98.5% para NADH. 

La relativa ractividad con NADH y NADPH varia sobre diferentes fracciones de la enzima y 

estas variantes separan a la NADPH-Diaforasa ( 19). 

En hemolizados de celulas normales la enzima muestra entre 1 O y 15% de actividad con 

NADPH. La actividad de NADPH-Diaforasa, de sangre metahemoglobinemica, no fue 

significativamente diferente de la sangre normal ( 19). 

Estabilidad: Se encuentra reportado en literatura que las preparaciones de la enzima, fueron 

muy estables y prácticamente no se observa perdida de la actividad durante un almacenaje a 5°c 

por un mes. 

Efectos del pH : El pH óptimo para la actividad de NADH-MHb reductasa, es de 5.2 de 

acuerdo a experimentos realizados por Yoshiki Sugi•a y col. esto ocurre ya sea en ausencia o en 

presencia de ferrocianuro. La actividad de la reductasa en ausencia de ferrocianuro decrece 

lentamente sobre el lado alcalino y la proporción de actividad a pH 7, fue aproximadamente del 

55%, del que se obtuvo a pH óptimo (30,3 J ). 
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11.5.5 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA NADH-MHb 

REDUCTASA. 

En la metahemoglobina congénita debida a la deficiencia de NADH-diaforasa, el examen de 

sangre revela del 8 al 40% de la Hb en estado oxidado, el análisis de la NADH-diaforasa por medio 

del método del diclorofenol indofenol ligado o el método usado como el complejo ferrocianuro­

MHb como receptor, revela que la actividad enzimática es de menos de un 20% de lo normal.(32) 

Asl el método de Scott, hace que la NADH-MHb reductasa procedente de los eritrocitos 

lisados, catalice la reducción del 2,6-diclorofcnol indofcnol, siendo medida la reducción por 

modificación de la absorbancia de la solución a 600 nm. 

El otro procedimiento, implica la reducción de la ferrihemoglobina por acción de la NADH­

MHb reductasa. La ferrihemoglobina esta formada por oxidación de los hemolizados, por acción 

del ferricianuro, se genera asl un complejo ferrihemoglobina-ferricianuro, el cuál se cree que 

induce una transformación de la estructura dP. la ferrihemoglobina. 

Existe otra técnica, discriminativa del tipo de las de mancha. En ella la reducción del 2,6-

diclorofenol indofenol efectuada por el NADH, es catolizada por la NADH-diaforasa. Se observa la 

desaparición del NADH a la luz U. V; ya que el NADH tiene fluorescencia, la cuál desaparece al 

ser oxidado a NAD (9,20). 

11.5.6. METAHEMOGLOBINEMIA ADQUIRIDA O TOXICA. 

La metahemoglobinemia tóxica es causada por sustancias exógenas que actúan sobre la 

hemoglobina, la formación excesiva de metahemoglobina, supone que el agente penetra al 
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eritrocito y produce la conversión de hemoglobina a metahemoglobina a una velocidad que excede 

a los mecanismos reductores de metahemoglobina existentes en la célula. 

Las sustancias exógenas pueden ser de varios tipos como: medicamentos y sustancias 

qulmicas (9). 

CUADRO No.J ALGUNOS AGENTES CAUSANTES DE 

METAHEMOGLOBINEMIA. 

Acetanilida Fenilhidracina 

Aminofenol Hidroxiquinona 

Anilina Nitratos 

Antipirina Nitritos 

Benzocaina Nitrobenceno 

Clorato potásico Nitroglicerina 

Cloronitrobenceno Sulfonamidas 

Fenacetina Subnitrato de bismuto 

Tomado de Ciscar y Farreras, 1980. 

La oxidación de1 fierro puede realizarse por cualquiera de los siguientes caminos: 

A) Por acción direcla de oxidantes. Sustancias con alto potencial de oxidación, esto es 

superior al de oxido/ reducción de MHb/Hb, que es de 0.1 Sv. ejemplo de este grupo son: 

ferricianuro, cloratos, nitratos, quinonas, algunos colorantes, etc. 

B) Por acción dtrecla de donadores de hidrógeno en presencia de oxígeno atmosférico. 

Sustancias con potenciales de oxidorreducción muy por abajo del de la hemoglobina (O. \Sv.), van a 

actuar como reductores • donadores de hidrógeno más que como oxidantes. 

Esto puede ser causa del peróxido de hidrógeno que se forma durante la autooxidación del 

agente reducido en presencia de oxigeno, ya que en el eritrocito concentraciones bajas de peróxido 

de hidrógeno formadas gradualmente pueden oxidar a la hemoglobina aún si esta presente una gran 

cantidad de catalasa. 
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Un segundo mecanismo que tampoco es inhibido completamente por Ja catalasa, consiste en 

Ja interacción de agentes donadores de hirógeno (Hz A) directamente con Ja oxihemoglobina, dando 

por resultado un complejo inestable, hemoglobina peróxido de hidrógeno: 

Hb02 + 

Hb.H202 ---------~ HbM 

Ejemplo de esto son: aminofe~oles, fenilhidroxilaminas, compuestos nitrosoaromáticos etc 

(6,35). 

C) Autooxidación.' El pr~ée_s~·'de autooxidación puede deberse a un rompimiento del 

intennediario de ,¡; oxihem~~j'ribiiiií:':~·su :interacción con donadores de hidrógeno de la parte 

globina de la m~lé~~la~i~~·~~fi~*:~mática (Ó). 

11.5.6. I OXIDANTES DIRECTOS DE LA HEMOGLOBINA. 

Cloratos.- La capaclcfád del ·clorato de potasio para formar metahemoglobina, antiguamente 

atrajo considerable atención debido al uso de este compuesto, en enjuagues bucales, gargarizantes y 

dentrilicos. 

Cuando el clorato de potasio es adicionado a Ja sangre in vitro, la formación de 

metahemoglobina es muy lenta al inicio, pero se acelera subsecuentcmente. Los efectos in vivo. del 

clorato de potasio fueron investigados por primera vez por Marchand en 1887, el observo que los 

perros que recibieron dosis orales de casi 1.8 a 2. 7g de clorato de potasio por Kg de peso corporal, 

mostraron formación de metahemoglobina en Ja sangre (6,32). 

El clorato de potasio fue capaz de formar metahemoglobina en gallos, teniendo cuidado de 

que Ja administración de las dosis se realizaran en tiempos prolongados. Asf de tres gatos que 
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recibieron 0.Sg de clorato de potasio por Kg; dos mostraron alguna formación de metahemoglobina 

aunque los tres gatos murieron. 

El mecanismo de formación de metahemoglobina por clorato ha sido investigado por Jung y 

sus ?SOciados, que encontraron que repetidas dosis subcutáneas de lg/Kg no producen 

metahemoglobina en ratas, mientras que tales dosis llevan a altas concentraciones de 

metahemoglobina en gatos originan la muerte de un SO a un 80%. 

El clorato que se usa en cerillos, herbicidas y antisépticos bucales, es también uno de los 

productos de biotransformación del hipoclorito (blanqueador domestico); se combina con pequeñas 

cantidades de metahemoglobina y el clorato de metahemoglobina que se forma resulta ser un 

potentecatalizador oxidativo que forma metahemoglobina. Es un efecto catalltico más que una 

verdadera oxidación directa, en el curso del cuál el clorato sera reducido con rapidez, cantidades 

relativamente pequeñas de clorato pueden formar grandes cantidades de metahemoglobina ( 1,6,29). 

Qu/11onas.- Cannava y col. demostraron que las quinonas pueden formar metahemoglobina in 

vitro, asl una serie de benzoquinona y derivados de naftoquinona, incluyendo derivados de 

benzoquinona, 2-6dicloroquinona, tolouiquinona y l-2naftoquinona, convierten la hemoglobina a 

metahemoglobina directamente en sangre de perro hemolizada y no hemolizada a pH 6.8. Sin 

embargo, está oxidación no fue dependiente del potencial de oxido-reducción de las diferentes 

qui nonas. 

Un interesante conocimiento sobre un posible papel fisiológico de las quinonas en la 

formación de metahemoglobina ha sido resumido por Fishberg, que noto que la orina en estados 

patológicos, ocasionados casi por la deficiencia de ácido ascorbico fue capaz de producir 

metahemoglobina in vitro. 

Se encontro que un paciente con "cianosis autotoxica cntcrogena" excreto grandes cantidades 

de benzoquinona. ác. acético, esta excreción puede ser suprimida por la administración de 

ác.ascorbico, y que la cantidad de metahemoglobina en sangre varia con la excreción urinaria de 
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benzoquinona, ác.acetico y de ah! que su fonnación sea el resultado de un metabolismo desalineado 

de tirosina ( 6,26,35). 

Nitritos.- Comly ha demostrado que la metahemoglobina de "origen desconocido" observada 

en infantes, puede ser debido a ·nitrato en una fuente acuosa, el cual es reducido a nitrito en el 

intestino. El nitrito fue encontrado por ser la causa de metahemoglobinemia en infantes que se 

alimentaron con espinacas. 

Entre varias posibilidades de entrada de peligrosas cantidades de nitrito, la adulteración de 

pescado con nitrito de sodio puede ser mencionado. El salamiento de la carne continua siendo la 

unica fuente de envenenamiento ocasional con nitrito. 

El nitrito de sodio y los esteres orgánicos de nitritos y nitratos, el nitrito de amilo, trinitrato de 

glicérido, nitrito de etilo, etc. Son usados como vasodilatadores coronarios, para reducir la presión 

arterial y en el tratamiento de la intoxicación por cianuro, pero también pueden ocasionar 

metahemoglobinemia. La metahemoglobinemia provocada por nitritos se ha producido 

accidentalmente al ingerir alimentos que contienen cantidades excesivas de nitrito, ya que pueden 

ser usados legalmente para la preservación del color en el procesado de carne o ilegalmente para 

enmascarar o retardar la descomposición de la carne o pescado ( 1,6, I O). 

En la cinética de fonnación de metahcmoglobina por nitrito in vitro, se oberva que a bajas 

concentraciones de nitrito la reacción fue muy lenta. Marshall y Marshall demostraron que una 

rapida fonnación de metahemoglobina por nitrito ocurre dcspues de un "periodo de inducción" la 

duración del cual depende de la concentración de nitrito. 

El ác. ascorbico disminuye el inicio de una rápida fonnación de metahemoglobina, es incierto 

si reduce la metahemoglobina fonnada lentamente o si reacciona con el nitrito. Kakizaki y col. 

encontraron que a pH 7 y a concentración constante de oxihcmoglobina la duración del periodo de 

inducción es inversamente proporcional al cuadrado de la concentración de[ nitrito. 

Martin y Huisman, aislaron varios tipos de hemoglobina hun1ana y encontraron que sus 

velocidades de reacción con nitrito difieren sustancialmente. La hemolgobina compuesta de 
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cadenas C1 y cadenas ó nonnales o anonnales reacciona más lentamente con nitrito que Hb-A. La 

Hb-Barts es oxidada a una velociadad extremadamente alta (6). 

Las cinéticas de fonnación de metahemoglobina in vivo por nitrito, fue investigada en perros 

y ratones. La reacción es más lenta en el ratón que en el perro. 

La acción de nitrito en los glóbulos rojos parece estar limitada por un incremento en la 

concentración de metahemoglobina. no se observa oxidación de gutatión en presencia de una ruta 

de fosfato pentosa activa, si los glóbulos rojos eran incubados durante una hoia con 

concentraciones de nitrito, muchas veces mayores que la concentración de hemoglobina (6). 

Nitrato.- El nitrato normalmente no provoca metahemoglobinemia, no obstante muchos casos 

sea han reportado en lactantes, cuyas preparaciones alimenticias han sido hechas con agua de pozo. 

En estos lactantes las enterobacterias reductoras de nitrato, lo reducen a nitrito que se absorbe y 

fonna metahemoglobina (6,29). 

Existen dos factores adicionales en estos niños pequeños, volviendolos más suceptibles que 

individuos de más edad. La hemoglobina fetal (HbF) forma metahemoglobina más fácilmente que 

la hemoglobina adulta y los recién nacidos tienen de 60 a 80% y los prematuros hasta un 90% de 

HbF. También hay una deficiencia relativa de hemoglobina reductasa dependiente de NADH, en el 

periodo neonatal. 

Los lactantes por lo tanto pueden desarrollar metahemoglobinemia a partir de muchas drogas. 

se ha presentado metahemoglobinemia cuando se ha usado subnitrato de bismuto en el tratamiento 

de diarrea, por el uso del nitrato de antimonio como diurético y en pacientes con lesiones 

ulcerativas en el intestino, después de ingerir nitratos (6,28). 

Otros oxidantes directos.· Hay muchas otras sustancias que convierten hemoglobina a 

metahemoglobina cuando se adicionan directamente a glóbulos rojos intactos o hemolizados, o a la 

hemoglobina. 
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Combemale, en 1891 demostro que una dosis de 500 mg de azul de metileno por Kg induce la 

metahemoglobinemia en perros. Nadler y col. encontraron que la inyección intravenosa de 500 mg 

de azul de metileno en el hombre o una dosis de casi 7 a 10 mg/Kg produce concentraeiones de 

metahemoglobina de casi 0.4 a 8.5%. 

Book reporto que la dosis subcutánea letal o casi letal de 75 mg/Kg en el perro y 100 mg/Kg 

en el gato y el ratón producen concentraciones de metahemoglobina que son aproximadamente de 

10 a 15% casi una hora después de la inyección. Entonces la concentración de metahemoglobina 

disminuye y subsecuentemente en el transcurso de varios dlas, se eleva a niveles superiores 

aproximadamente de 30 a 50% de MHb ( 6). 

ll.5.6.2.0X!DANTES INDIRECTOS DE LA HEMOGLOBINA. 

Hay un grupo de aminas aromáticas y nitrocompuestos, que como tales, no forman 

metahemoglobina a partir de hemoglobina in vitro o lo hacen muy débilmente. Asl estos 

compuestos son la mayor parte formadores muy activos de MHb in vivo, además la posibilidad, 

naturalmente alcanza a tales compuestos que son metabolizados en algunos compuestos 

intenncdiarios extremadamente activos. 

En los estudios in vivo, a habido diferencias en las especies de animales empleados, la dosis 

del compuesto, el medio en que el compuesto fue disuelto y la ruta por la que fue administrado, las 

veces en que fueron tomadas las muestras sangulneas para la determinación de metahemoglobina, y 

la presición de los métodos por medio de los cuáles la MHb fue determinada (6). 

A) susceptibilidad de las especies animales. 

En la literatura se encuentran referencias a trabajos hechos con dife·entes especies animales 

que muestran suceptibilidad variada a la formación de MHb por un compuesto establecido. 
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Estudios sitemicos cuantitativos fueron realiudos por Lester y_ Spicer. El primer trabajo 

estudia la máxima cantidad de metahem~globina formada. ~r acetanilida y acetofenitidina en 

varias dosis, expresada como mmoles/Kg. 

Lester encontro que el gato fue. m~ seií;ible/si ~sta especie es enHstada como 100, las 

se~sibilidades de las otras espec~es ~~~.dCia ~¡~f~ritei·fci~a: Ho~bi'e 56, perro 29, rata S,conejo O, 

mono O. Para acetofenitidina las sensibilidades f~eron como sigue: Gato 100, hombre 63, perro 35, 

rata 5 (1,25,28). 

Deacuerdo a Spicer 15 m&'Kg de anilina producen 28.3% de MHb en el perro, 56.4% en el 

gato y cantidades insignificantes en la rata. El gato ha sido utiliudo muy frecuentemente para la 

evaluación de compuestos formadores de metahemoglobina debido a la facilidad con que el 

pigmento es formado en está especie (6). 

B) Formación in vitro de metal1emog/oblr1a por compuestos arilanúr10 y 111/ro. 

En 1913, Heubner noto que la adición directa de los aminofcnoles a la sangre total llevo a la 

formación de MHb, la adición de 0.25 mg de orto-aminofcnol a 2 ce de sangre de cerdo, 

equivalente a 12.5 mg /100 ce, produce una marcada banda de MHb en el espectro en 24 min. 

Debido a que las proporciones en esta conversión son O. 1 mmol de orto-aminofenol y 1 mmol 

de Hb, Heubner cálculo que una molécula del compuesto formado fue capaz de convertir 1 O 

moléculas de hemoglobina. 

Heubncr también noto que la anilina y metaxilidina, pero no dimctilanilina fueron capaces de 

formar metahemoglobina in vivo. Estas observaciones, llevaron a Heubner a concluir que los 

aminofenolcs fueron un intenncdiario necesario en la formación de MHb in vivo. 

Las hidroxilaminas son formadores activos de metahemoglobina in vitro. Ellingcr, observo 

que la incubación de acetanilida con sangre de gato dcsfibrinada lleva a una gradual formación de 

metahcmoglobina como se midió por la reducción en la capacidad de oxigeno; esto aumento a casi 

35% en el cuerpo en 48 horas. Sin embargo. no ocurre tal disminución con sangre oxalatnda o 
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citratada, como es bien sabido, acetanilida fonna metahemoglobina in vivo. La metahemoglobina 

no fue fonnada con aceti!-n:metilanilina o acetil-p-toluidina in vivo o in vitro. Estas observaciones 

llevaron a Ellinger a concluir. que la acetanilida ejerce su acción fonnadora de MHb, siendo 
. ' . . . 

convertida a acetilfenilhidroxilamina (28). 

C) Capacidad deformacló11 de metahenwgloblna de compuestos arl/ amino y nitro. 

Los compuestos aril amino y nitro no pueden oxidar fácilmente la hemoglobina in vitro, 

aparentemente la fonnación de metahemoglobina in vivo debe ser fonnada a través de algunos 

derivados metabólicos. Ha sido manejado que tales derivados oxidan directamente a la 

hemoglobina o interactuan con la oxihemoglobina para fonnar peroxido de hidrógeno el cual oxida 

a la hemoglobina. 

Cuando un compuesto fonnador de metahemoglobina es administrado, la MHb empieza a 

acumularse en la sangre a un grado característico del compuesto, alcanzando una concentración 

máxima en la que pennanece durante un periodo de tiempo variable y entonces empieza a 

disminuir. La fonna especifica de la curva es la resultante principal de 3 procesos: 

a) Metabolismo del compuesto a otras sustancias que no oxidan hemoglobina y las cuales, 

pueden ser referidas como reacciones laterales. 

b) Fonnación de un compuesto intennediario que reacciona directamente con hemoglobina 

para fonnar metahemoglobina. 

e) Reducción inversa de metahemoglobina Hb:¡===!' MHb. 

Estos tres procesos son continuos e independientes. 

Los datos sobre ciertos compuestos, como los de Reiter sobre nitro-o-toluidina o de Paterson 

sobre nitrosobenzonol son suficientemente extensos para demostrar que la concentración de MHb 

aumenta conforme aumenta la dosis del compuesto hasta un punto donde incrementos 

relativamente altos en la dosis de droga producen pequeños incremento" en la concentración de 

metahemoglobina (28). 
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Los valores para la máxima concentración de mclahemoglobina en una dosis establecida 

puede variar considerablemente en individuos de la misma especie; dalos de Bredow y Young, para 

una dosis de 70 m¡¡lkg, en el galo muestran los siguientes valores para cuatro individuos en mmol 

MHbikg: 0.066, 0.22, 0.30, 0.36; tal variabilidad es probablemente una expresión de las diferentes 

capacidades de los individuos de una especie, en el metabolismo de la droga o en los sistemas de 

enzimas, involucrados en la reducción inversa de metahemoglobina. 

Hay una gran variabilidad de individuo a individuo en las concentraciones de 

mctahemoglobina con una dosis establecida. Sobre todo, en concentraciones de melahcmoglobina 

menores a 0.20 mmol / Kg hay una proporcionalidad directa entre la concentración y la dosis. En 

un numero de compuestos, los valores para las relaciones moleculares se elevan apreciablemente a 

muy bajas concentraciones de mctahemoglobina. Los valores promedio pueden también poseer 

considerable varianza, es posible, que el uso de mayor numero de animales de. una determinada 

especie o el uso de una raza más uniforme de una determinada especie puede producir promedios 

con menos varianza. Para proposilos de record. enlistamos en el cuadro No.4 las relaciones 

moléculares promedio que han sido obtenidas por diferentes investigadores (2S). 
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CUADRO No. 4 CAPACIDAD 'DE FORMACION DE MHb DE LOS COMPUESTOS 
ARIL AMINO Y NITRO 

COMPUESTO PROPORC!ON MOLECULAR REFERENCIA 

Arulina 2.SO Herken 
2.70 Schwedtke 

Acetanilida 1.00 Lester 

m-feni!endiamina 1.40 Jung 

Acctofenitidina 0.14 Les ter 
o-Aminofenol 6.80 Pcterscn 
Nitrosobenceno 8.60 Peterson 

p-Aminofcnol 3.60 Schwedktc 

p-Aminofenol l.30 lssekutz 

Fenilhidroxilamina 34.00 tssekutz 
Nitrosobenceno 0.86 Bredow and Jung 

o-Dinitrobcnceno 1.90 Heubner and Ssing 

m-Dinitrobenccno 7.10 Issckutz 
7.80 Bredow and Yung 
6.40 Hcubncr and Sing 

p-Dinitrobenceno SS.00 Heubncr and Sing 
Trinitrobenceno 4.80 Brcdow and Jung 

o-Nitrotolueno o.os Brcdow and Jung 

m-Nitrotolucno 0.04 Bredow and Jung 

2,4-Dinitrotolueno l.40 Bredow and Jung 

2,&-Dinitrotolueno O.SS Bredow and Jung 

2,4,6-Trinitrotolucno l.70 Bredow and Jung 

m-Cloronitrobenccno 2.30 Iung 

m-Aminonitrobenceno 3.00 Jung 

2,4-Dinitroclorobcnceno 0.60 Jung 

p-Nitro-o·toloidina l.70 Reiter 
Tornado de Kiese, 1966. 
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La tabla anterior revela dos hechos que son cualitativamente impresionantes, puede notarse: 

. 1) La relación molecular es. mayor ~ uno :para ·Ull considerable numero de compuestos. En 

otras palabras, una molé~u.1~. de cada wio de estos compuestos forma un intermediario que puede 

aceptar más de un electrón. 

2) El segundo punto de intérés, es que p-dinitrobenceno.y fenilhidroxilamina son destacados 

formadores de metahemoglobina. o-aminofenol, m-dinitrobenceno y nitrobenceno, aunque no como 

distintivo en este respecto, parecen ser mucho más activos que los otros compuestos. 

El hecho de que ciertos compuestos son potententes fom1adores de metahcmoglobina, 

aumenta la posibilidad de que estos compuestos, o compuestos derivados de ellos poseen un grupo 

químico que directamente, o en asociación con otros sistemas. sean de cierta importancia en la 

oxidación de hemoglobina. 

Debido relativamente a su alta capacidad de formación de metahemoglobina, p-aminofcnol, 

fenilhidroxilemina y nitrobenceno h&n sido implicados por varios investigadores como 

intermediarios importantes en el . metabolismo de otros compuestos formadores de 

metahemoglobina (6,28). 

SULFONAMIDAS. 

La introducción de la droga sulfonamida en la práctica médica, cerca de 1937, proporciono un 

aumento al riesgo de metahemoglobina. Los primeros casos fueron reportados por Gibberd, Paton y 

Eaton. Hartmann y sus asociados encontraron que, en la gran mayoria de pacientes que recivierón 

O. lg o más diariamente de sulfanilamida por Kg de peso corporal, algo de cianosis debida a 

metahemoglobinemia fue detectable. En general hay una correlación aproximada entre la 

concentración de sulfanilamida en la sangre y la concentración de metahemoglobina. 
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Niveles de 10 a 20 mg de sulfanilamida por 100 mi fueron usualmente asociados con 

metahemoglobinemia en un rango de un 20 a un 30%, en pacientes que recibieron sulfonamidas. 

Con el remplazo de sulfonamidas por antibióticos en el tratamiento de infecciones bacterianas, la 

insidencia reportada ha disiniriuido enormemente (28). 

ll.6.0 RIESGOS INDUSTRIALES. 

Varios . procesos . industriales ·.,involucran exposición a compuestos que producen 

metahemog!Obinemia. Asl en la soldadura eléctrica, oxido nitroso es generado; como una regla los 

resultados de tal exposición son imperceptibles para la concentración de metahemoglobina que es 

raramente más del 3%. Aunque TNT es productor de metahemoglobina, el efecto de la ingestión de 

pequeftas cantidades casi lmg / Kg, es imperceptible en el hombre y no hay cambio detectable en el 

pigmento sanguíneo. Hace unos cuantos aftos, Bass y col. reportaron la presencia de 

meiahemoglobinemia en personas que trabajan con aceites minerales, se encontro que este aceite 

contenla 0.5% de un formador de metahemoglobinemia, 2-anilino-etanol (28). 

11.7.0 SINTOMATOLOGIA 

La metahemoglobinemia causa un tipo de hipoxia anémica, esto es capacidad disminuida de 

transporte de oxigeno por sangre. Se presenta cianosis que va des de el gris pi1.arra hasta el azulado 

de la piel y las mucosas; dicha cianosis no llega a ser aparente, hasta que la concentración de 

metahemoglobina alcanza un nivel del 15% del pigmento total. Esto es aproximadamente una 

concentración de l .5g de MHb/ 1 OOml de sangre. 

Concentraciones de metahemoglobina que van del 1 O al 25% son toleradas sin aparente 

efecto de enfermedad, a no ser por la cianosis. Las metahemoglobinen:ias arriba del 30%, en 

general presentan ligera disnea. A niveles de 35 a 45% la disnea va acompaftada de dolor de 

cabeza, y fácil fatigabilidad. A concentraciones de 60 a 70% de MHb se presentan slntomas como 
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salivación, ataxia, Vomito, estupor e inconsciencia. A concentraciones mayores de 70% se 

presentan convulsiones y sobreviene la muerte. 

Pacientes con metahemoglobinemia hereditaria no tratada, tienen una disminuida capacidad 

para transportar oxigeno debido a que tienen de 20 a 25% de MHb, presentan una moderada 

eritrocitosis compensatoria. 

En la metahemoglobinemia congénita, es una condición que la cianosis este presente en 

extensiones variadas y puede llegar a agravarse en la infancia a muy temprana edad en el adulto. 

Investigaciones recientes han establecido que la cianosis es debida a mctahemoglobinemia, como 

resultado del desorden en los sistemas de enzimas que están involucrados en el mantenimiento del 

equilibrio Hb-MHb del eritrocito (28). 

ll.8.0. DIAGNOSTICO. 

En la metahemoglobinemia hereditaria debida a deficiencia de NADH-diaforasa, el examen 

de sangre revela que del 8 al 40% de la hemoglobina está en fonna oxidada. La sangre tiene un 

color achocolatado obscuro. El análisis de la NADH-metahemoglobina reductasa, revela que la 

actividad enzimática es de menos de un 20% de lo normal. La actividad de la NADH-diaforasa es 

normal, en la metahemoglobinemia tóxica (24). 

La cianosis debida a mctahemogiobinemia se debe diferenciar de la cianosis por 

enfennedades cardiacas o pulmonares y de la metahemoglobinemia hereditaria por hemoglobina M. 

La historia familiar ayuda a diferenciar de metahemoglobinemia hereditaria por deficiencia de la 

NADH-metahemoglobina reductasa de la debida a las hemoglobinas M. En la deficiencia de 

NADH-diaforasa, la incubación de la sangre con pequeñas cantidades de azul de metileno da una 

rápida reducción de la metahemoglobina; en la metahemoglobina M tal reducción no se realiza. 

En el caso de metahemoglobinemia adquirida, la cianosis es de origen reciente y se requiere 

de una historia cuidadosa, para saber cuál es el origen, si es por exposición a un fánnaco o aún 
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producto qulmico; en la metahemoglobinemia hereditaria se descubre una historia de cianosis de 

largo tiempo.' 
• « ' 

Para evaluar la concentl'l!ción de metahemoglobina, se realim un análisis espectrofotomctrico 

por el método de Evelyn_y Malloy(9,21). 

ll.8.1. TRATAMIENTO. 

Mientras los niveles de metahemoglobina no lleguen a niveles de 30% o más usualmente no 

es necesario tratamiento alguno. Si la metahemoglobinemia es causada por agentes exógenos 

(drogas), la concentración de metahemoglobina se eleva a un grado máximo persistiendo éste por 

algún tiempo y entonces disminuye de nuevo a niveles imperceptibles. El tratamiento en estos casos 

puede constituir simplemente en el retiro de la droga, con la seguridad de que In cianosis y la 

metahemoglobinemia desaparecera espontáneamente en uno o dos dlns ( 14,29). 

La terapéutica con antidotos específicos se basa en catalizar los mecanismos reductores 

enzimáticos intraeritrociticos fisiológicos. 

Existen dos sustancias que son ampliamente usadas en el tratamiento de 

metahemoglobinemia; el ác. nscórbico y el azul de metileno. 

El ác. ascórbico ha sidio utilimdo con exito para reducir el grado de metahemoglobinemia 

moderadamente grave (50%), actúa como reductor directo, es oxidado dando ác. dehidronscorbico. 

El azul de metileno debido a sus propiedades de oxidorreducción fue considerado durante 

más de 20 años como un antidoto en el tratamiento de algunos tipos de envenenamiento por 

ejemplo, las debidas a cianuro, monoxido de carbono y por supuesto la formación de 

metnhemoglobina (6,28). 

La forma activa, nzul de leucometileno se forma por la reducción de metileno en los tejidos; 

la reacción se acopla con la oxidación de sustancias como NADH. El leucometileno se reoxida con 

la reducción de MHb.(ligura.8 ) o indirectamente con la reducción y oxidación de glutatión. 
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·NADP+ 

NADPH 

FIGURA. 8 La leucobase se reoxida dando ~1 de metiléno y Csia 'rcacción .. se aéOpJa 

directamente con la reducción de· m~tah~oglobina (7) . .. 

REDUCIDO 

Sustancias en 
los tejidos que 
tienen potencial 
redox mas bajo 
que el acoplado 
de azul de metileno­
leucometileno. 

OXIDADO 

AZUL DE METILENO 

OXIDADO 

REDUCIDO 
LEUCODERIVADO DE 
AZUL DE METILENO 

GLUTATIO.N MHb(Fe3+) 

(j~r ( 
GWTAT•ON """"") 

OXIDADO 
(GSSG) 

FIGURA. 9 Sistema de oxiación·redución que interviene en la reducción de la metahemoglobina al 
adminstrar azul de metilcno. El azul de leucometileno se reoxida dando azul de mctileno, 
y esta reacción se acopla indirectamente por la reducción y oxidación intermedia de -
glutatión (7). 
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El efecto de aceleración del azul de metileno en el grado de desaparición de MHb in vivo, fue 

confinnado por Wendel, Bodansky y Gotman. Este ulllimo demostro que una dosis .intravenosa de 1 

mg de azul de metileno por Kg de peso corporal, es altamente y· rápidamente efectivo en salvar a 

los perros de la muerte en grados de metahemoglobinemia fatales. 

De acuerdo a experimentos realizados por Bodansky y Gutmann el ác. ascórbico en 

comparación con el azul de metileno es mucho menos efectivo, en la aceleración de la reducción de 

metahemoglobinemia (28). 

La aplicación terapéutica de azul de metileno en la metahemoglobinemia consiste en la 

aplicación de 3 a 6 mgfKg por via oral o para acción más rápida, 1 a 2 mg'Kg por vla intravenosa. 

Debido a que la metahemoglobinemia familiar congénita, es una de las enfennedades 

clasificadas en el grupo de "errores del metabolismo innato"; la metahemoglobinemia requiere de 

atención constante durante la vida. Este tipo de metaht!moglobinemia se debe a una deficiencia del 

sistema enzimático del eritrocito que no reduce metahemoglobina (28). 

Para estos casos no es necesaria una terapia intravenosa, 1a administración ora\ de ác. 

ascorbico en dosis diarias divididas, de 400 a 500 mg/dia, o de a¡iul de metileno en dosis similares 

de 250mg/dla son adecuadas para reducir las concentraciones de metahemoglobina a niveles de 5% 

a las pocas semanas. El mantenimiento de metahcmoglobina en este nivel es tan largo como la 

administración continúe. 

Cuando el grado de metahemoglobinemia es tan pronuciado que el semi-estupor o 

inconsciencia esta presente, existe una emergencia y el tratamiento debe ser pronto. Como ya 

hemos mencionado los grados de metahemoglobinemia peligrosos pueden ser resultado del 

contacto industrial con potentes agentes formadores de metahemoglobina o de ingestión de 

compucstOs1 soluciones o productos alimenticios conteniendo tales agentes, en estos casos el 

tratamiento consiste en la inyección intravenosa de azul de mctileno en una dosis de 1 a 2 mg por 

Kg de peso corporal (28). 
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William y Chatlis reportaron un caso de metahemoglobinemia inducida por contacto con p­

bromoanilina y ác. p-bromoortosulfanilico. El paciente estaba intensamente cianotico y 

semicomatoso cuando le fue inyectada IOOml de una solución al 1 %, equivalente a 15 mg de azul 

de metileno por Kg. A la hora, la cianosis habla desaparecido y el paciente se recupero. 

Steele y Spink reportaron dos pacientes con metahemoglobinemia marcada; uno estaba 

desorientado y el otro semi-estuporoso. La inyección intravenosa de 50 mi de una solución O. 5% de 

azul de metileno (3 a 4 mg por Kg) da por resultado un mejoramiento dramático. IS minutos 

después de la inyección, los pacientes se sientan y parecen estar bien .(28) 

Cuando el azul de metileno es inyectado en el hombre, dos reacciones suceden: 

1) Una oxidación directa de hemoglobina a metahemogtobina. 

2) Una reacción opuesta, la reducción de metahemoglobina a hemoglobina, para 

la que coenzima y factor coenzima son necesarios. 

Aparentemente, la ultima reacción es mas efectiva, de tal forma que el equilibrio establecido 

entre las dos reacciones es disminuido a un punto de muy baja formación de metahemoglobina. 

Para casos extremadamente graves es útil la transfusión sanguinea y la administración de 

oxigeno. La transfusión sanguinea no solamente reemplaza a la hemoglobina inactiva con 

hemoglobina activa sino que también suprime parte del agente tóxico circulante en la 

metahemoglobinemia tóxica ( 13,28). 

El glutatión (GS-SG) es un agente reductor efectivo aunque clínicamente no ha sido utilizado. 

La rivoflavina ha sido utilizada en algunos casos de metahemoglobinemia congénita, dando 

como resultado la disminución de la metahemoglobinemia (9). 
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IU. HIPOTESIS 

La incidencia del incremento en la concentración de metahemoglobina en sangre, no tiene 

ninguna relación con la concentración de hemoglobina, asl como tampoco con la edad y el sexo. 

Incrementos considerables de metahemoglobina en sangre, pueden ser originados por agentes 

oxidantes de la Hb, como cloratos, nitrito, quinonas, etc.(6), o bien por una deficiencia enzimática 

de NADH-Metahemoglobina rcductasa. 
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IV. OBJETIVOS. 

I .• Montar y estandarizar las pruebas para la cuantificación de metahemoglobina, y la 

actividad enzimática de NADH-metahemoglobina reductasa (DIAFORASA). 

2.· Determinar la concentración de metahemoglobina y detectar la actividad de NADH­

metahemoglobina reductasa en individueos de diferente edad y sexo. 

3.- Determinar si existe relación, entre los niveles de metahemoglobina y la actividad de 

NADH-metahemoglobina reductasa. 

4.- Detenninar si existe relación entre los niveles de hemoglobina en individuos anémicos 

e indiviuos nonnales, con la producción de metahemoglobinn. 
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· V. MATERIAL Y METODOS. 

V.1.0. MATERIAL 

V.1.1. MATERIAL B!OLOGICO. 

Se trabajó con ·107. muestras de sangre, las cuales fueron obtenidas por punción venosa, de 

pacientes de consulta externa del Hospital lo. de Octubre del ISSSTE. 

Se utilizó hemoglobina libre de NADH-Metahemoglobina reductasa 0.012g/ml. 

V.1.2. MA TER!AL QUIMICO. 

(a)Amortiguador de fosfatos 0.06M, pH 6.6. 

(b)Amortiguador de fosfatos O.OISM, pH 6.6. 

(c)Buffer de citratos O.OSM, pH 4.7. 

(d)Cinuro de sodio, solución acuosa al 10%. 

(e)Dietil amino etil celulosa (DEAE). 

(f)EDTA,0.0IM. 

(g)Ferricianuro de potasio Sxto-" M 

(h}Ferricianuro de potasio, solución acuosa al 20%. 

(i)Mezcla Cianuro 0.05mglml.- Fenicianuro 0.2mglml. 

(j)NADH 0.033 g/ml. 

(k)Solución de NaCI 0.9%. 

(1) Triton X-10 concentrado. 
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V.2.0. METODOS. 

V.2.1. PREPARACION DE HEMOGLOBINA LIBRE DE NADH-MHb REDUCTASA. 

La sangre con anticoagulante, se centrifugó a 2000 rpm y posterionnente se decanto el 

plasma Los eritrocitos se lavaron 10 veces con un volúmen de una solución de NaCI 0.9% y fueron 

centrifugados a 3000 rpm. 

Por cada 10 mi de paquete celular lavado, se adicionaron 60 mi de agua destilada y l .6g de 

dietil amino celulosa (DEAE). Se dejo reposar por 10 minutos, mezclando ocasionalmente. 

Posterionnente se centrifugó, y se decantó el fluido sobrenadante dentro de otro recipiente. 

El proceso de adsorción se repitió, adicionando nuevamente una orción de 1.6g de DEAE. El 

liquido claro sobrenadante se diluyo a una concentración final de 0.012g/ml. (La concentración se 

detennino por medio del ensayo de hemoglobina). Los restos de NADH-metahemoglobina 

reductasa son absorbidos en el DEAE. 

Se comprobó que la solución estuviera libre de la actividad de reducción de la NADH-MHb 

reductasa. (empleando el esayo enzimático, pero empleando l.Sml de solución libre de enzima y 

omitiendo la adición de la muestra). 

V.2.2. DETERM!NACION DE METAHEMOGLOBINA. 

/!dndpJJJ. La prueba se fundamenta en que la metahemoglobina presenta una absorción 

máxima a 630nm, la cual desaparece al agregar cianuro de sodio (NaCN) y se transfonna en 

cianometahemoglobina. En otra allcuota toda la hemoglobina se convierte en metahemoglobina con 

el agregado de ferricianuro de potasio. La absorbancia de esta solución se mide también a 630 nm 

antes y después de agregar cianuro, como medida de la cantidad total de hemoglobina (9). 

Valores normales: O.O a 2.0% de MHb. 
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Procedimiento. 

Se tomaron 0.2 mi e sangre y se le añadió 10 mi. de amortiguador de fosfatos 0.016M, se 

mezcló, posteriormente se agregaron 3 gotas de tritón X-10, se mezcló por inversión dejando 

reposar hasta que la hemólisis fue completa. 

De la solución hemolizada se tomo una alicuota de 3ml, a la cual se le midió la absorbancia a 

630 mn contra un blanco de amortiguador de fosfatos. Esta lectura fue la absorbancia A I · 

En seguida, se agregaron 4 gotas de la solución de cianuro de sodio a la al!cuota anterior, se 

mezcló y se dejó en reposo por 2 minutos, después de este tiempo nuevamente se leyó la 

absorbsancia a 630 mn, siendo esta la lectura A2. 

A otra allcuota de 3ml del hemolii.ado se le agregaron 3 gotas de ferricianuro de potasio, se 

mezclo, se leyo a 630 nm siendo esta la absorbancia A3. 

A esta misma alicuota se le añadierón 3 gotas de cianuro de sodio.se mezclo y leyo la 

absorbancia a 630 mn, siendo esta la absorbancia A4. 

Calculo. 

x 100 = % de metahemoglobina 

AJ - A4 

Si los valores de las lecturas A¡ y A2 son iguales no hay metahemoglobina. 
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V.2.3. ENSAYO ENZIMATICO DE LA NADH-METAHEMOGLOBINA REDUCTASA 

(DIAFORASA). 

l!dJKJpfJz.. La deterininacion de la ai:tividad de NADH-metahemoglobiria réductasa, se basa 

en la detenninación del increment~:.d~absorció~ a u~ÍI lon!litud de on~a de s?s ·~la ~Ual se debe 

a la fonnacón del NAO+~ pa~ir de
0 

lioxich.Ció~ d~I NADH (20). 

Valores nonnales: 2.0 a 4.4 U. de Enzima. 

V.2.3. l. ENSAYO DE HEMOGLOBINA. 

En un tubo de ensayo se colocaron. 5ml de solución cianuro-ferricianuro. 40 ul de la muestra 

(sangre completa).se dejó reposar por 1 O minutos y se centrifugó, se midio la absorbancia de la 

solución clara a 540 nm contra un blanco de agua, en una celda de 1 cm. 

Para dctenninar la concentración de hemoglobina en la muestra, se trabajó simultáneamente 

con un hemolizado de hemoglobina de concentración conocida. ( 11.6 gil 00 mi ). 
Valores nonnales: Hombres IS.O a 19.0 g/IOOml Hb. 

Mujeres: 12.5 a 16.S g/IOOml Hb. 

Niños: 9.5 a 16.0 g/IOOml Hb. 

V.2.3.2 ENSAYO ENZIMATICO. 

En un tubo de ensayo se colocaron: 

0.5mldeEDTAO.Ol M. 

1.0 mi de Buffer de citrato 0.05 M. 

1.8 mi de Fcrricianuro de potasio 5x10
4

M. 

1.0 mi de hemoglobina 0.012g/ml. libre de actividad de NADH-MHb reductasa. 

0.04ml de muestra (sangre completa). 
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Se llevó a un volúmen de 9.9 mi con agua destilada,se mezcló y se dejó reposar por S 

minutos. posteriormente se centrifugó a 3000 rpm durante S minutos, para eliminar los restos 

celulares. 

Se tomaron dos alicuotas de 2.97 mi del centrifugado y se colocaron en tubos de ensayo por 

separado, al tubo número uno, se le aftadieron 0.03ml de agua destilada, se mezcló y se calibró el 

espectofotometro a cero. 

En el tubo número dos, se le aftadieron 0.03 mi de NADH 0.033g/ml, a tiempo cero se medió 

el cambio de absorbancia por un lapso de 3 minutos, con intervalo de 30 seg. 

Nota: el cambio de absorbancia del primero al segundo minuto después de la adición del 

NADH (incremento de absorbancia a 575 nm por minuto), es una medición de la actividad 

enzimática. 

Calculo. 

jnc::remeot de A n S7Snm/mjo X JQOO X--~1~0 ____ "" incremcnt A aS7Snmfmjn X 11 = 

42 A a 540 nm x 0.207 x 68 Aa540nm. 

Unidades de NADH-MHbina reduct.,.. 
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V.2.4.METODO ESTADISTICO. 

Medidqs de tendencia central oora dqtos agruoodos· 

Media 

X= xf/n 

Mediana 

X=LRix + n/2-FAAX-1 e 
Fx 

Moda 

X= LR!x + di e 
d1 -d2 

X = media muestra) 

x= marca 

f = frecuencia 

n =tamaño de la muestra 

X =mediana 
LRI =limite real inferior del intervalo que 

contiene a la X 

n =tamaño de la muestra 

FAA =frecuencia acumulada absoluta de 

un intervalo antes del que contiene 

ala X 

Fx = frecuencia absoluta del intervalo 

contiene a la X 

e = Amplitud 

X =moda 
LR!x= limite real inferior del intervalo que 

contiene a la moda 
d

1 
= diferencia en frecuencia absoluta 

del intervalo que contiene a la X con 
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Mediadas de disperciún· 

Desviación estandar 

s s2 

Rango. 

R =X¡ - Xs 

el anterior. 

d
2 

= diferencia en frecuencia absoluta 

del intervalo que contiene a la X con 

el posterior. 

e amplitud. 

s2 varianza 
X marca 

X =media 

= frecuncia 

n = tamaño de la muestra 

S = desviación estandar 

s2 = varianza 

R = rango 
X¡ = observación con el mayor valor 

X2 = observación con el menor valor 
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VI, RESULTADOS 

VI. l. Los resultados del grupo de pacientes de consulta externa del Hospital 1 o. de Octubre 

(ISSSTE) de diferente sexo con edades de 11 a 60 años, se dan en el siguiente cuadro, las 

concentraciones de hemoglobina, % de metahemoglobina, incremento de la absorción a 575 nm y 

unidades de actividad enzimática, para cada uno de las 107 muestras. 

CUADRO No.5 CONCENTRACIONES DE Hb, Mllb, INCREMENTO DE A575 nm 

U. DE NADil-MHb REDUCTASA 

IO 
11 

12 
13 

14 
IS 
16 
17 

1• 
19 
20 

21 
22 

23 

.... 
,. 
26 

" " S6 

49 

J8 

29 

" " 11 

2l 
18 

" 37 
!) 

l7 
29 

16 

37 
34 

" " 

.... 

M 

M 

F 
M 

F 

F 

M 

M 
M 

F 
M 
M 

M 
M 

M 

llbcflOml 

12.10 
13.40 

9.RO 

IJ.l(l 

IS.60 

16.40 

IS.80 

13.IO 
U.80 
17.10 

15.30 

17.10 
17,60 
13.40 
12.60 
15.60 
tl.10 
12.IO. 

14.30 
13.10 .... 
10.00 
15.30 

60 

MHb(9/•) 

6.30 

l.80 

3.40 

1.40 

l.12 
2.77 
2.30 

4.35 
4.10 
o.oo 
2.90 

0.68 

lncremmlo U. de Enzima 
A575nm 

o.oso 1.77 
0.0311 1.22 

0.009 0.39 

0.046 l.SO 
O.OSI 1.40 
0.013 0.34 

0.0'2 1.40 

0.064 2.10 
0.066 1.78 

o.oJ.t o.as 
0.049 1.36 

Ó.0~4· IJS 
0.00 0,056 1.36 . " 

0.00 /·'-:.; ·.·:· 0.042 .·J,35 

·;.1.90.;.,~ "·::·, 1 Ó.OSI' ~ .. l,73· 
.,,l~tc>.::.: ·{·: ci.00.y ..... 
'··4:14, ;·.~. 0.080· .'2.6i· 
· .: 1'.43 ·\:,..,.\~.: ·' ·~~: _:·. o.oG'.4 · · i.16 .. 

0,74 

;~.O?!.· 2.29·' 
·' 1.91 

2.30 

0,059 

o'.oiw: 
o.042 ·: 

:·.,· . 
1.78 
Í.78' 

. c~wiuación .. ::; ...... 



24 

" ,. 
27 

28 

29 

JO 

31 

J4 

" J6 
J7 

J8 

l9 ... 
41 

" 4l .. 
" 46 

47 
48 .. 
so 
51 
52 

5l 

54 

S5 

56 

51 

58 

" 66 

61 ., 
6l .. 
65 .. 
67 

Edad 

" "' 17 

" l4 ,. 
21 

35 

28 

JJ 

26 

32 

Jl ,. 
48 

27 

l4 
19 

28 

'' 27 

32 

4l 

32 

'º 41 

J2 

lJ 
32 

" lJ 

27 .. 
l8 
37 

·39 

" 36 

37 

32 

2J 

31 

Sno 

M 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

F 
M 

M 
M 

M 
M 

F 

M 

F 
M 

M 

F 

M 

F 

M 

llb;~llOOml 

12.30 

16.40 

14.30 

ISGO 

13.30 

11.10 
14.90 

12.80 

14.60 

11.lO 
16.60 
13.80 
IS.10 

9.80 
12.10 
14.90 

18.40 
12.10 
14.JO 

ll.30 
11.80 
13.60 
14.JÓ 

IS.10 
20,IO 

12.80 

IHO 
12.60· 

16.60 . 

10.00 

18.90 
14.10 
10.00 
16.IO 
13.80 
14.60 
16.90 

'16.90 

61 

MHb(%) 

),]) 

0.00 

0.00 

'" 2.80 

3.00 

1.49 

2.40 

3.30 

2.SO 

ús 
2.36 
2.66 

lncrcmmlo U. d~ Erulma 

A57Snm 

0059 2(J4 

0.056 1.46 
0.029 086 

O.OHO 2.14 

007S 2.40 

O.OKS 3.01 

O.OSS 1.Sll 
0.078 2.S9 

0.072 2.11 

0.061 l.30 

O.OSI . 1.31 
O.Oli' 0.99 

0,065 '1.84 

·4,00 .:o.Oh-'. 1.00 

-~.oo-' '~ ~':.o.~11.~:·: ;2.73, 

3.50 !':· ... :·o.o.is-,,· · IJB 
· íiO ;:;,: {~1 ':r;;o.o&. ::,_:i'i.'-t9··: 

·~·e ~> ~l~da~·i: l{~! 
1.10.)=:::: :·:·:·~;. O.o221 .. · o.79 

~:: .r' ):·;;:;~º. : .. ~0:··~2·.!,.'.,; .. :'.. ; ::: .. 
1.20'. :·:{·· :0.1&· 

·o:oo ;.¿.:_'::- ··"-'{~_·o.OGF·. :.1.1.a 
O.ó<>:.'.'~!;:~t:· ~;¡.tóAiiS~:~. 0-:7-¡-·.-

1.13 ':/;~~ _·j~.·•-•.'.;'..i./ .. -~ºº··º~'·º~~::~: .. · · 1:26 
": 1.68.: . :.~(J;', ~~-,~.1!6 .. 

J.32 ·":'.'1·T'- 0:01s~~ ".\z.5o 

:·;~:i: )\~>· ;~;f(~::~J -t~f!~: 
: "j .60 · ;¡ ;·;¡,:;; ···F.", 0.037 '0.76 

....... s'· :.'.~~'.;" ,,;7·,~·y~:O:oó9'<·>.· i~1s 

._-.•. zº :~:j .. <:.::r:·~~~ ~-0.36 
;_o.~"· ... i.s. 

i.14. ··,;~, '.,:.:,;:_;;···: 0,060 "'>:·"1.82 

: ~!;·· '\(~:; ~:~J . : t¡~ 
'··4.34 .;·. ,. , ~ .. <; ~:~I Lss 
: ul 0.059 i:11 

. '.,~ ~ ·· o.osa 1..11 

0.059 ~ i . .Í9 

1.48 

,,·-·c~~'~ion. ..... H•O••• 



Edad Sno llbg/'IOOml MHb(%) Incremento U.deEmlma 
A575nm 

68 ll M 16.90 2.00 0058 1.47 

69 ll 12.60 1.40 0.067 2.27 
70 29 F 12.80 2.00 0.065 216 

71 " M 11.l!' 4.54 0.066 2.49 

72 16 M 18.10 4.10 0.059 1.39 

7l 42 M 16.90 1.90 0.060 t.52 

74 'º 15.60 L60 0,064 1.75 

" 41 17.90 2.10 0.065 1.55 
76 ]6 18.40 1.85 0.066 1.53 

77 60 M 20.10 L20 0.065 1.38 

78 48 18.60 2.30 . 0.060 137 

79 16 11.10 2.19 QOl6 1.40 

80 lt M 17.10 i43~ 0.067 1.67 

81 19 F 9.80 7.00 0.048 LID 

82 ]6 F 16.60 >.60 º·~ 1.65 

81 ll M IS.60 4.73 
, .. 

.. 0.066 t.81 

84 11 1~10 4.76 0.066; 1.75 ., 16 8.10 6.25 0.009 .. 0.46 

86 .. M 16.10 • 2.17 0.040 _l.10 

87 ll M 14.90 1.74 ··~ ·o:oi1 0.49 

88 24 F 11.30 2.70 -·-:~:~]<" 'tit 
89 57 M 12.60 l.6l ·:," 0.012·.'· ·0.41 .. -~, " ó.66 90 l7 F 12.80 1.94 .·,··'~- o.~20 · 
91 45 M 15.90 1.22 . :::- .··. ~:·;.·o.on ~ .. 0.86-

92 " 14.60 2.Ü} . Q060 :::' :1.16 
' 91 28 13.80 ~s.: ;_\._,: '::~}~~:;~~} .t.99 

94 27 M 17.90: ).4~- ~-::.;~·;~ ,. 
~ 1.39 

95 ll F 14.30 ··t.13· :~ _0.05!._ - .~l-:_16 
96 'º 

-- u.10··- --;1,59 :·::~-- .. /;1_0.0_Sl:~: .; 1.50 -

91 " F 14.20 0,00 0.056. 1.70 

98 18 M 16.90 2.IO O.OS3 1.34 

99 lL 12.60 O.S7 O.Cl6l 2.07 

100 l2 14.30 0.54 o.osa 1.73 

101 16 F 14.60 l.7S 0.046 1.35 

102 "' M 14.SO 0.00 0.058 1.67 

101 " 14.SO 0.00 0.066 1.90 

104 38 14.10 0.61 0.062 1.88 

105 21 15.IO 000 0.071 !01 

106 19 14.60 0.00 0061 1.78 

107 47 M 15.10 1.08 O.OSR 1.60 

M1 Sexo Masculino F: Sexo ícmcnino 
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El grupo estuvo integrado por un total de 107 personas, en el cual la distribución por sexos 

fue de 62.6% para el sexo femenino y el restante 37.4% para el sexo masculino, como se puede ver 

en la figura 10. 

PORCENTAJES DE SEXO 

~~·('~:;.~ 
~[82.8'1.) ~ ~·.·...\· 

!· 

_.---/'' 

FIGURA 10. Representación gráfica del% de sexo en los 

individuos de las muestras. 
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Una manera diferente de analizar los resultados es hacer el análisis estadfstico con los valores 

del cuadro No.S de Hb, MI.ti;, .etc;·y ~e·obtüvieron. los resultados para la población en general 

mostrados eri el cuadro No. 6, sin. tomar en cuenta la edad y el sexo. 

CUADRO No.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LA POBLACION 
EN GENERAL. 

PROMEDIO MEDIANA VARIANZA DES.STD. 

X X s2 s 
llbg/IOOML 14.S 14.75 5.40 2.32 

Mllb% 2.13 0.14 1.89 1.Sl 

INCREMENTO 

A575 nm 0.054 0.061 0.060 0.017 

11.DEENZIMA 1.60 l.SS 1.46 0.57 
llb=ll1.'tnuitloh1nu. 

MI lh= M1.1.11".m.'lllohtll4 

lncr1.'f111,.i1111 /\S75run= 1n.:mncnlo de alxurhuncio u 575 1un 

11. Ji: L"fv.inm" llniJ.i.k.-s de N/\llll-MllhruJu.:t.a..u 
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20.1-8.l 

7.14-0.0 

0.087 • 0.009 

3.01 • 0.34 



En el cuadro No. 7 se presentan los valores de hemoglobina del cuadro No.5 agrupados en 9 

categorlas con intervalos de l .34g/I OOml para observar la frecuencia de los b'l'Upos. 

CUADRO No.7 FRECUENCIAS DE CONCENTRACION DE 

HEMOGLOBINA g/10 mi. 

Intervalo de confianza Frecuencia Frecuencia acumulada 

(1) (fa) 

8.09 - 9.43 

9.43 - 10.77 6 7 

10.77 - 12. ll 9 16 

12.11 - 13.45 21 37 

13.45 - 14.79 17 54 

14.79 - 16.13 28 82 

16.13 - 17.47 15 97 

17.47 - 18.81 7 104 

18.81 - 20.15 107 

Total 107 
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Las datos de frecuencias (1) y concentración de Hb del cuadro 7 se compaan 
entra sí obteniendose la ~ura 11 en donde se observa, como la frecuencia más 
ala de hemoglobina se encuentra en el intervalo que va de 14.79 a 16.13g/1 OOm~ 
además entre el rango de 12. 11 a 16. 13g/1 OOml de hemoglobina se encuentra el 
56% de los pacientes. 

35.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

30 !--···-···-··-····-·········- . ... ······ ... ··-·· ······· 

25 

~< 
~20 
UI a !E 15 1-·- - ·-· ........ . 

10 

5 

01 rtA/(V rt4/!!" r/4//P" L/4//!' f/,:1//E° [//!//!' [/(!//!' 1//1//r !//!// .. I 

a<9-9.43 9.43-10.77 10.77-12.11 12.11-13.45 13.-15-14.79 14.79-16.13 16.13-17.47 17.47-lBBl 16.81-ID.15 
HlgllOO"nl 

FIGURA.. 11. Diagrama de barras, ftecuencia(f) vs. conoentración de Hbg/1 OOml. 
Dalos tomados del cuadro 7. 



Los pacientes del cuadro 5 fueron divididos en grupos de acuerdo a los valores de 

metahemoglobina (%),y se presentan en el cuadro No.8 en donde se ve que se obtuvieron 9 grupos 

con intervalos de 0.8 unidades cada uno, teniendo entre el primero y tercer grupo la mayor 

frecuencia de valores, los datos de la población en general son independientes de edad y sexo. 

CUADRO No.8 FRECUENCIAS DE CONCENTRACIONES DE MHb (%). 

Intervalo de confianza Frecuencia Frecuencia acumulada 
(f} (fa) 

0.0-0.8 23 23 
0.8-1.6 19 42 
1.6-2.4 32 74 
2.4 - 3.2 10 84 
3.2-4.0 8 92 
4.0-4.8 10 102 
4.8- 5.6 1 103 
5.6 - 6.4 1 104 
6.4 -7.2 3 107 

Total 107 
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Las daos del cuadre No.B de concentracén de _,.fü yfrecuencia se gralican 
en la figura 12en donde se observa, que el% de MHbC<X'I maycrfracuenciacae 
en el in1arvalo de 1.6a 2.4, no obstante la menor frecuencia de paciemas C<X'I 
metahemcglobinemia se da del curulo grupo en adelanlB, teniendo un 21.5% de 
la población con concentracicnes de MHb, que van de 3.2 a 7.2% 

40~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

30 

~ 20 
o w 
fE 

10 

o 1 ((d/<T V/Ct,.,. !(/V/IT J//!//r !/Q//pr [/d/CP' vrrt..r V/V/C !//!(/P" 1 

OD-0.8 O.B-1.6 1.&-2.4 2.4-32 32-4.0 
%Mt-I> 

4.D-4.8 4~.6 !i.5-6.4 

FIGURA.12. Diagrama de banas de frncuencia{I) vs concentmciión de MHb(%). 
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Los valores de incremento de absorban~iaa 575 ~m. ~~ alirupari :~n .9 cat~gorias, con intervalo 
> ·- --- .- _.,.. .-••••• -· 

de 0.009. unidades y se presentan' en el c~dro No.9, estos datos sonparii"el tOial de la población sin 

tomar e~ cuenta la ~d ni. el sexo. ' 

CUADRO No.9 FRECUENCIAS DE INCREMENTO DE ABSORBANCIA A 575 nm. 

Intervalo de confianza Frecuencia Frecuencia acumulada 
(f) (fa) 

0.008 - o.o 17 6 6 
o.o 17 - 0.026 3 9 
0.026 - 0.035 9 18 
0.035 - 0.044 7 25 
0.044 - 0.053 15 40 
0.053 - 0.062 29 69 
0.062 - 0.071 25 94 
0.071 - 0.080 8 102 
0.080 - 0.089 5 107 

Total 107 
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Con los dalos de incremento de absarbancia y frecuencia del cuadio No.9 se 
construye la figura 13 en donde se ve que el incremento de absorbancia corres­
ponda a la diferencia da lecturas entra el 1 o. y 2o. mini:to, del ensayo enzimá­
tico, el intentalo de lecturas con mayor frecuencia es el de 0.53 a 0.62 de 
incremento de absorbencia a 575nm. 

0.008-0.017 0.017-0.026 0.026-0.035 0.03!HJ.044 0.044-0.053 0.003-0.062 0.082-0.071 0.071-0.080 0.080-0.089 
lnaemento de llbsab!lllcia a 575 nm 

FIGURA.13. Diagrama de barras de lrecuencia(I} vs incramento de A575nm. 



Los valores de actividad enzimática de NADH-MHb reductasa, para la población en general 

sin tomar en cuenta la edad ni el· sexo, se agruparon en 9 categorias con intervalos de 0.3 unidades 

cada una y se presentan en el cuadro No.10, en donde se ve que aproximadamente el 71.03% de la 

población, presentan una actividad enzimática por debajo de la actividad normal. 

CUADRO No. 10 FRECUENCIAS DE ACTIVIDAD DE NADH-MHb REDUCTASA 
(UNIDADES DE ENZIMA). 

Intervalo de confian1J1 Frecuencia Frecuencia acumulada 
(0 (fa) 

0.33 -0.63 6 6 
0.63-0.93 8 14 
0.93 - 1.23 7 21 
1.23- 1.53 31 52 
1.53-1.83 24 76 
1.83-2.13 13 89 
2.13 - 2.43 8 97 
2.43 - 2.73 5 102 
2.73 - 3.03 107 

Total 107 
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En la figura 1 O se presenta la relación de fll!cuencia y actividad enzinálica 
o bien idos en el cuadro No.1 O y se ve que la frecuencia más ala esla en el 
intervalo de 1.23 a 1.53 U. de enzima y la frecuencia más baja en los inlerv1t­
los 2.43 a 2.73 y 2.73 a 3.03 unidades de enzima. 

o 1 lf(/<<r Y/Y/I 1/4//... vn:rr C/A/<T ¡//V/Y rr¿r,r 1//!(/r V/Y/L 1 

0.33-0.63 0.63-0.93 0.93-1.23 1.23-1.53 1.53-1.83 1.113.2.13 2.13-2.43 2.~73 2..73-3.03 
U.deEnmna 

FIGURA.14.Diagrama de barras, frecuencia(!) vs actividad en:timática (unidades de 
NADH-MHb reductasa). 



Para detenninar si el sexo y la edad influyen de alguna manera, en la concentración de 

hemoglobina, metahemoglobina y en la actividad enzimática de NADH-MHh reductasa 

(DIAFORASA), se realizo un análisis comparativo, de los promedios obtenidos, en cada intervalo 

de edades, para esto se fonnaron 5 b'11lpos, de acuerdo a la edad, con intervalo de IO años cada uno, 

primeramente se trabajaron los datos independientemente del sexo y se presenta en la figura No.15, 

para posterionnente separarlos por sexo, prescntandose en la figura No.16 el sexo femenino y en la 

figura No. 17 el sexo masculino. 
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Dentro de los 5 grupos formados se observa, que la actividad enzimática de 
DIAFORASA esla ligeramente por de bajo de k> normal {2.0-4.4 U. de enzima), 
mientras que en el ultimo grupo de 51 a 60 a.'kls, ElltÍS19 un atmenlx> de la con­
centración de MHb, con una marcada dislrinución de la actMdad enzimática 
en relación a los olros grupos, las concentraciones de Hb se encuootmn den­
tro de lo normal, sin influir de rnaneia apa-ente en la actividad enzimática. 

21>--.-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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RGURA 15. Diagrama de baTas comparativo de las promedias de Hb, %1v1Hb y 
actividad enzimática, para ambos sexos. 
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En este gráfico no se observan diferencias marcadas para las concen1racio­
nes de hemoglobina, a excepción del grupo da 41 a 50 años, qoo es da 16.10g/ 
100ml de Hb en promedio, en e1grupode51 a 60 años se presenta, un aumento 

da los niveles de metahemoglobina, mas marcado que en los otros grt4>0S, con 
una actividad enzimática ligeramente por debajo de lo nonnal (2.0-4.4 U.Enzima). 

SEXO FEMEN!NO ,-------INOl 
20~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

8 
g 10 

15 
a: 
Q. 

!i 

o 
8lHJES '""" 213' WIO .,.., - ~ 1<JJ7 '"" ""' 1&10 - IZ3 '"' ""' .... 2.14 

XIC1MW)BQMATICA 111 1.32 lT.I 1.71 1. .. 

FIGURA 16. Diagrama de barras comparativo de los promedios da Hb, MHb y 
actividad enzimática del sexo femenino. 
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En el diagrama de barras se enc1111ntra ...., hemoglobina norma~ con \Sla acti­
vidad enzimática pcx- abajo de 2.0y una meta/lemoQlobina dentro de rangos nor­
males y nuewmenta se Observa, en el grupo de edad de 51 a 60 años i.t relaó­
YD aumento de la MHb, con una marcada dismilución de la actividad enzmática. 

[SEXo-M/\scu-úNo-1 
20~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 
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o 1 lXXWVPlll? txXIWMk' MWYBIVV KXJK!nl!I! 19Y'ft'4',,_,. 1 

11>'10 21$ 31"4> 41@ Sl«J 

fZj 17.C6 1~44 15.JO 1501 '5.35 

rzJ "" 2.10 1.17 , ... 2.41 

Xl\CTMLWJBfllUl\TI°'- 111 '"' t.41 "" 121 ..... 
AGURA 17. Oiagrana de banas comparativo de les ¡xamedics de Hb, MHb 
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Con respecto a la actividad enzimática, se realizo un análisis de regresión lineal de las 

lecturas obtenidas a 575 nm., obteniendose los valores de pendiente y correlación para cada uno de 

los !07 pacientes. Al igual que con los datos anteriores, en éste caso, se trabajo con los rangos de 

edades y sexo, establecidos anteriormente; los cuadros No. 11,12 y13 nos muestran los promedios 

de pendiente y correlación obtenidos para cada grupo de edad y sexo y con los datos de cada cuadro 

se construyenlas figuras 18, l 9 y20. 

CUADRO 11. PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION 
PARA CADA GRUPO DE EDADES. AMBOS SEXOS. 

Edad X Pendiente X Correlación 

10-20 0.000853 0.96 1 
21 -30 0.000793 0.94 ll 
31-40 0.000916 0.94 111 
41 -50 0.000812 0.94 IV 
51 -60 0.000637 0.85 V 
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CUADRO 12. PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION PARA 
CADA GRUPO DE EDADES. SEXO FEMENINO. 

X Pendiente X correlación 

0.000714 0.95 
0.000857 0.95 
0.000994 0.95 
0.000950 0.97 
0.000662 0.94 

11 
lit 
IV 
V 

DI 
rv 

n 

" .e 0.10 
X 

! V 
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FIGUR.A 1.9, Ropresontodón linooL A 575 nra. vs tiempo(seK), poro. 

el soxo femenino. 
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CUADRO 13. PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION PARA 
CADA GRUPO DE EDADES. SEXO MASCULINO. 

Edad 

10-20 
21-30 
31 -40 
41-50 
51-60 

ª " ~ 0.20 

?!!, 

·~ 
" .e 0.10 

.s 
< 

X Pendiente X Correlación 

0.000986 0.98 
0.000730 0.93 
0.000838 0.94 
0.000675 0.91 
0.000613 0.77 
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111 
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FIGURA 20. Repruauntaci6n lineal. A S7S nm vs tiompo(saK), para 
el sexo muculino. 



A partr de las figuras 18, 19y 20 se hace una C0f1"4>8ración glllfica de 
pendiertas, con el objelo de mostrar de una manera más clara los resij. 
lados oblenidos, en relaciái a la actividad enzmálica, de la DIAFORASA 
yse presenta en la figira 21. 
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VII, ANALISIS Y DISCUCION DE RESULTADOS 

Los niveles nonnales de metahemoglobina, se encuentran en un intervalo que va de un 0.0% 

hasta un 2.0%, en relación a la concentración total de hemoglobina 114). 

Esta concentración se mantiene gracias a los sistemas reductores de metabemoglobina, de los 

cuales el más importante es la NADH-metahemoglobina reductasa (DIAFORASAJ. Problemas de 

metahemoglobinemia de tipo congénito, debidas a la deficiencia de DIAFORASA son raramente 

encontradas, por lo que el tipo de herencia no ha sido bien detenninado. 

Los casos más comunes de metahemoglobinemia, se deben generalmente a efectos tóxicos, de 

agentes oxidantes de la metahemoglobina que se pueden encontrar tanto en el medio ambiente, por 

los altos índices de contaminación existentes actualmente, como por el uso de pesticidas. algunos 

conservadores en alimentos, ademas del uso de algunos fármacos metahemoglobinizantes, como los 

analgésicos, anestésicos locales etc. 

Nuestro estudio estuvo encaminado a determinar la actividad enzimatica de NADH-MHb 

reductasa, además de los niveles de metahemoglobina presentes, en un grupo de pacientes, de 

consulta externa del Hospital 1 o. de Ocrubre (ISSSTE). 

La selección del grupo se realizo al azar, para fonnar un grupo heterogéneo, de diferentes 

edades y sexo, abarcando asi desde niños, hasta personas ya mayores. No nos fue posible conocer la 

ocupación de estas personas, dato que seria muy interesante para detenninar, que tanto riesgo 

tienen de estar en contacto con sustancias mctahemoglobinaiz.antcs. 

Este hospital se encuentra en la zona norte del D.F., donde estan ubicadas un gran numero de 

industrias, que sumadas al intenso transito, incrementan de manera considerable el indice de 

contaminación, factor importante en el aumento de los niveles de metahemoglobina. 

En el cuadro. 6, se observan los valores promedio obtenidos, para la concentración de 

hemoglobina, metahemoglobina, incremento de absorbancia y activi~ad enzimática. para la 

población en general sin tomar encuenta la edad ni el sexo. 
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La concentración promedio de hemoglobina obtenida es de 14.Sgl!OOml, con respecto al 

cuadro 7 y la figura No. 1, se observa que la frecuencia más alta cae dentro del intervalo de 14.79 a 

16.13 gl!OOml, por tanto no hay presencia de anemia en el b'íllpo estudiado. 

El valor promedio de% de MI-lb encontrado es de 2.13%, con un intervalo que va de un O.O a 

7.14%; a estas concentraciones no existen signos clinicos ni sintomatolOb~ª (6,28). El cuadro 8 y la 

figura No.2, nos muestran la frecuencia mas alta de metahemoglobina en el intervalo de 1.6 a 2.4%. 

De acuerdo al valor de MHb promedio, se puede mencionar que se encuentra levemente por 

arriba, del limite normal superior, reportado en bibliografia. 

Las lecturas de absorbancia a 575 nm, con mayor frecuencia se encuentran en el intervalo de 

0.053 a 0.062 (cuadro 9, figura 3), el valor promedio con respecto al cuadro 6, es de 0.054, el cual 

es muy similar al reportado en la literatura, que nos indica, que el cambio de absorbancia por 

minuto, para una muestra con actividad normal es aproximadamente de 0.05 (20). Los pacientes 

manejados tienen un incremento, que nos indica Wla actividad enzimática total. 

En el cuadro 10 y la figura No.4, se observa que la frecuencia más alta de actividad 

enzimática se encuentra en el intervalo de 1.53 a 1.83 unidades de enzima, grupo en el cual se 

encuentra el mayor numero de pacientes. El valor promedio de actividad enzimática, es de 1.6, el 

cual se encuentra dentro del intervalo antes mencionado. Estos valores se encuentran 

moderadamente por debajo de los normales, reportados en bibliografia, los cuales son de 2.0 a 4.4 

unidades de NADH-MHb rcductasa (20). 

De acuerdo a los datos antes mencionados, se puede decir que aparentemente, los valores de 

MHb son aceptables, asi como la actividad de la enzima. Dicha actividad se encuentra levemente 

disminuida, con respecto a los valores normales reportados. 

Para saber, si el sexo y la edad influyeron de alguna manera en la concentración de Hb, MHb 

y en la actividad enzimática, se dividio el grupo en estudio, en diferentes rangos de edad. primero 

sin tomar en cuenta el sexo y posteriormente se reali-zo el mismo análisis tanto para el sexo 

femenino. como para el sexo masculino. 
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En la figura No.5, tenemos que la concentración más alta de Hb, se encuentra en el intervalo 

de edad de 1 O a 20 años. A pesar de que en los demás intevalos la concentración de hemoglobina, 

se ve levemente disminuida con respecto al anterior, se puede decir que en general la población 

estudiada, no presenta problemas de anemia. 

La concentración de metahemoglobina cae dentro de los limites permisibles, sin embargo se 

puede ver que en el grupo por arriba de los 50 años, la concentración de metahemoglobina, se 

incrementa a niveles de 3,56% de MHb en promedio, que corresponden a los niveles más bajos de 

actividad enzimática (figura 5). 

Del mismo modo se realizo, un análisis comparativo entre los tres parámetros establecidos, 

tanto para el sexo femenino, como para el sexo masculino, manteniendo siempre los mismos 

intervalos de edades (figuras 6 y 7). En ambos casos Jos valores de hemoglobina se encuentran 

dentro de Jos valores normales, confirmando de este modo que no existen problemas de anemia, en 

los pacientes estudiados. 

Las concentraciones mas altas de MHb tanto para el sexo masculino, como para el femenino 

se encontraron en las edades de 51 a 60 años, mostrando un incremento marcado en las mujeres 

{figura 6), aqui se encuentra un gran número de amas de casa que se exponen en muchas ocasiones 

a hipoclorito y fungicidas, que son muy usados en el hogar. Estos son eliminados más lentamente 

ya que se acumulan en tejido adiposo, dando como resultado metahemoglobinemia. 

Las figuras 6 y 7, no muestran una diferencia marcada, con respecto a la actividad de la 

NADH-Mhb rcductasa, entre el sexo masculino y el sexo femenino. A excepción del sexo 

masculino; en el intervalo de 51 a 60 años. en este caso la actividad de la enzima es en promedio 

de 0.89 unidades de enzima, la cual se ve muy disminuida en relación a los valores normales (2.0 a 

4.4 U. de enzima).Estos pacientes puedes estar recibiendo medicamentos capaces de oxidar a la 

hémoglobina y que del mismo modo pueden ocasionar la inhibición de los mecanismos de los 

eritrocitos, que protegen a la hemoglobina contra la oxidación ( 14 ). 

En las figuras 8,9,10, se observa una comparación entre los promedios de pendiente obtenidos 

para ambos sexos, sexo femenino y sexo masculino, respectivamente. 
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En los tres casos la pendiente con menor inclinación, corresponde a la edad de SI a 60 años, 

indicando nos de esta forma , que la actividad de la diafora5a es muy baja. Esto p~ede deberse a que 

en edades avanzadas, los sistemas de defensa del organismo disnÍii:tUyen su efectividad, aunado a 

que toda la pciblación del D.F. se encuentra expuesta a altos niveles de contaminación. 

En la figura 11 se observa una diferencia entre las pendientes, las cuales nos dan una idea de 

la actividad de la NADH-MHb reductnsa (DIAFORASA), para los pacientes de 10 a 20 años y entre 

los pacientes de SO años en adelante donde se tiene un incremento de la actividad, en los primeros 

grupos, mientras que en los ultimas, esta actividad decrece. 

Existe una tendencia de mayor actividad por debajo de los 40 años a panir de este punto 

existe una caida de In actividad, acentuandose a panir de los SO años. 

Aparentemente la actividad hasta los SO años es suficiente para mantener los rangos de MHb 

cerca de los valores normales , sin embargo variaciones minimas de penciente (actividad) , después 

de los 50 años la concentración de MHb se dispara ni doble. 

A partir de los 40 años se ve una tendencia de disminución de actividad que pudiera asociarse 

en cierta medida al envejecimiento. 

El riesgo de exposición a agentes oxidantes, depende mucho del tipo de actividad, tal vez se 

trate en su mnyorfa de personas, que debido a su ocupación, están más expuestas a la 

contaminación ambiental o a sustancias tóxicas que tengan como consecuencia. una inhibición de 

la enzima, además de un incremento en los niveles de metahemoglobina. 

Finalmente se buscó la relación entre concentración de hemoglobina. metahcmoglobina con 

la actividad de diaforasa, para ver si cuando encontrábamos menor concentración de Hb, la 

actividad enzimática de diaforasa se encuentra disminuida, al igual que cuando los niveles de 

metahemoglobina se encuentran elevados, pero no fue así; se realizó un estudio estadístico de 

correlación lineal, en ambos casos se obtuvieron valores de correlación al rededor de 0.002, valor 

muy bajo, lo que nos indica que la actividad enzimática es independiente de la concentración de Hb 

y MHb, pueden darse casos de anemia, con una actividad normal o por el contrario una actividad 

disminuida, con una concentración de Hb normal. 
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Los niveles de metahemoglobina encontrados en este estudio en su mayorfa se encuentran 

dentro de los valores normales, aunque ya en el limite máximo permitido. La concentración mas 

alta de metahemoglobina, se encuentra entre 5.6 a 7.2% y solo la presentan 5 personas (cuadro8). 

No llegan a niveles en que la cianosis se haga evidente mucho menos a concentraciones ·que 11eguen 

a causar incapacidad, que van desde un 35% hasta un 45%. 

Los problemas de disfunción enzimática, de tipo congénito son muy raros, po'r tanto, se puede 

decir que las observaciones, en las cuales la actividad de diafornsa se encuentra disminuida, se 

deben a problemas de agentes tóxicos a los que estamos expuestos cotidianamente, por la 

contaminación, alimentos contaminados con sales, pesticidas y medicamentos con capacidad de 

oxidar a la hemoglobina, como por ejemplo los analgésicos que son frecuentemente utilizados, 

indiscriminadamente. 

Desconocemos con exactitud cuales son los niveles críticos de baja actividad enzimática que 

disparan los niveles de MHb. Para conocer con mayor claridad estaS variaciones en los niveles de 

MHb con respecto a la edad es recomendable continuar y profundizar más en el estudio y 

caracterización de la enzima, NADH-Ml-lb reductasa, para confirmar si se trata de un nuevo 

marcador, no reportado, que hace ser mas vulnerable al ser humano, con respecto a la edad. 
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VIII. CONCLUSIONES 

La concentración de metahemoglobina, obtenida en la población en general, es de un 2.13%. 

De los pacientes estudiados, un 30.8%, presentan metahemoglobinemia. 

La actividad de la enzima NADH-MHb reductasa (DIAFORASA), en el grupo estudiado, 

presenta en su mayoría una actividad levemente disminuida, en relación a los valores normales, un 

71.1% de la población en general presentan actividad enzimática por debajo de lo normal. 

La actividad enzimática de NADH-MHb reductasa (DIAFORASA), en el grupo estudiado, 

presenta un incremento variable hasta los 40 años , edad en la cual comienza una tendencia a 

disminuir la actividad enzimática. 

Aparentemente las variaciones en la actividad de la enzima, hasta antes de los 50 años son 

suficientes para mantener los niveles normales de MHb. Sin embargo después de los 50 años, las 

variaciones mínimas que se presentan en la actividad de esta enzima no son suficientes y se observa 

un incremento considerable en los valores de MHb, en está población. 

No existe relación entre la actividad enzimática y la concentración de Hb. 
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