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NADH NAD reducido.

NADP Fosfato de NAD.
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P
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L INTRODUCCION

Se conoce como cianosis al color azulado o violiceo de la piel y las mucosas, la cianosis se
debe habitualmente a la presencia de una determinada cantidad de algin pigmento de color obscuro
en la sangre capilar, que visto a través de la piel confiere a esta un color caracteristico.

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 ci is wvista clinic son debidos a pigmentos

hemoglobinicos anormales dentro de los erit'rocitos, como son: la metahemoglobina y la
sulfahemogiobina (9). ‘

La metahemoglobina se forma cuando el hierro de la hemoglobina (pigmento normal de la
sangre) pasa de un estado ferroso a fémico, convirtiendose asi en un pigmento incapaz de
transportar oxigeno (3,9).

La concentracién normal de metahemoglobina reportada es tan sélo de un 2% en relacién a la
concentracién total de la hemoglobina. Esta concentracién se mantiene gracias al equilibrio
existente entre la oxidacion de la hemoglobina y la reduccién de la metahemoglobina (26).

Un incremento en ia concentracion de Ia metahemoglobina puede originarse a partir de la
exposicién a drogas o sustancias quimicas, las cuales incrementan la tasa de oxidacion de la
hemoglobina. Por otro lado pueden deprimir los mecanismos del eritrocito que protegen a la
hemoglobina contra la oxidacion (1,26).

La metahemoglobinemia puede ser el resultado de una anomalia en los sistemas reductores de
los eritrocitos, o bien a una alteracién 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%, &c. ascorbico en un 12%, glutation reducido
(GSH)en un 9%, NADHPH-MHD reductasa en un 9% (9).

E! mecanismo dc reduccién mas importante es la diaforasa, y la falta o una notable

deficicncia de ésta enzima origina una metahemoglobinemia. Los sintomas desarrollados por la

3



presencia de metahemoglobina son variables, por lo cud! también los sindromes clinicos ofrecen
distintos aspectos, dandose dos tipos de metahemoglobinemias: (9)
-Metahemoglobinemia primaria (hereditaria o por deficiencia enzimatica)
-Metahemoglobinemia secundaria o adquirida (por exposicién a sustancias quimicas

metahemoglobinizantes) (1).



ll.GENERALlDADES
iL.1.0. TRANSPORTE DE OXIGENO POR LA SANGRE

. La’ resplmclon cs un proceso vxtul para el hombre, por medlo del cudl se intercambia oxigeno

y bléxndo de: carbono entre el orgamsmo y el medio ambiente, El aire atmosférico que inhalamos es

una mezcla de gases que tiene I composicién de un 20.96% de oxigeno, 0.4% de bidxido de

carbono yun 79% de nitrégeno, Existen a demds, otros gases en cantidades muy pequefias que no
tienen importancia fisiolégica (37).

La solubilidad del oxigeno en ¢l agua o el plasma sanguineo es pequefia. A una POZ de 100

mmHg 100 mj ae plasma contienén aproximadamente 0.30 ml O, en solucidn, pero a esta misma

PO,, 100 ml de sangre son capaces de fijar unos 20 ml de O,, Tal diferencia se debe a la presencia
2 H 2

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 mU/min, si la '
sangre no poseyera hemoglobina, pasa satisfacer csta demanda deberian circular cada minuto unos
80 litros. Durante el ejercicio, ¢l consumo de oxigeno del cuerpo pucde aumentar diez veces o mds,
y por consiguienle en estas condiciones el volumen minuto cardiaco deberia ser del orden de los
800 litros (18). _ Tt

La caracteristica mas sobresaliente de la hemoglobina, desde el ﬁﬁn(o de vista respiratorio, es
su capacidad para combinarse en forma reversible con el oxigéno Iil;rg:. (18) La hemoglobina, se
convierte facilmente en oxihemoglobina en presencia. del oxigeno atmosférico. La hemoglobina
contiene el grupo hem unido por su dtomo de hicrro ala prolcinﬁ, globina (34), por cada dtomo de
Fe 1a hemoglobina fija una mo)écula de oxigeno, La forma reducida de la hemogtobina (Hb) estd
hidratada, y la forma oxigenada (Hboz) tiene la molécu]ﬁ de agua sustituida por un dtomo de
oxigeno. Las moléculas de-agua y de oxigenc son facilmente desplazadas- por el monoxido de
carbono que forma un compuesto ﬁicilrhepte dyisocfnhle, I; hemoglbbina del monoxido de carbono.

Esta reaccidn esla causa de las p'rdpiedadés t6xicas del gas monnxidb de carbono (34).



11.2.0. HEMOGLOBINA
CARACTERISTICAS Y COMPOS!C[ON

El elemento rtante en el entrocllo es !a hemog]oblna, protelna plgmenmda de rojo,
que da ala sangrc su color mJo camcteristlco La molécula tlene un peso de 64 500 d. comprende

4 cadenus de globmn y! 4 moléculas de hemo (3).

puemes meteno (-CH—), 8 cadenas laterales, metil, vinil o dc. pmplémco (3)

: El hierro: estzi situado en el centro, fijado a los cuatro n:tlégenos de !os grupos plrrol y
qucdando]e 2 vecmdndes libres. La molécula es plana. Figura. 1. o

Las globinas son un conjunto de 4 cadenas polipeptidicas por cada molécula de hemoglobina,
dos a 'y dos B para la hemoglobina A, que ¢s la que tomamos como tipo para la descripcién.(43,50)

Globina de fa Hb A = a5,

Cada cadena es un polipéptido, es decir esta constituida por a.a. (146 para Ia cadena B y 141
para la cadena o) unidos por uniones peptidicas (estructura primaria). La cadena asf{ formada, se
enrrolla sobre si misma en un espiral para realizar una estructura secundaria en hélice. (estructura
secundaria). Las uniones de diversa naturaleza entre aminogdcidos puestos en contacto por las
curvaturas de la molécula la estabillizan (estructura terciaria). Finalmente la union de dos cadenas
B y dos cadenas o« forman una molécula simétrica globular es la estructura cuaternaria (3).

La estructura de cada cadena de globina dispone de una region hidréfoba, en la cual sc aloja
una molécula de hemo. La aproximacion se realiza, por una parte, por las uniones que intercambian
las cadenas laterales de propidnico del hem y la globina; por otra, el hierro, que dispone de dos
valencias libres: Una la fija directamente a la _globina sobre un residuo de histidina llamado

"proximal”, la otra actia por la cara opuesta a la molécula del hemo fijando una molécula de



oxigeno, y gracias o su accion s¢ asegura una aproximacion suplementaria sobre otro residuo de

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

M v, aP= Acido propiénico
M= Metl
B V= Vinil
Globina
M N M
€
: ”
AP eV
’(
iz
02
AP M

FIGURA.1. MOLECULA DEL GRUPO HEMO.
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FIGURA.2. Las uniones hemo-globina,



Cada subunidad de la hemoglobina estd 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 Waals. Figura.3.

Hierro
_1.‘-/_ Hemo

al B1
N~~~ o

< —

FIGURA,3, Esq de la Iécul 1
de hemoalobina.

Las funciones que realiza 1a hemoglobina son las siguientes:

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

-- Participa cn la regulacién dcido-base, eliminando CO, en los pulmones y amortiguando los
cambios de pH por accidn de los grupos histidina imidazol de 1a hemoglobina.

La hemoglobina contiene al rededor de 1.34 ml de oxigeno por gramo, la masa de eritrocitos

de un adulto contienen unos 600g de hemoglobina, capaz de transportar 800 mi de oxigeno (44).



11.2.1. SINTESIS DE HEMOGLOBINA

1.2.1.1. SINTESIS DEL GRUPO HEMO.

En las células corporales excepto en los eritrocitos maduros, pero sobre todo en los
precursores eritroides, 1a succinil coenzima A se condensa con Ja glicina para formar un compuesto
intermedio inestable, el &c. 8-amino levulinico (ALA).

Esta condensacién requiere fosfato de piridoxal (vitamina B6) y debe tener lugar en las
mitocondrias intactas. Figura.d (11).

Dos motéculas de ALA se condensan para formar un monopirrol, el porfobilinogeno,
catalizadas por la enzima ALA-deshidrogenasa. Para formar el uroporfirinégeno [II o I, reaccionan
4 moléculas de porfobilindgeno (Figura.S). El tipo de isémero IIl se convierte por la via del
coproporfirinégeno Il y el protoporfirinogeno lo hace en protoporfirina. El hicrro se inserta en la

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

del hem completa (11).
mth da deido tricasboxdlico. .
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FIGURA. 4. Formacién de porfobilingg




PORFIBILINOGENO

Uroparfirinogeno = Uzopazﬁn'mﬂ\ ‘{Umpolﬁﬁm 14— Uropodinndgeno [

Coproporfisinigeno +=)Coproporfiine [T Coproporfiring g Coproporfirinigenc [

) ﬁ“z

Protoporfirindgeno IX

PruLapotﬁnnnD{'#Fe — Hﬁ&@“?

cxz cnz
a
COOH  COOH
FIGURA. 5. Formacion del hemo a partir del porfobdlindgeao.




11.2.1.2 SINTESIS DE GLOBINA

La sintesis de la globina s¢ produce en ¢l citoplasma de los eritroblastos y de los reticulocitos.
Segiin la sintesis proteica, 1as cadenas de polipéptidos (que constituyen la parte proteica de la
hemogplobina) se originan en los ribosomas de las células jovenes de 1a serie eritroide (11).

Las pequefias moléculas especificas de SRNA (RNA soluble) se unen a cada aminoacido y
determinan el fugar de este aminodcido de acuerdo con el cddigo 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 estan agregados como polisomas.
11.2.1.3 ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA.

" En cada molécula de hemoglobina, se inserta un grupo hemo en 1a region hidrofoba 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 §§ ), que forman una
molécula de hemoglobina. Los atomos de hierro ferroso tienen 6 enlaces de coordinacion, 4 para
los nitrogenos pirtolicos del hem, t para el nitrdgeno imidazélico de histidina de la cadena
globinica (87a 6 92f), y uno que se une reversiblemente con ¢l oxigeno. A medida que aumenta la
presion parcial de oxigeno, los cuatro grupos hem se unen respectivamente 2 una molécula de
oxigeno.

En este proceso se da un cambio en la configuracion gencral de 1a molécula de hemoglobina,
y parece que esta configuracién alterada favorece la interaccion hem-hem con respecto a la fijacién

del oxigeno (11).



11.2.2 ALGUNOS EJEMPLOS DE HEMOGLOBINAS,
CUADRO No.1 EJEMPLOS DE HEMOGLOBINAS

Hemoglobina Formula
HbAL af,

HbF oYy
HbA2 a8y
HbGowers-1 e4
HbGowers-2 u282

Tomado de Ciscar y Farreras, 1980

La hemoglobina HbA1. Es la principal hemoglobina que existe después del nacimiento; estd
formada por dos cadenas a y dos cadenas B, su formula es Py A partir del quinto mes de vida
constituye el 98%% de la hemoglobina de la persona normal (9)

La hemoglobina HbA2. No se conoce bien su funcion, peto cuando falta la HbAI ésta la
puede suplir. Contiene dos cadenas a y dos cadenas 8, su formula es %385 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 ¢l 0.5%, Su formula es la siguiente: “2‘(; 9).

Las hemoglobinas embrionarias son Hb Gowerst y Hb Gowers2, La hemoglobina Gowers-1.
esta formada por cuatro cadenas de tipo ¢ y cuya férmula es £4. La hemdé!&biﬁa Gowers-2 es mis
parecida a las otras hemoglobinas normales, contiene dos cadenas o y doscadenas e, su fdrmulé es

83 (9).

11.2.3 VIDA DEL ERITOCITO Y CATABOLISMO DE LA HEMOGLOBINA.

El tiempo de vida de los globulos rojos ¢s de IiO"dlf 5 J_eﬁédc que sjﬁen de la'medula osca y '

penctran al torrente sanguineo. al cabo de este. tiempo’ s¢” destruye ‘bajo’ la”accion del sistema

13



reticulo endotelial, ya sea por fragmentacién, hemolisis o fagocitosis, o bien por combinacién de .
estos mecanismos (14), '

Aunque los eritrocitos maduros no tienen nicleo ni tampoco mitocondrias o reticulo
endoplasmico, no obstante contienen ain enzimas citoplasmicas capaces de metabolizar glucosa
por el proceso glucolitico, formando asi pequeiias cantidades de ATP (14).

Por otro lado puede formarse un poco mas de ATP utilizando una via lamada derivacion de
la hexosa monofosfato, seguida de la formacion oxidativa de ATP, éste sirve a 10s eritrocitos en
varias formas importantes: (14)

1) Conserva la flexibilidad de la membrana celular.

2) Asegura el transporte de fones de la membrana .

3) Conserva el hierro de la hemoglobina celular en forma ferrosa, en lugar de férrica, (Que
causa la formacion de MHDb, que no transporta oxigeno).

4) Evita la oxidacion de las proteinas de los eritrocitos.

Sin embargo, estos sistemas metabéticos del gidbulo rojo son cada vez menos activos con el

q 4

tiepo. Cuando las células envejecen sus procesos vitales simpl te se ¢ 1

Cuando la membrana celular se ha vuelto muy fragil, s rompe al atravesar algun lugar
estrecho en la circulacion; muchas de las celulas rojas se fragmentan en el bazo, cuando se extirpa
el bazo el nimero 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 higado, moderadamente en la médula 6sea y escasamente en el bazo y otros érganos. En un
primer paso la hemoglobina se transforma en verdohemoglobina (biliverdina-globina),
posteriormente se separan ¢l hierro y la globina de la biliverdina y ésta se tranforma en bilirrubina,
1a cudl es tomada por la celdilla hepatica y excretada en la bilis; el hierro y la globina son wtilizados

otra vez en ¢l metabolismo de nueva hemoglobina, Figura.6 (3),
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11.3.0 METABOLISMO DEL HIERRO.

El hierro se reduce o se oxida de forma reversible muy facilmente. Se incorpora a numerosas
proteinas de importancia critica para le mantenimiento tanto de la vida vegetal come animal,

Las proteinas de las que forma parte el hiero y que posee el hombre, se pueden agrupar
ampliamente como protefnas hem, flavoproteinas de hierro y un grupo heterogéneo de proteinas
que contienen el hierro acn una gran variedad de confipuraciones moleculares. Entre las proteinas
hem figuran la Hb, mioglobina, los citocromos y citocromo oxidasas peroxidasas y catalasas.

Las flavoproteinas de hierro, incluyen la citocromoC reductasa, succinato deshidrogenasa,
NADH-deshidrogenasa, acilcoenzima A deshidrogenasa y xantinooxidasa (17).

La cantidad total de hicrro en el cuerpo es en promedio de 4g; aproximadamente ¢l 65% de
este hierro se encuentra cn 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 oxidacion
intracelular; el 0.1% en forma de transferrina en el plasma sanguineo, el 15 a 30%

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

I1.3.1 TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE HIERRO.

El hicrro al ser absorbido por el intestino delgado se combina inmediatamente con una
globulina B para dar origen a un compuesto llamado transferrina, en cuya forma es transportado por
el plasma sanguineo, solo se absorben pequeiias proporciones del mismo. Por otra parte, si solo se
dispone de pequefias cantidades de hierro pricticamente todo serd absorbido.

Cuando el cuerpo queda saturado de hierro, de manera que pricticamente toda la apoferritina
en zonas de reserva de hierro esta combinado con €, la intensidad de absorcion del hierro por el
tubo digestivo disminuye considerablemente. Por otra parte, cuando las reservas del hierro estdn

vacias la intensidad de absorcion aumenta considerablemente, 5 o mds veces el valor que tiene



cuan_do las reservas del hierro estan saturadas, Asf pues, el hierro corporal total esta regulado por

alteraciones en la intensidad de la absorcion (17).

11.3.2 MECANISMOS DE RETROALIMENTACION QUE REGULAN LA ABSORCION
DE HIERRO.

Cuando pricticamente 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 estd saturada en una tercera parte con hierso, 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, 12 acumulacion de un exceso del elemento en las células de la
mucosa deprime la absorcién activa del metal, desde la luz del intestino y al mismo tiempo,
estimula la excrecidn de hierro por la mucosa (9,44).

Desafortunadamente, aiin no se conoce los detalles del métedo por el que el exceso de hierro

+

deprime su absorcién activa por la mucosa, aunque sc han propuesto teorias dife

Recientemente se sugiere un mecanismo muy probable de control en la absorcion del hierro, basado
en la capacidad de la transferrina para aceptarlo de las células de la mucosa epitelial, cuando la
(mnsferrjna estd saturada con hierro, no es posible aceptar mas, de tal forma que su absorcién

disminuye considerablemente (9).

- 11.3.3 FUENTES Y REQUERIMIENTOS DE HIERRO.

Las principales fuentes de hierro son las visceras animales, higado, corazén, rifién 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 melocotén), legumbres (habas y lentejas ), verduras y hortalizas (coliflor y
ribanos). El preparar los alimentos en utensilios de hierro es considerado un aporte del clemento.
El requerimiento Je hierro varia de 0.5 a 1.5mg en cuanto al que es absorbido, el cual viene
contenido en una dieta que puede tener de 10 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 hidréxido férrico insoluble
micelar. Las micelas de hidroxido férrico, se unen a una proteina endocelular que se denomina

apoferritina, cn la que ¢l hierro queda depositado en forma férrica (9).

11.4.0 PIGMENTOS HEMOGLOBINICOS ANORMALES

Las dos hemoglobinas, la oxihemoglobina y la hemoglobina reducida, pueden convertirse
facilmente en hemoglobinas anormales, por accion de agentes extermos.

La carboxihemoglobina se forma debido a Ja afinidad que tiene la hemoglobina por el
monoxido de carbono (CO).

La sulfahemoglobina es producto de Ya accidn de sulfuros inorganicos sobre la hemoglobina.

Por otro lado 1a metahemoglobina se origina por agentes toxicos (cloratos, nitratos, etc.,} que

son capaces de oxidar al idn Fe2* de la molécula de hemoglobina.

CARBOXIHEMOGLOBINA,

La hemoglobina tiene 1a capacidad de combinarse con el oxigeno asi como también con el

monoxido de carbono {CO), existiendo mayor afinidad por el CO siendo 210 veces mis que por el
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oxigeno. Ello significa que el monoxido de carbono se fijara a la hemoglobina alin 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 sintomas de la intoxicacién con este gas son dolor de cabeza, vértigo, debilidad
muscular y nduseas, Se presenta este tipo de intoxicacion por efecto de la inspiracion del humo de
aparatos de combustion, como los coches, por ejemplo.

La intoxicacion puede darse de forma masiva dando la muerte que se produce rdpidamente, la
forma crénica es poco frecuente, la mds comin es la subaguda, produciendose alucinaciones,
somnolencia, a veces estado como de embriaguez, que [levan pronto a un estado de coma, edema
pulmonar, hemorragias petequiales .

Para el tratamiento se administra oxigeno, transfusién, respiracion artificial, azul de metileno,

etc(9,11).

SULFAHEMOGLOBINA.

La sulfahemoglobina es un compuesto que se origina de la accion de los sulfuros inorginicos
y el peroxido de hidrogeno sobre la molécula de hemoglobina. Su composicién quimica es
desconocida, pero se supone que entra en fa molécula de hemoglobina un dtomo de azufre y que el
enlace entee la globina y el hemo sufre un cambio.

La molécula ¢s estable, la reaccion es irreversible, la sulfahemoglobina no puede transportar
oxigeno pero si combinarse con el CO para formar carboxihemoglobina. La sulfahemoglobina se

acompaiia casi siempre de la presencia de metahemoglobina en la sangre.

Se puede d denar por la pr ia de toxicos como las sulfamidas, la fenacetina, la
acetilamida, la acetilanilida, etc. El cuadro clinico se presenta como anorexia, cianosis, cefaleas y
estrefiimiento;, el tratamiento consiste en separar el toxico, la administracion de azul de metileno y

el &cido ascorbico no son Gtiles porque la union con la hemoglobina es irreversibles (21).



METAHEMOGLOBINA

La metahemoglobina (ferrihemoglobina) se forma por la oxidacidn ael pigmento normal de fa
sangre, la hemoglobina; en la cual el jon 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 varigbles de
anoxia de los tejidos. El eritracito que contiene metahemoglobina no es apto para la oxigenacion,
pero no es deficiente en otros aspectos; su morfologia, resistencia osmatica y mecanica es normal
(9,10).

La metahemoglobina se considera un pigmento temporalmente inerte y reversible. El hombre
normal posee pequefias cantidades de metahemoglobina que va del 1 al 2 % de la hemoglobina.
‘Es‘t\a_ éonéentmcidn se mantiene gracias a que la metahemoblogina que continuamente se forma

: :sufre al mismo tiempo una reduccion a hemoglobina, este progeso permite mantener un elevado

" nivel de hemoglobina en el exitrocito normal.

Fet™. oxidacié > Fe

Forma reducida<—reduccién-—~—-——— Forma oxidada
Hb MHb
La metahemoglobina puede ser resultado de la expesicion a drogas o sustancias, las cuales
incrementan la oxidacién y que pueden inhibir los mecanismos dentro de los eritrocitos, que
protegen a la hemoglobina contra la oxidacion. Una vez que la metahemoglobina cs formada dentro
del eritrocito puede ser reducida a hemoglobina por enzimas o reacciones quimicas. La
metahemoglobina también puede ser resultado de la incapacidad para reducir a la

metahemoglobina (25,43).



11.4.1 MECANISMOS QUE PROTEGEN LA EXCESIVA FORMACION DE MHb.

En'cl organisrho existen' cienos mecanismos que impiden que la hemoglobina se oxide en

demaslada canndad La oxnge?’cxén de la sangre protegc paraddjicamente a la oxidacion de la
. hemoglobma 0 sea; que el oxig,eno molecular no nende a oxidar la hemoglobina.
La hemoglobina dentro de los eritrocitos . esta mejor protegida de la oxidacién que la
hemoglobina hemolizada (9,19).

Un mecanismo quimico protector parece estar constituido por el glutation, este mecanismo

I

esta ligado indir al lismo de la gl
En los gldbulos rojos existe una tendencia minima a formarse productos oxidados, uno de
ellos es el peroxido 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 ¢l

paso de lagl -6-P a 6-P-gl por accidn de la glucosa-6-Pasa. El NADH aqui actia sobre

el glutation al que reduce pasandolo a agua, o sea el peroxido de hidrogeno pasa a agua (cediendo
oxigeno ).

Con la desaparicién del peroxido se anula la posibilidad de que esté peréxido actile sobre la
hemoglobina y la oxide a metahemoglobina. Se trata de un mecanismo complejo de
oxidorreduccién con consecién de energia; la oxidacién de la glucosa-6-P a 6-PG condiciona la
reduccion de la NAD que pasa a NADH, éste transformara el glutaion oxidado a la forma simple
reducida (GS-GS-—> 2GSH) y estd reduccion se establece sobre el oxido, evitando que dste
per6xido produzca una posible oxidacién de la hemoglobina, a la que transformaria en

metahemoglobina (9,11).
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11.4.2 MECANISMOS DE REDUCCION DE MHb A Hb -

En la via: de Embdcn-Meyerhof existen dos. pasos que estan’ muy relaclonados con la :

reducclén de T MHb y son los sngulemeS'

- -3-Fosfogliceraldehido ?—Tﬂd’osfoglicemto
: NAD* NADH + H*

Y enla tltima fase de este ciclo existe un proceso energético semejante pero invertido:
Piruvato 4‘7ﬁ’ Lactato
NADH + H* AD¥

El NADH puede actuar sobre la molécula de MHb a la que reduce. esta reduccion es muy
lenta y por ello Gibson sostiene que existe un portador intermediario que acelera la reaccion; se

trata de 1a NADH-Metahemoglobina reductasa o DIAFORASA, que existe en el eritrocito humano

NADH®+ H* NAD*

normal.

En ciertos pasos de 1a glucolisis se forma NADH a partir de NAD; este NADH va a actuar
sobre la molécula de MHb afladiendole H+y posteriormente reduciendola a Hb, esta reaccion esta
acelerada por la enzima diaforasa.

Los mecanismos que hemos mencionado pricticamente dependen de la degradacion de la
glucosa que puede darse tanto por la via de Embden-Mceyerhof, como a través de la via de las

pentosas fosfato; en el paso de glucosa-6-P a 6-P-gluconato ¢l NADP pasa a NADPH,(figura.7 )y la
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misma reduccion existe en el paso de la 6-P-§Iﬁcondto a ribulosa -G-P El NADPH que s¢ fbnna.

. puede contribuir a reducir la MHb y asi misino cn este pumo se habla de una. enmma -La NADPH-

M, 1

10globina
8

o mmblén denommnda hemoglobma reductnsu (9 15)

IL.4.3. SISTEMAS REDUCTORES DE METAHEMOGLOBINA.

En orden de imponancia y expresado t.:n porciento de la capacidad de reduccién de MHb del
eritrocito, dichos sistemas reductores son: NADH -Metq hemoglobing reductasa (digforasa) 70% ;
. bico 129 ; plutation reducido (GSH) 9% y NADPH-Metahemaglabing reductasa 9%

La diaforasa es el principal sistema de reduccién de la MHb y la falta o una notable
deficiencia de ésta enzima es acompaiiada de metaheinoglobinemia.

El 4cido ascorbico, logra una reduccion directa, pero lenta de la MHb y en concentraciones
normales (1 mg /100 ml de G.R) interviene poco o nada en la prevencion de fa formacién de MHb.
De igual modo, el glutation reducido, cuya concentracion en el eritrocito es de 70 mg/100mi y el
NADPH reducen lentamente [a metahemoglobina.

El acido ascorbico, el glutation reducido y {a NADPH-Metahemoglobina reductasa son
sistemas de reserva que solo tienen actividad efectiva cuando Iz tasa de reduccion de
metahemoglobina es baja, y por tanto, se tiene unma concentracion muy superior al 2% de
metahemoglobina que se considera normal (24,40).

La metahemoglobina reductasa, wtiliza el NADH que se genera en la reaccion de la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, para reducir el hierro de la metahemoglobina, desde la

forma trivalente (Fe3+) a la forma divalente (Fe2+).
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~ 11.5.0 ETIOLOGIA DE LA METAHEMOGLOBINEMIA.

Las tﬁetahemoglo_binémius son aquellos cstados patolégicos que se caracterizan por mostrar
elevada captidad'de pigmento sanguineo con el hierro ya del todo oxidado; en forma trivalente

Feit , & ineficaz para el transporte de méds oxigeno. El individuo nomﬁil,posee menos de 2% de

- metahemoglobina.

En general las metahemoglobinemias no deparan . hemolisis  graves y . imicamente se
caracterizan por motivar una insuficiente oxigenacion de los iejidi)fsjéoi cianosis.(10). Las causas
de metahernoglobinemia son variables también los sindromes clinicos ofrecen distintos aspectos. Se

pueden clasificar de la manera siguiente:

—
—~ MHBb por alteracion de la Hb M.

Congénitas
Metahemoglobinemias — MHb por deficiencia enzimatica.

-

Adquiridas ¢ tdxicas.
1.5.1 METAHEMOGLOBINEMIAS CONGENITAS.

Estas metahemoglobinemias pueden ya aparecer en el momento de nacer, o establecerse a los
pocos meses, son de dos tipos distintos en cuanto a su etiologia.

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 Milwaukee Iy I ; HbM Iwate ).
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Ofra resesiva, per deficiencia enzimética, que se Corrige en parte;gm:\'e'l ‘azul de metileno.(9)

IL5.1.1. METAHEMOGLOBINA HEREDITARIA POR HbM.

Este tipo de MHb es rara y exiéte t’miéarﬁéme en ia forma. helei;oéfgot;. la f'brma homoci gota
probablemente no es compatible con 1a vida (14). ; c s

Las hemoglobinas M (HbM) difieren de la ‘ﬁemoglobiha_ non:nal 'd;el adulto (HbA) por la
sustitucion de un aminoécido (histidina) en las cadenas a o [5.4 En las hgmogiobinas M,elas
sustituido parece encontrarse cerca del hicrro del grupo hem, al cudl tmnsfo_rmn y cuyo dtomo de
hierro pasa a la forma oxidada, férrica, sin poder volverse a lé forma ferrosa. '

Se han separado cinco tipos de HbM:(9)

- La HbM Boston .- Posce en la cadena o un residuo 58 (posicién E7) con sustitucién en la
histidina distal por tirosina.

- La HbM Saskatoon.- Su alteracion es muy similar a 1a anterior y esta en Ia cadena B ya que
posee un residuo 63 ( en la misma posicién E7), también una tirosina en lugar de ia histidina distal.
Ambas hemoglobinas poseen el mismo cambio y en Ia misma posicion (E7 o histidina distal), lo
que varia es la cadena. En ambas hemoglobinas el grupo fenélico de la tirosina forma un complejo
con el hem, que permanece en forma oxidada (9).

= La HbM Milwaukee.- Posce la alteracion no en la histidina distal, pero si en su vecindad,
pues el cambio esta en ¢l residuo 67 (posicion E11) de la cadena B, cambiando una valina por el
dc.glutamico y en este caso se establece interaccién catre el radical carboxilo de este 4cido y el jon

hierro del hem, que permanecera en el estado oxidado ().
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Tanto la HbM Iwate como la HbM Hyde park , presentan sustitucién en la histidina
proximal. Primeramente la HbM Iwate, presenta en la cadena o, residuo 87, posicion F8, una
sustitucién de la histidina por valina. Por su parte HbM Hyde park, presenta la misma sustitucion en
la cadena B, residuo 92 misma posicién F8; ambas hemoglobinas poseen un cambio en la histidina
proximal,  que se sustituye por el aa. tirosina. Las causas por las que se produce
metahemoglobinemia en estas dos hemoglobinas anormales, son dificiles de aclarar, en primer
lugar pareceria que la falta de histidina proximal del hem, que es su principal sostén tendria 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 accion de
enlace es entonces sustituida por la histidina distal, la cudl es la que hace de verdadero enlace
quimico, o sca que cambia la accion de ambas histidinas, pasando la funcion principal de union a la
histidina distal (cuya accién normalmente era secundaria) y por otro lado la tirosina (que sustituye a
la histidina proximal), pormedio del grupo fenélico 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 Iwate o Tyr. — ——
HbM Hyde park B Tyr. — —-
HbM Boston [ J— Tyr. -
HbM Saskatoon B - Tyr. —
HbM Milwaukee I B - — 67 Val.—--->Glu,

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

Existen tres sisternas de reduccidn en los eritrocitos:

1) La glutation 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 via de las pentosas.

3) La diaforasa o NADH-MHD reductasa, que depende de la via deEbbden-Meyerhof.

Son tres enzimas, tres lugares que pueden fallar por la correspondiente deficiencia y por lo

tanto 3 posibles sindromes disenzimaticos.

1

1)Metahemoglobi ia por is inadecuada de glutation.

Se trata de un sindrome excepcionalmente raro y del cusl se ha descrito un caso familiar por
Townes y Lovell. Se hereda como rasgo dominante y existe una deficiencia en la actividad de la
enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, consecutivamente una generacién insuficiente de
VNADH, y con eilo un fallo de uno de los mecanismos de reduccién de 1a metahemoglobina (18).

2) Deficiencia de hemoglobina reductasa.

Se trata de la NADH-MHb reductasa, existe el caso familiar descrito por Muller y col. la
herencia aun no esta bien determinada.

La NADPH-MHb reductasa, fue el primero de los dos sistemas ( NADPH Y NADH)
enzimatico en ser descubiertos. Tiene una estimacion probable de aproximadamente del 5% al 9%
de la actividad de reduccidn a la hemoglobina de células rojas normales, ademdas una deficiencia

congénita de 1a enzima no conduce a metahemogtobinemia (14,18).
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3) Deficiencia de diaforasa

De estas tres deficiencias, la que tienc mayor importancia y de la que se-tiene mayor
conocimiento es la deficiencia de NADH-MHbreductasa o DIAFORASA.

Esta enzima es dependiente de la glucolisis por el ciclo de Embden-Meyerhof que
normalmente reduce la metahemoglobina a hemoglobina en el interor del eritrocito, esta
deficiencia se descubrio en los esquimales de Alaska (Scott y Hoskins), pero despuds se han
descrito casos en norteamericanos, europeos y puertorriquefios {9).

Los heterocigotos con respecto a la deficiencia de NADH-diaforasa no son usualmente
* metahemoglobinicos clinicamente. En los glébulos rojos existe una tendencia minima a formarse
praductos oxidados, uno de ellos es ¢l peroxido de hidrogeno, éste producto es capaz de oxidar la
hemoglobina, pero existe un mecanismo que lo dificulta; este mecanismo se establece por el
NADPH que se ha formado por el paso de la glucosa-6-P a 6-fosfogluconato,por accion de la
glucosa-6-PDasa, el NADH que actiia sobre el glutation (GS-SG) al que reduce pasandolo a agua, o
sea peroxido de hidrogeno pasa a ser agua {cediendo oxigeno) con la desaparicién del peroxido se
anula la posibilidad de que este peroxide actie sobre Ia hemoglobina y la oxide a metahemoglobina
(9.16,22).

Se trata de un mecanismo complejo de oxidorreduccion con consecion de energia, la
oxidacién de la Glucosa-6-P a 6-PGluconato, condiciona la reduccion de la NADP que pasa &
NADPH este transfonma el glutation oxidado a la forma simple reducida ( GS-SG ) a (2GSH) y esta
reduccion se establece sobre ¢l oxido evitando que este peroxido produzca una posible oxidacién de

ia hemoglobina a la que transformaria en metahemoglobina (9).
La NADH-MHDb reductasa era conocida anteriormente como difosfopiridin nucleotido-

diaforasu (DPNH-diaforasa), también se le conoce como NADH-liaforasa o NADH-

deshidrogenasa (9,36).
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Esta enzima utiliza el NADH que es el sistema electrodonador que se genera en la reaccion de
la gliceraldehido fosfato deshidrégenasa pam 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-MHD reductasa existe en forma soluble en el citoplasma del eritrocito. Scott y
McGraw demostraron que la enzima es una flavoproteina que tiene flavin adenin dinucleotido, ¢l
- cual es un grupo prostetico que no causa la reduccion de la MHb directamente, ya que requiere un

factor para el transporte de electrones para la reduccion enzimética de la MHb (9,31).

11.5.2 CARACTERISTICAS DE NADH-DIAFORASA I Y NADH-DIAFORASA 1.

En la literatura se sefinla que se encuentran dos enzimas las cuales utilizan el NADH, la
NADH-diaforasa 1 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 fado la NADH-diaforasa II, que se encarga del 10% restante de la capacidad de
reducir fa MHb en el sistema ligado al NADH (22).

Se ha llegado a la conclusion de que la NADH-diaforasa [ es solo la MHb-reductasa con un
papel fisiologico en el eritrocito.

Cuando se determino la actividad de NADH-diaforasa | 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(30,31).

La actividad de 1a NADH-diaforasa de hemolizados metahemoglobinemicos, a sido ensayado

en varias concentraciones, observando que la actividad enzimatica, parece ser proporcional a la
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concentracion de fosfato. En hemolizados de sujetos normales, también se observa que se da una
activacidn, después de estar inicialmente deprimida a concentraciones bajas de fosfato.

Se tienen reportes de que para ambas preparaciones, ya sea normat o metahemoglobinemica,
la actividad enzimatica se ve deprimida, cuando la concentracién de fosfato csta por debajo de una
concentracién de 0.4 M y por el contrario se observa un incremento paralelo de 1a actividad, cuando

la concentracién de fosfato se incrementa (23,27,36),

11.5.3 DIFERENCIAS ENTRE NADH-DIAFORASA Y NADPH-DIAFORASA.

Ademis de NADH-MHD reductasa, los eritrocitos también contienen un sistema de reduccién
ligado al NADPH denominado, NADPH-MHb reductasa; sin embargo este sistema funciona solo en
presencia de un transportador artificial de electrones tal como el azul de metileno.

La reduccion no enzimatica de la MHDb es responsable solo de una pequefia proporcion de la
frecuencia total de reduccién de ta MHb en los eritrocitos.

La NADH-MHb reductasa es mucho mds activa que la enzima NADPH-dependiente, asi la
deficiencia de NADPH-MHb reductasa no da lugar a sintomatologia clinica, siempre que la
actividad de la NADH-MHDb reductasa de los eritrocitos sea normal.

La NADH-MHDb reductasa de los eritrocitos, purificada unas 1000 veces tiene un pH 6ptimo
de 5.2, la enzima es especifica para ¢l NADH, salvo en precencia de otros aceptores de ¢lectrones,
tales como ¢l azul de metileno o el citodromo-C, en cuyo caso se produce un cierto grado de
reaccidn con el NADP (27,30,31).

La NADPH-deshidrogenasa de los eritrocitos humanos es una enzima no flavinica, esta
enzima requiere de azul de metileno, como acarreador de electrones, para llevar acabo la reduccion
de la MHb (30).

El peso molecular de la enzima NADH-dependiente, es de 30000 D. y el de la enzima
NADPH-dependiente es de 20000 D. La electrofdresis de las diaforasas eritrocitarias demuestra la

existencia de cinco bandas cuando se utiliza como donador de clectrones el NADH y de sicte
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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 encontrd, mediante electroféresis, una banda unica de actividad NADH-diaforasa en
los eritrocitos procedentes de sujetos normales, cn ese mismo trabajo la actividad de NADPH-
diaforusa aparecia como una doble banda no bien resuelta; la banda de NADH se fragmentaba en

tres componentes con el envejecimiento de la muestra (27).
IL.5.4 PROPIEDADES GENERALES DE NADH-DIAFORASA.

Especificidad: La enzima al parecer es relativamente especifica para NADH; la enzima
pyl“iﬁcnda tiene 1.5% de actividad con NADPH y el restantc 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 10 y 15% de actividad con
NADPH. La actividad de NADPH-Diaforasa, de sangre metahemoglobinemica, no fue

si gnificativamente diferente de la sangre normal (19).

Estabilidad: Se encuentra reportado en fiteratura que las preparaciones de la enzima, fueron
muy ¢stables y practicamente no se observa perdida de la actividad durante un almacenaje a 5%

por un mes.

Efectos del pH : El pH éptimo para la actividad de NADH-MHDb reductasa, es de 5.2 de
acuerdo a experimentos realizados por Yoshiki Sugita y col. esto ocurre ya sea en ausencia o en
presencia de ferrocianuro. La actividad de Ja reductasa en ausencia de ferrocianuro decrece
lentamente sobre el lado alcalino y la proporcion de actividad a pH 7, fue aproximadamente del

§5%, del que se obtuvo a pH dptime (30,31).
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15.5 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 andlisis de 1a NADH-diaforasa por medio
del método del diclorofenol indofenol ligadc; o ¢l método usado como €l complejo ferrocianuro-
MHb como receptor, revela que la actividad enzimatica es de menos de un 20% de lo normal.(32)

Asf el método de Scott, hace que la NADH-MHD reductasa procedente de los eritrocitos
lisados, catalice la reduccién del 2,6-diclorofenol indofenol, siendo medida l2 teduccion por
modificacion de la absorbancia de 12 solucién a 600 nm.

El otro procedimiento, implica la reduccidn de la ferrihemoglobina por accién de la NADH-
MHD reductasa. La ferrihemoglobina esta formada por oxidacién de los hemolizados, por accién
del ferricianuro, se genera asi un complejo ferrihemoglobina-ferricianuro, el cual se cree que
induce una transformacion de la estructura de la ferrihemoglobina.

Existe otra técnica, discriminativa del tipo de las de mancha. En ella la reduccién del 2,6-
diclorofenol indofenol efectuada por el NADH, es catalizada por la NADH-diaforasa. Se observa la
desaparicién del NADH a la luz U,V ; ya que el NADH tiene fluorescencia, la cual desaparece al
ser oxidado a NAD (9,20).

11.5.6. METAHEMOGLOBINEMIA ADQUIRIDA O TOXICA.
La metahemoglobinemia téxica es causada por sustancias exdgenas que actuan scbre la

hemoglobing, la formacion excesiva' de metahemoglobina, supone que el sgente penetra al
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eritrocito y produce la conversidn de hemoglobina a metahemoglobina a una velocidad que excede
2 los mecanismos reductores de metahemoglobina existentes en la célula,
Las sustancias exégenas pueden ser de varios tipos como: medicamentos y sustancias

quimicas (9). .

CUADRO No.3 ALGUNOS AGENTES CAUSANTES DE

METAHEMOGLOBINEMIA.
Acetanilida Fenilhidracina
Aminofenol Hidroxiquinona
Anilina Nitratos
Antipirina Nitritos
Benzocaina Nitrobenceno
Clorato potdsico Nitroglicerina
Cloronitrobenceno Sulfonamidas
Fenacetina Subnitrato de bismuto

Tomado de Ciscar y Farreras, 1980,

La oxidacion del fierro puede realizarse por cualquicra de los siguientes caminos:

A) Por accidn directa de oxidantes. Sustancias con alto potencial de oxidacion, esto es
superior al de oxido/ reduccién de MHb/Hb, que es de 0.15v. ejemplo de este grupo som:
ferricianuro, cloratos, nitratos, quinonas, algunos colorantes, etc.

B) Por accidn directa de donadores de hidrdgeno en presencia de oxigeno atmosférico.
Sustancias con patenciales de oxidorreduccion muy por abajo del de la hemoglobina (0.15v.), van a
actuar como reductores , donadores de hidrdgeno mas que como oxidantes,

Esto puede ser causa del peroxido de hidrégeno que se forma durante la autooxidacion del
agente reducido en presencia de oxigeno, ya que en el eritrocito concentraciones bajas de perdxido
de hidrégenAo formadas gradualmente pueden oxidar a la hemoglobina alin si esta presente una gran
cantidad de catalasa.
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Un segundo mécam’smo i]ue tampoco es inhibido completamente por la catalasa, consiste en
e interaccién de agenles donadores de hlrégeno (H2 A) directamente con la ox:hemo;,lobma dando

- por resulmdo un complejo mestablc hcmoglobma perdxido de hidrgeno:

HbH 05 HbM

Ejemplo de esto son; x_:minof oles, fenilhidroxilaminas, compuestos nitrosoaromdticos ete

3 autoox:dacnén pucde dcberse a un rompimiento del
infermediario de la oﬁhemoglobin'a, suk' nteracclén con donadores de hidrogeno de la parte

i6: ez:mé}{ca (6).

globina de la4m91écl‘ila Gauna

IL5.6.1 OXIDANTES DIRECTOS DE LA HEMOGLOBINA.

Cioratos.- La capa(:ldad del clomto de potasxo para formar metahemoglobina, antiguamente
atrajo considerable atencién debldo al uso de este compuesto, en enjuagues bucales, gargarizantes y
dentrificos.

Cuando el clorato de potasio es adicionado a Ja sangre in vitro, la formacién de
metahemoglobina es muy lenta al inicio, pero se acelera subsecuentemente. Los efectos in vivo, del
clorato de potasio fueron investigados por primera vez por Marchand en 1887, ¢l 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 formacion de metahemoglobina en la sangre (6,32).

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

que la administracién de las dosis se realizaran en tiempos prolongados. Asi de tres gatos que
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recibieron 0.5g de clorato de potasio por Kg; dos mostraron alguna formacién de m'e@hgﬁoglobinn :
aunque los tres gatos murieron. , ‘

El mecnnisrﬁo de formacién de metahemoglobina por clorato ha sido investigado por Jung y
sus asociados, que. encontraron que repetidas dosis subcutdneas de l1g/Kg no producen
memhemoélobina en ratas, mientras que tales dosis llevan a altas concentraciones de
metahemoglobina en gatos originan la muerte de un 50'a un 80%,

El clorato que se usa en cerillos, herbicidas y antisépticos bucales, es también uno de los
productos de biotransformacion del hipoclorito {blanqueador domestico); se combina con pequefias
cantidades de metahemoglobina y el clorato de metahemoglobina que se forma resulta ser un
potentecatalizador oxidativo que forma metahemoglobina. Es un efecto catalitico mds que una
verdadera oxidacidn directa, en el curse del cudl el clorato sera reducido con rapidez, cantidades

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

Quinonas.- Cannava y col. demostraron que las quinonas pueden formar metahemogtobina in
vitro, asi una seric de benzoquinona y derivados de naftoquinona, incluyendo derivados de
benzoquinona, 2-6dicloroquiniona, tolouiquinona y 1-2nafioquinona, convierten la hemoglobina a
metahemoglobina directamente en sangre de perro hemolizada y no hemolizada a pH 6.8. Sin
embargo, estd oxidacién no fue dependiente del potencial de oxido-reduccién de las diferentes
quinonas.

Un interesante conocimiento sobre un posible papel fisiolégico de las quinonas en la
formacién de metahemoglobina ha sido resumido por Fishberg, que noto que la orina en estados
patologicos, ocasionados casi por la deficiencia de 4cido ascorbico fue capaz de producir
metahemoglobina in vitro.

Se encontro que un paciente con "cianosis autotoxica enterogena” excreto grandes cantidades
de benzoquinona. &c. acdtico, esta excrecion puede ser suprimida por la administracion de

4c.ascorbico, y que la cantidad de metahemoglobina en sangre varia con la excrecion urinaria de
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benzoquinona, 4c.acetico y de ahf Gue su formacidn sea el resultado de un metabolismo desalineado

de tirosina ( 6,26,35).

Nitritos.- Comly ha dcmostmdo que la metahemoglobina de "origen desconocido” observada
en lnfnntes, puede ser debldo 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 adulteracién de
pescado con nitrito de sodio puede ser mencionado. El salamiento de Ia carne continua siendo la
unica fuente de envenenamiento ocasional con nitrito.

El nitrito de sodio y los esteres orgdnicos de nitritos y nitratos, ¢l nitrito de amilo, trinitrato de
glicérido, nitrito de etilo, etc. Son usados como vasodilatadores coronarios, para reducir la presién
arterial y en el tratamiento de la intoxicacion 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 preservacion del color en el procesado de came o ilegalmente para
enmascarar o retardar la descomposicidn de la came o pescado (1,6,10).

En la cindtica de formacién de metahemoglobina por nitrito in vitro, se oberva que a bajas
concentracioncs de nitrito la reaccion fue muy lenta. Marshall y Marshall demostraron que una
rapida formacion de metahemoglobina por nitrito ocurre despues de un "periodo de induccion” la
duracién del cual depende de la concentracion de nitrito,

El &c. ascorbico disminuye el inicio de una ripida formacién dc metahemoglobina, es incierto
si reduce la meiahemoglobinavfonnada lentamente o si reacciona con el nitrito. Kakizaki y col.
encontraron que a pH 7 y a concentracién constante de oxihemoglobina la duracién del periodo de
induccion es inversamente proporcional al cuadrado de la concentracion del nitrito.

Mastin y Huisman, aislaron varios tipos de hemoglobina humana y encontraron que sus

velocidades de reaccion con nitrito difieren sustancialmente. La hemolgobina compuesta de
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cadenas o y cadenas § normales o anormales reacciona mds lentamente con nitrito que Hb-A. La
Hb-Barts es oxidada a una velociadad extremadamente alta (6).

Las cinéticas de formacion de metahemoglobina in vivo por nitrito, fue investigada cn perros
y ratones. La reaccién es més lenta en el ratén que en el perro.

La accién de nitrito en los glébulos rojos parece estar limitada por un incremento en la
concentracién de metahemoglobina. no se observa oxidacién de gutation en presencia de una ruta
de fosfato pentosa activa, si los plébulos rojos eran incubados dun;me una hora con

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

Nitrato.- €l nitrato normalmente no provoca metahemoglebinemia, 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, 1o reducen a nitrito que se absorbe y
forma metahemoglobina (6,29).

Existen dos factores adicionales en cstos niflos pequefios, volviendolos mas suceptibles que
individuos de més edad. La hemoglobina fetal (HbF) forma metahemoglobina més ficilmente que
1a hemoglobina adulta y los recién nacidos tienen de 60 a 80% y los prematuros hasta un 90% de
HbFE. También hay una deficiencia relativa de hemoglobina reductasa dependiente de NADH, en el
periodo neonatal.

Los lactantes por 1o tanto pueden desarrollar metahemoglobinemia a partic de muchas drogas.
se ha presentado metahemoglobinemia cuando se ha usado subnitrato de bismuto en ¢l {ratamiento
de diarrea, por el uso del nitrato de antimonio como diurético y en pacientes con lesiones

ulcerativas en el intestino, despuds de ingedr nitratos (6,28).
Otros oxidantes directos.- Hay muchas otras sustancias que convierten hemoglobina a

metahemoglobina cuando se adicionan directamente a glébulos rojos intactos o hemolizados, 0 a la

hemoglobina.
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Combemale, en 1891 demostro que una dosis de 500 mg de azul de metileno por Kg induce Ia
metahemoglobinemia en perros. Nadler y col. encontraron que la inyeccién intravenosa de 500 mg
de azul de metileno en el hombre o una dosis de casi 7 a 10 mg/Kg produce concentraciones de
metahemoglobina de casi 0.4 a 8.5%.

Book reporto que la dosis subcutdnea letal o casi letal de 75 mg/Kg en el perro y 100 mg/Kg
en el gato y el ratdn producen concentraciones de metahemoglobina que son aproximadamente de

10 & 15% casi una hora después de la inyeccién. Entonces la concentracion de metahemoglobina

disminuye y subsect en el transcurso de varios dias, se cleva a niveles superiores

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

11.5.6.2.OXIDANTES INDIRECTOS DE LA HEMOGLOBINA.

Hay un grupo de aminas aromidticas y nitrocompuestos, que como tales, no forman
metahemoglobina a partir de hemoglobina in vitro o lo hacen muy débilmente. Asi estos
compuestos son la mayor parte formadores muy activos de MHb in vivo, ademas la posibilidad,
naturalmente alcanza a tales compuestos que son metabolizados en algunos compuestos
intermediarios extremadamente activos.

En los estudios in vivo, a habido diferencias en las especies de animales empleados, 1a dosis
del compuesto, el medio en que el compuesto fue disuclto y la ruta por la que fue administrado, las
veces en que fueron tomadas las muestras sanguineas para la determinacién de metahemoglobina, y

la presicion de los métodos por medio de los cuales la MHb fue determinada (6).
A) susceptibilidad de las especies animales.

En la literatura se encuentran referencias & trabajos hechos con dife-entes especies animales

que muestran suceptibilidad variada a 1a formacion de MHb por un compuesto establecido.
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Estudms S\temlcos cuantllanvos fucron reahzados por Lester Y. Splcer El primer tmbnjo

estudia la m:mma canlldad de. metahemnglo na formada por acetamhda Yy acetofenitidina en

vanns dosns expresada como mmoleleg

Lester encontro que ‘el’ guto fue mﬁs sens i esta ‘esﬁecic es enlistada como 100, los’

sensnblhdadcs de fas otras especles son di la sigi ‘form Hombre 36, perro 29, rata S,conejo 0,

mono 0. Para acetofenmdma las sensmlhdades fuemn como slgue Gato 100, hombre 63, perro 35,
rata 5 (1,25,28). :

k Deacuerdo a Spicer 15 mg/Kg de anilina producen 28.3% de MHDb en ¢l perro, 56.4% en el
gato y cantidades insignificantes en la rata. El gato ha sido utilizado muy frecuentemente para la
evaluacién de compuestos formadores de metahemoglobina debido a la facilidad con que el

pigmento es formado en esta especie (6).

B) Formacidn in vitro de metalemoglobina por compuestos arilamino y nitro.

En 1913, Heubner noto que la adicion directa de los aminofenoles a la sangre total llevo a la
formacion de MHb, la adicién de 0.25 mg de orto-aminofenol a 2 cc de sangre de cerdo,
equivalente a {2.5 mg /100 cc, produce una marcada banda de MHb en el espectro en 24 min.

Debido a que las proporciones en esta conversion son 0.1 mmol de orto-aminofenol y 1 mmol
de Hb, Heubner calculo que una molécula del compucsto formado fue capaz de convertir 10
molécuias de hemoglobina.

Heubner también noto que la anilina y metaxilidina, pel’(; no dimetilaniiina fueron capaces de
formar metahemoglobina in vivo, Estas observaciones, llevaron a Heubner a concluir que los
aminofenoles fueron un intermediario necesario en la formacion de MHb in vivo.

Las hidroxilaminas son formadores activos de metahemoglobina in vitro. Ellinger, observo
que la incubacion de acetanilida con sangre de gato desfibrinada lleva a una gradual formacién de
metahemoglobina como se midié por la reduccion en la capacidad de oxigeno; esto aumento a casi

35% cn cl cuerpo cn 48 horas. Sin embargo, no ocurre tal disminucion con sangre oxalatada o
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citratada, coma es bicn sabido, acetanili&a forma metahemoglobina in vivo. La metahemoglobina

no fue formada con’ aceul n-meulumlma o acetil-p-toluidina in vivo o in vitro. Estas observaciones

I!evaron a Ellmger a conclu ue In acemmllda ejerce su accién formadora de MHb, siendo

convertida a acgulfenllmdroxllam;na (23).

(o] Ca[;! id "de,’;, 15) de netah globina de compuestos aril amino y nitro,

Los compuéstos aril amino y nitro no pueden oxidar ficilmente la hemoglobina in vitro,
aparentemente la formacion de metahemoglobina in vivo debe ser formada a través de algunos
derivados metabdlicos. Ha sido manejado que tales derivados oxidan directamente a la
hemoglobina o interactuan con la oxihemoglobina para formar peroxido de hidrogeno el cual oxida
2 la hemoglobina.

Cuando un compuesto formador de metahemoglobina es administrado, la MHb empieza a
acumularse en la sangre a un grado caracteristico del compuesto, alcanzando una concentracion
maxima en la que permanece durante un perfodo de tiempo variable y entonces empieza a
disminuir. La forma 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) Formacién de un compuesto intermediario que reacciona directamente con hemoglobina
para formar metahemoglobina.

©) Reduccién inversa de metehemoglobina Hb g—== MHb.

Estos tres procesos son continuos e independientes.

Los datos sobre ciertos compucstos, como los de Reiter sobre nino-o-t@;luidipﬁ ode Palérson
sobre nitrosobenzonol son suficientemente extensos para demostrar que la concemraciéﬁk de MHb
aumenta conforme aumenta la dosis del compuesto hasta un punto donde mcrementos
relativamente altos en [a dosis de droga producen pequefios’ mcrememm en la concentracion de

metahemoglobina (28).

41



Los valores para la méxima concentracién de mctahemoglobina en una dosis establecida
puede variar considerablemente en individuos de 1a misma especie; datos de Bredow y Young, para
una dosis de 70 mg/ke, cn ¢l gato mucstran los siguientes valores para cuatro individuos cn mmot
MHb/kg : 0.066, 0.22, 0.30, 0.36; tal variabilidad es probablemente una expresién de las diferentes
capacidades dc los individuos de una especie, en el metabolismo de la droga o en los sistemas de
enzimas, involucrados en a reduceidn inversa de metahemoglobina,

Hay una pran variabilidad de individuo a individuo en las concentraciones de
metahemoglobina con una dosis establecida. Sobre todo, en concentraciones de metahemoglobina
menores a 0.20 mmol / Kg hay una proporcionalidad directa entre la concentracion y la dosis. En
un numero de compuestos, los valores para las relaciones moleculares se elevan a preciablemente a
muy bajas concentraciones de¢ metahemoglobina. 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 mas uniforme de una determinada especie puede producir promedios
con menos varianza. Para propositos de record, enlistamos en el cuadro No.4 las relaciones

moléculares promedio que han sido obtenidas por diferentes investipadores (28).
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CUADRO No. 4 CAPACIDAD DE FORMACION DE MHb DE LOS COMPUESTOS

ARIL AMINO Y NITRO
COMPUESTO PROPORCION MOLECULAR REFERENCIA

Anilina 2.50 Herken

2.70 Schwedtke
Acetanilida 1.00 Lester
m-fenitendiamina 1.40 Jung.
Acctofenitidina 0.14 Lester
a-Aminofenot 6.80 Petersen
Nitrosobenceno 8.60 Peterson
p-Aminofenol 3.60 Schwedkte
p-Aminofenol 130 {ssekutz

. Fenilhidroxilamina 34.00 Issekutz

Nitrosobenrceno 0.86 Bredow and Jung
o-Dinitrobenceno 1.90 Heubner and Ssing
m-Dinitrobenceno 710 Issekutz

1.80 Bredow and Yung

6.40 Heubner and Sing
p-Dinitrabenceno 55.00. Heubner and Sing
Trinitrobenceno 480 Bredow and Jung
o-Nitrotolueno 005 Bredow and Jung
m-Nitrotolueno 0.04 Bredow and Jung
2,4-Dinitrotolueno 1.40 Bredow and Jung
2,6-Dinitrotolueno 0.55 Bredow and Jung
2,4,6-Trinitrotolueno L70 Bredow and Jung
m-Cloronitrobenceno 230 Jung
m-Aminonitrobencetio 3.00 Jung
2,4-Dinitroclorobenceno 0.60 Jung
p-Nitro-o-toloidina 3.70 Reiter

Tomado de Kiese,1966.
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La tabla unterior reveln dos hechos que son cualitativamente impresionantes, puede notarse:

"uno para un consldemble numero de compuestos. En

"1} La relacién molecular es mayor
otras palabms. una mo\écula de cada uno de estos compucstos forma un intermediario que puede

aceplar més de un electrén

2) El seguhdd punito de interés; es que p-dinitrobenceno y fenithidroxilamina son destacados
formadores de metahémogl'obina, o-aminofenol, m-dinitrobenceno y nitrobenceno, aunque no como

distintivo en este réspecto, parecen ser mucho mAs activos que los otros compuestos.

 El hecho de que ciertos compuestos son polententes formadores de metohemoglobina,
aumenta la posibilidad de que estos compuestos, o compuestos derivados de ellos poseen un grupo
quimico que ditectamente, o en asociacion con otros sistemas, sean de cicrta importancia en la
oxidacion de hemoglobina,
Debido relativamente a su alta capacidad de formacioén de metahemoglobina, p-aminofenol,
fenithidroxilemina y nitrobenceno han sido implicados por varios investigadores como
intermediarios importantes en el K metabolismo de otros compuestos formadores de

metahemoglobina (6,28).
SULFONAMIDAS.

La introduccion de la droga sulfonamida en la practica médica, cerca de 1937, proporciono un
aumento al riesgo de metahemoglobina. Los primeros casos fueran reportados por Gibberd, Paton y
Eaton. Hartmann y sus asociados encontraron que, en la gran mayoria de pacientes que recivieron
0.1g 0 mds diariamente de sulfanilamida por Kg de peso corporal, algo de cianosis debida a
metahemoglobinemia fue detectable. En general hay una correlacion aproximada entre la

concentracion de sulfanilamida en la sangre y la concentracion de metahemoglobina.
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Niveles de 10 a 20 . mg de sult‘amlam1da por 100 ml fueron usualmente asociados con
metahemoglobinemia en un mngo de un'20 a un 30%, en pacientes que recibieron sulfonamidas.
Con el remplazo de sulfonnmldas por - antibiéticos en el tratamiento de infecciones bacterianas, la

insidencia reponada hn dnsmmuldo enormemente (28)

16,0 RIESGOS INDUSTRIALES. -

Varios 'proccsos mduslnalcs mvolucrim exposicion a compuestos que producen

. metahemoglobmemm Asi en la sotdadum eléctnca, oxido nitroso es generado; como una regla los
'resultados de tal exposnmén son lmpercepubles para la concentracion de metahemoglobina que es
: mmmente mds del 3%. Aunque TNT es productor de metahemoglobina, el efecto de la ingestién de
pequefias cantidades casi Img/ Kg, es imperceptible en el hombre y no hay cambio detectable en el
pigmento sanguineo, Hace’ unos cuantos afios, Bass y col. reportaron la presencia de
meiahemoglobihemiﬁ. en personaé que trabajan con aceites minenles, se encontro que este aceite

contenfa 0.5% de un formador de metahemoglobinemia, 2-anilino-etanol (28).
IL7.0 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 pizarra hasta el azulado
de la piel y las mucosas; dicha cianosis no llega a ser aparente, hasta que la concentracion de
metahemoglobina alcanza un nivel del 15% del pigmento total. Esto es aproximadamente una
concentracion de 1.5g de MHb/ 100ml de sangre.

Concentraciones de metahemoglobina que van del 10 al 25% son toleradas sin aparente
efecto de enfermedad, a no ser por fa cianosis. Las metahemoglobinenias arriba del 30%, en
general presentan ligera disnea. A niveles de 35 a 45% la disnca va acompafiada de dolor de

cabeza, y ficil fatigabilidad. A concentraciones de 60 a 70% de MHb se presentan sintomas como
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salivacion, atoxia, vomito, estupor ¢ inconsciencia. A concentracioncs mayores de 70% se
presentan convulsiones y sobreviene la muerte.

Pacientes con metahemoglobinemia hereditaria no tratada, ticnen 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 condicién que la cianosis este presente en
extensiones variadas y puede flegar a agravarse en la infancia a muy temprana edad en el adulto.
Investigaciones recientes han establecido que la cianosis es debida a metahemoglobinemia, como
resultado del desorden en los sistemas de enzimas que estdn involucrados en ¢l mantenimiento del

equilibrio Hb-MHDb del eritrocito (28).

11.8.0. DIAGNOSTICO.

En la metahemoglobinemia hereditaria debida a deficiencia de NADH-diaforasa, el examen
de sangre revela que del 8 al 40% de la hemoglobina estd en forma oxidada. La sangre tiene un
color achocolatado obscuro. El andlisis de la NADH-metahemoglobina reductasa, revela que la
actividad enzimética es de menos de un 20% de o normal, La actividad de la NADH-diaforasa es
normal, en la metahemoglobinemia téxica (24).

La cianosis debida a metahemoglobinemia se debe diferenciar de la cianosis por
enfermedades cardiacas o pulmonares y de 12 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 incubacion de la sangre con pequefias cantidades de azul de metileno da una
rapida reduccion de la metahemoglobina; en la metahemoglobina M tal reduccién no se realiza,

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

de una historia cuidadosa, para saber cudl es el origen, si es por exposicion a un firmaco o alin
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producto quimico; en la metahemoglobinemia hereditaria se descubre una historia de cianosis de

largo tiempo.”. -
Para cvaluar la ‘conccmri{c n de mctahemoglobina, se realiza un andlisis espectrofotométrico

por el método de Evelyn'y Malloy (9,21).
11.8.1. TRATAMIENTO,

Mientras los niveles de metahemoglobina no lieguen a niveles de 30% o més usualmente no
‘es necesario tratamiento alguno, Si la metahemoglobinemia es causada por agentes exogenos
_ (drogas), la concentracion de metahemoglobina se cleva a un grado mﬁximo persistiendo éste por
algin 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 la cianosis y la
~ metahemoglobinemia desaparecera espontineamente en uno o dos dias {14,29).

La terapéutica con antidotos especificos se basa en catalizar los mecanismos reductores
enzimdticos intraeritrociticos fisiologicos.

Existen dos sustancias que son ampliamente wusadas en el tratamicnto de
metahemoglobinemia; el dc. ascdrbico y el azul de metileno.

El dc. ascérbico ha sidio utilizado con exito para reducir €1 grado de metahemoglobinemia
moderadamente grave (50%), actiua como reductor directo, es oxidado dando ac. dehidroascorbico.

El azul de metileno debido a sus propiedades de oxidorreduccion fue considerado durante
mas de 20 afios como un antidoto en el tratamiento de algunos tipos de envenenamiento por
ejemplo, las debidas a cianuro, monoxido de carbono y por supuesto la formacién de
metahemoglobina (6,28).

La forma activa, azul de leucometileno se forma por 1a reduccion de metileno en los tejidos:
la reaccion se acopla con la oxiﬁacién de sustancias como NADH. El leucometileno se reoxida con

fa reduccion de MHD (figuca.8 ) o indirectamente con la reduccion y oxidacién de glutation.



Glucosa6:P '\ . ,*NADP* 7, Lencobase

- amilde

6-P-gluconato NADPH /-

FIGURA. 8  Laleucobase se reoxxda dando azul de me

™

conla
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REDUCIDO " AZULDE METILENO - GLUTATION . . MHb(Fe3")
Sustancias en OXIDADO A REDUCIDO

tos tejidos que : Y(2GSH) .-

tienen potencial T

redox mas bajo
que el acoplado
de azul de metileno-

leucometileno.
OXIDADO REDUCIDO GLUTATION Hb (F62+)
LEUCODERIVADO DE OXIDADO
AZUL DE METILENO (GSSG)
FIGURA. 9  Sistema de oxiacidn-reducion que intcrvie;le en la reduccion de la labina al
adminstrar azul de metileno. El azul de leucomctileno se reoxida dando azul de metileno,
yesta ion se acopla indi ¢ por la reduccion y oxidacion i dia de -

glutation (7).
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El efecto de aceleracion del azul de metileno en el grado de desapanuén de MHb in vivo, fue
confirmado por Wendel, Bodansky ¥ Gotman. Este ultlimo demostro que una dosus mtmvenosa de 1
mg de azul de metileno por Kg de peso corporal, es altamente y rémdamen_te fectivo en salvar a

los pertos de la muerte en grados de metahemoglobinemia fatales.

De acucrdo a cxperimentos realizados por Bodans;ky' ykGun_xi\;nh cl #c.  ascdrbico en
comparacion con el azul de metileno es mucho menos efectivo, en la aceleracion de la reduccién de
metahemoglobinemia (28).

La aplicacidn terapéutica de azul de metileno en la metahemoglobinemia consiste en la
aplicacidn de 3 a 6 mg/Kg por via oralo péra accion mas répida, 1 a 2 mg/Kg por via intra venosa.

Debido a que la metahemoglobinemia familiar congénita, es una de las enfermedades
clasificadas en el grupo de "errores del metabolismo innato”; la metahemoglobinemia requiere de
atencion constante durante la vida, Este tipo de metahemoglobinemia se debe a una deficiencia del
sistema enzimdtico del eritrocito que no reduce metahemoglobina {28).

Para estos casos no es nccesaria una terapia intravenosa, la administracion oral de éc.
ascorbico en dosis diarias divididas, de 400 a 500 mg/dia, o de azul de metileno en dosis similares
de 250mg/dia son adecuadas para reducir las concentraciones de metahemoglobina a niveles de 5%
a las pocas scmanas. El mantenimicnto de metahemoglobina en este nivel es tan largo como la
administracion continte.

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 wmencionado los grados de metahemoglobinemia peligrosos pueden ser resultado del
contacto industrial con potentes agentes formadores de metahemoglobina o de ingestion de
compuestds, soluciones o productos alimenticios contenicndo tales agentes, en estos casos el
tratamiento consiste ¢n la inyeccién intravenosa de azul de metileno en una dosis de 1 a 2 mg por

Kg de peso corparal (28).
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William y Challis reportaron un caso de metahemoglobinemia inducida por contacto con p-
bromoanilina y dc. p-bromoortosulfanilico. E! paciente estaba intensamente cianotico y
semicomatoso cuando le fue inyectada 100ml de una solucién al 1%, equivalente a 15 mg de azul
de metileno por Kg. A la hora, la cianosis habia desaparecido y el paciente se recupero.

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

desorientado y el otro semi-estuporoso. La inyeccion intravenosa de 50 m! de una solucidn 0.5% de
azul de metileno (3 a 4 mg por Kg) da por resultado un mejoramiento dramético. 15 minutos
después de la inyeccion, los pacientes se sientan y parecen estar bien .(28)

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

1) Una oxidacidn directa de h ina a metah tobina.

2) Una reaccidn opuests, la reduccién de metahemoglobina a hemoglobina, para
1a que coenzima y factor coenzima son necesarios.

Aparentemente, la ultima reaccién es mas efectiva, de tal forma que el equilibrio establecido
entre las dos reacciones es disminuido a un punto de muy baja formacion de metahemogiobina.

Para casos extremadamente graves s util la tronsfusion sanguinea y la administracién de
oxigeno. La transfusién sanguinea mo solamente reemplaza a la hemoglobina inactiva con
hemoglobina activa sino que también suprime partc del agente tdxico circulante en Ia
metahemoglobinemia téxica (13,28).

El glutatién {(GS-SG) es un agente reductor efectivo aunque clinicamente no ha sido utilizado.

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

como resultado 1a disminucion de la metahemoglobinemia (9).
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NI. HIPOTESIS

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

ninguna relacién con la concentracién de hemoglobina, asi como tampoco con la edad y el sexo.

Incrementos considerables de metehemoglobina en sangre, pueden ser originados por agentes
oxidantes de la Hb, como cloratos, nitrito, quinonas, etc.(6), o bien por una deficiencia enzimética

" de NADH-Metahemoglobina reductasa.



IV. OBJETIVOS.

1.- Montar y eétandarizar Yas pruebas para la cuantificacién de metahemoglobina, y la

nct:‘vidad enzimatica de NADH-metahemoglobina reductasa (DIAFORASA).

© 2.~ Determinar la concentracion de metahemoglobina y detectar la actividad de NADH-

rﬁetnhemoglobina reductasa en individueos de diferente edad y sexo.

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

NADH-metahemoglobina reductasa,

4.- Determinar si existe relacion entre los niveles de hemoglobina en individuos anémicos

e indivivos normales, con la produccion de metahemoglobina.
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+ V.MATERIAL Y METODOS.

© V1,0, MATERIAL
" V.11, MATERIAL BIOLOGICO.

Se (rabajd con 107 mueslms de sangre, las cunlcs fueron obtenidas por puncién venosa, de
pacnen(es de consu!w cxterna del Hospital 1o, de Octubrc del ISSSTE.
"~ 8e utlllz() hemoglobina libre de NADH-Metahemoglobina reductasa 0.012g/ml,

V.12, MATERIAL QUIMICO,
(a_)Amoniguador de fosfatos 0.06M, pH 6.6.
{b)Amortiguador de fosfatos 0.015M, pH 6.6.

7 (c)éi‘l‘ff&l’ de citratos 0.05M, pH 4.7.
(d)Cinuro de sodio, solucién acuosa al 10%.
{e)Dietil amino etil celulosa (DEAE).
(f)EDTA,0.01M.
(g)Ferricianuro de potasio Sx104 M
(h)Ferricianuro de potasio, solucidn acuosa al 20%.
{i)Mezcla Cianuro 0.05mg/ml.- Ferricianuro 0.2mg/ml,
()NADH 0.033 g/ml.
(k)Solucién de NaCl 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 anticoéghlahte. s¢ ccntﬁfqgé a 2000 rpm y posteriormente se decanto el
plasma. Los eritrocitos se lavaron 10 veces con un volimen de una solucion de NaCl 0.9% y fueron
centrifugados a 3000 rpm.

Por cada 10 ml de paquete celular lavado, se adicionaron 60 m! de agua destilada y 1.6g de
dietil amino celulosa (DEAE). Se dejo reposar por 10 minutos, mezclando ocasionalmente.
Posteriormente se centrifugd, y se decants el fluido sobrenadante dentro de otro recipiente.

El proceso de adsorcion se repitio, adicionando nuevamente una orcién de 1.6g de DEAE. El
liquido ¢laro sobrenadante se diluyo a una concentracion final de 0.012g/ml. (La concentracion se
determino por medio del ensayo de hemoglobina). Los restos de NADH-metahemoglobina
reductasa son absorbidos en el DEAE.

Se comprobd que la solucién estuviera libre de la actividad de reduccion de la NADH-MHb
reductasa. (empleando el esayo enzimdtico, pero empleando 1.8ml de solucién libre de enzima y

omitiendo la adicién de la muestra).
V.2.2. DETERMINACION DE METAHEMOGLOBINA,

Principio. La prueba se fundamenta en que la metahemoglobina presenta una absorcion
maxima a 630nm, la cual desaparece al agregar cianuro de sodio (NaCN) y se transforma en
cianometahemoglobina. En otra alicuota toda la hemoglobina se convierte en metahemoglobina con
el agregado de ferricianuro de potasio. La absorbancia de esta solucién se mide también a 630 nm
antes y después de agregar cianuro, como medida de la cantidad total de hemoglobina (9).

Valores normales: 0.0 a 2.0% de MHb.
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Procedimiento. i

Se tomaron 0.2 ml e sangre y se le afladié 10 ml. de amortiguador de fosfatos 0.016M, se
mezclod, posteriormente se agregaron 3 gotas de triton X-10, se mezclé por inversion dejando
reposar hasta que la hemolisis fue completa.

De la solucién hemolizada se tomo una alicuota de 3ml, a Ja cual se le midid la absorbancia a
630 mn contra un blanco de amortiguador de fosfatos. Esta lectura fue la absorbancia A4.

En seguida, se agregaron 4 gotas de la solucién de cianuro de sodio a la alfcuota anterior, se
mezclo y se dejé en reposo por 2 minutos, después de este tiempo nuevamente se leys la

absorbsancia a 630 mn, siendo esta la lectura A,

A otra alicuota de 3ml del hemolizado 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 afiadierdn 3 gotas de cianuro de sodio,se mezclo y leyo la
absorbancia a 630 mn, siendo esta la absorbancia A4.

Calculo.
Ay - Ay
% 100 = % de metahemoglobina
A3 - Ay

Si los valores de las lecturas Aj y Ay son igusies no hay metahemoglobina.
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V.23, ENSAYO ENZIMATICO DE LA NADH-METAHEMOGLOBINA REDUCTASA
(DIAFORASA). ) ISR RS St .
Principio. La dctermmaclon d;

enla determmﬂclén del mcrememo

a la formacén del NAD+ a pamr de la oxxdacmn;dcl NADH (20)

C2FetHD + NADH+H+NAD£LMHﬁLcducLam.> 2Fe2 Hb + NAD*. + H*

Valores nommles:'2'.0 a 4.4 U. de Enzima.

V.2.3.1. ENSAYO DE HEMOGLOBINA.

En un tubo de ensayo se colocaron, Sm! de solucion cianuro-ferricianuro, 40 ul de la muestra
{sangre completa),se dejo reposar por 10 minutos y se centrifugd, se midio la absorbancia de la
solucién clara a 540 nm contra un blanco de agua, en una celda de 1cm.

Para determinar la concentracion de hemoglobina en la muestra, s¢ trabajo simultdneamente

con un hemolizado de hemoglobina de concentracion conocida. ( 11.6 g/100 mi ).
Valores normales: Hombres 15.0 a 19.0 g/100ml Hb.

Mujeres: 12.5 a 16.5 g/100ml Hb.
Niffos: 9.5 a 16.0 g/100ml Hb.

V.2.3.2 ENSAYOQ ENZIMATICO.

En un tubo de ensayo se colocaron:

0.5 mi de EDTA 0.01 M.

1.0 mi de Buffer de citrato 0.05 M.

1.8 ml de Ferricianuro de potasio 5x10-4M.

1.0 m! de hemoglobina 0.012g/m}, libre de actividad de NADH-MHb reductasa.

0.04ml de muestra (sangre completa).
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. Se-llevd & un volimen de 9.9 ml con agua destilada,se mezcld 'y se dcjé reposar por 5
minutos. posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos, para eliminar los restos
celulares.

Se tomaron dos alicuotas de 2.97 m! del centrifugado y se colocaron en tubos de ensayo por
separado, al tubo mimero uno, se lc aftadieron 0.03ml de agua destilada, se mezcld y se calibré el
espectofotometro a cero.

En el tubo niimero dos, s¢ le afiadieron 0.03 ml de NADH 0.033g/ml , a tiempo cero se medid

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

Nota: cl cambio de absorbancia del primero al segundo minuto después de la adicion del

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

enzimatica.
Calculo.,
ipcrement. de A g S7Snmvmin, X 1000 X 10 = _increment Aa525nm/min X 17 =
a2 A 2540 nm x 0.207 x 68 A 540 nm.
Unidades de NADH-MHbina reductasa.
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V.2.4. METODO ESTADISTICO.

Medidas de tendenci L para datos agrupados:

Media
X= xfin

Mediana

X=LRIx + n/2-FAA X-]

Fx

Moda

X=LRKk + d
d)-dy

C

X = media muestral

x= marca

f = frecuencia
n=tamaifio de la mucstra

X  =mediana
LRI =limite real inferior del intervalo que

conticneala X

n  =tamafio de la muestra

FAA = frecuencia acumulada absoluta de
un intervalo antes del que contiene
alaX

Fx = frecuencia absoluta del intervalo
contiene a la X

C = Amplitud

X = moda
LRIx= limite real inferior del intervalo que

conticne a la moda
dl = diferencia en frecuencia absoluta

del intervalo que contiene a la X con
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‘ﬂ"!‘[[ 'i"

2= (X-X)zf
n-1

Desviacidn estandar

s = s2

Rango.

R=X1-Xs

el anterior, .
d2 = diferencia en frecuencia absoluta

del intervalo que contiene a la X con

¢l posterior.
C = amplitud.

$2 = varianza

X = marca
X = media
f = frecuncia

n = tamaifio de la muestra

7]
]

desviacién estandar

s2 varianza

It

R = rango
X = observacion con el mayor valor
Xy = observacién con el menor valor
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VL RESULTADOS

VL1. Los resultados del grupo de pacientes de consulta externa del Hospital 1o. de Octubre
(ISSSTE) de diferente sexo con edades de 11 a 60 afios, se dan en el siguiente cuadro, las
concentraciones de hemoglobina, % de metahemoglobina, incremento de la absorcién a2 575 nm y

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

CUADRO No.5 CONCENTRACIONES DE fib, MHIb, INCREMENTO DE A575 nm
U. DE NADII-MHb REDUCTASA

n Edad Sexo Hb g/t0 ml MHB(%) Incremento U, de Enzlraa
A 578 pm

1 st F 12.10 630 00s0 177

2 % ¥ 13.40 380 0038 122

3 3 M 980 340 0009 039

4 a8 M 1310 140 o048 150

s % F 15.60 32 0051 140

6 49 M 16.40 1 0013 034

7 38 F 15.80 230 0052 140

8 3 F 13.10 435 0064 210

9 ) F 1580 L10 0066 . 178

10 3 M 17.10 0.00 0034 . 088

1 H F 15.30 :

12 2 M 110

13 18 M 7607

N 2 3 L1340

1s 37 M - 12,60

16 3 M 1560

[ 7 F PRENTIS )

" » F 1210

19 16 M 14307

20 k1) M 13,10

21 ki F 15607

2 2 CF 10007

n 15 M © 1530
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n Edad Scxa Hbg/100m) MHM%) Inceemento  U. de Enzima
A §75nm
2 35 F 12.30 333 0059 24
25 26 M 1640 0.00 0.056 146
26 17 F 1430 0.00 0029 086
27 35 M 15.60 i14 0.080 204
28 34 F 12.30 2.80 0075 240
2 28 F 12.10 3.00 008 301
30 27 F 1490 1.49 0055 158
31 35 F 1280 240 0078 259
34 % M 1460 3.30 oun2 - 211
s 5 M
6 26 M
37 31 F
8 1 F
39 6 F
40 8 F
41 7 F
42 %) M
43 19 F
“" 28 F
45 32 F
% 27 M
47 32 F
a® 43 M
] 32 M
s0 20 M
5 ‘ar’’ M.
52 » F
53 33 M
54 32 F
55 35 F
56 31 F
57 7 ¥
[ 4 M
L 8 F
[ 37 M
sl -39 F
62 35 Fo.
6 36 M
64 37, F
s ) F
66 p] r
67 N M
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n Edad Se10 Hbg/100ml MEHb(%) Incremento  U. de Enzima

A 575 nm
8 13 M
69 3l F
0 9 F
7 b3 ™M
72 16 M
ki) 42 M
7% 1 F
£ 4 F
7 % F
ki & M
% a8 F
» 3 F
80 I M
81 3 F
8 - 36 F
8 B M
8 n 3
85 3% ¥
86 . 49 M
[ 33 M
[ u F
89 57 o M
] 37 F
9l 45 M
02 35 F -
2 28 E.
o Fd M
L I | F B
% 30 R
97 b1 F
o8 o 38 M
» n F
100 ) F
101 36 F
102 50 M
103 n F
104 k1) ¥
105 u F
106 19 F
107 47 M

M Sexo Masculino
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El grupo estuvo integrado por un total de 107 personas, en el cual a distribucion POF 5EX0S
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,

FIGURA 10. Representacion grafica del % de sexo en los

individuos de las muestras.



Unu manera d:ferente de anallmr Ios resultados es hacer el anélms estadlsllco con los valores

del cundro No.5 de Hb MHb etc y se obtuvxeron los resuuados para la poblacién en general

rnostrados en cl cuadro No 6 sm tomﬂr en cuenta la edad y ¢l sexo.

CUADRO No,6 ANALISIS ESTADISTICO DE LA POBLACION

EN GENERAL.
PROMEDIO MEDIANA VARIANZA DES.STD. RANGO'
X X 2 S R
Hbg/100ML 145 14.75 5.40 232 20.1-8.1
MHb % 2.13 0.14 1.89 1.51 7.14-00
INCREMENTO
A 575 nm 0.054 0.061 0.060 0.017 0.087 - 0.009
V. DE ENZIMA 1.60 1.55 1.46 0.57 3.01-0.34

I = Hemuglobna
Milb= Metahemuglobina

ASTSnm= inc de absorbancio u 575 nm
U, de enzimas Unidadies e NADT-MI b reductasa
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En ¢l cuadro No. 7 se presentan los valores de hemoglobina del cuadro No.5 agrupados en 9

categorias con intervalos de 1.34g/100m| para observar la frecuencia de los grupos.

CUADRO No.7 FRECUENCIAS DE CONCENTRACION DE

HEMOGLOBINA g/10 ml.
Intervalo de confianza Frecuenci Frecuencia acumulada
) (fa)
8.09 - 943 i 1
9.43 -1077 6 7
10.77 - 1211 9 16
12.11 - 1345 21 37
13.45-14.79 17 54
14.79 - 16.13 28 82
16,13 -1747 15 97
17.47 -18.81 7 104
18.81-20.15 3 107
Total 107
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FRECUENCIA

Los datos de frecuencias (f) y concentracion de Hb del cuadro 7 se comparan
entro si obkeniendase la figura 11 en donde se observa, como la frecuencia mas
aka de hemoglobina se encuentra en el ntervalo que va de 14.79 a 16.13g/100ml,
ademas entre el rango de 12,11 a 16.13g/100ml de hemogiobina se encuentra el
56% de los pacientes.

8

]
!

8

-
(L]

8099543

9.4310.77 10771211 12111345 13451479 14.79-16.13 16131747 17.471881 18.8120.15
Hbg/100m)
FIGURA 11. Diagrama de barras, frecuencia(f) vs. concentracion de Hbg/100m!.
Datos tomadoes del cuadro 7.



Los pacientes del cuadro 5 fueron divididos en grupos de acuerdo a los valores de
metahemoglobina (%), ¥ 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 1a poblacion en general son independientes de edad y sexo,

CUADRO No.8 FRECUENCIAS DE CONCENTRACIONES DE MHb (%).

Intervalo de confianza Frecuencia Frecuencia acumulada

(D) (fa)

0.0-0.8 23 23
08-1.6 19 42
16-2.4 32 74
24-32 10 84
32-40 8 92
40-48 10 102
"48-5.6 1 103
5.6-64 1 104
64-72 3 107

Total 107
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FRECUENGCIA

Los datas del cuadro No.8 de concentracdn de MHb y frecuencia se grafican
en la figura 12 en donde se observa, que el % de MHb con mayor frecuencia cae
en el intervalo de 1.6 a 2 4, no obstante la menor frecuencia de paciantes con
metahemoglobinemia se da del cuarto grupo en adelants, teniendo un 21.5% de
ta poblacion con concentraciones de MHb, quevande 32 a7.2%

00-0.8

0816 1624 2432 . A 4048 4856 5564

FIGURA.12. Diagrama de bammas de frecuencia(f) vs concentraciidn de MHb(%).

64-7.2




" Los anores\ de incfeméntd de aBsorbanéia'a 575 nm, se agrupanen 9 Eéjég‘drigﬁ, p@n intervalo

de 0.009 unidades yse presentan en‘el cundro No 9, e total de la poblacisn sin -

tomar en cuenta la edad ni eI sexo e

CUADRO No.9 FRECUENCIAS DE INCREMENTO DE ABSORBANCIA A 575 nm.

Intervalo de confianza Frecuencia Frecuencia acumulada

4] (fa)
0.008 - 0.017 6 6
0.017-0.026 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 3 102
0.080 - 0.089 5 107

Total 107
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FRECUENGIA

135

10

Con los datos de incremento de absorbancia y frecuencia del cuadio No.9se
construye la figura 13 en donde se ve que el incremanto de absorbancia cofres-
ponde a la diferencia de lecturas entre el {o. y 20. minuto, del ensayo enzima-

tico, elintervalo de lecturas con mayor frecuencia es el de 0.53 a 0.62 de
incremento de absorbancia a 575nm.

0.0080.017 ommozs 0.026-0.035 0.033-0.044 0.044-0.053 0.0530.062 0.082-0.071 0.071-0.080 0.080-0.089
Incremento de absorbanda a 575 nm

FKGURA.13. Diagrama de baras de frecuencia(f) vs incremento de A575nm.




Los valores de actividad enzimética de NADH-MHb reductasa, para la poblacién en general
sin'tomar en cuenta la edad i el séxo, 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

poblacién, presentan una actividad enzimatica por debajo de la actividad normal,

CUADRO No. 10 FRECUENCIAS DE ACTIVIDAD DE NADH-MHb REDUCTASA

(UNIDADES DE ENZIMA).
Intervalo de confi Frec i Frecuencia acumulada
(f) (fa)
0.33-0.63 6 6
0.63.0.93 8 14
093-1.23 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
243-2.73 5 102
273-3.03 5 107
Total 107

n
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En la figura 10 se presenta la relacion de frecuencia y actividad enzimatica
obtenidos en el cuadro No.10 y save que la frecuencia més aka esta en el
intervalo de 1.23 a 1.53 U. de enzima y la frectencia mas baja en los interva-
I0s2.43 2273y 273 a 3.08 unidades de enzima.

8
T

wh
[*)
T

FRECUENCIA

-
o
T

063083 083123 123153 153183 183213 213243 243273 273303
U. de Enzima

FIGURA.14.Diagrama de barras, frecuendia(f) vs actividad enzimatica (unidades de
NADH-MHbD reductasa).



Para determinar si el sexo y la edad influyen de alguna manera, en la concentracion de
hemoglobina,: metahemoglobina y en la actividad enzimdtica de NADH-MHh reductasa
(DIAFORASA), se realizo un andlisis comparativo, de los promedios obtenidos, en cada intervalo
de edades, para esto se formaron 5 grupos, de acuerdo a la edad, con intervt'ﬂo de 10 ailos cada uno,
primeramente se trabajaron los datos independientemente del sexo y se presenta en la {igura No.15,
para posleriormente separarlos por sexo, presentandose en la figura No.16 ¢l sexo femenino y en la

figura No. 17 el sexo masculino.
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Dentro de fos 5 grupes formados se abserva, que la actividad enzimatica de
DIAFORASA esta figeraments por de bajo de o nommat (2.04.4 U. de enzima),
mientras que en el ultimo grupo de 51 a 60 aios, existe un aumento de la con-
centracidn de MHb, con una marcada disminucion de la actividad enziméatica
en relacion a los otros grupos, las concantraciones de Hb se encuentran den
tro de lo norma), sin influr de manera aparents en la actividad enzimética.
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FAGURA 15. Diagrama de barras comparativa de los promedios de Hb, %MHby
actividad enzimatica, para ambos sexos.



[SExo FEMENINO |

En este grafico no se abservan diferencias marcadas para las concentracio-

nes de hemoglobina, a excepeion dei grupo de 41 a 50 anos, gue es de 18.10g/

100mi de Hb en promedio, en e! grupo de 51 a 60 anas se presenta, un aumento

de los niveles de metahemoglobina, mas marcado que en los otros grupos, con
una actvidad enzimatica ligeramente por debajo de lo normal (2.044 U.Enzima).
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FIGURA 16. Diagrama de bairas comparativo de los promedios de Hb, MHby
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Con reépcclo a la actividad enzimdtica, se realizo un anilisis df: _rcgresién lineal de las
lecturas obtenidas a 575 nm., obteniendose los valores de pendiente y correlacion para cada uno de
los 107 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 correlacion obtenidos para cada grupo de edad y sexo y con los datos de cada cuadro

se construyenlas figuras 18,19 y20.

CUADRO 11, PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION
PARA CADA GRUPO DE EDADES, AMBOS SEXOS.

Edad X Pendiente X Correlacién

10-20 0.000853 0.96 1

21-30 0.000793 0.94 1

31-40 0.000916 094 11t

41-50 0.000812 0.94 v

51-60 0.000637 0.85 \
- A
g m
2 0.20
S 1
= v
o
5 o.xo b1
r-l
-
2 v
=
<

30 60 %0 120 150

>
80 Tiempo(sag)

FIGURA 18, Represcentacion linenl. A 575nm vs tiempoa(seg), para
ambos saxaos.
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CUADRO 12. PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION PARA
CADA GRUPO DE EDADES, SEXO FEMENINO.

Edad X Pendiente X correlacibn
10-20 0.000714 0.95 i
21-30 0.000857 0.95 1
31-40 0.000994 0.95 il
41-50 0.000950 0.97 v
S51-60 0.000662 0,94 v
-3
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FIGURA 19. Roprosontacion lineal. A 575 nn vs tiempo(seg), pora
el soxo famenina.
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CUADRO 13. PROMEDIOS DE PENDIENTE Y CORRELACION PARA
CADA GRUPO DE EDADES. SEXO MASCULINO.

Edad X Pendicnte X Correlacién
10-20 0.000986 0.98 f
21-30 0,000730 0.93 fl
31-40 0.000838 0.94 111
41-50 0.000675 0.91 v
51-60 0.000613 0.77 v

A
T
w 020
g
2
]
.§ 0.10
2
A
<

50 180
Tiempo(seg)

FIGURA 20. Representacion lineal. A 575 nm vs tiempo(seg), para
ol sexo masculino.
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FIGURA 21. Comparacion grafica de pendientes.



VIL ANALISIS Y DISCUCION DE RESULTADOS

Los niveles normales de metahemoglobina, s encuentran en un intervalo que va{ de un 0.0%
hasta un 2.0%, cn relacion a la concentracién total de hemoglobina (14). » E .

Esta concentracion se mantiene gracias a Jos sistemas reduclores de metahemoglobma. delos’
cuales el mas importante es la NADH-metahemoglobina reductasa (D[AFORASA) Problemas de
metahemoglobinemia de tipo congénito, debidas a la deficiencia de DIAFORASA son mramente'
encontradas, por lo que el tipo de herencia no ha sido bien determinado.

Los casos mas comunes de metahemoglobinemia, se deben generalmente a efectos toxicos, de
agentes oxidantes de la metahemoglobina que se pueden encontrar tanto en el medio ambiente, por
los altos indices de contaminacion existentes actuslmente, como por el uso de pesticidas, algunos
conservadores en alimentos, ademas del uso de algunos farmacos metahemoglobinizantes, como los
analgésicos, anestésicos locales etc.

Nuestro estudio estuvo encaminado a determinar la actividad enzimatica de NADH-MHb
reductasa, ademas de los niveles de metahemoglobina presentes, en un grupo de pacientes, de
consulta externa del Hospital 10. de Octubre (ISSSTE).

La seleccion del grupo se realizo al azar, para formar un grupo heterogéneo, de diferentes
edades y sexo, abarcando asi desde nifios, hasta personas ya mayores. No nos fue posible conocer la
ocupacion de estas personas, dato que seria muy interesantc para determinar, que tanto riesgo
tienen de eslar en contacto con sustancias metahemc;g!obinaimntcs.

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
contaminacion, factor importante en el aumento de los niveles de metahemoglobina.

En el cuadro 6, se observan los valores promedio obtenidos, para la concentracion de
hemoglobina, metahemoglobina, incremento de absorbancia y actividad enzimatica, 'pam la

poblacion cn general sin tomar encuenta Ia edad ni el sexo.
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La concentracion promedio de hemoglobina obtenida es de 14.5g/100ml, con .respectoy al
cuadro 7 y la figura No. 1, se observa que la frecuencia més alta cae dentro del intervalo de 14.79 a
16.‘1 3 g/100ml, por tanto no hay presencia de ancmia en el grupo estudiado.

El valor promedio de % de MHb encontrado ¢s de 2.13%, con un intervalo que va de un0.0a
7.14%; a estas concentraciones no existen signos clinicos ni sintomatologia (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 cn la litcratura, que nos indica, que ¢t cambio de absorbancia por
minuto, para una muestra con actividad normal es aproximadamente de 0.05 (20). Los pacientes
mqnejados tienen un incremento, que nos indica una actividad enzimética total,

En ¢! cuadro 10 y la figura No4, s¢ observa que la frecuencia mds alta de actividad
enzimdtica 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 enzimatica, es de 1.6, el
cual se encuentra dentro del intervalo antes mencionado. Estos valores se encuentran
moderadamente por debajo de los normaies, reportados en bibliografia, los cuales son de 2.0a 4.4
unidades de NADH-MHDb reductasa (20).

De acuerdo a los datos antes mencionados, se pucde decir que aparentemente, los valores de
Miib 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 concentracién de Hb, MHb
y en la actividad enzimatica, se dividio el grupo en estudio, en diferentes rangos de edad, primero
sin tomar en cuenta el sexo y posteriormente se realizo el mismo andlisis tanto para el sexo

femenino, como para el sexo masculino.
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Enla ﬁgura Né.S, tenemos que la concentrnciéﬁ rﬁﬁsrarhaldc Hb, se encuentra en el intervalo

de edad de 10 a 20 afios. A pesar de que en los demé_é i)nt‘cvglyos la concentracién de hemoglobina,
se ve levemente disminuida con respecto . al ahlerior, s§ 'puéi!c‘ decir que en general la poblacion
estudiada, no presenta problemas de anemia.
- La concentracion de metahemoglobina cae dentro de los limites permisibles, sin embargo se
puede ver que en _el grupo por arriba de los 50 afies, la concentracion de metahemoglobina, se
incrementa a niveles de 3,56% de MHb en promedio, que corresponden a los niveles mas bajos de
actividad enzimética (figura 5).

Del mismo modo se realizo, un andlisis comparativo entre los tres pardmetros 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 los valores de hemoglobina se encuentran
dentro de los valores normales, confirmando de este modo que no existen problemas de anemia, en
los pacientcs estudiados.

Las concentraciones mas altas de MHb tanto para el sexo masculino, como para el femenino
se encontraron en las cdades de 51 a 60 afios, mostrando un incremento marcado en las mujeres
(figura 6), aquf se encuentra un gran nimero de amas dc casa que sc exponen en muchas ocasiones
a hipoclorito y fungicidas, que son muy usados en el hogar. Estos son eliminados mas 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 fa actividad de la
NADH-Mhb reductasa, entre el sexo masculino y el sexo femenino. A excepcion del sexo
‘masculino, en el intervalo de 51 a 60 afios, en este caso la actividad de la enzima es en promedio
de 0.89 unidades de enzima, la cual se ve muy disminuida en relacion a los valores normales (2.0 a
4.4 U de énzirﬁa).Eslos pacicntes puedes estar recibiendo medicamentos capaces de oxidar a la
hémoglqbina ¥ i]ue dei mismo modo pueden ocasionar la inhibicion de los mecanismos de los
eritrocitos, que pl;otegen a [a hemoglobina contra la oxidacion (14).

En las figuras 8,9,10, se observa una comparacion entre los promedios de pendiente obtenidos

para ambos sexos, sexo femenino y sexo masculino, respectivamente.
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En los tres casos la pendlentc con menor mchnac:én corresponde a la edad de 5 1 a 60 afios,
indicandonos de esta forma , que la acuvxdad dela dmforasa es muy baja Esto puede deberse aque
en edades avanzadas, los sistemas de defensa del orgamsmo d|sm1nuyen su efecuwdad, aunado a
que toda la poblacion del D.F. se encuentra expuesta a altos niveles de Vconlamm_apu?n.

m

En la figura 11 se observa una diferencia entre las p , las cuales nps‘dnn. una idea de

1a actividad de la NADH-MHb reductasa (DIAFORASA), para los pacientes de 10 a 20 afios y entre

los pacientes de 50 aiflos en adelante donde se tiene un incremento de la actividad, en los primeros
grupos, mientras que en los ultimos, esta actividad decrece.

Existe una tendencia de mayor actividad por debajo de los 40 afios a partir de este punto
existe una caida de la actividad, acentuandose a partir de los 50 afios.

Apﬂreﬁlemente ta actividad hasta los 50 afios es suficiente para mantener los rangos de MHb
cerca de los valores normales , sin embargo variaciones minimas de penciente (actividad) , después
de los 50 afios la concentracidn de MHb se dispara al doble.

A partir de los 40 aitos se ve una tendencia de disminucion de actividad que pudiera asociarse
en cierta medida al Aenvejecimientm

El riesgo de exposicion a agentes oxidantces, depende mucho del tipo de actividad, tal vez se
trate cn su mayorfa de personas, que debido a su ocupacién, estin mds expuestas a la
contaminacién ambiental o a sustancias téxicas que tengan como consecuencia, una inhibicion de
la enzima, ademds de un incremento en los niveles de metahemoglobina.

Finalmente se buscé 1a relacion entre concentracion de hemoglobina, metahemoglobina con
la actividad de diaforasa, para ver si cuando encontrdbamos menor concentracion de Hb, la
actividad enzimdtica de diaforasa sc encuentra disminuida, al igual que cuando los niveles de
metahemoglobina sc encuentran elevados, pero no fue asi; se realizé un estudio cstadistico de
correlacion lincal, en ambos casos se obtuvieron valores de corretacion al rededor de 0.002, valor
muy bajo, lo que nos indica que la actividad enzimética es independiente de 1a concentracion de Hb
y MHb, pueden darse casos de anemia, con una actividad normal o por el contrario una actividad

disminuida, con una concentracion de Hb normal.
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Los niveles de metahemoglobina encontrados en este estudio en su mayoriu_ sC encuentran
dentro de los valores normales, aunque ya en el limite maxinmo permitido. La conccntraciénvmas :
--ala de metahemoglobina, se cncuentra entre 5.6 & 7.2% y solo la presentan 5 pcfsona.s {cuadro8).
~"No llcgan a niveles en que la cianosis se haga evidente mucho menos a concentraciones :que Heguen
a céusar incapacidad, que van desde un 35% hasta un 45%.

Los problemas de disfuncién enzimética, de tipo congénito son muy raros, por tanto, se puede
decir que las observaciones, en las cuales la actividad de diaforasa se encuentra disminuida, se
deben a problemas de agentes toxicos a los que estamos expuestos cotidianamente, por la
contaminacion, 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 cxactitud cuales son los niveles criticos de baja actividad enzimatica 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 mds en el estudio y
caracterizacion de 1a enzima, NADH-MHb reductasa, para confirmar si sc 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 concentracién de metahemoglobing, obtenida en [a poblacién en general, es de un 2.13%.

De los pacientes estudiados, un 30.8%, préscﬁmn metahemoglobinemia,

La actividad de la enzima NADH-MHb reductasa (DIAFORASA), en el grupo estudiado,
presenta en su mayoria una actividad levemente disminuida, en relacion a los valores normales, un

T.1%dela poﬁlacién en general presentan actividad enzimatica por debajo de 1o normal.

La actividad enzimética de NADH-MHb reductasa (DIAFORASA), en el grupo estudiado,
presenta un incremento variable hasta los 40 afios , edad en la cual comienza una tendencia a

disminuir la actividad enzimatica.

Aparentemente las variaciones en la actividad de la enzima, hasta antes de los 50 afios son
suficientes para mantener los niveles normales de MHb. Sin embargo después de los 50 afios, las
variaciones minimas que se presentan en la actividad de esta enzima no son suficicntes y se observa

un incremento considerable en los valores de MHD, en estd poblacidn.

No existe relacion entre la actividad enzimatica y la concentracion de Hb.
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