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ABSTRACT. An investigation about ozone-hemoglobin interaction
was performe�, which prove� the change of oxihemoglobin into meta-
hemoglobin �uring, the process, as the result of the ozone attack to the
iron atom of hem group. It was also notice� the reaction of ozone with
the porphirin conjugate� system.

INTRODUCCION
Las c6lulas rojas �e Ia sangre han si�o estu�ia�as intensa-

mente, tanto como fuente �e ra�icales libres, como objeto �e �aho
oxi�ativo . Es conoci�o que muchos me�icamentos y xenobi6ticos
pue�en causarle �anos significativos a estas c6lulas, to que provoca
en ocasiones anemia hemolitica En relaci6n con las reacciones
REDOX �e Ia hemoglobina, tanto in vivo como in vitro 1 existe una
bibliografia extensa. Los trabajos en este campo se han visto refor-
za�os por el empleo �e Ia super6xi�o �ismutasa como me�io �e
�emostraci6n �e Ia participaci6n en estas reacciones �el ion super-
6xi�o, asi como, por el �e Ia po�erosa t6cnica �e Ia resonancia
paramagn6tica electr6nica para el estu�io �e las reacciones ra�i-
calicas .

En los i ltimos ahos, el ozono se ha utiliza�o como agente
terap6utico en el tratamiento �e �iferentes enferme�a�es virales 2 y
�e otras provoca�as por �eficiencias circulatorias. 3

Para el tratamiento �e algunas �e estas .enferme�a�es, se reco-
mien�a el empleo �e Ia autohemoterapia, que consiste en hacer
interactuar el ozono con Ia sangre �el paciente y su reintro�ucci6n
posterior por Was intramu3cular o intravenosa .4 To�a vez que uno
�e los principales constituyentes �e Ia sangre as Ia hemoglobina, Ia
cual alcanza un conteni�o en los eritrocitos �e aire�e�or �el 34 %, es
�e inter6s conocer las transformaciones que 6sta sufre al ponerse
en contacto con el ozono.

Es conoci�o que Ia estructura �e Ia hemoglobina, estableci�a
�efinitivamente por Perutz, 5 incluye en su constituci6n cuatro por-
firinicos, en cuyo centro el atomo �e hierro esta uni�o por varios
tipos �e ligan�os, lo cual �efine su estructura .

Antes �e precisar Ia interacci6n �el ozono con Ia hemoglo-
bina, es necesario �efinir algunos t6rminos estructurales �e ella . El
grupo hemo �e Ia oxihemoglobina posee un Atomo �e hierro ferro-
so con coor�inaci6n octa6�rica . Cuatro �e los enlaces son atomos
�e nitr6geno pirr6licos �el anillo porfirinico . El quinto enlace es el
grupo imi�azol que une al hierro con Ia parte proteica y el sexto en-
lace el que lo une con Ia mol6cula �e oxigeno . Este ultimo enlace
es Iabil y el oxigeno pue�e ser sustitui�o por anhi�ri�o carb6nico
en el proceso respiratorio .
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RESUMEN. Se realiz6 el estu�io �e Ia interacci6n �e Ia hemoglobina
con el ozono constatAn�ose la transformaci6n �e Ia oxihemoglobina en
metahemoglobina lo que evi�encia el ataque �el ozono al hierro �el
grupo hemo. Tambi‚n se apreci6 Ia reacci6n �el ozono con ei sistema
conjuga�o �e las porfirinas.

La uni6n con grupos CN- o CO es muy fuerte e inhibe Ia absor-
ci6n reversible �el oxigeno y �el anhi�ri�o carb6nico en el proceso
respiratorio .

En el organismo, en presencia �el oxigeno, Ia oxihemoglobina
pue�e oxi�arse pasan�o el Fe 2+ a Fe3+ segun Ia reacci6n :

Hb2+ O2 - Hb3+ + 0-2

obteni6n�ose �e esta forma Ia hemoglobina f6rrica o asi llama-
�a metahemoglobina, en cuya estructura el cuarto enlace interacts a
con los Tones -OH �el agua. De Ia misma forma, el hierro pue�e
pasar a Fe" en presencia por ejemplo, �e H202, como pro�ucto
interme�io �e Ia reacci6n con Ia oxihemoglobina 7 segun :

Hb2+O2 + H202

	

- Hb4t + O2 + 2 HO-
Hb4+ + Hb2+02 - -+ 2Hb3+ + 02
practicamente to�a Ia ferrilhemoglobina forma�a reacciona

para �ar lugar a Ia metahemoglobina .
En Ia litertura5's se �escribe con clari�a� el comportamiento �e

Ia hemoglobina en Ia ca�ena respiratoria y su relaci6n con el oxi-
geno. Sin embargo, no ocurre to mismo con Ia interacci6n �el ozo-
no, el cual pue�e actuar �e �iferentes formas con Ia mol6cula, ya
sea por Ia transformaci6n �el Fe 2+ hemo, �estrucci6n �e Ia con-
jugaci6n �el sistema �e las porfirinas por ataque a los �obles enla-
ces �el sistema o tambi6n por reacci6n con Ia ca�ena polipepti�ica
�e Ia hemoglobina . El estu�io �e este comportamiento se trata �e
esclarecer en este trabajo .

MATERIALES Y METODOS
Para Ia realizaci6n �el trabajo se utilizaron �os tipos �iferentes

�e hemoglobina, en un caso se emple6 en los espectros y [as reac-
ciones con el ozono, Ia hemoglobina humana reactivo (Hemoglobin
Human Pow�er, Koch Light Laboratories Lt�, Englan�) y en otro, Ia
obteni�a a partir �e gl6bulos �e sangre humana separa�os por los
m6to�os convencionales y su lisis correspon�iente me�iante Ia
a�ici6n �e agua y filtraci6n para eliminar los restos �e membranas
y otras partes �e las c6lulas.

Los �os tipos �e hemoglobina fueron �isueltos en una soluci6n
amortigua�ora �e fosfato �e potasio a pH 7,4 sien�o obteni�os sus
espectros en el rango �e longitu�es �e on�a �e 500 a 900 nm, en
un espectrofot6metro UV-VIS �e Ia firma Karl Zeiss Jena, M- 40 . La



representaci6n �e ambos espectros se muestran en la figura 1 . Se
pue�e apreciar que la estructura �e las hemoglobinas �e �os
proce�encias �iferentes tienen espectros �istintos, caracterizan�o-
se la obteni�a a partir �e las c6lulas rojas pos unas ban�as muy
niti�as en 541 y 576 nm, propias �e la oxihemoglobina, mientras
que la cali�a� reactivo posee un espectro �escen�ente hacia la zona
�e mayores longitu�es �o on�a con un hombro en 540 nm y una
ban�a �e absorci6n en 635 nm, caracteristicas �e la matahemo-
globina .
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Fig. 1 . Espectros en el rango UV visible �e la oxihemoglobina y la
metahemoglobina en soluci6n amortigua�ora �e fosfato �e

	

Fig. 2. Espectros �e la oxihemoglobina en of rango UV visible
potasio a pH 7,4

	

torna�os a �iferentes tiempos �e interacci6n con ozono a una
concentraci6n �e 1 . 10'4 mol/L .

En la figura 3 se pue�en apreciar los cambios en la zona �el
espectro correspon�iente al rango �e 230 a 500 nm . La ban�a �e
413 nm as tipica �e los sistemas conjuga�os �e las porfirinas (ban�a
�e Soret) y se pue�e ver que �isminuye notablemente al intercam-
biarla oxihemoglobina con of ozono . Los espectros me�i�os a
�iferentes tiempos �e tratamiento muestran tambien un corrimien-
to �e la ban�a �e 275 hasta 260 nm . Similarmente ocurre esta
variaciGn�el espectro �e is metahemoglobina .

Me�iante el anelisis �e este rango �el espectro se pue�e es-
tablecer que tambibn of ozono ataca el sistema �e enlaces con-
juga�os �e las porfirinas .

CONCLUSIONES

Pare realizar los experimentos �e interaoc16n �el ozono se
prepar6 una soluci6n �e oxihemoglobina en una soluci6n amor-
tigua�ora a pH 7,4 �e fosfato �e potasio y so le hizo pasar un flujo
�e ozono pro�uci�o en un ozoniza�or analitico construi�o al efecto
y que asegura una concentraci6n �e-ozono �e 1 . 10-4mol/Lconun
flujo �e oxigeno �e 0,8 L/s . En el transcurso �e apenas 2 min �el
contacto �e la oxihemoglobina con of ozono se observe una trans-
formaci6n �e ella en metahemoglobina,to - cuatsopue�e apreciar
en la figura 2 . Se observa una �isminuci6n �e las:ban�as �e 541 y
576 nm propias �e la oxihemoglobina y el crecimiento �e la ban�a
�e 635 nm �o la metahemoglobina. Visualmente se pue�en apre
ciar cambios sustanciales on la soluci6n, coma Ia transformaci6n
�el color rojo a marr6n y iaformaci6n �e un precipita�a�ebi�o pro-

	

De esta forma se pue�e concluir que el ozono reacciona con labablemente a la preclpitacl6n �e- la hemoglobina que ha reac-

	

hemoglobina provocan�o cambios sustanciales en of grupo hemp,ciona�o. Esta variaci6n en of espectro in�ica que el ozono ha

	

sien�o of ataque tanto at atomo �e hierro �el complejo, como al sis-
interactua�o con el Fe �el grupo hemp transformen�ose en-

	

tema �e enlaces conjuga�os �e sus ligan�os .Fe, es �ecir, ocurre un ataque �el ozono at etomo �o hierro .
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Fig . 3. Espectros �e la oxihemoglobina en el rango UV visible torna�os a �iferentes tiempos �o interacci6n con ozono a una con-
centraciGn �e 1 . 10"4 mol/L

No pier�a esta Bran oportuni�a� que le brin�a la Socie�a� Iberolatinoamericana �el Ozono y el Centro
Nacional �e Investigaciones Cientificas �e participar en el

PRIMER CONGRESO IBEROLATINOAMERICANO
DE APLICACIONES, DEL OZONO

�el 31 �e octubre al 3 �e noviembre �e 1990
con se�e en las instalaciones �e esta pr estigiosa institucit n.
En el Congreso se abor�aran temas relaciona�os con las aplicaciones �el ozono en Me�icines, Biologfa
yen lain�ustria, asfcomp en el ti atamiento �e aguas y sepresentaran las ultimas nove�a�es relacior
con la construccion �e equipos aplica�os a este campo.
Solicite informacion e inscnbase hoy mismo .
Dirija su correspon�encia a:

	

Dr. Manuel G6mez Morale�a
I CONGRESO IBEROLATINOAMERICANO DE APLICACIONES DEL OZONO

Centro National �e Investigaciones Cientificas
Ave. 25 y calle 158, Cubanacfin, Playa

Apata�o Postal 6990
Ciu�a� �e La Habana, Cuba

Telex: 511582 CNIC CU

	

FAX: 219446

(Mfis informaci6n en la pfigina 49)
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