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RESUMEN

La ciencia criminalistica es una ciencia que mediante la aplicacion de sus
conocimientos, metodologia y tecnologia, descubre y verifica de manera cientifica
un hecho presuntamente delictuoso y al o los presuntos autores y a sus complices.
La quimica forense es una disciplina que auxilia a la ciencia criminalistica y para
llevar a cabo ésta, se necesitan técnicas y equipo especializado. Una de estas
técnicas es la espectrofotometria UV-Vis, que mide la cantidad de luz absorbida y
transmitida por una sustancia, y por lo tanto su concentracién. Esta técnica sirve
para identificar diversas sustancias de interés forense como lo es el monoéxido de
carbono que es un gas téxico, incoloro, inodoro e insipido que se produce durante
la quema de combustible y que es causante de un gran niamero de intoxicaciones
cada afo. Este gas se une con una gran facilidad a la hemoglobina, sustituyendo
el oxigeno que ésta transporta y formando asi carboxihemoglobina. Cuando las
cantidades de carboxihemoglobina en el organismo son muy altas, aparecen
sintomas como dolores de cabeza severos, convulsiones, coma y la muerte.

En esta tesis se estandariza un método para la cuantificacion del monéxido de
carbono en sangre, para apoyar las técnicas cualitativas que se realizan dentro del
laboratorio de la Procuraduria General de Justicia del Estado de Michoacan.

Para auxiliar a la metodologia y a la medicion del gas, se elabora dentro del
laboratorio un control positivo de carboxihemoglobina, éste se midié con
espectrofotometria UV-Vis y se obtuvo un resultado de 61% de
carboxihemoglobina. Se le aplicaron ciertas pruebas estadisticas para evaluar la
veracidad de los resultados, obteniendo resultados positivos para el objetivo de

esta tesis.
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1. ABREVIATURAS

L — Microlitros

ADN - Acido desoxirribonucleico
ARN - Acido ribonucleico

CG - Cromatografia gaseosa

CO - monéxido de carbono
COHB - carboxihemoglobina
H,S0, - Acido Sulfirico

Hb - Hemoglobina

HCOOH - Acido férmico

Na,CO, - Carbonato de sodio
NaOH - Hidréxido de Sodio

nm - Nanémetros

PdCl, - Cloruro de paladio

RMN - Resonancia Magnética Nuclear

UV-Vis - Ultravioleta — visible



2. INTRODUCCION

2.1 Ciencia criminalistica

Las primeras definiciones, consideran a la Criminalistica como auxiliar del derecho
penal, en la actualidad algunas ramas criminalisticas son utilizadas en el derecho

en general (Jiménez, 2004).

Es una ciencia natural y penal que mediante la aplicacion de sus conocimientos,
metodologia y tecnologia al estudio de las evidencias naturales asociativas,
descubre y verifica de manera cientifica un hecho presuntamente delictuoso y al o
los presuntos autores y a sus complices, aportando las pruebas materiales y
periciales a los organismos que procuran y administran justicia mediante estudios
identificativos y reconstructivos e informes o dictamenes expositivos o0

demostrativos (Montiel, 1993).

Todas las técnicas criminalisticas tienen por objeto preservar los indicios de su
destruccién, para poderlos estudiar, “in situ”, si no pueden transportarse o ser

llevados para su estudio pericial al laboratorio (Reyes, 1998).

Al incluir a la Criminalistica en el grupo de las ciencias forenses, ésta adquiere la
calidad cientifica que requiere toda investigacion, de un presunto hecho delictivo,
ya que utilizara todos los conocimientos y métodos, es decir, la aplicacion de todas
las experiencias aprendidas en otras ciencias, asi como los procedimientos que se
siguen para hallar la verdad y ensefiarla, coadyuvando con esto de manera

cientifica a la administracion de justicia (Jiménez, 2004).

La investigacion criminalistica, funda sus tareas profesionales en el estudio
cientifico de las evidencias materiales y se debe prever que el empirico no

confunda con sus argumentos y estar atento a los razonamientos del cientifico.



Una vez fijado el sitio del suceso o escena del crimen, con todos los detalles, el
Ministerio Puablico junto con los peritos, deben tomar en cuenta cada indicio
recogido en el lugar de los hechos (Reyes, 1998).

El estudio de las evidencias materiales en la investigacion criminalistica, tanto en
el campo de los hechos, como en el laboratorio, llevan a un objetivo general
definido en cinco tareas:

1. Investigar técnicamente y demostrar cientificamente, la existencia de un
hecho en particular probablemente delictuoso.

2. Determinar los fendmenos y reconstruir el mecanismo del hecho, sefialando
los instrumentos u objetos de ejecucion, sus manifestaciones y las
maniobras que se pusieron en juego para realizarlo.

3. Aportar evidencias o coordinar técnicas o sistemas para la identificacion de
la victima, si existiese.

4. Aportar evidencias para la identificacion de los presuntos autores o
coautores

5. Aportar las pruebas materiales con estudios técnicos y cientificos para
probar el grado de participacion del o de los presuntos autores y demas

involucrados.

La criminalistica con sus disciplinas cientificas auxilia técnicamente al érgano
jurisdiccional, con dictamenes periciales en cualquiera de sus ramas, ampliaciones

de dictamenes con intervencion directa de los peritos (Montiel, 1993).

El conjunto de disciplinas auxiliares que la componen se denominan ciencias
forenses y existe un gran numero de estas disciplinas como la quimica forense,

dactiloscopia, genética forense, psicologia forense, medicina forense, etc.



Estas son algunas de las disciplinas que se encargan de colaborar con la ciencia

criminalistica:

Criminalistica de campo: Aplica los conocimientos, métodos y técnicas con

objeto de proteger, observar y fijar el lugar de los hechos.

e Balistica forense: Aplica los conocimientos, métodos y técnicas, con objeto
de investigar con sus ramas: interior, exterior y de efectos, los fenédmenos,
formas y mecanismos de hechos originados con armas de fuego cortas y

largas.

e Fotografia forense: Aplica los conocimientos, métodos y técnicas, a fin de
imprimir y revelar las graficas necesarias en auxilio de las investigaciones

que aplican todas las disciplinas de la criminalistica.

e Odontologia legal: Estudia las caracteristicas de las piezas y arreglos
dentales, elabora moldes y férmulas dentarias con objeto de identificar a

personas descarnadas, putrefactas o quemadas.

e Técnicas forenses de laboratorio: Aplican los conocimientos, métodos y
técnicas de las ciencias naturales, Quimica, Fisica y Biologia, a fin de
realizar los estudios y manejo propio de instrumental cientifico, para
identificar y comparar las evidencias materiales asociadas a hechos

presuntamente delictuosos.

Todas ellas son independientes y se aplican en la investigacion de los delitos, con

sus propios metodos, técnicas y conocimientos (Montiel, 1993).



Una de las disciplinas que auxilian a la criminalistica es la quimica forense, para
llevar a cabo el desarrollo de esta ciencia se requieren técnicas especificas y

equipo automatizado, que permitiran complementar la investigacion.

2.2 Espectrofotometria

2.2.1 Generalidades

Es la técnica de andlisis Optico basada en la propiedad fisica segun la cual cada
elemento en la naturaleza tiene un patron de absorcion de luz especifico,
permitiendo la medicién de la absorcidn o la transmision de luz por las sustancias,
y en consecuencia, su concentracion (Nicolas, Ruiz, Jiménez, Net, 2011)

Propiedades de la luz
e Las ondas de la luz constan de campos eléctricos que oscilan en planos
perpendiculares entre si.
e La longitud de onda (A), es la distancia entre las crestas de dos ondas, la
frecuencia (v), es el nUmero de oscilaciones completas de una onda en un
segundo.

La relacion entre frecuencia y longitud de onda es (Ecuacion 1.2.1):

DA=C -
[Ecuacion 1.2.1]

Donde C es la velocidad de la luz (Harris, 2003).

Es una de las técnicas experimentales mas utilizadas para la deteccion especifica
de moléculas. Se caracteriza por su precision, sensibilidad y su aplicabilidad a
moléculas de distinta naturaleza y estado de agregacion. Los fundamentos fisico-
quimicos de la espectrofotometria son relativamente sencillos.

Las moléculas pueden absorber energia luminosa y almacenarla en forma de

energia interna. Las técnicas espectrofotométricas se basan en la capacidad que



tienen las moléculas y los atomos de absorber radiaciones de diferente longitud de
onda, caracteristica para cada sustancia, utilizando la energia de dichas
radiaciones para producir cambios energéticos en su estructura. En los atomos
estos cambios se refieren exclusivamente a transiciones electronicas. En las
moléculas los cambios energéticos son debidos a movimientos electrénicos, asi

como movimientos de vibracion y rotacion de la molécula.

Cuando la luz pasa a través de una solucién que contiene una sustancia capaz de
absorberla, una parte es absorbida, otra reflejada, y el resto transmitida (Calabuig,
1998).

La relacién entre la absorcion de luz por una solucion diluida o por un gas y la
concentracion de la fase absorbente viene dada por la ley de Beer. La relaciéon
entre la absorcion de la luz y el camino recorrido por esta viene dada por la ley de
Lambert. Es conveniente considerar ambas leyes conjuntamente (Walton, Reyes,
2005).

La Ley de Lambert-Beer es una ecuacion fundamental en los métodos
espectrométricos de analisis, ya que permite calcular la concentracién de una
sustancia a partir de la radiacion absorbida por una disolucion de la misma
(Ecuacion 2.2.2)

A= (a) (b) (C) [Ecuacién 2.2.2]

Donde a es la absortividad, b es la trayectoria del haz incidente y C la

concentracion de la disolucion (Sierra, Pérez, Gomez, Morante, 2010).

Las aplicaciones de este principio derivan del hecho de que las transiciones

electronicas en una molécula dan origen a bandas de absorcion especificas a



determinadas longitudes de onda, que pueden ser usadas para la identificacion de

la molécula (Calabuig, 1998).

Cada sustancia que absorbe luz produce un espectro caracteristico que permite
que ésta sea identificada, debido a que presentan un pico de absorbancia a
longitud de onda determinada, ademas de otras caracteristicas especificas de su
espectro (Nordby, 2005).

2.2.2 Espectrofotometria uv/vis

La espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible fue uno de los primeros
métodos fisicos que se aplicd al andlisis cuantitativo y a la determinaciéon de
estructuras. Si bien la espectofotometria infrarroja y de resonancia magnética
nuclear RMN son las técnicas mas idoneas para el andlisis cualitativo y
estructural, la espectrofotometria ultravioleta-visible supera al resto de métodos
opticos de andlisis en lo referente al analisis cuantitativo y es también una técnica

auxiliar para la elucidacion de estructuras (Olsen, 1990).

La luz visible

Es una regidon muy estrecha pero la mas importante, ya que nuestra retina es
sensible a las radiaciones de estas frecuencias. A su vez, se subdivide en seis
intervalos que definen los colores béasicos (rojo, naranja, amarillo, verde, azul y

violeta).

Fuentes de radiacion visible

La fuente mas comun para la espectrofotometria es una lampara de
incadescencia. El filamento suele ser de tungsteno, que cuando se pone a unos
3000 °C emite un espectro continuo de radiacion electromagnética de longitud de
onda entre 320 y 750 nm (Sogorb, Vilanova, 2004).



Radiacién ultravioleta

Los atomos y moléculas sometidos a descargas eléctricas producen este tipo de
radiacion. No debemos olvidar que la radiacion ultravioleta es la componente
principal de la radiacion solar.

La energia de los fotones de la radiacion ultravioleta es del orden de la energia de
activacion de muchas reacciones quimicas lo que explica muchos de sus efectos
(Pasotti, 2006).

Fuentes de radiacion ultravioleta

Las llamadas lamparas de arco son las fuentes de radiacién ultravioleta mas
utilizadas en espectrofotometria de absorcion. Estas lamparas estan formadas por
una ampolla hermética interna que contiene dos electrodos conectados a una
fuente de energia. La ampolla se rellena con un gas (generalmente H2, D2, Ar o
Xe, 0 un vapor metalico de mercurio o sodio). Los electrodos aplican una descarga
eléctrica que excita las particulas del gas. Cuando las particulas excitadas vuelven
a su estado fundamental, lo hacen emitiendo luz ultravioleta con un espectro
continuo de 190 a 320 nm (Sogorb, Vilanova, 2004).

La region ultravioleta se divide, por comodidad, en ultravioleta lejano (de 10 a 190
nm) y ultravioleta proximo (de 190 a 320 nm). La regioén del ultravioleta lejano
suele llamarse también ultravioleta de vacio, puesto que el oxigeno absorbe justo
por debajo de 190 nm y son necesarias condiciones especificas para que el
oxigeno no interfiera. La division entre las regiones ultravioleta y visible se debe
principalmente por razones fisioldgicas, puesto que el ojo humano es capaz de
percibir las radiaciones de longitud de onda por encima de 320 nm.

Las radiaciones ultravioleta y visible tienen en comdn que la absorcién en ambas
regiones provoca la excitacion de electrones a niveles de energia superiores. Para
excitar a los electrones fuertemente unidos, se requiere en general, fotones
energeticos (de longitud de onda corta), mientras que los electrones unidos
labilmente (deslocalizados) pueden excitarse con radiacion de longitud de onda

mas larga (Olsen, 1990).



En la espectrofotometria UV/Vis puede hacerse una distincion entre 2 grandes
grupos de instrumentos: fotometros y espectrofotbmetros, los primeros son
instrumentos sencillos y baratos que utilizan filtros para seleccionar la banda de
longitudes de onda que incide sobre la muestra. Como sistema detector usan
fotocélula o fototubo. Los espectrofotometros son instrumentos mas complicados y
caros que utilizan un sistema monocromador (prisma o red de difraccidn). Esto
permite la variacion continua en la seleccion de la longitud de onda y por tanto, la

region espectral permitida es muy amplia (Pérez, Pino, 1983).

Mediante el uso de la espectrofotometria UV-Vis se produce un espectro
caracteristico para cada sustancia, obteniéndose un pico de absorbancia a
determinada longitud de onda, lo cual permite identificar en forma especifica cada
sustancia. Esta tecnologia esta limitada por el hecho de que un espectro UV/Vis
tiende a estar caracterizado por un pequefio nimero de picos anchos y muchos
espectros carecen de caracteristicas altamente especificas (Nordby, 2005).

El instrumento utilizado en la espectrometria ultravioleta-visible se llama
espectrofotometro UV-Vis. Este mide la intensidad de luz que pasa a través de
una muestra, y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de la
muestra. La espectrofotometria es de gran utilidad en el analisis de sustancias

guimicas sobre todo para el quimico analitico.

Las partes basicas de un espectrofotdmetro son (Sogorb, Vilanova, 2004):

¢ Una fuente de luz, que emite la radiacion que posteriormente interactdia con

la muestra.

¢ Un sistema monocromador que permita separar bandas de luz estrechas,
ya sea antes o después de la interaccion de la luz con la muestra. El

monocromador esta constituido por lentes, espejos, redes de difraccion,



primas de refraccion, rendijas, etc.

e Un compartimento para colocar las celdas o cubetas adecuadas,

dependiendo de la region del espectro utilizada.

e Un sistema para la deteccion de radiacion que ha atravesado la muestra o
sistema detector.
Sistemas electronicos de amplificacion, transformacion y comparacion de

sefal.  Sistemas de registro de sefal o almacenamiento de datos.

Las muestras para espectrofotometria UV-Vis suelen ser liquidas, aunque la
absorbancia de los gases e incluso de los solidos también puede medirse. Las
muestras suelen ser colocadas en una célula transparente, conocida como celda.
También se pueden usar tubos de ensayo como cubetas en algunos instrumentos.
Las mejores cubetas estan hechas con cuarzo de alta calidad, aunque son
comunes las de vidrio o plastico. El cristal y la mayoria de los plasticos absorben
en el UV, lo que limita su utlidad para longitudes de onda Vvisibles

(espectrometria.com, n.d.).



Figura 2.2.1 muestra un espectro ultravioleta-visible es esencialmente un grafico
de absorbancia de luz frente a una longitud de onda en el rango del ultravioleta o

la luz visible.
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Figura 2.2.1 Espectro ultravioleta-visible.

Aplicaciones de la espectrofotometria UV/Vis

Se utiliza por ejemplo para identificar compuestos por su espectro de absorcion,
conocer la concentracion de un compuesto en una disolucion, determinar la
glucosa en sangre en un laboratorio de andlisis quimico, seguir el curso
de reacciones quimicas y enzimaticas.

El espectrofotobmetro es de gran utilidad en analisis cuantitativo de proteinas, en la
determinacion de acidos nucleicos incluyendo ADN / ARN, enzimas (Pasotti,
2006).

La identificacién de sustancias mediante su espectro de absorcion es empirica y
se hace por comparacion y superposicion del espectro correspondiente de un
compuesto conocido. Hay que considerar en primer lugar la existencia de
maximos y minimos y la relacién de sus alturas, y en segundo lugar, la longitud de
onda de los maximos. La sustancia debe absorber en las zonas visibles y UV. El
analisis cualitativo fotométrico se aplica generalmente a compuestos coloreados
(Pérez et al, 1983).



Tipos de espectrofotémetros

o De un solo haz
En un espectrofotometro de un solo haz se usa Unicamente una trayectoria de luz
de la fuente al detector. El instrumento suele operarse a una longitud de onda fija y
se emplea principalmente para la determinacion cuantitativa de la concentracion
de un solo componente cuando se analizan muchas muestras (Willard, Merrit,
Dean, 1982).

o De haz doble
Todos los componentes estan duplicados, menos la lampara y el medidor. Dos
haces de luz pasan al mismo tiempo por los distintos componentes separados en
el espacio. Esto compensa las variaciones de intensidad de luz y de absorbancia
(Willard et al 1982).

Existen otros tipos de espectrofotometria, como lo son:

Espectrofotometria de Absorcién Atémica

La absorcion atdmica es una técnica capaz de detectar y determinar
cuantitativamente la mayoria de elementos del sistema periédico. Este método se
puede utilizar para la determinacién de ciertos metales. Este método consiste en la
medicién de las especies atomicas por su absorcion a una longitud de onda
particular. La especie atomica se logra por atomizacién de la muestra, siendo los
distintos procedimientos utilizados para llegar al estado fundamental del atomo lo

que diferencia las técnicas y accesorios utilizados (Caceres, 2004).



Espectrofotometria de Masas

La Espectrometria de Masas es una poderosa técnica microanalitica usada para
identificar compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y
para elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas (Paya, 2006).

Espectrofotometria de Infrarrojo

La espectrometria de infrarrojo, es un tipo de espectrometria de absorcion que
utiliza la region infrarroja del espectro electromagnético. Como las demas técnicas
espectroscopicas, puede ser utilizada para identificar un compuesto o investigar la
composicién de una muestra.

Es una técnica de analisis espectral cualitativo y semicuantitativo a partir de la
absorcién selectiva de radiacion infrarroja por parte de las distintas sustancias que
intervienen en las vibraciones moleculares de la estructura y de los grupos

funcionales, tanto organicos como inorganicos (Giannini, Roani, 2003).

Espectrofotometria de Fluorescencia

La espectrometria de fluorescencia es un método analitico que se basa en la
emision de radiacion por parte de las moléculas que han sido excitadas con
radiacion electromagnética apropiada. En la fluorescencia se utiliza radiacion
ultravioleta para producir la excitacion; la radiaciébn emitida generalmente se
encuentra en la region visible, sin embargo cuando la longitud de onda de la
excitacion es menor de 300 nm puede producirse fluorescencia ultravioleta. Raras
veces se emplea radiacion de longitud de onda inferior a 250 nm para producir la
excitacion, porque estas radiaciones son lo suficientemente energéticas para

causar la foto descomposicién de las moléculas (Villegas, Acereto, Vargas, 2006).



2.3 Monoxido de carbono (CO)

2.3.1 Descubrimiento del monéxido de carbono

El descubrimiento del monéxido de carbono es acreditado al quimico y teélogo
Joseph Priestly. Desde 1772-1779 Priestly gradualmente reconocio la naturaleza
de este compuesto y mostré como era diferente del dioxido de carbono, con el que
regularmente aparecia. Sin embargo el mondxido de carbono habia sido ya
estudiado durante siglos, antes de los trabajos de Priestly. A finales del siglo Xlll el
alquimista espafol Arnoldo de Villanueva describié un gas venenoso producido
por la combustion incompleta de la madera, y que era muy probablemente el
monoxido de carbono.

En el siglo XVIII el quimico francés Joseph Marie Francois de Lassone prepard
monoxido de carbono por primera vez. Después de eso, a principios del siglo XIX
el quimico britdnico William Cumberland Cruikshank determiné su composicién

quimica.

En la Figura 2.3.1 Se observan cuatro formas, que muestran una molécula de
monoxido de carbono; el carbono aparece en color gris claro y el oxigeno en color

rojo.

Figura 2.3.1 Molécula del monoxido de carbono



Sin embargo los efectos toxicos del mondxido de carbono no fueron realmente
comprendidos hasta mediados del siglo XIX, cuando el fisiélogo Francés Claude
Bernard explico como actuaba el gas en el cuerpo humano (Thomson, 2006).

2.3.2 Generalidades del monoxido de carbono

El monoxido de carbono es un gas toxico, incoloro, inodoro e insipido que se
produce durante la quema de combustible. Madera, aceite, gasolina, gas natural,
queroseno y carbén producen este gas al quemarse. Cuando una persona respira
monoxido de carbono, dicho gas bloquea la capacidad de la sangre para
transportar oxigeno y da lugar a una grave lesion del pulmén y el cerebro, e

incluso puede provocar la muerte (Parmet, 2002).

Mucha gente utiliza estos combustibles alrededor del mundo, como resultado el
monoxido de carbono se ubica en la atmdésfera. Sin embargo sin un instrumento
especializado, una persona no puede identificar el gas, debido a que no es
irritante, ni presenta caracteristicas que lo hagan detectable, como olor, sabor etc.

Por otro lado, el mondoxido de carbono es un peligro potencial para la salud, debido
a que la exposicidon a este gas puede desabastecer de oxigeno 6rganos criticos,

sobre todo corazén y pulmones (Penney, 2008).

La incidencia del envenenamiento con mondéxido de carbono es la mas alta entre
las intoxicaciones dentro de la practica de la ciencia forense, cerca de 2/3 del total
de las muertes por intoxicaciones accidentales en Japén son debido al

envenenamiento con CO (Susuki, Watanabe, 2002).



2.3.3 Fuentes de intoxicacion

Desde un punto de vista toxicologico interesan dos fuentes de produccion de

monoéxido de carbono.

+ Combustiones incompletas
La combustion de la materia organica da lugar a la formacién de anhidrido

carbonico, debido a la oxidacion del carbono (Ecuacion 2.3.1):

C+20 « CO; [Ecuacion 2.3.1]

Pero sucede a veces que el aporte de oxigeno es insuficiente para oxidar por
completo el carbono (combustién incompleta), con lo que se forma mondxido de
carbono (Ecuacion 2.3.2):

C+0+<CO [Ecuacion 2.3.2]

% Gas del alumbrado

El gas del alumbrado o gas de ciudad ha desaparecido del consumo habitual en la
mayor parte de las ciudades, ya que por diversas razones, en la actualidad se
consume preferentemente el gas natural.

La composicién del gas de ciudad variaba segun la técnica utilizada para
destilacidén. Sus dos principales constituyentes eran el hidrégeno y el metano, asi
mismo, contenia monoxido de carbono en concentracion variable, que oscilaba
entre el 5y el 20%. Los efectos toxicos del gas de alumbrado correspondian de

forma exclusiva al monéxido carbono.



% Otras fuentes
Existen diversas fuentes de monoxido de carbono tales como los automdviles, aun
mas los autos antiguos; algunas industrias también generan dentro de sus gases
de desecho el monoxido de carbono.
El gas butano es una fuente importante de mondxido de carbono, sobre todo

cuando las fuentes de éste se encuentran en mal estado.

El cigarro es otra fuente muy comun debido a que es muy amplio el nimero de

personas que consumen este producto.

Existen diversas operaciones industriales generan cantidades elevadas de
monoxido de carbono, por lo que pueden originarse intoxicaciones profesionales
(Calabuig, 1998).

Todos los dispositivos de combustion o flama emiten monoxido de carbono incluso
los calentadores radiantes cataliticos. La emision mundial del monoxido de
carbono es de casi 232 millones de toneladas cada afo, en tanto que EUA
produce 88 millones de éstas.

Los productos de desecho de la combustion incompleta del gas natural o de
combustibles de petréleo tienen hasta 5% de monoxido de carbono. Los productos
de desecho de motores de combustion interna a gasolina contienen de 3 a 7% de
monoxido de carbono (Dreisbach, 2003).

El cigarro, es también considerado una fuente comun de monéxido de carbono, las
personas que fuman pueden llegar a tener porcentajes de CO en sangre de hasta
10% aproximadamente.



2.3.4 Etiologia de la intoxicacion

Existen diversas causas médico legales por las cuales se genera una intoxicacion

con monoxido de carbono, mismas que se mencionan a continuacion.

% Criminal
Los envenenamientos por el monoxido de carbono son muy raros. Tan solo se
conocen algunos casos en donde el criminal induce a otra u otras personas a
provocarse la muerte en grupo, tomando €l sus precauciones para evitar la

intoxicacion.

% Suicida
La intoxicacion suicida sigue siendo, muy frecuente. Se recurre a cualquiera de las
fuentes de produccion del mondxido de carbono: los braseros, el gas doméstico y
los motores de explosion (es un tipo de motor de combustion interna que utiliza la

explosion de un combustible, provocada mediante una chispa).

+ Accidental
Es la variedad mas frecuente de la intoxicacion con el monoxido de carbono. Las
circunstancias en que ocurre son muy diversas.
Como resultado de una combustion incompleta. Ocurre cuando los medios de
calefacciéon son defectuosos por cualquier razén. Los accidentes por el gas
doméstico son frecuentes por imprudencias o descuidos y por averias en los

conductores o en las instalaciones caseras.

+ Profesional
Las intoxicaciones por monoxido de carbono accidentales adquieren la categoria
de profesionales cuando son el resultado del trabajo que se realiza en
determinadas profesiones u oficios. Asi sucede para los mineros cuando la
intoxicacién se debe a los gases producidos en la explosiones de grisu (Calabuig,
1998).



2.3.5. Dosis toxica

No puede hablarse de una dosis toxica absoluta, los efectos toxicos dependeran
de dos variables: la concentracion que alcanza en el ambiente y el tiempo durante

el cual se respira bajo esta atmosfera contaminada (Calabuig, 1998).

Debido a que la afinidad del CO hacia la hemoglobina es 250-300 veces mayor
que la del O, el CO interfiere con la transportacion del oxigeno por la
hemoglobina en el cuerpo humano. Sin embargo, la toxicidad del CO depende de
la concentracion del monoxido en el aire y el tiempo de inhalacion. Un 50% de

carboxihemoglobina es un indicador de fatalidad (Susuki et al, 2002).

La tabla 2.3.1 Muestra los porcentajes de Carboxihemoglobina en sangre,
respecto al grado de toxicidad, relacionandolos con los sintomas que suelen

presentarse.

Tabla 2.3.1. Porcentaje de saturacién de carboxihemoglobina y sintomas por intoxicacién con CO
(Susuki et al, 2002).

COHb en sangre (%) Sintomas de intoxicacion

0-10 No se presentan sintomas.

10-20 Ligero dolor de cabeza.

20-30 Dolor de cabeza, pulsaciones en la region temporal.

30-40 S,eV(_aro dolor de cabeza, fatiga en general, mareos,
vomito.

40-50 Hiperventilacion, coma con convulsiones.

60-70 Coma con convulsiones, disfuncion cardiaca.

70-80 Muerte.

2.3.6 Mecanismo de toxicidad

Para que se presente una intoxicacion por monéxido de carbono, éste debe estar

primero en el ambiente y todo inicia cuando el gas ingresa al organismo.
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Como el monéxido de carbono se absorbe directamente a los pulmones y a la
sangre, no necesita un metabolismo, por lo cual, en cuanto ingresa al organismo
es de suma peligrosidad. El mecanismo de accion del CO, se lleva a cabo en

varias etapas, mismas que se describen a continuacion:

o Absorcion
El mondxido de carbono es absorbido a través de los pulmones y se difunde a
través de la membrana capilar alveolar. El intercambio de CO entre el aire
inhalado y la sangre es controlado por dos mecanismos, tanto el fisico como el
fisiolégico. Una vez absorbido el monéxido de carbono se difunde a través del
plasma, atraviesa la membrana de los eritrocitos y finalmente entra al estroma del
eritrocito donde se une fuertemente a la hemoglobina, formando Ila

carboxihemoglobina.

o Distribucion
Aunque una cantidad de CO es unido por la mioglobina celular, la mayor parte es

unida a la hemoglobina (Fierro, 2000).

La reaccion entre el CO y la hemoglobina es reversible, rigiéndose por la ley de
masas. Nicloux, que estudié este fendmeno exhaustivamente, elaboré tres leyes
fundamentales para el conocimiento de los fendmenos que caracterizan esta

intoxicacion:

1. El monédxido de carbono desplaza al oxigeno de la oxihemoglobina.

2. El oxigeno desplaza al monoxido de carbono de la carboxihemoglobina.

3. Cuando la sangre esta en contacto con una mezcla de ambos gases, la

concentracion respectiva que alcanzan ambos derivados hemoglobinicos es

funcién de las tensiones parciales que los 2 gases tienen en la mezcla.



El resultado del bloqueo de la hemoglobina por el CO es una disminucion de la
cantidad de oxigeno contenida en la sangre quedando privados los tejidos del
suministro de oxigeno necesario para sus funciones metabdlicas (Calabuig, 1998).

o Eliminacion
El CO no es un téxico que se acumule debido a que la carboxihemoglobina es
altamente disociable y una vez que la exposicion ha cesado la hemoglobina se
revertird a oxihemoglobina y el CO sera eliminado a través de los pulmones. La
vida media del CO en la sangre en adultos sedentarios es de 2-5 hrs y la
eliminacion disminuye su velocidad cuando la concentracion decrece (Fierro,
2000).

2.3.7 Sintomatologia

Cuando se inhala mondxido de carbono, éste reemplaza al oxigeno (O) en el
torrente sanguineo y como consecuencia, el corazon, el cerebro y el cuerpo
sufriran por la falta oxigeno.

Los sintomas varian de una persona a otra y quienes estan en mayor riesgo
comprenden nifios pequefios, ancianos, personas con enfermedad cardiaca y
pulmonar, personas en grandes altitudes y fumadores.

La afinidad de la hemoglobina fetal al CO es superior a la del adulto.

2.4 Tejido Hematico

La sangre es un tejido liquido que circula a traves del cuerpo. Es la encargada de
transportar el oxigeno (O,) a todo el organismo y de recoger el bioxido de carbono
producido por los tejidos, para transportarlo al pulmén y ahi cambiarlo nuevamente
por O,, constituye aproximadamente el 8% del peso corporal y esta constituida por

una parte solida y una parte liquida (de Ambriz, 2002).



La sangre esta formada por una parte liquida, el plasma (aproximadamente el
60%), y por una parte solida (aproximadamente el 40%), formada por los
eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

El plasma

Es un liquido compuesto en mas del 90% por agua, que tiene la funcion de
disolvente y medio de transporte. El resto del plasma esta formado por proteinas
plasmaticas, lipidos, glucidos, sales minerales y otras sustancias disueltas.

Células sanguineas

Eritrocitos

Los eritrocitos son elementos formes (no se les llama célula porque no tienen
nucleo), de color rosado y de forma biconcava que les permite deformarse para
pasar por los vasos mas estrechos. Su funcién principal es transportar el oxigeno

a los tejidos para que puedan obtener energia y eliminar el CO».

Leucocitos
Son células propiamente dichas. Su funcion es la de acabar con todos los
microbios, toxinas y productos a los cuales el organismo esta continuamente

expuesto.

Trombocitos
Participan en la reparacion de los vasos sanguineos, formando tapones e

induciendo a la coagulacion de la sangre cuando hay hemorragias (Meri, 2005).



2.5 Hemoglobina

La hemoglobina es una proteina globular, que estd presente en altas
concentraciones en lo glébulos rojos y su principal funcién es el transporte de O,
del aparato respiratorio hacia los tejidos periféricos; y del transporte de CO; y
protones (H+) de los tejidos periféricos hasta los pulmones para ser excretados.
Los valores normales en sangre son de 13 — 18 g/dL en el hombre y 12 — 16 g/dL
en la mujer (Brandan, 2008). Totalmente saturada, contiene alrededor de 1,34 mL
de oxigeno por gramo. La masa de eritrocitos de un adulto contiene unos 600 g de
hemoglobina, capaz de transportar 800 mL de oxigeno.

Una molécula de hemoglobina consta de dos pares de cadenas de polipéptidos y
cuatro grupos prostéticos hemo, que contienen cada uno un atomo de hierro

ferroso.

Cada grupo hemo se localiza en una determinada zona de una de las cadenas de
polipéptidos. Localizado cerca de la superficie de la molécula, el grupo hemo se
combina de forma reversible con una molécula de oxigeno o diéxido de carbono.

Una de las funciones vitales de los eritrocitos es su patrticipacién en el intercambio
gaseoso de oxigeno y diéxido de carbono entre los pulmones y los tejidos. La

hemoglobina (Hb), es el componente fundamental de este proceso (Pefiuela, 2005).

La metahemoglobina, es un derivado de la hemoglobina en que el hierro ferroso
se oxida a su forma férrica, lo que origina un color azulado pardo en la piel. El
estrés oxidativo secundario a causas exdégenas como drogas o toxinas, tiene la
capacidad de oxidar el hierro de la molécula del grupo hemo y aumentar los
niveles basales de metahemoglobinemia, con la respectiva disminucion en el
transporte de oxigeno. Con el hierro oxidado la molécula pierde su capacidad para

transportar oxigeno o diéxido de carbono (Sanford, 1981).

La metahemoglobina forma parte de la hemoglobina "inactiva"; es incapaz de

combinarse de modo reversible con el oxigeno y monoxido de carbono, ademas



desvia la curva de disociacion oxigeno en el sentido de un aumento de su afinidad
por este y entorpece por tanto su transporte desde la sangre a los tejidos. Asi,
cantidades anormales de metahemoglobinemia, causaran una "anemia" funcional
con cianosis. Un individuo normal puede tener hasta 0.24 g de metahemoglobina
por 100 mL de sangre. La concentracion normal media es de alrededor del 0.4%

de la hemoglobina total, o alrededor de 0.06g/100 mL de sangre (Brandan, 2008).

Le hemoglobina reducida es hemoglobina con hierro no asociado al oxigeno.
Cuando cada grupo hemo se asocia con una molécula de oxigeno, la hemoglobina
corresponde a oxihemoglobina. Tanto en la hemoglobina reducida como en la
oxihemoglobina, el hierro permanece en estado ferroso (Sanford, 1981).

El estudio de su estructura molecular y fisiologia ha llamado la atencion de
innumerables investigadores; de su estudio se han derivado descubrimientos de
gran utilidad. Variantes de la hemoglobina resultan de la sustitucion puntual de un
aminoacido por otro. Hasta 1992, el Centro Internacional de Informacion sobre
Hemoglobinas habia reunido las 640 variantes de esta molécula, pudiendo
agregarse hemoglobinopatias, particularmente las que se acompafan de
trastornos clinicos y las talasemias son habituales (Brandan, 2008).

2.6 Carboxihemoglobina (COHB)

La carboxihemoglobina es una forma anormal de hemoglobina que se adhiere al
monéxido de carbono en lugar del oxigeno o el dioxido de carbono. Las
cantidades altas de este tipo de hemoglobina anormal impiden el movimiento

normal de oxigeno por parte de la sangre (Dugdale, 2009).

La hemoglobina puede combinarse con monoéxido de carbono en la misma
proporcidn que con oxigeno, sin embargo la afinidad de la molécula de

hemoglobina por el CO es de mucho mayor.



Esto significa que el monéxido de carbono se fijara a la hemoglobina aunque su
concentracion en el aire sea sumamente baja (figura 1.6.1). La
carboxihemoglobina no puede fijar el oxigeno, por lo que no sirve para

transportarlo (Sanford, 1981).

Figura 2.6.1 describe de manera general el proceso por el cual el monoxido de

carbono desplaza al oxigeno.

S e
O: 4 >0
Figura 2.6.1 Sustitucion del O, por CO

El cuerpo humano produce de forma continua pequefas cantidades de CO, como
uno de los productos finales del catabolismo de la hemoglobina y otros grupos
hemo. De esta manera es normal que en un individuo sano exista una saturacion
de carboxihemoglobina del 0.4 - 0.7%, o que en situacién de anemia hemolitica
aumente la produccion endégena de CO, llegando a una saturacion de

carboxihemoglobina del 4-6%.

El mono6xido de carbono unido a la hemoglobina provoca una desviacion a la

izquierda de la curva de disociacién de la hemoglobina. La curva de disociaciéon



representa los cambios en la saturacion de la hemoglobina de acuerdo a los

cambios en la presion parcial de O2. (Brandan, 2008).

Los primero reflejos de la falta de oxigeno en el cuerpo se presentan en el cerebro
donde se producen cefalea y sensaciones de pulsaciones en las sienes, seguidas
de sincope, coma profundo, insuficiencia respiratoria y muerte. El diagndstico
clinico puede establecerse a través de una historia de exposicion y la presencia de
una coloracién rosa cereza a nivel del lecho ungueal y en las membranas

mucosas.

En la Ecuacién 2.6.1 se muestra que la administracion de oxigeno representa la
medida terapéutica esencial y se basan en la ley de accién de masas, (Sanford,
1981).

HbO, + CO «> COHb + O, [Ecuacion 2.6.1]

2.6.1 Identificacion de carboxihemoglobina

2.6.1.1 Técnicas quimicas de orientacién

Cierto numero de reacciones quimicas, fundadas en un mismo principio
constituyen un dato de probabilidad acerca de la presencia de monodxido de
carbono (CO) en sangre. Se trata la sangre con agentes hematinizantes o
metahemoglobinizantes; cuando la sangre contiene oxihemoglobina, se produce
un cambio de color a pardo achocolatado, formando grumos en ocasiones. Por el
contrario la sangre que tiene carboxihemoglobina no cambia de color o lo hace

muy lentamente (Calabuig, 1998).



% Ensayo de dilucién

El ensayo de dilucion consiste en preparar soluciones sanguineas al 1% de
muestra a analizar y de sangre normal. Se observa simultaneamente ambos tubos
de ensayo con luz natural difusa. La sangre normal presenta color rojo amarillento,
mientras la muestra, que contiene carboxihemoglobina, presenta color carminado
neto. Este ensayo es seguro y practico, es estable con concentraciones de

carboxihemoglobina superiores al 20% (Gonzélez, 2003).

% Ensayo alcalino

Se basa en la mayor estabilidad de la carboxihemoglobina con respecto a la
hemoglobina en condiciones alcalinas similares.

Al utilizar hidréxido de carbono para presentar un medio basico la sangre normal
presentara una coloracion café verdosa, mientras que la sangre saturada con
monoxido de carbono permanece inalterada durante cierto tiempo. Este ensayo
ofrece un neto contraste y resulta positivo cuando la concentracién de

carboxihemoglobina es superior al 10% (Gonzélez, 2003).

+* Microdifusién

Se basa en el poder reductor del mondxido de carbono, el cual al ponerse en
contacto con una solucién de cloruro de paladio (PdCl,), reacciona produciendo
paladio. La reaccién se realiza en una camara de Conway, en donde se coloca la
muestra de sangre y el agente liberador (acido sulfarico al 10%) en el
compartimento externo, en el interno, el agente atrapante (PdCl,). De tal manera
gue se produce la captacion y oxidacion del monoxido de carbono, forzandose la
remocién completa del mismo al cabo de un tiempo y temperatura determinados
(Facultad de Ciencias Exactas-UNLP, n.d.).



Es un método adecuado Unicamente para la determinacion de altos valores de
carboxihemoglobina, ya que, cuando los valores estdn por debajo del 10%, esta
técnica no permite una estimacion valida. A continuacion en la Ecuacion 2.6.2 se

muestra la reaccion que se lleva a cabo durante esta técnica (Calabuig, 1998).

Pd*? + CO + H,0 — Pd° + CO, + 2H [Ecuacion 2.6.2]

2.6.1.2 Técnicas instrumentales

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas a disposicion del
toxicoldgico que abarcan desde los clasicos métodos no instrumentales, hasta los
métodos instrumentales mas sofisticados.

El analisis quimico ha presentado en los ultimos afios un considerable desarrollo,
caracterizado esencialmente por el empleo de instrumentos, capaces de medir
propiedades fisicas o quimicas, que permiten la identificacion y cuantificacion de

los compuestos quimicos (Facultad de ciencias exactas-UNLP, n.d.).

o Cromatografia de gases

La cromatografia gaseosa (CG) se considera una metodologia universal para la
determinacioén de compuestos con una presion de vapor lo suficientemente alta,
por lo que en general se consideraria adecuada para toxicos volatiles y gaseosos.
A pesar de esto, la determinacion de monoxido de carbono por CG presenta
diversos inconvenientes que es necesario tomar en cuenta en el momento de
optar o no por la utilizacion de esta metodologia.

Por un lado la elevada presion de vapor del monoxido de carbono requiere de
columnas y/o de programas que sean capaces de separar al analito de los gases
utilizados como acarreador, helio o nitrégeno generalmente y de otros gases que

pudiesen coexistir con el CO como el CO,. Este inconveniente se subsana



utilizando columnas capilares y programas de corrida cromatografica que trabajan
comenzando a temperaturas subambiente, tipicamente a -20°C. Los equipos
requeridos para estas condiciones cromatograficas son muy poco frecuentes en

laboratorios de toxicologia.

Por otro lado, la deteccion de la sefial de mondxido de carbono a la salida de la
columna CG se realiza mediante dos metodologias posibles. Una forma es la
utilizacién de una post columna con un catalizador y condiciones de hidrogenacion
adecuadas para transformar al mondxido de carbono cuantitativamente en
metano, luego de los cuales este es medido por un detector comudn ionico de
llama. La otra forma es la utilizacion de un detector de conductividad térmica. Ni el
detector de conductividad térmica, ni el catalizador post columna son elementos
comunes en un laboratorio dedicado a la toxicologia (Facultad de ciencias
exactas-UNLP, n.d.).

% Método espectrofotométrico

Esta basado en la distinta localizacién de los maximos y minimos de absorcion de
las 2 bandas correspondientes a los espectros de absorcién de la oxihemoglobina
y la carboxihemoglobina. ElI valor del cociente de las absorbancias
correspondientes a las longitudes de onda de 576 y 560nm indica directamente el
porcentaje de carboxihemoglobina en la sangre, esto utilizando el método de
Heilmeyer (Calabuig, 1998).

El método de Heilmeyer se fundamenta en el hecho de que la sangre normal
contiene varias formas de hemoglobina (la forma reducida, la forma oxidada y
pequefias cantidades de metahemoglobina), si un agente reductor como el
hidrosulfito de sodio es agregado a la sangre, la forma oxigenada y la

metahemoglobina son cuantitativamente convertidas a la forma reducida.



Figura 2.6.2 ilustra el porcentaje de saturacion de monoxido de carbono en una
muestra de sangre puede calcularse de la medida de la absorbancia a esa
longitud de onda de la muestra saturada con monoéxido de carbono (A), la muestra
libre de mondxido de carbono (B) y la muestra sin tratar (C) luego de la reduccion
con hidrosulfito de sodio (Eichenberg, 2003.).

absorbancia
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Figura 2.6.2 Espectros de absorcion de (A) carboxihemoglobina, (B) hemoglobina reducida y (C) y
muestra de sangre de paciente intoxicado con monoéxido de carbono, utilizando el método de
Heilmeyer.

La carboxihemoglobina permanece sin modificarse ain cuando se ha realizado un

tratamiento con hidrosulfito de sodio (Eichenberg, 2003).

Para mediciones de sangre saturada con CO, el método de espectrofotometria es
una muy buena opcion. Como muchos especimenes sanguineos contienen
metahemoglobina, es importante usar un método espectrofotométrico que no esté

influenciado por la presencia de la metahemoglobina.

Para mediciones de COHb en liguidos sanguinolentos en cavidades toracica y
abdominal, se debe tomar un cuidado especial. Kojima (1981), reporté que del 2.3-
44.1% de COHb se logro detectar en fluidos de las cavidades toracicas de 7



victimas sin exposicion al fuego o al CO, mientras que la COHb contenida en los

corazones fue so6lo de 0.3-6%.

Los altos contenidos de carboxihemoglobina en fluidos de cavidades toracicas son
considerados debido a una producciéon de COHb después de la muerte; esta
dltima puede ser producida por la descomposicion de la hemoglobina y de la
mioglobina durante la putrefaccion. En particular en fluidos de cavidades toracicas
de personas que han muerto por ahogamiento.

La sangre putrefacta también contiene hemoglobina sulfurada (sulf-Hb), que no
reacciona con el hidrosulfito de sodio, en conjunto con la COHb producida
después de la muerte; la solucion hemolizada que se analizara se convierte en Hb
reducida, COHb vy sulf-Hb, y de esta manera no es adecuada para una medicion
de COHb por espectrofotometria debido a que muestra valores de

carboxihemoglobina menores al valor real (Susuki et al. 2002).



En la figura 2.6.3 se muestra una grafica que ilustra los espectrogramas obtenidos
a partir del método propuesto por Keizo Sato. El espectrograma marcado como
Numero 1 corresponde al estandar de oxihemoglobina y su maxima absorbancia y
el estandar de carboxihemoglobina que muestra claramente la diferencia entre un

espectrograma y otro, marcado como NUmero 2.
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Figura 2.6.3 Espectros de absorcion de (1) oxihemoglobina y (2) carboxihemoglobina, utilizando el
método de Keizo Sato.



3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes histéricos sobre la Hemoglobina

La hemoglobina es una de las proteinas mas estudiadas y mejor caracterizadas.

La gran variedad de aspectos cientificos que incluye y la importancia que juega
en la biologia, hace que aun hoy en dia aparezcan sorprendentes
descubrimientos acerca de esta molécula, tales como las nuevas globinas,
neuroglobina y citoglobina y las interacciones con el O0xido nitrico, aunque los
primeros estudios cientificos se hayan realizado desde el siglo XIX. Asi mismo, el
estudio de las hemoglobinopatias constituye un gran reto para la medicina

moderna (Pefiuela, 2005).

Una de las funciones vitales de los eritrocitos es su participacion en el intercambio
gaseoso de oxigeno y dioxido de carbono entre los pulmones y los tejidos. La
hemoglobina (Hb), es el componente fundamental de este proceso. Las hemoglobinas
son proteinas globulares, presentes en los hematies en altas concentraciones, que
fijan oxigeno en los pulmones y lo transportan por la sangre hacia los tejidos y células
gue rodean el lecho capilar del sistema vascular. Al volver a los pulmones, desde la
red de capilares, la hemoglobina actia como transportador de CO, y de protones
(Pefiuela, 2005).

La hemoglobina ha jugado un papel histérico en la quimica, la biologia y la medicina,
en 1849 se convirtid en la primera proteina en ser cristalizada y asociada con una
funcién fisiologica especifica. La diferencia morfolégica entre los cristales de
hemoglobina de diferentes organismos proporciond por primera vez evidencia
contundente acerca de la especificidad en la expresion proteica entre las especies.
Ademas, se encuentra entre las primeras proteinas cuyo peso molecular fue
determinado correctamente. En 1958 se convirtié en la primera proteina eucariota en

ser sintetizada in vitro, trabajo que permiti6 comprobar que el mecanismo de sintesis



proteica en eucariotas es similar al de Escherichia coli. Su estructura se establecié en
1960. EI ARN mensajero de la globina fue el primer mensajero eucariota en ser

aislado y en tener una secuencia nucledtida determinada (Pefiuela, 2005).

3.2 Antecedentes historicos sobre la carboxihemoglobina

Un grupo de cientificos japoneses describieron un método simple para la
determinacion de carboxihemoglobina mediante espectrofotometria.

En donde la sangre se disolvia en una solucion de carbonato de sodio y el
porcentaje de COHb era calculado de valores de absorbancia de 532 y 558 nm,
medidos después de haberse agregado hidroxido de sodio, lo que hacia a la

solucion completamente clara (Katsumata et al, 1982).

En 1984 Theodore J. Siek y Fredrick Rieders desarrollaron un método
espectrofotométrico para medir carboxihemoglobina cuando existen otros
pigmentos de hemoglobina, como la metahemoglobina, hemoglobina reducida y
sulfahemoglobina. Utilizando las absorbancias obtenidas en los puntos
isosbésticos, se elaboraron ecuaciones para medir la oxihemoglobina, la
oxihemoglobina reducida y la carboxihemoglobina.

Asi mismo, disefiaron un estandar de carboxihemoglobina; utilizando un tubo de
tapa rosca conteniendo de 3 a 10 mL de sangre y rociandola con CO por unos
segundos e inmediatamente cerrar el tubo y rotarlo por unos minutos. ElI cambio
de coloracion a rojo cereza se observd cuando la saturacion de monoéxido de
carbono es cercana al 100%.

Este método mostrd ser certero, preciso y confiable con sangre fresca; mientras
gue en sangres desnaturalizadas se presentd una disminucion en la precision, sin
embargo la confiabilidad para determinar COHb se mantuvo (Siek y Rieders,
1984).



Goldbau et al, describieron un método para la cuantificacion de mondxido de
carbono por cromatografia de gases acoplado a un detector de conductividad
térmica. EI método se compard con las técnicas estandar de cromatografia de
gases y espectrofotometria para la determinacion de monoxido de carbono.
Concluyendo que este método es mas estable, principalmente para muestras en

estado de descomposicion (Goldbau et al, 1986).

Malheiros et al, realizaron un estudio para la determinaciéon de COHb mediante un
meétodo espectrofotométrico; en donde determinaron lo siguiente (Malheiros et al,
1998):

= La COHb es estable en muestras de sangre almacenadas a 4°C por cerca
de seis meses.

*» La cantidad de hemoglobina y de lipidos en la sangre no interfiere con la
medicion espectrofotométrica de la COHb.

= Se requiere de factores de calibracion especificos para el espectrofotometro

utilizado y asi poder obtener resultados confiables.

En 1999 se desarrolld6 un método para la preparacion de estandares de
carboxihemoglobina, dichos estandares fueron estables por mas de cuatro meses,

manteniéndose dentro de los limites aceptables.

El control negativo para CO se prepar6é depositando sangre fresca en un matraz
volumétrico en donde se aplicé un flujo de ImL/min de nitrégeno para purificarlo

durante 2 0 3 minutos.

El control positivo para CO se prepard depositando sangre fresca en un matraz
volumétrico en donde se aplicé un flujo de monoxido de carbono para purificarlo

durante 20 minutos.



Ambos controles positivo y negativo, se analizaron en un CO-oximetro realizando
una serie de 10 mediciones, para obtener un promedio de la concentracion
carboxihemoglobina y su desviacion estandar (Canfield, Smith, Ritter, 1999).

En el 2002 Lewis et al, identifican que la carboxihemoglobina tiene una maxima
absorbancia a los 540 nm, y que existe un punto isosbéstico a los 579 nm en
donde absorben diversas especies de hemoglobina (oxihemoglobina,
carboxihemoglobina, entre otras). Utilizaron las absorbancias obtenidas a 540 nm

y 579 nm para determinar el porcentaje de carboxihemoglobina (Lewis et al, 2002).

El Dr. Sdnchez, realiz6 una investigacion en cadaveres calcinados determinando

que un punto de interés es saber si la victima ha respirado en el foco del incendio.

La presencia de carboxihemoglobina en sangre puede dar lugar a resultados
equivocos, en victimas que sufrieron accidentes de aviacion, algunos casos de
explosiones u otros tipos de deflagraciones en donde la muerte se ha producido

de una forma rapida

Otros autores sefialan que dependiendo del espacio fisico donde se haya
producido el incendio, pueden variar las concentraciones de carboxihemoglobina
en la sangre. Basados en un estudio de 21 casos de suicidios por fuego, en donde
se encontraron bajas concentraciones de carboxihemoglobina (3 y 30%)
considerando espacios abiertos; mientras que en espacios cerrados, como
vehiculos se obtuvieron concentraciones de CO de entre el 34 y el 87%. De los 21
casos, en 18 encuentran particulas de carbon en vias respiratorias, incluso en

algunos de los cadaveres con concentraciones de monoxido de carbono bajas.

De igual manera, un estudio de 28 accidentes automovilisticos en los cuales se
ocasioné un incendio, indica que en caso de encontrar concentraciones de
carboxihemoglobina mayores al 30% se sugiere que la causa de muerte se
produjo por la inhalacion de CO, mientras que cuando las concentraciones son

menores al 20% sugiere otra causa de muerte (Sanchez. 2009).



En el afio 2010, Stephan G. Walch, et al, validaron un método para determinar
COHb por medio de cromatografia de gases, en donde las muestras fueron
analizadas mediante la técnica de espectrofotometria UV/Vis, por el método
planteado por Heilmeyer; utilizando 20 muestras de casos forenses con sospecha

de intoxicacion con CO (Walch, Lachenmeier, Sohnius, Madea y Musshoff, 2010).

3.3 Referencias en la historia de intoxicaciones con monoxido de carbono

A continuacion se describen algunos antecedentes histéricos sobre las

intoxicaciones por monoéxido de carbono (Jain, 1990).

o Aristoteles, (siglo Il AC), “los humos del carbon producen sensacion de

cabeza pesada y muerte”.

o Cicerén (106-43 AC) Roma, Los humos del carbon fueron utilizados para

suicidio y ejecucion.

o Paracelso (1493-1541), escribio el primer tratado en enfermedades de los

mineros.

o Van Helmot (1577-1644), experimentd en si mismo la intoxicacién con “gas

de madera” proveniente de una olla de carbon y casi murio.

o Rammazzini (1633-1714), escribié De Morbis Arteficum (enfermedad de los

mineros) y sefiald que los dafios provenian de quemar carbén.

o Clayton (1688), destilé gas del carbon.

o Priestly (1772), describi6 un gas combustible que se quemaba con una

flama azul (mondxido de carbono).



o Harmant (1775), en Francia describe el primer envenenamiento con gas de
carbon.
o Cruickshank (1800), demostré que el mondxido de carbono es un 6xido que

puede ser convertido a CO, explotandolo con oxigeno.

o LeBlanc (1842), identifico al CO como la sustancia toxica en el gas del

carbon.

o Chenot (1854), fue el primero en dar la explicacion del mecanismo de

accion del CO.

o Claude Bernard (1857), demostro que el CO produce hipoxia al combinarse

de manera reversible con la hemoglobina.

o Hoppe (1875), en Alemania demostré que el CO cambia el color normal de

la sangre por un rojo brillante.

o Linus y Limousin (1868), fueron los primeros en tratar una oxigenoterapia

para la intoxicacién con CO.

o Saint-Martin y Nicloux (1898), fueron los primeros en demostrar que existia

monoxido de carbono enddgeno.

o Mosso (1901) sugirié el uso de una oxigenoterapia hiperbéarica para la

intoxicacion con CO.

o End y Long (1942) trataron intoxicaciones con CO en animales

experimentales usando oxigenoterapia hiperbarica.

o Smith y Sharp (1969) realizaron el primer uso clinico de la oxigenoterapia

hiperbarica en la intoxicaciéon con CO.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estandarizar e implementar un método para la cuantificacion de monoxido de
carbono en muestras de sangre de cadaveres de personas fallecidas por
intoxicacion con CO, mediante la técnica instrumental de espectrofotometria UV-

Vis, con el método descrito por Keizo Sato.

4.2 Objetivos particulares

e Estandarizar e Implementar un método para la cuantificacion de mondxido
de carbono por medio de la técnica instrumental de espectrofotometria
UV/Vis, en muestras de sangre de cadaveres de personas fallecidas por

intoxicacion con CO.

e Desarrollar un control positivo de COHb, que auxilie a la cuantificacion de
CO en muestras de sangre de cadaveres de personas fallecidas por

intoxicacién con CO



5. HIPOTESIS

Existen diversos métodos de ensayo cualitativos mediante los cuales se puede
determinar la presencia de COHb en sangre, sin embargo, a través del uso de un
instrumento de medicion como el espectrofotometro UV/Vis, es posible cuantificar
la COHb con una alta exactitud en muestras de sangre de personas o cadaveres
de personas fallecidas por intoxicacion con CO, de tal manera que se logren

resolver casos de interés forense, coadyuvando en la imparticion de justicia.



6. JUSTIFICACION

Bajas concentraciones de monoxido de carbono llegan a bloquear gran parte de la
hemoglobina, debido a la alta afinidad por el mondxido de carbono (250 — 300
veces mayor que el O,). El efecto toxico del CO es debido fundamentalmente a la

disminucién del oxigeno.

Debido a las caracteristicas fisicas del monodxido de carbono, da origen a un gran
namero de intoxicaciones accidentales, al no darse cuenta la victima del peligro

qgue le amenaza.

En casos en los cuales se presentan delitos de homicidios y suicidios relacionados
a incendios, es dificil para el perito médico forense establecer la causa de muerte
mediante los resultados cualitativos aportados por el Perito Quimico Forense.

En el Laboratorio de Quimica Forense de la Procuraduria General de Justicia del
Estado de Michoacan, se viene realizando una serie de técnicas cualitativas para
la identificacion de COHb en muestras de sangre, de cadaveres que al parecer
fueron intoxicadas por este gas. Por lo que es de gran importancia llevar a cabo la
cuantificacion de COHb, para establecer concentraciones que contribuyan con la

determinacion de la causa de muerte.

De tal manera, que el desarrollo de técnicas instrumentales como la
espectrofotometria UV/Vis se considera critico para comprobar la validez de los

resultados.



7. METODOLOGIA Y EXPERIMENTACION

7.1 Material, reactivos y equipo

Para las pruebas de cualitativas se utilizé el siguiente material:

MATERIAL
Cémara de Conway
Caja de petri

Papel filtro

Pipetas

REACTIVOS

Cloruro de paladio (PdCl,)
Hidroxido de sodio (NaOH) al 10%
Acido Sulfdrico (H2SO,) al 10%
Sangre fresca

Control positivo desarrollado

Para la sintesis de monoxido de carbono y preparacion del control positivo de
referencia, ademas de la medicion del porcentaje de éste se utilizd el siguiente

material:

EQUIPO
Campana de Extraccion. Marca Provent

Espectrofotdmetro UV-Vis. Marca Perkin Elmer instruments, modelo lambda 25

MATERIAL
Tubos de ensaye

Matraz Erlenmeyer 250 mL marca Kimax



Matraz Erlenmeyer 50 mL marca Kimax

Embudo de Separacién 60 mL marca Pirex
Matraz Balon de Destilacion 250 mL marca Pirex
Tubo de vidrio de diametro de 0.5 mm
Micropipeta Brand — Trasnsferpette. 10-100 pL.
Micropipeta Brand — Trasnsferpette. 0.5/20 yL
Micropipeta Brand — Trasnsferpette. 100-1000 pyL

REACTIVOS

Acido Férmico (HCOOH) concentrado.
Acido Sulfarico (H.SO,4) concentrado
Hidroxido de Sodio (NaOH) al 10%
Carbonato de sodio (Na,CO3) al 0.1%
Hidréxido de sodio (NaOH) 5M
Hidrosulfito de sodio (Ditionita, NayH>0,)
Agua Destilada

Sangre humana fresca

7.2 Preparacion del control positivo de referencia mediante la sintesis de

monoxido de carbono

Se agregaron 20 mL de acido sulfurico dentro del matraz balén y a su vez se

coloco en la base metélica. En la parte superior del matraz se adapté un embudo

de separaciéon conteniendo 2 mL de acido férmico.

Posteriormente, se agregaron 150 mL de hidroxido de sodio al 10% a un matraz

Erlenmeyer de 250 mL y al de 25 mL se le adicionaron 20 mL de sangre fresca.

Los tubos de vidrio encargados de unir a los matraces entre si, se moldearon

previamente tal como se muestra en la figura 7.1



Figura 7.1 Aparato de laboratorio en el que se basé este proyecto para saturar sangre con
monoxido de carbono (control positivo de referencia).

La reaccidon que se lleva a cabo entre el acido sulfarico y el acido férmico para

obtener el monoxido de carbono es la siguiente (Ecuacion 7.1):

HCOOH + H,SO, — CO + H,0 [Ecuacién 7.1]

El acido formico se hace reaccionar con el acido sulfarico lentamente e
instantaneamente se inicia el burbujeo dentro del matraz balén, el mondéxido de
carbono obtenido (ver reaccién previa) se desplaza a través del tubo de vidrio para
asi de forma casi simultanea iniciar también el burbujeo dentro del matraz que
contiene la sangre. Se deja la sangre burbujeando por 50 minutos hasta lograr su

saturacion con monoéxido de carbono.



En el diagrama de flujo 7.1 se ilustra el proceso de obtencién del control positivo

de referencia.

Colocar 20 mL de sangre en un matraz con capacidad de 25 mL
(

Agregar 150 mL de hidroxido de sodio (NaOH) en un matraz con
capacidad de 250 mL

{

Adicionar 20 mL de acido sulfurico (H,SO,) en matraz balén
& -

Agregar 3 mL de acido formico (HCOOH) en embudo de separacion
"l

Dejar gotear el HCOOH sobre el H,SO,
[ %

Observar un cambio de coloracion de la sangre (color rojo cereza)

Diagrama de flujo 7.1 Preparacion del control positivo de COHb de referencia.

7.3 Pruebas de orientacion

o Ensayo alcalino

La técnica del ensayo alcalino se realiz6 colocando sobre un papel filtro dos
muestras de sangre, unas gotas de un control negativo en un extremo y unas
gotas del control positivo al otro extremo.

Se le agregan unas gotas de NaOH y después de unos segundos se observod si
existia un cambio de color.
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o Microdifusion

Esta prueba se realizé colocando 1 mL de sangre y 1 mL de &cido sulfurico al 10%
en el compartimento exterior de la camara de conway y en el compartimento
interior se agregaron 2 mL de solucion de cloruro de paladio. Después se cubrio la
camara por un periodo de 60 minutos a temperatura ambiente y se observo la

formacion de una pelicula metalica en el compartimento interno de la camara.

7.4 Procedimiento para cuantificacion de carboxihemoglobina

Una vez preparado el control positivo es necesario conocer la concentracion de
carboxihemoglobina, para esto se utilizan los reactivos hidrosulfito de sodio

(ditionita), carbonato de sodio, hidréxido de sodio, y un espectrofotometro UV-Vis.

En un tubo de ensaye conteniendo 2.5 mL de Na,COg al 0.1%, se adicionan 2 mg
de hidrosulfito de sodio, se debe agitar hasta disolucion completa. Posteriormente,
se agregan 10 pL de sangre y 0.2 mL de NaOH 5M hasta obtener una mezcla

homogénea.

Transcurridos 5 minutos, se miden las absorbancias a las longitudes de onda de

558 nmy 532.7 nm, en el espectrofotometro UV-Vis.

Basados en los espectrogramas obtenidos de la oxihemoglobina y la
carboxihemoglobina, se establecieron las longitudes de onda utilizadas en la
medicion. La longitud de onda de 558.0 nm es el pico maximo de absorbancia del
espectro de la oxihemoglobina y la longitud de onda de 532.7 nm es el punto

isosbéstico entre ambos espectros (Ver imagen 2.6.3).



Se calcula el porcentaje de COHb mediante la siguiente ecuacién (Ecuacion 7.2):

COHDb %:(2.44-A558/A532.7) X 67 [Ecuacic')n 72]

En el diagrama de flujo 7.2 se ilustra el procedimiento para la cuantificacion de

carboxihemoglobina.

Colocar en un tubo de ensaye 2.5 mL de Na,CO, al 0.1%

Adicionar 2mg de hidrosulfito de sodio y disolver

]
Agregar 10 pL de sangre
(
Adicionar 0.2 mL de NaOH 5M y mezclar
l

Esperar 5 minutos

Medir absorbancias a las longitudes de onda de 558 nmy 532.7 nm

Realizar calculo mediante la ecuacion:

COHB %=(2.44- A;;5/As3, ;) x 67

Diagrama de flujo 7.2 Metodologia para la cuantificacion de la COHb.



7.5 Pruebas estadisticas

Para analizar los resultados obtenidos, fue necesario el uso de herramientas

estadisticas para la evaluacion de los mismos.

o Prueba de reproducibilidad

La reproducibilidad es uno de los principios esenciales del método cientifico, y se

refiere a la capacidad que tiene una prueba de ser reproducida o replicada.

Formalmente se refiere a la proximidad entre los resultados de mediciones de un
mismo mesurando, realizadas bajo distintas condiciones de medicion (Guia para
Validacién de Métodos de Ensayo, 2003).

Precision bajo condiciones de reproducibilidad, es decir, condiciones segun las
cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos
de prueba idénticos, en diferentes laboratorios, por diferentes operadores, usando

diferentes equipos (Molina, 2010).

El desarrollo de esta prueba se llevd a cabo con dos analistas, en donde cada uno
de los analistas realiz6 la cuantificacion de COHb a través de 10 repeticiones y de
acuerdo al procedimiento establecido anteriormente, para finalmente con los
valores obtenidos determinar el promedio y hacer la comparacion entre ambos

analistas.

o Prueba de t de student

Es una distribucién continua que desempefia un papel fundamental en la
estadistica, sobre todo cuando se trabaja con pequefias muestras. Esta prueba
estadistica se requiere para obtener las diferencias entre dos medias muestrales
(Vargas, 1995).



Mediante programas de apoyo estadistico se calcul6 la t de student.
La interpretacion de este estadistico se define por el valor de “p”, el cual debe ser
mayor a 0.05 (p>0.05) para considerar que no hay diferencia significativa entre

cada uno de los grupos de estudio.

Debido a que la identificacion de COHb es un analisis de la presencia a partir de
un limite de deteccion, se utiliza el analisis estadistico asintotico unilateral para el
estadigrafo de prueba t.

Es necesario formular una hipotesis nula (H,), que dice que no existe diferencia
significativa entre los datos de los analistas 1 y 2, y la hipotesis alternativa (Ha),

que dice que si existe diferencia significativa entre ambos analistas.



8. RESULTADOS

8.1 Preparacion del control positivo de referencia de referencia

La figura 8.1.1 muestra el dispositivo utilizado para preparar el control positivo de
carboxihemoglobina. Se observa el acido sulfarico en el interior del matraz balon y
a su vez los matraces Erlenmeyer que contendran el hidroxido de sodio y la
sangre, comunicados entre si mediante el tubo de vidrio moldeado.

Figura 8.1.1 Dispositivo para la formacion de monéxido de carbono

En la siguiente figura se muestra la reaccién ocurrida entre el acido férmico y

acido sulfurico en el interior del matraz balén. Observando un evidente burbujeo.

Figura 8.1.2 Reaccion del acido sulfarico con el acido férmico

s L




En la figura 8.1.3 se muestra el efecto ocasionado en la sangre por el contacto con
el CO. La saturacion de la sangre con CO, se produce por el desplazamiento del

oxigeno mediante su interaccion con la hemoglobina.

Figura 8.1.3 cambio de coloracién de la sangre saturada

El CO produce un cambio de coloracién en la sangre, de rojo carmin a rojo cereza,

mismo que se muestra en la siguiente figura.
;
1

I3

i

Figura 8.1.4 Imagen donde se muestra la diferencia de coloracién de la sangre antes de iniciar el
proceso de saturacion con CO (derecha) y después de la saturacion con CO (izquierda).
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8.2 pruebas de orientacion

Ensayo alcalino

En la figura 8.2.1 se muestra el resultado de la prueba de alcalinidad, donde se
comprueba que la carboxihemoglobina es mas estable que la oxihemoglobina ante
un medio alcalino. Esta ultima desarrolla una coloracién café, producto de la

oxidacion.

Figura 8.2.1 imagen donde se muestra el desarrollo de una coloracién café en presencia de Hb del
ensayo alcalino.

s L




Microdifusién
La imagen 8.2.2 muestra una prueba de microdifusion positiva, se puede observar

la pelicula metalica que se forma en la superficie de la solucién de cloruro de

paladio del compartimento interno de la camara.

Figura 8.2.2 prueba de PdCl, positiva

A diferencia de una prueba positiva, en la figura 8.2.3 se puede observar el

resultado de una prueba negativa donde no se forma la pelicula metélica.

Figura 8.2.3 prueba negativa de PdCl,

[ s L




8.3 Medicion del porcentaje de carboxihemoglobina en el control positivo

Se utiliz6 el método elaborado por Keizo Sato para la cuantificacion de CO en
sangre.

Para poder realizar la cuantificacion del monéxido de carbono en la sangre, fue
necesario dejar reposar la sangre al menos 24 horas para lograr la estabilizacion

de la carboxihemoglobina.

Después de haber pasado el tiempo necesario para poder realizar la medicion de
monoxido de carbono en la sangre, se continué con el procedimiento ya descrito

en la seccion de material y métodos (pagina 51).

El espectrofotometro UV-Vis se calibré, para verificar el funcionamiento adecuado

del instrumento. De manera que los resultados son confiables.

Después de preparar la solucion de carbonato de sodio, la ditionita, el control
positivo e hidréxido de sodio, descrita en el diagrama de flujo 7.1, se realiz6 la
medicién de nuestro control obteniendo en promedio una concentracién de 61%

de carboxihemoglobina.

Como se mencion6 anteriormente un ser humano también tiene niveles de
monoxido de carbono en su sangre, como uno de los productos finales del

catabolismo de la hemoglobina y otros grupos hemo.

Por lo tanto para valorar la veracidad del método se realizaron mediciones tanto
con sangre saturada con CO (control positivo), como en sangre de un joven

deportista saludable (control negativo).



Figura 8.2.1 muestra que en el control negativo se obtuvo un porcentaje de 4% de

carboxihemoglobina, y posteriormente,

se

levdé a cabo

la prueba de

reproducibilidad donde se obtuvieron resultados semejantes con ambos analistas

(3.0% para el analista 1y 4.0% para el analista 2)

12 ~

10 A

[ Analista 2
I Analista 1

Porcentaje de COHDb
(2]

Figura 8.2.1. Porcentaje de COHb en control negativo

Tabla 8.2.1 muestra los datos obtenidos en la realizacion de una prueba t de
student a un control negativo de carboxihemoglobina.

Tabla 8.2.1 Prueba t de student de 2 grupos de mediciones de un control negativo de COHb

realizada por 2 analistas.

Control Negativo ‘ Analista 1 ’ Analista 2

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

4.05036982 3.09015932
5.84873274 9.54281579

10
0.16423076
0

18
1.28377079
0.11564331
1.83311292
0.23128662
2.26215716

10
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Para esta prueba la variable de interés a considerar es el valor de P(T<=t) una
cola. Debido a que el resultado obtenido de P(T<=t) una cola es mayor a 0.05 se
concluye que no existe diferencia significativa entre ambos analistas.

Para el control positivo, se obtuvo un valor promedio del porcentaje de COHb de
61%. Enseguida se realiz6 la prueba de reproducibilidad entre dos analistas para
determinar las diferencias entre ambos. Al aplicar una prueba t de student se
observé que no existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos

analistas y se acepta la hipétesis nula, resultado que se muestra en la siguiente

gréfica.
64
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Figura 2.2.2 Prueba de reproducibilidad

Los promedios de los porcentajes obtenidos fueron de 61.83% para el analista
namero 1y de 61.04% para el analista nimero 2.
En realidad las variaciones existentes entre ambos analistas son minimas. Esto

demuestra que la técnica es confiable.
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En la tabla 8.2.2 se muestran los resultados obtenidos de la prueba t aplicada al
control positivo por dos analistas.

Tabla 8.2.2 Prueba t de student de 2 grupos de mediciones de un control positivo de COHb
realizada por 2 analistas.

Prueba t ‘ Analista 1 ‘ Analista 2

Varianza 7.429057972 1.190873813
Varianza agrupada 4.309965892

Grados de libertad 18

P(T<=t) una cola

P(T<=t) dos colas 0.417126927
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9. DISCUSION

Las técnicas espectrofotométricas se basan en la capacidad que tienen las
moléculas y los atomos de absorber radiaciones de diferente longitud de onda (A),
caracteristica para cada sustancia, utilizando la energia de dichas radiaciones

para producir cambios energéticos en su estructura. (Calabuig, 1998)

La carboxihemoglobina es una forma anormal de hemoglobina que se adhiere al
monoéxido de carbono en lugar del oxigeno o el diéxido de carbono. Las
cantidades altas de este tipo de hemoglobina anormal impiden el movimiento

normal de oxigeno por parte de la sangre. (Dugdale, 2009)

En el laboratorio de Quimica y Genética Forense de la Procuraduria General de
Justicia del Estado de Michoacén, se aplica una serie de técnicas cualitativas para
este trabajo, con el objeto de implementar una técnica cuantitativa mediante el
método de espectrofotometria UV/Vis que permita establecer las concentraciones
de carboxihemoglobina en muestras hematicas de cadaveres al parecer

intoxicadas con monéxido de carbono.

Por otro lado, la toxicidad del mondxido de carbono depende tanto de la
concentracion del gas en el aire como del tiempo de exposicion a éste. Una
concentracion del 50 % o mas de COHb de acuerdo a la literatura es considerado

mortal para un ser humano (susuki et al, 2002).

Debido a la dificultad para obtener un estandar de referencia de
carboxihemoglobina comercial, se decidi6 llevar a cabo el desarrollo de un control
positivo de carboxihemoglobina, éste con una concentraciéon de 61% de COHb.
Este porcentaje de carboxihemoglobina se determind0 mediante la técnica de
espectrofotometria de UV/Vis.



Por otro lado, considerando que para la validacion del método era necesario
determinar ciertos pardmetros estadisticos como la reproducibilidad, limite de
deteccion, etc. Se desarrollé otro control positivo con una concentracion de 61%
de COHb.

Para confirmar la concentracion de COHb del control positivo que se desarrollo en
el laboratorio, se llevo a cabo la prueba de Reproducibilidad por dos analistas, de
acuerdo a la guia de EURACHEM, en donde no se obtuvieron diferencias

significativas entre ambos analistas.

Asi mismo, la realizacién de varias pruebas piloto por el método establecido en la
bibliografia bajo las mismas condiciones, dio lugar a diversas modificaciones del
método para lograr obtener el control positivo de referencia de
carboxihemoglobina. Siendo uno de los principales cambios, el mantener una
valvula de escape para la salida de los gases producidos, evitando con ello el

aumento de la presion en el sistema.

En 1999 Canfield et al, propusieron un método para la preparacion de un estandar
de carboxihemoglobina. Este estandar mantenia una estabilidad de
aproximadamente 4 meses, en comparacion con los estandares comerciales que
s6lo permanecian estables durante aproximadamente un mes. Mientras que
Malheiros et al, concluyeron que la estabilidad de un estandar podia ser estable
hasta por 6 meses preservado a una temperatura de 4°C.

De igual forma, el control positivo de COHb, presentd una estabilidad aproximada
de 4 a 6 meses. El principal indicativo de su degradacion fue una disminucion en

la concentracion de COHb.

Inicialmente en este proyecto se venia utilizando un método para la determinacién
del porcentaje de carboxihemoglobina, donde se empleaba hidrosulfito de sodio y

agua destilada, para crear una curva de calibracion, a partir de diluciones de un



estandar de referencia de concentracion conocida. Debido a la dificultad para
realizar mediciones precisas de la muestra de sangre, se decidio sustituirlo por el
descrito por Keizo Sato, en el 2005.

Fue de esta manera que se desarroll6 este método donde a partir de acido
sulfurico y acido férmico, se formé el monoéxido de carbono y con el sistema
implementado, se llegd a saturar la sangre para obtener el control positivo de

referencia.

Cabe mencionar que en el método descrito por Keizo Sato, también utiliza el
hidrosulfito de sodio para reducir la metahemoglobina, evitando con ello, la
presencia de interferencias al realizar las mediciones de la COHb.

En los espectros de absorcion de los controles positivo y negativo aparece la
longitud de onda a la cual ambos espectros se cortan, denominado punto
isosbéstico. Este punto isosbéstico fue reportado en trabajos previos de Susuki, et
al, cerca de los 532 nm, siendo similar al obtenido en el presente trabajo que fue
de 532.7 nm.

De igual manera, la maxima absorbancia reportada por los mismos autores para el
estandar negativo fue a los 558 nm; misma que coincide con lo obtenido en las

mediciones realizadas

Ambas longitudes de onda pueden ser reexaminadas con la finalidad de corregir
las pequefias variaciones que puedan existir dependiendo del instrumento
utilizado. (Susuki et al, 2002). En nuestro caso, se realizaron varias mediciones
para con ellas obtener un promedio de cada longitud de onda y asi, de acuerdo a
la particularidad de nuestro equipo de espectrofotometria UV/Vis se identificaron

las dos longitudes de onda exactas para iniciar las mediciones.

De igual forma, los autores Theodore J. Siek y Frederick Rieders utilizaron este

punto isosbéstico para la determinacién de carboxihemoglobina en sangre cuando



se encuentra en combinacion con otros pigmentos de hemoglobina en sangre

mediante espectrofotometria UV/Vis.

Para comprobar la validez del método es necesario realizar su validacion a través
de parametros especificos como son: repetibilidad, reproducibilidad, limite de

deteccion, limite de cuantificacién, selectividad y especificidad, entre otras.

En la universidad de Sao Paulo, dentro de la facultad de ciencias farmacéuticas se
realizd un estudio para la determinacion de COHb mediante un método
espectrofotométrico. Concluyendo que la cantidad de hemoglobina y de lipidos en
la sangre no interfiere con la medicién espectrofotométrica de la COHb, por lo que

es altamente selectivo. (Malheiros et al, 1998).

Esto se comprobd al considerar que en una muestra hematica proveniente de un
cadaver en estado de putrefaccién, que presenta grandes cantidades de grasa, no

afectd la medicion de COHb, que fue de aproximadamente 60%.

La determinacion de factores de calibracion especificos para el espectrofotémetro
(ESTANDAR) es necesaria para obtener resultados confiables. (Malheiros et al,
1998).

En un método en donde interfieren diversos factores, es necesario considerar
todas las variables que puedan afectar el resultado. Existen causas por las cuales
la medicion puede no llevarse a cabo de manera correcta, como lo es un mal
pipeteo, una incorrecta preparaciéon de reactivo, etc. Por lo que es de suma

importancia tomar todas estas consideraciones en cuenta.



10. CONCLUSIONES

Es posible la preparacion de controles positivos de referencia de COHb en
sangre mediante la sintesis de CO en un laboratorio.

Una vez estandarizado el método, se confirma que la espectrofotometria
UV/Vis es adecuada para la cuantificacion de la carboxihemoglobina en

muestras de sangre y por lo tanto pueden resolverse casos de interés
forense.



11. GLOSARIO

Dictamen. Opinién y juicio que se forma o emite sobre algo.

Peritos. Persona que, poseyendo determinados conocimientos cientificos,

artisticos, técnicos o practicos, informa, bajo juramento, al juzgador sobre puntos

litigiosos en cuanto se relacionan con su especial saber o experiencia.

Espectrofotometria. Es la técnica de andlisis optico basada en la propiedad

fisica segun la cual cada elemento en la naturaleza tiene un patron de absorcion

de luz especifico.

Radiacién. Flujo de particulas o fotones con suficiente energia para producir

ionizaciones en las moléculas que atraviesa.

Combustién. Reaccién quimica entre el oxigeno y un material oxidable,

acompafiada de desprendimiento de energia y que habitualmente se manifiesta

por incandescencia o llama.

Etiologia. Estudio de las causas de las enfermedades.

Proteinas plasmaticas. Son las proteinas que se encuentran en el plasma

sanguineo

Glacidos. Son biomoléculas formadas basicamente por carbono, hidrégeno y

oxigeno. Se les suele llamar hidratos de carbono o carbohidratos.

Polipéptidos. Son un tipo de moléculas formadas por la  union

varios aminoacidos mediante enlaces peptidicos.

Anemia hemolitica. La anemia es una afecciéon en la cual el cuerpo no tiene

suficientes globulos rojos sanos que provean oxigeno. En la anemia hemolitica,

los glébulos rojos en la sangre se destruyen antes de lo normal.



Lecho ungueal. Area modificada de la epidermis situada debajo de la ufia, sobre

la cual se desliza esta al crecer.

Absorbancia. La parte luz que absorbe un cuerpo cuando un haz de luz incide

sobre dicho cuerpo.

Hemolisis. Es la descomposicion de los glébulos rojos.
Coadyuvar. Contribuir, asistir o ayudar a la consecucion de algo.

Forense. Adscrito a un juzgado de instrucciéon y que se dedica a cuestiones

legales, como determinar las causas de muerte.

Espectrofotémetro. Es un instrumento que mide la intensidad de luz que pasa a

través de una muestra, y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a

través de la muestra.

Reproducibilidad. Se refiere a la capacidad que tenga una prueba o

experimento de ser reproducido o replicado

Estadigrafo. Medida de resumen que permite hallar un valor numerico

representativo de toda la poblacion o muestra en estudio.

Oxidaciéon. Es una reaccién quimica donde un metal o un no metal cede

electrones, y por tanto aumenta su estado de oxidacion.

Microdifusién. Es un procedimiento muy UGtil para aislar e identificar toxicos

volatiles, pudiendo aplicarse a muestras de sangre, orina y saliva.
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