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DESCRIPCION DE LA TESINA.

Realizar un estudio sobre los métodos y técnicas disponibles en la actualidad para la
ider i6n y cuantifi ion de la carboxihemoglobina, en fluidos de personas intoxicadas con
mondxido de carbono haciendo énfasis sobre la aplicacién forense de dichas técnicas. Asi
mismo, se describiran las fases de la intoxicacion y la importancia en la toma de muestra para
su estudio quimico.

Finalmente se propone una ruta analitica critica objetiva y facil de llevar a cabo para la
identificacion y cuantificacién de la carboxihemoglobina.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido a la gran necesidad que tiene el quimico en el ambito forense a utilizar técnicas para
la identificacion o cuantificacién de alguna sustancia que se encuentre en el organismo, es
indispensable la bosqueda de técnicas que sean de ficil acceso, asi como el tiempo en el que
se realicen sea corto.

El anadlisis de gases, es una operacion altamente especializada, tanto en el material utilizado
como en la técnica analitica; en jos laboratorios de toxicologla medico-legal lo habitual es
investigar la presencia de un determinado gas y comprobar si un sujeto ha sufrido los efectos de
un gas toxico, este analisis recae sobre la sangre que debe contener el gas y de la cual hay que
extraerlo para su identificaciéon y cuantificacion. Por ejemplo, el monédxido de carbono puede
analizarse directamente mediante extraccion y posterior anidlisis 0 bien indirectamente mediante
el analisis de la carboxihernoglobina.




OBJETIVOS:

Describir las técnicas para ta determinacion de la carboxihemoglobina (COHb).
Realizar un analisis comparativo de las técnicas anteriores.
Proponer una metodologia confiable para aplicaria en laboratorios forenses.

Clasificar las técnicas con base a la forma de identificacion (directa o indirecta).
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ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA TOXICOLOGIA.

La toxicologia es la rama de las ciencias meédicas que estudia los toxicos o venenos y sus
efectos en el organismo (del griego, toxicon, venenoso,; logos, estudio, tratado).

Toxico es toda sustancia que al estar en contacto con el organismo por cualquier via, y
mediante mecanismos quimicos o fisicoquimicos, produce alteraciones organicas o funcionales
incompatibles con 1a satud o la vida.

En general, todo farmaco es potencialmente téxico, por lo regular por sobredosis. De ahi que
el término toxico tenga una connotacibn mas amplia, mientras que el de veneno se restringe a
sustancias que en cualquier dosis siempre causan alteracién en la salud. Sin embargo, en la
practica ambas expresiones se emplean como sindNimMos.

Antes del siglo XVIli, los venenos constitulan un amMma exclusiva de las clases privilegiadas.
Por ejemplo, en Egipto, los sacerdotes eran ios conocedores y depositanos de los venenos, en
tanto que en la Grecia antigua el Estado asumié ese papel de depositario e hizo del
envenenamiento una forma de ejecucion.

En Roma, los emperadores y los patricios contaban con los servicios de envenenadores
profesionales, quienes empleaban preferentemente el arsénico. Los abusos obligaron a la
produccion de la lex Comelia, que castigaba con pena de muerie al autor de un
envenenamiento. Entre los compuestos que en esa época se usaban era el acqua de Peruzia ,
el acqua di Napoli y el acqua de Toffana esta aitima, contenia arsénico y cantarida, con la gue
se envenenaron a seiscientas personas, ademas de los papas Pio il y Clemente XIV.

En Francia, los meédicis introdujeron esta arma sutil. Entre los envenenadores famosos puede
citarse a la marquesa de Brinvilliers, ajusticiada en 1679, y a la Voisin, autora del
envenenamiento de dos mil quinientos nifos e involucrada en un intento de envenenar a Luis

Xiv.

A partir del siglo XVill el veneno pasé a manos de las restantes clases sociales, y debido a
su difusion surgié la necesidad de descutrnr la presencia de toxi en las Esta
circunstancia impulso el desarrollo de la toxicologia como ciencia. Su propul: fue un Mmeédi
de origen espanol, graduado en la Universidad de Paris, donde llegé a ser catedratico de
medicina legal a los 32 aflos de edad y Decano de la Facuitad de Medicina: Mateo

Buenaventura Orfila (1787-1853)."




ETIOLOGIA DE LAS INTOXICACIONES."

La forma accidental suele ser la mas frecuente, especialimente en nifios. Algunos autores la
desglosan en medicamentosa, ocasionada por sobredosis involuntaria o por idiosincrasia;
laboral, adquirida por exposicion al téxico durante el trabajo habitual (como el satumismo en
obreros de fabricas de baterias), alimentaria, por comida contaminada; hidrica, por aguas
contaminadas, como el arsenicismo endémico en zonas donde !a tierra contiene elevado
porcentaje de arsénico que se difunde por medio del agua.

La forma suicida ha alcanzado proporciones alarmantes en algunas areas rurales de Costa
Rica, mediante la investigacion voluntaria de insecticidas organofosforados y herbicidas del tipo
paraquat.

La forma homicida es poco frecuente en la actualidad. Por lo general, el envenenador
aprovecha que la victima se encuentra en estado de ebriedad para hacerle ingerir el toxico
mezclado con alimentos so6lidos o liquidos (bebidas).

En 1946, Takahara descubrié una forma de intoxicacion debida a causas genéticas que, a
causa de impedimento hereditario para la degradacion, hace que sustancias que sSon inocuas
para la mayoria de la poblacidén, resulten téxicas para algunas personas que sufren ese
trastorno metabdlico. Asi, el mencionado investigador japonés descubrid la acatalasia. Esta
consiste en la incapacidad de ciertos individuos para degradar el agua oxigenada, que en ellos
transforma a la hemoglobina en un producto negro, oxidado. Otros ejemplos son las reacciones
de idiosincrasia a las habas (favismo), las porfirias agudas y la intolerancia a anestésicos.

De acuerdo con su origen, los toxicos se dividen de la siguiente forma:

1.- Vegetales, como los alcaloides del opio, la cocaina, fa marihuana, la atropina y la nicotina.
2.- Minerales, como el arsénico, el plomo, el mercurio y el talio, entre otros.

3.- Animales, como los venenos de serpiente, la cantaridina, etc.

4.- Sintéticos, como los barbituricos, psico-tropicos y plaguicidas.




CONDICIONES QUE INFLUYEN EN LAS INTOXICACIONES.

a) Dependiendo del téxico

b)

C,

)

~

Como la composicién quimica, la dosis o la solubilidad. De esta ultima es un ejempto el
sulfato de bario, que no es toxico, mientras que ef carbonato de bario si fo es, por ser
soluble,

El mayor efecto en un drgano o tejido determinado se ha explicado mediante la fey de /a
electividad.

La mayor toxicidad conforme mas breve sea el periodo de latencia, se expresa en la ley

de los ltiempos.

Dependiendo del individuo

Como ia edad del paciente. De esto es un ejempio la mayor susceptibilidad de los nifos y
los ancianos a la mayoria de los toxicos. Una excepcidn la constituye el talio y la atropina,
que son mejor tolerados por los nifos que por los adultos.

Otras condiciones que favorecen la intoxicacion son el ayuno, la desnutricion, los estados
febriles y las enfermedades concomitantes.

Dependiendo de la administracion.

De acuerdo con la via de introduccion del tdxico, se acelera su efecto. También puede
influir la velocidad con que se introduzca, como es el caso de la aminofilina por inyeccion
endovenosa, en |a cual 1a administracion rapida puede causar fibrilacion ventricutar.'*

METABOLISMO DE LOS TOXICOS."*

Se deben de considerar las siguientes etapas:

Absorcion: El téxico se pone en contacto con el organismo a través de las siguientes vias:

1.- Cutanea: tbxicos como los insecticidas organofosforados pueden penetrar a través de la piel
integra. También, lo hacen las tinturas y disolventes de grasa cutanea.

2.- Digestiva: la mayor parte de las intoxicaciones accidentales y suicidas se deben a la
ingestion del toxico. Aparte de esta condicién de puerta de entrada, hay toxicos que, como los
cianuros, se absorben en el nivel de la boca misma. El aicohol, los aicaloides y los hidrocarburos
clorinados en medio oleoso lo hacen a través de la mucosa gastrica. En el intestino delgado se
absorben la mayoria de los toxicos, y en la mucosa rectal el acido sutfhidrico.
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3.~ Respiratoria. es la puerta de entrada para gases, toxicos volatiles, sdlidos finamente
divididos y liquidos atomizados.

4.- Conjuntival: para {a atropina, la cocaina y los cianuros.

5.- Parenteral: en sus variedades subcutanea, intramuscutar y endovenosa. Ejemplos son las
flechas impregnadas de veneno en su punta, las picaduras y mordeduras de animales

PONZONOSOS.

Fijacion y e 6n: Una vez que el tdxico se ha absorbido, el organismo trata de fijario
y transformario en sustancias menos téxicas. Para ello recurre a mecanismos de oxidacién
(alcohol etllico oxidado a bioxido de carbono y agua), reduccidn (Acido plcrico a acidao
picramico), desdoblamiento por saponificacion o hidrolisis; conjugacién o sintesis (con el acido
sulfarico para formar sulfoconjugados, y con el Aacido glucurénico para constituir
glucuronoconjugados) itacion y d ilacion en el nivel hepatico.

La mayor parte de los toéxicos ingeridos se fijan en el higado. Los digitalicos io hacen en el
muasculo del corazon; los barbituricos y anestésicos generales en el cerebro; el benceno en la
meéduia 6sea, etcétera.

Eliminacién: finaimente el téxico o los productos de su transformacion se eliminan del
organismo a través de alguna de estas vias:

1.- Renal: Para los téxicos solubles, como los alcaloides y glucéosidos.

2.- Respiratoria: para el monoxido de carbono, anestésicos generales, balsamicos.

3.- Intestinal: para metales y no metales.

4.- Salival: para alcaloides.

5.- Mamaria: para alcaloides, barbituricos, metales y no metatles.

6.- Gastrica: para la morfina. De este modo se establece un circulo vicioso, ya que la morfina
eliminada a través de |la pared del estémago es nuevamente absorbida en el intestino
delgado. De ahi Ia utilidad del lavado gastrico tardio, que aun cuando no puede neutralizar lo
que se ha ingerido, puede impedir 1a absorciéon de lo que en ese nivel se esta eliminando. '*




ASPECTOS QUIMICOS DEL MONOXIDO DE CARBONO.

Se trata de un gas incoloro, inodoro, insipido y no irritante cuando se encuentra en estado
puro, pero por lo general esta contaminado con impurezas que son 1as que poseen olor. Su
formacion se debe por la combustiéon incompleta de particulas organicas. El monoxido de
carbono (CO) es el confaminante que mas abunda en la capa inferior de la atmosfera, y un gran
nuomero de muertes accidentales y suicidios se producen cada ano con su inhalacién.

La concentracién promedio del monéxido de carbono en la atmosfera es de 0.1 ppm; fuentes
naturates como la oxidacion atmosférica de metano, incendios forestales, oxidacion de terpina, y
el océano mismo (en el que los Microorganismos producen mondxido) explican casi 90% del
monobxido de carbono atmosférico; la actividad humana produce el 10% restante.

Al parecer, ia concentracién promedio de monoxido de carbono en la atmdsfera se estabiliza
por medios naturales y eficientes de eliminacion (“sumideros”), el mas importante de los cuales
parece ser la reaccion del monéxido con radicales hidroxilo del ambiente para formar diéxido de
carbono; la porcion superior de la atmosfera y la tierra también la hacen a veces de sumideros.

Sus cualidades venenosas se deben a su gran afinidad con la hemogliobina, ya que se tiene
un poder de combinacion de casi 220 veces mayor que el oxigeno. Esto quiere decir que aun en
concentraciones pequefias de montxido de carbono son capaces de desplazar al oxigeno de
los eritrocitos y de manera progresiva, disminuir la capacidad de la sangre para transportar
oxigeno a los tejidos.

Aunque desde hace mucho tiempo se sabe que el monédxido de carbono es sintetizado por el
organismo durante la degradaciéon del grupo hemo, no se pensaba que poseyera una funcion
fisiologica. Con la identificacion de acido nltrico como factor relajante derivado del endotelio, se
suginéd que el mondxido podria tener una funcion similar.® Sin embargo. se requiere de mucha
investigacion para establecer si el mondxido de carbono posee alguna funcion fisiologica o no.

Otra fuente de contacto con el monoxido de carbono, es el humo del tabaco. Sefialan una
mediana del nivel de carboxihemoglobina (COHDb) de 5.9% en fumadores que consumen dos
cajetillas de cigarrillos al dia (unos 40 cigarrillos) y que inhalan el humo. 8%

En muchos paises urbanizados, este gas era un importante método de suicidio hasta hace
algunas décadas, debido a que formaba parte del “gas de carbén™ o “gas de pueblo”™ y por ello
se encontraba disponible en el hogar. Ya que contenia entre 7 y 20% de mondxido de carbono
(CO), éste era un veneno potente que causaba muchas muertes accidentales. Cuando se
generalizd el empleo del gas natural, en especial a través de Europa y Norteamérica, el efecto

9
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venenoso de! gas domeéstico se redujo de manera drastica, pero en hogares donde todavia se
utiliza el gas que se produce por carboén, este riesgo aun existe.

Desde el cambio de gas de uso domestico, otras fuentes de envenenamiento por mondxido
de carbono se han vuelto mas prominentes. La ventilacion inadecuvada de hornos y automoviles
ocasiona muchas muertes cada afio. Casi todas las victimas de incendios en espacios cerrados
fallecen de intoxicacién aguda por el gas y no por fas quemaduras. El automoévil es la fuente
maxima de mondxido de carbono; en zonas de transito intenso Ias concentraciones llegan a 115
ppm, en vias rapidas a 75 ppm, y en zonas residenciales a 23 ppm. En garajes y tuneles
subterraneos se ha advertido que los niveles de dicho gas rebasan las 100 ppm durante
periodos largos.

El escape de gas de los motores de gasolina (a menos que se hayan acondicionado con
convertidores cataliticos modernos) producen de 4 a 8% de monodxido de carbono, los motores
de diesel tienen una produccién menor. Es una forma comun de suicidio, en la cual la victima se
encuentra sentada en el automovil en una cochera cerrada con la maquina encendida o que
dirige una manguera desde el escape hasta la ventana del auto.

La instalacidn de dispositivos para controlar la contaminaciéon, lo que incluye convertidores
cataliticos en los sistemas de escape de los automotores, ha disminuido fas emisiones de
monoxido de carbono por el transito vehicular y debe disminuir las del gas en atmésferas
urbanas.

Las demas causas comunes son instalaciones y sistemas de calefacciéon defectuosas.
Cuando se quema combustible de hidrocarburo, la mayor parte de éste se convertira en bitxido
de carbono, siempre que exista un abastecimiento adecuado de oxigeno (aire); si el aire es
limitado, entonces se formara monoxido. Esto puede ocurrir con las calefacciones de agua que
utilizan gas, con los calentadores de agua para banarse, quemadores de estufa, hormnos y en
umdades de calefaccion defectuosas que emplean como combustible carbén, coque o petréleo.
El inadecuado ajuste y el bloqueo de las chimeneas y los tubos de las mismas pueden conducir
a este problema. No es que el gas contenga mondxido de carbono, ya que incluso se puede
emplear butano o propano, sino la combustion incompleta del combustible, en un abaste-
cimiento inadecuado de oxigeno provoca la presencia de monéoxido de carbono. Estos
dispositivos defectuosos, quiza maten a familias enteras mientras duermen en una casa O en un
remolique.

Otra gran fuente de monodxido, es la combustion de madera. muebles y telas durante un
incendio, se llega a producir grandes volumenes de mondéxido de carbono, con otros gases
toxicos, los cuales mataran a mucha mas gente que las quemaduras mismas. También, es
importante considerar a las industrias que trabajan con acero. ?
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FACTORES QUE DETERMINAN LA TOXICIDAD
DEL MONOXIDO DE CARBONO.

La toxicidad del monéxido de carbono depende principalmente de la concentraciéon del gas
en el aire inspirado, el tiempo de exposicion, el volumen respiratorio por minuto, el gasto
cardiaco, la necesidad tisular de oxigeno, y la concentracién de hemoglobina en !a sangre. Los
anémicos son mas su pti a la intc i6n por monodxido de carbono que las personas con

cantidades normales de hemoglobina.

El metabolismo mas intenso, agrava los sintomas de la intoxicacion por monéxido de
carbono; por esta razon, los nifios mueren antes que {o0s adultos cuando ambos se exponen a
una concentracién dada del gas.

Los cambios en la presidon barométrica no modifican las afinidades relativas de ta
hemoglobina por el oxigeno y el monéxido de carbono. Sin embargo, a grandes alturas y en
otras situaciones en que es pequefa la tensién de oxigeno, los efectos de una concentracion
particular de mondxido de carbono seran correspondientemente mas intensos. ®

REACCION DEL MONOXIDO DE CARBONO CON LA HEMOGLOBINA.

La toxicidad del mondxido de carbono proviene de su combinacion con la hemoglobina para
formar carboxihemoglobina (COHb). En dicha forma, la hemoglobina no transporta oxigeno,
dado que ambos gases reaccionan con los mismos grupos protéticos del grupo hemo en 1a
molécula tetramérica de la hemoglobina (Anexo 1). La afinidad de la hemoglobina por el
mondxido de carbono es 220 veces mayor que por el oxigeno y. por esa causa, es peligroso
incluso en bajisimas concentraciones. El aire contiene 21% de aoxigeno en volumen; por tanto, la
exposicion a una mezcla gaseosa de 0.1% de mondxido de carbono (1 000 ppm) en el aire
ocasiona una carboxihemoglobinemia cercana a 50%. °

HbO2 + CO COHb + O

2
La Keq = 2.1 x 10 , por lo que el equilibrio se halla muy desplazado hacia la derecha. El tipo
de entace entre la Hb y el monédxido de carbono, asi como el sitio de combinacion, son los
mismos que los del complejo Hb-Oxigeno. Es decir el monéxido de carbono se combina a la
posicién sexta del hierro del grupo hem por medio de un enlace coordinado. '

La disminucion en la capacidad acarm de igeno de la sangre es proporcional a la
cantidad de carboxihemogliobina presente (Fig.2). Sin embargo, disminuye todavia mas el




oxigeno que llega a los tejidos, por la influencia inhibidora de COHb en la disociacion de
cualquier oxihemoglobina (HbO2) disponible; puede entenderse mejor si se compara a una
persona anémica con una cifra de hemoglobina de 80g/L con otra que tenga una cifra de
hemoglobina de 180g/.. pero en la que la mitad de éste se encuentre en ta forma de COHDb (Fig.
1). En cada caso !a capacidad acarreadora de oxigeno es {a misma. El individuo anémico puede
mostrar sintomas leves o nulos, en tanto que |a persona que sufre intoxicacion por monéxido

estara cercana al colapsa.

ta toxicidad del monéxido de carbono, depende no sdlo de Ia interferencia en el aporte de
oxigeno por la sangre; este gas ejerce también un efecto toxico directo al unirse a citocromos
celulares como los presentes en las enzimas respiratorias y la mioglobina. ®

i1 .
e
Wl

Fig. 1 Efecto de la carboxihemoglobina (COHbD) en la
curva de disociacién de la oxihemoglobina.

100

La curva A representa la curva de
disociacién normal de oxigeno no
alterada por ia presencia de anemia (p.
Ej. 80 g/L hemoglobina en la sangre)
La curva B representa en ia que hay
50% de COHb y una concentracion
normal hemoglobina (160 g/l de

t ina en la gre y la mitad
de sitios de unidn ocupados por el
mondxido de carbong). La capacidad
acarreadora del oxigeno es igual en
ambos casos; sin embargo, cuando
hay COHD et oxigeno se disocia de la
hemoglobina, a nivel menores de PO».
Ej efecto anterior @s consecuencia de
interacciones entre los sitios de union
por oxigeno o mondxido de carbono;
se conocen cuatro sitios de este tipo
por molécula de hemoglobina.”
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HDCO del 60%
100 HBCO del 40%

Fig. 2 Alteracién de la afinidad
de ta oxihemoglobina con
diversas concentraciones de
carboxihemoglobina (HbCO). La
Pso normat es de 27 mm Hg.

A medida que el mondxido de
carbono se une a sitios
potenciales de la hemoglobina

% de oxihemoglobina

para oxigenacion, los sitios
restantes muestran una mayor
afinidad por el oxigeno,
desviando la curva hacia la
izquierda.'?

[ 10 20 3o 40 50 60
POz (mm Hg)

SIGNOS Y SINTOMAS DE LA INTOXICACION POR
MONOXIDO DE CARBONO.

Aunque hay una gran variacion en la susceptibilidad de cada persona y en la velocidad en la
cual se produce la saturacion, es probable que valores de saturacion de la carboxihemogiobina
{COHD) superiores a 50 a 60% sean mortales en adultos sanos. La gente mayor y aquellos que
padecen de enfermedad cardiaca o puimonar llegan a morir con una exposicion a cifras mucho
mas bajas, incluso hasta 25% de saturacion.

Las diferencias entre ia sensibilidad individual de las personas se ejemplifican de modo
perfecto por la comun tragedia de muertes multiples en el mismo cuarto, donde dos cuerpos que
estaban lado a lado presentan valores de saturacién notablemente diferentes.

Los sintomas de envenenamiento por mondxido de carbono son lentos y progresivos, por. lo
cual la victima ni siquiera nota que algo sucede, excepto que sienten un dolor de cabeza, halta
que llega al estado de coma y muere. £n general en adultos de buena condicidon cuando llegan
al 30% de saturacion de la hemoglobina presentan dolor de cabeza y nauseas ligeras, con
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pérdida de concentracién y hasta un ligero "embriagamiento™ que suele confundirse con los
efectos del alcohol, en especial si las habilidades para la conduccion se encuentran disminuidas.

A partir de 30 a 40% de la saturacion, empiezan a presentarse nauseas, quiza vomitos,
sensacion de desmayo, pérdida de agudeza visual, debilidad y deslizamiento hacia estupor y
coma. Sobre 40 a 50%, progresard hasta un estado de enfermedad, debilidad, falta de
coordinacién, convulsiones y coma hacia una insuficiencia cardiorespiratoria y muerte. Algunos
adultos en buena condicion fisica alcanzan 70% de ia saturacion © mas antes de morir. Se debe
enfatizar que estos porcentajes son muy variables, ya que dependen de la edad, estado fisico vy,
menos evidentemente, de la susceptibilidad de la persona.

Debido a la estabilidad de la carboxihemoglobina (COHb), Que continua su acumulacion
mientras que la sangre absorbe el gas de los pulmones, concentraciones asombrosamente
pequefnas podrian al final causar la muerte. En un periodo de 2 a 3 horas. Aun 0.1% de
monoxido de carbono en la atmoésfera da como resultado 55 a 60% de saturacion. En 20
minutos, 1% de monodxido de carbono provoca la pérdida de la conciencia y el aire de una
cochera con un motor de automévil de dos litros encendido, alcanza valores mortales en cinco

minutos.

Et ejercicio que causa una respiracion mas acelerada y las respiraciones mas rapidas de los
nifos apresuran la absorcion de una concentracidn mortal de monodxido de carbono.

Los signos y sintomas de la intoxicacion por monoxido de carbono son los caracteristicos de
1a hipoxia. El cerebro y el corazén son los drganos con las mayores necesidades de oxigeno y el
metabolismo mas intenso. por o cual, son los mas sensibles a la hipoxia, y en ellos se
manifiestan casi todos los efectos observados después de |a exposicion al toxico. Los sintomas
de intoxicacién por monéxido de carbono han sido correlacionados con el contenido de COHb
de fa sangre, como se muestra en la Figura 3.

Es importante destacar que en una persona determinada, los signos y sintomas clinicos tal
vez no guarden una correlacién estrictamente cuantitativas con dicho nomograma; es mas, una
persona dada puede presentar todos los sintomas mencionados. Se advierte notable variacion
entre personas y hay poca informacién sobre la variabilidad interindividual, la velocidad y
duracion de la captacion y parametros cinéticos afines, para definir un nomograma
verdaderamente >. No ob te, las relaciones mostradas pueden ser atiles, en un sentido
semicuantitativo, para relacionar la exposiciébn con el efecto. A veces, la inhalacién de
concentraciones altas de mondxido de carbono produce signos prodromicos (debilidad y mareos
transitorios) antes de perder la conciencia, pero puede no ocurrir algun signo de este tipo. s
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Se ha advertido un continuo de sintomas en la intoxicacién por monéxido de carbono. No
obstante, hay que destacar que surge enofme variabilidad interindividual en respuesta a la
exposicion al monéxido de carbono.

Las concentraciones moderadas de COHDb tienen poco efecto en las funciones vitales del ser
humano en reposo. Como se menciond, |a presencia de ia carboxihemoglobina disminuye la
capacidad oxifora, pero no la presion parcial ejercida por el oxigeno disueito (P02) de la sangre
arterial. En consecuencia, el mecanismo de quimiorreceptores carotideo y aértico no estimula la
respiracion. La frecuencia cardiaca, por otra parte, se incrementa en todos los sujetos en
quienes la COHb llega a 30%. tal vez para compensar la vasodilatacion periférica causada por
Ila hipoxia: la lactacidosis es consecuencia de la hipoxia tisular.

Son muy diversos los signos clinicos en personas con intoxicacion aguda por mondxido de
carbono; muchos muestran sintomas que no son los tipicos de este cuadro: lesiones cutaneas,
sudacion exc iva, hepatornr i tendencia hemofragica, hiperpirexia, leucocitosis,
albuminuria y glucosuria,

Como se comentd, los tejidos mas afectados por la exposicidon al mondxido de carbono son
los mas sensibles a la privacion del oxigeno, como el encéfalo y el corazén, y las lesiones son
predominantemente hemorragicas. Puede ocurrir dafio permanente del corazén por |a presencia
de COHb en la sangre; a veces se observan sighos de cambios isquémicos y de infarto
subendocardico. Se considera que la cefalalgia intensa cor stiva a exposicion al monéxido de
carbono se debe a edema cerebral e hipertension intracraneal, que es resultado del trasudado
excesivo por capilares hipéxicos. Finck ?' ha catalogado los cambios patolégicos microscépicos
observados en 351 casos mortales de intoxicacién accidental por monédxido de carbono; los
casos prontamente mortales se caracterizaron por congestion y hemorragia de todos los
organos. En situaciones mas prolongadas que culminaron finalimente en la muerte, las lesiones
hipoxicas observadas dependieron de 1a duracion de la inconsciencia poshipoxica.

Bokonjic ' demostré que el periode maximo de inconsciencia poshipéxica inducida por
monodxido de carbono compatible con recuperacion neurolégica completa es de 21h en personas
menores de 48 afos y de 11h en sujetos de mayor edad. No se observd recuperacion completa
de las funciones mentales cuando la inconsciencia rebas6 las 15h en un grupo de personas
ancianas o las 64h en un grupo de individuos jOvenes. Es probable que el efecto mas insidioso
de la intoxicacién por mondxido de carbono sea la aparicion tardia de trastornos
neuropsiquiatricos, que se manifiestan por euforia y perturbaciones del juicio, del pensamiento
abstracto y de la concentracion, algunos clinicos piensan que niveles de mor i derr .
bajos para inducir coma también pueden ocasionar efectos neuropsiquiatricos, *2°
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Pulso débil y bradipnea; insuficiencia
respiratoria y muerte.
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Sin sintomas

La intoxicacion profunda por monéxido de carbono produce fesiones cutdneas que varian
desde dreas de eritema y edema hasta la formacion de vesiculas y bolas muy notorias.
También, se observa a veces rabdomidlisis. tal vez causada por el efecto téxico directo del
monéxido de carbono en la mioglobina y la mioglobinuria, con insuficiencia renal

Los signos de envenenamiento por mondxido, ademas de los sintornas, son una coloracion
rosada de ia piel, a la Qque por lo general se le conoce como “piel rosa cereza”.

Las ufas y los labios también llegan a mostrar el color tipico, pero es posible que no sea tan
obvio en los vivos hasta que alcanza un valor de saturacion elevado. En las areas hipostaticas
de un cuerpo sin vida, por lo general esto es evidente, pero una excepcién son los ancianos y
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anémiéos, en quicnhes una disminucion de! contenido de hemoglobina reduce la intensidad de la
coloracion.

Internamente, todos los Grganos presentan un color rosado debido a ia carboxihemogliobina y
a la mioglobina. El ederma pulmonar s comin, aunque no hay cambios organicos especificos,
excepto en el cerebro; los sobrevivientes al envenenamiento por monodxido de carbono
presentan una degeneracion quistica bilateral de los ganglios basales en conjunto con un
sindrome parkinsoniano o hasta un peor estado neurolégico. También, hay un dafio psicoldgico
a largo plazo después de la profunda hipoxia cerebral del envenenamiento por monéxido de

carbono °

DIAGNOSTICO DE LA INTOXICACION POR MONOXIDO DE CARBONO.

El diagndstico preliminar de la intoxicacién aguda por mondxido de carbono suele ser
facilitado por pruebas circunstanciales, dado que la victima suele estar en situaciones que dejan
poca duda respecto a la causa del problema. La COHDb tiene color rojo cereza y su presencia en
altas concentraciones en la sangre capilar puede impartir un color rojo anormal a la piel,
mucosas y los lechos ungueales. Sin embargo, el individuo vivo suele estar mas ciandtico y
palido, y sdlo en la necropsia se advierte la “cianosis rojo cereza”.

El diagnodstico definitivo, depende de la demostraciéon de carboxihemoglobina en ta sangre.
En la persona fuertemente intoxicada no ha de retrasarse el tr Hento por reali dicha
prueba, pero la demostracion de la carboxihemoglobina (COHDb) es de importancia forense. Si
una persona muere en un atmoésfera que contiene Mondéxido de carbono, ta Muestra sanguinea
post mortem suele contener 60% de carboxihemoglobina; sin embargo, algunas mueren en un
medio con concentraciones menores. Si la persona es retirada de dicha atmoésfera mientras
respira, aun disminuira rapidamente 1a concentracion de COHD, y si el intercambio respiratorio
sigue siendo adecuado, esta forma de hemoglobina desaparecera de la sangre en un lapso de

horas.”?

DESTINO Y ELIMINACION DEL MONOXIDO DE CARBONO.

La COHD es totalmente disociable, y una vez concluida la exposicion aguda, el monéxido de
carbono se excretara por fos pulmones y sélo una cantidad pequenisima de &) se oxidara en
didxido de carbono.




El mondxido de carbono (CO) no se excreta sin respiracion activa. Es mas, la
carboxihemoglobina es extraordinariamente estable y casi no la afecta la putrefaccién. Por tanto,
mucho tiempo después de la muerte de una persona se pueden hacer mediciones validas de las
concentraciones de COHb en el cuerpo. Por el contrario, después de ia muerte el monéxido de
carbono se absorbe poco 0 nada y el analisis de sangre del corazéon permite hacer una medicion
precisa de la concentracion sanguinea de COHb al morir el sujeto. Estos datos son de interés

medico legal.

Si |a persona en reposo inspira aire del ambiente, el contenido de monéxido de carbono en
su sangre disminuira, con una vida media de 320 min. Si el aire se sustituye por oxigeno puro
(100%), la cifra disminuira en 80 min; en un medio hiperbarico la vida media puede ser menor de
25 min. *® Estos hechos, aportan los principios basicos para el tratamiento de 1a intoxicacion por

monéxido de carbono. ®

INTOXICACION POR EXPOSICION PROLONGADA A BAJAS
CONCENTRACIONES DE MONOXIDO DE CARBONO.

£1 aparato cardiovascular, en particutar el 6n, es si ible a los adversos de
bajas concentraciones de carboxihemogiobina, Con niveles de 6 a 12% de elia, el metabolismo
cambia de aerobio a anaerobio. '8

Los estudios experimentales y clinicos sugieren que la exposicién a largo plazo al monoxido
facilita la aparicion de aterosclerosis. >° Et monéxido de carbono también parece afectar la
conducta humana. La realizacion de pruebas de vigilancia se altera cuando la COHb llega
incluso a 2 a 5 %. No obstante, estos niveles bajos de COHb tal vez no tengan efecto en otras
conductas, como la de conduccién de vehiculos, tiempo de reaoelén discriminacion temporal,
coordinacion, procesos sensoriales y tareas ir lej

1ales complejas.

El feto puede ser extraordinariamente susceptible a tos efectos del mondxido de carbono, el
cual cruza facilmente la placenta. Los hijos de mujeres que han sobrevivido a la exposicion
breve a una concentracién alta del gas durante el embarazo, suelen mostrar secuelas
neurolégicas y pueden sufrir lesion cerebral grave. 2 Los niveles persistentemente bajos de
COHb en el feto de una mujer que ha fumado durante el embarazo; también puede influir en el
desarrolio del sistema nervioso centrat (SNC).

La policitemia, surge en el curso de la exposicion a largo plazo al monéxido de carbono. Es
probable que aparezcan olros mecanismos compensatorios, aunque no se han demostrado. Los

sujetos sanos son extraordinariamente reactivos al estrés de la hipoxia, y la compensan de
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inmediato, por incremento det gasto cardiaco y el flujo a drganos de maxima importancia. Los
individuos con enfermedad cardiovascular significativa son mas vulnerables a la intoxicacién por
monobxido de carbono, porque tal vez no puedan hacer compensaciones de la hipoxia. >

Debido a que el area de superficie es grande, la absorcion en el epitelio pulmonar y las
mucosas de las vias respiratorias llega pronto a la circutacion, o Que provoca la intoxicacion en

muy poco tiempo. ®

TRATAMIENTO DE LA INTOXICACION POR MONOXIDO DE CARBONO.

En primer término resulla esencial levar a la victima a un medio con aire fresco. Si ya no
respira, habrid que emprender inmediatamente respiracion artificial. Hecho lo anterior, el
tratamiento se orienta a suministrar cantidades adecuadas de oxigeno a las celulas corporales y
apresurar la eliminacion de! monoxido de carbono. Casi siempre bastara la administracion
rapida de oxigeno puro con una mascarilia perfectamente ajustada.

Algunos clinicos recomiendan dar oxigeno hiperbarico cuando se cuenta con el equipo
necesario. Lo racional (aunque no se ha corroborado inequivocamente) de el método es que el
oxigeno hiperbarico, ademas de aportar dicho gas en solucion para los tejidos, también
apresura la disociacion de COHb. La mejor gula de normalizaciéon de la saturacion apropiada
del oxigeno es la funcién neuroldgica de la victima; es posible medir las concentraciones
sanguineas de carboxihemoglobina con et CO-oximetro como dato de apoyo, para evaluar |a
eficacia de la oxigenacion, y los niveles sanguineos decrecientes de COHb a menos de 10 % de
la saturacidn constituye un punto de corte terapéutico razonable (Anexo 2). Las medidas
suplementarias incluyen correccién de ta hipotension y la acidosis, asl como vigilancia seriada
de la funcion cardiaca. '

INVESTIGACION TOXICOLOGICA.

La investigacién toxicolégica es el conjunto de procesos analiticos que tienen por objeto el
aistamiento, identificacién y determinacién cuar de los toxi tanto en el vivo como en el
cadaver, con el fin de permitir el diagnostico y el esclarecimiento de los hechos.

En sus origenes la toxicologia forense fue fundamentalmente analitica y su campo de accién,
el cadaver; en la actuvalidad las funciones de esta rama de la toxicologia son mucho mas
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extensas, proyectandose sobre el vivo, sobre el caddver, sobre la actividad laboral y sobre el

medio ambiente.

El toxicologo forense tiene dos tipos de necesidades en su metodologia:

1.- Test generales. Deben ser sensibles, aunque no necesariamente especificos, y detectar un
gran numero de sustancias., de modo que los resultados negativos permitan centrar la atencién
en unos pocos grupos. En este caso un resultado negativo es de gran valor para descartar la
presencia de un determinado grupo de sustancias. Estos test pueden ser muy variados de

acuerdo con el equipamiento, personal, volumen de trabajo, etc.

2.- Métodos cuantitativos fiables. Una vez que se sospecha la presencia de una sustancia por
los test anteriores, ésta debe confirmarse al menos por dos técnicas independientes. Los
resultados cuantitativos deben ser consistentes, lo que significa: evitar al maximo las
interferencias y conocer la precisién y exactitud del método utilizado. La necesidad de un
resultado cuantitativamente riguroso y exacto es o que caracteriza los analisis en toxicotlogia, a
diferencia de 1a toxicologia clinica, donde no se requiere tal precision.

El tiempo aproximado de analisis, se define como el intervalo entre la llegada de la muestra
al laboratorio y el maximo tiempo en que se puede ofrecer el resultado analitico. En toxicologia
forense, rara vez se requiere un resultado inmediato, lo que permite al analista emplear el

tiempo necesario para realizar su investigacion.

Solo en casos excepcionales, como, por ejemplo, una supuesta muerte por mondxido de
carbono en una habitacion, se exigiria un analisis inmediato para evitar mas accidentes por

aquella causa.

Desde el momento en que un téxico penetra en el organismo, recorre forzosamente un
camino mMmas o menos intrincado hasta alcanzar los lugares donde va a actuar y acabar

finaimente por ser efiminado.

Este devenir del toxico esta representado por los procesos de:

l Absorcién l—. lgistribucbn HBolmns'onnacnonJ
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Cada uno de estos procesos contribuye en parte a la toxicidad del compuesto en cuestion y
puede también en alguna medida, tener consecuencias analiticas importantes.

En principio, el desarrollo de un método especifico va a depender del conocimiento de la
metabolizacion y de las propiedades de los metabolitos del toxico.

La seleccion de las muestras adecuadas para el anilisis y su cofrecta conservacion son
requisitos indispensables en una investigacion toxicologica.

Las muestras para un andlisis toxicolégico, deben recogerse teniendo en cuenta las
condiciones particulares de cada caso.

En nuestro caso, la sangre es una de las muestras de mayor utilidad para la identificaciéon del
toxico y especialmente para el analisis cuantitativo,

La sangre se utiliza normalmente para el screening de téxicos acidos Y neutros, cuyas
concentraciones en caso de intoxicacion son elevadas, asi como para el estudio de gases y
sustancias volatiles, siempre que se conserven en recipientes cerrados hermeéticamente.

También, debe tomarse en cuenta el hecho de la distribucidon del toxico en la sangre.
Normalmente los toxicos se distribuyen entre los erittocitos y el plasma en proporcion variable
para cada sustancia. La mayor parte de los téxicos organicos van disueltos en el plasma o
unidos a proteinas, mientras que son pocos |0s que se transportan unidos a los hematies. Por
ello, la sangre fotal y el plasma son las muestras mas representativas. Al usar sangre total nos
aseguramos de que tanto los toxicos que se concentran en los eritrocitos como los que se unen
a las proteinas van a estar presentes en la muestra analizada.

Las muestras de sangre post mortem estan a menudo hemoli ¥ putref: pero son
las unicas disponibles. En estos casos puede dejarse la muestra en reposo y utilizar cualquier
porcién de la misma préxima a la superficie, ya que sera rica en plasma.

En general. es mejor agitar la muestra vigorosamente para conseguir una mezcla
homogénea, antes de tomar una porcién para el analisis. Para romper o disolver los coagulos,
puede aplicarse un tratamiento con ultrasonido (15-20 seg).
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TECNICAS ANALITICAS.

La confirmacién de envenenamiento por monotoxido de carbono tanto en vivos como en
muertos, depende de un andlisis de sangre. De los muchos métodos que existen, los mas utiles
son los Opticos o los quimicos. La detecciéon dptica depende de que dos bandas de absorcion en
el espectro de la carboxihemogiobina se encuentren en el segmento amarillo-verdoso, aunque
mas cercanas a la violeta que en la oxihemoglobina.

La distancia por la cual se encuentran desplazadas es una medida de la saturacién cuando
se examina una muestra de oxihemoglobina y carboxihemoglobina con espectroscopio. El
espectroscopio de Hartridge de reversion se utilizaba de manera muy amplia como método de
mediciébn pero no es preciso en 10%. aunque por lo general, es bastante bueno para el
diagnoéstico. Los métodos quimicos dependen de la cromatografia gaseosa o de la liberacion de
monéxido de carbono por cloruro de paladio. ?

1) CUALITATIVAS

A) MICRODIFUSION °

La microdifusion permite el aislamiento y la deteccion de los téxicos volatiles de forma rapida
y facil. El dispositivo mas usado es la camara de Conway (Fig.4), que consiste en dos placas de
Petri concéntricas, con una base comun. La muestra se sitia en el compartimiento exterior y el
absorbente o disolvente, segun {os casos, en el interior. Después se cierra herméticamente con
una tapadera de vidrio, en €l borde esmerilado se aplica una fina pelicula de silicona, o grasa
similar, para asegurar un perfecto cierre.

Cualquier sustancia volatil en la muestra se distribuye entre los liquidos presentes y la
camara de aire que Queda dentro de la célula. Si el vapor es mas soluble en la solucién del
compartimienio interior, se disolvera y concentrard en dicha solucién. Dejando transcusTir el
tiempo adecuado; todo el toxico volatili habra pasado de la muestra contenida en el
compartimiento exterior a la solucién “captadora™ dispuesta en el pocillo central. A veces se
puede adicionar un acido o una base para favorecer la liberacion del téxico de la muestra,

Las determinaciones hechas con esta técnica requieren normalmente 1 ml. de Mmuestra e
incluso pueden utilizarse muestras menores con dispositivos mas reducidos. El analisis por
microdifusion elimina la necesidad de hacer una destilaciéon, con el consiguiente ahorro de
tiempo y personal. Ademas, se obtiene un producto concentrado, no habiendo necesidad de
concentrar, como ocurre en el caso de la destilacidon, si se quiere hacer un buen analisis,
Adicionalmente, con esta téchica se pueden procesar varias muestras a la vez.

22




Zona media

Reactivo

Liberador y

muestra
Zona interna
Reactivo
Atrapante

Zona externa
Sellador

7

(I | 1 1 L]

Fig 4. Dibujo de la camara de Conway, para lievar acabo la microdifusion.

Procedimiento para la microdifusitn;

Mezclar 1 mlL de sangre con 1 mL de acido sulfarico al 10% (v/v) en la cAmara de Conway en
ia parte exterior y en el centro se agrega 1 mL de cloruro de paladio al 0.1% (w/v) en una
solucidn de acido clorhidrico 0.01 N.

Se incuba a temperatura ambiente por 30 minutos. La presencia de carboxihemoglobina es
observada por una pelicula plateada en la parte exterior de la celda. Lo que nos indica que es
positiva. Esta prueba detecta aproximadamente el 10% de carboxihemogilobina.

La reaccién que se lleva acabo es ia siguiente:

Pd** + CO +H0 —— ————» Pd° + CO; +2H"
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B) TEST PARA MONOXIDO DE CARBONO ~ CARBOXIHEMOGLOBINA. >

Se trata de una prueba sencilla que permite reconocer la transformacion de la Hb a la COHb.
Se toman dos tubos de ensayo de 15 x 1.6 cm se rotulan como “problema” y" control”. Se les
adicionan 15 mL de solucién de amoniaco al 0.4 % V/V a cada uno.
Al tubo problema se le anaden 0.05 mi. de sangre del intoxicado o del cadaver, recogida con
anticoagulante, se mezcla por inversién. Al tubo control se le adiciona 0.05 mL de sangre normal
bien oxigenada y se mezcla.
Si se encuentra 25% o mas de carboxihemoglobina, en el tubo problema este mostrara un color
cereza muy claro, caracteristico cuando se observa contra un fondo blanco, en contraste con el

color rojo parduzco que muestra el control.

C) SANGRE DILUIDA.>

Se coloca en un matraz 1 mlL de sangre y se le adicionan 50 ml de agua, se agita y se
observa. Si la disolucibn se observa de rosa a roja azulada nos indicara la presencia de
carboxihemoglobina y si la coloracion es de roja a amarillenta nos indica la presencia de

oxihemoglobina (HbO-2).

D) PRUEBA CON HIDROXIDO DE SODIO.>*

Se coloca en un vidrio de reloj unas gotas de sangre y se le adicionan unas gotas de
hidréoxido de sodio (NaOH al 40%) , se calienta suavemente.

Si esta presente la carboxihemoglobina aparece un color rojo, mientras que si esta ausente
la coloraciéon sera negro-parduzco.

E) PRUEBA CON ACIDO TANICO.>

Se colocan en un tubo de ensayo 1 mL de sangre y 4 L de agua se agita y se le adicionan
3 mi de acido tanico al 1% (1g/dL) y se mezcia. La presencia de carboxihemoglobina produce un
precipitado rojo, mientras que la oxihemoglobina produce un precipitado marrén grisaceo.
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F) PRUEBA DE KATAYAMA.Y

Con esta sencilla prueba se identifica la carboxihemoglobina desde un 10 %.

Se colocan 10ml. de agua en un tubo de ensayo y se le agregan 5 gotas de sangre
problema, en otro tubo se hace lo mismo pero se le agregan 5 gotas de sangre oxigenada la
cual nos servira como control, se mezcla suavemente y se acidifica ligeramente con dcido
acético. El color de la sangre que contiene carboxihemoglobina toma un color rojo-rosado segun
la concentracién, mientras que la sangre normal toma un color verdoso sucio.

G) REACCION CON FERROCIANURO DE POTASIO.*

Se identifican 2 tubos de ensayo uno como control y otro como problema y se adicionan
muestra de sangre diluida 1:5 (control y problema).
En otro tubo se colocan § mL de solucion de ferrocianuro de potasio al 2 % y 1 mL de acido
acético 1:3.
Al tubo que contiene la sangre se le adiciona el tubo de reactivos y se observa. La prueba se
considera positiva cuando el tubo que contiene la muestra problema adquiere una coloracion
rojo escarlata, con una baja densidad por la falta de coagulacion. Y en el control la coloracion es
café por lo que seria una prueba negativa.

H) REACCION CON HEMATIZANTES O METAHEMOGLOBINIZANTES. ™

En este tipo de reacciones se trata la sangre con agentes hematizantes o
metahemoglobinizantes; la reaccidon se lleva acabo en un vidrio de reloj. Se colocan unas gotas
de sangre diluida y se afade el reactivo.

Reactivos:

Agua destilada

Puede utilizarse alguno de I0s siguientes:

Reactivo de Hoppe-Seyler (hidroxido de sodio de densidad 1:3)

Reactivo de Kunkel (solucién de tanino al 1%)

Reaclivo de Stockis (solucidn de cloruro de zinc al 10%)

Reactivo de Liebmann (solucion de formol al 10%)

Reactivo de Coronedi (se mezclan en el momento 3 mb de una solucién saturada en frio de
sulfato de hidracina y 1 mL de acetato sédico al 10%).

Cuando la muestra contiene carboxihemoglobina no cambia de color y cuando no esta
presente cambia a un color pardo achocolatado y a veces se forman grumos,
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2) CUANTITATIVAS.

[}] DETERMINAC!ON ESPECTROFOTOMETRICA DE MONOXIDO DE CARBONO EN
SANGRE.

La determinacion espectrofotométrica del monéxido de carbono en sangre fue descrita por
primera vez por Hufner en 1900; es una técnica sencilla, rapida y fidedigna. El fur to de
esta técnica radica en la observacion de que las graficas de absorbancia espectral de Ia
oxihemogiobina y carboxihemogliobina son diferentes (Fig. 5). Hufmer midié la diferencia de
absorbancias entre las dos formas de hemoglobina a longitudes de onda de 541 y 560 my., y
aprovecht estas diferencias de absorbancia para determminar la oxi y la carboxihemoglobina. Las
modificaciones desde entonces introducidas son fundamentalmente de dos tipos: a) empleo de
longitudes de onda distinta de las 541 y 569 my indicadas en principio por Hufner, y b) la suma
algebraica de los coeficientes de extincion obtenidos con mas de dos longitudes de onda en |a
forma indicada por Drabkin.

o
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Fig. 5 Graficas de los espectros de absorcién de la carboxihemoglobina
y oxihemoglobina. En ordenadas, figura la absorbancia; en abscisas, su longitud de onda.''

Procedimiento:

Se toma 20.0 pL de sangre y se vierten en un tubo de ensayo de 10 mL que contenga 4.0
ML de amoniaco 0,007 N. Inviértase el tubo tres veces. Una parte de esta solucion se coloca en
una cubeta de 1.00 cm. se lee ir te ta absorbancia en las longitudes de onda 575,
560 y 498 my., tomando la solucién de amoniaco 0,007 N como el blanco de referencia.
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Los patrones de HbO y HbCO son tratados de forma idéntica a la descrita para la muestra
problema.

Reactivos;

1.~ Amoniaco 0,007 N. Dillyanse 0,48 mL de amoniaco concentrado al 28% con agua hasta
1000 mL.

Nota: La concentracion de esta solucién alcalina no es de importancia critica. Harboe ha
demostrado que el ritmo de formaciéon de hematina alcalina aumenta con el incremento de 1a
alcalinidad. A fin de evitar la formacion de hematina alcalina es por lo que se emplea una
solucion diluida de amoniaco.

2.- Patrones de HbO, y COHb. Se puede emplear sangre recogida con los anticoagulantes
corrientes (EDTA, oxalato).
Se deben emplear en estos patrones sangre de individuos no fumadores, ya que la sangre de
los fumadores puede presentar un 7% de la hemoglobina en forma de carboxihemoglobina. A
ser posible, se satura una parte de la mezcla con oxigeno (0O,) o con aire. Para ello se colocan 5
mL de sangre en un embudo de decantacion de 125 mL Heno de oxigeno o de aire y se e hace
girar con suavidad durante 15 min. Se toman otros 5 mL y se saturan de igual forma con
monoxido de carbono, procedente del gas comercial o afiadiendo acido sulfirico sobre acido
férmico en caliente.

Nota: ElI comprobador senala la necesidad de seguir exactamente las instrucciones
anteriores, tales como la de emplear 5 mL de sangre. También prefiere emplear una mezcla de
sangre antes de proceder a preparar los patrones de HbO, y COHb.

Material:

Para obtener la precision en ia lectura de 108 maximos de absorcion espectral es conveniente
disponer de un espectrofolometro cuya escala aprecie deferencias de 5mu o menos. Los
autores han aplicado este método al espectrofotémetro registrador Perkin-Eimer 4000 A y al
Beckman modelo B. Las relaciones de absorbancias obtenidas con soluciones patrones difieren
ligeramente debido a la mejor resolucion del primero. Por tanto, se debe tener en cuenta que
cada espectrofotometro precisa una normalizacién previa.

Se puede modificar la dilucion para ajustarta al paso de luz de las cubetas de que se disponga.
Con (as diluciones empleadas en este procedimiento, las cubetas de 1.0 cm. resultan
adecuadas.
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Curva estandar:

Determinese la curva de absorbancia espectral del instrumento a emplear, especialmente
alrededor de 575, 560 y 498, con objeto de seleccionar el punto isosbeéstico proximo a 498, y los
de maxima diferenciacion alrededor de 575 y 560, a fin de poderios ajustar exactamente en el
espectrofotémetro.

En caso que asl se desee, se puede comprobar {as correspondencias lineales entre las
relaciones de absorbancia y la concentracion de carboxihemoglobina, mezclando cantidades
adecuadas de los dos patrones y analizando estas mezclas en el espectrofotémetro. Asi, p. Ej.
Una, mezcla que contenga 1,00 mi de patréon de COHb y 4,00 mL de patron de HbO, debe
proporcionar una relacién equivalente al 20%, De igual forma se pueden preparar mezclas que
contengan 40, 60 y 80% de patrén de COHb para analizarias.

Calculos:
Una vez medidas las absorbancias (A575, A560, A498) se calcula la carboxihemoglobina del
modo siguiente:

1. Relacion para el patrén de HbO,

ROz = AS575 - AS56Q
A498B
2. Relacion para el patron COHb:

RCO= AS575 — A560
AA498

3. Relacién para el problema:

Rx= AS575 — AS60
A498

4 .- Porcentaje de COHb:

RO, =Rx__ x 100
RO~ RCO
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Este procedimiento es rapido y sencillo. Con la excepcitn del espectrofotémetro, se requiere
un minimo de material y reactivos. Estas condiciones lo hacen apropiado para una
determinacion que no es requerida diariamente en el laboratorio y que con mayor frecuencia
constituye un procedimiento de emergencia. En los pacientes con anemias graves se
recomienda emplear 40 ;L en lugar de 20 ulL a fin de obtener una exactitud éptima.

£n pacientes en los que la muerte ha sido atribuida al monéxido de carbono por la historia
clinica y por la autopsia se encontraron valores de COHbD del 50 al 87 %.

J) METODO EXPERIMENTAL CON SANGRE TERMO COAGULADA *

Se colocan 2 ml. de sangre problema en un tubo de 10 mm de diametro, se tapan con papel
parafiim y se calientan gradualmente de 37 a 80 “C en un bano de agua de 1 — 13 minutos. Ef
calentamiento es medido por un termdmetro termistor. La muestra se trabaja por duplicado.

Se ie agregan 2 mL de solucidén salina a la sangre termo coagulada y se centrifugada a 3000
rpm por 10 minutos. El sobrenadante de una de las muestras es utilizado para el analisis de
COHb, MetHb y hemoglobina total en un sistema de CO- oximetro.

La segunda muestra es analizada por cromatografia de gases bajo las siguientes
condiciones. A la muestra se le adiciona una solucion de ferrocianuro de potasio. Ef mondxido
de carbono es determinado usando metano como estandar interno, con un deteclor de
conductividad termal (TCD), una columna de vidrioc 2.1 m x 3mm de diametro interno, empacada
con Sieres SA (malla 60-80), |la temperatura de la columna es de 100°C, y la temperatura de
inyecciéon es de 110 "C; como gas acarreador helio, con un flujo de 24 mL /min, y un

analizador de datos.
Para los calculos se propone la siguiente formula:
Y = tHb * X/8

En donde:

X = % COHD utilizando el CO-aximetro

Y = % COHD utilizando cromatografia de gases

tHb = Hemoglobina soluble total g/dL en el extracto.”

‘La hemoglobina total puede ser determinada por un método colorimétrico para hierro. Como

el que se menciona a continuacion.””
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El % de COHb determinado por el mélodo del CO-oximetro (X) fue despreciable al % de
COHD determinado por medio de cromatografia de gases (Y).

El hierro se separa de la hemoglobina con hipociorito y se determina directamente con un
reactivo sensible al color. Solo se emplea una pequefia cantidad de sangre y se afade un
tensoactivo para eliminar cualquier turbidez causada por las pequenas cantidades de proteinas

presentes.
Procedimiento:

En una serie de tubos de ensayo (de preferencia de plastico desechable) se coloca 1Tml de
disolucién de hipoclorito y 1 ml de disolucién de Brij-35. Anadir a todos los tubos muestras de 20
nlL de sangre total bien mezclada, reservando uno de los tubos como blanco de reactivos.

Para eliminar las dificultades en el pipeteo de las muestras de sangre total, se puede utilizar
el siguiente método. Se toman 5 mlL de sangre. Se centrifuga y se elimina el plasma. Se lava un
vez con soluciéon salina. A las células lavadas empaquetadas se les afade 1.5 mlL de aguay 0.5
mL de tetracloruro de carbono. Se sacude vigorosamente y luego se centrifuga a alta velocidad.
Se separa el sobrenadante y se usa para la determinacion.

Se dejan los tubos en reposo durante 10 minutos, a continuacion se aftaden 3 mL de tampén

y 1 mL de reactivo de color ferrozina a cada tubo. Se mezcla y se dejan en reposoc durante 20
minutos, y a continuacion se leen el patrén y las muestras frente a un blanco a 568 nm.

Calculo:

Absorbancia de 1a muestra x concentracion del patrén = g/dl. de hemoglobina en la muestra.
Absorbancia del patréon

K) METODO POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A HEAD SPACE-
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

El procedimiento consiste en la prep N de las tras; €en un vial se coloca la muestra
de sangre, en otro vial para la estimacion de hemogiobina se le adiciona n-octanol, ferrocianuro
de polasio y un estandar interno (t-butanol). Se separa por cromatografia de gases y se
determina el mondxido de carbono usando un sistema equipado GC-MS con head space.
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Para la cromatografia se emplea una columna DB-624 de 60 m x 0.32 mm de diametro
interno, la temperatura de calentamiento de 1a columna es de 40-65°C (30°C/min) durante 4 min,
y posteriormente a 80 °C (30°C /min), Ia temperatura de inyeccidon es a 150 °C, el gas
acarreador es helio, con flujo de 28 cm/s, 1a temperatura de interfase es 230 °C, y se utiliza un
detector para monéxido de carbono.

Se toman 2 muestras de sangre de aproximadamente 1 g cada una y se colocan en viales
que son etiquetados como A y B respectivamente.

Al vial B (muestra de referencia) se le adiciona 0.2 mL de hidrosulfito al 20% (w/w), y 0.5 mL
de ferrocianuro de potasio al 20 % (w/w), libres de CO para lo cual se utiliza gas nitrébgeno para
eliminario.

Tanto al vial A como al B, se les adiciona 1 mL de estandar interno que consiste en una
solucion de t-butanol (0.5 rng/mil.) y se procede a realizar la cromatografia.

La hemoglobina (Hb) y COHb contenida en las muestras se estiman utilizando las siguientes
féormutas:

Hb (g)= total CO () vial B x 13.9
COHb (%)=CO area del pico (vial Alvial B) x 100

L) METODO ESPECTROFOTOMETRICO. *

Esle método parte de que la sangre normal contiene varias formas de hemoglobina, la
reducida, la oxigenada y una pequeria cantidad de metahemoglobina.

Cuando se adiciona un agente reductor como el ditionato de sodio, la forma oxigenada y la

metahemoglobina son reducidas por (o que no afectan en la determinacion de la

carboxihemoglobina. Su espectro se observa en la curva marcada con la letra B, Fig. 6

El monéxido de carbono debido a su gran afinidad por la hemoglobina tiende a
intercambiarse por el oxigeno.

La carboxihemoglobina no es reducida por el ditionato de sodio. De esta manera, el espectro
normal esta marcada con la letra A. La longitud de onda de maxima absorbancia es de 540 nm
y 579 nm que es el punto isobéstico.
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€I porcentaje de saturacién de mondxido de carbono de una muestra de sangre se calcula
leyendo la rmuestra saturada de monoxido de carbono (A), muestra libre de mondxido de
carbono (B) y la muestra tratada con ditionato de sodio (C).

1.0
0.8
o6
oa
0.2
1 | |
S00 520 540 560 $80 600 620 6840
FIG. 6 Espectro ultravioleta (A) carboxiher ina, (8)
y {C) muestra de sangre de un paciente expuesto a mondxido de carbono
Meétodo:

Diluir 0.2 mL de sangre (mezclar bien) con 25 mL de una solucion 0.1% de amoniaco,
dividinta en 3 partes iguales. Se etiquetan como A, By C.

Saturar la solucién A con monédxido de carbono burbujeado y la solucién B con oxigeno puro
por 10 min. Para desplazar al monoxido de carbono.

Adicionar una pequena cantidad de ditionato de sodio a cada una de las muestras, agregar
10 mL de solucion 0.1 % de amoniaco y mezclar bien.

Hacer un bafrido de 500 a 650 nm con solucién de amoniaco. Leer la absorbancia de la
solucion a 540 y §79 nm y calcular ia proporcion de monoéxido de carbono de cada muestra.

TR I‘x,’“';’:l

3
s

IS SE S .«‘-LJEI‘J




El porcentaje de COHb-saturacion es calculado de la siguiente forma:

razoén C —razon B x 100

%% saturacién =
razén A -razén B

En donde: razdn C: Proporcidon de CO en la muestra C
razon B: Proporciéon de CO en la muestra B
razon A: Proporcion de CO en la muestra A

M) METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE HEILMEYER.®

Esta cuantificacion se basa en ja localizacion distinta que presentan los Maximos y minimos
de absorcion de las dos bandas corfrespondientes a los espectros de absorcion de la
oxihemoglobina y la carboxihemoglobina. Realizando dos lecturas correspondientes a un
maximo y un minimo y calculando el cociente se obtienen valores que siguen con mucha
exactitud las diferencias de los correspondientes coeficientes de intoxicacion.

Estas lecturas deben realizarse a 576 y 560 nm. El valor del cociente de estas absorbancias
indican directamente el porcentaje de carboxihemoglobina en sangre.

) VALOR DE COCHENTE [ % DE COML % DE O21b
i A 576/ ASB0
Procedimiento: 1.725 6] 700
566 5 95
Se toman 0.5 mL de muestra problema y 11 10 80
se diluyen con 2.475 mL de la solucién de amoniaco 58 15 8s
. 5
D=880 (0.4%V/V), se agita para favorecer la : ‘f; gg ’g
hemalisis. 1.410 30 70
1.363 35 65
Se leen las absorbancias a 576 y 560 nm 1.318 40 60
utilizando como blanco la solucidn de amoniaco. 1.275 45 55
1.233 50 50
. 1.190 S5 a5
Se calcula el coeficiente A 576/560 y el valor del 153 80 A0
coeficiente obtenido se busca en la siguiente tabla. L1185 65 35
1,078 70 30
Esta técnica es semicuantitativa, 1,042 75 25
1.007 B0 .20
0.974 85 15
0940 90 10
0.908 95 5
0.877 100 ]
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DIAGNOSTICO POSTMORTEM. '*

ASPECTOS GENERALES:
1) Investigacion en la escena de la muerte.
Hay que investigar lo siguiente:

a) Relacion del cadaver con el toxico o la fuente de intoxicacion.
b) Existencia de equipo o sisternas con una matla combustion.

2) Antecedentes de |a victima.
Hay que conocer lo siguiente:

a) Exposicidn a téxicos debido al trabajo, profesion o comercio

b) Indicio de homicidio: amenaza de muerte, tdxico de olor poco llamativo.

c¢) Indicios de suicidio: tentativas o declaraciones previas, estados depresivos o situaciones de
frustracion.

d) iIndicios de accidente: exposicion a toxicos gaseosos.

ASPECTOS ESPECIALES:

a) Fuente generadora del gas.
b) Posicion de la victima respecto a esta fuente.
c) Empleo de frazadas y otro medio para aumentar la concentracién del gas en un espacio

cerrado.
d) Ventanas y puertas cefradas y con cerrojos.
e) Hendiduras obturadas con papel, trapos 4 otro materiat.
f) En cocinas de gas observar si hay quemadores abiertos, no apagados.

g) Cuando |a fuente de gas fue el motar de un automdadvil, observar si las puertas de la cochera
estan cerradas y con cerrojos; si el motor esta encendido o caliente; si hay gasolina en el
deposito; si hay sighos de que el motor hubiese sido reparado recientemente; si la
carroceria muestra filtraciones de gas del tubo de escape de la cabina.

h) Debe establecerse si la victima pudo estar inconsciente a causa de en’ermedad o
trauvmatismo mientras inhalaba el gas.
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PRESERVACION DE LAS MUESTRAS. ™*

Tanto liquidos orgénicos como fragmentos de visceras deben preservarse en frascos de
vidrio, limpios, con boca ancha y tapa de material plastico, de rosca.

Cada dérgano o liquido debe colocarse en frasco separado. Cuando se trate de pequeflas
cantidades de liquido se emplean tubos de ensayo, que pueden cefrarse con tapones de goma.

El medio de preservacion por excelencia es la refrigeracion. Sélo en el caso de muestras de
sangre conviene agregar un preservante quimico como €l fluoruro de sodio, en cantidades de 10
rmg/mlL.

De preferencia deben de utilizarse tubos Vacutainers y puede ser almacenada por un lapso
de 2 afos en refrigeracion.

Muestras para andlisis toxicologico.

1.- Sangre: Se requieren por lo menos 10 mi.
2.- Cerebro: Por lo menos 500 g.




CONCLUSIONES

Al buscar técnicas para la determinaciétn de la carboxihermoglobina en intoxicaciones por
mandxido de carbono, encontré que las podemos clasificar en dos las que son: cualitativas o
presuntivas y las cuantitativas. Dentro de las cualitativas podemos ver que la microdifusion seria
una forma indirecta de identificar la carboxihemoglobina ya que 1o que en realidad reacciona es
el montxido de carbono que se libera de la muestra.

La importancia que tiene la determinacion de ta carboxihemoglobina en el ambito forense es
de gran relevancia, ya que para poder dar un informe de la causa de ila muerte es importante el
tiempo en el que se lleva acabo el dictamen, por lo que es necesario contar con técnicas
presuntivas que nos permitan dar el primer paso.

Ya teniendo una prueba presuntiva positiva, procedemos a realizar alguna de las técnicas la
que mas se ajuste tanto a tiempo, reactivos, equipo asi como a la experiencia en el manejo de la

técnica.

Como podemos ver, al leer este trabajo observamos que la mayoria de las técnicas estan
enfocadas hacia la espectrofotomelria, que es el método analitico mas utilizado y que da
buenos resultados. Y que las variantes son el tratamiento que se le da a la muestra, asl como el
manejo de los resultados al utilizar diferentes férmulas.

Otro método muy utilizado es la cromatografia de gases, pero lo cual implica tener un
laboratorio con mucho equipo y que se utilicen reactivos, de alta pureza, los cuales son
costosos. Una de las ventajas de este método, es que el analisis puede ser automatizado y que
se pueden analizar varias muestras dependiendo de la capacidad del equipo.

Al estudiar cada una de las técnicas, la metodologia para aplicar en un laboratorio forense
puede quedar de |a siguiente forma: Emplear cualquiera de las técnicas cualitativas,
dependiendo de los reactivos con los que se cuenten. Después seria factible realizar alguna de
las dos técnicas que se mencionan a continuacién: Método espectrofotométrico de Heilmeyer
{M) o la Determinacion espectrofotométrica de monédxido de carbono en sangre (1), ya que me
parece que son los Métodos MAs rapidos, que no requieren de mucho material y reactivos
ademas de ser confiables en los resultados que arrojan.
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ANEXO 12

HEMOGLOBINA.

La hemoglobina esencial en los grandes organismos para suministrar el oxigeno necesario a
los tejidos. En los sefes humanos la hemoglobina representa el principal componente de los
glébulos rojos y, cuando esta oxigenada, es responsable del color rojo de la sangre. Un solo
glébulo rojo contiene alrededor de 280 millones de Mmoléculas de hemoglobina, cada una de las
cuales contiene cuatro adtomos de hierro que son cruciales para el transporte de oxigeno.

QUIMICA DE LA HEMOGLOBINA.

Si bien la estructura exacta de esta molécula muy grande no se conoce por completo, las
modernas técnicas de analisis han revelado la mayor parte de fa informacion vital. Las
propiedades quimicas de esta molécula crucial y fascinante desde el punto de vista biolégico
son fundamentales para apreciar el papel de Ia hemoglobina como “transportador de oxigeno™.

Esquematicamente en ta Figura A-1,

@ pirrol se ve la unién ciclica de cuatro anillos
pirrol  por puentes de metileno

H determinan una mokécula de porfirina,
Estas sustancias tienen importancia

biolégica pomue forman con facilidad
[ B o enlaces covalentes con los metales. E)

H H ion ferroso tiene seis electrones en la

. Orbita extema que estan disponibles

@“ .@ porfiina para el enlace electrovalente (Figura
p F A-2). Cuando un ion ferroso (Fe*’) se
combina con un anillo porfirna se
forman cuatro enlaces electrovalentes
con los cuatro dtomos de nitrdgeno del
. - pirrol, lo que da origen a un grupo
< < metileno hemo (vease Figura A-1). Los
GO o aminoacidos se combinan

he""“p: quimicamente para formar cadenas

p con un  nitrbgeno

polipeptidicas

Puente
de

c-- --m € imidazo! en cada extremo capaz de

enlace covalente. Dos cadenas

Fig. A-1 Estructura quimica del grupo polipeptidicas a¥a y dos beta se

hemo combinan para formar (a proteina
alobina.'?




Cuatro moléculas del grupo hemo y una molécula de globina forman un enlace covalente con
los dos electrones restantes de los atomos de hierro. El sexto sitio de enlace covalente entre el
hierro y la cadena polipeptidica es capaz de combinarse reversiblemente con oxigeno. Asli, la
molécula de hemoglobina se puede combinar de modo reversible con cuatro moléculas de
oxigeno, lo que hace que la sangre sea de color escarlata, mientras que la hemoglobina libre de
oxigeno confiere a Ia sangre un matiz purpura.

Fig. A-2 1. lon ferroso (Fe++) con seis
enlaces electrovalentes potenciales. 2.
Representacion esquematica de una
cadena polipeptidica con dos nitrége-
nos imidazol que son capaces de for-
mar enlaces covalentes con los iones
metalicos. Una molécula protéica que
contiene dos cadenas polipeptidicas
alfa y dos beta se conoce como molé-
cula de globina.

3. Molécula del grupo hemo unida a la
cadena polipeptidica. Cuatro
moléculas det grupo hem unidas a las
cuatro cadenas polipeptidicas de una
molécula de globina constituyen la
molécuta de hemoglobina.'?

Fig. A-2

Cuando el oxigeno esta unido a la hemoglobina, ésta recibe el nombre de oxihemogiobina
(HbO2). Es clasico referirse a la hemoglobina libre de oxigeno como hemoglobina reducida (Hb).
El término “hemoglobina reducida™ es una denominacion quimica que induce a error, porque la
hemoglobina esta reducida (Fe®*) tanto en las formas oxigenadas como en las no oxigenadas.
Este término, aunque incorrecto desde el punto de vista quimico, se utiliza regularmente en
fisiologia respiratoria para referirse a la hemoglobina libre de oxigeno.




ANEXO 2.7
OXIMETRIA.

Es un término general que se relaciona con las diversas tecnologlas capaces de medir la
saturacion de la oxihemoglobina. En la actualidad bhay tres tecnologias que aportan datos
oximétricos en la practica clinica: 1) espectrofotometria para analisis in vitro de moléculas de
hemoglobina, 2) oximetria de pulso para medicion no invasiva de la saturacion de la
oxihemoglobina y 3) oximetria de fibra 6ptica para determinacion in vivo de {a saturaci6on de la
oxihemoglobina. En este caso nos enfocaremos a la espectrofotometria.

ESPECTROFOTOMETRIA

Toda ia oximetria se basa en principios espectrofotométricos Que miden las porciones de luz
transmitida o absorbida por ia molécula de hemoglobina. Comprender estos principios fisicos
exige un conocimiento basico de la fisica de luz.

Fisica de 1a luz.

La luz en una forma de energla electromagnética comparable con las ondas en un estanque
de agua quieta después de dejar caer un guijarro. La longitud de onda es la distancia de un pico
de onda a otro y varia alrededor de 0,1 nm (10'%), para los rayos gamma, y alrededor de 25 cm
para las ondas de radio. La configuracion de onda continua de un pico al préximo se denomina
ciclo y la frecuencia es el niUmero de ciclos por segundo; |a relacidn entre las dos caracteristicas
es fija e inversa. Las propiedades de energia de la luz se conocen como cuantos. Asi la
intensidad de un haz de luz se refiere al numero de cuantos generados por segundo.

Los atomos de cualquier molécula vibran constantemente con un patron que no difiere del de
las vibraciones generadas por las ondas de luz. Por lo general, la luz que atraviesa una
sustancia que tiene una frecuencia de vibracion similar tendera a ser absorbida. La fraccion de
luz absorbida en una determinada longitud de onda se denomina coeficiente de absorciéon
especifica o coeficiente de extinciéon, en el que se expresan condiciones prescriptitas para
factores como pH, temperatura y solventes pecificos. Las P de absorcion en
diversas longitudes de onda pueden ser dibujadas como un espectro, en esencia., un grafico de
la absorbancia de energias electromagnéticas de una molécula en diversas longitudes de onda.

Espectrofotometro.
A mediados del siglo XVH Isaac Newton observd un "espectro” de color emitido por un prisma

expuesto a la luz solar. En el siglo XIX se observo una relacion entre espectros de luz y
electricidad, dado que el potencial entre dos electrodos en solucion se modificaba cuando uno
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era iluminado. A comienzos del siglo XX esta observacion ha sido desarrollada en una practica
célula fotoeléctrica para la medicion de ia luz absorbida.

Los principios fotoeléctricos permiten traducir la intensidad de la luz en corriente eléctrica,
que es la base de los espectrofotémetros modernos. Por ejemplo, una luz de intensidad dada
que atravesara una sustancia especifica determinaria alguna fraccién de luz transmitida a una
superficie metalica revestida de Oxido. La corriente resultante seria directamente proporcional a

ta intensidad de luz transmitida.

Abrazando estos principios fisicos, la tecnologia de estado sdlido de la década de 1960
posibilité los espectrofotdmetros actuales.

CO-OXIMETRO

Los co-oximetros modernos son espectrofotometros que analizan de modo simultaneo cuatro
fracciones de |a hemoglobina: hemoglobina reducida, oxihemoglobina, carboxihemoglobina y
metahemoglobina. Como se ilustra en la figura A-3 los componentes basicos de un co-oximetro
son una fuente de luz, una serie de lentes, filtros, espejos que enfocan el haz de luz, una cubeta
o celda de muestra, un elementc monocromatico que aisla las longitudes de onda de interés
usando filtros o parrillas, y detectores fotodiodos que emiten electrones en proporciétn con la
cantidad de luz que incide en sus superficies. LLos electrones emitidos (corriente) alimentan un
circuito cuya energia de salida (output) es proporcional a la absorbancia relativa de la muestra.
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PRINCIPIO DE OPERACION.

Segun el fabricante, l0s co-oximetros oblienen y almacenan lecturas de absorbancia en una
solucién control en cuatro o mas longitudes de onda diferentes: Al, A2, A3y 24 nm. Por lo
general, las absorbancias control se actualizan cada 30 minutos de desuso o después de cada
muestra,

Cuando se introduce una muestra diluida y bemolizada se obtiene una |ectura de
absorbancia en cada longitud de onda. Las correspondientes absorbancias control son restadas
de estas mediciones y las cuatro absorbancias resultantes son multiplicadas por el coeficiente
de extincion apropiado para obtener las concentraciones (ley de Beer):

Cr = K (EirA) + EzrA; + EarAg + EsrAd)

Co2 = K (E102A+1 + Eza2A2 + E302A3 + Eo2Ad)
Cco = K (E1coAr + EocoAz + EacoA3 + EucoAd)
Cu = K (E1mmA1 + EzmAz + EamAs + EanAl)

Donde C es la concentracion de cada fraccion de la Hb, K es la constante escalar
establecida por el procedimiento de calibracion de la Hb, € es cada coeficiente de extincion de
ta matriz (cuatro fracciones de la Hb en cuatro longitudes de onda) y A es el valor de
absorbancia de la sangre en cada longitud de onda. La hemoglobina total es la suma de las
cuatro concentraciones calculadas. Después se calcula el porcentaje de los valores de
concentracion para HbO2, HhCO, HbMet y HbR.

El co-oximetro es el método existente mas exacto para medir las cuatro fracciones de |a he-
moglobina clinicamente importantes y es considerado el estandar contra el que se deben
comparar otras métodos. El co-oximetro esta reglamentado por las Clinical Laboratory
Improvement Amendments de 1988 y su uso debe cumplir con los estandares enumerados en
esta reglamentacion.

LIMITACIONES DEL CO-OXIMETRO.

EIl colorante azul de metileno tiene una absorbancia pico en la region infrarroja cercana a la
roja y afectara las mediciones de los métodos de oximetria que usan longitudes de onda en |1a
region roja e infrarroja. Sin embargo, el error es bastante menor con los co-oximetros que
utilizan longitudes de onda en las regiones cercanas a la roja y en |a visible porque la cercana a
ia roja es solo una de las varias absorbancias usadas para cuantificar las fracciones de la
hemoglobina. .

a1



Cualquier sustancia de |a muestra que disperse luz afectara las mediciones del co-oximetro
porque la cantidad de fuz transmitida ya no solo es una funciéon de la luz absorbida por las
fracciones de {a hemoglobina. Los lipidos y los fragmentos celulares resultantes de la herndlisis
incompleta son las causas mMas comunes de errores de este tipo.
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GLOSARIO 5%
Anoxia: Ausencia completa del oxigeno.
Bradipnea: Respiracion lenta.
Carboxihemoglobina: (COHb) Combinacion de 6xido de carbono y hemoglobina, que se
encuentra en la sangre después de la intoxicacion por aquel gas. No puede ser sustituida por el

oxigeno y, por consiguiente, impide ia funcién oxidante de los hematies.

Cof: ia: Dolor de cab

CO: Mondxido de carbono.

Colapso: Estado de postracion extrema y depresion repentina, con debilidad de las
funciones cardiocirculatorias, que se manifiestan en forma de hipotension y disfuncion organica
por isquemia

Hb: Hemoglobina.

Hepatomegalia: Aumento del volumen del higado, que lo hace palpable por debajo del
reborde costal derecho.

Hiperpirexia: (Hipertemia) Elevacion de ia temperatura corporal.

Hiperbarico: Caracterizado por una presion o peso mayor que o normal; el término se aplica
a gases que se encuentran a una presion mayor que la atmosférica (p.ej. oxigenaciéon).

Hipoxia: Deficiencia de oxigeno en los tejidos corporales.

Leucocitosis: Aumento en el numero de 0s leucocitos de la sangre periférica (por encima
de 10.000/mm?*.

MetHb: Metahemoglobina.
0,: Oxigeno. )
*

Oxihemoglobina: Hemoglobina que tomé oxigeno en los pulmones y lo transporta por las
arterias para abandonario en la intimidad de los tejidos O2Hb.
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POz: Presion parcial ejercida por el oxigeno disuelto.
Policitemia: Aumento en el numero de glébulos rojos de ia sangre.

Prodromico: Premonitorio; que precede a una enfermedad.

Punto i bésti o bésti Se da a la longitud de onda de un espectro de absorcién
en la que las absortividades molares de dos o mas especies interconvertibles capaces de
absorber radiacion son iguates.

Rabdomidlisis: Destruccién o degeneracion de tejido muscutar debido en especial a
traumatismos.

Respi ion de Cheyne-Stok : Tipo de respiracidn caracterizado por las variaciones
ritmicas en la intensidad, observado especialmente en los estados comatosos de origen
cerebral, que consiste en el aumento gradual de los movimientos respiratorios hasta un maximo,
seguido por un descenso, también gradual, que llega a la cesacion completa por espacio de 10

a 40 seg.

Taquipnea: Respiracion acelerada, superficial.
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