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RESUMEN

Una manera de evaluar la afectacién humana poontaminante, es la determinacién de un bioindicador este
estudio se cuantificé la presencia de carboxiheoiigh y su relacién con la contaminacién por Modéxie
carbono, usando una técnica espectrofotométricadaaen la reduccién con ditionito de sodio, mdtga que fue
validada para el posterior uso en las muestraspadblaciones vulnerables de la ciudad de Quitcedfa validacion
se obtuvo uhimite de deteccidéde 0.79% COHB Jimite de cuantificaciorni.94% COHB y un coeficiente de
variacion < 10% en todos los niveles, valores ad#es para la cuantificacion de carboxihemoglobina.

Palabras clave Carboxihemoglobina, validacion, monéxido de cado

ABSTRACT

One way to assess human involvement by a pollutatitie determination of a biomarker. In this sttity presence
of carboxyhemoglobin and its relation to carbon made pollution was measured using a spectrophdiiene
technique based on reduction with sodium dithiorfitds methodology was validated for later use gr&ups of

vulnerable population of Quito metropolitan area.

Keywords: Carboxyhemoglobin, validation, carbon monoxide.

INTRODUCCION El CO es un constituyente natural de la atmdsfera
y un contaminante cuando esta presente por encima
Cuando un hidrocarburo arde con suficiente de las concentraciones de fondo, La concentracion
oxigeno (Q), los productos son diéxido de carbono atmosférica global es de 0,1 ppm, debido a las
(CO,) y agua. Dado que ambas sustancias son emisiones de CO de los motores de combustion

componentes normales del aire, generalmente no se interna. Los niveles mas altos de este gas tdxico
consideran como contaminantes. Pero, cuando no hay tienden a ocurrir en las areas urbanas congestisnad

suficiente oxigeno presente, se forma otro 6xido de llegando a alcanzar concentraciones atmosféricas de
carbono, el monéxido de carbono (CO) (Macnow y 50-100 ppm, muy peligrosos para la salud humana
Waltzman, 2016). (Manahan, 2007).
CH,+nG — CO,+ H,0O La carboxihemoglobina (COHb) es una forma
CsHs + 30, — 4CO + 2HO alterada de la hemoglobina (Hb), una proteina
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presente en los globulos rojos que son las células
encargadas de transportar glyGel CQ de los
pulmones a los tejidos corporales. La transfornmacio
de oxihemoglobina (§¢b) en COHb, son reacciones
reversibles y dependen principalmente de la presion
parcial de los gases y del pH sanguineo.

CO+QHb — COHb +Q

La COHb es un componente sanguineo habitual,
ya que el CO es un producto del catabolismo de la
hemoglobina. En los individuos fumadores esta
fraccion aumenta, puesto que es uno de los
componentes del humo del tabaco (Fuentes et al.,
1998).

La afinidad de la hemoglobina por el CO es 218
veces mayor que su afinidad por el oxigeno, y no se
modifica. Si existe en el aire indice téxico de £€e
forma COHb, desciende la cantidad dgif. Como
consecuencia de la imposibilidad de la COHb de
transportar oxigeno, aparece hipoxia. Si la concen-
tracion de Hb.Fe.CO es muy alta, la anoxia y los
cambios tisulares irreversibles que ésta ocasiona,
pueden acarrear la muerte (Miale, 1985).

El nivel de Hb.Fe.CO es un marcador Util para
estimar la dosis de CO absorbida por el individuo y
por ende, la dosis de exposicién. La cantidad de
Hb.Fe.CO formada es dependiente de la concen-
tracién del contaminante, duracién de la exposiaién
CO, ejercicio, temperatura ambiente, estado delsalu
y metabolismo del individuo (Ortega Garcia et al.,
2007).

En la ciudad de Quito, ya en el afio 1999 se repor-
taron concentraciones de particulas en suspension,
superiores a la norma de calidad del aire, endos s
tores sur y norte de la ciudad y un alto porcerdaje
violaciones a la norma de CO (OPS-OMS (s.f., n.d.).

Segun las estadisticas basadas en mediciones
diarias, los valores méas altos de CO en la ciugad d
Quito se reportan en las estaciones de Cotocollao,
Carapungo, Centro, Guamani, Los Chillos, por lo
que sus moradores pueden considerarse como
poblaciones vulnerbles(Coral et al., 2010).

Las poblaciones vulnerables comprenden parte de
la poblacion afectada, para la cual se plantea la
solucion del problema, las autoridades o respoaesabl
de un proyecto deben procurar que la solucion que s
plantee llegue a esta poblacion afectada y se con-
vierta en poblacion objetivo (Miranda, 2005).

Los fumadores son otra poblacién vulnerable ya
que la formacién de COHb ofrece una dificultad para
ceder el oxigeno a tensiones bajas. Si una persona
fuma un cigarrillo cada 30 minutos la concentracion
de COHb sube hasta llegar a un nivel cercano al 7%,
lo cual equivale a una disminucién aproximada de un
20% de la tension del oxigeno de la sangre venosa
(Torres Morera y Aguilar Sanchez, 2001).

En este contexto, es importante validar y tomar en
cuenta el método analitico para la determinaciola de
COHb y sea estandarizado, aplicando la Norma
UNE-EN ISO 17025:2005, la cual argumenta: “La
validacion es la confirmacién, a través del exagnen

el aporte de evidencias objetivas, de que se cumple
los requisitos particulares para un uso especifico
previsto. El laboratorio debe validar los métodos g
disefia o desarrolla, los métodos normalizados
empleados fuera del alcance previsto, asi como las
ampliaciones y modificaciones de los métodos
normalizados, para confirmar que los métodos son
aptos para el fin previsto”. Este procedimiento
garantiza la calidad de la informacion analitiea, |
trazabilidad en las medidas y la comparabilidad de
los resultados.

La COHb es un componente sanguineo habitual,
ya que el CO es un producto del catabolismo de la
hemoglobina. En los individuos fumadores esta
fraccion aumenta, puesto que es uno de los
componentes del humo del tabaco (Fuentes et al.,
1998).

El CO se determina facilmente en sangre a partir
de la COHb coloreada que se forma con la Hb,
usando espectrofotometria de absorcion en disolu-
cion. El procedimiento consiste en la medicidriage
absorbancias de determinadas longitudes de onda de
una muestra de sangre. Con los calculos apropiados,
puede obtenerse una conversion en porcentaje para |
COHb (Manahan, 2007).

En la ciudad de Quito, en el afio 2000, se realiz6
un estudio denominado “Incremento de enfermedades
respiratorias en escolares de Quito por contandnaci
atmosférica de origen vehicular” elaborado por la
Fundacién Natura y el Municipio Metropolitano de
Quito con el auspicio de COSUDE. En dicho estudio
se investigaron trastornos respiratorios en esEshar
se compar6 la incidencia de esta patologia con el
nivel de exposicién a la contaminacion vehicular.
Para ello se usé el nivel de COHb como un
biomarcador de exposicién. Los niveles de COHb
medidos mostraron que los nifios que asisten a la
escuela ubicada en el centro histérico son los que
presentan un mayor nivel de COHB comparados con
escuelas ubicadas en los sectores Carcelén y Nayon;
no se presentaron casos con niveles neurotdxicos en
la escuela rural y solo del 6% en zona urbano
periférica. En cambio, en el grupo central 70 nifios
(66%) tuvieron concentraciones de COHb mayores
de 5.

En el contexto Sudamericano, en lo referente a
estudios ambientales en el 2007, la Agencia Suiza
para el Desarrollo y la Cooperaciéon con su proyecto
“aire  limpio” ejecutado conjuntamente  por
Swisscontact junto a la Escuela Técnica de Salud
Boliviano-Japonés y el Instituto de investigaciones
Biomédica de la Universidad Mayor San Simén en la
ciudad de Cochabamba en Bolivia se realiz6 un
estudio denominado “Efectos de la exposicion
prolongada al monoéxido de carbono ambiental en
poblacion urbana en riesgo” (Agencia Suiza para el
Desarrollo y la Cooperacién Swisscontact, 2007),
determindndose que las concentraciones de COHb
obtenidas con dos métodos diferentes en la polnlacié
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cronicamente expuesta a emisiones de CO, superan la
media esperada en la poblacion.

En los estudios encontrados donde se relaciona
contaminacién atmosférica con valores de COHb, no
se menciona si los analisis fueron realizados con
metodologias validadas y estandarizadas, lo que
podria generar resultados poco fiables.

Con estos antecedentes y como elemento
necesario para proceder a identificar poblaciones
vulnerables, validar la metodologia analitica para
determinacion de COHb, cuantificar las muestras
obtenidas, se ha procedido a investigar el marco
tedrico que sustenta la medicién de la concentnacio
de carboxihemoglobina en 3 grupos vulnerables en la
ciudad de Quito.

La metodologia que fue validada y usada para la
medicién de COHb en este trabajo investigativo se
basa en la reduccién de la oxihemoglobina y la
metahemoglobina al agregar ditionito de sodio, dand
un espectro caracteristico, mientras que la mayor
afinidad por el oxigeno que tiene la COHb, evita qu
sea reducida, generando dos picos en diferente
longitud de onda. Las absorbancias de los pigmentos
son medidas a 420 nm y 432 nm, a un pH de 6.85,
con absorcion de la COHb a 420 nm y de la Hb a 432
nm (Rios, 2011).

La técnica espectrofotométrica para determina-
cibn de COHb, mediante la reduccién de con
ditionito de sodio, es sencilla y confiable, seuietp
poca cantidad de muestra y ofrece resultados réapido
por lo que es una herramienta importante en
determinacion de intoxicaciones agudas por CO
(Rios, 2011).

En lo que concierne al area técnica de laboratorio,
en el afio 2011, la Universidad Nacional de Colom-
bia, en la Facultad de Medicina en el Departamento
de Toxicologia, la estudiante Diana Shirley RioazDi
elabord una Tesis para optar al titulo de Magester
Toxicologia con el nombre de “Validacién del
método para la determinacién de carboxihemoglobina
en sangre total por técnica espectrofotométrica con
reduccién de ditionito de sodio” En conclusion el

desempefio del método fue satisfactorio, por lo que
puede considerarse como una buena alternativa de
cuantificacion de COHb (Rios, 2011).

MATERIAL Y METODOS

Toma y preparacion de muestras

Se extrajo la sangre venosa a los pacientes en un
tubo vacutainer con anticoagulante (heparina dmsod
o EDTA). Una vez alcanzaron la temperatura
ambiente, en un tubo de ensayo se afiadieron 12 mL
de solucion hemolizante a 100 pL de muestra de
sangre. Una vez homogenizados, se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
tomaron 100 pL del hemolizado y se diluyeron en
2.43 mL de solucion diluyente de COHB. Se dej6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos antes de
proceder a la cuantificacion.

Medicion de la concentracion de COHb en sangre

Las muestras se cuantificaron en el espectrofoté-
metro a una longitud de onda de 420 y 432 nm,
utilizando como blanco la soluciéon diluyente de
COHB.

Para obtener los valores medio y alto de
carboxihemoglobina la sangre fue contaminada
artificialmente mediante burbujeo de mondxido de
carbono a través de un generador de mondéxido de
carbono.

Se uso la siguiente ecuacién para calcular la
fraccion de COHb:

% COHb = [1 — (ARXE)]/ [ARX(Fo- F)—Fs+1]

AR es el radio AjfAss, del hemolizado en
solucion diluyente de COHb

F,=1.3330
F,=0.4787
F;=1.939

Las constantes;FF, y F; son calculadas de las
absorbancias molares de la COHb a 420y 432 nm.

Tabla 1. Niveles de COHb obtenidos por dos analistas efifies.
NB: nivel bajo; NM: nivel medio; NA: nivel alto

Analista 1 Analista 2
1° dia 20 dia 3°dia 4° dia
13-05-2015 14-05-15 15-05-15 16-05-2015
NB NM NA NB NM NA NB NM NA NB NM NA
2,1 26,2 73,9 2,0 26,4 72,% 1P 26|9 71,7 2, 26,31,4
1,9 26,9 74,2 2,0 26,2 74,2 1,7 26|6 71,4 1,8 217,05,6
1,9 26,8 72,8 2,0 25,7 75,4 1P 25)7 79 1,9 26,7 75,1
2,6 26,9 68,2 1,9 26,1 74,0 1,7 26|8 72,1 1,9 26,46,7
1,8 26,0 71,8 2,0 25,7 67,6 18 24]3 73,3 1,9 26,92,8
x =2,1|x =26,6|x =72,2| x=2,0| ¥=26,1| ¥=72,8| x=1,8| ¥=26,1| ¥=73,0| ¥=1,9| ¥=26,6| ¥=74,3
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El disefio de validacion para I
determinacion de COHb basado eA Tabla 2. Nivel bajo de COHb por dia.
Laboratory Guide to Method Validation anc
Related Topic§Eurachem, 1998)contemplo Valores COHB/dia Nivel Bajo
los parametros dprecision(repetibilidad y la Cuarto
reproducibilidad),veracidad (comparacion de _ dia /
la media de los resultados de un método ¢ Primer dia Segundo dfdercer dig
relacion a valores conocidos)imite de analista
cuantificacion (la concentracion mas baja de >
. : ,12 2,02 1,98 2,1
analito que puede ser determinada con
nivel aceptable de precision) fmite de 1,94 2,05 1,77 1.87
deteccion(determinacion de la concentracio 1,93 2,06 1,96 1,98
mas baja del analito o el valor de su propied 2,67 1,99 1,72 1,96
que puede detectarse confiablemente por 1,86 2,04 1,84 1,98
método). x =2,10 x =2,03 x=1,85| x =1,97
Para medir la precisiébn se analizaron Coeficiente de variacién, repetibilidad y
niveles de concentracion de COHb: nivel baj reproducibilidad
nivel medio y nivel alto, con 5 repeticiones Cvrepetibilidad 0,09046597 x100= 9,05%
por tres dias consecutivos y por una mist  [cvReproducibilidad 0,090495863x100= 9,05%
analista. Un cuarto dia se hizo analisis de
niveles de concentracion de carboxih
moglobina: en los mismos niveles, con
repeticiones, por una analista diferente (Tal Tabla 3. Nivel medio de COHb por dia.
1).
Para,determ,inar la ve_racidad del m?todo Valores COHB/dia Nivel Medio
comparé el método validado (reduccion cc -
ditionito de sodio) con un segundo métoc Primer dia Segundo diaTercer dig Cuarto dia
(reduccién con sulfihidrato aménico) y se hiz 2° analista
un estudio de prueba F. 26,23 26,49 26,97 26,31
Los limites de deteccibn y de 26,98 26,28 26,67 27,05
cuantificacion del método fueron calculadc 26,86 25,79 25,73 26,77
experimentalmente como lo recomienda 26,93 26,16 26,83 26,44
guia Eurachem (1998). Para el limite ¢ 26 25.79 243 26,5
deteccion se deben medir 10 veces el blanc % =266 % =26102 | x=261| x =26.614
a la media obtenida se le suman - IeiResetbiidad |0,010880664 0,01
(desviaciones estandar); en esta validacion —
limite de deteccion obtenido es de 0.79%. P: | cvReproducibilidad 0,010883502 1,09
la determinacion del limite de cuantificacion,
la media obtenida se le suman 10s.
Seleccién de la muestra poblacional Tabla 4. Nivel alto de COHb por dia.
Completaron el estudio un total de 1¢
personas, divididos en cuatro grupo [y/giores COHB/dia Nivel Alto
poblacion control (grupol), poblaciéon zon -
expuesta a emisiones de CO, Sur de QL ) 3 ; Cuarto dia
(grupo  2), poblacién zona expuesta Primer dia Segundo d{aTercer dig / _
emisiones de CO, Centro Historico (grupo = 2° analista
poblacién personas fumadoras (grupo 4). 73,95 73,95 71,77 71,45
Grupo 1: 20 personas de la Parroguia 74,22 74,22 71,43 75,63
Nono, ubicada al norte de la ciudad de Quit 72,89 72,89 76,44 75,15
con una poblacién de 1455 habitantes; dor 68,29 68,29 72,13 76,74
hay un bajo indice vehicular y po 71,83 71,83 73,39 72,83
consiguiente bajas emisiones de CO. % =72,236 % =72,236 | x =73,032] ¥ =74,36
Grupo 2: 30 personas en el Sector ' Coeficiente de variacion, repetibilidad y reproduiGdad
ggigj”'hgg:f;:;se” I;S' S“mrué’:tra‘g”'t‘f’ue‘if Curepetibilidad | 0,003929899 0,39
: ' cvReproducibilidad | 0,003930924 0,39

obtenidas por intermedio de un laborator

clinico del sector que facilito la recoleccion ¢
las mismas.
Grupo 3: La tercera muestra fue de 8uU
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Tabla 5. Veracidad del método de ditionito y el
método de formiato de sodio.

Veracidad

Método Ditionito
5,94
5,69
5,7
5,72
6,14
5,82
5,6
5,65
5,63
5,61

0,0296

Método Formiato de

Sodio

6,18
6,29
5,98
6,31
6,24
0,0177

'SLOCD\IG)U‘I-bwl\)I—\

<
e

QW IN|F

Var

Tabla 6. Limite de deteccién del método de
ditionito de sodio.

. Valor %
Medicion COHB
1 0,5
2 0,43
3 0,51
4 0,24
5 0,27
6 0,21
7 0,21
8 0
9 0,43
10 0,18
Media 0.298
Desv. estanddr0,16430324]
10S 1,643032427
3S 0,49290972B
Lim
Deteccion 0,79%
Lim
Cuantificacion 1,94%

personas del Centro Historico de Quito con 40.587
habitantes, las muestras fueron obtenidas por-inter
medio de un laboratorio clinico del sector quelitaci

la recoleccion de las mismas.

Grupo 4: 59 fumadores de una empresa privada,
las muestras fueron tomadas directamente en al luga
de trabajo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Precision: en el nivel bajo (NB) se obtiene un
coeficiente de variacion en la repetibilidad (C\R)
9.05% y un coeficiente de variacion para la
reproducibilidad (CVr) de 9.05 %, valores acepabl
ya que se acepta hasta un CV del 10% en
repetibilidad y un CV del 15% en reproducibilidad
(segln criterios uso de la Ecuacion de Horwitz). El
CV es mas alto que en los otros niveles comprobando
que hay una mayor imprecisiébn en muestras con mas
bajos niveles de COHb, sin embargo los datos son
consistentes alrededor de la media (Tabla 2).

En el nivel medio (NM) se obtuvo un coeficiente
de variacion del 1.09% para la repetibilidad y vh C
de 1.09% para la reproducibilidad, valores que son
aceptados y que demuestra que en niveles mas altos
la precision del analito aumenta y existe menor
dispersion de datos (Tabla 3).

En el nivel alto (NA) se obtienen coeficientes de
variacion de repetibilidad de 0.39% y de 0.39% para
la reproducibilidad, valores aceptados y que ahligu
que en el nivel medio demuestra que, a medida que
aumenta la concentracién del analito, la dispersitn
los datos disminuye y la precisién aumenta (Tahpla 4

Veracidad: se obtuvieron valores de F calculada =
1.68 y una F tabulada = 3.633. Donde se dice que
“H1 = si F calculada es menor o igual que F tatalad
no existe diferencia significativa entre las vazias)
por lo tanto son homogéneas” (Rivera Orozco y
Rodriguez Baez, n.d.) (Tabla 5).

El Limite de Deteccidn obtenido es de 0.79% vy el
Limite de Cuantificacion es de 1.94%. Estos valores
pueden ser aceptados ya que la tablas de criterio
toxicolégico inician sus comparaciones a partir del
2% (Tabla 6).

Medicion del valor % COHb en poblaciones
control y vulneralbles

Grupol: se encontré una mediciéon baja de COHB
(1,89%). Este valor esta por debajo del Limite de
Deteccion del método (<LD), los resultados estan
segun lo y esperado de acuerdo a lo documentado,
donde seglin Repetto (Repetto y Repetto, 2009), los
habitantes de zonas rurales tendran mediciones <2%.
Cumple lo esperado para poblacién control o blanco.
Los datos son consistentes y homogéneos, esto se
puede observar en el bajo valor de la desviacion
estandar (Tabla 7).

Grupo 2: se encontr6 un valor de 2.73% de
COHB, mostrando un aumento en la concentracion
del analito comparado con la zona rural de la
parroquia de Nono, segun la comparacién con latabl
toxicologica este valor esta considerado similadeal
fumadores pasivos que presentan entre un 2-4 % de

ISSN 1579-1734. Dep6sito legal GR-222/2002.



L. CADAVID MORA, K. CORAL CARRILLO, P.CASTOLLEJOPONS
Validaciéon de un método de cuantificacion de caitioglobina
Hig. Sanid. Ambientl6 (4): 1477-1482 (2016)

1482

Tabla 7. Calculos estaditsticos de las mediciones de CQiielpmétodo de
ditionito de sodio en las diferentes cohortes.

Un nivel bajo de COHb
entre 2,4 y 4,3% ya produce una
disminucién de la capacidad de

COHB (Repetto y Repetto, 2009). Los datos son
consistentes y homogéneos (Tabla 7).

Grupo 3: se encontr6 un valor de 2.58% de
COHB, mostrando un aumento en la concentracion
del analito comparado con la zona rural de la
parroquia de Nono, pero ligeramente mas bajo que en
la poblacion de Guamani, segin la comparacién con
la tabla toxicoldgica el valor de esta poblaciédnim
ser considerado similar al de fumadores pasivos que
presentan entre un 2-4 % de COHB (Repetto y
Repetto, 2009). Los datos son consistentes y
homogéneos (Tabla 7)

Grupo 4: se encontré un valor de 3.52% COHb,
demostrando un aumento en la concentracion de la
COHb debido al consumo de tabaco, Los datos en

este caso no son homogéneos, esto se puede observar

en el valor de la desviacion estandar y se dagsor |
diferencias de consumo de cigarrillo ya que van
desde los que fuman un cigarrillo con valores de
2.17% de COHb hasta 20 unidades por dia con
mediciones de 10.62% de COHb (Tabla 7).

CONCLUSIONES

El método espectrofotométrico validado, a pesar
de la simplicidad de ejecucion, ofrece resultados
precisos, veraces y rapidos que permitiran tomar
decisiones importantes en intoxicaciones por
monoxido de carbono.

El método ofrece un Limite de deteccién conve-
niente para determinaciones en niveles bajos y una
buena precisién en niveles altos, lo que permitira
aplicacién en casos forenses de muertes debidas a
intoxicaciones por inhalacion de monodxido de
carbono, y podra ser usado en el Laboratorio de
Criminalistica y Ciencias Forenses de Pichincha.

Los resultados obtenidos en la poblacion control
(Parroquia Nono) corresponden a lo esperado, dando
valores bajos de concentracién de COHb.

Los valores obtenidos en las poblaciones del sur y
centro de Quito presentan valores normales para
moradores de zonas urbanas, estan entre 2.59 y
2.73% COHb; sin superar los valores referenciados
en la literatura, posiblemente debido a la mejortae
calidad de los combustibles en el Ecuador y a la
reduccion en las emisiones de CO desde el afio 2007
(Coral et al., 2010).

trabajo, lo cual puede tener
Nono| Guamani C. Histérico| Fumadoreg implicaciones en la salud de la
Media 2,73| 2,73 2,59 3,52 poblacion general por lo que se
Desviacion estandar 0,29| 0,29 0,51 1,49 refiere al acortamiento potencial
Coeficiente de asimetria | 0,44| 0,44 1,86 2,26 de ciertas actividades profesio-
Nivel de confianza (95,09 0,11 0,11 0,11 0,38 nales recreativas o con alguna
exigencia fisica (Ortega Garcia

et al., 2007).
Los fumadores presentan

valores mas altos de COHb, muy variables de
acuerdo al niumero de cigarrillos que consumen por
dia, al estado de salud, la practica de ejerdisigue
arroja datos desde 2.17 %COHb en un paciente de 37
afios que consume 2 unidades diarias hasta 10.62
%COHb en un paciente fumador de 54 afios que
consume 15 unidades por dia.
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