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VI Resumen y Abstract

Resumen

Relacion entre Concentracion de Monéxido de Carbono Total en Sangre y
Porcentaje de Saturacion de Carboxihemoglobina por Cromatografia de Gases-

Espectrometria de Masas y Espectrofotometria UV/Vis

El mondxido de carbono es un gas que causa la muerte de cientos de personas en el
mundo cada afio. Para el diagndstico y seguimiento de las intoxicaciones por la exposicion
a este agente, se usan métodos espectrofotométricos que cuantifican el porcentaje de
saturacion de carboxihemoglobina, identificandose limitaciones por interferentes tales
como coagulos, lipidos y otros derivados de la hemoglobina. Durante los ultimos veinte
anos, se han desarrollado metodologias analiticas cromatograficas para la determinacién
de la concentracion de mondxido de carbono en muestras de sangre de casos forenses,
observandose que estos resultados son mas exactos y confiables que los obtenidos por la
espectrofotometria ultravioleta-visible. Recientemente, se han adelantado investigaciones
con el fin de establecer la concentracion de mondxido de carbono total en sangre como
nuevo biomarcador y con el objeto de contribuir a la comunidad cientifica en su
construccion, se buscé durante el presente estudio, evaluar su relacion con el porcentaje
de saturacién de carboxihemoglobina; para ello y con base en publicaciones, se desarrollé
y validé un método cromatografico, el cual se empled en el andlisis de cincuenta y dos
muestras de sangre extraidas a treinta y nueve usuarios de ciclo rutas de Bogota. A su
vez, estas muestras también fueron analizadas por espectrofotometria visible. Los
parametros de desempefio del método para la “Determinacion de la concentracién de
monoxido de carbono total” cumplen con los criterios de aceptacion para la validacion de
metodologias bioanaliticas y al analizar los datos en la poblacion objeto de estudio, no se
encontr6 una relacién lineal simple entre el porcentaje de saturacibn de

carboxihemoglobina y la concentracién de monéxido total.

Palabras claves: Espectrofotometria, carboxihemoglobina, cromatografia de gases,

espectrometria de masas, monoxido de carbono.



Resumen y Abstract IX

Abstract

Relation between total blood carbon monoxide and carboxyhemoglobin by gas
chromatography — mass spectrometry and UV/Vis spectrophotometry

Carbon monoxide is a gas that causes the death of hundreds of people in the world
every year. For the diagnosis and monitoring of poisonings from exposure to this agent,
spectrophotometric methods are used that quantify the percentage of carboxyhemoglobin
saturation, identifying limitations by interferents such as clots, lipids and other derivatives
of hemoglobin. During the last twenty years, chromatographic analytical methodologies
have been developed for the determination of the concentration of carbon monoxide in
blood in forensic cases, observing that these results are more accurate and reliable than
those obtained by ultraviolet-visible spectrophotometry. Recently, research has been
carried out in order to establish the concentration of total carbon monoxide in blood as a
new biomarker and in order to contribute to the scientific community in its construction, it
was sought during the present study to evaluate its relationship with the percentage of
carboxyhemoglobin saturation; For this purpose and based on publications, a
chromatographic method was developed and validated, which was used in the analysis of
fifty-two blood samples taken from thirty-nine cycle users of Bogota routes. In turn, these
samples were also analyzed by visible spectrophotometry. The performance parameters of
the method for the “Determination of the concentration of total carbon monoxide” meet the
acceptance criteria for the validation of bioanalytical methodologies and when analyzing
the data in the population under study, no simple linear relationship was found between the

carboxyhemoglobin saturation percentage and the total monoxide concentration.

Keywords: Spectrophotometry, Carboxyhemoglobin, Gas Chromatography-Mass

Spectrometry, Carbon Monoxide.
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Introduccion 1

1.Introduccion

El monoxido de carbono es un gas producto de la combustion incompleta de sustancias
organicas (1), cuya estructura quimica, conformada por un atomo de carbono y un atomo

de oxigeno(2), fue dilucidada por Cruickshank en el afio 1800 (3).

En 1912, se propuso como mecanismo de toxicidad, la hipoxia tisular secundaria a la
alteracion del transporte de oxigeno y aunque no es el unico mecanismo conocido hoy en

dia, contrarrestarlo es la base de los tratamientos clinicos actuales (3).

El mondxido de carbono es el mas abundante de los contaminantes de la atmdésfera
inferior (4) y entre sus fuentes de emision se encuentran los vehiculos automotores, los
procesos industriales e incendios forestales; ademas, el numero de casos de intoxicacion

por este agente en los hogares ha aumentado por el uso de gasodomésticos (1).

A nivel mundial, el monéxido de carbono es conocido por su potencial téxico y se ha
determinado como responsable de un gran numero de intoxicaciones y muertes tanto
accidentales como intencionales (5,6), y Colombia no ha sido ajeno a esta realidad ya que,
entre los afios 2015y 2019, se reportaron un total de 4527 casos de intoxicaciones fatales

y no fatales por CO y otros gases (7).
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2.Definicion y Planteamiento del Problema

Para el diagndstico y seguimiento de las intoxicaciones por monoéxido de carbono se ha
empleado tradicionalmente la carboxihemoglobina tanto como biomarcador de exposicion

de alta especificidad como biomarcador de efecto precoz (1).

Hasta la fecha, la carboxihemoglobina ha sido de gran relevancia cientifica, pues su
determinacion fue la base para el desarrollo de diversas metodologias analiticas, tanto
cualitativas como cuantitativas (8), y el disefio de equipos biomédicos entre ellos los CO-

Oximetros automatizados y los CO-Oximetros de pulso.

Aunque el efecto mas evidente de la intoxicacion aguda por monéxido de carbono se
deriva de la reduccion de la capacidad de la hemoglobina en el transporte del oxigeno, la
descarga de este en los tejidos y la posterior inhibicién de la respiracién celular, se ha
planteado en las ultimas décadas que, en exposiciones cronicas, la concentracion de
monoxido de carbono total podria evidenciar con mayor exactitud, el potencial deletéreo

en este tipo de intoxicaciones en otros 6rganos y tejidos (8—10).

Ante esta necesidad, a nivel internacional, la comunidad cientifica ha desarrollado
métodos que permiten cuantificar la concentraciéon de mondxido de carbono total por
cromatografia de gases acoplada a detector selectivo de masas (11-13). Sin embargo, en
Colombia aun no se cuenta con una metodologia cromatografica que pueda ser utilizada
como herramienta diagnéstica en casos en los que se requiera la determinacion de este

biomarcador.
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3.Justificacion

Con el fin de brindar a la comunidad médico-cientifica de nuestro pais una metodologia
acorde con el estado del arte en la determinacion de biomarcadores, indicadores de
intoxicacién aguda y cronica por CO, este trabajo tiene por finalidad el desarrollo y
validacion inicial de una metodologia por cromatografia de gases acoplada a detector
selectivo de masas que tenga la capacidad de determinar, cuantitativamente, la carga
completa de mondxido de carbono responsable de los efectos deletéreos de exposiciones
a corto y largo plazo a concentraciones ambientales, al dar razén, tanto de la concentracion
de CO disuelto como del CO unido a la hemoglobina (COHb) (11).
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4.Pregunta de Investigacion

¢ Cual es la relacion entre el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la

concentracion de monoxido de carbono total?
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5.0bjetivos

5.1. Objetivo General

Establecer la relacion entre la concentracion de monoxido de carbono total y el
porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina por cromatografia de gases-

espectrometria de masas y espectrofotometria UV/VIS.

5.2. Objetivos Especificos

Validar el método y los parametros de desempefio para la determinaciéon de monodxido
de carbono total en sangre empleando la cromatografia de gases con Automuestreador de

volatiles Headspace y espectrometria de masas.

Determinar el porcentaje de saturacién de carboxihemoglobina en sangre total por

espectrofotometria UV/VIS.

Determinar la concentracion de monoxido de carbono en sangre total por cromatografia

de gases masas — espectrometria de masas.

Evaluar la estabilidad de la carboxihemoglobina en muestras de sangre total.



6 Antecedentes

6.Antecedentes.

Los retos que imponen las caracteristicas propias de muestras postmortem en el area
de toxicologia forense han permitido el estudio de la carboxihemoglobina a partir de
métodos espectrofotométricos y cromatograficos y con ello, la estimacion de la correlacion
de este biomarcador con ambas técnicas analiticas. Walch et al y Hao et al concluyeron
que existe una relacion lineal simple positiva en el rango de concentracion comprendido
ente 0% y 90 %COHb con unos valores para el coeficiente de correlacion (r) de 0,917 (p-
valor<0,0001) y 0,9995, respectivamente. Dos aspectos relevantes de estos estudios
fueron el tipo de detector del método cromatografico y el origen de las muestras de sangre.
En el estudio realizado por Walch et al, se aplicé una metodologia por cromatografia de
gases acoplada a automuestreador de volatiles -Headspace- y detector de ionizacion de
llama (HS-GC-FID) en muestras de sangre total postmortem y en la investigacion de Hao
et al, latécnica fue HS-GC-MS en muestras de sangre total frescas dopadas con mondxido
de carbono (14,15).

Por otra parte, durante el desarrollo del biomarcador Mondéxido de Carbono Total,
Oliverio et al determinaron que, entre 10% y 50% COHb existe una relacion lineal
moderada (R?= 0,68; p-valor< 2,2e-16) entre el mondxido de carbono total en sangre (por
HS-GC-MS) y el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina COHb (empleando CO-

oximetro automatizado) (10).
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7.Marco Teorico

7.1. Toxicocinética y Toxicodinamia del Monéxido de
Carbono

Cuando el monoxido de carbono es inhalado, pasa a la circulacion sanguinea por
intercambio gaseoso en los alvéolos y se une reversiblemente a la hemoglobina,

desplazando al oxigeno ya que su afinidad por ésta es 220 veces mayor (14).

Aunque la mayor parte del monoxido de carbono absorbido se encuentra unido a
proteinas tanto en la sangre como a nivel tisular (16), una pequefia cantidad permanece
en estado libre en la sangre (17), el 1% es metabolizado a diéxido de carbono y el resto se

elimina intacto por la respiracion (16).

Ademas del mondxido de carbono captado del ambiente, el cuerpo tiene la capacidad
de producirlo durante el catabolismo de las proteinas (18) y se cree que desempefia un rol
importante en procesos antiinflamatorios y anti apoptoéticos (19); es asi como en personas
sanas sin habito de tabaquismo y exposicion aparente a este, se van a detectar valores
menores del 1,0 %COHb; ademas, condiciones como la anemia hemolitica hace que en
personas que la padecen, se encuentren valores elevados de carboxihemoglobina (20).
Desde otra perspectiva, existen diferencias en la concentracion de carboxihemoglobina
entre hombre y mujeres, y en estas ultimas, la concentracion es mayor cuando se esta en
la fase lutea del ciclo menstrual (18) y en gestacién por accion de la hormona progesterona

principalmente.
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El principal mecanismo de toxicidad descrito es la hipoxia celular generalizada.
Conforme se fue investigando en el area se descubrid que, ademas, el mondxido de
carbono afecta la cadena respiratoria mitocondrial agravando la hipoxia generalizada,
produce peroxidacion lipidica promoviendo la desmielinizacién de las neuronas, inhibe la
sintesis de adenosina trifosfato aumentando la fraccion de radicales libres y promueve la

generacion de grupos sulfatides, predisponiendo a la aparicién de encefalopatia (1).

Los signos y sintomas de la intoxicacion aguda por monéxido de carbono van desde

dolor de cabeza leve hasta falla cardio respiratoria, coma y muerte (ver Tabla 7-1).

Tabla 7-1: Sintomas clinicos a los diferentes niveles de porcentajes de saturacion de
carboxihemoglobina.
De 0 a 10 %COHb No se presentan.

De 10 a 20 %COHb Asintomatico o dolores leves de cabeza.

Mareos, desmayos, dolores de cabeza severos, nauseas y
De 20 a 30 %COHb .
debilidad muscular.

Dolores de cabeza severos, mareos, vision nublada,
De 30 a 40 %COHb ] o
nauseas, vomito y colapso.

Como lo descrito anteriormente con aumento en la
De 40 a 50 %COHb frecuencia cardiaca y respiratoria. Mayor posibilidad de

colapso y sincope.

Colapso, coma con convulsiones intermitentes, respiracion
De 50 a 60 %COHb
de Cheyne-Stokes.

Coma con convulsiones intermitentes, depresion cardiaca y
De 60 a 70 %COHb . _ _
respiratoria; posiblemente muerte.

Pulso débil y respiracion lenta. Falla cardiaca y respiratoria.
Muerte.

De 70 a 80 %COHb

Fuente: (21)
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7.2. La Hemoglobina y sus Derivados

La hemoglobina es la proteina responsable del transporte de oxigeno y esta conformada
por cuatro subunidades proteicas llamadas globina y cuatro grupos hemo (22). El grupo
hemo esta constituido por un compuesto organico conocido con el nombre protoporfirina

el cual tiene un atomo de hierro en estado ferroso (Fe?**) en su nucleo (Figura 7-1) (23).

Figura 7-1: Estructura de la hemoglobina y el grupo heme.

Estructura de la hemoglobina Fe-protoporfirina IX

Globina
Cadena = =

o H{;’f;;’
Grupo
\[ Propionato

Globina
Cadena

— / Globina
\d A Cadena

P iy

. 2+
ion Fe

Globina
Cadena

; -

Grupo vinilo

\x

Fuente: Adaptado de (23,24)

La exposicion a algunos agentes quimicos, generan cambios en la estructura de la
hemoglobina dando paso a la formacion de sus derivados, entre ellos, la oxihemoglobina,
la metahemoglobina, la carboxihemoglobina y la sulfohemoglobina. Tanto Ila
deoxihemoglobina como la oxihemoglobina determinan la capacidad de transporte de
oxigeno en el organismo y como sus nombres lo indican, la deoxihemoglobina no esta
unida al oxigeno mientras que la oxihemoglobina, si lo esta. Los otros derivados de la
hemoglobina se conocen con el nombre de dishemoglobinas ya que no tienen la capacidad
de transportar el oxigeno. La metahemoglobina se forma cuando el hierro del grupo hemo
se oxida a Fe®". La carboxihemoglobina y la sulfohemoglobina se forman por la unién del
grupo hemo con el mondéxido de carbono y grupos sulfuro, respectivamente. La

concentracion de los derivados de la hemoglobina se expresa con relacién a la
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concentracion de hemoglobina total (Tabla 7-2), es asi como en una misma muestra, la

suma de la fraccién de todos los pigmentos de hemoglobina sera 100% (22).

Tabla 7-2: Expresiones matematicas para el calculo de las concentraciones de los

derivados de la hemoglobina.

Fraccion de la hemoglobina Expresiéon matematica

Concentracion Deoxihemoglobina

Deoxihemog|obina Fraccion de Deoxihemoglobina = x 100 %

Concentracion de hemoglobina total

Concentracion Oxihemoglobina

Oxihemog|obina Fraccion de Oxihemoglobina = x 100 %
Concentracion de hemoglobina total

Concentracion Metahemoglobina

Metahemoglobina Fraccion de Metahemoglobina = x 100 %
Concentracion de hemoglobina total

Concentracion Carboxihemoglobina

Carboxihemog|obina Fraccion de Carboxihemoglobina = x 100 %

Concentracion de hemoglobina total

. . ) Concentracion Sulfohemoglobina
Sulfohemoglobma Fraccion de Sulfohemoglobina = x 100 %
Concentracion de hemoglobina total

Fuente: (22)

7.3. Espectrofotometria UV/VIS

Tradicionalmente, la cuantificacién de los derivados de la hemoglobina se realiza
empleando métodos espectrofotométricos. La espectrofotometria es una técnica que
emplea la luz para medir la concentracion de compuestos quimicos. Su fundamento se
basa en la capacidad que tienen las moléculas para absorber radiaciones
electromagnéticas en un medio, cuando se hace pasar a través de ellas, un haz de luz a
determinada longitud de onda. Este fendmeno éptico se explica a partir de la ley de Beer-
Lambert y las unidades de medida son la transmitancia y la absorbancia. La transmitancia
de un compuesto en una muestra se determina a partir del cociente entre la cantidad de
luz transmitida que llega al detector después de atravesar la muestra y la cantidad de luz
que incidi6 sobre ella. La absorbancia indica la cantidad de luz absorbida por el mismo
compuesto en la muestra y es directamente proporcional a su concentracién, a la distancia
que recorre la luz por la solucion y a la constante de absortividad molar para dicho

compuesto, conocida como coeficiente molar de extincion (Figura 7-2)(25,26).
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Figura 7-2: Ley de Beer-Lambert.
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A = Absorbancia de la muestra.
L = Longitud del recipiente que contiene la muestra.
&£ = Coeficiente molar de extincién.

Fuente: Adaptado de (25,26).

Al tener cada molécula determinados estados de excitacion que la distinguen de otras,
la espectrofotometria se convierte en un instrumento con gran valor para la caracterizacion

de compuestos quimicos.

De acuerdo con la literatura, los métodos espectrofotométricos presentan varias
limitaciones (27), asociadas ya sea, a la metodologia analitica o a las caracteristicas
propias de las muestras. En relacion con la metodologia analitica, se debe evaluar
minuciosamente la capacidad del método para identificar y cuantificar la concentracion de
carboxihemoglobina en una matriz en las que se encuentren otros derivados de
hemoglobina, los cuales tienen espectros de absorcion similares (Figura 7-3) (22). En lo
referente a las caracteristicas propias de las muestras, la presencia de lipidos y coagulos
son interferentes en el analisis y la exposicién a agentes fisicos como el fuego o a
condiciones ambientales, pueden iniciar un proceso de cambio en los componentes de la
sangre que también interfieren en la determinacién de carboxihemoglobina (degradacién

de la hemoglobina, formacién de metahemoglobina y sulfohemoglobina) (28).
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Figura 7-3: Espectro de absorcion caracteristica de cada derivado de hemoglobina.
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Fuente: Adaptado de (22)

Para evitar la interferencia de los derivados de hemoglobina en la determinacion de

carboxihemoglobina, se emplean agentes reductores como el ditionito de sodio.

El método espectrofotométrico empleado para la determinacién de carboxihemoglobina
durante la presente investigacion fue desarrollado por el Grupo de Toxicologia Forense de
la Direccion Regional Bogota del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses,
y se basa en la estimacion de la absorbancia de la carboxihemoglobina a 540 nm y de la

hemoglobina reducida a 555 nm (29).
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7.4. Cromatografia de Gases Acoplada a
Automuestreador de volatiles Headspacey
Espectrometria de masas

La cromatografia es una potente técnica de separacion creada por Mikhail Tswett, |la
cual reune diversos métodos que separan, identifican y determinan los analitos en matrices
complejas. Para que el proceso de separacion se efectue, se requiere de una fase movil
en la cual, se disuelve la muestra y de una fase estacionaria o columna, cuyas propiedades
hace que los analitos de la muestra se retengan en diferentes grados; es asi, como los
fuertemente retenidos tendran una velocidad menor a través de la columna y los
débilmente retenidos, se moveran con mayor rapidez, haciendo que, los componentes se
separen en diferentes zonas, las cuales podran ser analizadas en forma cualitativa y

cuantitativa (25).

La cromatografia de gases acoplada a Automuestreador de volatiles Headspace es una
técnica relativamente sencilla, empleada principalmente para el analisis de compuestos
organicos volatiles de matrices complejas con presencia de otros compuestos de alto peso
molecular y material no volatil que, pueden permanecer en el sistema cromatografico y
resultar en un ensayo analitico deficiente. Para el muestreo por espacio de cabeza
(Headspace en inglés), la muestra se prepara en un vial, en el cual, también se adicionan
un modificante de la matriz y un solvente. Los compuestos organicos volatiles de la matriz
son extraidos de los componentes no volatiles y aislados en el espacio de cabeza del vial;
luego, se toma una porcion de los analitos en fase gaseosa presentes en el espacio de

cabeza y estos son liberados al sistema cromatografico para su respectiva separacion

(Figura 7-4) (30).

Figura 7-4: Vial Headspace.

G: Fase gaseosa (Headspace).
g Se refiere comunmente al espacio

l ] de cabeza.

S: Fase de la muestra.

Contiene los compuestos de interés
S y usualmente son sélidos o liquidos

en combinacién con un solvente y el

modificador de matriz.

Analitos
volatiles

Muestra, solvente y
modificador de matriz.

Fuente (30)
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Luego de la separacion de los analitos por la columna, estos viajan al espectrometro de
masas, equipo que permite la identificacion y cuantificacion de los compuestos de interés

después de ionizarlos y ordenarlos por su relaciéon masa carga (™/;) (25,26).

Los componentes basicos del espectrometro de masas son el puerto de entrada de la
muestra, la fuente de ionizacion, el analizador de masas, el detector y la unidad para el

procesamiento de datos (Figura 7-5).

Figura 7-5: Componentes del espectrometro de masas.

A. Puerto de entrada de la muestra. B. Fuente de lonizacion. C. Analizador de masas. D. Detector. E. Unidad para el

procesamiento de datos.

Fuente (26).

Cuando la muestra ingresa en el equipo, esta es ionizada a partir de técnicas entre las
gue se encuentra, la lonizaciéon por impacto de electrones. Esta emplea una fuente de
electrones conocida como filamento, sobre la cual se aplica un potencial eléctrico de 70
eV que hace que, los electrones que se encuentran en su superficie se carguen muy
energéticamente, abandonando el filamento y moviéndose en el espacio, en donde
colisionan con las moléculas y como producto, estas pierden un electron, quedando
cargadas positivamente y dando lugar a la formacion del lon molecular. Por otra parte,
como la energia de colision es muy alta, la molécula se desestabiliza y se fragmenta en un
patron caracteristico que es reproducible. El producto de la ionizacion es un flujo de iones

positivos acelerados hacia el analizador de masas (25).

El analizador de masas no es mas que un instrumento que separa los iones de acuerdo
con su relacion masa-carga en un campo magnético. El analizador de masas mas

empleado es el cuadrupolo, el cual contiene de 4 a 8 barras conectadas eléctricamente, la
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mitad de ellas al anodo y las otras al catodo de una fuente variable de cadmio. Ademas, a
cada segmento de barras, se le aplica voltaje variable de corriente alterna. Los iones son
acelerados entre las barras gracias a una diferencia de potencial causado por las
variaciones de corriente alterna y continua, y solo los iones con una relacion de ™/, entre
un rango seleccionado, llegan al detector mientras que los otros se convierten en

moléculas neutras al chocar con las barras (Figura 7-6) (25).

Figura 7-6: Funcionamiento de un cuadrupolo.

Anod®

Fuente (25).

Cuando los iones salen del analizador de masas, estos son detectados por un
instrumento conocido con el nombre de transductor de iones el cual convierte la intensidad

de los iones en sefal eléctrica para ser procesada por un software (25).

En todo momento, la fuente de ionizacién, el analizador de masas y el detector debe

operar en vacio para evitar la colision entre los iones (26), (25).

Las sefales eléctricas se convierten en un espectro de masas y este corresponde a un
barrido completo de las masas de los iones y fragmentacion de los analitos presentes en

la muestra (26)

El espectrémetro de masas opera bajo dos modalidades, la primera de ellas se conoce
como full-scan y es empleada, principalmente, para la identificacion cualitativa de

sustancias de interés en una muestra (screening) (26).
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La segunda modalidad es el monitoreo de ion seleccionado o SIM por su nombre en
inglés, la cual da la opcion de seleccionar masas especificas entre periodos de tiempo
estimados en la misma corrida, obligando a que el sistema invierta mas recursos en el
monitoreo de esos iones. El SIM es empleado especialmente para la cuantificacion de
analitos (26).

7.4.1. Meétodo por GC-MS para la Determinacion de Monéxido
de Carbono
En los métodos propuestos en las publicaciones de referencia (10,28,31), se preparan
curvas de calibracién con soluciones acuosas de acido férmico empleando un estandar
interno de acido férmico marcado con carbono trece ('*C). Estas soluciones reaccionan

con &cido sulfurico para formar el mondxido de carbono con los isétopos ?CO y *CO

(Figura 7-7).

Figura 7-7: Liberacion de monodxido de carbono.

1 mol H2COOH + 1 mol H2S04 = 1 mol 2CO + 1 mol H2S04-H20
1 mol H'3COOH + 1 mol H2S04 = 1 mol 3CO + 1 mol H2S04-H20

Fuente: Elaboracion propia.

Al ser el monéxido de carbono un gas, este se libera en el espacio de cabeza del vial y
luego, se toma una muestra de este “aire” y se inyecta en el cromatografo de gases en
donde pasa por una columna de tamiz molecular que separa al oxigeno, nitrégeno,

monoxido de carbono y metano.

En la biblioteca de espectros de masas Nist MS Search 2.3, se indica que el patron de
fragmentacion molecular para el mondxido de carbono (2CO) comprende los iones con
relacion masa/ carga ("/;) 28, 12, 16, y 29 cuyas abundancias relativas son 99,9 %, 4,7%,

1,7% y 1,2%, respectivamente (Figura 7-8).
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Figura 7-8: Patron de fragmentacion del monéxido de carbono *CO
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Fuente: Libreria de espectros de masas Nist MS Search 2.3.

Como el ion ("/;) 28 es el de mayor abundancia, se emplea para identificar el mondxido
de carbono 2CO. Adicionalmente, como el mondxido de carbono formado con el isétopo
13C tiene un peso molecular de 29 y su fragmentacion sigue el mismo patrdn que su isétopo

2CO, se emplea el ion ™/, 29 para su identificacion.

La respuesta instrumental se mide con la relacion de las areas de las sefiales

cromatograficas para estos iones (™, 2%/29).

7.5.El Monéxido de Carbono en Sangre como
Biomarcador de Exposicion en el Diagnéstico de
Intoxicaciones

A nivel fisiologico, se pueden determinar en la sangre, tres tipos de mondxido de
carbono, el CO unido a la hemoglobina, el CO libre y como resultado de la suma de estos
dos, el CO total (COt). Se conoce como CO libre a las moléculas de CO disueltas en la

sangre que no se encuentran unidas a la hemoglobina.

Durante la historia, el CO unido a la hemoglobina se ha medido indirectamente por
métodos espectrofotométricos que determinan la concentracion de carboxihemoglobina,
pero por las limitaciones de esta técnica, diversos investigadores han desarrollado
metodologias analiticas basadas en los principios de la cromatografia de gases acoplada

a multiples detectores, entre ellos el detector selectivo de masas, y han logrado estimar
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tedricamente, el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina partiendo de la

concentracion de CO unido a la hemoglobina (12,15,31).

Dependiendo del rango de concentraciones que se establezca en la metodologia
bioanalitica para determinar el CO, con el mismo método se podria hallar tanto la
concentracion de CO como la concentracién de COt (10). A nivel experimental, para
determinar la concentracién de CO, las muestras se someten a un proceso de burbujeo

con nitrégeno gaseoso y de esta forma se eliminan las moléculas de CO libre (11).

Con relacion a los avances realizados en el analisis de muestras clinicas, se determiné
el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la concentracién de monodxido de
carbono en muestras de sangre de quince conductores de carro sin aparente exposicién a
este agente. Las muestras fueron extraidas de vaso periférico, recolectadas en recipientes
con fluoruro de sodio, procurando dejar el menor espacio de cabeza posible, y
almacenadas en condiciones de baja temperatura hasta su posterior analisis. En esta
investigacion, se estimé que los valores promedio para ambos biomarcadores son 3,49
%COHDb + 2,90 %COHb y 0,29 ymol >CO/mL * 0,24 umol 2CO/mL, respectivamente (31).

En otra publicacion, se determiné el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y
la concentracion de COt en muestras de sangre total de trece voluntarios los cuales fueron
expuestos, bajo condiciones controladas, a monodxido de carbono. A los voluntarios se les
extrajo una y dos muestras de sangre antes y después de la exposicion a CO,
respectivamente. En el articulo no se indico cual fue el tipo de recipiente en el cual se
recolectaron las muestras (tipo de conservante o anticoagulante) ni las condiciones de
almacenamiento, pero si se informd que estas fueron analizadas por triplicado dentro de
las primeras cuarenta y ocho horas después de su recoleccion. Con respecto a los
resultados obtenidos, se deduce qué, para porcentajes de saturacion de
carboxihemoglobina entre 0,0%COHb y 16,0 %COHb se esperarian concentraciones de

mondxido de carbono total hasta de 6,0 ymol 2CO/mL (10).

Hasta diciembre de 2019, ninguna de las publicaciones menciond explicitamente si
existia 0 no, una correlacion entre el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la
concentracién de monoxido de carbono total, por ello, para tener una referencia con
relacion al tamafio de la muestra, se calcul6 el coeficiente de correlacion con los datos

disponibles para la concentracion de CO y se estimo que este era 0,74 (ver Anexo A).
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En enero de 2020, se publicé un articulo en la revista de Forensic Science International,
titulado “New strategy for carbon monoxide poisoning diagnosis: Carboxyhemoglobin
(COHb) vs Total Blood Carbon Monoxide (TBCO)” en el cual se estimé que entre %COHb
y COt existe una correlacion positiva moderada con un coeficiente de determinacion (R?)
de 0,68 (13).

7.6. Factores que Afectan la Determinaciéon de Mondxido
de Carbono en Muestras de Sangre

La pérdida de carboxihemoglobina esta asociada directamente con su concentracion
inicial en la muestra, el tipo de conservante, el volumen de espacio de cabeza y la

temperatura de almacenamiento (32-35).

Oliverio et al. en su publicacibn mas reciente, evaluaron la influencia del tipo de
anticoagulante, volumen de espacio de cabeza, condiciones de almacenamiento y tiempo
en espera de los analisis (por ambas técnicas analiticas), durante 28 dias sobre 2376
muestras de sangre con porcentajes de saturacion en todo el rango de concentracion y
encontraron que, para garantizar la estabilidad de la carboxihemoglobina, la muestra debe
ser recolectada en un tubo con EDTA como anticoagulante, el volumen de espacio de
cabeza debe ser lo menor posible y si no se puede analizar de inmediato, la temperatura

de almacenamiento debe ser bajo cero (-20 °C) (13).

En cuanto al mondxido de carbono total, se encontr6 que este presentd un
comportamiento mas estable, aunque el tipo de conservante y la temperatura de
almacenamiento a temperatura ambiente (+20 °C) influyen en su estabilidad, pero en
menor proporcion en comparacion con la carboxihemoglobina. Se atribuye esta diferencia
entre biomarcadores a que los métodos opticos son susceptibles a los cambios que se
presenta en la sangre por la degradacion de sus componentes sanguineos y la liberacion

de mondxido de carbono desde la molécula de hemoglobina (13).
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7.7.Validacion de Metodologias Bioanaliticas

Para los laboratorios clinicos, toxicolégicos o forenses, la validaciéon de metodologias
bioanaliticas es una actividad fundamental en el aseguramiento de la calidad de los

resultados.

La validacion, de acuerdo con el Vocabulario Internacional de Metrologia, se define
como la “Verificacién, donde los requisitos especificados son adecuados para un uso
previsto” siendo verificacion la “Aportacion de evidencia objetiva de que un elemento dado

satisface los requisitos especificados” (36).

De acuerdo con el grado de implementacion de un método en el laboratorio, la
validacién puede ser completa cuando se requiere o se desea ofrecer un nuevo analisis,
parcial para realizar mejoras a un método ya validado o cruzada, cuando este ya fue
validado en otro equipo y se compara la respuesta con la obtenida, en el equipo actual.
Adicionalmente, validar un método cuantitativo exige la evaluacion de un numero mayor

de parametros en comparacion con un método cualitativo.

En general, los parametros de desempefio a evaluar durante la validacion de la
metodologia bioanalitica para la determinacion de monoxido de carbono total son
selectividad, linealidad, rango, limite de deteccion, limite de cuantificacion, exactitud y

precision en términos de repetibilidad y precision intermedia.

7.7.1. Selectividad

Este parametro esta relacionado con la habilidad del método para identificar
inequivocamente, el analito de interés cuando se encuentra en una muestra con otros

compuestos(37).

7.7.2. Linealidad

Hace referencia a la capacidad del método para obtener resultados directamente
proporcionales a la cantidad del analito de interés en un rango de concentracion definido.
Para su determinacion, la relacion lineal puede ser evaluada a partir de la valoracién de
por lo menos 5 niveles de concentracidn con tres réplicas por nivel; y su analisis estadistico

incluye las pruebas de hipotesis para el intercepto, la pendiente y el coeficiente de
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correlacion (38), un analisis de varianza o la estimacion del coeficiente de variacion de los

factores de respuesta (39).

7.7.3. Limite de deteccion

Corresponde a la minima concentracion de un analito que se puede detectar en una

muestra, pero no, necesariamente, cuantificar (39).

7.7.4. Limite de cuantificacion

Este parametro corresponde a la minima concentracién de un analito que se puede

cuantificar en una muestra con precision y exactitud (39).

7.7.5. Exactitud

La exactitud expresa que tan proximo esta un valor obtenido experimentalmente del que
se acepta como verdadero. Para metodologias bioanaliticas, la exactitud se define en
términos porcentaje de recuperacion de una muestra con relacion a la cantidad de analito
adicionada. Para determinar la recuperacion, se valoran como minimo, 3 puntos de

concentracion con 3 réplicas por cada uno de ellos (37).

7.7.6. Precision

Corresponde al grado de dispersion de los datos y se expresa en porcentaje de coeficiente
de variacion. Hay tres tipos de precisién, la repetibilidad, precision intermedia vy
reproducibilidad. La repetibilidad hace referencia a la dispersion que se obtiene tras realizar
el ensayo bajo las mismas condiciones (intra-ensayo); en la precision intermedia, se
evaluan los datos obtenidos cuando hay variacion en las condiciones (se conoce como
intra-laboratorio y las variables pueden ser: dia, analista, equipo) y finalmente, en la
reproducibilidad, se analizan los datos obtenidos por diferentes laboratorios tras efectuar

el ensayo sobre la misma muestra homogénea (37).
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8.Materiales y Métodos

8.1.Tipo de Estudio

El presente es un estudio experimental de laboratorio cuyo objetivo fue determinar la
relacién entre el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la concentracion de

monoxido de carbono total en muestras de sangre.

8.2.Universo y Unidades de Analisis

Para este estudio se determin6 que el universo son los 48 ciclistas que participaron
durante los recorridos enmarcados en el desarrollo de la investigacion “Impacto de la
contaminacién producto del trafico vehicular sobre los niveles de carboxihemoglobina y la
respuesta respiratoria aguda en ciclistas urbanos de la universidad Nacional de Colombia

— Sede Bogota” liderado por Oscar David Diaz Fonseca de la Maestria en Toxicologia.

Las unidades de analisis corresponden a las 169 muestras de sangre extraidas a los
ciclistas que, en el marco de la investigacion mencionada anteriormente, realizaron el
recorrido desde y hacia las instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota, uno de ellos, en un dia con alto flujo vehicular y el otro, en un dia festivo. De las

169 unidades de analisis, 31 se extrajeron de mujeres y 138 de hombres.

8.3. Criterios de Inclusion

Se establecieron como criterios de inclusion que los ciclistas hubiesen participado en
los recorridos enmarcados dentro de la investigacion “Impacto de la contaminacion
producto del trafico vehicular sobre los niveles de carboxihemoglobina [...]", que sus
edades estuvieran entre los 18 afios y 60 afos y finalmente, que aceptaran participar
voluntariamente en la presente investigacion firmando el formato de consentimiento

informado.
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Debido a que las 169 muestras recibidas en el laboratorio provenientes de la
investigacion “Impacto de la contaminacion producto del trafico vehicular sobre los niveles
de carboxihemoglobina [...]” fueron extraidas a voluntarios que cumplieron los criterios de

aceptacion definidos, estas se incluyeron en su totalidad como unidades de analisis.

8.4. Tamano de Muestra

Para calcular el tamafio de muestra idéneo para determinar la significancia del
coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre el porcentaje de saturacién de
carboxihemoglobina y la concentracion de monéxido de carbono total, se empled la

Ecuacioén (8-1).

Con un nivel de confianza del 95% y una potencia del 80%, los valores Zi..py Z 1.4
corresponden a 1,96 y 0,84 respectivamente (40). El valor r es la magnitud de la correlaciéon
que se desea detectar y debido que, al momento de calcular el tamafio de la muestra, no
se contaba con un dato determinado experimentalmente, este se estimé con base a los

resultados de publicaciones recientes y su valor tedrico fue 0,74 (ver Anexo A).

Entonces, al realizar el calculo se concluydé que, como minimo, se deben analizar 12
muestras de sangre por ambas metodologias bioanaliticas para determinar con un nivel de
confianza del 95% y una potencia del 80%, el coeficiente de correlacion lineal entre el
porcentaje de saturacién de carboxihemoglobina y la concentracion de mondéxido de

carbono total.
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Por tiempo y costos, se analizaron 52 muestras de sangre por ambas metodologias
bioanaliticas.

8.5.Seleccion de la Muestra

A cada una de las muestras de sangre se le asign6 un numero del 1 al 169 de acuerdo
con el orden en el que se recibieron en el laboratorio y luego, para la seleccion de aquellas
que se analizarian por HS-GC-MS, se realizé un muestreo aleatorio simple empleando la
funcién en Excel “+ALEATORIO.ENTRE(1;169)”".

Al concluir con este procedimiento, se escogieron las muestras identificadas con los

numeros que se ensenan en la Tabla 8-1.

Tabla 8-1: Consolidado con las muestras seleccionadas.

N° de muestra N° de muestra N° de muestra N° de muestra
1 63 104 117
6 72 105 118
9 75 106 120
21 77 107 121
22 80 108 125
24 84 109 126
25 95 110 131
38 96 111 135
40 97 112 145
41 100 113 153
49 101 114 167
55 102 115 168
62 103 116 169

Fuente: Elaboracion propia.

8.6.Variables

Las variables que se emplearon para la caracterizacién de la exposicién al mondxido

de carbono en la poblacion objeto de estudio fueron sexo, edad, habito de tabaquismo,
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porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y concentracion de monoxido de carbono

total. La conceptualizacidn y operacionalizacion de estas, se encuentra en la Tabla 8-2.

Tabla 8-2: Conceptualizacion y operacionalizacion de las variables del estudio.

del estudio.

Variable Conceptualizacion Operacionalizacion
Caracter organico que
distingue a los machos de | Femenino.
Sexo :
las hembras al momento | Masculino.
de nacer.
Afos cumplidos que tiene .
o Desde los 18 afios hasta
Edad un individuo al momento

los 60 afios.

No fumador: No fuma
cigarrillos.

Fumador leve: consume
menos de 5 cigarrillos

diarios (41).

carboxihemoglobina en

sangre total.

sangre determinado por
UV/VIS.

®© Habito de consumo de | Consumo de tabaco o
s o Fumador moderado: de
® | tabaco. cigarrillo. o o
O 6 a 15 cigarrillos diarios
(41).
Fumador severo: mas
de 16 cigarrillos por dia
(41)
Porcentaje de | Nivel de
- . . Todo el rango de valores
saturacion de | carboxihemoglobina en

de porcentaje saturacion

de carboxihemoglobina.

de

monoxido de carbono

Concentracion

total en sangre.

Nivel de monodxido de
carbono

determinado por GC-MS

en sangre

Entre 0,0 umol 2CO/mL y
2,99 pmol >CO/mL.

Fuente: Elaboracion propia.
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8.7.Estabilidad a Corto Plazo de la Carboxihemoglobina
en Muestras de Sangre Total.

Se recolectd sangre total en cuatro tubos al vacio con los anticoagulantes acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), citrato de sodio y heparina sédica, respectivamente.
Luego, la sangre recolectada en tres de los cuatro tubos (por anticoagulante), fue saturada
por burbujeo con mondxido de carbono generado in situ, hasta alcanzar concentraciones
entre 10% y 20%, entre 21% y 49% y mayores o iguales que 50% (=50%) (ver Tabla 8-3).

Las muestras se almacenaron en condiciones de refrigeracion (entre 2°C y 8°C) durante
dieciséis dias y la concentracion de carboxihemoglobina fue determinada por
espectrofotometria visible los dias 0, 1, 2, 4, 6 y 16. Finalmente, para evaluar si el tiempo
afecta la concentracion de carboxihemoglobina, se realizé un analisis de varianza con una
confianza del 95%; las hipotesis a contrastar fueron “no hay diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de carboxihemoglobina con respecto al tiempo de
almacenamiento (HO: a1= az...= an)” y “hay diferencias significativas en la concentracién
de carboxihemoglobina con respecto al tiempo de almacenamiento (H1: a1# az...# a,)”. Los
datos fueron procesados en Excel y se complementé con el software estadistico R versiéon
4.0.3 (42).

Tabla 8-3: Muestras para el estudio de estabilidad de la carboxihemoglobina
Concentracion de carboxihemoglobina inicial

Anticoagulante Tubo (dia cero)
N°1 6 %
N°2 14 %
EDTA N°3 34 %
N°4 36 %
N°1 7%
. . N°2 13 %
Citrato de sodio N°3 36 %
N°4 46 %
N°1 5%
Heparina sodica N2 o
N°3 36 %
N°4 57 %

Fuente: Elaboracion propia.
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8.8.Método Espectrofotométrico para la Determinacion

de Carboxihemoglobina

8.8.1. Condiciones del método

Para la determinacion del porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina se empled una

metodologia analitica en la cual se realiza un tratamiento de la muestra con ditionito de

sodio para reducir los derivados de

hemoglobina presentes, excepto Ia

carboxihemoglobina. Después se determina la concentracion de carboxihemoglobina a

partir de la relacién de las absorbancias obtenidas a 540 nm y 555 nm. En |la Tabla 8-4 se

presentan los parametros de este método.

Tabla 8-4: Parametros del método espectrofotométrico.

Parametro

Resultado experimental

Ecuacion de la recta

y =0,0037 x + 0,8045
Donde y es el porcentaje de saturacion de
relacion de

carboxihemoglobina y x es la

absorbancias a 540 nm y 555 nm.

Limite de deteccion

0,36 %COHb

Limite de cuantificacion

1,21 %COHb

Rango de cuantificacion

1,21 %COHb - 66,30 %COHb

Estabilidad de

muestras de sangre total recolectadas en

la carboxihemoglobina en

tubos con EDTA, heparina de sodio y citrato

de sodio.

16 dias en condiciones de refrigeracion (entre 2 °C
y 8°C)

Tiempo de reduccion

No se encontro diferencia estadisticamente
significativa en la concentracion del porcentaje de
saturacion de carboxihemoglobina determinada
entre los 3 minutos y 20 minutos después de la

adicion del agente reductor.

Fuente: (43).
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8.8.2. Equipos

» Espectrofotometro UV/Vis marca Thermo Electron, modelo Helios Alfa serie 114504
con calificacion vigente realizada el 2019-01-21; N° de certificado DE-509 de Innovatek
con celdas de Cuarzo.

* Nevera de refrigeracion.

= Termdmetro digital.

8.8.3. Instrumentos de medicion

»= Micropipeta marca Brand Transferpette ® S de 10 yL a 100 pL.
» Micropipeta marca Brand Transferpette ® S 100 yL a 1000 uL.

8.8.4. Materiales de laboratorio

» Tubos al vacio tapa lila marca PUTH® Vacumine, lote 1806061A, fecha de vencimiento
2019-11.

= Balones volumétricos de vidrio con tapon, clase A, marca Glassco ® con capacidad de
5 mL.

= Balones volumétricos de vidrio con tapén, clase A, marca Glassco ® con capacidad de
10 mL.

= Balones volumétricos de vidrio con tapén, clase A, marca Brand ® con capacidad de
100 mL

» Puntas para micropipetas sin filtro marca Plastibrand ® para capacidad de 200 pL y
1000 pL.

= Jeringas hipodérmicas de 3 mL.

8.8.5. Reactivos

» Solucién de amoniaco (pureza = 25%) marca Merck, lote 49011332 con fecha de
vencimiento 2022-04-30.

= Ditionito de sodio grado reactivo marca JT Baker, N° de lote 35518.

8.8.6. Soluciones de cooximetria

= Kit de soluciones calibradoras marca RNA medical CVC 223 CO-Oximeter Calibration

Verification Controls lote 822334 con fecha de expiracion 2019-12.



Materiales y métodos 29

» Kit de controles de carboxihemoglobina marca RNA Medical QC 253 lote 848840 con
fecha de expiracion 2019-12.

8.8.7. Preparacion de soluciones

Una solucion de amoniaco 0,60% se preparo todos los dias como diluente de la muestra.

8.8.8. Muestras y soluciones de cooximetria

Las muestras se recolectaron en tubos al vacio con EDTA como anticoagulante (tapa lila
por convencion internacional), procurando dejar el menor espacio de cabeza posible y se

almacenaron en condiciones de refrigeracion (entre 2 °C y 8 °C) hasta completar el estudio.

Las ampollas con las soluciones de cooximetria fueron almacenadas en condiciones de

refrigeracion y solo se abrieron hasta su analisis.

8.8.9. Procedimiento para el tratamiento de muestras y
soluciones de cooximetria para la determinacién de
COHb

Para la preparacion de la muestra y las soluciones de cooximetria, en un tubo de ensayo

se adiciono:

- 5,00 mL de NH4OH 0,60%.
- 0,05 mL de muestra o solucion calibradora/control.

- Aproximadamente 70,00 mg de ditionito de sodio.

Se mezcld y se dejo en reposo durante 5 minutos. Culminado el tiempo, se determiné la

absorbancia de cada muestra a 540 nm y 555 nm.
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8.9. Método Cromatografico para la Determinacién de

Monoxido de Carbono Total

8.9.1. Condiciones del método

Con base en publicaciones recientes, se validé un método por cromatografia de gases

acoplada a Automuestreador de volatiles Headspace y espectrometria de masas para la

determinacion de mondxido de carbono en muestras de sangre total (Tabla 8-5).

Tabla 8-5: Condiciones del Automuestreador de volatiles Headspace, cromatografo de

gases y espectrometro de masas.

Parametros del Automuestreador de volatiles Headspace.

Gas de presurizacion del vial Helio
Temperatura del horno 90°C
Tiempo de equilibrio del vial 60 min
Temperatura de la linea de transferencia 160 °C
Parametros del cromatodgrafo de gases.

Puerto de inyeccion.

Temperatura 160 °C
Tipo de inyeccidn Split
Relacion 1:1

Horno

Temperatura 50°C
Tiempo 17,5 minutos
Columna analitica

Flujo 1,3 mL/min
Parametros del espectrometro de masas.

Temperatura de la linea de transferencia al MSD 280°C

Tipo de ionizacion.

Impacto de electrones.

Energia de colision

70,0 eV

Tipo de adquisicién

SIM/scan

lones monitoreados ("/;)

28y 29

Fuente: Elaboracion propia.
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8.9.2. Equipos

e Cromatografo de gases marca Agilent Technologies, modelo 7890B, serie
CN17383001 con columna cromatografica de tamiz molecular HP Plot — Molesieve
marca Agilent Technologies numero de parte 19091P-MS4, serial N° USF299826H.
MassHunter GC/MS Acquisition B.07.06.2704.

MussHunter Workstation Software Qualitative Analysis Navigator Versién B.08.00
MSD ChemStation F01.03.2357.

o Automuestreador de volatiles Headspace marca Agilent Technologies, modelo
7697A, serie CN17410047.

o Espectrometro de masas marca Agilent Technologies, modelo 5977B, serie
US1746M042.

Informe de calificacion del cromatégrafo de gases acoplado a automuestreador de
masas y espectrometro de masas N° KH8427 de 2019-05-03.

e Vortex, marca LB PRO, modelo MX-S con mantenimiento vigente.

e Nevera para refrigeracion marca REVCO, modelo RPR 1204A20 con
mantenimiento vigente.

e Cabina extractora de gases y vapores marca INGEAIRE, modelo CABINET-AIR

con mantenimiento vigente.

8.9.3. Instrumentos de medicion

e Micropipeta marca Socorex ®, modelo Acura 825, con capacidad entre 5 pL y 50
uL, serie 19102055 certificado de calibracion N° 162-958-VOL-18 de 2018-10-30.

¢ Micropipeta marca Brand Transferpette ® S de 10 uL a 100 L, serie 06N03996
certificado de calibracion N° 162-963-VOL-18 de 2018-10-31.

¢ Micropipeta marca Brand Transferpette ® S de 100 yL a 1000 pL, serie 03N53884,
certificado de calibracion N° 162-961-VOL-18 de 2018-11-01.

e Termometro digital marca CONTROL COMPANY, modelo 4227.

e Termohigrémetro digital marca AMPROBE, modelo TR300.

8.9.4. Material de laboratorio

¢ Balones volumétricos de vidrio con tapon, clase A, marca Glassco ® con capacidad
de 10 mL.
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e Balones volumétricos de vidrio con tapon, clase A, marca Glassco ® con capacidad
de 100 mL.

¢ Puntas para micropipetas sin filtro marca Plastibrand ® para capacidad de 200 pL
y 1000 pL.

e Viales de vidrio para Headspace con capacidad para 10 mL, tipo 1 con boca de
agrafe de 20 mm.

e Tapones de 20 mm, en caucho bromo-butilo gris, para viales con boca agrafe de
20 mm.

e Agrafes de aluminio de 20 mm, color plateado, con abertura superior de 9.5 mm de

diametro, de facil grafado y desgrafado.

8.9.5. Reactivos

e Acido férmico marcado con carbono trece H*COOH (P>95%) marca Aldrich, lote

MBBB0474V.

e Acido férmico (P>88%) marca Merck, nimero de producto 0128-05, Iote
0000005463.

e Acido sulfurico 95%-97% marca Merck, nimero de producto 1.00372.2500, lote
K39708932.

e Helio ultra puro 99,9990%, 6 m?, lote N° 02He2003201901.
e Bolsa de globulos rojos pobres en leucocitos, N° de unidad 662449, donado por el

Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e innovacion en Salud.

8.9.6. Soluciones de cooximetria

e Kit de soluciones calibradoras marca RNA medical CVC 223 CO-Oximeter
Calibration Verification Controls lote 822334 con fecha de expiracién 2019-12.
¢ Kit de controles de carboxihemoglobina marca RNA Medical QC 253 lote 848840

con fecha de expiracion 2019-12.

8.9.7. Soluciones de trabajo

Con el fin de evitar la degradacién de las soluciones de trabajo, estas fueron preparadas

los dias en los que se realiz6 su respectiva valoracion.
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= Estandar interno.

Diariamente, se prepard una solucién acuosa de acido formico marcado con carbono trece

H'*COOH de concentracién equivalente a 0,26 umol *CO/mL.

= Selectividad.

Blancos de aire sin frente de solventes.

Soluciones de acido férmico equivalentes a 1 ymol 2CO/mL sin estandar interno ni frente
de solventes.

Soluciones de acido formico equivalentes a 1 pmol 2CO/mL con estandar interno, pero sin
frente de solventes.

Blancos de aire con frente de solventes.

Soluciones de acido formico equivalentes a 1 pmol 2CO/mL sin estandar interno, pero con
frente de solventes.

Soluciones de acido formico equivalentes a 1 ymol 2CO/mL con estandar interno y frente
de solventes.

Sangre total (extraida en un tubo al vacio con EDTA con concentracion de
carboxihemoglobina menor que 10%) sin estandar interno.

Sangre total con estandar interno.

Solucion de acido férmico marcado con carbono trece a una concentracion equivalente a

0,26 umol *CO/mL (estandar interno).

Soluciones acuosas de etanol, metanol y cianuro con concentraciones equivalentes a 150
mg de etanol/100 mL, 150 mg de metanol/100 mL y 10 pg de cianuro/mL.

Muestras de sangre total enriquecidas con etanol, metanol y cianuro con concentraciones
equivalentes a 150 mg de etanol/100 mL, 150 mg de metanol/100 mL y 10 ug de

cianuro/mL.

= Curva de calibracion — sistema.

En tres dias diferentes, se prepararon cinco soluciones acuosas de acido férmico
(H?COOH) equivalentes a 0,10 ymol *CO/mL, 0,25 ymol *CO/mL, 0,51 umol *CO/mL,
1,01 ymol *CO/mL y 2,99 ymol *CO/mL.

Adicionalmente, se us6 agua desionizada para un nivel de concentracion de 0,00 pmol
12
CO/mL.
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= Blanco de glébulos rojos pobres en leucocitos.

Se empled como blanco de gldbulos rojos, una solucion de glébulos rojos diluida con agua
50:50. El porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina para esta solucion fue menor
del 5 %COHb.

= Curva de calibracion — método.

En una matriz de glébulos rojos pobres en leucocitos, se prepararon cinco soluciones de
acido férmico (H'COOH) con concentraciones equivalentes a 0,10 ymol 2CO/mL, 0,25
umol CO/mL, 0,51 umol >CO/mL, 1,01 pmol *CO/mL y 2,99 ymol '2CO/mL.

Adicionalmente se empled el blanco de glébulos rojos para el nivel de concentracion de
0,00 ymol '>CO/mL.

» Limites de deteccion y cuantificacion.

Los limites de deteccién y cuantificacion se calcularon con base a la desviacion estandar
del intercepto y la pendiente de la curva de calibracion y luego, se prepararon soluciones
diluidas de &cido férmico equivalentes a 0,25 ymol 2CO/mL, 0,10 uymol 2CO/mL, 0,05

umol CO/mL y 0,025 umol '>)CO/mL para evaluar la respuesta cromatogréfica.

= Evaluacion de la precision (repetibilidad).

Se prepararon soluciones acuosas de acido formico equivalentes a 0,10 umol 2CO/mL,
0,25 ymol '2CO/mL, 0,36 pmol '>CO/mL, 0,51 ymol '>CO/mL, 0,85 umol '>CO/mL, 1,01
umol CO/mL, 1,94 umol '?CO/mL y 2,99 ymol >*CO/mL.

= Evaluacion de la precision intermedia.

En dos dias diferente, dos analistas prepararon y valoraron soluciones acuosas de acido

formico equivalentes a 0,25 umol '>CO/mL.

= Evaluacion de la exactitud en términos de porcentaje de recuperacion.

Se prepararon soluciones acuosas de acido formico equivalentes a 0,36 umol 2CO/mL,
0,85 umol '>CO/mL y 1,94 pymol >*CO/mL.
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= Soluciones control para el ensayo.

Los dias en los que se realizaron corridas analiticas para determinar la concentracion de
monoxido de carbono total en muestras de sangre o en las soluciones de Cooximetria, se
analizd un juego de controles compuesto por soluciones acuosas de acido férmico
equivalentes a 0,36 umol '?CO/mL, 0,85 pymol *CO/mL y 1,94 ymol 2CO/mL.

8.9.8. Muestras y soluciones de cooximetria.

Para la determinaciéon de mondéxido de carbono total, las muestras fueron almacenadas
bajo condiciones de refrigeracion (2°C-8°C) y los contenedores no fueron abiertos sino

hasta la realizacion del ensayo para COt.

Las soluciones de cooximetria vienen en ampollas y fueron almacenadas en condiciones

de refrigeracion hasta su apertura, la cual se realiz6 el dia del analisis.

Previo a la realizacion del ensayo para la determinacién de monoxido de carbono total, las
muestras y soluciones de cooximetria se retiraron de la nevera y se dejaron a temperatura
ambiente por lo menos, durante una hora. Después, se agitaron suavemente con el fin de

garantizar la homogeneidad de sus componentes.

8.9.9. Procedimiento para el tratamiento de muestras,
soluciones de trabajo y de cooximetria para la
determinacion de COt

En un vial de vidrio de 10,00 mL, adicionar:

- 0,01 mL de la solucion de estandar interno (H"* COOH).

- 0,01 mL de la respectiva solucion de acido férmico (H'?COOH) o muestra.
- 0,30 mL de acido sulfurico concentrado.

- Sellar rapidamente el vial.

- Agitar vigorosamente el vial en vortex durante dos minutos.
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8.9.10. Tratamiento estadistico de los datos para la evaluacion
de los parametros de desempeno del método

= Selectividad.

Se evaluaron los parametros tiempo de retencion en minutos y patron de fragmentacion de

los compuestos volatiles etanol, metanol y cianuro.

Se establecié como criterio de aceptacion que los analitos volatiles no presentaran sefales
cromatograficas en el tiempo de interés y fragmentacion diferenciable del CO (etanol,

metanol, cianuro)

Adicionalmente, para evaluar si la respuesta del ion ™/, 29 proveniente de la muestra afecto
la relacion de areas (ion %%/59), se realizé un analisis de varianza de un factor con una

confianza del 95%.

= Linealidad.

En tres dias diferentes, se realizaron 3 curvas de calibracion (1 curva por dia) con
soluciones acuosas de acido formico equivalentes a 0,10 pmol?CO/mL, 0,25
umol'?CO/mL, 0,51 ymol'CO/mL, 1,01 ymolCO/mL y 2,99 ymol'>’CO/mL.

Adicionalmente, se empled agua para la concentracion equivalente a 0,00 pmol'2CO/mL
con el fin de evaluar la respuesta cuando no esta presente el analito en la solucion y
establecer un punto de comparacion con la curva que se prepard en matriz bioldgica

(solucién de globulos rojos pobres en leucocitos).

Los datos usados para el analisis estadistico fueron las concentraciones de mondxido de
carbono total de cada solucion de referencia en umol'?CO/mL (variable x) y la respuesta

del instrumento expresada en relacion de areas para las sefales "/, 28 y 29 (variable y).

o Meétodo de minimos cuadrados (no ponderados).

Para determinar si los datos presentan una regresion lineal simple, se calcul6 el valor de
la media de la variable x representada por x y el valor de la media de la variable y
representada por y; la diferencia de cada valor x con respecto a x, (x;-x); la diferencia de

cada valor y con respecto a y, (yi-y); la potencia elevada al cuadrado de ambas diferencias
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(xi-x)? y (y-y)? y el producto de (x;-X)*(y-y). Con base en estos valores, se estimo la
ecuacion de la recta que mas se ajusta para los datos de las curvas de calibracion y su
respectivo coeficiente de correlacion. Adicionalmente, se estimo la desviacion estandar de
los residuos de y (Syx), la desviacion estandar de la pendiente (Sy) y la desviacién estandar
del intercepto (S:). En la Tabla 8-6 se presentan las ecuaciones para realizar estos

calculos.

Tabla 8-6: Calculo del coeficiente de correlacion, la pendiente y el intercepto.
. 2ilG — 0@ —y)]
VEilx — 07 Ziyi = 3)?
2il(xi =0y — 3]

Coeficiente de correlacion (r)

Pendiente (b) b = S i — 1)
Intercepto (a) a=y—bx
(y: —9,)2
Sy ) = 21(3:_ Zyl)
Sy
2i(x; — %)?

] ¥ 4
) Sa =5/, nY;(x; — x)?

Fuente (44)
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o Pruebas estadisticas para determinar si hay regresion lineal entre las

variables (datos de la recta no ponderada).

Prueba t student para el intercepto, la pendiente y el coeficiente de

correlacion (recta no ponderada)

Se realizaron pruebas de contraste de hipotesis para la pendiente, el intercepto y el
coeficiente de correlacion, aplicando pruebas de t student con los criterios de aceptacion

que se indican en la Tabla 8-7.

Tabla 8-7: Tratamiento estadistico pruebas de hipoétesis para el coeficiente de correlacion,

la pendiente y el intercepto.

Pruebas

Hipotesis Hipodtesis nula Estimativo Criterios de aceptacion
Coeficiente de B _ rVn-2 - r>0,900.
correlacion (r) No hay regresion b - \/1 'r2 -t experimental > t tabla (0,05; n-2)
Intercepto (a) a=0 ta = % -t experimental <ttabla (0,05; n-2)
Pendiente (b) b=0 o = %b -t experimental > t tabla (0,05; n-2)

n: numero de datos.

r’: Coeficiente de determinacion.

Sa: desviacion estandar del intercepto.
Sb: desviacion estandar de la pendiente.

Fuente (39,44)

Analisis de varianza de la regresion no ponderada.

Para determinar si entre las variables concentracion de monoxido de carbono total en
umol'?CO/mL vy la respuesta instrumental hay una buena correlacion y no se presenta
desvio de la linealidad, se realizd un analisis de varianza de la regresion utilizando el
estadistico F Fisher. En |la Tabla 8-8 se muestran las ecuaciones, las hipotesis y los

criterios de aceptacion que fueron empleados para el analisis de varianza
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Tabla 8-8: Analisis de varianza de la regresion no ponderada.
Desviacién estandar de la linealidad Sx o =X _(Ex)?
Desviacion estandar de la regresion Sxy = Zxy -L—an
Suma de cuadrados para la regresion Ser _(%xﬁ
XX
sc zy 3 (yj)’
Suma de cuadrados del error puro ep
m
Suma de cuadrados para el desvio de la
. . SCdl = SCec = SCr
linealidad
S = Z3(yj)? £5y)?
Suma de cuadrados entre concentraciones cec = 22U ( nY)
k Concentraciones trabajadas.
m Numero de réplicas
Numero total de determinaciones
n
n = m*k
Hipotesis de la regresion.
Hipotesis nula: No hay diferencia significativa entre las concentraciones.
Hipdtesis alternativa: Hay diferencia significativa entre las concentraciones.
Hipotesis de la linealidad.
Hipétesis nula: No hay diferencia significativa dentro de las concentraciones.
Hipotesis alternativa: Hay diferencia significativa dentro de las concentraciones.
Nivel de confianza: 95%
Grados de Suma de Cuadrado F Criterio de
Fuente . ) ) .
libertad Cuadrados Medio experimental | aceptacion
Regresion SC; CM .,
(r) 1 SCr 1 CMer F exp>F tabla
Linealidad SCer - SCep CM 4
(dl) k-2 SCdl k-2 CM e F exp<F tabla
Error  puro SCep
(ep) nk SCe n-k

Fuente (39)
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o Prueba de Cochran para la igualdad varianzas.

Para determinar si el modelo es homo o heterocedastico, se realizé una prueba de Cochran
a partir del célculo de la varianza de la relacion de areas para los iones ™/, 28 y 29 en cada
nivel de concentracién y se contrasto la hipotesis nula, que la varianza de la variable y es

la misma en todos los puntos de la curva de calibracion (Tabla 8-9).

Tabla 8-9: Test de Cochran

Hipotesis nula 512 = 8% = 52
Hipotesis alternativa Por lo menos, la varianza de y es diferente en un
punto de la curva de calibracion.
Nivel de confianza 95%
El mayor si?
G experimental k
> skl
K=1
Se acepta la hipoétesis nula Si G experimental < G tabla (o0 k; n)

Fuente (45)

o Método de minimos cuadrados ponderados.

Para modelos heterocedasticos, los datos son tratados por métodos de regresion
ponderada, dando a cada punto de la recta, se le da “una ponderacién inversamente

proporcional a la respectiva varianza S?” (44).

Para efectuar los calculos, se estimd por nivel de concentracion, el promedio de las
relaciones de areas (), la desviacion estandar (S)), la varianza (S?) y la varianza inversa
(S?). Luego, se determin6 cada una de las ponderaciones w;, para los puntos (x; i),

aplicando la Ecuacién (8-2). Con la Ecuacién (8-3) se calculé la pendiente ponderada (bw)

y con la Ecuacioén (8-4), el intercepto ponderado (aw) (44).
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S;2
W= (8-2)
Yist /n
. XWXyl — nXy Yy, 63)
" ZiWixiz — Ny
a, = yw — bxw (8-4)

o Andlisis de varianza de la regresion ponderada.

Mas tarde se aplicd un analisis de varianza para la evaluacion de la linealidad que exigio
ponderar también, cada uno de las casos de acuerdo con los valores de la variable de
ponderacién w;, de forma que las sumas cuadraticas ponderadas se determinaron
conforme se muestra en la Tabla 8-10. El criterio de aceptacion para esta ANOVA es

rechazar la hipotesis nula (b = 0) si F experimental es mayor que el F tabla (o 0s:1: n-2)(46).
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Tabla 8-10: Analisis de varianza para evaluar la linealidad en regresién ponderada

Grados

Fuente de Sl B cueelzle F experimental Criterio de
: Cuadrados Medio P aceptacion
libertad
.. v - \2 M C_M mod
Regresion 1 Wi (Yi-Yw) ] Mo F exp>F tabla (0,05:1; n-2)
SCrotal - SCwmo
Residual n-2 SCrotal - SCMod Stetal—=lfod
n-2
SC ota
Total n-1 SW(Yi-Yw)? _tf
n_

Fuente: Adaptado de (44,46)

= La concentracion y su error aleatorio

Una vez se determind la ecuacion de la regresidon con residuales heterocedasticos y se
comprobd que la relacion de las variables es lineal, se calculd la concentracion de
monoxido de carbono total en umol 2CO/mL (x,) que corresponde a cada una de las

sefales (y,) obtenidas al valorar las diferentes soluciones de referencia y muestras.

Para determinar el error aleatorio correspondiente a cada valor de concentracion (Sxow),
se estimé la desviacion estandar de los residuos de y de la recta de regresion ponderada

(S W) (Ecuacion (8-5)) y se realizé una ponderacion (w,) del valor y,. Con este el error

aleatorio (Sxow) (Ecuacién (8-6)) y el valor t 05, n-2), S€ calculd el respectivo intervalo de

confianza.

1,
(8-5)

_ Ziwi(Yi — 97
SOh. = —
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1/2
_ 2
Siyhw 1 1 (yo-yw)

Sxow = + —+
2 = 2
b WO n b2 (iwm -NXw )
-

» Limite de deteccion.
Se estimé el limite de deteccion con base a la desviacion estandar del intercepto (sa) y a

la pendiente (b) de la curva de calibracion realizada entre 0,10 ymol *CO/mL y 2,99 uymol

2CO/mL, aplicando la Ecuacién (8-7).

LOD = 3’3'\1225(¥)

(8-7)

Luego, se valoraron por triplicado, soluciones acuosas de acido férmico equivalentes a
0,05 umol 2CO/mL y 0,025 umol '2CO/mL para estimar en la respuesta cromatogréafica de
ambas soluciones, la relacién sefal ruido para el ion ™/, 28. Debido a que los picos
cromatograficos son amplios y al disminuir la concentracion del analito de interés, estos se
achatan, se empleé el algoritmo RMS (root-mean-square) con base al area de la sefial y

se delimito la region del ruido entre 12,0 minutos y 17,5 minutos.

Se establecié como criterios de aceptacion para el limite de deteccion que el coeficiente
de variacion con respecto al tiempo de retencién absoluto para el ion M/, 28 sea menor o
igual que 2% y que su respuesta sea por lo menos, tres veces la relacion sefal ruido

(calculada con base al area de la senal).
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= Limite de cuantificacion.

Se estim6 el limite de cuantificacion con base a la desviacion estandar del intercepto (sa)
y a la pendiente (b) de la curva de calibracion realizada entre 0,10 ymol 2CO/mL y 2,99

umol 2CO/mL, aplicando la Ecuacién (8-8).

L0Q = — JzH(5)

b

(8-8)

Luego, se valoraron por triplicado, soluciones acuosas de acido férmico equivalentes a
0,25 pmol 2CO/mL y 0,10 ymol '?CO/mL para estimar en la respuesta cromatogréfica de
ambas soluciones, la relacién senal ruido para el ion ™/, 28. Debido a que los picos
cromatograficos son amplios y al disminuir la concentracion del analito de interés, estos se
achatan, se empleé el algoritmo RMS (root-mean-square) con base al area de la sefial y

se delimito la region del ruido entre 12,0 minutos y 17,5 minutos.

Como criterios de aceptacion para el limite de cuantificacion, se establecié que el
coeficiente de variacion para el tiempo de retencion para el ion ™/, 28 debe ser menor o
igual que 2%, el coeficiente de variacion para la relacioén de areas de las sefiales de los
iones ™/, 28 y 29 (>CO/**CO) debe ser menor o igual que 20%, la respuesta del analito de
interés debe ser como minimo, diez veces la relacién sefal ruido (calculada con base al

area de la sefial) y su porcentaje de recuperacion debe estar entre el 80% y 120%.

= Exactitud.

Se determind la exactitud en términos de porcentaje de recuperacion a partir de los
resultados obtenidos de la valoracién de soluciones acuosas de acido férmico equivalentes
a 0,36 umol '?CO/mL, 0,85 pymol *CO/mL y 1,94 ymol *CO/mL.

Para cada una de las soluciones, se estimo la relacion de areas para las sefales de los
iones M, 28 y 29 ('?CO/™CO), la concentracion experimental y el porcentaje de

recuperacion con base en la concentracioén tedrica.
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Se establecié como criterio de aceptacion que el porcentaje de recuperacion debe estar
entre el 85 %y 115 %.

=  Precision.

o Repetibilidad.

Se determind la repetibilidad en términos de coeficiente de variacion a partir de los
resultados obtenidos de la valoracién de soluciones acuosas de acido férmico equivalentes
a 0,25 umol '?CO/mL, 0,36 pmol *CO/mL, 0,85 umol '?CO/mL y 1,94 ymol >*CO/mL.

Como criterio de aceptacion se establecioé que el coeficiente de variacion para la relaciéon
de areas de las sefales de los iones ™/, 28 y 29 (*CO/'*CO) debe ser menor o igual que

15%, excepto para el limite de cuantificacion que no debe ser mayor del 20% (39).

o Precision intermedia.

En dos dias diferentes, dos analistas prepararon y valoraron soluciones acuosas de acido

formico equivalentes a 0,25 umol '>CO/mL.

Por dia y analista, se estimé la relacion de areas para las sefales de los iones ™/, 28 y 29

(**CO/™*CO) y sus respectivos coeficientes de variacion.

Como criterio de aceptacion, se establecid que el coeficiente de variacién global para la
relacion de areas de las sefales de los iones ™/, 28 y 29 ('2CO/"®*CO) debe ser menor o
igual que 15% (39).



46 Materiales y métodos

8.9.11. Soluciones control.

o Valoracién inicial de los controles.

Fueron valoradas por triplicado, las soluciones acuosas de acido férmico equivalentes a
0,36 umol '>CO/mL, 0,85 pmol *CO/mL y 1,94 ymol 2CO/mL.

Después, para cada solucion, se estimé la concentracion promedio, su desviacion estandar

y el coeficiente de variacion.

El criterio de aceptacion para la valoracion inicial de los controles fue que el coeficiente de

variacion para las determinaciones por concentracion debe ser menor o igual que 15%.

Luego, con base en la concentracion promedio y el valor de dos desviaciones estandar, se
determinaron los limites de concentracion para las soluciones control que seran valorados

durante el analisis de muestras.

o Valoracioén de los controles durante cada corrida analitica con

muestras o soluciones de Cooximetria.

Para asegurar la calidad de los resultados obtenidos, se establecié que, por corrida
analitica, se emplearia un juego de tres soluciones control cada 10 muestras y al finalizar
la secuencia (soluciones acuosas de &cido formico equivalentes a 0,36 umol '>*CO/mL, 0,85
umol CO/mL y 1,94 ymol 2CO/mL.)

Como criterio de aceptacion para la corrida analitica, se definid que la concentracion de
monoxido de carbono total de cada una de las soluciones control debe estar entre los

limites establecidos.
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8.9.12. Incertidumbre del método.

La incertidumbre del método para determinacion de la concentracién de mondxido de
carbono total se calculd con base en la expresion s/VN, en donde s es la desviacion
estandar de la relacion de areas de los iones m/z 28 y 29 por nivel de concentracion y N
es el numero de determinaciones por nivel. Para el calculo de la incertidumbre expandida,
se multiplico por el factor de cobertura (k = 2) cada uno de los resultados de incertidumbre

obtenidos.

8.10. Consideraciones Eticas.

De acuerdo con la resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica
de Colombia, la presente investigacion se clasifica como de riesgo minimo ya que se
realiza el analisis de muestras de sangre extraidas por puncion venosa en adultos que
gozan de un Optimo estado de salud (47).

La presente investigacion cuenta con el aval del Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de La Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota, otorgado mediante el
Acta de evaluacion N° 006-071-17 del 27 de abril de 2017 (Anexo B).

Todos los sujetos de estudio aceptaron, voluntariamente, su participacion en el estudio
firmando el consentimiento cuyo modelo se muestra en el Anexo C.

Los investigadores del presente estudio declaramos que no existen conflictos de

interés.
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9.Resultados y Discusion

9.1.Estabilidad a Corto Plazo de la Carboxihemoglobina
por UV/Vis.

Durante los dieciséis dias del estudio, se efectu6 por anticoagulante, un total de 48
valoraciones de la concentracion de carboxihemoglobina y en la Tabla 9-1 se muestra en
detalle, la distribucion de estas y la concentracién promedio obtenida para cada uno de los
tubos.

Tabla 9-1: Observaciones por tipo de anticoagulante y concentracion de
carboxihemoglobina.

Anticoagulante | Rango %COHb | tubo | Datos recolectados (n) %ansrrggi%c;?nzggqb?g:
<10% N°1 n: 12. 5+2%

10%- 20%* N°2 n: 13. 13+1%

=Dl 21%. 407" N°3 n: 11. 30£1%
N°4 n: 12. 34+2%

<10% N°1 n: 12. 6+1%

Citrato de 10%- 20%* N°2 n: 12. 13+1%
sodio . N°3 n: 12. 35+1%
21%- 49% N4 n: 12, 45:1%

<10% N°1 n: 12. 4+1%

Heparina 10%- 20%* N°2 n: 12. 12+1%
sodica 21%- 49%* N°3 n: 12. 35+1%
250%* N°4 n: 12. 56+1%

* Concentracién obtenida a partir de un proceso de saturacién con CO.

Fuente: Elaboracion propia.

Con un nivel confianza del 95%, se realizé un analisis de varianza multifactorial y se
encontr6 que los factores que afectaron significativamente la concentracion de
carboxihemoglobina fueron el rango de concentracion (p-valor: < 2e-16), el tipo de

anticoagulante (p-valor < 2e-16) y la interaccion entre estos dos (p-valor: 1,15e-05).
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Ademas, el coeficiente de correlacion (R% 0,9654) y el p-valor (< 2e-16) para el modelo
96% de

carboxihemoglobina ocurrié por los efectos significativos de los factores y la interacciéon

experimental indic6 que el la variabilidad en la concentracién de la

mencionados anteriormente (Ver Anexo N).

Figura 9-1: Graficos de la variacion de la carboxihemoglobina en el tiempo de

almacenamiento por anticoagulante.

Concentracion de carboxihemoglobina vs tiempo
de almacenamiento (citrato de sodio)
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Concentracién de carboxihemoglobina vs tiempo
de almacenamiento (EDTA)
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Tiempo en dias Tiempo en dias
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Concentracion de carboxihemoglobina vs tiempo
de almacenamiento (Heparina de sodio)
60,00
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Fuente: Elaboracion propia.

En la Figqura 9-1 se aprecia el efecto del tiempo en la concentracion de
carboxihemoglobina para cada anticoagulante. De acuerdo con el analisis realizado, el
almacenamiento de las muestras durante dieciséis dias no afectd significativamente la

concentracion de carboxihemoglobina (p-valor: 0,930).
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9.2.Validacién de la Metodologia Analitica para la
Determinacién de Mondéxido de Carbono Total

9.2.1. Selectividad

= Nitrégeno.

Fue mandatorio durante el desarrollo de la metodologia, garantizar que el nitrégeno no
interfiriera en el analisis puesto que, ademas de ser el mayor componente del aire, este es
retenido por la columna analitica y el ion ™/, 28 también es caracteristico de su patrén de
fragmentacion molecular. Lo anterior se logré con la programacion de encendido del

filamento en un tiempo mayor al de su elucion (Figura 9-2).

Figura 9-2: Separacion de analitos en la columna de tamiz molecular.

A 8

10 7 | *EITICHS (1) Blanco aire
1 1 12
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1. Oxigeno
06 \ 2. Nitrégeno.
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1. Neon. 12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
2. Oxigeno. Tiempo de retencion (min)

3.Nitrogeno c
4. Metano.

5. Monéxido de carbono.

+EI SIM(28.0) SIM BLANCO AIRE 3.0
2
15 \
— —
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Cromatograma A: Ensefa la separacién de los analitos en la columna de tamiz molecular HP-Molesieve (obtenido del
inserto de la columna). Cromatograma B: Obtenido tras valorar un blanco de aire. En él se identifican el oxigeno y el
nitrégeno. Cromatograma C: Es el especifico para el ion ™z 28. En un blanco de aire, al aplicar el “solvent delay”, no se
obtiene sefial en el tiempo de retencion definido para el monoéxido de carbono (alrededor de 14 minutos).

Fuente: Elaboracion propia.
= Oxigeno.

A pesar de que este compuesto no presenta un patron de fragmentacion similar al del
monoxido de carbono, fue indispensable evitar su posible interferencia en el analisis, ya
que, asi como el nitrégeno, es separado por la columna analitica y se encuentra disponible

en el aire en altas concentraciones.
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= Monéxido de carbono marcado ('*CO).

Durante el desarrollo de la investigacion, se empleé como estandar interno, una solucion
de &cido férmico marcado con carbono trece (H'*COOH) la cual, al reaccionar con el &cido
sulfarico concentrado produce mondxido de carbono marcado (*CO). Debido a que su
diferencia con el analito de interés radica en la presencia de un neutrén adicional, ambos

presentan sefales cromatograficas en tiempos de retencién similares.

Por otra parte, se evidencié que, cuando se emplea agua en cambio de la solucién acuosa
de acido férmico, no se genera sefal para el ion "/, 28 (Tabla 9-2) y cuando no se adiciona
el estandar interno a una muestra de sangre, se obtiene respuesta del ion "/, 29 que
equivale, en promedio, al 1,17% del area del ion ™/, 28, valor que coincide con lo reportado

en la libreria de espectros de masas (ver Figura 9-3).

Tabla 9-2: Tiempos de retencion de los iones "/, 28 y 29 en las curvas de calibraciéon

realizadas en medio acuoso.

Tiempo de retencion (minutos) lon M/, 28 lon M/z 29

0,000 0,000 0,000 14,198 | 14,177 | 14,156
0,00 pmol 2CO/mL 0,000 0,000 0,000 14,182 | 14,159 | 14,150
0,000 0,000 0,000 14,198 | 14,156 | 14,140
14,134 14,119 | 14,076 | 14,187 | 14,166 | 14,145
0,10 ymol '2CO/mL 14,124 14,108 | 14,060 | 14,193 | 14,166 | 14,129
14,129 14,108 | 14,092 | 14,187 | 14,187 | 14,140
14,135 14,135 | 14,108 | 14,177 | 14,172 | 14,156
0,25 umol '2CO/mL 14,150 14,124 | 14,113 | 14,198 | 14,177 | 14,129
14,140 14,103 | 14,076 | 14,187 | 14,156 | 14,140
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(Continuacion Tabla 9-2)

Tiempo de retencion (minutos) lon M/, 28 lon M/z 29
14,140 14,097 | 14,103 | 14,182 | 14,150 | 14,145
0,51 umol 2CO/mL 14,140 14,131 | 14,092 | 14,182 | 14,166 | 14,156
14,129 14,108 | 14,113 | 14,193 | 14,161 | 14,135
14,150 14,097 | 14,097 | 14,171 | 14,145 | 14,145
1,01 pmol 2CO/mL 14,140 14,103 | 14,092 | 14,171 | 14,140 | 14,134
14,140 14,113 | 14,087 | 14,156 | 14,119 | 14,145
14,029 13,997 | 13,928 14,045| 14,071| 13,965
2,99 pmol 2CO/mL 14,002 13,997 | 13,918 14,045| 14,050 13,960
13,992 13,992 | 13,934 14,050 | 14,050| 13,987

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9-3: Muestra de sangre sin estandar interno (H'*COOH).
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Fuente: Elaboracion propia.

Para evaluar si la respuesta del ion ™/, 29 proveniente del 2CO interfiere en la relacion de

areas '>CO/'*CO, se realiz6 un andlisis de varianza de un factor con los datos obtenidos

de 215 determinaciones y con una confianza del 95% se demostré que no existe diferencia

estadisticamente significativa en la relacion de areas '>CO/"*CO cuando se resta o no del

area total del ion ™/, 29, la cantidad que proviene del ">CO (valor F experimental = 0,40 < valor
F delatabla (0,05; 1:428) = 3,86) (Tabla 9-3).
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Tabla 9-3: Andlisis de varianza efecto del ion ™/, 29 proveniente de '2CO

Origen de las Suma de | Gradosde | Promedio de F F
variaciones cuadrados libertad los cuadrados | experimental | tabla(,os:1;428)
Entre grupos 1,73 1,00 1,73 0,40 3,86
Dentro de los grupos 1901,50 428,00 4,44
Total 1903,23 429,00

Fuente: Elaboracion propia.

= Otros compuestos volatiles.

El etanol, metanol y cianuro son compuestos volatiles cuya determinacion se realiza
principalmente, a partir de metodologias bioanaliticas basadas en los principios del analisis
por Headspace o espacio de cabeza. Para establecer si estos analitos son interferentes
en la determinacion de mondxido de carbono por GC-MS, se evaluaron soluciones acuosas
y muestras de sangre total enriquecidas previamente con dichos compuestos. Como
resultado, se evidenci6 para el ion ™/, 28 que en las soluciones acuosas no se presentaron
sefiales cromatograficas en todo el tiempo de la corrida analitica, pero en el caso de las
muestras enriquecidas, si, pues al contener mondéxido de carbono disuelto y unido a la

hemoglobina, se va a producir su extraccion con el tratamiento de la muestra (Fiqura 9-4).

Figura 9-4: Cromatogramas para soluciones acuosas y muestras de sangre enriquecidas

con etanol y metanol.

Solucién acuosa con etanol y metanol.
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—
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Sangre enriquecida con y

lon 28.00 (27.70 a 28.70) lon 29.00 (28.70 a 29.70)

Abundancia

Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Fuente: Elaboracion propia.
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9.2.2. Linealidad

= Sistema (medio acuoso).

En tres dias diferentes, se prepararon y valoraron tres curvas de calibracién con cinco

niveles de concentracion entre 0,10 umol 2CO/mL y 2,99 umol 2CO/mL vy tres réplicas por

nivel (39). La respuesta instrumental se calculé a partir de la relacién de areas de las

sefiales de los iones ™/, 28 y 29 que corresponden al monodxido de carbono ('?CO) vy el

monoxido de carbono marcado ("*CO), respectivamente. Los resultados se encuentran en

la Tabla 9-4.

Tabla 9-4: Curvas de calibracidon en agua para la determinacion de monéxido de carbono.

Nivel de Concentracion Relacion de areas ) Desviacion
concentracion | ymol 2CO/mL | Dia1 | Dia2 | Dia3 Fromedio estandar

0,10 0,32 0,32 0,32

2 0,10 0,32 0,33 0,33 0,33 0,01
0,10 0,31 0,34 0,34
0,25 0,83 0,79 0,80

3 0,25 0,84 0,78 0,82 0,81 0,02
0,25 0,83 0,81 0,79
0,51 1,57 1,57 1,45

4 0,51 1,63 1,63 1,48 1,56 0,07
0,51 1,56 1,62 1,50
1,01 3,20 3,20 2,82

5 1,01 3,24 3,18 2,83 3,07 0,17
1,01 3,11 3,17 2,89
2,99 9,33 9,25 8,30

6 2,99 8,62 9,14 8,25 8,82 0,44
2,99 8,84 9,23 8,39

Fuente: Elaboracion propia.

Al inspeccionar el grafico de dispersion, se evidencié que aparentemente hay una relacion

lineal entre la respuesta instrumental y la concentracion de mondxido de carbono total en

umol "*CO/mL (Figura 9-5).
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Figura 9-5: Grafico de dispersion - curvas de calibracion en medio acuoso.
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Fuente: Elaboracion propia.

o Distribucion de los residuos.

En el contexto de la regresion lineal, se conoce con el nombre de residuos a la diferencia
entre los valores observados de la variable dependiente (relacion de areas iones "/, 28 y

29) y los valores que se predicen a partir de la recta de regresion.

Dependiendo de la distribucion de los residuos, estos pueden ser homocedasticos o
heterocedasticos. Los residuos homocedasticos presentan una varianza S?
independiente de la variable x, mientras que en los residuos heterocedasticos, la varianza

S?,xdepende de la variable x.

Como los modelos de regresién cambian segun la distribucion de los residuos, se
recomienda antes de ajustar una curva, determinar el tipo de modelo para establecer si se
ajusta a una recta ponderada o no ponderada (46). Para ello, se puede realizar la prueba

de Cochran, el criterio de Barlett o la prueba de Levene (45).
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Al realizar la prueba de Cochran con los datos de las curvas de calibracion preparadas en
medio acuoso, se demostré con un nivel de confianza del 95% y un G experimental Mayor que
el G ge 1a tabla (0,05; 9; 6) (0,846>0,381), que la varianza de la relacion de areas para los iones
M/, 28 y 29 es estadisticamente diferente en por lo menos, un punto de concentracion de

monoxido de carbono total (ver Tabla 9-5).

Al graficar la distribucién de los residuos en funcién de la concentracion de monoxido de
carbono total, se observé que la varianza de los residuos de y (S?,x) depende de la variable
X, aumentando cuando aumenta la concentracion de monoxido de carbono total (Figura 9-
6)

Tabla 9-5: Prueba de Cochran para varianzas.

Hipotesis nula S%0,10) = S%0.25) = S%0,51) = S%1,01) = S%(2.09)
Hipotesis alternativa | Por lo menos, hay una varianza que es diferente.
Nivel de confianza 95%

Concentracion Varianza Datos para la toma de decisién
0,10 umol '?CO/mL 0,00010 | G experimental 0,846
0,25 umol '?CO/mL 0,00049 | G tabla (,05;:n=9;k=5) 0,438
0,51 umol '?CO/mL 0,0045 .

Conclusion: Con una confianza del 95%, se
1,01 ymol *CO/mL 0,0298 .

rechaza la hipotesis nula.
2,99 pmol '>CO/mL 0,1922

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9-6: Grafico de residuos de la variable y — curvas de calibracion en medio acuoso.
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Fuente: Elaboracion propia.
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o Recta de regresién ponderada.

Los parametros de regresion ponderada se calculan a partir de los valores (x;, yi) pero
atribuyendo a cada observacion de y;, un peso w; que es el inverso de la estimacion
corregida de la variable y para el valor x; de la variable x (44,46). Aplicando el método por
minimos cuadrados ponderados a los datos de las curvas de calibracion, se determiné que
la ecuacion de la recta de regresién ponderada es y = 3,035 x + 0,024. En |la Tabla 9-6 se

ensefan los resultados para el método de regresion.

Tabla 9-6: Calculo de la recta de regresion por minimos cuadrados ponderados.

Concentracion xi yi Si S? 1/S? wi WiXi wiyi | wixiyi Wixi?

0,10 umol'?CO 0,10| 0,32 0,01{0,0001| 9884,199| 4,053| 0,407 1,316 | 0,132 0,041
0,25 umol'?CO 0,25| 0,81 0,02|0,0005| 2047,709| 0,840 0,213| 0,682 0,173 0,054
0,51 umol'?CO 0,51 1,56 0,07 |0,0045 222,736 0,091| 0,046| 0,142| 0,072 0,023
1,01 ymol'2CO 1,01 3,07| 0,17 |0,0298 33,581 0,014| 0,014| 0,042| 0,043 0,014
2,99 umol'?CO 2,99| 8,82 0,44|0,1922 5,204| 0,002| 0,006| 0,019| 0,056 0,019
suma 4,87(14,58 | 0,71|0,2270 | 12193,428 | 5,000| 0,686| 2,201| 0,476 0,152
promedio 0,97| 2,92| 0,14 |0,0454 | 2438,686 1,000 | 0,137| 0,440| 0,095 0,030
Concentracion yi yi-Yw (yi-yw)? Wiyi-yw)? | (Ji-Yw) (Yi-yw)? Wi(Ji-Yw)?

0,10 umol'?CO 0,328 -0,116 0,013 0,054 -0,112 0,013 0,051
0,25 umol'?CO 0,793 0,372 0,138 0,116 0,353 0,125 0,105
0,51 umol'?CO 1,563 1,116 1,245 0,114 1,123 1,260 0,115
1,01 ymol'2CO 3,102 2,632 6,927 0,095 2,661 7,084 0,098
2,99 umol'?2CO 9,111 8,377 70,172 0,150 8,671 75,183 0,160
suma 14,897 12,381 78,496 0,529 12,696 83,664 0,529
promedio 2,979 2,476 15,699 0,106 2,539 16,733 0,106

a=0,024 b=|3,035

Fuente: Elaboracion propia.
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o Analisis de varianza para la verificacion de la existencia de la regresion

lineal entre las variables.

Con una confianza del 95% y un F experimentat mayor que €l F ge 1a tabla (0,05; 1; 3) (2880,07 >
10,13), se demostré que existe una relacion lineal entre las variables “relacion de areas de
los iones "/, 28 y 29” y “la concentracion de mondxido de carbono total” en el modelo de
regresion lineal ponderado (Tabla 9-7). Asi mismo, con base en la suma de cuadrados de
la regresion y la suma de cuadrados total, se determiné que, para la regresion ponderada,
el valor del coeficiente de determinacion (R?) es 0,9990 y el coeficiente de correlacion (r)
es 0,9995.

Tabla 9-7: Resultado ANOVA recta ponderada.

Hipdtesis nula b=0
Hipotesis alternativa b#0
Fuente Glrizg(r)tzge C?gg;ggs CLI:/?gdr?odo F experimental F tabla (0,05; 1:3)
Regresion 1 0,53 0,53 2880,07 10,13
Residual 3 0,00 0,00
Total 4 0,53 0,13

Fuente: Elaboracion propia.

o Comparacion entre las rectas ponderada y no ponderada.

Los efectos de ponderacion evidenciados para los datos de la curva de concentracion de
monoxido de carbono total fueron la disminucién del valor del intercepto en el eje y (44) y
el aumento del valor de la pendiente, situaciones que permitieron que los coeficientes de

determinacion y de correlaciéon se acercaran mas a la unidad (Tabla 9-8).

Tabla 9-8: Comparacion de las rectas ponderada y no ponderada.

Recta ponderada Recta no ponderada
Pendiente 3,035 | Pendiente 2,927
Intercepto 0,024 | Intercepto 0,066
Coeficiente de determinacion 0,9990 | Coeficiente de determinacion 0,9957
Coeficiente de correlacion 0,9995 | Coeficiente de correlacion 0,9979
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(Continuacioén Tabla 9-8)

Recta ponderada Recta no ponderada
L Concentracion . Concentracion
Relacion Areas '2CO/*CO Relacion Areas 2CO/'3CO

umol ">CO/mL umol '>CO/mL

0,32 0,099 0,32 0,088

0,81 0,260 0,81 0,255

1,56 0,505 1,56 0,509

3,07 1,004 3,07 1,027

8,82 2,897 8,82 2,990

Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la prediccion de la concentracion de mondxido de carbono total con base
en la relaciéon de areas para las sefiales de los iones "/, 28 y 29, los resultados de ambos
métodos proporcionan valores sin diferencias estadisticamente significativas, afirmacion
que se demostrd con un analisis de varianza aplicada a dos grupos de datos obtenidos al
calcular la concentracion por ambas rectas de regresién cuando se tienen como relacion
de areas '>CO/*CO los valores: 0,32, 0,81, 1,56, 3,07 y 8,82 (F experimental = 0,0008 < F
tabla(0,05;1;8) = 9,32) (Tabla 9-9).

Tabla 9-9: Comparaciéon de las concentraciones obtenidas por ambas ecuaciones de
regresion .

Promedio de
. . Suma de |Grados de F
Origen de las variaciones 3 los : F tabla
cuadrados libertad experimental

cuadrados

Entre grupos 0,00 1,00 0,00 0,001 5,32

Dentro de los grupos 10,78 8,00 1,35

Total 10,78 9,00

Fuente: Elaboracion propia.

En la practica, se tiende a subvalorar los métodos de regresién ponderada por la
complejidad en sus calculos y la proximidad en la estimacion de las concentraciones con
base en una respuesta instrumental en comparaciéon con métodos de regresion no
ponderada. Pero una ventaja que presentan los métodos de regresion ponderada se basa

en la capacidad de proporcionar valores mas reales para los errores (44), por ello, la
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amplitud de los limites de confianza ponderados es mayor en los puntos de la curva de

calibracion con concentracion mas alta de monodxido de carbono (Tabla 9-10).

Tabla 9-10: Comparacion de los limites de confianza entre los métodos de regresion

ponderados y no ponderados.

No ponderada Ponderada
Yo Xo LC (95%) Xo LC (95%)
0,32 0,11 0,04 0,10 0,01
0,81 0,27 0,04 0,26 0,02
1,56 0,52 0,04 0,50 0,05
3,07 1,03 0,04 1,00 0,11
8,82 2,95 0,04 2,90 0,38

Fuente: Elaboracion propia.

= Método.

o Glébulos rojos.

Empleando una solucion de globulos rojos pobres en leucocitos diluida con agua 50:50, se
prepararon cinco soluciones de acido férmico con concentracion equivalente a 0,00 ymol
2CO/mL, 0,10 ymol >*CO/mL, 0,25 umol '>CO/mL, 0,51 pmol 2CO/mL, 1,01 pmol *CO/mL
y 2,99 umol ?CO/mL. Con estas soluciones se preparé una unica curva de calibracion cuya
respuesta instrumental promedio para cada nivel de concentracion, se presenta en la Tabla
9-11.

Tabla 9-11: Curva de calibraciéon en matriz de glébulos rojos.

Nivel de concentracién | Concentracion umol '’CO/mL | Relacion de areas promedio
1 0,00 1,49
2 0,10 1,63
3 0,25 1,72
4 0,51 2,52
5 1,01 3,19
6 2,99 7,90

Fuente: Elaboracion propia.
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La ecuacion de la linea recta que mas se ajusta a estos datos es y = 2,1672x + 1,34, con
una confianza del 95% y un F experimental mayor que el F critico (Tabla 9-12), se
demostro que existe una relacién lineal entre las variables concentracion de monéxido de

carbono y respuesta instrumental.

Tabla 9-12: Analisis de Varianza de la regresion — globulos rojos.

Grados de | Suma de Promedio de F
Fuente F tabla
libertad cuadrados | los cuadrados | experimental
Regresion 1 29,85 29,85 664,64 0,000013
Residuos 4 0,18 0,04
Total 5 30,03

Fuente: Elaboracion propia

A diferencia de las curvas de calibracion preparadas en agua, el intercepto de esta recta
no pasa por cero (ver Tabla 9-13), evidenciandose que la solucion de glébulos rojos no
produce un efecto matriz pues estos tienen una concentracion basal de
carboxihemoglobina y, por ende, de mondxido de carbono total. Al comparar las rectas de
regresion no ponderadas obtenidas después de la valoracién de las curvas de calibracion
en ambos medios (ver Figura 9-7), se concluye que las soluciones de acido férmico deben

ser preparadas idealmente en medio acuoso.

Tabla 9-13: Evaluacion de la linealidad del método en matriz de globulos rojos.

Pruebas para evaluar la Coeficiente de ]
Pendiente Intercepto
linealidad. correlacion
Valor 0,9960 2,1651 1,3208
L . el coeficiente de . . . .
Hipotesis nula (Ho) correlacion es igual a la pendiente esigual a | el intercepto es igual a
cero cero cero
T . el coeficiente de . .
Hipotesis alternativa (H1) | correlacion es la  pendiente es | el intercepto es
diferente de cero diferente de cero diferente de cero
Numero de datos (n) 6 6 6
Nivel de confianza (1- a) 95% 95% 95%
t experimental 22,3500 22,3500 10,4099
t tabla (0,05;52) 2,7764 2,7764 2,7764
Conclusion Se rechaza Ho Se rechaza Ho Se rechaza Ho

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 9-7: Uso de rectas de regresion para comparar el medio de preparacion de las

curvas de calibracion.

Uso de rectas de regresién para comparar el medio de preparacién de las
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Curva de calibracion en matriz biologica

Curvas de calibraciéon en medio acuoso

Fuente: Elaboracion propia.

o Soluciones de Cooximetria.

Se valoraron por duplicado las soluciones calibradoras y de control de Cooximetria marca
RNA Medical®, con numeros de producto CVC 223 y QC 253, con el fin de evaluar su uso

en la preparacién de las curvas de calibracién en matriz biolégica.

Tabla 9-14: Concentracion de monoxido de carbono total en soluciones de Cooximetria.

Concentraciéon | Porcentaje de saturacion
Solucién para Cooximetria umol 2CO/mL | de carboxihemoglobina
promedio. promedio

Nivel 1 Lote 85131 0,51 66,30
CVC 223 Nivel 2 Lote 84858 0,58 4,50
Set 822334 Nivel 3 Lote 84954 0,83 16,80
Calibradores Nivel 4 Lote 85050 0,92 45,60
Nivel 5 Lote 85231 0,96 96,04
QC 253 Nivel 1 Lote 84858 0,60 4,77
set 848840 Nivel 2 Lote 84954 0,86 16,80
Controles Nivel 3 Lote 85050 0,92 45,60

Fuente: Elaboracion propia.
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Como se observa en la Tabla 9-14, las soluciones de Cooximetria no fueron aptas en el
presente estudio para ser empleadas como calibradores ni controles en el analisis de
monoxido de carbono total por GC-MS, ya que los resultados de la concentracion de COt
fueron inferiores a 1,00 umol >CO/mL para todo el rango de porcentaje de saturacion de
carboxihemoglobina (entre 4,50 %COHb y 66,30 %COHD).

9.2.3. Limite de deteccion

Se estim6 que la concentracién equivalente al limite de deteccidon para la presente

metodologia analitica corresponde a 0,05 umol '>CO/mL.

Se llego a este resultado después de reemplazar en la Ecuacidén (8-7) los valores de la

desviacion estandar del intercepto y de la pendiente obtenidos a partir del consolidado de
las curvas de calibracion preparadas en medio acuoso (regresion no ponderada) y de
evaluar la respuesta cromatogréafica de una solucion acuosa de 0,05 umol 2CO/mL con

respecto a la relacion sefial ruido, calculado con base al area (Tabla 9-15).

La concentracién del limite de deteccion obtenida (0,05 umol '>CO/mL) es 200 veces mayor
que la estimada en la literatura (0,00025 umol '2CO/mL) (28) a pesar que en ambas
metodologias analiticas, se definio el mismo volumen de muestra. Esta diferencia se debe
principalmente a las condiciones instrumentales y al método empleado para la evaluacion
del limite de deteccion, pues con respecto a este ultimo, en la investigacion de referencia
se determiné dicha concentracion con base a la lectura de quince blancos mientras que,
en la presente, se estimo a partir de la desviacion estandar del intercepto y la pendiente

de la curva de calibracion.
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Tabla 9-15: Evaluacion de la concentracion equivalente al limite de deteccion 0,05 pmol
2CO/mL.

Teobrico
Sa b LOD
0,0420 2,9267 0,047 ymol 2CO/mL
Experimental
12 Relacion sefial Tiempo de retencion en minutos
Dl el MO, ruido ion ™/, 28* ion ™/, 28 ion ™/, 29
Lectura 1 33,0 14,013 14,076
Lectura 2 33,9 14,018 14,097
Lectura 3 40,0 14,024 14,098
Coeficiente de variacion (%) No Aplica 0,039 % 0,088%
* Con respecto al area.

Fuente: Elaboracioén propia.

9.2.4. Limite de cuantificacion

Se definid que la concentracién equivalente al limite de cuantificacion es 0,10 pmol
2CO/mL.

Se llego a este resultado después de reemplazar en la Ecuacidén (8-8) los valores de la

desviacion estandar del intercepto y de la pendiente obtenidos a partir del consolidado de
las curvas de calibracion preparadas en medio acuoso (regresion no ponderada) y de
evaluar la respuesta cromatogréafica de una solucion acuosa de 0,10 umol 2CO/mL con

respecto a la relacion sefial ruido, calculado con base al area (Tabla 9-16).

En publicaciones empleadas como referencia para el presente estudio, se estimé que la
concentracion para el limite de cuantificacion corresponde a 0,25 pymol ?CO/mL (28), pero
al revisar los resultados en una muestra de 15 de conductores de vehiculo automotor, se
evidencié que las concentraciones de monodxido de carbono oscilaron entre 0,04 pmol
2CO/mL y 0,92 pmol ?CO/mL (el 60% de los individuos tenia CO en una concentracion
inferior a 0,25 umol '2CO/mL) (31); lo anterior generd inquietud e incentivo a la valoracion

de una solucién acuosa de acido férmico con concentracion inferior 0,25 umol '2CO/mL.
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Tabla 9-16: Datos para evaluar la precisién y exactitud en la solucion equivalente a la

concentracion del limite de cuantificacion 0,10 umol 2CO/mL.

Tedrico
Sa b LOQ
0,0420 2,9267 0,14 ymol '>CO/mL
Experimental 0,10 ymol >CO/mL
0,10 umol Tlemp('z/l?nefjtrg;enmon Relacién Concentracion pmol 2CO/mL Exactitud
12 A [)
o) lon M/, 28 lon M/, 29 COEIEED experimental tedrica ik
Lectura 1 13,913 14,024 0,29 0,09 0,10 87,74 %
Lectura 2 13,955 13,976 0,32 0,10 0,10 98,36 %
Lectura 3 13,913 13,092 0,32 0,10 0,10 98,82 %
%CV 0,17 % 3,83% 6,09% 6,60 % No Aplica No Aplica
Relacién sefial ruido ion ™/, 28 Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3
con respecto al area 63,2 67,1 72,1

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 9-8 se muestra la respuesta instrumental para las concentraciones que se

definieron como los limites de deteccion y cuantificacion.

9.2.5. Exactitud

La exactitud del método expresada en términos de porcentaje de recuperacion estuvo entre
el 87% y 98% para el limite de cuantificacion y entre el 95,00% y 101,00% para el resto de
las concentraciones, cumpliendo con el criterio de aceptacion establecidos (ver Tabla 9-
7).

En general, el parametro de exactitud se ve afectado por los errores sistematicos los cuales
deben minimizarse o erradicarse de la experimentacién para que no se sobreponga su

accion a la de los errores aleatorios (48).
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Figura 9-8: Respuesta cromatografica para las concentraciones equivalentes a los limites

de deteccion y cuantificacion.
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Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9-17: Exactitud del método cromatografico.

Concentracion Porcentaje de recuperacion Criterio de aceptacion
87,74 %
0,10 ymol >CO/mL 98 36 0/: Porcentaje de recuperacion
Limite de cuantificacion 98,82 % entre 80 % y 120 %.
, (o}
95,81 %
0,36 umol >CO/mL 99,90 %
100,91 %
99,16 % 5 e d B
0,85 umol "2CO/mL 98,55 %% | Porcentaje (3 recupezamon
97,02 % entre 85 %y 115 %
95,48 %
1,94 pmol "*CO/mL 96,74 %
98,46 %

Fuente: Elaboracion propia.
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Aunque durante la implementacion de la metodologia bioanalitica para la determinacion de
monoxido de carbono total en sangre, los errores sistematicos se minimizaron a partir de
la normalizacién interna, se identificé que el analista debe desarrollar habilidades para la

preparacion de soluciones y el uso adecuado de los topes de las micropipetas.

9.2.6. Precision

Se determiné que el método es preciso puesto que el coeficiente de variacion de las
determinaciones realizadas por un mismo analista sobre una solucién de concentracion de
acido férmico en el rango dinamico de cuantificacion, en el curso de la misma serie de
analisis es menor que los limites establecidos para las metodologias bioanaliticas (Tabla
9-18).

Tabla 9-18: Precision del método cromatografico en términos de repetibilidad.

Concentracion CV experimental N EF EEEEEIon
P CV metodologia bioanalitica
0,10 pmol '>CO/mL @ 6,09 % <20%
0,25 umol ">CO/mL 2 1,99 % <15%
0,25 umol >CO/mL " 1,12% <15%
0,25 umol >CO/mL° 2,39 % <15%
0,25 umol '>CO/mL ¢ 3,49 % <15%
0,25 umol '>CO/mL ® 5,53 % <15%
0,36 umol >CO/mL f 2,73 % <15%
0,85 umol >CO/mL f 1,09 % <15%
1,94 ymol CO/mL ' 1,54 % <15%
a. Valoracioén para la determinacion de la concentracion equivalente al limite de cuantificacion.
b.  Valoracién para la precisién intermedia Analista 1 dia 1.
c.  Valoracién para la precision intermedia Analista 1 dia 2.
d. Valoracién para la precision intermedia Analista 2 dia 1.
e. Valoracién para la precision intermedia Analista 2 dia 2.
f Valoracién inicial de los controles.

Fuen-te: Elaboracién propia.

9.2.7. Precision Intermedia

= Solucién de acido formico equivalente a 0,25 pmol '2CO/mL.

En dos dias diferentes, dos analistas prepararon una solucién de acido férmico en agua
con concentracion equivalente a 0,25 pymol CO/mL vy la analizaron por triplicado. El

coeficiente de variacion global para la relacion de areas fue del 4,1% (Tabla 9-19) y al
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realizar un analisis de varianza con un nivel de confianza del 95%, se demostré que no

hubo diferencia estadisticamente significativa en la respuesta del equipo cuando dos

analistas, en dos dias diferentes, prepararon y valoraron la solucion (Tabla 9-20).

Tabla 9-19: Precisién intermedia del método cromatografico.

Coeficiente de variacion global (%)

Precision intermedia Relacion de areas
0,25 umol '>CO/mL Analista 1 | Analista 2
0,83 0,88
Dia 1 0,84 0,83
0,83 0,88
0,80 0,83
Dia 2 0,82 0,80
0,79 0,89

4,1%

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9-20: ANOVA para evaluar la precision intermedia.

Hipbtesis nula (Ho) Iélaarr?asl;i);gsta instrumental no se ve afectada por el tiempo ni por
Hiptesis alternativa (H-) I;ﬁalriif:uesta instrumental se ve afectada por el tiempo y el
. Suma de Grados de Promedio de los
Origen cuadrados libertad cuadrados FezlEikee FEbE

Muestra 0,002 1,00 0,002 2,55 5,32
Columnas 0,004 1,00 0,004 4,51 5,32
Interaccion 0,00003 1,00 0,00003 0,04 5,32
Dentro del grupo 0,007 8,00 0,0008

Total 0,01 11,00

Conclusién Se acepta Ho

Fuente: Elaboracion propia.

* Muestras de sangre.

Adicionalmente, en dos dias diferentes, se analizaron 18 de las 52 muestras del estudio.

El coeficiente de variacion entre las parejas de muestras fue menor del 12% (Tabla 9-21).

Al efectuar un analisis de varianza de un factor con estos datos, se comprobd con un nivel

de confianza del 95% que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las

concentraciones de monoxido de carbono total determinadas los dias 1y 2 (Tabla 9-22).




Resultados y discusion

69

Tabla 9-21: Coeficiente de variacion entre las muestras de sangre.

Cadigo Dia 1 Dia2 | Concentracion promedio | desviacion | Coeficiente de
Muestra | pmol 2CO/mL | pmol 2CO/mL pmol 2CO/mL estandar variacion (%)

1 1,1 1,2 1,2 0,07 6,08 %
25 1,1 1,2 1,1 0,08 7,28 %
75 1,1 1,1 1,1 0,02 2,20 %
97 1,0 1,1 1,1 0,12 11,14 %
100 1,1 1,3 1,2 0,14 11,70 %
102 1,0 1,1 1,0 0,09 8,84 %
103 1,0 1,1 1,0 0,06 5,82 %
105 0,9 1,0 1,0 0,11 11,03 %
107 1,0 1,0 1,0 0,03 3,55 %
108 1,0 1,0 1,0 0,00 0,04 %
109 1,1 1,0 1,0 0,09 8,78 %
110 1,1 1,1 1,1 0,00 0,07 %
111 1,1 1,0 1,0 0,00 0,47 %
112 0,9 0,9 0,9 0,01 1,57 %
113 1,0 1,2 1,1 0,12 11,41 %
116 1,0 1,1 1,1 0,03 2,82 %
118 1,3 1,2 1,2 0,10 8,59 %
168 1,1 1,1 1,1 0,04 3,80 %

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9-22: Analisis de varianza para evaluar la precision intermedia en las muestras.

Grados )
Origen de las Suma de Promedio de F
de F tabla
variaciones cuadrados los cuadrados | calculado

libertad
Entre grupos 0,02 1 0,02 2,19 413
Dentro de los grupos 0,31 34 0,01
Total 0,33 35

Fuente: Elaboracion propia.
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9.2.8. Seguimiento a los controles.

En la Tabla 9-23 se muestran los limites de concentracion para las soluciones control, los

cuales fueron calculados con base en dos veces la desviacion estandar de las valoraciones

realizadas inicialmente.

Tabla 9-23: Limites de concentracion para las soluciones control.

Control 1

Control 2

Control 3

Promedio

0,36 pmol '2CO/mL

0,84 ymol '>CO/mL

1,89 umol *CO/mL

Desviacion estandar

0,01 ymol '>CO/mL

0,01 ymol '>CO/mL

0,03 ymol '>CO/mL

Limite inferior

0,34 ymol '>CO/mL

0,82 pymol '>CO/mL

1,83 umol >CO/mL

Limite superior

0,38 ymol '2CO/mL

0,85 ymol '2CO/mL

1,94 umol >CO/mL

Fuente: Elaboracion propia.

El cien por ciento de los controles estuvo dentro de los limites y al efectuar un analisis de
95%

estadisticamente significativa entre los resultados obtenidos en la valoracion inicial de los

varianza, se demostr6 con una confianza del que no existe diferencia

controles y durante el analisis de las muestras y controles de cooximetria (ver Tabla 9-
24).

Tabla 9-24: Seguimiento de los controles.

Control bajo Control medio Control alto
Valoracion inicial 0,36 umol '2CO/mL 0,84 umol '2CO/mL 1,89 umol 2CO/mL
Set 1 0,36 umol '>CO/mL 0,84 umol '2CO/mL 1,86 umol '2CO/mL
Set 2 0,34 umol '>CO/mL 0,83 umol '>CO/mL 1,88 umol '2CO/mL
Set 3 0,36 umol '2CO/mL 0,83 umol '2CO/mL 1,94 ymol '2CO/mL
Set 4 0,36 umol '>CO/mL 0,82 umol '2CO/mL 1,89 umol '2CO/mL
Set 5 0,36 umol '>CO/mL 0,82 umol '2CO/mL 1,86 umol '>CO/mL
Set 6 0,35 ymol '2CO/mL 0,85 umol '2CO/mL 1,84 umol '2CO/mL
Set 7 0,35 umol '>CO/mL 0,82 umol '2CO/mL 1,87 umol '2CO/mL
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(continuacion Tabla 9-24)

Control bajo

Control medio

Control alto

Set 8

0,36 umol '2CO/mL

0,84 umol '>CO/mL

1,85 umol '2CO/mL

Set 9

0,37 umol '2CO/mL

0,83 umol '2CO/mL

1,89 umol '2CO/mL

Set 10

0,37 umol '2CO/mL

0,83 umol '2CO/mL

1,83 umol '2CO/mL

Set 11

0,34 umol '>CO/mL

0,83 umol '2CO/mL

1,86 umol '>CO/mL

Andlisis de varianza para el seguimiento de los controles.

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los
F calculado F tabla
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0,003 11 0,0003 0,00042 2,22
Dentro de los grupos 14,50 24 0,60
Total 14,50

Fuente: Elaboracion propia.

9.2.9.

Incertidumbre del método

Con una confianza del 95,45%, la incertidumbre expandida para el método de

determinacion de mondéxido de carbono total por cromatografia de gases, espectrometria

de masas, se calcula de acuerdo con la ecuacién 2*\ (0,0465 x + 0,034)? donde x es la

concentracion de CO total en la muestra.

En la tabla 9-25 se exhiben los resultados obtenidos durante la validacion del método

cromatografico
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Tabla 9-25: Resumen de los parametros evaluados y los resultados obtenidos durante la
validacién del método para la determinacién de COt por HS-GC-MS.

Cumplimiento

2* \ (0,0465 x + 0,034)2
donde x es la concentracion
de COt en pmol'2CO/mL.

Parametro Resultado gg'ete{;%i%i de criterio de
P aceptacion.
Los posibles interferentes | No presenta sefal
Etanol ; . . .
incluidos en el estudio no | cromatografica en
exhibieron sefial | el tiempo de
Metanol cromatografica en el tiempo | retencién del CO y Cumple
de retencion del CO y la | la fragmentacion pie.
: fragmentacion de estos | de estos analitos
Cianuro analitos es diferenciable de la | es diferenciable de
o exhibida por el CO. la del CO
Selectividad - —
Tiempo de retencion
12 (minutos): 14,087. %CV tiempo de
©o %CV tiempo de retencion: retencion < 2% Cumple.
0,44%
Tiempo de retencion
13 (minutos): 14,139. %CV tiempo de
€9 %CV tiempo de retencion: retencion < 2% Cumple.
0,41%
Coeficiente de correlacion (r): r> 0,900 Cumple.
Linealidad Linealidad ~ |-2:299°
ngre]ac; ady F experimental: 2880,07
ango F de la tabla 5. 1:3):10,13 F exp>F tabla
dinamico Rando de Cumple.
190G€ | 1 10-3,00 umol2CO/mL (0.05:1; n-2)
cuantificacion
Tiempo de retencion (minutos)
Limite d ion 28: 14,018 %CV tiempo de
imite ce %CV tiempo de retencion: | retencion < 2%
deteccion 0 Cumple.
0,039%
0,05 ymol/mL. —
., ~ L 3 veces la relacion
Relacion sefal/ruido: 35,5 - .
sefal/ruido ion 28.
Tiempo de retencion (minutos)
Limites de ion 28: 13,927 %CV tiempo de
deteccion y %CV tiempo de retencion: | retencién < 2%
cuantificacion 0,17%
Limite de 10 veces la
cuantificacion Relacion sefal/ruido: 67,5 relacion sefnal/ Cumple.
0,10 ymol/mL. ruido ion 28.
Exactitud  (porcentaje  de 1900
recuperacion): entre 87 — 99% 80-120%.
Precision:  %CV para la o o
relacion de areas <7% %CV < 20%.
Repetibilidad %CV<6% %CV < 15% Cumple.
Precision Precision 0,25 ymol 2CO/mL: CV<5% %CV < 15% Cumple
intermedia Sangre total: CV <12 % %CV < 15% ple.
Exactitud Porcentaje de 95-101% 85-115% Cumple.
recuperacion
Con una confianza del
95,45%, la incertidumbre del
método se estima a partir de la
Incertidumbre del método ecuacion: No aplica. No aplica.

Fuente: Elaboracion propia
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9.3. Tratamiento Estadistico de los Datos para %COHb y
COt

9.3.1. Identificacion de datos atipicos.

Los valores atipicos se definen como aquellas observaciones que se desvian con respecto
al comportamiento de un conjunto de datos que ademas, tienen la capacidad de afectar

los resultados (49).

Para la presente investigacion, los valores atipicos podrian afectar la relacién que hay entre
las variables porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y concentracion de

monoxido de carbono total en muestras de sangre.

= Concentraciéon de monéxido de carbono total.

Del conjunto de datos obtenido para la concentracion de monoxido de carbono total, dos
datos que estuvieron por encima de 1,3 umol '?CO/mL (Ver Tabla 9-26) fueron
considerados atipicos (muestras N° 104 y 118). El dato que se encontraba por debajo del
limite inferior establecido no se considerd atipico ya que estaba a dos desviaciones

estandar de la media.

= Porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina.

Del conjunto de datos obtenido para el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina
(Tabla_9-26), se consider6 como atipico, el resultado para la muestra de sangre
identificada con el cédigo 126 (7,5 %COHD).

Con base en este hallazgo, se tomdé la decision de excluir del tratamiento estadistico, los
resultados de porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la concentracion de

monoxido de carbono total obtenidos para las muestras N°104, 118 y 126.
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Tabla 9-26: Identificacion de datos atipicos.

Porcentaje de saturacion de

carboxihemoglobina

Concentracion de

monoxido de carbono total

Cuartil 1 (Q1) 2,3 %COHb 0,1 umol 2CO/mL
Cuartil 3 (Q3) 3,3 %COHb 1,1 ymol >CO/mL
Rango Intercuartilico (RI) 1,1 %COHb 0,1 umol 2CO/mL
Limite inferior (Q1-1,5Rl) 0,7 %COHb 0,9 umol 2CO/mL
Limite superior (Q3+1,5RI) | 4,9 %COHb 1,3 umol *CO/mL

Fuente: Elaboracion propia.

9.3.2.
poblacion

Distribucion de probabilidad de las variables en la

Con un nivel de confianza del 95%, se determiné a partir de la prueba de Anderson Darling

que las variables porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y concentracién de

monoxido de carbono total en la poblacién evaluada tienen una distribucion normal (Tabla

9-27).

Tabla 9-27: Prueba de normalidad de los datos.

Porcentaje de saturacion de

carboxihemoglobina

Concentracion de

monodxido de carbono total

n 49 49

Promedio 2,8 %COHb 1,0 ymol 2CO/mL
Desviacion estandar 0,8 %COHb 0,1 umol 2CO/mL
Valor AD experimental 0,55 0,17

Valor AD tabla (o,0s) 0,75 0,75

P-valor 0,148 0,934

Hipétesis nula Ho: Xi = N (u, 0?)

Hipotesis alternativa Hs: Xi #N (u, 0°)

Conclusion

Se acepto la hipotesis nula

Fuente: Elaboracion propia.
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9.4.Evaluacién de la Relacién entre el Porcentaje de
Saturacion de Carboxihemoglobina y la
Concentracion de Monéxido de Carbono Total en
Sangre.

Para evaluar si hay una relacion lineal simple entre el porcentaje de saturacién de
carboxihemoglobina (variable independiente) y la concentracion de mondéxido de carbono
total en sangre (variable dependiente), se excluyeron las pareja de datos de las muestras
N°104, 118 y 126, y se tomé el valor promedio para la concentracién de mondxido de
carbono total para aquellas muestras que fueron analizadas en dos dias diferentes (ver
Tabla 9-21).

Figura 9-9: Concentracion de mondéxido de carbono total en sangre versus porcentaje de

saturacion de carboxihemoglobina.

COt versus %COHb
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

COt pmol *2CO/mL

0,20

0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina

Fuente: Elaboracion propia.

Al analizar la dispersion de los datos que se muestran en la Figura 9-9, no se encuentra
una aparente relacion entre el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina y la
concentracion de monéxido de carbono total. Al efectuar pruebas de t student para el

contraste de hipétesis en el modelo de regresion lineal simple, se logré demostrar con una
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confianza del 95% que los valores para el coeficiente de correlacion (r = 0,1977; p-valor:
0,173; t exp = 1,38 < t tabla(,0s:47)= 2,012) y la pendiente (b = 0,022 ymol 2CO/mL; t exp =

1,59 < t tabla(0s.47) = 2,012).) no son estadisticamente diferentes de cero.

Con base en estos resultados, se evidencié que hay variables adicionales al porcentaje
de saturacion de carboxihemoglobina que influyen en la concentracion de mondxido de

carbono total.

La concentracion de monéxido de carbono total corresponde a la suma de la fraccion
de monoxido de carbono unido a la hemoglobina mas la concentracion de mondxido de
carbono libre. Con respecto al monoxido de carbono unido a la hemoglobina, se ha
demostrado experimentalmente que este tiene una relacién lineal con el porcentaje de
saturacion de carboxihemoglobina (r > 0,9) (15,31). En cuanto al mondxido de carbono
libre, su concentracidon en el organismo depende de las condiciones de variabilidad
bioldgica intrapersonal (11) y de acuerdo con un estudio reciente, este puede oscilar entre
el 10% y 60% del COt (10), hecho que lo convierte probablemente, en el responsable de

la falta de correlacion entre los biomarcadores objeto de estudio.

La diferencia entre el valor de coeficiente de correlacién estimado experimentalmente (r
=0,1977) y el calculado con base en las publicaciones disponibles (r = 0,74) radica en que
los datos de concentracion de monoxido de carbono alli consignados fueron obtenidos
después de realizar un pretratamiento de las muestras clinicas y forenses, para eliminar la
concentracion de monéxido de carbono libre en la sangre y obtener solo la concentracién

de mondxido de carbono unido a la hemoglobina (10,12).

Oliverio et al. hallaron una correlacion positiva moderada entre las variables de interés
(R? = 0,68; p-valor<2e-16) después de analizar 2376 muestras de sangre con saturacion
de carboxihemoglobina en todo el rango de concentracion fisioldgico. Adicionalmente, ellos
establecieron un modelo de regresion lineal multiple para el pronéstico del %COHb a partir
del COt en el que se incluye un ajuste por el volumen de espacio de cabeza, el tipo de
anticoagulante, el tiempo de espera para el analisis y la temperatura de almacenamiento
(13).
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En virtud de las condiciones de recoleccion, conservacion y analisis de las muestras
durante el desarrollo del presente estudio, los coeficientes que se tuvieron en cuenta para

la prediccion de la carboxihemoglobina se muestran en la Ecuacidn (9-1), en donde Xt es

el numero de dias transcurridos entre la fecha de recoleccion y el analisis cromatografico
y los dos valores restantes corresponden a los coeficientes de tiempo y temperatura de

almacenamiento, respectivamente.

Coomp = COt - (-0,10 * Xt) — 2,16 (9-1)

Los datos de carboxihemoglobina estimados a partir de la concentracién de mondxido
de carbono total fueron comparados con los valores obtenidos experimentalmente a través
de una prueba t student; con un nivel de confianza del 95%, se determiné que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre estos (Tabla 9-28), demostrando, primero,
que los resultados de %COHb obtenidos espectrofotométricamente son confiables y
segundo, que la metodologia bioanalitica cromatografica desarrollada en el presente
estudio, genera resultados que pueden relacionarse con niveles de carboxihemoglobina

para el diagndstico de intoxicaciones por mondéxido de carbono.

Tabla 9-28: Eficacia del modelo de prediccion.

%COHB Prediccion %COHB Experimental
Media 3,0 3,0
Varianza 1,0 1,0
Observaciones 52 52
Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 101
Estadistico t 1,01
P(T<=t) dos colas 0,32
Valor critico de t (dos colas) 1,98

Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado, el efecto del mondxido de carbono libre sobre la relaciéon entre %COHb y
COt se hace mas notorio cuando esta se evalua en muestras de sangre con porcentajes
de saturacién de carboxihemoglobina en el mismo rango de concentracion. Como

evidencia se presenta la Figura 9-10, en la cual, aunque los valores de %COHb fueron
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estimados a partir de COt, el coeficiente de correlaciéon no es significativamente diferente

de cero (t experimental = 0,33 <t tabia (0,05; 50) = 21009)

Figura 9-10: Concentracion de monoxido de carbono total en sangre versus porcentaje de

saturacion de carboxihemoglobina predicho.
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Fuente: Elaboracion propia.

9.5. Caracterizacion de la Exposicidon a Monoéxido de
Carbono en la Poblacién Objeto de Estudio

Cincuenta y dos muestras de sangre de treinta y nueve voluntarios fueron analizadas
por ambas metodologias analiticas para la determinacion del porcentaje de saturacion de

carboxihemoglobina y la concentracién de monéxido de carbono total.

La edad promedio de los participantes fue de veintitrés afios. El ochenta y cinco por
ciento de ellos fueron hombres y uno tenia habito de tabaquismo leve; para este individuo
la concentracion de carboxihemoglobina estimada experimentalmente fue 4,7 %COHb y
de monodxido de carbono total fue 1,2 pmol 2CO/mL; el %COHb que se pronostico a partir

de COt es de 5,9 %COHDb. Los resultados de este individuo se corresponden con los
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descritos en la literatura para fumadores (50). Ninguna de las mujeres presenté habito de

tabaquismo durante el desarrollo del estudio.

En los no fumadores, el porcentaje de saturacion de carboxihemoglobina estuvo entre
1,6 %COHb y 7,5 %COHb, con una concentraciéon promedio de 2,9 %COHb £ 1,0 %COHb
para los hombres y 2,8 %COHb £ 0,9 %COHb para las mujeres.

Con respecto al mondéxido de carbono total, la concentracion en la poblacién evaluada
estuvo entre 0,8 pmol CO/mL y 1,4 pmol 2CO/mL y los hombres presentaron en
promedio, mayor concentracion que las mujeres, con una diferencia de 0,1 ymol >CO/mL

entre ambos.
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10. Conclusiones y Recomendaciones

Los resultados de las caracteristicas analiticas evaluadas permiten concluir que el
método validado es idoneo para la determinacién de COt por HS-GC-MSD en el rango de
concentracion entre 0,1 ymol'CO/mL y 3,0 ymol'2CO/mL y puede ser empleado para la
caracterizacion de los niveles de monéxido de carbono total en poblacién general (ver tabla
9-25). Ademas, esta metodologia puede ser util para evaluar la exposicion a monéxido de
carbono en muestras forenses en las cuales se pueden presentar mayores interferencias

espectrales por procesos de deterioro de la sangre (putrefaccion postmortem e in vitro).

El noventa por ciento de la poblacion evaluada, los niveles de saturacion de COHb estan
por debajo del 3,5% cuando se determiné por el método espectrofotométrico, lo cual
evidencid que esta poblacion no presentd una exposicion significativa al monodxido de

carbono.

El promedio de concentracion de mondxido de carbono total en la poblacion evaluada
fue de 1,0 umol 2CO/mL + 0,1 ymol '>CO/mL cuando se empleé el método HS-GC-MSD
validado. Al comparar los resultados obtenidos con valores de referencia reportados en
otras publicaciones (aproximadamente1 umol '>CO/mL), se evidencié que en la poblacion

de estudio no hubo una exposicion significativa al mondxido de carbono.

Los resultados de los estudios de estabilidad a corto plazo mostraron que no hay una
variacion estadisticamente significativa en la concentracion de COHb cuando las muestras
de sangre total fueron almacenadas en condiciones de refrigeracion durante 16 dias en

tubos con EDTA, citrato de sodio o heparina sddica (p-valor: 0,93).

En las muestras de sangre total con concentraciones menores que 10% COHb, no se
encontré una relacion lineal simple entre los biomarcador monoéxido de carbono total y
carboxihemoglobina (r = 0,1977; p-valor: 0,173; t exp = 1,38 < t tabla (0,05.47) = 2,012).
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Cuando se compararon los resultados obtenidos en este estudio con los publicados, se
observd que el coeficiente de correlacion se hace estadisticamente diferente de cero
cuando se evalua en un grupo de muestras con concentraciones de carboxihemoglobina

entre 10% y 70% de saturacion.

Para proximas investigaciones, se recomienda verificar la aplicabilidad del método
cromatografico validado en poblaciones con una exposicién significativa al mondxido de
carbono, tales como trabajadores que desarrollan actividades en recintos cerrados con
fuentes de exposicion conocidas, asi como determinar la estabilidad del mondxido de
carbono total en muestras de sangre total recolectadas en contenedores con varios tipos

de conservantes y almacenadas en diferentes condiciones.
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11. Limitaciones.

Como limitacién principal del estudio, se tiene que, a nivel mundial, la determinacion de
monoxido de carbono total por GC-MS es un tema relativamente nuevo y son pocos los

expertos con conocimiento en esta area.
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12. Financiacion.

Para el desarrollo de la presente investigacion, se recibié apoyo econémico por parte
de la Universidad Nacional de Colombia a través de la “Convocatoria Nacional para el
apoyo a proyectos de investigacion y creacién artistica de la Universidad Nacional de
Colombia 2017-2018”; el proyecto se identificd con el codigo Hermes 41336 y cdodigo
QUIPU 201010028989.

Asimismo, en el marco del convenio celebrado entre la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia y el Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses, este proyecto se inscribié en la Escuela de Medicina Legal bajo el codigo 2018-
A-09 y contdé con la autorizacion para el uso de los equipos y las instalaciones del

Laboratorio de Toxicologia Forense de la Direccion Regional Noroccidente.
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Datos para la estimacion del coeficiente de correlacion que fue empleada

para el calculo del tamaino de muestra.

Concentracion

Lol 2CO/mL %COHb Tipo de muestra Fuente
3,00 35 | Postmortem (28)
3,80 38 | Postmortem (28)
0,10 0 | Postmortem (28)
0,40 0 | Postmortem (28)
3,40 40 | Postmortem (28)
0,70 5 | Postmortem (28)
0,20 3 | Postmortem (28)
3,00 38 | Postmortem (28)
0,14 1,7 | Clinica (Chofer) (31)
0,13 1,6 | Clinica (Chofer) (31)
0,38 4,6 | Clinica (Chofer) (31)
0,92 11 | Clinica (Chofer) (31)
0,53 6,4 | Clinica (Chofer) (31)
0,24 2,9 | Clinica (Chofer) (31)
0,55 6,6 | Clinica (Chofer) (31)
0,45 5,4 | Clinica (Chofer) (31)
0,06 0,7 | Clinica (Chofer) (31)
0,04 0,5 | Clinica (Chofer) (31)
0,06 0,7 | Clinica (Chofer) (31)
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Concentracion
umol 2COfmL %COHb Tipo de muestra Fuente
0,09 1,1 | Clinica (Chofer) (31)
0,23 2,8 | Clinica (Chofer) (31)
0,23 2,8 | Clinica (Chofer) (31)
0,30 3,6 | Clinica (Chofer) (31)
3,10 18 | Postmortem (31)
3,00 35 | Postmortem (31)
3,80 38 | Postmortem (31)
0,40 4 | Postmortem (31)
0,50 5 | Postmortem (31)
0,80 9 | Postmortem (31)
1,10 13 | Postmortem (31)
1,30 14 | Postmortem (31)
1,00 11 | Postmortem (31)
5,00 18 | Postmortem (31)
0,10 0 | Postmortem (31)
2,30 18 | Postmortem (31)
4,00 68 | Postmortem (31)
0,30 0 | Postmortem (31)
0,40 0 | Postmortem (31)
3,40 40 | Postmortem (31)
0,70 5 | Postmortem (31)
0,20 3 | Postmortem (31)
0,30 0 | Postmortem (31)
0,50 0 | Postmortem (31)
0,70 9 | Postmortem (31)
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Concentracion

Lol 2CO/mL %COHb Tipo de muestra Fuente

7,30 14 | Postmortem

3,70 12 | Postmortem

0,10 0 | Postmortem

(

(
0,50 0 | Postmortem (31)

(

(

3,00 38 | Postmortem
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B. Anexo.

SESQUICENTENARIO

UNIVERSIOAD NACIONAL DE COLOMBIA

Aval Comité de Etica.

? UNIVERSIDAD

* NACIONAL

DE COLOMBIA

Comité de Etica
Facultad de Medicina

Sede Bogotd

ACTA DE EVALUACION: N°, 006-071-17
Fecha: 27 de abril de 2017

Nombre completo del proyecto: “RELACION ENTRE CONCENTRACION DE MONOXIDO DE CARBONO EN
SANGRE Y PORCENTAJE DE SATURACION DE CARBOXIHEMOGLOBINA POR CROMATOGRAFIA DE GASES-
ESPECTROMETRIA DE MASAS Y ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE EN POBLACION EXPUESTA EN BOGOTA".

Versién niimero: 01

Sometido por: la estudiante Erica Sofia Villa Correa

Dirigido por: los profesores Nancy Patifio Reyes, Patricia Heredia Marroquin y Vicent Varlet

Presentado por: la profesora Alba Isabel Rodriguez Pulido, Coordinadora Académica

Departamento o Seccién: Programa Curricular Maestrfa en Toxicologia de la Facultad de Medicina

Fecha en que fue sometido a consideracién del Comité: 27 de abril de 2017

EL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA. Se constituyé mediante la
Resolucién 152, (Acta No. 43 del 5 de diciembre de 1996) actualizado mediante resolucién 008 (acta 03 de 27
de enero de 2011), de Consejo de Facultad el Comité de Etica de investigacién, el cual esta regido por la
Resolucién 008430 del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establecié las normas
cientifi técnicas y administrativas para la i igacion en salud; los principios de la Asamblea Medica
Mundial expuestos en su Declaracién de Helsinki de 1964, dltima revision del afio 2000; y el cédigo de

regulaciones federales, titulo 45, parte 46, para la proteccion de los sujetos humanos, del departamento de
salud y servicios humanos de los institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (Junio 18 de 1991).

1.Sus los si d del presente proyecto:

& Carta de presentacion del proyecto generada por la unidad bésica o el departamento.

o Copia de la evaluacién de los jurados o pares académicos que evaluaron y aprobaron el trabajo)
v Copia del proyecto completo de investigacion.

v Dos res(imenes ejecutivos.

4 Dos copias del consentimiento informado (en espafiol y cuando la investigacion lo amerite).
v Hojas de vida idas de los il i y coi igadores del proyecto

¥ Consideraciones éticas segin resolucién 8430 Ministerio de Salud.

e Resultados de evaluacién por otros comités (si aplica)

2. El presente fue evaluado y aprobado por los sigui iembros del Comité:

1 Amador Luis Roberto Departamento de Patologfa

2 Arteaga Dfaz Clara Eugenia Departamento de Morfologfa

3 Duarte Gutiérrez Liz Marcela Asesora Juridica Facultad de Medicina

4 Guerrero Fonseca Carlos Arturo Departamento de Ciencias Fisioldgicas

5 Parra Pineda Mario Orlando Departamento de Obstetricia y Ginecologfa

3. El Comité consider6 que el presente estudio:
a. Es vlido desde el punto vista ético. La investigacion involucra un riesgo igual al promedio para los sujetos
que participan en ella. La investigacién se ajusta a los estdndares de la buena practica clinica.

[Pagina 1/1] Carrera 30 N°. 4503 Patrimonio
Elaboré Jeannette Pincda A. FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471 - 1 piso, Of.136  de todos
Conmutador: (57) (1) 316 5000 ext. 15167  los colombianos
Bogot, Colombia

cticasalud_fimbog@unal.cdu.co




96

Anexo B

o]
™
<
z
w
-
z
w
u
=]
o]
wv
w
wv

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

3

5
Comité de Etica %%’ UNIVERSIDAD
Facultad de S & NACIONAL
RO
Medicina (.12

4 oecoLomeia
S

Sede Bogotd

b. EL Comité considera que las medidas que estén siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son
adecuadas.

4. El Comité informar4 inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensién o terminacién de la aprobacién por parte del Comité.

5. El Comité informar4 inmediatamente a las directivas, toda informacién que reciba acerca de:

a. Lesiones o dafios a sujetos humanos con motivo de su participacion en la investigacién Problemas
imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas.
b. Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por este comité

6. Cuando el proyecto sea aprobado, seré por un periodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacién.
7. El Investigador principal deberé:

a. Informar de cualquier cambio que se proponga introducir en el proyecto. Estos cambios no podran ejecutarse
sin la aprobaci6n previa del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA) excepto cuando sean
necesarios para minimizar o suprimir un peligro inminente o un riesgo grave para los sujetos que participan
en la investigacién.

i~

. Avisar de cualquier situacién imprevista que se considere implica algan signo de riesgo para los sujetos o la
comunidad o el medio en el cual se lleva a cabo el estudio.

c. Informar de cualquier evento adverso serio de algiin paciente, comunicando la situacién al secretario y al

presidente del Comité de Etica), de acuerdo con la normatividad que el INVIMA ha generado a este respecto.

d. Poner en conocimiento del comité toda informacién nueva importante respecto al estudio, que pueda afectar

la relacién riesgo/beneficio de los sujetos participantes.

e. Comunicar cualquier decisién tomada por otros comités con respecto a la investigacién que se lleva a cabo.

f. Informar de la terminacién prematura o suspensién del proyecto explicando las causas o razones.

g. Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afio, contado a partir de la aprobacién del
proyecto. Los proyectos con duracién mayor a un afio, seran reevaluados a partir del informe de avance
integrado.

. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el
informe final en formato completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el investigador
responsable del estudio.

8. Observaciones:

=

El comité considera que e
Aprobatorio.

investigacién no presenta dilemas éticos por lo tanto emite Concepto

Cargo: Presidente Comité de Etica

[Pagina 2/2] Carrera 30 N°. 45-03  Patrimonio
Elabort Jeannette Pineda A. FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471- 1 piso, Of. 136  de todos
Conmutador: (57) (1) 316 5000 ext. 15167  los colombianos
Bogotd, Colombia
eticasalud_fmbog@unal.edu.co
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C.

Anexo.

Modelo de consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE MEDICINA |
DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA

be sido informado(a) que la Facultad de
mauma«umwmmwmucam;-msommnnwunbommmoa
m\udnmncuyonm“ “Relacion entre concentracion de mowoxido de carbono en sangre y porcentaje
de saturacion de carboxdhemoglobina por cromatogrgfia de  gazer-especomeria de masas Y
epecorgbromerria UV-vizible en poblacion expuesta en Bogota™

He decidido, voluntariamente, participar en ¢l estudio; se me ha informado y entiendo que, para ello, los
investigadores

. bqtmmquyodanwallmmdowmmwmacm;uuwmwl
personales, como edad, sexo y habito de tabaquismo.

. Momdummtmdouwnpwpuuloavmuamowﬂtkounu!hndo)md
final de un recorrido en bicicles, con ello buscaran determinar mi concentracion de
carboxshensoglobing y monoxido de carbono en Jangre, que pEMItrd COROCE 3 me nCUMLTO
expuesto(2) ambientalmente al monoxido de carbono.

Adanay, ve me ba explicado que:
o Los guantes, agujas y tubos tipo vacutainer usados durante |3 extraccion de muestra yeran Buevos y
linapéos y 0o se reusaran para Ja puncion de otros individuos.
o Seme extraera como maximo, 10 mL de sangre,

Entiendo que, si al participar en el estudio se desarrolla alguna condicion desfavorable, se me ofrecera

orientacion medica cotpetente y tengo 2 libertad de retirarme del estudio, sin que se me sea juzgado(a) por la
decision tomada o persuadido a contisuar.

Se me ha preguntado si e el momento tengo alguna duda acerca de la investigacion y se me ha informado que,
de llegar 2 presentarla posterionnente, esta puede ser resueita en el Departamento de Toxicologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia ubicado en la Avenida Carrera 30 Calle 45, Edificio 471,
oficina 203, [gualmente, podre llamar a la ievestigadora principal, Erica Sofia Villa Correa al nizero de celular
3007801203

Firma del participante

Nombre

Documento de identidad

Fecha

me— S0
Nombre : illa Correa

Documento de identidad . T30.429.302 de Apartade, Antioquia
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D.

Anexo.

Certificado de calificacion del espectrofotometro UV-Vis marca Thermo

Electron, modelo Helios gamma.

innovatek

CERTIFICADO DE CALIFICACION

Fecha de Caltficactén: 21 de enero de 2015 CERTIFICADO No. DE-509
Ctudad: Bogotd
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMSIA - Equipo: s
Empresa: DEPARTAMENTO DE MEDICINA Modelo: HELIOS GAMMA
Ditreccién: Leborstorio ce taxicologie Marca: THERMO ELECTRON
Teléfono: 3163000 Serte: 134304
Ndmero de Mventario: L
VALORES DE REFERENCIA
Longitud De Onda:
Referencia SAD176

Filtros de NOLMIO y Los vaores (), 103 FANGCS 8 SCEEICION satan
oterminacios por cncte
Referencia (nm) |Lectura 1 |Lectura 2 | Lectura 3| |&rror i ' Limite Min Limite Max Estaco
R, 2733 2783 2783 2783 2783 0,80 | 0.3Cé | IR0 | 1308 | PAsa
<a0ars | 3609 | 3803 3603 3605 | 3603 | 040 | 0306 | 3996 | 3822 | pasa

4187 | 4150 4130 4130 | 4130 | 030 0306 | 4174 | 400 | pasa
Referencie (nm) |Lectura | |Lectura 2 | Lectura 3| [ #rror i  Limite M Limte Max Resuts
oo | 2853 | &3 2833 3833 | 3833 | -020 0,306 38335 374 | PASA
Sa0ars | 2074 | =070 8070 8070 | 8070 | 040 0,306 8031 091 | PasA

NOta: 56 0al0Wa 13 INCNAUMDNe SxOANTIIS WIINAO LN FICLOr 38 CONMANZA K= QUe COMMSaNINaS 3 un MSLOr 36
conflanza el 6%

Exactitud Fotométrica
Referencia: SA2289
Fitros de neutra; o - -~ 7108 FINgON SR ACEEtACKn eatin
por. cacs
| Raferencis | Lectura 1| Lectura 2 | Loctura 3 | Error i ) Linite min L ~ ]
GAZIEe /1 0279 0280 0,280 0280 | 0280 .aceo?r| 00027 a7e 0284 | pasa
GAZEEe/3 0,698 0638 0,638 0,637 0,638 ococs 0.0027 0.633 0.663 PasA
GAZEZO (4 1044 1047 1,046 4,040 | 1044 acoos| 00032 1037 5091 | pasa
GAssze/® 2037 | 2091 2,049 2,047 | 2049 |acerr| 00110 2081 2073 | vasa

NOtA: 5@ CAITING (4 INCOrTAILMDTe @xRANGIIA W8 ANHO W FACIOr 39 CONMANIA K22 Que COrTesponde a un factor de
conflanza del 96%

INNOVATEX S.A.5.
Carrers 21 No. 41-26 Bogoes, D.C. PEX: 338 0711 Fax 3270936 Fecha: 23-03-2013
Pagina 1ded www innovetex.com.co Coaigo: C.5T.UV.0017-02
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Temparaturs ambiente 25°C
METODO DE CALIBRACION:
dicdn & walea de Acf fcados: Ver k ChSigo: P.ST 0007, verabe wigente
MATERIAL UTILZADO:
Sz emplzan fitros:
1 NPLde Holmio y Didimio P/N Unicam 5423 183 03112, serie No: SAD176
Fecha ce Calibracian: 27 ce Agosto de 2018
Certificaco de Calibracion No. ccoos7es
2z Filtros ce censidad neutra P/N 5423 179 33091, serie No.
Fecha ce Calibracion: 21 de Septiembre ce 2013
Certificaco de Calibracicn No. cooess?
TRAZABIUDAD:

Las fiitros empiesdos fueron calibracos para velcres e longitud de anca de los picos ce absorcion, usando
unanchocebendace (03 nm Contra petrones NPL/NIST.

NORMA:

Los certificados ce calibracicn No.  CCDOS793 y COOESST  fueron emitidas de acuerdo con las

exigencias de acreditacion del United Kincom Accreditaticn Service. ISO/IEC 17023 (17023).

Cads jueso de filtros es exclusivamente icentificado y calibraco en el lsboratorio de THERMO ELECTRON CORP.

No 0321, construido en un ambiente certificaca bejo ISO S001. La calibracicn ce estos filtros en lievace & cabo

par un procacimients screditaco, &f cusl es sucitsde por UKAS (United Kingdom Accraditaticn Service],
un resp p perlos p SO/¥EC 17023,

NOTAS:

El instrumento trabaja dentro de especificaciones de fabrica y puede ser usado confiablements

Realizado por:

rd ’
7 fogel Vom Boga
Qca. Luz Angela Mora Borja
Departamento de Soporte Técnico
e-mail: soporte@innovatek.com.co
INNOVATEK S.A.S.

Carrers 24 No. 41-26 losnu', D.C. PEX: 3380711 Fax: 3270536 Fecha: 23-03-2013
Pagina2ded www.innovatek.com.co Codigo: C.ST.UV.0017-02




100 Anexo E

E. Anexo.

Certificado de analisis solucion de amoniaco 25% lote K49011332.

Certificate of Analysis

1.05432.1000 Ammonia solution 25% for analysis EMSURE®

Batch K49011332

Spec. Vaks Haich Ve
ASSay (GO, NHLY 280 - ne L
Cartionass (e OOy 10 pom «10 oo
Cricec |G} S04 P 03 Pprn
Prosghane (PO 05 ppn <05 e
Sughat (504 iz pem “3 e
Suphe [5) 502 P 02 s
AQ (Bwen) « 0020 o <00% o
Al [Msrsraum) % 0.500 P «0200 e
Au 0ok} <000 o o
Ba (Badem) « 0060 fger e
B |Bwrah) 5090 [ P
Ca (Caborari) s 0.500 oo oo
©d (Cakmium 50 pom oo
Co (Cotutt) 5 0.0%0 P e
Cr |[Croevum) € 0050 oo oo
Qu (Coppa) %0.%0 pom oo
Fea (roed $0.9%0 porm spen
Ga (Gasur) « 0020 [T o
In gt %0030 pom e
K (Potsssurs| 5 0.500 porn Pl
U (L) = 0020 [T [T
Ng Magnesurn | 5090 e oo
N Mangarese) < 0050 o e
No (Motderars| %0080 pon oo
Na [Sochur) 5 0.500 pm ]
N (Nched) < 0,050 o Rl
Pb fLead) %0080 pom poe
P (Putrurm) 50.9%0 porm Ppen
En (Th) 090 [T oo
Sr (Shossem) = 0.%o o o
T (T tararmy $0.9%0 P ppen
T (Tradiun) « 0080 ppen oo
2n (2rcy 090 pem Ppr
Sutrtarces g poknalsm 1 porn Pl
PaTTanganae (e Of
Rasden on igniion jas 504 10 peem 10 P
Mo vokibe et 10 P <10 e
e of redaass (DO MM YYYY) 07 082017
Nirtrum shell Ha [DOAMNYYYY) 30042002
Marck KGaA, Frankfurter Sorafle 259, §4293 Darmstack (Germany|: +48 6151 72.0 Page 1082
EMD Mitipore Componathon « & subsidlary of Wosch K0aA, Dasmstae, Garmarny

400 Sumenit Deive. Rerfiagron, NA 31803, USA, Phone +1 (TH1) 5336000
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Certificate of Analysis

1.05432.1000 Ammonda solution 25% for analysis EMSURE®

Balch K49011332
Dr. Mminar Yogt
Ranpcrase LECMny Marage Gty Conerol
Tha baa been By ard & veba wihout & sgratare.
Maerck KGaA, Frankfurter Strafle 250, 64293 Darmatack (Garmany|: +48 6131 72.0 Page 2062
EMD c than - & y of Moeck KGad, Darmistack, Garmany

400 Surerit Drive, Derfiagron, NA 31803, USA, Phone +1 (T81) 533-6000
CALGA Varslon SIO0ES MOSOORIINOONT Cede 1104 NIT
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F. Anexo.

Prueba de reduccion del ditionito de sodio marca JT. Baker lote 35518
realizada en la fecha 2019-03-20.
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G. Anexo.

Calibradores de Cooximetria

CVC 223 CO-Oximeter Calibration Verification Controls

Level 1
85131 g 2019-12
Expected Values Chart tHb 0,Hb COHb MetHb®
gldL % % %
Analy masn range mean range mean range mean range
Accriva
AVOXimeter 1000E 48 42- 54 332 286-378
AVOXimeter 4000 48 42- 54 314 268- 360 685 615 - 755 06 -23-35
IL
= DNA® DNA® DNA® DNA®
6% 51 45- 57 313 283-343 707 667 - 747 02 -22-18
Synthesis Series 49 43- 55 348 318-378 672 632 -712 05 -25-15
GEMOPL 48 42. 54 314 268- 360 685 615 -755 06 -23-35
GEM Premier 4000 ORL' ORL' ORL' ORL'
GEM Premier 5000 DNA* DNA: DNA: DNA*
Nova
cex 56 50- 62 364 334-394 638 598 - 678 01 -21-19
pHOx Ulira DNA® DNA® DNA: DNA*
Radiometer
ABL T00 Series 48 42- 54 353 323-383 647 607 - 687 17 -03-37
ABL 800 Series 48 42. 54 353 323-383 647 607 - 687 17 -03-37
ABL 80 Series DNA® DNA® DNA: DNA:
ABL 90 Series DNA* DNA: DNA® DNA®
Roche
Cobas b 221 48 42- 54 308 27.8-338 661 621 - 70.1 02 -18-22
CMNI Series 48 42- 54 325 295-355 676 636 -716 07 -13-27
Siemens
400 Series 64 58- 70 367 337-397 637 597 - 67.7 03 -23-17
500 Series DNA® DNA® DNA: DNA:

1200 Series 61 55- 67 371 34.1-401 63.7 597 - 677 04 -24-18
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Level 2
84858 g 2019-12
Expected Values Chart o OyHb CoHb Mottt
gldL % % %
mmm mean range mean range measn range masn range
Accriva
AVOXimeter 1000E 82 75- 89 937 892- 982
AVOXimeter 4000 8.1 74- 88 964 919-1009 72 32-12 07 -22-36
L
482 DNA? DNA? DNA? DNA®
682 75 68- 82 95.0 90.0-100.0 65 25-105 01 -21-19
Synthesis Series 72 65- 79 979 929-1029 56 16- 96 02 -22-18
GEM OPL 8.1 74- 88 964 919-1009 72 32-12 07 -22-36
GEM Premier 4000 72 65- 79 971 921-1021 45 05- 85 -03 -23-17
GEM Premier 5000 DNA® DNA*® DNA* DNA®
Nova
cex 77 70- 84 983 933-1033 21 -19- 61 -03 -23-17
pHOx Ultra DNA® DNA® DNA* DNA®
Radiometer
ABL 700 Series 77 70- 84 964 914-1014 24 -16- 64 06 -14-26
ABL 800 Series 77 70- 84 9.2 912-1012 24 -16 - 64 06 -14-26
ABL 80 Series DNA* DNA* DNA? DNA*
ABL 90 Series DNA? DNA? DNA? DNA?
Roche
Cobas b 221 79 72- 86 955 90.5-1005 42 02- 82 01 -19-21
OMNI Series 72 65- 79 964 914-1014 35 -05- 75 01 -19-21
Siemens
400 Series 90 83- 97 96.2 91.2-1012 42 02- 82 -02 -22-18
500 Series DNA® DNA® DNA® DNA®
1200 Series 86 79- 93 9.2 912-1012 42 02- 82 -02 -22-18
CVC 223 CO-Oximeter Calibration Verification Controls
Level 3
84954 o 201912
Expected Values Chart o OgHb Cotb Motit?
gldL % % %
m’ﬂm masn range mean range mean range mean range
Accriva
AVOXimeter 1000E 137 126- 148 808 765 -85.1
AVOXimeter 4000 138 127- 149 812 769 -855 193 148 - 238 03 -27-32
L
482 DNA* DNA? DNA? DNA*
682 13.1 121 - 141 811 771 -851 202 162 - 242 04 -16-24
Synthesis Series 133 123- 143 833 793 -873 191 151 - 231 02 -18-22
GEM OPL 138 127- 149 812 769 -855 193 148- 238 03 -27-32
GEM Premier 4000 127 11.7-137 832 792 -872 184 144 . 224 01 -19-21
GEM Premier 5000 DNA* DNA? DNA? DNA*
Nova
cCX 14.1 131 - 151 845 805 -885 144 104 - 184 03 -17-23
pHOx Ultra DNA* DNAZ DNA? DNA*
Radiometer
ABL 700 Series 136 126- 146 835 795 -875 146 106 - 186 13 -07-33
ABL 800 Series 136 126- 146 835 795 -875 144 104 - 184 13 -07-33
ABL 80 Series DNA* DNA? DNA? DNA:
ABL 90 Series DNA: DNA: DNA: DNA*
Roche
Cobas b 221 128 18- 138 827 787 -867 164 124 - 204 06 -14-26
OMNI Series 13.0 120- 140 830 790 -870 155 115- 195 11 -09-3.1
Siemens
400 Series 145 135- 155 832 792 -872 165 125- 205 02 -18-22
500 Series DNA* DNA? DNA? DNA*
1200 Series 144 134154 832 792 -872 165 125- 205 02 -18-22
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Level 4
85050 8 201912
Expected Values Chart b OgHb COHb MetHt®
gldL % % %
mmﬂs mesn range mean range mean range mean range
Accriva
AVOXimeter 1000E 159 146-172 53.7 494-580
AVOXimeter 4000 157 144-170 533 490-576 475 422- 528 02 -27-31
L
482 DNA? DNA* DNA* DNA*
682 149 137 - 16.1 519 479-559 493 453- 533 -01 -21-19
Synthesis Series 148 136- 160 572 532-612 475 435- 515 -02 -22-18
GEM OPL 157 144-170 533 490-576 475 422- 528 02 -27-31
GEM Premier 4000 143 13.1-155 544 504 -584 475 435- 515 04 -24-18
GEM Premier 5000 DNA® DNA® DNA® DNA®
Nova
cex 168 156- 180 564 524-604 435 395- 475 -02 -22-18
pHOx Ultra DNA? DNA* DNA? DNA:
Radiometer
ABL 700 Series 150 138-162 559 519-599 439 399- 479 22 02-42
ABL 800 Series 150 138-162 56.1 52.1-60.1 439 399- 479 21 01-41
ABL 80 Series DNA* DNA* DNA* DNA*
ABL 90 Series DNA® DNA* DNA: DNA®
Roche
Cobas b 221 146 134-158 532 492-572 453 413- 493 02 -18-22
OMNI Series 147 135-159 547 507-587 431 39.1- 471 08 -12-28
Siemens
400 Series 159 147-171 562 522-602 441 401- 431 -03 -23-17
500 Series DNA* DNA: DNA* DNA:
1200 Series 160 148-172 562 522-602 441 401- 481 -03 -23-17
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Anexo G

CVC 223 CO-Oximeter Calibration Verification Controls

Level §
85231 &3 202001
Expected Values Chart b Ogtib Cotb Mot
gidL % % %
mm mean range meao range roan range moan range
Accriva
AVOXimeler 1000E 212 190- 234 33 47-13
AVOXimeler 4000 214 192-2386 17 63-497 ORL' 0.1 -28-30
L
[ DNA* DNA* DNA* DNA*
682 201 18.1- 221 13 -12- 38 93 043- 143 02 -18-22
Synbesis Series 186 166- 206 25 00-50 7.7  927- 1027 03 -23-17
GEM OPL 214 192-2386 17 -63-497 ORL' 01 -28-30
GEM Pramier 4000 197 17.7-217 11 -14- 386 977 927- 1027 02 -22-18
GEM Pramier 5000 DNA ¢ DNA* DNA* DNA*
Nova
ccx 22 N2-252 32 07-57 9.1 91.1- 1011 01 -21-19
pHOX Uk DNA* DNA* DNA* DNA:
Radiometer
ABL 700 Series 192 172-212 08 -17-33 956 906- 1008 30 10-50
ABL 800 Series 192 172-212 08 -17-33 956 006- 1006 30 10-50
ABL 80 Sedes DNA* DNA* DNA* DNA*
ABL 90 Series DNA® DNA® DNA® DNA®
Roche
Cobas b 221 198 178-218 09 -16- 34 967 917-1017 04 -16-24
OMN| Series 198 178-218 18 07 - 43 047 897- 997 09 -11-29
Siemens
400 Series 212 192-232 54 29-79 935 885- 985 02 -22-18
500 Series DNA Y DNA* DNA* DNA®
1200 Sedes 217 197-237 54 29-79 935 885- 985 02 -22-18
FOOTNOTES:
1. ORL - Qutside Reportable Limits of Analyzer
2. DNA - Data Not Available at time of printing
3. MetHb range cannot linearity, o or reportabl
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H. Anexo.

Controles de Cooximetria
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Qc 253 Full Range CO-Oxi
Level / Level / Nivel / Niveau / Liveflo / Niva
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QcC 253 Full Range CO-Oximeter Cc

Level / Level / Nivel / Niveau / Livello / Niva 3 T
[tor] 88050

2 201912
EmedstaluesChaﬂlTM:Emh /
Tableau des valeurs théoriques / Tabella dei
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. Anexo.

Inserto de la columna de tamiz molecular HP-Molesieve, Marca Agilent
Technologies, N° de parte 19091P-MS4, serie N° USF299826H.
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J. Anexo.

Certificado de analisis Helio ultra puro 99,9990%, lote N° 02He2003201901
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K. Anexo.

Certificado de analisis del acido formico marcado H'*COOH marca Sigma
Aldrich, producto 279404-1G, lote N° MBBB0474V.

SIGMA-ALDRICH

Ay AW co
3050 Npruce Street, Sest Lous, MO 83103, USA
Wetmle  www wgrrasdech com
Emall USA lechaervilna com
Outmcs USA  eurtechservileed com

Product Name Certificate of Analysis

Formic acid-C - 95wt Xin 20,99 stom X B C

Product Numser 279404 0

Batch Numter MBBBL4TAV Tl

Srans ALORICH

CAS Number 1633563 'EC\

NOL Number MFCDO0003208 H OH
fomus 1304202

fomus Wegnht 47.02 gmel

Qualty Mewase Date

22 AUG 2013

Test Specitication Revan
(e Oewr
Coborkens Colorkens
Agpearance (Form) Uquet Ugud
Proton NMR (ATOM % 15C) » 990 % 2We N
Carbon NMR Specinum Conforma Conforma
Proton NMR Sgectrum Conferma Conforma
Parity (GC) 99N 00 %
(Exchearvs of Moature)
Water (by Ka# Facher) 45.554% asn

Sudvabar Parthasarsthy Soentmt

Quaity Contro
Maratug One US

Sigrma-Adrich wamants, thet ot Be Ume of the queily selesse of scbseguent setes! dule tha prodect conformed 1o the nformation
costaned i tha pubication  The curent Specrication shee! may be svalstée o! SgmeAldnch com For furthe PQuires paase contect
Techricel Service.  Puchese mus! delermice Be sulatiily of the product for &s pertculer wse  Ses severse sde of mvoics or packing
sp for asdlionsl terms snd conditons of sk

Vermon Nember. 1

Puge 1 of 1
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L.

Acido férmico (P >88%,) marca JT. Baker, N° de producto 0128-05 y lote

Anexo.

0000005643.

Foemse Acxd, EEN

s MATEE? ACS. Senge @ AANTOR

PEAFORMANCE MATERALS

Materal No.: 012805
Batch No.: 0000005463
Manfactred Date 20120328
Retest Date: 20170327

Certificate of Analysis

Mewts ACS Rangeet Charscsl Reguwmens.

Test Specificason Result
Assay HCOON - SRO% "y
Coks (APHA) - 14 s
ODson Test Passen Tew LA
Revehm aher {vaporanon amoN 000
Acex Acel ICHLCOOM ~04x ol
Astererm (NH) ~0.008 % L
S ulem (SO0 oo % 0o
Sl (504) Passes Tew "
Ckaride €4 =% pgm <3
ACS - Meavy Metah (a8 Plo S pom ]
Trace bmpurtms - o (el <= 4.000 ggwm 1000

For Labosstory K eseanh or Marulaung Use

S trage Cordtonm
Cowtry of Onge N
P achagng § - Pan Mig Cw & DC

001.2008, 14001.2004

Richard M Sibersk

For quantons on S Corticam of Asalnn pease contact Techncal Servces ot 8552050 6867 or +1.810.573 2600
Aversr * Pedormance Matetah inc
3477 Comporste Padonsy. S ute 4200 Cormer Valey, PA 18034, US A Mhone 6105752600 Fax 6205732610
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M. Anexo.

Certificado de analisis acido sulfarico grado reactivo 95%-97%, marca Merck,
producto N° 1.00732.2500, lote N° K39708932.

Certificate of Analysis

1.00732.2500 Sufuric ackd 95-97% GR for analysis (max. 0,005 ppm
Hg) ACS, ISO,Reag. Ph Eur

Batch K39708632
Spec. Values Basch Vakes
Axay (abalrenic) “o.ute % w0 .
Cobow <10 Haren <10 Hance
Npcazace pancs xut oy b
Dsdty (8 0700 1554 1497 183
Chlaride (C1) s pyen sl e
Newe (NO5| £02 e $02 wo
Pranghate (04} t{ L pyen S08 e
Feary mostaks (as PH) . ppen il o
Ag (Sibvery sane e P
AL (A harida ke T yen o
As | Arvarne) sanl e e
T (Marksn) a0 ppee L
e (Bery Bian) <00 e e
N (Maat) 541 pree o
Ca(Cakinm) <02 e P
Cd (Cadrbar sarm pree o
201 e e
a0 pyen P
101 e o
2.1 pree P
) e o
2 10 yer P
31 pee "o
201 pyen PP
200 e o
201 pyer il
21 e o
Merch KGaA, Frankiurter Sirafle 250, 64293 Darmstadt (Germany) &9 4151 720 Pagetod2
FND Mg . dary of Merck wGan, Guwrvany

490 Bawwrit Drive, Berbington, VA 01203, USA, Facre +1 (787 8335000
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Certificate of Analysis

1.00732 2500 Sulfunc acid 95-97% GR for analysis (max. 0,005 ppm
Hg) ACS IS0, Reag. Ph Eur

Batch K39708932
Spec. Valuex Baxch Vakes
NH | resonnne) $2 [13d $2 e
Na (Sedban) xas e “n2 o
Ne (Nachel) <o e <2 e
M (Lead) sac e = o2 P
Se (Streabum) <o e <2 e
TH{Tassem) =41 e « nas P
TH ol burn) o e % ons rn
Y {Vazadem) a0 pyen = 0ol o
2012 o e %008 n
L1\ Lecoskan) 4.1 Py LN o
Subriaoes rodai g (Nl an) perrusprnie
12 5090 2 e =2 N
Reshdor on igniion <5 e <3 Al
Text dare (DO YT LS

Dv. Ansika A

rexpeme e bweaiory mamapey gme bty comirel
NS o» Ay boen proivond ol woaly s’ & vl sithow o sigweiwer

Merck KGaA, Frankiurter Strafle 299, 64290 Darmstadt (Germany)c +49 8151 72-0 Page 2od2
END WEipore Corporsbon - & subsidary of Merck KGal, Dermsledt

430 Sumwrit Drive, Derfingson, WA 01803, USA, Pacoe +1 (781] $33-6000
BAT LMBLW RONOROOBE0O0NE ¢ A Oee O 120



116 Anexo N

N. Anexo.

Informe del software R con el tratamiento de los datos

para la estabilidad a corto plazo de la COHb.

por Sofia Villa, Nancy Patiino, Carolina Fajardo y Stephan Alfisz
Software RStudio ®
library(readxl)
## Warning: package 'readxl' was built under R version 4.0.4

NOE <- read_excel("C:/Users/SOFIA/Desktop/ESTABILIDAD COHB_2019_1.x1lsx")

summary (NOE)
## TIEMPO ANTICOAGULANTE RANGO COHB
## Length:144 Length:144 Length:144 Min. : 3.728

## Class :character Class :character Class :character 1st Qu.:10.807
## Mode :character Mode :character Mode :character Median :14.983

#it Mean :23.952
H# 3rd Qu.:34.693
#it Max. :57.710
str(NOE)

## tibble [144 x 4] (S3 tbl_df/tbl/data.frame)

## $ TIEMPO chr [1:144] "DIA_©" "DIA_©" "DIA ©" "DIA o" ...

##t $ ANTICOAGULANTE chr [1:144] "CIT" "CIT" "CIT" "CIT" ...

## $ RANGO : chr [1:144] "NIVEL_A" "NIVEL_A" "NIVEL_B" "NIVEL_B" ...
## $ COHB : num [1:144] 6.37 6.85 13.31 13.35 35.93 ...

names (NOE)

## [1] "TIEMPO" "ANTICOAGULANTE" "RANGO" "COHB"

NOE1 <-NOE[1:145, ]

## Warning: The i argument of "~ [.tbl _df ()" must lie in [@, rows] if positive, as of t
ibble 3.0.0.

## Use "NA_integer_" as row index to obtain a row full of "NA" values.

## This warning is displayed once every 8 hours.

## Call "lifecycle::last_warnings()" to see where this warning was generated.
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m2 <- aov(COHB~ANTICOAGULANTE*TIEMPO*RANGO, NOE[1:145,])

summary (m2)

## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## ANTICOAGULANTE 2 1169 585 61.015 < 2e-16 ***

## TIEMPO 5 13 3 0.267 0.930

## RANGO 3 37288 12429 1296.939 < 2e-16 ***

## ANTICOAGULANTE:TIEMPO 10 15 1 0.152 0.999

## ANTICOAGULANTE :RANGO 4 316 79 8.255 1.15e-05 ***

## TIEMPO:RANGO 15 26 2 0.179 1.000

## ANTICOAGULANTE:TIEMPO:RANGO 20 24 1 0.126 1.000

## Residuals 84 805 10

H## ---

## Signif. codes: @ '***' 9,001 '**' 9.01 '*' ©.05 '.' 0.1 ' ' 1

## 1 observation deleted due to missingness

summary (1m(m2))

##

## Call:

## lm(formula = m2)

##

## Residuals:

H# Min 1Q Median 3Q Max

## -6.3331 -0.3334 0.0132 0.3334 5.9496

##

## Coefficients: (12 not defined because of singularities)

## Estimate Std. Error t value
## (Intercept) 6.614018 2.189020 3.021
## ANTICOAGULANTEEDTA -0.814538 3.095742 -0.263
## ANTICOAGULANTEHEP -1.381064 3.095742 -0.446
## TIEMPODIA_1 -0.004215 3.095742 -0.001
## TIEMPODIA_ 16 -0.596712 3.095742 -0.193
## TIEMPODIA_2 0.041617 3.095742 0.013
## TIEMPODIA_4 -0.907230 3.095742 -0.293
## TIEMPODIA_6 -0.125515 3.095742 -0.041
## RANGONIVEL_B 6.714509 3.095742 2.169
## RANGONIVEL_C 34.291175 2.680992 12.790
## RANGONIVEL_D 51.996228 3.095742 16.796
## ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA 1 0.361735 4.378041 0.083
## ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_1 -1.165322 4.378041 -0.266
## ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_16 2.691410 4.378041 0.615
## ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_16 -0.023644 4.378041 -0.005
## ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_2 -1.686068 4.378041 -0.385
## ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_2 -0.418986 4.378041 -0.096
## ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA 4 -0.498358 4.378041 -0.114
## ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_4 -0.346356 4.378041 -0.079
## ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_6 -1.456510 4.378041 -0.333
## ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_6 -1.333259 4.378041 -0.305
## ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_B 1.242800 4.191655 0.296
## ANTICOAGULANTEHEP:RANGONIVEL_B 1.198528 4.378041 0.274
## ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_C -5.500165 3.895390 -1.412
## ANTICOAGULANTEHEP:RANGONIVEL_C -3.204451 4.095282 -0.782
## ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_D NA NA NA
## ANTICOAGULANTEHEP:RANGONIVEL_D NA NA NA
## TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B -0.399924 4.378041 -0.091
## TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B 0.230170 4.378041 0.053
## TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B -0.693270 4.378041 -0.158
## TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B -0.164526 4.378041 -0.038
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#it
#it
#it
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#it
#it
#it
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#it
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H#it

TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B -0.110136
TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C -2.015873
TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C 0.082244
TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C -1.097927
TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C -0.073195
TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C -1.165844
TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D 0.749329
TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D 1.027482
TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D -1.909652
TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D -0.099464
TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D 0.001010
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B -1.090479
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B 0.064043
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B -3.423624
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B -0.627293
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B 1.273003
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B 1.249875
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B -0.735776
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B -0.642264
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B -0.169726
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B 1.785738
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C -0.532172
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C 1.834457
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C -5.400678
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C -1.447753
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C -0.466845
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C -1.684671
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C -1.253064
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C -0.704601
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C -0.579104
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C 0.808183
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D NA
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D NA
Pr(>|t])
(Intercept) 0.00333
ANTICOAGULANTEEDTA 0.79311
ANTICOAGULANTEHEP 0.65666
TIEMPODIA_1 0.99892
TIEMPODIA_16 0.84762
TIEMPODIA_2 0.98931
TIEMPODIA 4 0.77020
TIEMPODIA_6 0.96776
RANGONIVEL_B 0.03291
RANGONIVEL_C < 2e-16
RANGONIVEL_D < 2e-16
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_1 0.93435
ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_1 0.79076
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_16 0.54038
ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_16 0.99570
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_2 0.70112
ANTICOAGULANTEHEP:TIEMPODIA_2 0.92399

*%

* %k
* %k

VTUTUVTUVTUVTUVTUVTUVTUVTUVTO OO OO OO OO OODRADADRMDRMDRNWWWWWDN

.378041
.791495
.791495
.791495
.791495
.791495
.378041
.378041
.378041
.378041
.378041
.061123
.191485
.061123
.191485
.061123
.191485
.061123
.191485
.061123
.191485
.435945
.791604
.435945
.791604
.435945
.791604
.435945
.791604
.435945
.791604

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

-0.
-0.
.022
-0.
-0.
-0.
.171
.235
-0.
-0.
.000
-0.
.010
-0.
-0.
.210
.202
-0.
-0.
-0.
.288
-0.
.317
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.140

025
532

290
019
307

436
023

180

565
lo1

121
104
028

098

994
250
086
2901
231
122
107

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_4
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_ 4
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_6
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6
ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP :RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP : RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP : RANGONIVEL_D
TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B
TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B
TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B
TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B
TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B
TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C
TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C
TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C
TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C
TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C
TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D
TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D
TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D
TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D
TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D

ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_B
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA:TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_C
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_1:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_16:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_2:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_4:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEEDTA: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D
ANTICOAGULANTEHEP: TIEMPODIA_6:RANGONIVEL_D

Signif. codes: @ '***' 9.001 '**'

OO0

000NN

0.05

.90964
.93713
.74020
.76147
.76758
.78494
.16165
.43614

NA
NA

.92743
.95820
.87456
.97011
.97999
.59635
.98275
.77285
.98464
.75923
.86451
.81502
.66382
.98193
.99982
.85765
.99177
.57368
.91954
.83415
.84051
.90367
.91763
.97773
.77374
.92225
.75222
.32331
.80322
.93177
.77186
.81825
.90346
.91541
.88935

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

'."e.1
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## Residual standard error: 3.096 on 84 degrees of freedom
## (1 observation deleted due to missingness)

## Multiple R-squared: 0.9797, Adjusted R-squared: ©0.9654
## F-statistic: 68.71 on 59 and 84 DF, p-value: < 2.2e-16

#H#GRAFICOS PLOT

library(Rcmdr)

## Loading required package: splines

## Loading required package: RcmdrMisc

## Loading required package: car

## Loading required package: carData

## Loading required package: sandwich

## Loading required package: effects

## Registered S3 methods overwritten by 'lme4':
##  method from
##  cooks.distance.influence.merMod car
##  influence.merMod car
##  dfbeta.influence.merMod car

it dfbetas.influence.merMod car

## lattice theme set by effectsTheme()
## See ?effectsTheme for details.

## La interfaz R-Commander sélo funciona en sesiones interactivas

##
## Attaching package: 'Rcmdr’

## The following object is masked from 'package:base':
##
## errorCondition

with(NOE[1:145,], plotMeans(COHB,TIEMPO, c("sd"), TRUE,
'Plot entre el Tiempo y COHB'))

Plot entre el Tiempoy COHB
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with(NOE[1:145,], plotMeans(COHB,ANTICOAGULANTE, error.bars=c("sd"), connect=TRUE,xlab="Anticoagulan
te',ylab="COHb",
main="Plot entre el anticoagulante y COHb'))

Plot entre el anticoagulante y COHb

40
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with(NOE[1:145,], plotMeans(COHB,RANGO,ANTICOAGULANTE, error.bars=c("sd"), connect=TRUE,xlab="'Rango’
,ylab="COHb',
main="Plot entre el Rango y COHb por anticoagulante'))

Plot entre el Rango y COHb por anticoagulante
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interaction.plot(NOE$TIEMPO,NOE$ANTICOAGULANTE,NOE$COHB,
col=1,xlab="TIEMPO',ylab="COHB',leg.bty="0"',cex=1.4)

interaction.plot(NOE$TIEMPO,NOE$ANTICOAGULANTE,NOE$COHB,
col=1,xlab="TIEMPO',ylab="COHB',leg.bty="0"',cex=1.4)
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O. Anexo.

Informe del software R con el tratamiento de los datos para la correlacion entre COt
y %COHb.

DATOS_ESTUDIO <- readXL("C:/Users/SOFIA/Desktop/ESTUDIO.xIsx",

rownames=FALSE, header=TRUE, na="", sheet="Sheetl", stringsAsFactors=TRUE)

summary (DATOS_ESTUDIO)

#% COHb Promedio_COT
## Min. :1.61 Min. :0.8056
#% 1st Qu.:2.23 1st Qu.:0.9551
## Median :2.63 Median :1.0010
#% Mean :2.79 Mean :1.0056
## 3rd Qu.:3.30 3rd Qu.:1.0638
#F Max. :4.68 Max. :1.2012

numSummary (DATOS_ESTUDIO[, "COHb", drop=FALSE], statistics=c("mean”, "sd",

"IQR", "quantiles"), quantiles=c(0,.25,.5,.75,1))

#% mean sd IQR 0% 25% 50% 75% 100% n
#2 2.79 0.7966728 1.07 1.61 2.23 2.63 3.3 4.68 49
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summary (DATOS_ESTUDIO)

#2
#2
72
#2
2
2
#2

COHb
Min. 1.61
1st Qu.:2.23
Median :2.63
Mean 2.79
3rd Qu.:3.30
Max. 4.68

Promedi
Min.
1st Qu.:
Median
Mean
3rd Qu.:
Max.

o_COT

:0.8056

0.9551

:1.0010

1.0056
1.0638
1.2012

numSummary (DATOS_ESTUDIO[, "Promedio_COT", drop=FALSE], statistics=c("mean”,

#2
#2
#2
#2

"sd",

mean

sd

"IQR", "quantiles™), quantiles=c(0,.25,.5,.75,1))

IQR 0% 25% 50% 75% 100%

1.005583 0.09053352 0.1087026 0.8055536 0.9551243 1.000958 1.063827 1.201229

n
49

sapply (DATOS_ESTUDIO, function(x)(sum(is.na(x)))) # N4 counts

#2
#2

COHb Promedio_COT

0

0

normalityTest(~COHb, test="ad.test", data=DATOS_ESTUDIO)

#2

## Anderson-Darling normality test

#E

## data: COHb
## A = 0.55091, p-value = 0.148
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normalityTest(~Promedio_COT, test="ad.test", data=DATOS_ESTUDIO)

#2

## Anderson-Darling normality test
2

## data: Promedio_COT

#% A = 0.16673, p-value = 0.9343

with (DATOS_ESTUDIO, cor.test(COHb, Promedio_COT, alternative="two.sided",

method="pearson™))

#2

## Pearson's product-moment correlation
#2

## data: COHb and Promedio_COT

## t = 1.3832, df = 47, p-value = 0.1731
## alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0
## 95 percent confidence interval:

## -0.08832708 0.45374326

## sample estimates:

#Z cor

## 0.1977819

DOE <- read_excel("C:/Users/SOFIA/Desktop/ESTUDIO.x1sx™)

summary (DOE)

str(DOE)

names (DOE)

DOE1 <-DOE[1:50,]

aov(DOEL1)

ml <- aov(Promedio_COT~COHb,data=DOE1[1:50,]1)
summary (ml)

Tm(m1)

mi.1 <- Tm(Promedio_COT~COHb,data=DOE[1:50,])
summary(mil.1)
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call:

Im(formula = ml)

Coefficients:

(Intercept) COHb
0.94288 0.02248

> ml.1 <- Tm(Promedio_COT~COHb,data=DOE[1:50,])
> summary(mil.1)

call:
Im(formula = Promedio_COT ~ COHb, data = DOE[1:50, 1)
Residuals:

Min 1Q Median 3Q Max

-0.194185 -0.047939 0.002567 0.061893 0.201875

Coefficients:

Estimate std. Error t value Pr(=|t|)
(Intercept) 0.94288 0.04711 20.015 <2e-16 ¥
COHb 0.02248 0.01625 1.383 0.173

Signif. codes: 0 '"*¥%*' 0,001 "**' 0.01 '*' 0.05 '." 0.1 " "1

Residual standard error: 0.08968 on 47 degrees of freedom

(1 observation deleted due to missingness)
Multiple R-squared: 0.03912, Adjusted R-squared: 0.01867
F-statistic: 1.913 on 1 and 47 DF, p-value: 0.1731
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P.

Anexo.

Resultados de %COHb y COt en las muestras de sangre analizadas por ambas

metodologias.

N° Concentracién en umol '?CO/mL
Voluntario Sexo | Edad | %COHb
Muestra Dato 1 | Dato 2 | Promedio | Incertidumbre

1 1 M 21 4.7 1,1 1,2 1,2 0,2
2 M 38 3.9 1,0 - 1,0 0,2
3 M 20 3.4 0,9 - 0,9 0,2
4 21 M 25 3,7 0,9 - 0,9 0,2
5 22 M 19 2,5 1,0 - 1,0 0,2
6 24 M 20 3,3 1,0 - 1,0 0,2
7 25 M 19 43 1,1 1,2 1,1 0,2
8 38 M 26 2,7 1,0 - 1,0 0,2
9 40 F 21 3,9 0,9 - 0,9 0,2
10 41 F 26 3,8 1,0 - 1,0 0,2
11 49 M 30 3,0 1,0 - 1,0 0,2
12 55 M 25 3,0 1,0 - 1,0 0,2
13 62 M 24 3,3 1,0 - 1,0 0,2
14 63 M 24 4.1 1,1 - 1,1 0,2
15 72 M 30 2,4 1,0 - 1,0 0,2
16 75 M 21 2,3 1,1 1,1 1,1 0,2
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. N° Concentracion en pmol ?CO/mL
Voluntario Sexo | Edad | %COHb ! :
Muestra Dato 1 | Dato 2 | Promedio | Incertidumbre

17 77 F 22 3,3 1,0 - 1,0 0,2
18 80 M 27 1,6 0,9 - 0,9 0,2
19 84 M 20 21 0,9 - 0,9 0,2
20 95 M 37 26 1,0 - 1,0 0,2
96 3,2 0,9 - 0,9 0,2
21 105 F 19 1,7 0,9 1,0 1,0 0,2
107 1,9 1,0 1,0 1,0 0,2
97 2,2 1,0 1,1 1,1 0,2

22 M 22
100 1,7 1,1 1,3 1,2 0,2
101 2,4 1,0 - 1,0 0,2

23 M 19
103 2,3 1,0 1,1 1,0 0,2
102 29 1,0 1,1 1,0 0,2

24 M 26
104 3,6 1,4 - 1,4 0,2
106 3,5 1,1 - 1,1 0,2

25 M 44
109 2,3 1,1 1,0 1,0 0,2
108 1,9 1,0 1,0 1,0 0,2

26 M 25
110 3.1 1,1 1,1 1,1 0,2
111 2,5 1,1 1,0 1,0 0,2
27 114 M 22 4.6 1,2 - 1,2 0,2
126 7,5 1,2 - 1,2 0,2
112 3,1 0,9 0,9 0,9 0,2

28 F 29
115 2,6 0,9 - 0,9 0,2
113 3,7 1,0 1,2 1,1 0,2
29 116 M 21 2,3 1,0 1,1 1,1 0,2
168 2,7 1,1 1,1 1,1 0,2
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N° Concentracion en pmol 2CO/mL
Voluntario Sexo | Edad | %COHb
Muestra Dato 1 Dato 2 | Promedio | Incertidumbre
30 117 M 01 2,7 1,0 - 1,0 0,2
118 3,1 1,3 1,2 1,2 0,2
31 120 M 21 2,1 1,0 - 1,0 0,2
32 121 M 23 2,1 1,0 - 1,0 0,2
33 125 M 20 2,6 1,1 - 1,1 0,2
34 131 F 23 1,7 1,0 - 1,0 0,2
35 135 M 19 1,7 1,1 - 1,1 0,2
36 145 M 21 2,1 0,9 - 0,9 0,2
37 153 M 19 25 0,8 - 0,8 0,1
38 167 M 20 3,0 0,9 - 0,9 0,2
39 169 M 23 1,9 1,1 - 1,1 0,2
F: Femenino. M: Masculino.
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Q. Anexo.

Informe Calificaciéon operacional HS-GC-MS

PROCESO: SOPORTE
cODIGO: FK-P3-01 @thmOS®
VERSION: 03-12 De Mayo de 2015 Tenemos mucha Quimica
Certificados ISO 9001:2008
INFORME DE SERVICIO Y/O ACTA DE RECIBO A SATISFACCION
Ciudad y Fecha: MEDELLIN - Friday, May 03, 2019 Inicio servicio: 02/05/2019 8:00 a.m.
Cédigo del Informe: KH8427 Fin servicio: 03/05/2019 5:30 p.m.
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA LEGAL Direccién: Carrera 65N 80-325
Compaiifa: Y CIENCIAS FORENSES SECCIONAL
MEDELLIN
Persona encargada: TATIANA JIMENEZ PINZON
Usuario: ERICA SOFIA VILLA CORREA
Motivo de la Visita: Mantenimiento Preventivo B Instalacién m} Calificacion 0Q/PV ~ H
Entrenamiento a Soporte Telefénico 00 Diagnostico m]
Mantenimiento Correctivo O Soporte Remoto [0 Acta de Entrega m]
Equipo: 7890B 5977B 7697A --- 108885 Serial: CN17383001
Agilent Technologies
. .
Configuracion
Items Nombre Componente Configuracién Médelo Serial Versién
1 7697A HEADSPACE SAMPLER N/A CN17410047 7697A
2 ALS 7693 G4513A CN17480025 7693
3 FRONT INLET SPL/SPLSS N/A SPL/SPLSS SPL/SPLSS
MASS SELECTIVE 59778 Extraction
4 MASS SELECTIVE DETECTOR DETECTOR 59778 US1746M042 Source
5 TRAY 7693 GA4514A CN17460064 7693

Carrera 18 No. 82- 23 Bogot, D.C. Colombia

m WASSON ECE (s);c-

INSTRUMENTATION

PBX: 571 - 691 3111

PEAK =

Pagina 1de 2

o www.khymos.com

Fax: 571 - 617 0403 info@khymos.com

Agilent Technologies

—— Authorized Distributor
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PROCESO: SOPORTE

CODIGO: FK-P3-01 @ |<h (M OS
VERSION: 03-12 De Mayo de 2015 ot sl

Certificados I1SO 9001:2008

Detalles de la Revision

Diagnéstico: N/A
Descripcién: Se realiza inyecciones de muestras de control del cliente y tune para tener como referencia inicial de la intervencion.

Se ventea el equipo y se realiza calificacién operacional de acuerdo al protocolo de Agilent para la configuracién del equipo. Se vuelve a
acondicionar el equipo y se deja en las condiciones iniciales que tenia el cliente. Se realiza tune y se vuelve a realizar analsiis de los
controles del usuario.

Acciones Correctivas: N/A

Recomendaciones: Se recomienda al cliente, solicitar capacitacion en software Mass Hunter, y evitar el uso de excel para preservar la
integridad de los datos.

Otros: N/A

Pendientes:
0 si M No O Partes / Consumibles
O Khymos O Cliente O otro.
Cual? N/A

Anexos: Protocolos de calificacién operacional, resultados y certificados.

Comentarios: Todas las pruebas de calificacién operacional son satisfactorias.

Se realizan los controles por parte de Sofia Villa y se verifica que el equipo queda plenamente operativo y los
parametros de aceptacion del equipo se cumplen

Esneider lImenez‘;rajales g ERICA SOFIA VILLA CORREA
@ kh mos @ Ingeniero de Soporte Profesional Universitario Forense
Teemas nyicha Oerica esneider.jimenez@khymos.com INSTITUTO NACIONAL DE
www.khymos.com MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS
FORENSES SECCIONAL MEDELLIN

o www.khymos.com
Carrera 18 No. 82- 23 Bogotd, D.C. Colombia PBX: 571 - 691 3111 Fax: 571 -617 0403 info@khymos.com

N oossonmce Cossc PEAK = Agilent Technologies
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