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RESUMEN

PALESTINO PAMPLONA NATALIA. Dinamica del equilibrio acido-base vy
glucosa in vitro en plasma y suero de sangre venosa de perros sanos
relacionada con el tiempo de analisis (bajo la direccién de: Dr. Luis Nunez

Ochoa y Dr. Jan Bouda)

La informacién de la que disponemos sobre consumo in vitro en muestras
sanguineas de perros es escasa. El objetivo fue determinar los cambios de
valores del equilibrio acido-base, glucosa y lactato en plasma y suero de sangre
venosa de perros sanos relacionados con el tiempo de analisis. Se colectaron
muestras de 10 perros adultos clinicamente sanos cuyos resultados de
hematocrito y leucocitos se encontraron dentro de los limites de referencia. Se
realizaron determinaciones en: 1) suero en contacto con el coagulo almacenado
a 4 °C (S4); 2) plasma de sangre heparinizada almacenada en agua con hielo
(PSH); y 3) suero en contacto con el coagulo almacenado a 22 °C (S22). Se
determinaron glucosa, lactato, diéxido de carbono total (CO.T), sodio, cloro y
potasio a los 15 min (sélo en PSH), 1 h, 3 h, 6 h, 12 h y 24 h. No se realizaron
determinaciones en S22 a las 12 h y 24 h. En S4 la glucosa y el lactato
mostraron diferencias estadisticamente significativas a partir de la primera hora.
En PSH la glucosa mostré diferencias estadisticamente significativas a partir de
6 h, y el lactato lo hizo a partir de la primera hora. En S22 la glucosa y el lactato
presentaron diferencias tanto estadistica como clinicamente significativas en
todo momento. El mejor método para evitar el consumo de la glucosa y el
aumento de lactato es analizar PSH. Se observé una sobreestimacion analitica

del bicarbonato y una conducta azarosa de los acidos no volatiles.



INTRODUCCION

En la préactica clinica de pequefas especies, las muestras sanguineas
remitidas al laboratorio con frecuencia tardan varias horas en ser procesadas.
La interpretacion correcta de los andlisis bioquimicos depende de varios
factores criticos, uno de los cuales es la estabilidad de los analitos.' Esta Gltima
depende en gran medida del método de almacenamiento y del manejo entre el
momento de la toma de muestra y el momento de su evaluacién en el
laboratorio.? Si bien es de conocimiento general que almacenamiento por
tiempo prolongado o exposicion a temperaturas elevadas son indeseables en
una muestra, existe una carencia de informacion clara y precisa acerca de la
estabilidad de los analitos en medicina veterinaria.’

En una evaluacién preliminar, en el Laboratorio de Bioquimica del
Departamento Patologia Clinica de la FMVZ de la Universidad Nacional
Autonoma de México, se tomaron en cuenta 129 muestras perros recibidas
durante el mes de febrero. En el 13.1 % se encontré hipoglucemia sin relacion
con la anamnesis o el resto de los hallazgos bioquimicos, del mismo modo se
encontrd disminucion del bicarbonato en 11.6 % y de ambos analitos en el 7 %.
Los estudios sobre los cambios en los valores bioquimicos de acuerdo al
tiempo de separacion del plasma/suero, de la temperatura y/o del tipo de
muestra en humanos son numerosos.>"™ De dichos estudios, en pocos se
compararon los cambios después de diferentes manejos de la muestra o en
periodos menores a 24 h, debido en parte a que en humanos las muestras se
toman generalmente en el laboratorio. En medicina veterinaria, se han
estudiado estos fendmenos, mayoritariamente involucrando enzimas o soélo
valores de equilibrio acido-base, en caballos'"’, en rumiantes'®?* y en
gatos'”?26_ De dichos estudios, en ninguno se estudiaron cambios in vitro en
valores de equilibrio acido-base junto con glucosa y lactato tanto en suero
como en plasma. Pocos son los estudios que han registrado las variaciones in
vitro de los analitos ya mencionados con relacién al tiempo en perros."?>27-3°
No se encontrd informacion acerca de estas variaciones generada bajo las
condiciones climaticas y geograficas de México. Del mismo modo no se

encontrd informacién que simule las condiciones de tiempo y temperatura que



se utilizan en la ciudad de México en la toma y envio de muestras al laboratorio
en la clinica de pequerias especies.

El equilibrio &cido-base es un mecanismo mediante el cual se mantiene una
constante relativa de pH a pesar de la produccion de productos metabdlicos de
desecho en el cuerpo y es fundamental para la homeostasis.*** El pH normal
de la sangre es de aproximadamente 7.4, y es necesario que los procesos
celulares normales mantengan el pH cercano a éste valor.3*** Esto es debido a
que dicho pH permite que los sistemas enzimaticos trabajen de forma éptima y
que exista una concentracién adecuada de electrélitos en su forma ionizada.>®
Bajo ninguna circunstancia es mas importante la comprension y el significado
del equilibrio &cido-base que en situaciones de urgencia en la que los animales
se enfrentan a problemas fisico-quimicos que son complejos y peligrosos.®':3*

En la clinica de pequefas especies, los trastornos acido-base son comunes
dado que aparecen con frecuencia en condiciones como: diarrea, vomito,
insuficiencia renal, deshidratacion, neumonia o situaciones que provoquen
restriccion de la expansion pulmonar, incluidos los procedimientos anestésicos.
La alteracion de pH resulta de movimientos de agua, electrdlitos o de diéxido
de carbono (CO.) .* Es por lo tanto importante contar con métodos confiables y

efectivos para evaluar el estado &cido-base de un paciente.

El metabolismo normal genera H* que son excretados o amortiguados.®**” Los
amortiguadores “absorben” los H* evitando que se acumulen en los liquidos
corporales y entre los mas importantes se encuentran el bicarbonato y la
hemoglobina.*® El sistema de bicarbonato contribuye con mas de 20 mmol/L de
la capacidad total de amortiguacién, mientras que hemoglobina, fosfatos,
amonio, sulfatos y otras proteinas como la albumina contribuyen con menos de
10 mmol/L.%’

Otros mecanismos que intervienen en el equilibrio acido-base son los
compensatorios que ocurren principalmente a nivel pulmonar y renal, mediante
la retencién o eliminacién de COs, el intercambio de iones K*y H*.3+38

El diéxido de carbono total (CO.T) representa la suma del i6n bicarbonato
(HCO3) y CO, disuelto que incluye su forma no disociada como acido

carbonico (H2COs) y su forma libre (COz). EI CO2T es un constituyente de la



sangre estable que, con un manejo adecuado, puede ser medido
satisfactoriamente en plasma o suero en las muestras que se emplean de
rutina para el andlisis bioquimico.®**” La determinacién bioquimica de dicho
componente proporciona un estimado de la concentracion de HCO3 en suero,
ya que el Ho.COs y el CO: libre representan sélo el 5 % del CO:T y se puede
utilizar para evaluar trastornos metabdlicos del estado acido-base del animal
cuando no es posible realizar determinacién de gases sanguineos.?¢

La determinacién de gases sanguineos comprende la medicién de iones
hidrégeno (H*) (pH), la presion parcial de oxigeno (PO.), la presion parcial de
diéxido de carbono (PCO.,) y calculo de valores de HCOj3; y exceso de base
(EB) en la sangre.*” Este altimo representa los mmol/L de 4cido 6 base fuerte
que se deben de anadir a la muestra para producir un pH de 7.40 a una
temperatura de 37° C y con una PCO; de 40 mm Hg.¢*

Los instrumentos que miden gases sanguineos poseen membranas selectivas
gue permiten el paso Unicamente de H*, O, y CO, desde la sangre hacia
electrodos especificos.*’

La relaciéon entre la concentraciéon de H*, HCOs y PCO: en la sangre normal a
37 °C puede expresarse mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch o
mediante su versién no logaritmica.3%3436:37

pH = 6.1 + log([HCO3]/(PCO2x0.03)) 6 [H'] =24 x (PCO/[HCO3])

A partir de esta ecuacion las maquinas que miden gases sanguineos calculan
la concentracion de HCOg'.

La muestra para determinacion de gases sanguineos se debe de guardar en
una jeringa cuya aguja sea sellada con un tapén, debe de mantenerse en agua
con hielo y debe de ser analizada dentro de 3 h.*® Se prefiere la obtencién de
sangre arterial que se requiere para asesorar la oxigenacién de la sangre
aunque la sangre venosa también se puede emplear siempre y cuando se
utilicen los rangos de referencia apropiados.®®*” Es por lo anterior que muchas
veces la determinacion de CO:T y electrdlitos en los andlisis clinicos de rutina
son los Unicos parametros que posee el clinico en cuanto a equilibrio acido-
base.

En cuanto a consumo in vitro de bicarbonato en perros, un estudio (James et
al., 1997) reporta que hay una disminucion estadisticamente significativa de

CO:T después de 4 horas de almacenamiento de sangre completa.?® Schenck



y colaboradores estudiaron el efecto de tiempo y temperatura en valores de
calcio ionizado y pH en perros sanos, encontrando un aumento de pH
significativo después de 9 horas de almacenamiento tanto a 23 °C como a 4
QC.SO

En medicina veterinaria, la especie en la que mas se encontraron estudios
acerca del consumo in vitro del bicarbonato fue en bovinos. Jagos et al.?*
encontraron una disminucion de bicarbonato estdndar estadisticamente
significativa después de la quinta hora de almacenamiento de sangre completa

heparinizada en agua con hielo. Krokavec et al.?®

publicaron una disminucion
estadisticamente significativa de bicarbonato estandar después de 6 horas de
almacenamiento de la muestra a 37 °C. En los dos ultimos estudios
mencionados se realizaron las determinaciones mediante gasometria.

Una situacion que puede causar disminucién artificial del valor de HCOj3 es el
llenado incompleto del tubo en el que se colecta la sangre.®3¢%° La PO, y
PCO, de la sangre y el aire rapidamente se equilibran,®” dando como el
resultado que el CO. contenido en el suero o plasma difunde hacia el aire
atrapado en el tubo, que tiene una PCO> menor que la sangre.?® Esto sucede
independientemente de que el tubo haya sido abierto previo a la toma de
muestra. James et al.® observaron que al tomar muestras sanguineas en
perros el llenado incompleto de tubos con vacio resulta en una falsa
disminucién de CO,T hasta de 3.7 £ 1.3 mmol/L.

Los acido no volatiles (ANV), conocidos como anion gap, se calculan mediante
la diferencia de los cationes principales menos los aniones principales (Na*+K")
— (CI'+HCOy3). Su valor sirve para determinar la causa de anormalidades en el
equilibrio acido-base. Representan los aniones no incluidos en la ecuacion
(albumina, fosfatos, sulfatos y acidos organicos) que intervienen en la ley de la

%37 Pueden verse incrementados en numerosos

electroneutralidad.
padecimientos, como son acidosis lactica, cetoacidosis diabética, insuficiencia
renal y ciertas intoxicaciones. Su valor también se puede incrementar
erroneamente cuando hay pérdidas in vitro de bicarbonato causadas por un
mal manejo de la muestra, como lo observaron Osborne et al. en un estudio
realizado en perros.®®

La teoria de Stewart es un modelo mas reciente que propone que todos los

electrolitos en los liquidos bioldgicos se ven involucrados en el equilibrio acido-



base. Dicho de otro modo, la diferencia entre los cationes fuertes (Na*, K*,
Ca*, Mg®) y los aniones fuertes (CI, sulfato, lactato, acetato, beta-
hidroxibutirato) ejerce una influencia independiente en el pH sanguineo. %'3%%7
Un aumento en la diferencia de iones fuertes se asocia a alcalosis metabdlica y
una disminucién en la misma se asocia a acidosis metabélica.*

Es por lo anterior util disponer de un perfil de electrélitos junto con los
parametros de equilibrio acido-base hasta ahora mencionados. Datos
incompletos pueden proporcionar informacién falsa acerca del estado del
paciente. El perfil de electrélitos se utiliza béasicamente para valorar la
severidad de desequilibrios en los liquidos corporales, aunque en ocasiones
puede ser de utilidad para apoyar un diagnéstico.*

No se encontraron datos precisos acerca del consumo in vitro de electrélitos en
animales dentro de las primeras 24 h posteriores a la toma de muestra. En un
estudio realizado en humanos® se reportdé una diferencia significativa en los
valores de potasio en sangre entera a 4° C después de 4 horas de
almacenamiento, mientras que en los valores de sodio se encontré una
diferencia significativa después de 24 h de almacenamiento a la misma
temperatura. Se ha reportado también en humanos® que los valores de potasio
no permanecen estables en sangre completa heparinizada a 4 °C ni a 22 °C
tras 7 h de almacenamiento. Por otro lado Zhang et al.® determinaron en
humanos que el potasio permanece estable en sangre entera a 32 °C durante 3

h, mientras que el cloro permanece estable durante 6 horas.

El metabolismo de la glucosa y la glucemia son anormales en muchas
enfermedades; la hiperglucemia e hipoglucemia son hallazgos comunes en el
laboratorio, debido a que la glucemia es afectada por numerosos factores.**%’
La concentracién de glucosa en sangre es regulada e influenciada por
numerosas hormonas, entre las cuales se encuentran: insulina, glucagén,
catecolaminas, somatotropina y cortisol.*”

Algunas enfermedades que alteran la glucemia en perros son: diabetes
mellitus, hiperadrenocorticismo, pancreatitis aguda e hipotiroidismo.***”  La
diabetes mellitus es una de las endocrinopatias mas comunes en el perro, y

puede ser mortal si se diagnostica o se trata en forma incorrecta.*® También es



comun encontrar hiperglucemia fisiolégica posprandial, por excitacion o por
miedo %%

Los eritrocitos de los mamiferos dependen principalmente de la glucosa para
satisfacer sus requerimientos energéticos y el 90% de la glucosa utilizada es
metabolizada hacia lactato via la glucdlisis. Asi, las pérdidas de glucosa y el
aumento de lactato en las muestras sanguineas pueden ser atribuibles en parte
a contaminacién bacteriana y al metabolismo de las células presentes.'®?

La coleccion de una muestra sanguinea adecuada requiere de procedimientos
especiales para evitar cambios en la glucosa y el lactato después del
muestreo.'®

Se debe de separar el suero del plasma de las células sanguineas si van a
transcurrir mas de 30 minutos desde la toma de muestra hasta su analisis ya
que la glucdlisis in vitro es responsable de la disminucion del 5-10% de la
concentracion de glucosa por hora a temperatura ambiente.**® La glucosa
sanguinea in vitro disminuye en un 84% después de mantener la muestra a 4
°C durante un dia y posteriormente a 22 °C durante dos dias, cuando las
muestras son almacenadas como sangre completa sin anticoagulante y en un
97% cuando son almacenadas como sangre completa heparinizada.’

La eficacia de fluoruro de sodio (NaF) para preservar la glucosa en muestras
sanguineas ha sido evaluada en diferentes especies, arrojando resultados

cuestionables en cuanto a su uso.'>16:26:27:41

27
l.

En un estudio realizado por
Ferrasin et al.“" se estudié el efecto del colectar la muestra con fluoruro de
sodio y oxalato de potasio (NaF-Ox) en seis perros sobre los valores de lactato
a través del tiempo. No se encontraron diferencias estadistica ni clinicamente
significativas ni por tiempo (30, 60, 120 y 240 min) ni por temperatura (4 °C y
20 °C), concluyendo que el NaF es eficaz para prevenir el aumento in vitro de
lactato hasta por 4 horas a 20 °C en perros. Estos resultados concuerdan con
estudios de la misma naturaleza realizados en gatos y en caballos.>?

Sin embargo, la utilizacién de fluoruro de sodio en la toma de muestras
sanguineas en la clinica de pequenas especies es una practica muy poco
realizada hoy en dia. Probablemente esto se deba a que presenta ciertas
desventajas, tales como el encogimiento de los eritrocitos, hemdlisis parcial, e
interferencia con la determinacién de otros analitos.'®***? En un estudio

realizado en caballos, se observé que los valores de glucosa en muestras



colectadas con fluoruro de sodio y oxalato de potasio fueron 6% menores que
en las muestras colectadas con heparina. Al mismo tiempo se observé que el
volumen de los eritrocitos fue 17% menor en las muestras colectadas con
fluoruro de sodio y oxalato de potasio. Estos dos eventos encuentran una
explicacion en el hecho de que el fluoruro de sodio causa una disminucién en
tamaro de los eritrocitos y una hemolisis parcial, diluyéndose el contenido de
glucosa en el plasma, ya que existe una concentracion menor de glucosa en el
citoplasma de los eritrocitos que en el plasma.'®

Otro estudio compar6 el efecto de diferentes anticoagulantes en los valores de
numerosos analitos comunmente determinados en perros. Se encontré que los
valores de suero y los valores en plasma con heparina no arrojaron diferencias
significativas, a excepcion de un aumento en la albumina y una disminucion en
potasio, calcio ionizado y acetilcolinesterasa. Sin embargo, al utilizar NaF
encontraron hemdlisis evidente en todas las muestras y una disminucién
significativa comparando con los valores encontrados en suero de la mayoria
de los analitos, incluida la glucosa.*

El acido lactico se produce en exceso durante el metabolismo anaerébico a
medida que la perfusién y oxigenacion de los tejidos disminuyen, difunde
inmediatamente al liquido extracelular y se disocia en i6n hidrégeno y lactato.*
Su determinacion se ha vuelto una practica comun en la clinica de pequenas
especies para evaluar el rendimiento en el ejercicio y para valorar la severidad
y el pronéstico de muchas condiciones fisiopatolégicas.?”****® Se ha reportado
que la concentracion de lactato previa a la cirugia en plasma canino es una
buena herramienta para predecir necrosis gastrica y la recuperacion de perros
con dilatacién-vélvulo gastrico.> Asimismo se ha establecido que la
concentracién de lactato en perros con traumatismos importantes e
intoxicaciones y con problemas cardiopulmonares, gastrointestinales y
neuroldgicos es significativamente mas elevada que en perros clinicamente
sanos o con otros problemas.** Se ha reportado en gatos que la concentracion
de glucosa aumenta y la de lactato disminuye después de una hora de
almacenamiento en suero en contacto con el coagulo a una temperatura de 25
°C.2



Hipétesis

El factor tiempo tiene una influencia negativa sobre la glucemia y la bicarbonatemia
disminuyéndolos por consumo in vitro, mientras que sobre el lactato es positiva con
un incremento artificial tanto en las determinaciones en plasma como en las

realizadas en suero.

Objetivo
Determinar los cambios de los valores del equilibrio acido-base, glucosa y lactato en
plasma y suero provenientes de sangre venosa de perros clinicamente sanos

relacionados con el tiempo bajo tres formas de manejo de las muestras.



MATERIAL Y METODOS

Se determinaron las concentraciones de potasio, sodio, cloro, bicarbonato, glucosa
y lactato en suero y plasma de perros clinicamente sanos en el Laboratorio de
Bioquimica del departamento de Patologia Clinica de la FMVZ. El estudio se dividio
en 3 partes (A, B y C) de acuerdo al tipo de muestra y el manejo que se le dié a la
misma.

Se tomaron muestras de sangre venosa a 10 perros adultos clinicamente sanos con
peso de 25 kg o mas, mediante contencion fisica manual. No se consider6 el
género ni la raza como relevantes. Los perros se consideraron clinicamente sanos
cuando no se observaron signos de enfermedad y cuando su frecuencia cardiaca y
respiratoria, temperatura y palpacion transabdominal se encontraron dentro de
rangos de referencia. Se realiz6 el muestreo en un solo episodio para cada perro, el
cual se dividié en diferentes tubos para las 3 partes del estudio. La muestra se
obtuvo directamente de la vena yugular. El &rea a puncionar se rasuro y limpié con
una torunda con alcohol. Durante los dias de muestreo se registrd la temperatura
ambiente con un termémetro de exterior.

Fueron descartadas las muestras en las que se encontrd6 hemolisis, eritrocitosis,
anemia, leucocitosis o leucopenia. Se tomaron muestras de un nuevo perro para
reemplazarlas.

Para la parte A del estudio la sangre se colectd en 5 tubos con vacio (Vacutainer®)
sin anticoagulante con capacidad de 3 mL. Todos los tubos se llenaron mediante el
sistema de vacio hasta el limite de su capacidad y permanecieron a temperatura
ambiente durante la primera hora posterior a la toma de muestra. Transcurrida la
primera hora, se centrifugd una muestra y se realizaron las determinaciones. Los
cuatro tubos restantes se mantuvieron en refrigeraciéon (4 °C) hasta el momento de
su centrifugacion y andlisis a las 3 h, 6 h, 12 hy 24 h. En esta parte del estudio se
utiliz6 una centrifuga clinica marca Heraeus modelo Labofuge 2000 a 468
gravedades durante 10 min.

Para la parte B del estudio se tom6 la muestra en una jeringa heparinizada de 12

mL. Se utilizaron 50 U de heparina sodica por mL de sangre. La primera



centrifugacion y determinacion se realizé dentro de los primeros 15 min posteriores
a la toma de muestra. Después de tomar muestra para la primera determinacion, la
jeringa se mantuvo en una hielera con agua con hielo y se tom6 parte de la muestra
para realizar las determinaciones a los siguientes tiempos: 1 h,3h,6 h,12hy 24 h.
A la hielera se le agreg6 hielo transcurridas las primeras 12 h, de tal manera que la
temperatura de la muestra no sobrepasara los 2 °C. Para cada determinacion se
transfirieron 1.5 mL de muestra a un tubo Eppendorf mismo que se centrifugd a
12052 gravedades durante 10 min en una microcentrifuga marca Eppendorf.

Para la parte C del estudio se colect6 sangre en 2 tubos con vacio (Vacutainer®) sin
anticoagulante con capacidad de 3 mL. Ambos tubos se llenaron hasta el limite de
su capacidad mediante el sistema de vacio y permanecieron a temperatura
ambiente en todo momento hasta el momento de su centrifugacién a andlisis a las 3
h'y 6 h posteriores a la toma de muestra. Las muestras se colocaron en bafio maria
a 22 °C hasta el momento de su analisis. Para esta parte del estudio se utilizd el
mismo equipo y procedimiento de centrifugacion que en la parte A.

Adicionalmente se tom6 una muestra de aproximadamente 1 mL en un tubo con
vacio (Vacutainer®) con EDTA para realizar la lectura del hematocrito, el conteo de
leucocitos y la determinacién de sdlidos totales segun los procedimientos manuales
estandarizados.*’

Para todas las determinaciones mencionadas se utilizé un analizador de electrélitos
ibn selectivo en el caso de sodio, cloro y potasio y un espectrofotébmetro marca
Selectra Junior (Holanda) en el caso de bicarbonato, lactato y glucosa.

El analizador de electrélitos marca Easy Lite consta de 3 electrodos que reaccionan
cada uno con sodio, cloro o potasio, provocando un impulso eléctrico proporcional a
la concentracién de dichos iones.

Para la determinacién de bicarbonato, el espectrofotometro trabaja mediante un
procedimiento enzimatico, empleando carboxilasa de fosfoenolpiruvato (PEPC)
(Diagnostic Chemicals Limited, Canada). La disminucion en la absorbancia es
proporcional a la concentracién CO.T en la muestra.

Para la determinacion de glucosa, el espectrofotémetro emplea una modificacion del



método de glucosa/peroxidasa (Randox Laboratories Limited, RU).

Para la determinacion de lactato, se emplea el método de lactato oxidasa (Randox
Laboratories Limited, RU).

Como control de calidad, diariamente tanto en el equipo de electrélitos como en el
espectrofotdmetro se realizaron determinaciones de un suero control comercial que
posee una concentracion conocida de sodio, cloro, potasio, bicarbonato, glucosa y
lactato.

Analisis de resultados

El andlisis de resultados se efectué mediante estadistica descriptiva y prueba de t
de student para comparar los diferentes tiempos de muestreo y se considerd

significativo cuando p<0.05.



RESULTADOS

Glucosa
Parte A

En las determinaciones realizadas en suero sin separar del coagulo y
almacenado a 4 °C (S4), los valores de glucosa promedio determinados a las 3
h,6 h, 12 hy 24 h fueron menores que el valor de glucosa promedio inicial (1
h). La concentracion de glucosa promedio disminuyé en todos los casos con
respecto a la determinacion anterior (cuadro 1). Se observé una disminucion
estadisticamente significativa (p < 0.05) en todas las determinaciones en
comparacién con la determinacion inicial de 1 h (cuadro 2). La disminucion de
glucosa con respecto a la medicién inicial de 15 min (A) fue cada vez mayor en
las evaluaciones subsecuentes (cuadro 2). Este fendmeno se hace evidente al
expresar la disminucién en la concentracién de glucosa promedio con respecto
a la medicién inicial como porcentaje, la pérdida de glucosa se increment6
progresivamente en todas las determinaciones (fig. 1).

Se observé wuna diferencia estadisticamente significativa entre las
determinaciones realizadas a las 3 h y las realizadas alas 12 h y 24 h (p=0.019
y p=5° respectivamente). Lo mismo ocurri6 entre las determinaciones
realizadas entre las 6 h y las 12 h y 24 h (p=0.042 y p=4°, respectivamente).
Las determinaciones realizadas a las 6 h a partir de la toma de muestra no
presentan diferencia significativa en comparacion con las determinaciones

realizadas a las 3 h (p=0.065).

Parte B

En las determinaciones realizadas en el plasma de sangre heparinizada y
almacenada en agua con hielo (PSH), todas las determinaciones de la
concentracién de glucosa resultaron ser inferiores a los 15 min iniciales. La
concentracién promedio de glucosa fue en todos los casos inferior con respecto
a la determinacion anterior (cuadro 1). La disminucién de glucosa con respecto
a la medicion inicial de 15 min (A) aument6 a medida que el periodo en cuestién
fue mayor (cuadro 2).

La diferencia entre las determinaciones realizadas en PSH a los 15 min con las

de las 6 h, 12 h y 24 h fueron estadisticamente significativas. Si bien hubo una



concentracién menor de glucosa a la hora y las 3 horas comparando con la
medicion inicial, estas diferencias no fueron significativas (cuadro 2).

También se encontraron diferencias significativas entre la primera hora con las
12 hy 24 h (cuadro 2).

Parte C

En las determinaciones realizadas en suero sin separar del coagulo y
almacenado a temperatura ambiente controlada (22 °C) (S22), se observd una
disminucién marcada de la concentracion de glucosa a las 3 h y 6 h con
respecto a la medicién inicial (1 h) (cuadro 1). Cuando se comparé con la
determinacion en plasma de los 15 min por ser la considerada la de referencia
se encontraron diferencias significativas en todas las determinaciones
subsecuentes. Sin separar el suero del coagulo, la disminucién de la
concentracién de glucosa fue rapida con relacién al tiempo (fig. 1). Entre 1 hy 6
h se observd mas del doble de la disminucién entre 1 hy 3 h.

En ambas determinaciones (3 h y 6 h), la diferencia con respecto a la
determinacion inicial de 15 min realizada en plasma fue estadisticamente
significativa (cuadro 2). Al cabo de 6 h, la concentracion de glucosa disminuy6
en un 48.1 % con respecto a la determinacion inicial realizada en plasma de
sangre heparinizada, y en un 44 % con respecto a la realizada en suero a 1 h

del muestreo (fig. 1).

Lactato

Parte A

En las determinaciones en S4, se encontrd un incremento constante de lactato
durante todo el estudio (cuadro 3). La diferencia en la concentracién de lactato
promedio con respecto a la medicion inicial de 1 h fue aumentando con cada
determinacion (cuadro 4).

La diferencia de lactato promedio observada a través del tiempo con respecto a
la determinacion inicial en todos los casos fue estadisticamente significativa
(cuadro 4). Entre las determinaciones realizadas a las 3 h, 6 h'y 12 h hubo

diferencia estadisticamente significativa.



Parte B

En las determinaciones realizadas en PSH, en todas las determinaciones
realizadas se observé un aumento del lactato promedio con respecto a la
medicién inicial realizada a los 15 min de la toma de muestra (cuadro 3). El
incremento de lactato se duplic6 practicamente en cada una de las
determinaciones subsecuentes (fig. 2).

Al comparar los resultados de lactato obtenidos a través del tiempo con
respecto a la determinacién inicial, en todos los casos la diferencia resulté ser
estadisticamente significativa (cuadro 4). Al tomar como referencia las
determinaciones realizadas en la primera hora, la diferencia con las
determinaciones subsecuentes también fue estadisticamente significativa en
todos los casos. Lo mismo sucedié al comparar el resultado a las 3 h con los
resultados subsecuentes.

En cuanto al aumento de lactato promedio expresado en porcentaje, se
observ6 que entre los primeros 15 min y la primera hora y al final del estudio
tuvo un incremento inferior a los otros métodos de manejo de las muestras

sanguineas (fig. 2).

Parte C

En las determinaciones de lactato realizadas en S22, se increment6é en todas
las determinaciones al comparar con la determinacién anterior (cuadro 3 y fig.
2). Se tom6 como determinacion inicial el lactato en plasma a los 15 min.

El lactato promedio a los 15 min, resulté ser estadisticamente significativo
cuando se compardé en los diferentes muestreos subsecuentes (cuadro 4). Del
mismo modo, el aumento de lactato a las 3 h y 6 h fue estadisticamente
significativo al compararlo contra el lactato obtenido en suero a 1 h del
muestreo.

Al finalizar la primera hora, se observé un aumento de lactato 5 veces superior
con respecto al aumento de lactato en PSH en similar tiempo (fig. 2). Al cabo
de 6 h se incrementé el lactato mas del 200% con respecto a la concentracién
promedio en plasma dentro de los primeros 15 min después del muestreo (fig.
2).

Bicarbonato




Parte A

En las determinaciones realizadas en S4, entre la primera y la tercera hora se
observé una disminucién (0.06 mmol/L) de la concentracién promedio de
bicarbonato. Posteriormente, entre la tercera y la sexta hora hubo un aumento
de 1.12 mmol/L. Al comparar la sexta y la doceava hora se observé un
aumento similar, sin embargo en la determinacién final de 24 h hubo una
disminucién de 2.47 mmol/L al comparar con los resultados obtenidos en la
doceava hora (cuadro 5).

En las determinaciones realizadas a las 3 h y en las realizadas a las 24 h se
obtuvo una concentracion de bicarbonato promedio menor a las
determinaciones realizadas inicialmente (1 h). La diferencia observada en
dichos casos fue de 0.11 mmol/L entre la tercera y la primera hora y de 0.18
mmol/L entre las 24 h y la primera hora.

Unicamente la diferencia en la concentracion de bicarbonato promedio
observada entre la primera hora y las 12 h fue estadisticamente significativa

(cuadro 6).

Parte B

En las determinaciones realizadas en PSH se observé un aumento sostenido
en la concentracién de bicarbonato promedio obtenida a lo largo del estudio,
tanto al comparar los valores con la determinacién anterior, como al
compararlos con la determinacién inicial a los 15 min. Unicamente se observé
una disminucién de la concentracion de bicarbonato entre las 12 h y las 24 h. El
valor de concentracién de bicarbonato promedio obtenido a las 24 h fue
superior al valor inicial (cuadro 5).

Al comparar los resultados obtenidos a lo largo del estudio con la
determinacion inicial realizada a los 15 min, solamente alas 6 hy alas 12 h se

encontr6 una diferencia estadisticamente significativa (cuadro 6).

Parte C
En los resultados obtenidos al procesar S22, se obtuvo un valor superior de
bicarbonato promedio por 0.96 mmol/L entre los primeros 15 min en PSH y la

determinacion inicial en suero (1 h). Entre la primera y la tercera hora, el valor



de bicarbonato sufrié una disminucién de 0.12 mmol/L, para después aumentar
nuevamente entre la tercera y la sexta hora (cuadro 5).

Todas las determinaciones en suero almacenado a 22 °C arrojaron un valor de
bicarbonato promedio superior al valor obtenido en PSH a los 15 min.

La diferencia entre la concentracion promedio de bicarbonato obtenida a los 15
min y la obtenida a la hora y a la sexta hora fue significativa en ambos casos
(cuadro 6). No sucedi6 asi con la diferencia observada entre el valor obtenido a

los 15 min y obtenido a las 3 h.

Acidos no volatiles (ANV)

En las tres partes del estudio, la concentracién de los electrélitos sodio, cloro y
potasio y el valor de los ANV fueron erraticos (cuadros 7 y 8).

En la parte C del estudio, se observé un aumento sostenido del valor de los
ANV. Dicho aumento se observo tanto al comparar con el valor obtenido en la
determinacion anterior, tanto al comparar con el valor inicial a los 15 min en
PSH (cuadro 8).

Los valores de los ANV en suero fueron siempre menores en PSH que en S4.
Tanto en la parte A como en la parte B del estudio ningun valor fue diferente
estadisticamente (cuadro 9).

En la parte C del estudio, se encontrd6 una diferencia estadisticamente
significativa Unicamente entre la primera determinacion realizada en suero (1 h)

y las 6 h (cuadro 9).



DISCUSION

Los resultados encontrados en este estudio en cuanto a la concentracién de
glucosa son similares a los encontrados por Thoresen et al.' en perros. En
dicho estudio la glucosa disminuy6 en un 33% en suero sin separar del coagulo
y almacenado a 4 °C durante un dia. En el presente estudio se encontré una
disminucién similar de 28% al obtener el mismo tipo de muestra y seguir el
mismo manejo durante 24 h. Sin embargo, los resultados varian al comparar
valores en plasma de sangre heparinizada. El aumento observado en plasma
fue de 44% al cabo de un dia manteniendo la muestra a 4 °C y en nuestro
estudio fue de sb6lo 5% a lo largo de todo el estudio, lo cual demuestra la
ventaja que representa mantener la muestra en agua con hielo.

En humanos se han encontrado diferencias significativas de la concentracion
de glucosa después de 24 h a 4 °C y después de 4 h a 23 °C en suero
almacenado en contacto con el coagulo,® estos resultados son similares a los
obtenidos en esta investigacion.

En un estudio similar realizado también en humanos, la glucosa permanecié
estable durante 3 h a 32 °C.° La glucosa demostré una estabilidad mucho
menor en nuestro andlisis, dado que al mantener el suero en contacto con el
coagulo a 22 °C a las 3 h la glucosa disminuyé mas de un 25%.

En el Laboratorio de Patologia Clinica de la FMVZ, los limites de referencia
para glucosa son de 3.88 — 6.88 mmol/L. De acuerdo con ésto, Unicamente en
un perro de los diez utllizados para el estudio se observd una
seudohipoglucemia al cabo de 24 h en suero almacenado como sangre
completa a 4 °C. En la practica cotidiana es frecuente observar resultados por
debajo de 1 6 2 mmol/L en cuestién de unas horas. En plasma de sangre
heparinizada almacenada en agua con hielo, a pesar de una disminucion ligera
de la glucosa, en ningun perro se observd hipoglucemia. Esta modalidad de
manejo no fue encontrada en la literatura evaluada. Es decir que, aunque
estadisticamente significativo en la mayoria de los casos, el consumo in vitro
observado en la concentracion glucosa en las partes A y B del estudio es de
importancia clinica cuestionable.

En suero sin separar del coagulo almacenado a temperatura ambiente, en dos

perros se observé seudohipoglucemia al cabo de 3 h y en cinco perros se



observé al cabo de 6 h, lo cual muestra que las diferencias son tanto
estadistica como clinicamente significativas. La concentracion promedio de
glucosa se redujo rapidamente hasta llegar a una tercera parte de su valor
inicial bajo esta modalidad de manejo de la muestra.

La concentracién de glucosa en suero fue menor que la observada en plasma
en todo momento, y en suero se registraron pérdidas mas grandes en todos los
casos dado que se mantuvieron el suero en refrigeracién y el plasma en agua
con hielo.

La concentracién inicial tanto en S4 como en PSH no justifican la coleccion de
una muestra con heparina y almacenamiento de la muestra en agua con hielo
si se dispone de los medios para procesar la muestra dentro de la primera hora
posterior a la toma de la muestra, salvo en los casos en los que conocer la
glucemia del paciente sea de urgencia. Sin embargo, en los casos en los que
no sea posible centrifugar la muestra y realizar determinaciones hasta dentro
de 6 h a 24 h, de acuerdo a este estudio es preferible colectar la muestra con
heparina y mantenerla en agua con hielo que colectarla sin anticoagulante y

mantenerla en refrigeracion.

La concentracion de lactato se incrementd significativamente a las 3 h
manteniendo la muestra a 22 °C, mientras que en un estudio que evalud la
concentracién de lactato a través del tiempo en 6 perros colectando la muestra
con NaF-Ox, no observaron aumento significativo después de 4 h manteniendo
la muestra a 20 °C.?” Esta diferencia sugiere que la utilizacién de dicho
anticoagulante es de utilidad para prevenir el aumento artificial de lactato en las
muestras.

En caballos se emplea con frecuencia la determinacion de este analito para
evaluar el rendimiento en el ejercicio y se ha observado que al mantener
muestras a 0 °C no hay cambios significativos en la concentracion de lactato
sin importar el tiempo de almacenamiento de las mismas. La concentraciéon de
lactato aument6 en un 54.3% después de 1 h, manteniendo las muestras a 22
°C."® Este dltimo aumento es muy similar al observado en el presente estudio
de 47.7% de la concentracion observada a los 15 min transcurrida 1 h en suero

sin separar del coagulo a almacenado a 22 °C.



En un estudio realizado en un caballo se concluydé que mientras la
concentracién de lactato se mantenga por debajo de 20 mmol/L, el lactato
permanece estable hasta por 96 h a 4 °C cuando la muestra se mantiene con
heparina de litio."”®> Aun cuando en el presente estudio la sangre heparinizada
se mantuvo a menos de 4 °C, al cabo de 24 h se observéo un aumento
significativo en el lactato. King et al.”® también encontraron que si se utiliza
NaF-Ox como anticoagulante, la concentracion de lactato se mantiene estable
hasta por 96 h a 31 °C. En este estudio la concentracién de lactato no
permanecié estable por tanto tiempo, dado que transcurridas 6 h se observéd un
aumento del 200% a temperatura ambiente debido a la especie y al diferente
manejo que incluye el anticoagulante como causa principal.

El lactato presenté un aumento similar en suero en contacto con el coagulo a 4
°C y en plasma de sangre heparinizada almacenada en agua con hielo al
comparar los valores con la determinacién inicial a lo largo del estudio, excepto
en el caso del aumento entre las 12 h y las 24 h en el que el aumento fue
superior en plasma que en suero. Probablemente, alin cuando se agregaron
hielos a las 12 h a las muestras de sangre heparinizada para evitar un aumento
en la temperatura, entre las 12 y 24 h ocurrié un aumento de la temperatura de
las muestras y esto aceleré la produccion in vitro de lactato.

En un estudio realizado en 100 perros se establecio que los valores o limites de
referencia para el lactato son de 1.2 — 3.1 mmol/L en animales sanos.*® En la
parte B del estudio 24 h después de la toma de muestra se observé un valor de
lactato promedio mayor (0.1 mmol/L) que el limite superior de referencia, por lo
tanto si se mantiene la muestra como sangre heparinizada en agua con hielo,
el lactato permanecera estable por 12 h. No asi en las partes Ay C, en las que
a las 3 h se observé una concentracion de lactato promedio por encima del
limite superior (0.31 y 1.42 mmol/L respectivamente). De acuerdo dichos
limites, en 5 perros se observé hiperlactatemia desde las determinaciones
realizadas en 1 h en suero, en 2 perros desde las 3 h, en 2 perros a partir de
las 6 h y en uno sélo hasta las 24 h. Las variaciones de lactato observadas en
las partes Ay C del estudio son de importancia clinica 3 h a partir de la toma de
muestra.

Aun cuando se demostré que el mejor método para evitar variaciones in vitro

de los analitos ya mencionado es mantener la sangre heparinizada en agua



con hielo, los resultados muestran que siguiendo estos lineamientos se debe
de tener mayor cautela al interpretar los resultados del lactato que los de
glucosa. Las variaciones de glucosa son mucho menos importantes que las del
lactato, de acuerdo al analisis estadistico, a los valores iniciales observados a

los 15 min y a los intervalos de referencia de cada analito.

El reactivo para la determinacién de bicarbonato se incluye en el panel de
pruebas por las mafanas y permanece al aire libre a lo largo del dia en el
espectrofotdmetro, salvo en los casos en los que el reactivo se termina y debe
de ser reemplazado. Es por ello que las concentraciones mas bajas de
bicarbonato observadas en las tres partes del estudio fueron las que se
realizaron en la manana (15 min, 1 h, y 24 h) y la mas alta observada siempre
fue la de las 12 h. El consumo in vitro de bicarbonato en las muestras debido al
metabolismo de las células presentes y produccién de H*, se vio enmascarado
por la deshidratacién del reactivo a los largo del dia. El aumento de la
concentracién de bicarbonato observado en la mayoria de las determinaciones
de este estudio y la variacién erratica de los resultados en este analito es por lo
tanto debido al manejo de dicho reactivo llevado a cabo en el Laboratorio de
Patologia Clinica de la FMVZ.

Tomando en cuenta lo anterior posiblemente la disminucion de bicarbonato
entre la primera hora y la tercera hora en suero sin separar del coagulo
almacenado a 4 °C si se pueda atribuir al consumo in vitro, en cuyo caso dicha
disminucién fue de sélo 0.11 mmol/L. Del mismo modo, se podria considerar la
disminucién de 0.18 mmol/L entre la primera hora y las 24 h observada en la
misma parte del estudio, como resultado del consumo in vitro. Dicha

disminucién es similar a la observada por James et al.®

en suero de perros
24 h posteriores a la toma de muestra. Cabe mencionar que dichas
disminuciones son pequefas y en ningun caso estadistica ni clinicamente
significativas.

Sin embargo, es mas probable que las disminuciones de la concentracién de
bicarbonato observadas en diferentes partes del estudio puedan ser atribuidas
al momento de reemplazar el reactivo del bicarbonato conforme se agotaba el

mismo, este evento no fue controlado durante los dias que se realiz6 el estudio.



En un estudio realizado por James et al.?® en perros, en el que se estudié
principalmente el efecto del llenado incompleto de tubos con vacio pero
también el efecto del tiempo sobre la concentracion de bicarbonato en tubos
completamente llenos, observaron un aumento en la concentracién de
bicarbonato entre las 4 y 24 h de 0.1 mmol/L. Dicho aumento se atribuyé a los
cambios de reactivo de rutina realizados durante el estudio.

Por otro lado, los aumentos observados en la concentracion de bicarbonato a lo
largo del estudio entre 15 min, 1 h, 3 h, 6 h y 12 h, fueron estadisticamente
significativos en varios casos pero carecen de confianza debido a que se sabe
que los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en las muestras consumen
el bicarbonato, no lo producen. Cabe mencionar que contrariamente a lo
esperado y debido a la sobreestimacién de la concentracion de bicarbonato en
este estudio, en ninguno de los perros se observo hipobicarbonatemia (< 17.0
mmol/L). Lo que si se observd fue una hiperbicarbonatemia (> 25.0 mmol/L) al
menos en una ocasion a lo largo del estudio en 5 perros, 2 de los cuales la
presentaron en practicamente todas las determinaciones realizadas en las tres

partes del estudio por la razén ya mencionada.

El valor de los ANV fue variable y no siguié un patrén de aumento o
disminucién constantes en su valor a lo largo del tiempo. Esto se debe en parte
a la sobreestimacién del bicarbonato, pero también se puede atribuir a la gran
variabilidad que se observé en la determinacién de la concentracién de los
iones.

La concentracion de potasio se vio incrementada constantemente a lo largo del
estudio, presentando diferencias estadisticamente significativas en
comparacién con las determinaciones iniciales en las tres partes del estudio.
Por su parte, el sodio y el cloro presentaron una conducta azarosa. Valdria la
pena revisar los coeficientes de variacion dentro de los controles de calidad
que se realizan actualmente en el analizador de electrélitos utilizado en el
presente estudio, con el fin de validar su precision.

En diferentes estudios realizados en humanos, se han observado diferencias
significativas al almacenar suero como sangre completa en sodio, potasio y
cloro en un periodo no mayor de 24 h.>®° En un estudio en perros se describen

cambios en concentraciones de potasio y sodio a lo largo de 3 dias y fueron



significativos en potasio a partir del primer dia y en sodio en el tercer dia tanto
en suero almacenado en contacto con el coagulo como en plasma de sangre
completa heparinizada." Cabe mencionar que en dicho estudio el potasio
presentd un aumento sostenido y el sodio presentd una conducta azarosa,
aunque en ninguno de los dos casos los cambios fueron de la magnitud
observada en el presente estudio.

Unicamente en la parte C del estudio y sin tomar en cuenta la primera
determinacion realizada en plasma a los 15 min, el valor de los ANV presenté
un aumento a las 3 h y nuevamente a las 6 h. Esto se debe a la
sobreestimacién observada en el potasio y el sodio.

El coeficiente de variacién observado la concentracion de los iones e incluso
del bicarbonato a lo largo de las 24 h es alto en la mayoria de los casos, lo cual
revela una inconsistencia de los resultados. El coeficiente de variacién
observado en los resultados de la concentracion de sodio y bicarbonato fue
mayor de 8% en ambos casos. El coeficiente de variacion observado en la
media del valor de los ANV a lo largo del estudio fue alto con valores de
22.15% en la parte A, 29.73% en la parte By 16.9% en la parte C. Es por esta
razon que el valor de los ANV obtenido en el estudio no es confiable y seria

inatil realizar mayores interpretaciones o discusiones al respecto.



CONCLUSIONES

En este estudio se estableci6 que el consumo in vitro de la glucosa y el
aumento artificial de lactato se lleva a cabo en los tres tipos de manejo de
muestras sanguineas.

Se consume la glucosa y aumenta el lactato con mayor rapidez al mantener el
suero en contacto con el codgulo a temperatura ambiente (22 °C), seguido por
suero en contacto con el coagulo en refrigeracion (4 °C) para finalizar con
plasma de sangre heparinizada almacenada en agua con hielo. La mejor
alternativa para conservar la concentracion real de glucosa y evitar el aumento
excesivo en la produccion de lactato, cuando no es posible la centrifugacion y
separacion del suero o en su caso del plasma inmediatamente, es tomar la
muestra con heparina y mantenerla en agua con hielo. Este manejo garantiza
resultados confiables hasta por 6 h posteriores a la toma de muestra.

De no ser posible colectar la muestra con heparina, al colectarla sin
anticoagulante se debe mantener en refrigeracion considerando que existe una
variacion importante en los valores de glucosa y sobre todo de lactato que
deben de ser tomadas en cuenta al momento de la interpretacién de los
resultados y toma de decisiones en la clinica.

No se recomienda mantener el suero en contacto con el coagulo a temperatura
ambiente (22 °C) debido a que conduce a resultados no confiables, ya que al
transcurrir 3 h después de la toma de muestra, la glucosa habra disminuido por
un cuarta parte de su valor original y el lactato habra doblado el mismo.
Lamentablemente el comportamiento erratico y la sobreestimacién tanto del
bicarbonato como de los electrélitos que se observo en este estudio impiden
realizar recomendaciones para evitar variaciones in vitro de bicarbonato y de
valores de acidos no volatiles. Tanto el bicarbonato como el sodio, el cloro y el
potasio son analitos sumamente inestables y altamente susceptibles de sufrir
variaciones no solo por el manejo de la muestra como ya se ha demostrado en
anteriores estudios, sino también por el manejo de los equipos y los reactivos
que se emplean para el procesamiento de las muestras. Seria importante
analizar dichos procesos dentro del Laboratorio de Patologia Clinica de la
FMVZ, especialmente los que se refieren al manejo del reactivo utilizado para

la determinacion del bicarbonato, con el fin de evitar un aumento artificial de



dicho analito en los analisis realizados a lo largo del dia. Los resultados
resaltan la importancia de contar con un manejo 6ptimo de reactivo y con un
control de calidad estricto de los equipos utilizados en laboratorios de
patologia clinica, para proporcionar un servicio de calidad y una herramienta

Util para la toma de decisiones en la clinica de pequefias especies.
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FIGURAS

Figura 1.

Diferencia de la concentracién de glucosa en tres formas de manejo y
conservacién de las muestras sanguineas, expresadas en porcentaje con
respecto a la determinacién inicial (n=10).
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A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)

C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)

La determinacién inicial empleada para los tres métodos de manejo de la muestra corresponde
al valor encontrado a los 15 min en plasma.



Figura 2.

Aumento de lactato observado en tres formas de manejo y conservacion de las
muestras sanguineas expresado en porcentaje con respecto a la
determinacion inicial (n=10).
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A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)

C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)

La determinacién inicial empleada para los tres métodos de manejo de la muestra corresponde
al valor obtenido a los 15 min en plasma.



CUADROS

Cuadro 1. Concentracion de glucosa dependiendo del tiempo en tres formas
de manejo y conservacion de muestras sanguineas

15 min 1h 3h 6 h 12h 24 h
A [NA 6.04+0.7 5.7 +0.64 5.58 +0.56 518+0.4 4.69 +0.68
B |6.52+0.71 6.46 £ 0.75 6.43 +0.71 6.31 +0.61 6.28 +0.77 6.2 +0.83
C |NA 6.46 +0.75 4.87 +£0.83 3.38 £0.83 NA NA

A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)
B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.
Los valores estan expresados como media * desviacion estandar, en mmol/L.

Cuadro 2. Disminuciéon de glucosa con respecto a las mediciones iniciales
expresada en valor absoluto y resultados de la prueba t de student en tres
formas de manejo y conservacion de muestras sanguineas

Tiempos Parte A Parte B Parte C
comparados A Valorp |A Valor p A Valor p
15min*vs 1 h 0.48 0.002 0.06 0.2041 0.48 0.0020
15min*vs 3 h 0.82 0.0003 |0.09 0.1469 1.65 0.00003
15 min* vs 6 h 0.94 0.0001 0.21 0.0153 3.14 1

15 min* vs 12h 1.34 0.0001 0.24 0.0121 NA NA

15 min* vs 24 h 1.83 1° 0.32 0.0074 NA NA
1hvs3h 0.34 0.00215 |0.03 0.2902 1.17 0.00005
1hvs6h 0.46 0.00099 |0.15 0.0631 2.66 2°
1hvsi12h 0.86 0.00287 [0.18 0.0067 NA NA
1hvs24h 1.35 0.00001 |0.26 0.0034 NA NA

A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)
B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ése tiempo.
A. Disminucién de glucosa promedio expresada en mmol/L.
* Los sueros de la parte A y C fueron comparados con el resultado de plasma a los 15 min.

Cuadro 3. Concentracion de lactato dependiendo del tiempo en tres formas de
manejo y conservacion de muestras sanguineas

15 min 1h 3h 6h 12 h 24 h
A [NA 2.89+0.74 3.51 £0.83 3.91+0.78 4.27 £0.81 5.15+0.83
B [1.96+0.54 2.14+0.65 2.34 £ 0.61 2.65+0.79 2.85+0.61 3.2+0.99
C |NA 2.14+0.65 4.52 +0.92 6.13+1.1 NA NA

A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)
B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.
Los valores estan expresados como media * desviacion estandar, en mmol/L.




Cuadro 4. Aumento de lactato con respecto a las mediciones iniciales
expresado en valor absoluto y resultados de la prueba t de student en tres
formas de manejo y conservacion de muestras sanguineas

Tiempos Parte A Parte B Parte C
comparados A Valorp |A Valor p A Valor p
15min*vs1h |093 2° 0.18  0.0031 0.93 2°
15min*vs3h [1.55 1% 038 2° 2.56 16
15min*vs6h [1.95 2° 069 3% 4.17 17
15min*vs 12h |2.31  3° 089 3° NA NA
15min*vs24h [3.19 2° 124 2° NA NA
1hvs3h 062 7° 0.20  0.002 1.63 1®
1hvs6h 1.02 2% 0.51  0.0001 3.24 27
1hvs 12 h 138 4° 0.71  0.0002 NA NA
1hvs24h 217 17 1.06  0.0000 NA NA

A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)
B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.
A. aumento de lactato promedio expresado en mmol/L.
* Los sueros de la parte A y C fueron comparados con el resultado de plasma a los 15 min.

Cuadro 5. Concentracién de bicarbonato dependiendo del tiempo en tres

formas de manejo y conservacion de muestras sanguineas

15 min 1h 3h 6h 12 h 24 h
A |NA 22.61 +3.98 22.55 +3.41 23.67 +4.22 249+5.73 22.43 +2.95
B |21.65+4.16 22.06 +4.07 22.85+4.3 23.78 +4.49 24.72 +6.27 21.80+3.27
C |NA 22.86 +4.14 22.49 +3.21 22.94 +4.26 NA NA

A. Suero sin separar el coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)
B. Plasma de sangre heparinizada y almacenado en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No aplica. No se realizaron pruebas a ése tiempo en dicha parte del estudio.
Los valores estan expresados como media * desviacion estandar, en mmol/L.




Cuadro 6. Aumento/disminucién de bicarbonato con respecto a las mediciones
iniciales expresadas en valor neto y resultados de la prueba t de student en
tres formas de manejo y conservacién de muestras sanguineas

Tiempos Parte A Parte B Parte C
comparados A Valor p A Valor p A Valor p
15 min*vs 1 h 0.96 0.0244 0.41 0.21455 0.96 0.02436
15min* vs 3 h 0.90 0.0753 0.93 0.07486 0.84 0.07430
15min* vs 6 h 2.02 0.0084 2.13 0.00805 1.29 0.02325
15 min* vs 12h 3.27 0.0113 3.07 0.01855 NA NA

15 min* vs 24 h 0.78 0.2212 0.15 0.42140 NA NA
1hvs3h -0.11 0.47025 0.52 0.1960 -0.61 0.4357
1hvs6h 1.06 0.07963 1.72 0.0372 0.33 0.2840
1hvsi12h 2.31 0.02393 2.66 0.0471 NA NA
1hvs24h -0.18 0.43808 -1.06 0.3753 NA NA

A. Suero sin separar del codgulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)

C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.
A. aumento o disminucion (-) de bicarbonato promedio expresado en mmol/L.

* Los sueros de la parte A y C fueron comparados con el resultado de plasma a los 15 min.

Cuadro 7. Concentraciones de sodio, potasio y cloro dependiendo del tiempo
en tres formas de manejo y conservacion de muestras sanguineas

15 min 1h 3h 6h 12 h 24 h

A [NA 146.51 +2.16 147.45 +2.19 147.12 +2.38 145.28 +2.16 146.6 £4.08
g B [14475+3.15 143.58+2.8 145.34 + 3.11 143.37 £2.73 144.23 +2.33 143.74 + 4.11
8 C |NA 146.51 +2.16 148.41 +3.3 147.76 +3.19 NA NA
o A |NA 4.81+£0.45 5.08 £0.17 5.19+0.32 5.18+0.4 5.45+0.55
‘é’ B 427+0.34 4.43 +£0.32 4.84+0.47 4.84 +£0.35 4.98 £0.45 5.35+0.37
8 C |NA 4.81£0.45 4.96 +0.38 5.156+0.37 NA NA

A |NA 115.7 £4.03 115.8 + 3.6 114.8 +3.73 114.3 +4.04 115.7 £2.92
% B [115+3.23 114.9 +£3.38 115.8 + 3.45 114.3 +4.02 114 +2.87 114.4 £2.08
E') C |[NA 1156.7+4 116.5 + 5.46 114 +3.62 NA NA

A. Suero sin separar el coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenado en agua con hielo (n=10)

C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)
NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.
Los valores estan expresados como media * desviacion estandar, en mmol/L.




Cuadro 8. Valores de acidos no volatiles dependiendo del tiempo en tres

formas de manejo y conservacion de muestras sanguineas

15 min 1h 3h 6h 12 h 24 h
A [NA 13.04 £3.12 14.1 £2.47 13.85 £ 5.07 11.20 £3.93 13.90 £5.32
B [12.41+190 11.04+3.23 11.77 £3.83 10.09 +6.04 10.47 £4.58 12.89 £5.52
C |NA 13.04 £3.12 14.39 £4.15 15.99 £4.79 NA NA

A. Suero sin separar el coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenado en agua con hielo (n=10)
C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)

NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.

Los valores estan expresados como media * desviacion estandar.

Cuadro 9. Comparacioén de resultados de acidos no volatiles en tres formas de
manejo y conservacion de muestras sanguineas

Tiempos Parte A Parte B Parte C
comparados Valor p Valor p Valor p
15min*vs 1 h |0.2947 0.0771 0.1248
15 min*vs 3h | 0.0089 0.2923 0.4677
15min*vs6h |0.2114 0.1270 0.0955
15 min* vs 12h | 0.2346 0.1458 NA

15 min* vs 24 h | 0.1620 0.3746 NA
1hvs3h 0.1092 0.2572 0.0553
1hvs6h 0.2259 0.3328 0.0091
1hvsi12h 0.0702 0.3962 NA
1hvs24h 0.2734 0.1514 NA

A. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 4 °C (n=10)

B. Plasma de sangre heparinizada y almacenada en agua con hielo (n=10)

C. Suero sin separar del coagulo y almacenado a 22 °C (n=10)

NA. No se realizaron pruebas en ese tiempo.

* Los sueros de la parte C fueron comparados con el resultado de plasma a los 15 min.
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