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SUMMARY

In order to validate a titration micromethod for total blood CO2 (TCO2)
determination, we performed two studies. The first compares, in 50 healthy adults
(GROUP 1A), the TCO2 values obtained with the Scribner’s conventional titration
method and the micromethod. It compares this same values in 50 adult patients
from chronic intermittent hemodialysis programs (GROUP 1B) too. In the second
study we compare the TCO2 values obtained with the micromethod and the
arterial bicarbonate concentration obtained by arterial gas analysis. We don’t find
any significant difference between the TCO2 determination by both titration
methods in GROUP 1A (Scribner:27.83 £+ 2.44 mEqg/L, micromethod: 27.82 + 2.37
mEQ/L; p=ns, ANOVA) and in GROUP 1B (Scribner: 19.70 + 2.06, micromethod:
19.42 + 1.96 mEqQ/L; p=ns, ANOVA). Correlation between values obtained by both
methods was highly significative: GROUP 1A: r=0.95, p<0.001; GROUP 1B:
r=0.78, p<0.001. The correlation between the values obtained in GROUP 2 was
highly significative, too (r=0.74, p<0.001). We underline the importance of
reporting the micromethod results as the mean of three distinct readings in the
same sample. We recommend the determination of OTC2 by micromethod as a
useful clinical tool in the evaluation of the acid-base status. (Rev Med Hered 1994;
5:187-191).
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RESUMEN

Con el objetivo de validar un micrométodo de determinacion del CO2 total sanguineo
por titulacién se realizaron dos estudios. El primero compara, en 50 adultos
clinicamente sanos (GRUPO 1A), los valores de CO2 total obtenidos por el metodo de
titulacion convencional de Scribner con los del micromicrométodo. Ademas, se
comparan los mismos valores en un grupo de 50 pacientes de programas de
hemodialisis crénica intermitente (GRUPO B). El segundo estudio compara los valores
de CO2 total obtenidos por micromicrométodo de titulacion con la determinacion de la



concentracion arterial de bicarbonato por analisis de gases arteriales en 50 pacientes en
hemodialisis cronica intermitente (GRUPO 2). No encontramos diferencia significativas
entre las determinaciones del CO2 total por ambos métodos de titulacién, tanto en el
GRUPO 1A (Scribner: 27.83 + 2.44 mEqg/L, micrométodo : 27.83 + 2.37 mEqg/L; p=ns,
ANOVA) como en el 1B (Scribner: 19.70 + 2.06 mEg/L, micrométodo: 19.42 + 1.96
mEg/L; p=ns, ANOVA). La correlacion entre los valores obtenidos por ambos métodos
de titulacién fue altamente signigicativa: GRUPO 1A: R=0.95, P<0.001; GRUPO 1B:
r=0.78, p<0.001. También resulto estadisticamente significativa la correlacion entre los
valores comparados en el GRUPO 2 (r=0.74, p<0.001). Se remarca la importancia de
informar el resultado del micrométodo como el promedio e tres lecturas distintas en la
misma muestra. Recomendamos la determinacion del CO2 total por micrométodo como
método auxiliar clinicamente util en la evaluacion del estado acido-basico. (Rev Med
Hered 1994; 5: 187-191).
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INTRODUCCION

El estudio del estado acido-basico es fundamental para el diagnéstico y tratamiento de
los pacientes hospitalizados, especialmente en pacientes gravemente enfermo. El estado
acido-basico esta determinado por la concentracién de iones hidrégeno en los liquidos
organicos. Cambios ligeros de la concentracion normal de hidrogeniones, causan
alteraciones marcadas en el metabolismo celular (1,2).

El método considerado patron de oro para la evaluacion del equilibrio acido-basico es el
analisis de gases arteriales (AGA). EI AGA permite evaluar distintos parametros del
equilibrio acido-basico (pH, concentracién de bicarbonato, presion parcial de CO2,
exceso de bases) y de oxigenacion de la sangre arterial (presion parcial de 02 y
saturacion de hemoglobina). Esta determinacion requiere de un analizador de gases
arteriales que, por tener un costo elevado, no esta al alcance de la mayoria de hospitales
del pais. Ademas, la obtencion de la muestra debe hacerse por puncion arterial, técnica
que no esta exenta de complicacioes (3).

Una alternativa para la determinacion de la concentracion de bicarbonato es la
determinacion del CO2 total (CO2T). Este representa la suma de las concentraciones
sanguineas de bicarbonato, &acido carbénico y CO2 disuelto. Los dos ultimos
compuestos comprenden normalmente menos del 5% del CO2T (1.0-1.2 mEg/L), por lo
que resulta ser una estimacion clinicamente Gtil de la verdadera concentracion de
bicarbonato sanguineo (4).

ElI método convencional para la determinacion del CO2T presenta algunos
inconvenientes como la necesidad de un volumen significativo de muestra, reactivos,
cristaleria y otros materiales de laboratorio asi como el empleo de tiempo relativamente
largo (5,6,7).

Como alternativa proponemos un micrométodo de titulacion del CO2T, bajo los mismos
principios que el método convencional, pero con la diferencia de que los volumenes con
los cuales se trabajaran son hasta 10 veces menores, tanto para la muestra como los
reactivos. EI micrométodos permitira también ahorrar tiempo por la mayor rapidez del
procesamiento de la muestra..



El objetivo del presente trabajo es validar el micrométodo de titulacion de CO2T, tanto
en pacientes sanos como en situacion de acidosis metabdlica a través de:

La comparacion de la precision de la microtitulacion de CO2T con la del método
convencional tanto en personas normales como en pacientes con acidosis metabdlica.

La comparacion de los resultados de la determinacién del CO2T por microtitulacién con
la concentracion sanguinea de bicarbonato obtenida por andlisis de gases arteriales en
pacientes con acidosis metabolica.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo consta de dos estudios, disefiados cada uno para responder a los
objetivos planteados anteriormente.

ESTUDIO 1:

En 50 pacientes clinicamente sanos (GRUPO 1A) asi como en 50 pacientes con alto
riesgo de presentar acidosis metabdlica (GRUPO 1B), se determino el CO2T por los
métodos convencional y de microtitulacion. Se compard los resultados de ambos
métodos.

El GRUPO 1A estuvo formado integramente por pacientes adultos (>18 afios), de
ambos sexos, consideradas clinciamente sanos y aptos para donar sangre en el Servicio
de Hemoterapia del Hospital Central de la Policia Nacional de Perd entre los dias 13 y
24 de setiembre de 1993.

El GRUPO 1B, en cambio, estuvo integrado por pacientes adultos de ambos sexos de
programas de hemodialisis crénica intermitente. Se estudio a la totalidad de pacientes
del programa de hemodiélisis del Servicio de Nefrologia de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (36 pacientes) y se completd la muestra con 14 pacientes del
programa de hemodialisis de la Clinica San Felipe, seleccionados al azar.

De los 100 pacientes se obtuvo, previo consentimiento, una muestra de 5 cc de sangre
(venosa en los pacientes del GRUPO 12 y obtenida de la linea arterial en el GRUPO
1B). La muestra de sangre de este ultimo grupo fue obtenida inmediatamente antes de
inicial la sesion de hemodidlisis, momento en el que estan en mayor riesgo de presentar
acidosis metabdlica (5,6).

En cada una de las muestras se determiné el CO2T tanto por el método convencional de
Scribner (7,8,9) como por microtitulacion. El principio de ambos métodos consiste en la
titulacion del acidos residual de la muestra problema, con hidroxido de sodio. La
muestra previamente es expuesta a una cantidad medida de acido nitrico valorado.

El micrométodo de titulacion requiere de un agitador magnetico y una jeringa de
Hamilton y se desarrolla de la siguiente manera:

Colocar en una lamina escabada: 0.1 ml de muestra (plasma o suero), 0.1 ml de acido
nitrico 0.1 N y 1 gota de rojo de fenol (indicador).



Llevar la lamina al agitador magnético y dejar mezclar por 30 segundos.

Titular la muestra haciendo caer gota a gota, con la jeringa de Hamilton, una solucién
de hidrdxido de sodio 0.1N hasta observar el viraje del color amarillo inicial al rosa que
indica el final de la reaccion.

Anotar la cantidad de hidroxido de sodio utilizada.

El método mide la cantidad de &cido requerido para liberar todo el CO2T de la muestra.
Dicha cantidad se obtiene mediante la diferencia entre la cantidad de acido nitrico
utilizada y la de hidréxido de sodio requerida para regresar al pH inicial de la muestra
problema. Para expresar los resultados se utiliza la férmula:

CO2T (mEg/L)= 100 — microlitros de NaOH 0.1N utilizados.

Se realizaron tres determinaciones por cada método (convencional y microtitulacion) en
cada una de las muestras del GRUPO 1A, considerdndose como resultado de la muestra
al promedio de las tres determinaciones. En el GRUPO 1B se hicieron determinaciones
unicas por ambos métodos en todas las muestras.

ESTUDIO 2:

Se llevo a cabo teniendo como poblacion de estudio a 50 pacientes adultos de ambos
sexos del programa de hemodidlisis cronica intermitente del centro privado Servicios
Médicos Corpac S.A. (GRUPO 2).

En todos los pacientes se tomaron dos muestras de la linea arterial antes del inicio de la
sesion de hemodidlisis: una de 5 ml para la determinacion por triplicado del CO2T por
el método de microtitulacion descrito anteriormente y otra de 0.5 ml obtenida con
jeringa heparinizada y en condiciones de anaerobiosis para el AGA . Esta ultima
muestra fue colocada en un recipiente con hielo y llevada para su analisis en un
analizador de Gases arteriales Ciba Corning 238, en un plazo no mayor de 2 horas
después de obtenida (3).

Los resultados de ambos estudios se expresan como media arimética + 1DS,
analizandose las diferencias entre métodos por ANOVA. Cuando se comparan dos
métodos por correlacion lineal, se obtuvo la signigicancia estadisitca del coeficiente de
Pearson de tablas publicadas para tal fin (10). Se utilizo el paquete estadistico EPI-
INFO V.3.0 y se aceptd como significativo un p<0.05.

RESULTADOS

El cuadro N°1 muestra las caracteristicas generales de todos los pacientes estudiados.

En el grupo 1A el CO2T fue de 27.83 + 2.44 mEg/L con el método convencional y
27.82 £ 2.37 mEg/L con la microtitulacion (p=ns, ANOVA). En el grupo 1B fue de

19.70 £ 2.06 mEg/L con el convencional y 19.42 + 1.96 mEg/L con microtitulacion
(p=ns, ANOVA).



La figura N°1 muestra la relacion, en forma de regresion lineal, entre los valores del
CO2T obtenidos por ambos métodos en el GRUPO 1A (r=0.95, p<0.001), mientras que
la figura N°2 muestra la misma relacion para los resultados obtenidos en pacientes del
GRUPO 1B (r=0.78, p<0.001).

El promedio de las tres determinaciones de CO2T hechas por microtitulacion en los
pacientes del grupo 2 fue de 16.64 + 2.96 mEq/L y del bicarbonato arterial medido por
AGA de 17.18 +2.29 mEqg/L (p<0.001, ANOVA). La figura N°3 muestra el histograma
de frecuencia para los valores de cada una de las tres determinaciones del CO2T por
micrométodo y del bicarbonato arterial medido por AGA en los pacientes del GRUPO
2.

La correlacion entre el bicarbonato arterial y el valor promedio de las tres lecturas de
CO2T medido por micrométodo en el GRUPO 2, se muestra en la figura N°4. En el se
muestran la linea de correlacion y los intervalos de confianza de 95%, (r=0.74,
p<0.001). La linea de identidad representa los valores tedricos de CO2T esperados para
cada valor de bicarbonato arterial, calculados a partir de la formula:

CO2T = [HCO3] en mEg/L + (0.03) PaCO2 en mmHg

Considerandose como valor de la PaCO2 al promedio observado en los 50
determinaciones de AGA y que resultd ser 32.6 mmHg.

La correlacién entre el bicarbonato arterial y cada una de las tres lecturas individuales
del CO2T fue tambien estadisticamente significativa (p<0.001), pero con constantes de
correlacion menores que el encontrado con la lectura promedio (12 lectura: r= 0.66, 22
lectura: r=0.69 y 32 lectura: r=0.67).

DISC USION

Para mejorar el tratamiento de pacientes criticos es indispensable que el medico
disponga de algin método auxiliar que le permita hacer una evaluacion objetiva del
estado 4acido-basico (1,2). Siendo alun escasos en muchas regiones del pais los
analizadores de gases arteriales debido a su alto costo, proponemos la determinacion del
CO2T por microtitulacion como alternativa.

Con el micrométodo de titulacion se utilizan volumenes de muestra y de reactivos 10
veces menores al método convencional y el tiempo empleado en la determinacion de
cada muestra es significativamente menor (2-3 minutos contra 5-6 minutos), lo cual
simplifica y hace menos costoso el procedimiento.

En el presente trabajo mostramos que las lecturas del CO2T obtenidas con el método
convencional y de microtitulacion son similares tanto en pacientes adultos normales
como en pacientes adultos con acidosis metabdlica.

Al compara los valores obtenidos por ambos métodos se comprueba su similitud,
confirmada al no encontrarse diferencia estadisticamente significativa entre ambos. La
comprobacion de la similitud entre las medidas de centralizacién nos mpermite afirmar
que el micrométodo de titulacion esta libre de sesgo, tanto para personas normales como



para pacientes portadores de acidosis metabdlica. Del mismo modo, la similitud entre
las medidas de dispersion permite afirmar que ambos métodos tienen la misma
precision.

El coeficiente de correlacion fue algo menor en el GRUPO 1B en comparacion con la
obtenida en el GRUPO 1A lo cual probablemente se deba al hecho de haber repetido la
determinacidn por tres veces en este Gltimo grupo y no haberlo hecho asi en el grupo de
pacientes con insuficiencia renal cronica.

En la segunda parte del presente trabajo mostramos que el CO2T medido por
microtitulacion es un valor clinicamente Gtil y valido por ser una aproximacion bastante
cercana al valor de la concentracidn sanguinea de bicarbonato obtenida por AGA.

Es importante recalcar la importancia que tiene repetir la lectura del CO2T por tres
veces y reportar como resultado el valor promedio, para disminuir el rango de variacion
cuando sea necesario analizar resultados para un paciente individual. Esta conclusion se
basa en la observacion de haber encontrado menor dispersion y mejor correlacion entre
los valores de la lectura promedio del CO2T y el bicarbonato arterial, que entre este
ultimo y cualquiera de las lecturas individuales del CO2T.

Encontramos que para valores menores de 18 mEq/L de CO2T, la linea de identidad no
estd dentro del intervalo de confianza del 95% de la linea de correlacion. Explicamos
esto por la naturaleza semicuantitativa del micrométodo, donde la determinacién del
viraje de color esta sujeto a la subjetividad y experiencia del observador. Esto constituye
un sesgo propio de todos los métodos semicuantitativos. Para evitar este sesgo seria
recomendable estandarizar el método usando, por ejemplo, un fotometro.

En base a los resultados obtenidos, recomendamos el uso de la determinacion de CO2T
por microtitulacion como método auxiliar objetivo y clinicamente valido en la
evaluacion del estdo acido-basico, sobre todo cuando no se dispone de un analizador de
gases sanguineos.
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