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ES 2656 092 T3

DESCRIPCION
Composicion y uso de sustancias para la estabilizacion in vitro de glucosa, lactato y homocisteina en sangre
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la estabilizacion y almacenamiento ex vivo de sangre. En particular, la presente
invencion se refiere a una composicion para la estabilizacion de glucosa, lactato y homocisteina en sangre tras la
recogida, al uso de las composiciones proporcionadas y a un método para la estabilizaciéon de glucosa, lactato y
homaocisteina en sangre tras la recogida, asi como opcionalmente a la determinacion in vitro de glucosa, lactato y
homocisteina en sangre, y a un dispositivo de recogida de sangre proporcionado para dicho uso y método.

Antecedentes de lainvencion

La toma de muestras de sangre y los andlisis se llevan a cabo de manera rutinaria con diversos fines de diagndstico.
La deteccion y cuantificacion de glucosa en sangre, por ejemplo, se usa en el diagnéstico y tratamiento de trastornos
del metabolismo de carbohidratos, tales como diabetes mellitus. La determinacion de lactato en sangre se puede
usar, por ejemplo, para analizar la homeostasis 4cido-base y para investigar la acidosis lactica, hipoxia o septicemia,
y para evaluar la adaptacion al ejercicio. Un nivel incrementado de homocisteina total (tHcy) plasmética, por ejemplo,
es un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular y un marcador sensible de las deficiencias de vitamina B. Para
ser indicadores y predictores de diagnostico Utiles, se deberian determinar los niveles de tales componentes en
sangre con exactitud y precision.

Debido a que el metabolismo en las células sanguineas (eritrocitos, leucocitos y plaguetas) continla ex vivo, es
decir, tras la recogida de la sangre, los niveles sanguineos de glucosa, lactato y homocisteina pueden cambiar
significativamente durante el tiempo transcurrido entre la extraccion y el andlisis, lo que potencialmente conduce a
resultados erroneos, especialmente cuando el tiempo transcurrido es variable y no se controla, y cuando varian las
condiciones de almacenamiento, tales como la temperatura. Debido a la glicolisis continuada en las células
sanguineas, principalmente en los eritrocitos, la concentracion de la glucosa sanguinea disminuye tras la recogida.
Chan et al. en Clinical Chemistry, 38, 1992, pags. 411-413 informé que la concentracion de glucosa plasmatica en
muestras sanguineas heparinizadas a temperatura ambiente disminuye a una velocidad de aproximadamente 0,3
mmol/L por hora durante las primeras 12 horas tras la recogida de la sangre. La disminuciéon de la glucosa
sanguinea va acompafiada de un incremento de la concentracion de lactato. Astles et al. en Clinical Chemistry, 40,
1994, pags. 1327-1330 indicé que el incremento de lactato era 0,7 mmol/L por hora, lo cual es grande a la vista del
intervalo de referencia citado de 0,5-2,2 mmol/L para lactato. Debido al metabolismo continuado de homocisteina, en
el que se forma homocisteina a partir de metionina por medio de reacciones de transferencia de metilo dependientes
de adenosilmetionina, y la liberacion continuada de homocisteina desde los eritrocitos, tHcy se incrementa tras la
recogida de la sangre. Nauck et al. en Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 39, 2001, pags. 675-680 informo
gue a temperatura ambiente la concentracion de tHcy se incrementa aproximadamente 1-2 pmol/L por hora durante
las primeras horas, lo que corresponde a un incremento de aproximadamente un 10% de tHcy por hora. Esto
significa en general que, tras la recogida de la sangre, se consume continuamente glucosa en las células
sanguineas y se libera lactato y homocisteina de las células sanguineas.

El cambio de los niveles de glucosa, lactato y homocisteina en sangre tras la recogida dependen del tiempo y la
temperatura. Los cambios de la concentracion plasmatica de estas sustancias se pueden prevenir mediante la
centrifugacion inmediata y la extraccion de las células sanguineas. Esto requiere la adicién de un anticoagulante, tal
como una sal de EDTA, sal de citrato, sal de oxalato y sal de heparina, a la sangre completa. Ademas, es necesario
gue haya una centrifuga y la capacidad de procesamiento inmediato en o cerca del sitio de recogida de sangre, lo
gue puede ser problemético y poco préactico. Las muestras de sangre se pueden enfriar con hielo hasta la
centrifugacion para reducir los cambios en los niveles de glucosa, lactato y homocisteina. Sin embargo, la
refrigeracién con hielo puede no ser suficiente, y puede ser imposible o poco practica, por ejemplo cuando existe un
retraso sustancial entre la recogida y el procesamiento y el analisis, o cuando hay que recoger y transportar muchas
muestras. Para el suero sanguineo, los cambios en los niveles de glucosa, lactato y homocisteina se pueden dar
porgue se prepara el suero de una muestra de sangre dejada a temperatura ambiente durante un tiempo suficiente
para permitir la coagulacion (aprox. 20-60 min), y la centrifugacion y separacion de las células sanguineas solamente
es posible posteriormente. El procesamiento preanalitico de la muestra puede interferir en el andlisis posterior de
glucosa, lactato y homocisteina o los co-analitos. Por ejemplo, la alteracion de la integridad celular, tal como la
hemolisis, puede ser problematica. Ademas, las etapas de procesamiento que consumen mucho tiempo o propensas
a errores, por ejemplo la desproteinizacion mediante el uso de acido tricloroacético, pueden no ser adecuadas en el
procesamiento clinico rutinario.

Cuando una muestra de sangre no se puede separar o enfriar inmediatamente tras la recogida, ademas de un
anticoagulante se puede afiadir un agente antiglicolitico tal como yodoacetato, manosa o fluoruro como estabilizante.
Sin embargo, la manosa puede interferir con los métodos de analisis enzimaticos que usan glucosa oxidasa o
hexoquinasa. El fluoruro estabiliza la glucosa principalmente inhibiendo la enolasa de la ruta glicolitica. Chan et al.
en Clinical Chemistry, 35, 1989, pags. 315-317 mostrd que el fluoruro no impide la pérdida de glucosa plasmatica
completamente, y que a temperatura ambiente la concentracion de glucosa en la sangre que contiene fluoruro
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disminuye significativamente durante las primeras cuatro horas tras la recogida. Westgard et al. en Clinical
Chemistry, 18, 1972, pags. 1334-1338 describié que la sangre completa estabilizada con fluoruro sédico y separada
en 15 min proporciona una muestra aceptable para la determinaciéon de lactato. Sin embargo, para el caso sin
separacion, Astles et al. inform6 que para las muestras de sangre con fluoruro sédico y oxalato potasico a
temperatura ambiente, el lactato se increment6 en 0,2 mmol/L después de 1 hora tras la recogida. Se usa fluoruro,
analogos de adenosina tales como 3-desazaadenosina o citrato para estabilizar tHcy tras la recogida de la sangre,
pero el uso de estabilizantes conduce normalmente a desviaciones del valor inicial, y el problema de la estabilizacion
de tHcy solamente se resuelve parcialmente. Ciertos estabilizantes de tHcy usados en general pueden afectar a
técnicas analiticas tales como el inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia, inmunoensayo de
guimioluminiscencia e inmunoensayo ligado a enzimas (véase, p.ej., Nauck et al.).

Se ha considerado el uso de dos agentes para la inhibicién de la glicolisis en muestras de sangre. Chan et al. (1992)
informé del uso de fluoruro sédico y manosa, pero la estabilizacion de la concentracion de la glucosa en sangre fue
incompleta. Ademas, la manosa puede interferir con los métodos de analisis enzimaticos que usan glucosa oxidasa
o hexoquinasa. Bueding y Goldfarb en Journal of Biological Chemistry, 141, 1941, pags. 539-544 demostraron el uso
de yodoacetato sodico y fluoruro sédico para conservar glucosa y lactato. El uso de gliceraldehido y fluoruro sédico
para la conservacion de las concentraciones de glucosa plasmatica se informé en le Roux et al. en Annals of Clinical
Biochemistry, 41, 2004, pags. 43-46. La estabilizacién de la glucosa mediante el uso de fluoruro sédico y la
acidificacion con acido citrico se describié en Gambino et al. en Clinical Chemistry, 55, 2009, pags. 1019-1021. Sin
embargo, aunque estos estudios se dirigieron a estabilizar glucosa y/o lactato, no se ha abordado la estabilizacion in
vitro de glucosa, lactato y homocisteina en sangre.

McLean describi6 el catabolismo de carbohidratos en la glandula mamaria (Biochimica et Biophysica Acta, Vol. 30
(1958), pags. 303-315) estimando la actividad de hexoquinasa mediante el uso de 2-desoxiglucosa como sustrato,
en la que la mezcla de reaccion usada contuvo, entre otros, EDTA vy fluoruro sédico.

Bishop intento dilucidar la causa de la ruptura de los nucle6tidos sanguineos en el almacenamiento (Transfusion Vol.
1 (1961), pags. 355-359). En ese documento, se observo que fluoruro, yodoacetato, arseniato o 2-desoxiglucosa
provocaron una descomposicion de nucleétidos de energia elevada similar a la observada en la hemolisis.

La patente de EE.UU. 4.054.488 trata sobre la conservacion de glucosa (y acido lactico) en las muestras de sangre,
mediante el uso de sales de acido yodoacético, sales de acido bromoacético y sales de acido mono-cloroacético.

Ademas, Horton et al. investigaron los efectos enzimaticos y metabdlicos cerebrales de 2-desoxiglucosa (Journal of
Neurochemistry, Vol. 21, N° 3, 1973, pags. 507-520).

Existe la necesidad en la técnica de hacer una fase preanalitica mas robusta y simple para el analisis exacto de la
glucosa, lactato y homocisteina en sangre, a la vez que se evita un procesamiento en el lugar de extraccion
incomodo, complicado, propenso a errores, costoso, poco practico o dependiente del tiempo, tal como una
centrifugacién o refrigeracion inmediata de las muestras de sangre, y para proporcionar beneficios con respecto a
una manipulacién, almacenamiento y transporte mejorados de dichas muestras, asi como al procesamiento de las
muestras. En particular, el objetivo de la presente invencién es efectuar una inhibicién suficiente y predecible de la
glicolisis y estabilizar de manera eficaz la glucosa, el lactato y la homocisteina en la sangre tras la recogida a
temperatura ambiente, lo que permite un almacenamiento prolongado de la sangre y permite que la glucosa, el
lactato y la homocisteina sanguineas y otras sustancias se determinen con exactitud y de manera fiable mediante el
uso de una Unica muestra.

Sumario de lainvencion

El objetivo se resuelve mediante los métodos in vitro segun las reivindicaciones 1 y 7, el uso segun las
reivindicaciones 8 y 12, el dispositivo de recogida de sangre segun la reivindicacion 9, el kit segun la reivindicacion
10 y la composicidon segun la reivindicacion 11, aunque se proporcionan las realizaciones preferidas en las
reivindicaciones dependientes y se describen adicionalmente mas adelante.

La presente invencién proporciona en particular los puntos siguientes, que incluyen aspectos principales y
realizaciones preferidas, que en particular contribuyen respectivamente solos y en combinacion a la resolucién del
objetivo anterior y finalmente proporcionan ventajas adicionales:

(1) Un método para el tratamiento de una muestra de sangre in vitro, en el que la sangre se mezcla in vitro con una
composicion que comprende

i) al menos un inhibidor de hexoquinasa, seleccionado del grupo que consiste en 2-desoxi-D-glucosa, 2-
fluoro-2-desoxi-D-glucosa, 2-amino-2-desoxi-D-glucosa y acido 3-bromopirtvico o una sal del mismo, con
una concentracion en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre;

i) al menos un agente inhibidor de la glicolisis que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el
catabolismo de la glucosa, que tiene actividad antiglicolitica hacia cualquiera de las enzimas de la ruta
glicolitica posteriores a la hexoquinasa, y seleccionado del grupo que consiste en sal de fluoruro, acido
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yodoacético o una sal del mismo, acido oxamico o una sal del mismo y acido dicloroacético o una sal del
mismo, con una concentraciéon en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre; y

opcionalmente iii) un anticoagulante y/o un estabilizante del plasma seleccionado del grupo que consiste en
sal de EDTA, sal de citrato, sal de oxalato y sal de heparina, con una concentracién en masa de al menos
0,01 mg/mL de sangre, y

en el que dicha muestra de sangre se conserva para el analisis posterior.

(2) El método segun el punto (1), en el que se estabiliza(n) uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina en la
muestra de sangre, preferiblemente se estabiliza glucosa.

(3) El método segun el punto (1) o (2), en el que la composicidon comprende ademas
iv) sal de amonio NR4X,

en el que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo C1-Cs lineal, alquilo Cs-Cs ramificado, fenilo sin
sustituir o fenilo sustituido, y X es haluro, hidréxido, alcéxido C1-C4 y acetato, y en el que preferiblemente
cada R es independientemente hidrégeno, metilo o etilo, y X es fluoruro o cloruro, y en el que mas
preferiblemente  NRsX es fluoruro de tetrametilamonio, cloruro de tetrametilamonio, cloruro de
tetraetilamonio o NH4Cl.

(4) El método segun el punto (3), en el que la concentracion de la sal de amonio NR4X es 0,01 a 100 pmol/mL de
sangre, preferiblemente es 0,1 a 10 pmol/mL de sangre, y mas preferiblemente es 0,5 a 1 pmol/mL de sangre.

(5) El método segun cualquiera de los puntos precedentes, en el que la concentracion en masa del al menos un
inhibidor de hexoquinasa i) preferiblemente es al menos 0,02 mg/mL de sangre, ain mas preferiblemente esta en un
intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre, y lo més preferiblemente esta en un intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de sangre,

en el que la concentracion en masa del al menos un agente inhibidor de la glicolisis ii) preferiblemente es al
menos 0,02 mg/mL de sangre, aln mas preferiblemente esta en un intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre
y lo més preferiblemente esta en un intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de sangre,

en el que opcionalmente la concentracion en masa del anticoagulante opcional iii) preferiblemente es al
menos 0,1 mg/mL de sangre, aun mas preferiblemente esta en un intervalo de 0,1 a 25 mg/mL de sangre y
lo mas preferiblemente esta en un intervalo de 1 a 2,5 mg/mL de sangre o 12 a 30 IU/mL de sangre,

y en el que preferiblemente la proporcion de las concentraciones en masa del al menos un inhibidor de
hexoquinasa i) y el al menos un agente inhibidor de la glicolisis ii) estd en un intervalo de 100:1 a 1:100,
méas preferiblemente esta en un intervalo de 50:1 a 1:50, aun mas preferiblemente estd en un intervalo de
25:1 a 1:25 y lo més preferiblemente esté en un intervalo de 10:1 a 1:10.

(6) El método segun cualquiera de los puntos precedentes, en el que la composicion esta en forma sélida, forma
liofilizada o en solucioén, y en el que en un caso se prefiere una solucién acuosa o solucion acuosa acida diluida.

(7) El método segun cualquiera de los puntos precedentes, en el que la composicion esta exenta sustancialmente de
agentes para la lisis de células sanguineas.

(8) El método segun cualquiera de los puntos precedentes, que contiene ademas un tampén y/o un aditivo usado
habitualmente para conservar la sangre, preferiblemente en un contenido de hasta un 50 % en peso.

(9) Un método para la inhibicion de la glicolisis y opcionalmente la coagulacion en una muestra de sangre in vitro, en
el que la sangre se mezcla tras su extraccién con la composicion tal como se expuso en cualquiera de los puntos (1)
a (8).

(10) Un método de diagnéstico in vitro, en el que la(s) cantidad(es) de componente(s) sanguineo(s) se determina(n)
en una muestra de sangre estabilizada mezclada con la composicién tal como se expuso en cualquiera de los puntos
(1) a (8), en el que se estabiliza(n) uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y la determinacién de la(s)
cantidad(es) de el/los componente(s) sanguineo(s) respectivo(s) se lleva a cabo mediante el uso de métodos fisicos,
quimicos, enzimaticos y/o inmunolégicos convencionales, lo que incluye las combinaciones de los mismos.

(11) ElI método segun los puntos (9) o (10), en el que se estabilizan uno y/o mas de glucosa, lactato y homaocisteina.

(12) El método segun cualquiera de los puntos (9) a (11), en el que se estabilizan uno y/o mas de glucosa, lactato y
homaocisteina a temperatura ambiente durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre.

(13) El método segun cualquiera de los puntos (9) a (12), en el que se estabilizan simultdneamente glucosa, lactato y
homocisteina.

(14) El método seguiin cualquiera de los puntos precedentes, en el que se determina la cantidad de uno y/o mas de
4
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glucosa, lactato y homocisteina en sangre y/u otro(s) componente(s) sanguineo(s), que comprende las siguientes
etapas:

(a) proporcionar un dispositivo de recogida de sangre que comprende, colocado en el dispositivo, la
composicion tal como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (14);

(b) colocar sangre en el dispositivo de recogida de sangre;

(c) mezclar la composicién tal como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (14) con la sangre en el
dispositivo de recogida de sangre;

opcionalmente (d) almacenar la sangre en el dispositivo de recogida de sangre durante un periodo
predeterminado de tiempo durante el cual los niveles de glucosa, lactato y homocisteina son
sustancialmente constantes; y

(e) determinar la cantidad de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina y/u otro(s) componente(s)
sanguineo(s) en la muestra de sangre.

(15) El método segun el punto (14), en el que, en vez de las etapas (a) y (b), se lleva a cabo una etapa que
comprende colocar sangre en un dispositivo de recogida de sangre y posteriormente colocar una composicion de la
presente invencion en el dispositivo de recogida de sangre.

(16) El método segun cualquiera de los puntos (14) o (15), en el que se lleva a cabo la etapa (d) a temperatura
ambiente durante hasta 50 horas.

(17) El método segun cualquiera de los puntos (14) a (16), en el que la sangre de la etapa (b) es sangre completa.

(18) El método segun cualquiera de los puntos (14) a (17), en el que la glucosa, lactato y homocisteina de la etapa
(e) son glucosa plasmatica, lactato plasmético y homocisteina plasmética, respectivamente.

métodos fisicos, quimicos, enzimaticos y/o inmunolégicos convencionales, lo que incluye las combinaciones
de los mismos.

(20) ElI método segun cualquiera de los puntos precedentes, en el que se inhibe sustancialmente la lisis de las
células sanguineas, y preferiblemente se inhibe la lisis de las células sanguineas.

(21) El uso de la composicién tal como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (8) para la inhibiciéon de la
glicolisis y opcionalmente la coagulacion en una muestra de sangre in vitro.

(22) El uso segun el punto (22), en el que se estabiliza cualquiera de glucosa, lactato y homocisteina en la sangre.
(23) El uso segun el punto (22), en el que se estabiliza cualquier combinacidn de glucosa, lactato y homocisteina.
(24) El uso segun el punto (22), en el que se estabilizan simultaneamente glucosa, lactato y homocisteina.

(25) El uso segun cualquiera de los puntos (22) a (24), en el que se estabilizan glucosa, lactato y/u homocisteina a
temperatura ambiente durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre.

(26) El uso segun cualquiera de los puntos (21) a (25), en el que, de manera concurrente o posteriormente al uso de
una composicion como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (8), (a) el/los andlisis se lleva(n) a cabo para la
determinacion de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y opcionalmente un componente sanguineo
adicional.

(27) Un dispositivo de recogida de sangre que comprende la composicion como se expuso en cualquiera de los
puntos (1) a (8).

(28) El dispositivo de recogida de sangre segun el punto (27), que comprende un dispositivo que es capaz de
conectarse a un dispositivo de extraccion de sangre convencional.

(29) El uso del dispositivo de recogida de sangre segun los puntos (27) o (28) para la estabilizacién y/o el
almacenamiento de una muestra de sangre in vitro.

(30) El uso segun el punto (29), en el que la muestra de sangre se estabiliza y/o se almacena a temperatura
ambiente durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre.

(31) El uso segun los puntos (29) o (30), en el que, de manera concurrente 0 posteriormente al uso de una
composicion como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (8), (a) elllos andlisis se lleva(n) a cabo para la
determinacién de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y opcionalmente un componente sanguineo
adicional.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2656 092 T3

(32) Un kit que comprende:
el dispositivo de recogida de sangre segun el punto (27) o (28), y

sustancias de ensayo para la determinacion de al menos uno, opcionalmente todos simultaneamente, de
glucosa, lactato y homocisteina, y opcionalmente un componente sanguineo adicional en la sangre
recogida.

(33) Una composicién como se expuso en cualquiera de las reivindicaciones (1) a (8) para la estabilizacion de uno
y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre.

(34) La composicion segun el punto (33), en la que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis ii) es NH4F.

(35) El uso de al menos un agente inhibidor de la glicolisis para la estabilizacion y determinacién ex vivo de
homocisteina en sangre tras la extraccion, en el que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis preferiblemente
tiene actividad hacia una enzima implicada en el catabolismo de la glucosa, y se selecciona del grupo que consiste
en sal de fluoruro, acido yodoacético o una sal del mismo, acido oxamico o una sal del mismo y acido dicloroacético
0 una sal del mismo, con una concentracion en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre.

(36) El uso segun el punto (35), en el que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis tiene actividad hacia una
enzima implicada en el catabolismo de la glucosa.

(37) El uso segun el punto (35), en el que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis tiene actividad antiglicolitica
hacia cualquiera de las enzimas de la ruta glicolitica.

(38) El uso segun el punto (37), en el que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis es al menos un inhibidor de
hexoquinasa.

Descripcion detallada de lainvencién

A continuacion, la presente invencién se describe con més detalle mientras se hace referencia a las realizaciones y
los ejemplos preferidos, que se presentan, sin embargo, con fines ilustrativos y no se deberia considerar que limiten
la invencién de ninguna manera.

Un primer aspecto de la presente invencion es un método para el tratamiento de una muestra de sangre in vitro, en
el que la sangre se mezcla in vitro con una composicién que comprende al menos un inhibidor de hexoquinasa, al
menos un agente inhibidor de la glicolisis que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el catabolismo de la
glucosa, y opcionalmente un anticoagulante y/o un estabilizante del plasma, y en el que dicha muestra de sangre se
conserva de manera eficaz para el analisis posterior.

Segun la invencion, se inhibe de manera eficaz la glicolisis y opcionalmente la coagulacion en una muestra de
sangre in vitro cuando se mezcla la sangre tras su extraccion con la composicién segun la presente invencion. En
particular, asi se estabiliza uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina en la muestra de sangre.

La composicion segun la invencion se proporciona para la estabilizacion de uno y/o mas, preferiblemente todos, de
glucosa, lactato y homocisteina en sangre, en la que la composicion comprende al menos un inhibidor de
hexoquinasa, al menos un agente inhibidor de la glicolisis que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el
catabolismo de la glucosa, y opcionalmente un anticoagulante y/o un estabilizante del plasma. Asi, se puede
conseguir la estabilizacion en sangre in vitro.

La hexoquinasa cataliza la primera etapa de la glicolisis, es decir, la ruta metabdlica que convierte glucosa en
piruvato, y dicha primera etapa es la fosforilaciéon de la glucosa. La glucosa y glucosa 6-fosfato se pueden
catabolizar, es decir, descomponer, para proporcionar energia, pero también para servir como fuente de carbono, y
también estan implicadas en varias rutas metabdlicas distintas de la glicolisis. Sorprendentemente, en la presente
invencion se descubri6 que una composicion que comprende una combinacién de al menos un inhibidor de
hexoquinasa y al menos un agente que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el catabolismo de la glucosa
con un efecto inhibitorio sobre la glicolisis estabiliza uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre tras la
recogida, en particular de manera eficaz, rapida y continuamente.

Esto es inesperado, considerando en particular que se ha demostrado que las sustancias conocidas y usadas en la
técnica, tales como fluoruro, yodoacetato 0 manosa, son insuficientes al dar como resultado una disminucion de la
concentracion de la glucosa sanguinea con el tiempo. Incluso las composiciones con dos agentes para la inhibicion
de la glicolisis conocidas en la técnica, aunque tienen potencialmente una accion antiglicolitica mejorada en
comparacion con los casos en los que se usa solamente un agente antiglicolitico, por una parte pueden no ser
todavia eficaces en los primeros intervalos de tiempo tras la recogida de la sangre (yodoacetato y fluoruro), o por
otra parte pueden ser inespecificos y asi no bien controlados o predecibles en su inhibicion (gliceraldehido y fluoruro;
fluoruro y acidificacién). Ademas, antes de la combinacién particular de la presente invencion, la estabilizacion eficaz
no solamente se ha visto afectada por una inhibicién insuficiente de la glicolisis, sino por factores tales como la
pérdida de la integridad celular, el cambio de la osmolaridad y el escape de iones, asi como por la interferencia en el
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analisis de analitos posterior que también hay que tener en cuenta. Por ejemplo, una acidificacion excesiva y el uso
de gliceraldehido pueden interferir en la determinacién de lactato.

Segun una realizacion especialmente ventajosa, la sangre se mezcla in vitro con una composicion que comprende
no solamente el al menos un inhibidor de hexoquinasa, el al menos un agente inhibidor de la glicolisis que tiene
actividad hacia otra enzima implicada en el catabolismo de la glucosa y opcionalmente el anticoagulante y/o el
estabilizante del plasma, sino ademas una sal de amonio NR4X, en la que cada R es independientemente hidrégeno,
alquilo C1-Cs lineal, alquilo C3-Cg ramificado, fenilo sin sustituir o fenilo sustituido, y X es haluro, hidréxido, alcoxido
Ci1-C4 y acetato. Preferiblemente, cada R es independientemente hidrégeno, metilo o etilo, y X es fluoruro o cloruro.
Mas preferiblemente, NR4X es fluoruro de tetrametilamonio, cloruro de tetrametilamonio, cloruro de tetraetilamonio o
NH4CI. La concentracion de la sal de amonio NR4X no esta limitada especialmente. En particular, el limite superior
no esté limitado especialmente. Un limite inferior preferido es 0,01 pmol/mL de sangre. En una realizacion preferida,
la concentracién de la sal de amonio NR4X es 0,01 a 100 pmol/mL de sangre, mas preferiblemente es 0,1 a 10
pmol/mL de sangre, y ain mas preferiblemente es 0,5 a 1 ymol/mL de sangre.

Segun la presente invencién, preferiblemente se evita sustancialmente la lisis de las células sanguineas, y mas
preferiblemente se evita la lisis de las células sanguineas. Preferiblemente, se inhibe sustancialmente la lisis de las
células sanguineas, y mas preferiblemente se inhibe la lisis de las células sanguineas. La composicion de la
invencion, por lo tanto, preferiblemente estd exenta sustancialmente de agentes para la lisis de las células
sanguineas, y mas preferiblemente esta exenta de agentes para la lisis de las células sanguineas.

Sorprendentemente, se descubrié que cuando la sal de amonio iv) de la invencién se incluye adicionalmente en la
composicion, se puede inhibir de manera eficaz y efectiva la hemolisis (véanse también los Ejemplos 10-13 y la
Tabla 10). Este efecto ventajoso es especialmente relevante en los casos en los que la existencia de hemolisis se
debe reducir significativamente o incluso evitar de manera segura y adecuada, o cuando la presencia de agentes
gue pueden afectar a la estabilidad celular no se puede descartar o evitar completamente. La hemolisis puede
desestabilizar adicionalmente de manera significativa la muestra, e impedir el almacenamiento prolongado. Ademas,
la hemolisis puede ser perjudicial para los andlisis de sangre y el diagndéstico ya que, por ejemplo, la mezcla de los
componentes plasmaticos con los componentes celulares de las células lisadas puede conducir a resultados falsos
para los andlisis tanto del plasma como de las células, o incluso impedir completamente tales analisis. Por lo tanto,
la inhibicion de la hemolisis es ventajosa para la determinacion fiable de los componentes sanguineos.

Por lo tanto, la aportacién de la sal de amonio iv) como aditivo adicional proporciona beneficios adicionales
significativos. En particular, se estabiliza(n) uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, preferiblemente todos,
en la muestra de sangre, mientras ademas se puede incrementar significativamente la inhibicién de la hemolisis.
Esta estabilizacion y conservacion mejorada adicional de una muestra de sangre puede proporcionar un
almacenamiento mas largo y una determinacion mas fiable de los componentes de la sangre, y asi diagnésticos
mejorados.

El al menos un inhibidor de hexoquinasa se selecciona del grupo que consiste en 2-desoxi-D-glucosa, 2-fluoro-2-
desoxi-D-glucosa, 2-amino-2-desoxi-D-glucosa y acido 3-bromopiravico o una sal del mismo, con una concentracién
en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre. 2-Desoxi-D-glucosa, 2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa y 2-amino-2-desoxi-
D-glucosa son anélogos de glucosa e inhibidores de la hexoquinasa, que se pueden fosforilar pero no metabolizar.
El &cido 3-bromopirtvico es un agente alquilante fuerte que inhibe la hexoquinasa.

El al menos un agente inhibidor de la glicolisis tiene actividad antiglicolitica hacia cualquiera de las enzimas de la
ruta glicolitica posterior a hexoquinasa, que comprende fosfoglucosa isomerasa, fosfofructoquinasa, aldolasa, triosa
fosfato isomerasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato quinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa y
piruvato quinasa. El al menos un agente inhibidor de la glicolisis se selecciona del grupo que consiste en sal de
fluoruro, acido yodoacético o una sal del mismo, acido oxdmico o una sal del mismo y &cido dicloroacético o una sal
del mismo con una concentracion en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre. El fluoruro tiene un efecto inhibitorio
sobre la enolasa, el yodoacetato inhibe la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, mientras el oxamato inhibe la
lactato deshidrogenasa que cataliza la conversion de piruvato en lactato. El dicloroacetato estimula la actividad de la
piruvato deshidrogenasa inhibiendo la piruvato deshidrogenasa quinasa, lo que disminuye la formacion de lactato.

El inhibidor de hexoquinasa es preferiblemente un inhibidor reversible o irreversible de hexoquinasa, en el que la
hexoquinasa comprende las isoformas o isozimas de dicha enzima, lo que incluye la glucoquinasa. En el caso de la
inhibicion reversible, la inhibicién puede ser competitiva, acompetitiva, mixta y no competitiva.

Preferiblemente, el inhibidor de hexoquinasa es especifico, es decir, la inhibicién es diferente de la inactivacion
enzimatica irreversible mediante efecto(s) inespecifico(s) tal(es) como en general la destruccion de la estructura de
la proteina o la desnaturalizacion, por ejemplo provocada mediante cambios de pH o temperatura. El efecto
inhibitorio de un inhibidor de hexoquinasa se puede ensayar proporcionando dicho inhibidor, una hexosa,
preferiblemente glucosa, como sustrato, ATP y hexoquinasa in vitro, preferiblemente en condiciones fisiologicas o
casi fisiologicas, y medir la concentracion dependiente del tiempo de la hexosa y la hexosa fosforilada, en la que hay
un efecto inhibitorio cuando la concentraciéon de hexosa disminuye con el tiempo mas lentamente o no disminuye en
absoluto, y/o la concentracion de hexosa fosforilada se incrementa con el tiempo més lentamente o no se incrementa
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en absoluto en comparacién con un sistema que carece del inhibidor.

El agente inhibidor de la glicolisis que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el catabolismo de la glucosa es
preferiblemente un inhibidor enziméatico y/o activador enzimatico especifico hacia cualquiera de las enzimas
implicadas en el catabolismo de la glucosa, en la que dicho agente inhibe la glicolisis. En el caso de un inhibidor
enzimatico, la inhibicion puede ser irreversible o reversible, y la inhibicion reversible puede ser competitiva,
acompetitiva, mixta y no competitiva. Preferiblemente, el inhibidor enzimatico es especifico, es decir, la inhibicién es
diferente de la inactivaciéon enzimatica irreversible mediante efecto(s) inespecifico(s) tal(es) como en general la
destruccion de la estructura de la proteina o la desnaturalizacién, por ejemplo provocada mediante cambios de pH o
temperatura. En el caso de un activador enzimatico, dicho activador es preferiblemente un agente que interacciona
de manera especifica con una enzima e incrementa la actividad de esta Gltima, por ejemplo por medio de un efecto
alostérico. El efecto inhibitorio del agente inhibidor de la glicolisis sobre la glicolisis se puede ensayar monitorizando
a lo largo del tiempo las concentraciones de glucosa y/o piruvato o de lactato, respectivamente.

El anticoagulante opcional preferiblemente esta presente, y en general es adicional a/distinto del al menos un
inhibidor de hexoquinasa y del al menos un agente inhibidor de la glicolisis, mas preferiblemente se selecciona del
grupo que consiste en una sal de EDTA, sal de citrato, sal de oxalato y sal de heparina con una concentracion en
masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre. En una realizacion, se prefiere mas el heparinato de litio o heparinato de
amonio y la sal de EDTA, y en particular los més preferidos son el heparinato de litio o heparinato de amonio, porque
es susceptible a la determinaciéon de una multitud de co-analitos, mientras, por ejemplo, la sal de EDTA puede limitar
el nUmero de analitos determinables. De manera inesperada, se descubrié en la presente invencion que cuando la
composicion de la invencion comprende heparinato, la glucosa, el lactato y la homocisteina se estabilizan
especialmente rapido, de manera eficaz y continuamente.

En el caso que uno y/o méas del al menos un inhibidor de hexoquinasa, el al menos un agente inhibidor de la glicolisis
gue tiene actividad hacia otra enzima implicada en el catabolismo de la glucosa y opcionalmente el anticoagulante
y/o el estabilizante del plasma se proporcione(n) en forma de sal, en particular las sales tal como se expuso en los
puntos (1) a (4), la hemolisis se puede inhibir significativamente de manera inesperada y ventajosa proporcionando
al menos una sal de dichos agentes en forma de una sal de amonio (véanse también los Ejemplos 8 y 9, y la Tabla
10). La sal de amonio significa una sal de NR4", en la que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo C;1-Cs
lineal, alquilo C3-Ces ramificado, fenilo sin sustituir o fenilo sustituido, y en la que preferiblemente cada R es
independientemente hidrégeno, metilo o etilo, y en la que mas preferiblemente NR;" es i6n de tetrametilamonio, i6n
de tetraetilamonio o NH,4", y en la que lo mas preferiblemente NR4" es NH,". Se prefiere en particular que todas las
sales expuestas en los puntos (1) a (4) sean sales de NR;", tal como se especifico.

Por lo tanto, la aportacion de una sal de amonio a uno y/o mas de los agentes tal como se expuso en los puntos (1)
a (4) puede proporcionar beneficios adicionales significativos con respecto a la estabilizaciéon y conservacion de una
muestra de sangre, y puede facilitar la determinacion fiable de los componentes sanguineos.

Es especialmente ventajoso cuando la sal de amonio para uno y/o mas de los agentes como se expuso en los
puntos (1) a (4), y ademas la sal de amonio iv) como aditivo adicional se proporcionan juntas en la composicion. De
esta manera, por ejemplo, se pueden minimizar o evitar ain mas los cambios de osmolaridad y la salida de agua de
las células sanguineas, que conduciria a un posible efecto de dilucién y deterioro de la integridad celular debido a la
deshidratacion de las células sanguineas. Esto puede conducir a una inhibicion incrementada de la hemolisis y a una
estabilizacion aliin mas mejorada de la muestra de sangre.

La composicion segun la presente invencion puede comprender un tampoén y/o un aditivo usado habitualmente en la
fase preanalitica de sangre y para conservar la sangre, preferiblemente en un contenido de hasta un 50 % en peso.
Preferiblemente, la composicion es estable a temperatura ambiente y conserva su efecto durante varias semanas,
mas preferiblemente durante varios meses, y lo méas preferiblemente durante varios afios, por lo que se prolonga la
duracion del almacenamiento.

En una realizacion especifica, se estabiliza uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina a temperatura ambiente
durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre. Sin embargo, se incluye una temperatura de 0 °C a 37 °C y un
tiempo tras la recogida de hasta 96 horas en el método segun la presente invencién. De manera inesperada y
ventajosa, el método de la presente invencion estabiliza simultaneamente glucosa, lactato y homocisteina. En una
realizacién en la que se determina la cantidad de uno y/o méas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre y/u
otro(s) componente(s) sanguineo(s), se incluyen las siguientes etapas.

Se proporciona un dispositivo de recogida de sangre que comprende, colocada en el dispositivo, una composicion
segun la presente invencion, seguido de colocar sangre en dicho dispositivo de recogida de sangre. De manera
alternativa, la sangre se coloca en un dispositivo de recogida de sangre y posteriormente se coloca una composicion
de la presente invencion en el dispositivo de recogida de sangre. La composicion de la presente invencion se mezcla
con la sangre en el dispositivo de recogida de sangre. Opcionalmente, la sangre se almacena en el dispositivo de
recogida de sangre durante un periodo predeterminado de tiempo, por ejemplo hasta el procesamiento, tal como
centrifugacién o analisis, y durante hasta 50, 72 o 96 horas a temperatura ambiente, durante lo cual los niveles de
glucosa, lactato y homocisteina son sustancialmente constantes. En una etapa adicional, se determina la cantidad
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de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina y/u otro(s) componente(s) sanguineo(s) de la muestra de sangre,
por ejemplo, mediante el uso de métodos fisicos, quimicos, enzimaticos y/o inmunolégicos convencionales, lo que
incluye las combinaciones de los mismos. Sin limitarse a ello, los métodos analiticos pueden comprender
cromatografia de gases (GC), espectrometria de masas (MS), cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-MS), cromatografia de gases-espectrometria de masas con dilucién isotopica (GC-ID-MS), cromatografia
liquida (LC), cromatografia liquida con espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia liquida con espectrometria
de masas en tandem (LC-MS-MS), cromatografia liquida de alta presion (HPLC), cromatografia liquida de alta
presion con deteccion de fluorescencia (HPLC-FD), HPLC con deteccion electroquimica (HPLC-ED), inmunoensayo
de polarizacién de fluorescencia (FPIA), inmunoensayo de quimioluminiscencia (p.ej. ICL), inmunoensayo ligado a
enzimas (EIA), cromatografia de intercambio i6nico (IEC), electroforesis capilar y electroforesis capilar con
fluorescencia inducida por laser, en las que la HPLC y los inmunoensayos se usan especialmente de manera
generalizada en los laboratorios clinicos.

Después de mezclar la composicion de la presente invencion y la sangre, la concentracién en masa del al menos un
inhibidor de hexoquinasa es al menos 0,01 mg/mL de sangre, preferiblemente es al menos 0,02 mg/mL de sangre,
mas preferiblemente estda en un intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre y lo mas preferiblemente estd en un
intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de sangre, la concentraciéon en masa del al menos un agente inhibidor de la glicolisis es
al menos 0,01 mg/mL de sangre, preferiblemente es al menos 0,02 mg/mL de sangre, mas preferiblemente esta en
un intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre y lo méas preferiblemente esta en un intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de
sangre, opcionalmente la concentraciébn en masa del anticoagulante opcional es al menos 0,01 mg/mL de sangre,
preferiblemente es al menos 0,1 mg/mL de sangre, mas preferiblemente est4 en un intervalo de 0,1 a 25 mg/mL de
sangre y lo méas preferiblemente estd en un intervalo de 1 a 2,5 mg/mL de sangre o 12 a 30 IU/mL de sangre, y
preferiblemente la proporcion de las concentraciones en masa del al menos un inhibidor de hexoquinasa y el al
menos un agente inhibidor de la glicolisis estd en un intervalo de 100:1 a 1:100, mas preferiblemente esta en un
intervalo de 50:1 a 1:50, aiin mas preferiblemente esta en un intervalo de 25:1 a 1:25 y lo més preferiblemente esta
en un intervalo de 10:1 a 1:10. Preferiblemente, la sangre completa se mezcla, y preferiblemente se determina la
glucosa plasmaética, el lactato plasmatico y la homocisteina plasmatica, respectivamente. El uso del analisis de
sangre completa y plasma en vez de suero es ventajoso, ya que no es necesario esperar un tiempo para la
coagulacién, hay mas material de muestra y no hay artefactos originados por los efectos de la coagulacién, tal como
hemolisis ligera o coagulacién en curso tras la centrifugacion. Los niveles sustancialmente constantes son
preferiblemente niveles que tienen una variacion dependiente del tiempo como maximo del 4 % para glucosa y
homocisteina y como méximo del 8 % para lactato, mas preferiblemente son niveles que tienen una variacion
dependiente del tiempo como méaximo del 3 % para glucosa y homocisteina y como maximo del 5 % para lactato,
aun mas preferiblemente son niveles que tienen una variacion dependiente del tiempo como méximo del 2 % para
glucosa y homocisteina y como maximo del 4 % para lactato, ain mas preferiblemente son niveles que tienen una
variacion dependiente del tiempo como méaximo del 1,5 % para glucosa y homocisteina y como maximo del 3 % para
lactato, y lo mas preferiblemente son niveles que tienen una variacion dependiente del tiempo como maximo del 1 %
para glucosa y homocisteina y como maximo del 2 % para lactato.

La composicion segun la presente invencién se proporciona preferiblemente en forma soélida, forma liofilizada o en
solucidn, y en la que en un caso se prefiere una solucion acuosa o solucion acuosa acida diluida. En una realizacion,
se usa una solucién acuosa &cida diluida para aumentar la solubilidad de las sustancias de la composicion de la
invencion, es decir, es un disolvente o un solubilizante. Sin embargo, en un caso de una solucion, se prefiere mas el
agua, porque una acidificacion excesiva puede interferir en la determinacién de lactato. En una realizacion, la
composicion de la invencidon no contiene &cido como aditivo, mas preferiblemente no contiene écido.

En el método de inhibicion de la glicolisis y opcionalmente la coagulacion en una muestra de sangre in vitro, la
sangre se mezcla tras su extraccién con la composicidn segun la invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método de diagndstico in vitro, en el que la(s) cantidad(es) de
componente(s) sanguineo(s) se determina(n) en una muestra de sangre estabilizada mezclada con la composicion
segun la presente invencion. En particular, se estabiliza uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina,
preferiblemente a temperatura ambiente durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre. Preferiblemente se
estabiliza simultaneamente la glucosa, el lactato y la homocisteina. La determinacion de la(s) cantidad(es) de el/los
componente(s) sanguineo(s) respectivo(s) se lleva a cabo mediante el uso de métodos fisicos, quimicos,
enzimaticos y/o inmunoldgicos convencionales, lo que incluye las combinaciones de los mismos.

Un aspecto adicional de la presente invencion es el uso de la composicién de la invencion para la inhibicion del
sistema de enzimas glicoliticas y la glicolisis, y opcionalmente la coagulacion, en una muestra de sangre in vitro. De
manera inesperada, en la presente invencion se descubrié que el uso de la composicion de la presente invencion
estabiliza de manera eficaz cualquiera de glucosa, lactato y homocisteina, y cualquier combinacién de los mismos,
en la sangre. Aln mas sorprendentemente, en la presente invencion se descubrié que el uso de la composicion de la
presente invencion estabiliza simultaneamente de manera eficaz y ventajosa la glucosa, el lactato y la homocisteina
en la sangre tras la recogida. Esto permite determinar con exactitud y de manera fiable la glucosa, el lactato y la
homocisteina de la sangre mediante el uso de una Unica muestra. Segun este aspecto de la invencion,
preferiblemente y de manera ventajosa se puede almacenar y transportar a temperatura ambiente glucosa, lactato
y/u homocisteina durante hasta 50 horas, méas preferiblemente durante hasta 72 horas, lo mas preferiblemente
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durante 96 horas tras la recogida de la sangre.

Mediante el uso de los agentes antiglicoliticos segln la presente invencién y ademas un anticoagulante, se puede
almacenar y transportar una muestra de sangre sustancialmente en un estado fisiolégicamente nativo. La
temperatura ambiente indica un intervalo de temperaturas de 20 °C a 25 °C. Sin embargo, también puede ser
aceptable una temperatura por encima o por debajo de la temperatura ambiente, y un intervalo de temperatura de 0
°C a 37 °C se halla dentro del uso de la presente invencion. Ademas y preferiblemente, de manera concurrente o
posteriormente al uso de la composicidon segun la presente invencién, (a) se lleva(n) a cabo analisis para la
determinacién de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y opcionalmente un componente sanguineo
adicional. De manera ventajosa, se puede usar una Unica muestra para un analisis multi-analito, y preferiblemente se
evita sustancialmente la posible interferencia de los componentes de la composicién de la invencién en el ensayo
analitico de glucosa, lactato y homocisteina y otros co-analitos, y mas preferiblemente se evita eligiendo
componentes que cumplen o no interfieren en los andalisis posteriores respectivamente. La composicién segin la
presente invencién se puede usar de manera ventajosa para incrementar la fiabilidad del diagnéstico y el prondstico.
En vista del riesgo potencial de hemolisis y la posible interferencia con los analisis por su causa, segin una
realizacién preferida, se aflade ademas la sal de amonio iv) a la composicién.

Otro aspecto de la presente invencion es un dispositivo de recogida de sangre que comprende la composicion de la
presente invencion, en el que el dispositivo de recogida de sangre comprende preferiblemente un dispositivo que es
capaz de conectarse con un dispositivo de extraccion de sangre convencional. Los tubos de recogida de sangre
convencionales, que incluyen tubos de recogida de sangre a vacio tales como Vacutainer y sistemas de aspiracion
tales como Monovette, se conocen en la técnica.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso del dispositivo de recogida de sangre segun la presente invencion
para estabilizar y/o almacenar una muestra de sangre in vitro, en el que preferiblemente la muestra de sangre se
estabiliza y/o se almacena a temperatura ambiente durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre. Sin
embargo, se incluye un intervalo de temperatura de 0 °C a 37 °C y un tiempo de almacenamiento de hasta 96 horas
en la invencion. Este aspecto de la presente invencién proporciona un uso especialmente eficaz, en el que de
manera concurrente o posteriormente (a) el/llos andlisis se lleva(n) a cabo preferiblemente para la determinacion de
uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y opcionalmente un componente sanguineo adicional.

Se proporciona un dispositivo de recogida de sangre que comprende, colocada en el dispositivo, una composicién
segun la presente invencion, seguido de colocar sangre en dicho dispositivo de recogida de sangre. De manera
alternativa, la sangre se coloca en un dispositivo de recogida de sangre y posteriormente se coloca una composicion
de la presente invencion en el dispositivo de recogida de sangre. La composicion de la presente invencion se mezcla
con la sangre en el dispositivo de recogida de sangre. Opcionalmente, la sangre se almacena en el dispositivo de
recogida de sangre durante un periodo predeterminado de tiempo, por ejemplo hasta el procesamiento, tal como
centrifugacién o analisis, y durante hasta 50, 72 o 96 horas a temperatura ambiente, durante lo cual los niveles de
glucosa, lactato y homocisteina son sustancialmente constantes. En una etapa adicional, se determina la cantidad
de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina y/u otro(s) componente(s) sanguineo(s) de la muestra de sangre,
por ejemplo, mediante el uso de métodos fisicos, quimicos, enzimaticos y/o inmunolégicos convencionales, lo que
incluye las combinaciones de los mismos. Sin limitarse a ello, los métodos analiticos pueden comprender
cromatografia de gases (GC), espectrometria de masas (MS), cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC-MS), cromatografia de gases-espectrometria de masas con dilucién isotépica (GC-ID-MS), cromatografia
liquida (LC), cromatografia liquida con espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia liquida con espectrometria
de masas en tandem (LC-MS-MS), cromatografia liquida de alta presion (HPLC), cromatografia liquida de alta
presion con deteccion de fluorescencia (HPLC-FD), HPLC con deteccion electroquimica (HPLC-ED), inmunoensayo
de polarizacion de fluorescencia (FPIA), inmunoensayo de quimioluminiscencia (p.ej. ICL), inmunoensayo ligado a
enzimas (EIA), cromatografia de intercambio i6nico (IEC), electroforesis capilar y electroforesis capilar con
fluorescencia inducida por laser, en las que la HPLC y los inmunoensayos se usan especialmente de manera
generalizada en los laboratorios clinicos.

Después de mezclar la composicion de la presente invencion y la sangre, la concentracion en masa del al menos un
inhibidor de hexoquinasa es al menos 0,01 mg/mL de sangre, preferiblemente es al menos 0,02 mg/mL de sangre,
mas preferiblemente estd en un intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre y lo mas preferiblemente esta en un
intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de sangre, la concentracion en masa del al menos un agente inhibidor de la glicolisis es
al menos 0,01 mg/mL de sangre, preferiblemente es al menos 0,02 mg/mL de sangre, més preferiblemente esta en
un intervalo de 0,02 a 25 mg/mL de sangre y lo mas preferiblemente esta en un intervalo de 0,02 a 4 mg/mL de
sangre, opcionalmente la concentracion en masa del anticoagulante opcional es al menos 0,01 mg/mL de sangre,
preferiblemente es al menos 0,1 mg/mL de sangre, mas preferiblemente esta en un intervalo de 0,1 a 25 mg/mL de
sangre y lo mas preferiblemente esta en un intervalo de 1 a 2,5 mg/mL de sangre o 12 a 30 IU/mL de sangre, y
preferiblemente la proporcion de las concentraciones en masa del al menos un inhibidor de hexoquinasa y el al
menos un agente inhibidor de la glicolisis esta en un intervalo de 100:1 a 1:100, méas preferiblemente esta en un
intervalo de 50:1 a 1:50, ain mas preferiblemente esta en un intervalo de 25:1 a 1:25 y lo méas preferiblemente esta
en un intervalo de 10:1 a 1:10. Preferiblemente, la sangre completa se mezcla, y preferiblemente se determina la
glucosa plasmatica, el lactato plasmatico y la homocisteina plasmatica, respectivamente. El uso del analisis de
sangre completa y plasma en vez de suero es ventajoso, ya que no es necesario esperar un tiempo para la
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coagulacién, hay mas material de muestra y no hay artefactos originados por los efectos de la coagulacion, tal como
hemolisis ligera o coagulacion en curso tras la centrifugacion. Los niveles sustancialmente constantes son
preferiblemente niveles que tienen una variacién dependiente del tiempo como méaximo del 4 % para glucosa y
homaocisteina y como maximo del 8 % para lactato, mas preferiblemente son niveles que tienen una variacion
dependiente del tiempo como méaximo del 3 % para glucosa y homocisteina y como maximo del 5 % para lactato,
aun mas preferiblemente son niveles que tienen una variacién dependiente del tiempo como maximo del 2 % para
glucosa y homocisteina y como maximo del 4 % para lactato, alin mas preferiblemente son niveles que tienen una
variacion dependiente del tiempo como maximo del 1,5 % para glucosa y homocisteina y como maximo del 3 % para
lactato, y lo mas preferiblemente son niveles que tienen una variacion dependiente del tiempo como maximo del 1 %
para glucosa y homocisteina y como maximo del 2 % para lactato.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende el dispositivo de recogida de sangre de la
presente invencién y sustancias de ensayo para la determinacion de al menos uno, opcionalmente todos
simultaneamente, de glucosa, lactato y homocisteina y opcionalmente un componente sanguineo adicional en la
sangre recogida.

Un aspecto adicional de la invencién es una composicién como se expuso en cualquiera de los puntos (1) a (8) para
la estabilizacion de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre.

En una realizacion, el al menos un agente inhibidor de la glicolisis ii) es NH4F. La aportacion de NHiF es
especialmente eficaz porque el ién fluoruro puede contribuir a la inhibicion de la glicolisis, mientras de manera
ventajosa al mismo tiempo el ibn amonio puede contribuir a inhibir la hemolisis. En particular, la sal de fluoruro es
preferiblemente fluoruro de amonio, ya que el fluoruro de amonio puede minimizar los cambios de osmolaridad y
puede evitar la salida de agua de las células sanguineas. Asi, se puede inhibir un posible efecto de dilucién y un
posible deterioro de la integridad celular debido a la deshidratacién de las células sanguineas.

En otro aspecto, la presente invencion describe el uso de al menos un agente inhibidor de la glicolisis para la
estabilizacion y determinacién ex vivo de homocisteina en sangre tras la extraccion, en el que el al menos un agente
inhibidor de la glicolisis tiene preferiblemente actividad hacia una enzima implicada en el catabolismo de la glucosa,
mas preferiblemente tiene actividad antiglicolitica hacia cualquiera de las enzimas de la ruta glicolitica, y lo més
preferiblemente es al menos un inhibidor de hexoquinasa.

Sorprendentemente, en la presente invencion se descubrié que el uso de al menos un agente inhibidor de la
glicolisis, y en particular las combinaciones de agentes segun la presente invencion, no solamente estabiliza glucosa
y lactato, sino también homocisteina, que es un componente del metabolismo de los aminoacidos que contienen
azufre. De manera inesperada, la inhibicién suficiente y mejorada de la glicolisis inhibe los procesos metabolicos que
conducen a la formacion ex vivo de homocisteina, 10 que supuestamente implica un cambio o una inhibicion de los
procesos metabolicos intracelulares dependientes de ATP, tales como las reacciones de transmetilacion de los
precursores de homaocisteina.

En la presente invencién se considera que agentes particulares pueden tener una multitud de funciones y efectos.
Por ejemplo, un agente antiglicolitico puede inhibir y/o estimular varias enzimas implicadas en el catabolismo de la
glucosa al mismo tiempo, o también inhibir la hemolisis. Se entiende que tales bi- o multi-funcionalidades estan
incluidas en la presente invencion. Sin embargo, en las realizaciones tipicas y normalmente aplicadas de la presente
invencion, cada uno de estos agentes es especifico y monofuncional hacia la enzima respectiva, es decir, hay
presente al menos un compuesto para el componente i), al menos otro compuesto para el componente ii), y
opcionalmente de nuevo otro compuesto para el componente opcional iii) de la composicion, tal como se expone en
la reivindicacién 1, mientras ademas opcionalmente hay presente una sal de amonio NR4X iv) como se expone en la
reivindicacion 3.

Los siguientes ejemplos son simplemente ilustrativos de la presente invencion, y no se deberia considerar que
limiten el alcance de la invencion de ninguna manera. Los ejemplos y modificaciones u otros equivalentes de los
mismos seran evidentes para los expertos en la técnica a la vista de la presente descripcion completa.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra la estabilidad de glucosa a temperatura ambiente en sangre completa que contiene A: 2-desoxi-D-
glucosa, fluoruro de amonio y heparinato de amonio; B: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y heparinato sodico;
C: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y sal potasica de EDTA; y D: sal potasica de EDTA.

La Fig. 2 representa la estabilidad de lactato a temperatura ambiente en sangre completa que contiene A: 2-desoxi-
D-glucosa, fluoruro de amonio y heparinato de amonio; B: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y heparinato
sédico; C: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y sal potasica de EDTA; y D: sal potasica de EDTA.

La Fig. 3 muestra la estabilidad de homocisteina a temperatura ambiente en sangre completa que contiene A: 2-
desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y heparinato de amonio; B: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y
heparinato sddico; C: 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y sal potasica de EDTA; y D: sal potasica de EDTA.
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Ejemplos y Ejemplos Comparativos
Materiales Usados y Método
Materiales

Yodoacetato, fluoruro de amonio, acido dicloroacético, acido 3-bromopirtvico, 2-desoxi-D-glucosa, y oxamato sédico
se adquirieron de SIGMA (SIGMA-ALDICH, Alemania).

Los tubos de recogida de sangre con anticoagulantes fueron proporcionados por KABE (KABE Labortechnik GmbH,
Alemania).

Recogida de Sangre y Protocolo de Muestreo

Antes de la recogida de la sangre, se afiadieron mezclas particulares de los agentes antiglicoliticos a los tubos de
recogida de sangre que contenian anticoagulante. Las concentraciones respectivas de los agentes antiglicoliticos en
las mezclas estuvieron en un intervalo de 0,02 mg a 4 mg/mL de la sangre con la que se mezclaron. El
anticoagulante usado fue heparinato de amonio, litio o sodio a una concentracién de 12,5 IU/mL o &cido
etilendiamintetraacético dipotésico (K2EDTA) a una concentracion de 2 mg/mL.

La sangre se extrajo de voluntarios sanos mediante venopuncién de la vena antecubital mediante aspiracion. Las
muestras de sangre se recogieron en tubos con o sin las mezclas particulares de los agentes antiglicoliticos. Se tuvo
cuidado de que todos los tubos se llenasen hasta la marca, y que la sangre se mezclase bien con los agentes
invirtiendo los tubos 4 veces inmediatamente tras la recogida de la sangre.

Después de mezclar en los tubos la sangre completa con los diferentes agentes antiglicoliticos y/o anticoagulantes,
los tubos se almacenaron a temperatura ambiente (de 20 a 25 °C) durante diferentes intervalos de tiempo antes de
la centrifugacion. Los tubos se centrifugaron 4, 15, 24, 48 y 50 horas tras la recogida de la sangre, y el plasma se
almaceno a -20 °C hasta el andlisis.

Se determinaron las concentraciones de glucosa, lactato y homocisteina para las muestras centrifugadas tras los
diferentes intervalos de tiempo de almacenamiento.

Como control y comparacion, se centrifugd una muestra de sangre sin ningin agente antiglicolitico inmediatamente
tras la recogida de la sangre, y se separ6 el plasma en 10 min y se almacené a -20 °C hasta el analisis. Se
determinaron las concentraciones de glucosa, lactato y homocisteina para esta muestra, y dichas concentraciones
se definieron como las concentraciones de referencia a tiempo 0. Se calcularon los porcentajes para las
concentraciones dependientes del tiempo de glucosa, lactato y homocisteina respecto de las concentraciones de
referencia (valor inicial).

Medida de Glucosa
Se us6 el método de hexoquinasa en un aparato cobas ¢ (Roche Diagnostics) segun el protocolo del fabricante.
Medida de Lactato

Se us6 un método colorimétrico en un aparato cobas ¢ (Roche Diagnostics). El método se basa en la oxidacion de
lactato a piruvato mediante una lactato oxidasa.

Medida de Homocisteina Total (tHcy)

tHcy se midié mediante un inmunoensayo competitivo en un aparato IMMULITE (SIEMENS, Alemania) y mediante el
Kit de Ensayo Enzimatico de Homocisteina Diazyme en un aparato cobas ¢ (Roche Diagnostics).

Ejemplo 1

Se afiadié sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre), fluoruro de amonio (2,9 mg/mL de sangre)
y un anticoagulante en diferentes soluciones acuosas (los disolventes fueron Disolvente 1: H,O; y Disolvente 2: ac.
ac. = soluciébn acuosa débilmente acidificada, respectivamente). Tras diferentes intervalos de tiempo, se
determinaron las concentraciones de glucosa, lactato y homocisteina. Los valores determinados se muestran en la
Tabla 1 como porcentajes del valor inicial. La combinacién de 2-desoxi-D-glucosa y fluoruro de amonio estabilizé
glucosa, lactato y homocisteina rapido, de manera eficaz y continuamente.
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Tabla 1
cambios en la concentracién plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito disolvente 0 4 15 24 48
glucosa H.O 100 101 101 100 101
glucosa ac. ac. 100 102 100 102 102
lactato H.O 100 107 107 108 107
lactato ac. ac. 100 102 104 104 104
homocisteina H.O 100 100 100 102 100
homocisteina ac. ac. 100 101 101 100 100

Para la sangre completa con 2-desoxi-D-glucosa y fluoruro de amonio, se usé respectivamente heparinato de
amonio (A), heparinato sodico (B) y sal potasica de EDTA (C) como anticoagulante. Para los anticoagulantes A-C se
descubrié que se estabilizdé glucosa, lactato y homocisteina rapido, de manera eficaz y continuamente, como se
puede observar en la Fig. 1-3.

Ejemplo 2

Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre), yodoacetato sédico (1,13 mg/mL de
sangre) y un anticoagulante en diferentes soluciones acuosas (los disolventes fueron Disolvente 1: H,O; y Disolvente
2: ac. ac. = solucion acuosa débilmente acidificada, respectivamente). Tras diferentes intervalos de tiempo, se
determinaron las concentraciones de glucosa, lactato y homocisteina. Los valores determinados se muestran en la
Tabla 2 como porcentajes del valor inicial. La combinacion de 2-desoxi-D-glucosa y yodoacetato sodico estabilizd
glucosa, lactato y homocisteina rapido, de manera eficaz y continuamente.

Tabla 2
cambios en la concentracion plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito disolvente 0 4 15 24 48
glucosa H20 100 100 100 101 100
glucosa ac. ac. 100 101 102 101 101
lactato H.O 100 97 97 98 97
lactato ac. ac. 100 101 102 101 101
homaocisteina H.O 100 100 100 101 100
homocisteina ac. ac. 100 103 103 101 103
Ejemplo 3

Se afiadio sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre), oxamato sodico (1,25 mg/mL de sangre) y
un anticoagulante en una disolucion acuosa débilmente acidificada como disolvente. Tras diferentes intervalos de
tiempo, se determinaron las concentraciones de glucosa y homocisteina. Los valores determinados se muestran en
la Tabla 3 como porcentajes del valor inicial. La combinacion de 2-desoxi-D-glucosa y oxamato sédico estabilizé la
glucosa y la homocisteina rapido, de manera eficaz y continuamente.
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Tabla 3
cambios en la concentracion plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 100 100 100 100
homocisteina 100 102 108 112 112
Ejemplo 4

Se afiadié sangre completa a acido 3-bromopirGvico (2,5 mg/mL de sangre), yodoacetato sédico (1,13 mg/mL de
sangre) y un anticoagulante en agua y soluciéon acuosa débilmente acidificada como disolvente, respectivamente.
Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las concentraciones de glucosa. Los valores determinados se
muestran en la Tabla 4 como porcentajes del valor inicial. La combinacion de acido 3-bromopirGvico y yodoacetato
sédico estabilizd la glucosa rapido, de manera eficaz y continuamente.

Tabla 4
cambios en la concentracion plasmética de glucosa
intervalos de tiempo (horas)
disolvente 0 4 15 24 48
H.O 100 100 101 100 100
ac. ac. 100 104 104 104 104
Ejemplo 5

Se afladié sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre), fluoruro de amonio (2,9 mg/mL de sangre),
oxamato sédico (0,81 mg/mL de sangre) y un anticoagulante en una solucion acuosa débilmente acidificada como
disolvente. Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las concentraciones de glucosa, lactato y
homocisteina. Los valores determinados se muestran en la Tabla 5 como porcentajes del valor inicial. La
combinacion de 2-desoxi-D-glucosa, fluoruro de amonio y oxamato sédico estabilizé glucosa, lactato y homocisteina
rapido, de manera eficaz y continuamente.

Tabla 5
cambios en la concentracion plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 102 102 103 102
lactato 100 96 96 96 97
homocisteina 100 104 103 104 103
Ejemplo 6

Se afadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre), yodoacetato sodico (1,2 mg/mL de
sangre), oxamato sodico (0,65 mg/mL de sangre) y un anticoagulante en una solucion acuosa débilmente acidificada
como disolvente. Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las concentraciones de glucosa y lactato. Los
valores determinados se muestran en la Tabla 6 como porcentajes del valor inicial. La combinacién de 2-desoxi-D-
glucosa, yodoacetato sédico y oxamato soédico estabilizé la glucosa y el lactato rapido, de manera eficaz y
continuamente.

14



10

15

20

25

ES 2656 092 T3

Tabla 6
cambios en la concentracion plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 102 101 102 102
lactato 100 98 97 98 98

Ejemplo Comparativo 1

Cuando se mezcl6 sangre completa con sal potasica de EDTA solamente, es decir, sin agente antiglicolitico afiadido,
no se estabilizaron glucosa, lactato y homocisteina. La concentracién de glucosa disminuyé rapidamente y
continuamente (véase la Fig. 1), mientras las concentraciones de lactato y homocisteina se incrementaron
rapidamente y continuamente (véanse las Figs. 2-3).

Ejemplo Comparativo 2

Se afiadié sangre completa a tubos de recogida de sangre Sarstedt que contenian fluoruro sddico y oxalato potésico.
Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las concentraciones de glucosa y lactato. Los valores
determinados se muestran en la Tabla 7 como porcentajes del valor inicial. Las concentraciones de glucosa y lactato
no se estabilizaron suficientemente, en cualquier caso notablemente menos que en los Ejemplos segln la presente
invencion. La concentracion de glucosa disminuyd significativamente y continuamente, mientras la concentracion de
lactato se incrementé significativamente y continuamente.

Tabla 7
cambios en la concentracion plasméatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 96 94 92 91
lactato 100 106 110 113 116

Ejemplo Comparativo 3

Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa (2,9 mg/mL de sangre) y un anticoagulante en una solucion
acuosa débilmente acidificada como disolvente. Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las
concentraciones de glucosa y homocisteina. Los valores determinados se muestran en la Tabla 8 como porcentajes
del valor inicial. Las concentraciones de glucosa y homocisteina no se estabilizaron suficientemente. La
concentracion de glucosa disminuyé significativamente y continuamente, mientras la concentraciéon de homocisteina
se increment? significativamente y continuamente.

Tabla 8
cambios en la concentracion plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 87 85 80 80
homaocisteina 100 102 106 117 117

Ejemplo Comparativo 4

Se afiadi6 sangre completa a acido 3-bromopiravico (2,5 mg/mL de sangre) y un anticoagulante en una solucion
acuosa débilmente acidificada como disolvente. Tras diferentes intervalos de tiempo, se determinaron las
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concentraciones de glucosa y homocisteina. Los valores determinados se muestran en la Tabla 9 como porcentajes
del valor inicial. Las concentraciones de glucosa y homocisteina no se estabilizaron suficientemente. La
concentracién de glucosa disminuy6 significativamente y continuamente, mientras la concentracién de homocisteina
se incremento significativamente y continuamente.

Tabla 9
cambios en la concentracién plasmatica de los analitos
intervalos de tiempo (horas)
analito 0 4 15 24 48
glucosa 100 90 89 88.8 88
homocisteina 100 101 111 111 111

Una comparacion de los Ejemplos con los Ejemplos Comparativos muestra que las composiciones segun la presente
invencién estabilizan glucosa, lactato y homocisteina rapido, de manera eficaz y continuamente, mientras las
composiciones que no contienen las combinaciones particulares de los agentes segin la presente invencion son
insuficientes para estabilizar glucosa, lactato y homocisteina, incluso cuando se usan agentes que inhiben la
hexoquinasa, tales como 2-desoxi-D-glucosa (véase el Ejemplo Comparativo 3) y acido 3-bromopirdvico (véase el
Ejemplo Comparativo 4) solamente.

Ejemplos 7-13 y Ejemplo Comparativo 5

Se ensayd la hemolisis in vitro en muestras de sangre incubadas a temperatura ambiente (22 °C-25 °C)
determinando la concentracion de hemoglobina libre en plasma (g/L) a lo largo del tiempo (0-50 horas), en la que las
muestras de sangre se mezclaron con las diferentes composiciones.

Ejemplo 7: Se afadi6é sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sddico, oxamato sddico y KsEDTA.

Ejemplo 8: Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, sal de amonio de acido yodoacético, oxamato sédico y
K3EDTA.

Ejemplo 9: Se afiadio sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sodico, sal de amonio de &cido oxamico y
K3EDTA.

Ejemplo 10: Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sddico, oxamato sédico, KsEDTA y
cloruro de tetraetilamonio.

Ejemplo 11: Se afiadid sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sddico, oxamato sédico, KsEDTA y
fluoruro de tetrametilamonio.

Ejemplo 12: Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sédico, oxamato sodico, KsEDTA y
cloruro de tetrametilamonio.

Ejemplo 13: Se afiadi6 sangre completa a 2-desoxi-D-glucosa, yodoacetato sédico, oxamato sodico, KsEDTA y
cloruro de amonio.

Ejemplo Comparativo 5: Se afadié sangre completa a KsEDTA.

Las concentraciones de los agentes antiglicoliticos en las mezclas fueron 0,1-4 mg/mL de sangre. En los casos de
los Ejemplos 10-13, se afiadieron 0,5-1 pmol de las sales de amonio respectivas por mL de sangre a la mezcla.

Tabla 10
Concentracion de hemoglobina libre en plasma (g/L)
intervalos de tiempo (horas)
0 1,5 3,5 50
Ejemplo Comparativo 5 0,290 0,290 0,300 0,370
Ejemplo 7 0,270 0,275 0,290 0,330
Ejemplo 8 0,200 0,210 0,210 0,210
Ejemplo 9: 0,245 0,250 0,250 0,250
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Ejemplo 10 0,150 0,150 0,154 0,160
Ejemplo 11 0,220 0,220 0,230 0,232
Ejemplo 12 0,280 0,280 0,280 0,280
Ejemplo 13 0,290 0,290 0,290 0,290

El Ejemplo Comparativo 5 muestra que cuando la sangre completa se mezcla solamente con K3;EDTA, se da un
grado significativo de hemolisis a lo largo de tiempo, como se observa en el incremento de la concentracion de
hemoglobina libre en plasma a las 3,5 horas y especialmente a las 50 horas.

En el Ejemplo 7, que no contiene sal de amonio, también se observa hemolisis, pero en menor grado a las 50 horas
en comparacion con el Ejemplo Comparativo 5.

Los Ejemplos 8-9 demuestran que cuando la combinacién de agentes antiglicoliticos comprende las sales, la
hemolisis se puede inhibir significativamente de manera inesperada y ventajosa proporcionando al menos una sal de
dichos agentes en forma de una sal de amonio.

Sorprendentemente, la hemolisis también se puede inhibir de manera eficaz y efectiva afiadiendo a la composicién
como componente adicional una sal de amonio, como se muestra en los Ejemplos 10-13.

Por lo tanto, la aportacion de una sal de amonio, como uno o mas de los agentes antiglicoliticos segun la invencion
y/o como aditivo adicional, proporciona beneficios adicionales significativos. Se estabiliza(n) uno y/o mas de glucosa,
lactato y homocisteina, preferiblemente todos, en la muestra de sangre, mientras ademas se puede incrementar
significativamente la inhibicion de la hemolisis. Esta estabilizacién y conservacion especialmente ventajosa de las
muestras de sangre, a su vez, puede facilitar una determinacion mejorada de los componentes de la sangre y
diagndsticos fiables.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el tratamiento de una muestra de sangre in vitro, en el que la sangre se mezcla in vitro con una
composicion que comprende

i) al menos un inhibidor de hexoquinasa, seleccionado del grupo que consiste en 2-desoxi-D-glucosa, 2-
fluoro-2-desoxi-D-glucosa, 2-amino-2-desoxi-D-glucosa y acido 3-bromopirtvico o una sal del mismo, con
una concentracién en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre;

ii) al menos un agente inhibidor de la glicolisis que tiene actividad hacia otra enzima implicada en el
catabolismo de la glucosa, que tiene actividad antiglicolitica hacia cualquiera de las enzimas de la ruta
glicolitica posteriores a la hexoquinasa, y seleccionado del grupo que consiste en sal de fluoruro, acido
yodoacético o una sal del mismo, acido oxamico o una sal del mismo y acido dicloroacético o una sal del
mismo, con una concentracién en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre; y

opcionalmente iii) un anticoagulante y/o un estabilizante del plasma seleccionado del grupo que consiste en
sal de EDTA, sal de citrato, sal de oxalato y sal de heparina, con una concentracién en masa de al menos
0,01 mg/mL de sangre, y

en el que dicha muestra de sangre se conserva para el andlisis posterior.

2. El método segun la reivindicacién 1, en el que se estabiliza(n) uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina
en la muestra de sangre, preferiblemente se estabiliza glucosa.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la composicion comprende ademas
iv) sal de amonio NR4X,

en el que cada R es independientemente hidrogeno, alquilo C1-Cs lineal, alquilo C3-Cs ramificado, fenilo sin
sustituir o fenilo sustituido, y X es haluro, hidréxido, alcéxido C;-C, y acetato, y en el que preferiblemente
cada R es independientemente hidrégeno, metilo o etilo, y X es fluoruro o cloruro, y en el que mas
preferiblemente  NR4sX es fluoruro de tetrametilamonio, cloruro de tetrametilamonio, cloruro de
tetraetilamonio o NH4CI.

4. El método segun la reivindicacién 3, en el que la sal tal como se expone en la reivindicacién 3 es sal de NR,",
en el que cada R es independientemente hidrogeno, alquilo C1-Cs lineal, alquilo Cs-Cg ramificado, fenilo sin sustituir
o fenilo sustituido, y en el que preferiblemente cada R es independientemente hidrogeno, metilo o etilo, y en el que
mas preferiblemente NR;  es i6n de tetrametilamonio, i6n de tetraetilamonio o NH4', y en el que lo mas
preferiblemente NR;" es NH,4".

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se determina la cantidad de uno y/o
mas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre y/u otro(s) componente(s) sanguineo(s), que comprende las
siguientes etapas:

(a) proporcionar un dispositivo de recogida de sangre que comprende, colocado en el dispositivo, la
composicion tal como se expuso en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;

(b) colocar sangre en el dispositivo de recogida de sangre;

(c) mezclar la composicion tal como se expuso en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 con la sangre en
el dispositivo de recogida de sangre;

opcionalmente (d) almacenar la sangre en el dispositivo de recogida de sangre durante un periodo
predeterminado de tiempo durante el cual los niveles de glucosa, lactato y homocisteina son
sustancialmente constantes; y

(e) determinar la cantidad de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina y/u otro(s) componente(s)
sanguineo(s) en la muestra de sangre.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se inhibe sustancialmente la lisis de
las células sanguineas, y preferiblemente se inhibe la lisis de las células sanguineas.

7. Un método de diagndstico in vitro, en el que se determina(n) la(s) cantidad(es) de componente(s) sanguineo(s)
en una muestra de sangre estabilizada mezclada con la composicion tal como se expuso en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en el que se estabiliza uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina, y se lleva a cabo la
determinacion de la(s) cantidad(es) de el/los componente(s) sanguineo(s) respectivo(s) mediante el uso de métodos
fisicos, quimicos, enzimaticos y/o inmunologicos convencionales, lo que incluye las combinaciones de los mismos.
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8. Eluso de la composicion tal como se expuso en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la inhibicién de la
glicolisis y opcionalmente la coagulacion en una muestra de sangre in vitro,

en el que, de manera concurrente o posteriormente al uso de la composicién, (a) se lleva(n) a cabo analisis
para la determinacion de uno y/o mas de glucosa, lactato y homocisteina y opcionalmente un componente
sanguineo adicional, en el que glucosa, lactato y/u homocisteina se estabilizan a temperatura ambiente
durante hasta 50 horas tras la recogida de la sangre.

9. Un dispositivo de recogida de sangre que comprende la composicién como se expuso en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

10. Un kit que comprende:

el dispositivo de recogida de sangre segun la reivindicacién 9, y sustancias de ensayo para la
determinacion de al menos uno, opcionalmente todos simultaneamente, de glucosa, lactato y homocisteina
y opcionalmente un componente sanguineo adicional en la sangre recogida.

11. Una composicibn como se expuso en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la estabilizacién de uno y/o
mas de glucosa, lactato y homocisteina en sangre.

12. Una composicion tal como se expuso en la reivindicacion 11, en la que el al menos un agente inhibidor de la
glicolisis ii) es NH4F.

13. El uso de al menos un agente inhibidor de la glicolisis para la estabilizaciéon y determinacién ex vivo de
homaocisteina en sangre tras la extraccion, en el que el al menos un agente inhibidor de la glicolisis preferiblemente
tiene actividad hacia una enzima implicada en el catabolismo de la glucosa, y se selecciona del grupo que consiste
en sal de fluoruro, acido yodoacético o una sal del mismo, &cido oxdmico o una sal del mismo y acido dicloroacético
0 una sal del mismo, con una concentracién en masa de al menos 0,01 mg/mL de sangre.
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