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INTRODUCCION



INTRODUCCION

El trabajo experimental fue desarrellado en el  Instituto
Nacional de Pediatria (I.N.P.) con base al proyecté FPCSABNA-022168
dal Departamanto de Ciencias de la Solud y Excelencia da CONACYT.

La inquistud de dezarrollar tecnolopla nacional  como  un
método alterno a las "tiras y tabletas reactivas" que detectan
cuerpos cetdnicos vy  alucesa, surgids por el conocimiento  del
elevado coste dua tienen estos productos en el conmercio v de la
necezidad que tienen lcs pacientes diabeticos vy en 21 laboratorio
clinico de los mismos.

Asi, en el laboratorio clinico se utilizan con frecuencia las
"tiras y tabletas reactivas" cuando llesan inestras de
individuos diabsticos <Sue puaden estar cursando con una
cetoacidosis diabética o bien con un coma hiperalucemnico
hiperosmolar no cetosico, en cuyos casos la  evaluacidn  inmediata
de alucosa v da cuerpos ceténicoz =g vital para imciar el
tratamiento adecuado.

Los pacientes disbéticos tammién uzan con frecuencia las
tiras y tabletas reactivas para llevar a cabo un registro  diaraoe
de la cormcentracion d2 glucosa y de cuerpos  cebdnicos, <ue les
rermita controlar su nival de azucar en la sangre.

Con e) desarrvollo de tecnologla & bajo costo que sustituya o
ya existenta, €l fpaciente resultara grandemente berneficiado
pudiendo asi llevar un autocontbrol que le reditusrd un  bienestar

fisico.



Por otre lado, debido a  la  imRortancia  qus  representa 1&
diabatez mellitus an nuestro medio, creimos  convernente el
proporcionar &l aunmico clinico la clusificacion ¥  las  critarios

diagndsticos actuales de dicha anfermedad,
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OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:

1.

Buscar un mébode alternc  al que

utiliza ias tiras

reactivas existentes para la determinacidn  rapida de

cuerpos cetdnicos vy glucosa Aue redna los requisitos de

espec) ficidad, sensibtilidad y bajo

costo, utilizando

tacrologla hacional v materia prima de faci1l aceeso.

Facilztar a pacientes diabéhicos

el efectuar [Xig}

autocontrol diario qree 1=s tndrque <cuando s

ercuantran en estado de descomperisacidn metabolica.

Proporcionar al quimice climcoe la
coma las criterias Qus  se  emplean

diagnostico de la diabetes mallitus.

zlasificacien, asl

actualmente en el
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DIABETES MELLITUS
DEFINICION
La diabetas mellitus es un sindrome que se caracteriIa  por
una deficiencia absoluta o relativa de insulina, la cual  provocas
hiperglucemia, un conjunto de anomalias metabdlicas debrdas a  las
alteracionss hurmonales vy una serie de complicaciones & large

rlaze que afectan la mayor rFarte de aparatos y sistemas. (1, 2).

METABOLISMO INTERMEDIO NGRMAL

Debido a que la diabetes mellitus se caracteriza For
alteraciones de lIovs princirpales combustibkrles del  ochabolisme
(carbohidratos, grasas y pRroteinas), y como sSe asocla cor
trastornos primarios y secundarios de la secrecion de diversas
hormonas se describe una breve revision de la fisiclo3ia normal de
estos sustratos y hormonas.

1. Metabolismo de carbohidratos, grasas y protetnas. (1,

a)

Las recesidades de energla del cuerpo suelen satisfacerse por
les alimentos ingaridos. En relacisr a los carbohidrateos sabemos
aue a pesar de lag formas vy origen diverso de éstos, 1os productos
finales de la digestidén absorbidos en el intestirno son  las
hexasas, siendo por mucho la glucosa &1 azucar miAs sinple e
importante.

Ern el interior de la celula existe muy poca gluceosa libre,

delride a que 23 convertida en glu—osa-6-fosfateo por la actividad



enZimptica de hesofinaga v ode slucolinazez: 1os eelncirales camirm:z
que puede zeauir ahl zon

1} Alwacenameéntoe como glucdgenc

) Glucelisis arnaerobins

I Oxrdacion por 1z via de 1oz acidoz  tracarbosilaices.

acrabic & an mendr grade epar la de las pentosas.
4) Corversidn en acidos drasos ¥
5) Liberacich dezsde las calulas come alucosa.

Lo anterior se muestra en la fiaura 1.

GLUCOSA

Gluceaeno Glugosa-§-fosfato ————— Pontosaz
l Glucolisas
Firuvatoe, lactata
Acetil GoA e AC1 QS graEos.
Cicia de Krabs

o

Fig, 1. Fosibles rutes Que Si1g9us la galucosa

en el interior d2 la cwlula.



Las fazes anabolicaz vy «<atabdlicas del metabolismo  estan

daterminadas for hormoras. ta insulina es  la hormona  anabalica

Primaria en tanto qQue el

mentc  del maivel del  glucagon a5

caracteristice de la fase catabolica.
A, FASE ANABOLICA

Despuss dde 14 1naestisn e carbobadratos, los  azucares

absorbidos peretran en la vena porta vy £2  btransportan al  higado,

ten respuesta &l aumento de glucosa plasmatica. se  secreta

insulina en las células B del pancreas), una vez aue llega al

higado, mis da la mitad de la glucosa ez captada y sSe almacena

como glucdgeno (glucogenesis).

El aumento de 1oz nivelas de insulina agdemas de incrementar

la transformacion de glucosa en glucdgeno en el higado, va a

facilitar zu penetracion  en el musculo y an el  telide adiposo,

En el musculo, una parte de la g9lucosa se  oxida durante la
glucolisis para faormar piruvate, e 1ngresa en la mitocondria para
Producir ATP 2n el ciclo de Krebs, el resto  se  almacena com

glucegenc.

Tanto en higade come en  telide adipose, la 9glucesa fjpucde

transformarse tanmbien en arasa, despues de cenvertirse en citrato

en la mwmitocondria, Los acidos grasos asi transformnados se

esterifican coa 9licerol para formar triacilgliceéridos.

Los aminoacidos AQue se obtienen de las proteinas ingeridas,

tanmbién pasan inicialmante por el higado a travées de la vema

porta; estos estimulan la liberacién de insulina v glucasson a



Fartir del pancrea

E1l tigade en Forma zelectiva  libera wna

mezcla de aminoacidos enriquecida  con  aminoacidos de  cadena

ramificada {(en =spacial le

Zina), 10 aue estimila 1a  sintesis  de

Prateinas en el mazculo.
En  las eslulas de 1a macesa ntestinal, = sinbetizan

triacilgliceridos despuss de la  absorcion de  acidas  grascs  de

cadena larga en el aparate digestive, Pestariormente 2Bt os

triacilglicéridos zon empacadoz en  guilomicrones, les wcualex a
través de lorx conductos linfaticos llegan & la circulacidn

general, sitio ern el cual porr acTidr de la lipasa de  lipoprotéelna

Proveriente de tejide adipose v de capilares  wusculares, o

Zonvertidos en acidos grasos tibres, loz cualaes puaden szer

utilizados para obtaner encerdls o bien se  esterifican de nuevo

para almacenarse en forma de triacilglicoridos,

En el tejido adiposo, la insuline estimula  la sintesis de
acidos arazos y la formacion de triacilglicerados e  ivhibe la
lipolisis.

B. FASE CATABQLICA

La rase cataboliza suele comenzar en  (erwa gradual varias
horas después de la irngestidn dz=1 alimznto, observandose con
claridad por los cambiios que ocurren despuds de un ayuno do 10 a
12 h durante la noche. bado que el sistema nervicso central  puade
usar T0lo glucesa © cuerpas cetohicos como fuente de ernersia er

la fase inicial durarnte el ayuno debe conservarse Qlucosa

plasmitica, para le cual =1 higada  libera slucosa  derivada del



Slucégenc {(glucegenclisis) y  luedo  forma  9lucesa a partir de
Precursores (gluconacganesi1s). Suelae haber glucogero suficiente
almacenado en el higado para conservar ia glucosas plasmatica  2olo
durante 12 & 24 horas. Fig. o,

Los sustratos gluconsogenicos son: lactato, qQue se  Froduse

Por g9iucogenalisis musculars glizarel, Quie a2 deriva de la
lipalisis en el tejido adiposo; vy como sustrato principal se  usan
los aminsacidos del musculo, la alanina ez 21 aminodcide printital

que e usa en Iddaado, mrentras Que la glutamina o3 @l SUStrato mas

NP bant

del ranion.

AL drzminuar la ale

a=a plas

durante szl Evato,

reducern  leos mivelas de nzulina v aumentan raveles s
glucagon, lo <Quz= estimula ta ald NSO PES1S € thhnbe ia
glucslisis. (Al provocarse con rapldez la hipoglucem:a, la
adrenalina tambien funcicona como harmona 1oportants de

contrarregulacion, que complementa el efecto del glucagon). (11)

Durante la fase catabolica, los triacilglacerides del tejido
adiposa se hidrolizan para formar dcidos grasos libres vy glicercl,
por madic de una lipasa intracelular diferente de la lapaza a2
lLipoproteinas dal endotelio carilar. la tnzulina inhibe la enzima,
mientras que las catecolaminas incrementan su  actividad. Si  hay
disminucion del tejido adiposo o los acidos grasos no &  puaden
oxidar en forma mormal, las reservas menos abundantes de¢  rrotelta
deben usarse como fuente Unica de energla para  impedir  la
hipoglucemia.

Dado aue el cerabre en ayuno prolongado, pPuede uwtilizar



cusrpos cetdnidcos come fuente de enerala, la formadion de esztos s

vital vy exstd raegulada por tuarmonas de J& fase catabolicas as!, con

la disminucion de los niveles de insulina desaparsce 2l bloguec de

la lipslisis e el te)ide adiposo, lo cual asegura =21 sumimishkro

de Acidos grascs al higade, el cual 1oz metaboliza para  formar

acetil CoA en la mitocondria.

Con el aumente de los niveles d= glucagon se inhibe

la formaciorn de malonil CoA vy  se incrementan los riivelss de

carmitina, facilitandose asi, el transporte de acidos grasos hacia

la mitacondria, la oxidacion excesiva de 65t0s produce exceso de

acetbil-CoA que no se consume por 21 higado, <Convirtisndose en

cuerpos cetornicos.




GLUCOEA, CUMBUSTIBLE METABOLICO PRINCIFAL

-
m—«::_JEEEZE‘;“::::\\\
A

B

Fig. 2. DPado aue el cerebroa reguiere glucosa come conbustitle
metabdlico primcipal. o= riveles de 1nsulina gisoinuyen  de  tal
modo que es muy escasa  la cantidad de glucosa  transferida  al
musculo  y al teride adipose  desde  la sangre. goristhe Lna
transferencia pasiva al cerebro de  aproximadamerts: & Jgrames de
Qlucosa For hwra, ¥y una eantidad moderada es  utilizada por los

eritracitos ¥ los leucocites. (§)

iv



CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS fz2, Z4)

El problema para determirar la verdadera Frecuencia de la

diabetes mellitus en la poblacion general se debe a la amplaia

vartiacion  de los criterios que sSo2 wusam para  astabllecer ol
diagnostico.

Por ello a continuacién se presantan  los criferios AQue el
National Institutes of Health ha propuesto para la clasificacidn v
diagnéstico de diabetes mellitus by otras categorias de

intolerancia a la glucesa, Con €l fin de que estos s¢ uni fiquen en

todos los sitios donde se estudie dicha enfermedad.

1. Diabetes Mellitus Imsuliro Dependiente (IDDM) & Tipo 1
= Insulino dependiente
—- Properisién a cetosis
- Puede presentarse a cualquier edad
~ No designarlia como juvenil
2. Diabetes Mellitus rno Insulino Dependiente (NIDDM) & Tipe Il
- No insulino dependients
- §in pPropension a cetosis
~ Heterogdnea, pPuede ser subdividida a causa de obesidad y

o obesidad, por tfterapia, otras.

11



de Drabetes asociada con ciertas condiciones ¥y sindromes
- Secundaria a otros desdrderas
- Esta subclase ha sido dividida de acuerdo al

eticlogicas

corociments o sospacha 2 relacion
a. Enfermedades pancreaticas
2. Hormoral
. Provocada par medicamentos
d. Receptores anormales de 1nsulina
e. Ascciacta con s{ndromes gereticos complejos

=10nal

4, Dimbetas Gesta

Termino reservado a mujeres que desarrollan intelerancia a

la glucosa durante el embarazo

S. Trastorne de Telerancia a la Glucesa

Concentracidn da glucosa en sangre. 1ntermedia entre lo

cansiderado "normal® y "diabetico®

No denominarla diabmtes quimica, latente, &SIntamaticea

o subclinica
6. Anormalidad Frevia de Taolerancila a la Glucosa
- Espontanea o causada por una hiperglucemia transitoria

~ No denominarla prediabotes

Anormalidad Potencial de Telerancia a la Glucasa

N

= Individuos comr riesgo

- No denomirmaria prediabetes

1z



PROCEDIMIENTO PARA CLASIFICAR A [NDIVIDUOS DIABETICOS

CLASES CLINICAS

Trvestigacton Tapresion
CLASES DE s necesarls para clintea
RIESGO astonar un s Ubl
ESTADLSTICO i paciente a una W abe
i claso.
¢No elintco y ! P i I
no patologteod |
Medteion dn]  [Sintamas
{ ! —— |glucosa Stabot toos
i I plasmat ica con hiper
] : an ayunas glucemia
i 1
i Realizacton dw hd
i prueba de 2 mayor o
i tolurancia a HO_ | Wgual a
| 13 glucosa 14
i CroTe)
i st
i f T
| [ wo Se repitic
L lan vater
mayor o
H fgual a
o

Resultadn de
POTG ?

] | —
; L

S repltio
POTG
la p. tol.

gl como
dlabetleo?

Principia o1 S0 5 [Tertnctpta e
embarazo? " { embarazo 7

N0

1 no

(=]

Riosgo de
diabetes na
fncrement ado

Tnsulino-dapendientc| NO |Asociada con otras
propense a — [condtciones o

catosis? =tndromes?

. lwo | st st

Diabetes mollitus

aseciada con otros
sindromes o condicio-
[
ST NO

Donde:
POGT Prueba oral de Lolerancia a la glucesa
6 Trastorno de tolerancia a la glucesa
DHG Diabetes mellitus gestacional

Diabotes mollitus

Prev ATG revia anormalidad de telerancia a la glucosa
PoL ATG Potenc - B " R
NIDDM Diabetes mellitus no insulino dependlonte

IDDN Diabetes mellitus Insulino dependlente
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DIAGNOSTICO

Los criterios que wutiliza el climco para «l diagnostico de
la d:iabetes, se basan an la demostracion de hiperglucenta,
mediante la determnacién de glucosa plasmitica en ayunas o can la
frueba de tolerancia a la glueesa. (&, 9, ZZ, T4)

A) En adultos

en adul tos  red embarazados

Se hace el diaanadstico de diabe
cuando:

- Los ardividucs muestran  1os  sintomas clasicos de la
diabetes « hiperglucemis.

- Las concentraciones de 9lucosa plasmatica venosa en  ayuno
son mayores o igquales a 140 mg/dl (7.8 mmel/Ll) en mas de
una ocasion.

= La concentracion de glucosa plasmitica €rn ayune €t manor &
140 mgsdl (7.8 mmol/l) pera se observan valoras mayores o
iguales & 200 a/di (11.1 mmol/L) 2 horag daspues de  la
tngestién de glucosa en la prueba oral de tolerancia a la
glucosa o también si alcanza estos valores entre =1 tienpo

caro y las 2 h da la prueba.

B) En mifos.
El diagnostico de diabetes en niffos puade hacerse cuarndos
- Hay existencia da los sintomas clasicos de dJdiabetes

tpeoliuria, polidipsia, cetoruria, 9lucosurial vy la



determipacidrs al azar de a3lucoza rlasnmatice 25 mayor de

200 ma/dl (11.1 mmed /L)

Er ectos individuos no s raquiera e

zctusr la prucba oral o
tolerancia & la glucosa para efgotuar el diagnestico.  Ademas,  &n
Nnivos asinhbomaticos vy que mo pressntan glucosuria
rutima de tolarancia a la  gluzozsa no ec tndrrativa pars la
deteccion o diagnsstico de diabehes.

El diagrnestico de la diabetes en n1faos a 1os gue 52 les nvo

la prueba oral de taleranciz a la alucosa, umicamente €2 hade s13

- ta g9lucasa plasmatica en ayvuno es mayor de 140 m3/sdl
(7.5 mmol/l) .,

- Los valores de glucosa a las 2 horas son mayores o aquales
a 200 masdl {(1t.1 miaslzL) .

~ Los valores entre &1 tiempo ceroc y las horas son  tanbiaen
mayores o iquales & ZON masdl (11.1 mmel/u).

En nifios, se desiana el kraztorno de tolerancia a la alucosa

cuando:

= Loz valores de glucosa plasmatica en ayuro gorn  menores de
140 ma/sdl (7.8 mnol/L)

- Los valores de glucosa plasmatica u las 2 horas de ingerada
1a slucosa {(prueba oral de tolsrancra o la  9lucuesal L1
taayores de .140 mg/dl (7.8 nmmaisL) v

~ Loz valores a laz= 2 horas =on mayores de 208 mg/dl

11.1 mmol/Ly.

14

> ta  pruepa de



PRUEBA ORAL DE TOLERANGIA A LA OLUCOSA

Para estandarizar
Se deber seguir las siguientes

1. La prueba debe hacerse

la prusba oral de tolerancia

a la glucosa,

recomendacionass (21 - 22).

an la naftana.

2. El individuo no debera haber taenido una dieta restringida
cuando menos tres dias antes de la prueba (dieta mayor o
Igual a 150 9 de carbohidratos/dial.

3. Es necesario que el 1ndividuo tenga tres dias de activadad
antes de efectuar ia prueba.

4. El sujeto debe estar en ayunc mimmo de 10 horas pero no
mayer a 16 horas. El agua es permitida  durante este
Pariodo.

5. E1 sujete debe permanecer sentado y no fumar durante la
Prueba.

6. La prueba unicaments debe hacerse a pacientes "sanos",
ambulantes ¥y que no esten bajo tratamiento cort farmacos
que elevan la glucosa plasmitica o bien <que interfieran
con la deterininacidn de glucosa.

7. L.a carga de glucesa administrada por via oral debe ser de

75 a9 para adultos vy de

&n niffos.

Para efectuar la prueba oral de tolerancia a
procede de la siguiente mansras

Se toma una muestra d= sangre del paciente en ayuno,

1.75 9/kg de peso sin rebasar 7% g

la glucosa se

despues

15
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s2 le da & bebsr una solucior de  JlUCOSE Y BOUE CON UG
concentracicn no mayar de 25 g9/dl, la cunl debera  angerir  en
alradedor de S minutos, A continuacian ge Laman Mueshras de Sangre
a intervalos de J0 manutss durante I horas.

Para hacer la cuartificaci~n de glucoza e prafiere utilasar
como muaestra plasma venoso, pPara lo cual se recomienda utilizar
como antiycoagulante R0 mg o= NaF para 3,0 mil de sarngrs  completa,

separar el plasma de las células en un tienmpa No mayor de 4 horas

despues de haber obtenids la mueztra vy efectusr 21 anzlizis 1o mis
rapidamaente posible.

La interpretacion de locs resultados ohtenidoz a taz 2 horas
da iniciada la prueba oral de tolerancia a la glucesa s2  hage de

la siguiente manerar

ZONCENTRACION DE GLUCASA

Diabetes 200 mgsdl (111 wnol/i)
Normal 140 mg/dl ( 7.8 mmolsio)
Trastorne de tolerancia 140 - 200 ng/dl (7.8 -
a la glucosa. 11.1 mmal/sL)

Los metodos que se recomienda usar para lJa  determinacidn  de
alucosa son:

Gluzoza - oxidasa

Hexocinaza

Orto=toluidina

Ferriciarnuro (Autoeanalizador)

Neocuprairna (Autosnalizador)



DIAEBETES GESTACIONAL
Los miembros del Instituto Nacional de Salud (NIH}, no han
comunicadoe recomendaciones nuevas para el diagndstico de diabetes
gestacional, por lo cual, 1los criterios utilizados son 1os
establecidos en 1964 por O'Sullivan y Mahan.
Se diagnéstica diabetes gestacional, cuandc ocurren o se
rebasan dos o mas de las citfras siguientes de glucosa en plasma,

con una carga oral de 100 9 de 9lucosa.

En ayuno 105 ma/dl { 5.8 mmol/L)
1 hora 190 mg/dl t10.6 mmol/L}
2 horas 165 mg/dal { 9.2 mmol/L}
3 horas 145 mg/dl ¢« 8.1 mmal/L)




CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA DIABETES
TIPC 1),

DE INTOLERANCIA A LA GLUCUSA.

Clase

1bbM © Tapo 1

Factores asociados

Las evidencias
sugieren factores
genstaicos vy
ambientales o
adquirides,
asociacion con
ciertos tipos HLA v
respuesta 1rmune
arormal incluyendo
reacciones
autolrmunes.

DEPENDIENTE DF

DE LA NO DEPENDIENTE DE INSULINA (NIDDM o TIPQ II)

Caracteristicas clinicas

Laz perzsonas e asta
subclase son deperdientss
de 1nsulina para pravanie
la cetosizs y preservar la
vida, aunque pucde haber
arc la fnstoria natural de
la enfermadad periados no
insulino-depardientes. no
cetosicos.
Praponderantemante. e
Presanta en la juventud,
paro puede detectarse a
cualquier edad.

E3 caracterizada por
1nsulinopenia.

Los anticuerpos contra las
células B del pancreas.
estan presentes
frecuentemente.

INSULINA

{I0DM) &3

Y OTRAS CATEGIRIAS

Criterios diagrosticos

El diaanostice de

daabat en adultas Jdebe

basarse an:

1) Elevadion ineaul vocs
de la  concantr
Flasmatica de
Junto con los

s1Cas de

2) Concentracicn =levada
da glucosa Flasmatica
2 ayunas, en mas  de
una ocasion. o

{ Concentracian elevsda

rde glucosa plasmatica
despuss de una carga
oral de glucosa. an
mas de una ccasion.

El diagnostico de
diabetes en niios
reauiere de 1) o ) vy
3.




Clase

NIDDM o Tipo Il

1. NIDDM de ro
obesos.

2. NIDDM [=1:3
vbesos.

Factores asociados

Hay Frobablemente
multiples etiologtas
para esta claze, la
consecuencia comun
es algln trastorno
del metabolicmo de
carbonidratos. La
avidencia de
agregacién familiar
de diabetes implica
factores ganeticos;
esta clase 1ncluye
diabetes da niffos y
adultos en los
cuales la herencia
ha sido establacida
claram=nte.

Los factores
ambientales sumados
a la
suzceptibilidad
genetica se
encuantran
involucrados en la
NIDDM.

il.a obesidad s&
considera coma
fFactor eticldgico y
se recomienda
tomarla en cuenta
para dividir a la
NIDDM en dos
subclases de acuerdo
a la presencia o
ausenzia Jde
mbesidad.

Caracteristicas climcas

L&s personas de esta
subclase son no insuline
dependlierita pProFenzas a
cetosis, aunque pueden
utilizar insulina Para
cory 1 10S sintomas o la
hiperglucemia persistentes
pueden desarrollar cetos:is
bajo ciertas condiciones
rGPeciales tales como
infeccion o estres.

Los nivelaz de nsulina
pueden ser normales, altos
o bajos.

En la mayoria oz 10S cascs
se presenta despuét de los
40 afios, pero se sabe que
pPuede aparacer a cualquier
edad.

bel 60 al 90 % de swetos
con NIDDM son obezos y
canskituyen un subtipo de
NIDDM, en esos pacientes
la taleryncia a la glucosa
Puede mejorar por pPérdida
de pesa; la
hiperinzulinemia y la
resistencia a 1nsulina
racteriza a algunos
roazientes de ocite subtiko.

Fraterios diasnostices

Los criterzos
diagrésticos emplzadoz.
para este tipo de
dirabetes, son los mismos
que se emplean para
ipbm.



Clase

QLras LiF0s.
incluyendo
diabetes mellitus
asociada a ciertas
condieianes y
s1ndromes.

1. Enfermedad
pancreatica

2. Hormonal

3. Inducida par
medicanent
agerntes
Quimicos.

4. Amermalidades
en receptores
de insulina.

S. Ciertos
sindromes
ganer1cos.

Otros tirc=z.

Factores asociados

Esta subclase
contiare una
variaedad de tipos de
diabetes, en alaunos
de los ales as
conacida la relacion
etiologica (por
ejenplo. diabe
secundaria a
enfermedad
PaNCrestica.
enfermedad andocrina
o administracion de
crErtos
nedicamentos) .

En otros se saspecha
una relacion
etiologica. debide a
la alta frecuencia
de asociacien de la
diabetes con un
sindrome © condicion
(por ejemplo,
diferentes =indrames
qaaensticos).

“
a
s
3
-
n
o
Ll

ctaristica

En acdicion a la pre
de condiciones o sindromes
<t f1cos, rambiéen ezta
ente la diabetn
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Criterios disarmasticos

Para clasificar & un
1individue en la subclase
de otros tipos, debe
preszentarse:

a) Tiasbetes y la

b) Prasencia de un
sindromae o condicidn
ascoiado,




Clase

Trastorno da
talarancia a la

qlucosa.

1.

al)

-3}
<)

d

e

(TTG)

TTG de no
obesos.

TTG de obesos

TTG asociada
con ciertos
sindromes; lo:
cuales pueden
ser:

Enfermedad
pancredtica.
Hormonal
Inducida por
medicamentos
agentes
quimicos.
Raceptores
anormales de
insulina.
Ciertos
sindromes
aenetices.

s

3

Factores asociadog

La intolerancia
moderada a la
9lucosa en sujetos
de esta clase puade
ser atribuible a una
variacién normal de
tolerancia a la
glucosa dentro de
una poblacion,

En algunos sujetos,
el trastorno de
tolerancia a la
2lucosa puede
representar una
etapa en el
desarrollo de NIDDM
o IDDM, aunque la
mayoria de las
personas con
trastorne de
tolerancia a la
9lucesa, permanecen
en esta ase por
varios afos o
regresan a una
tolerancia normal a
la glucosa.

Caracteristaicas clinicas

Los raveles dz gluccsa en
ayuno no son diagnosticos
v la concentracidn de
Jlucosa err sangre esta
entre lo considerado
normal y diabetico.
Alguncs estudicos han
mostrado 1ncremento de
sintomas de enfarmedad
arterial y
electrocardiogramas
anormales, asi cono
aumento a la
susceptibilidad de padecer
enfermedad aterosclerotica
asociada con &l
conocimento de factores
de riesgdo, incluyendo
nipertension,
hiperlipijdemia .,
adiposidad y la edad.
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Criterios diagnosticos

Si despues de la
determinacion de glucosa
plasmatica en ayuno la
concentracisn dal azucar
es menor & 140 ma/dl, &1}
diagnastico se basa en
la prusba oral de
tolerancia a la glucosa.




Clase

Diabetes
gestacional.

Factores asociados

La intolerancia a la
gluceosa que s=
presenta en el
embarazo, se cree
que as debida a
cambios complelos
matabdlicos vy
hormonales que no
son entendidns por
completo.

La resistencia a la
insulina puede ser
responisable en parte
de la diabates
Qestacional.

Caracteristicas clinicas

La intoleranzia a la
alucosa es recconocids
durante el embarazo. Ast,
las diabeticas Que s=2
embarazan no s2 1ncluyen
an esta clase.

Hay asociacidn con el
aumentc de complicaciones
parinatales y con el
aumentc de riesgos por la
progresion de la diabetes
dentro de los S - 10 affoz
siguientesz ol parto.
Requiere reclasificacion

despuss que el embarazo ha

tarminado, dentro de
anormalidad previa d=
tolerancia a la g9lucosa,
Jiabetes mellitus o
trastorno de tolerancira &
la 9iucosa.
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Critarios diagnesticos

El disgrostico ezta
basado on la prueba oral
de tolarancia a 1o
Qlucosa.

Los criterios utilizados
san de 07 Sullaivan y
Mahan (1364).

&n otras partes de)
munde se utilizan otros
criterios diasnestice




Clase

Anormalidad

tolerancia

i

Previa de

la glucoza

Dbascripcion

Clases estadisticas de riesge

Esta clase @3 restraranda & aquellaz  personne
quienes ahora tienzn tolerancia normal a la
glucosa , perc que tuviaron lapsralucenia
diabatica o bien trastorno de tolerancia a la
Qlucosa , ya sea espontaneamente o en rezpueskta a
un astimuto i1dentif:cable.

Individuons que han tenido diabetszs aestacional vy
regresan a una talerancia normal & la alucoss
después ael parto, farman una subclase de
anormalidad previa de tolerancia a la elucosa.
Obro grupa pejuetic Pero 1npartante de 1ndividuos
es esta claze. son 103 aus fueron diabeticon por
obesidad vy cuya tolerancia a la dlucoza volvio &
ser normal despuez de bajar de peso.

Estudios clircos han damostrade aue muchos
pPacientes bajo estres metabdlico aguda debido &
trauma o lesién experimentan hiperglucem:a
transitoria.

Aparte da los estudios en personas Aue padaciero
diabetes gestacicral, ze ha hecho una redusida
1nvestlgacion sistemsatica a personas con
susceptibillidad tardia Que han mostrado
1ntolerancia a la glucosa para desarrollar
diabetes. Sin embarao, as factible Que ssto se
incremente y que zea util 1ncluir por separado &
todos aquellos sujetos con antecedentes de
intolerancia a la glucosa, ahora normal. en esta
clase de "Anormalidad previa de tolerancia &
glucaosa

&
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Ancrmalidad potencial de

tolerarcia a la glucosa.

Pescripcion
Clasas estadisticas da rigsac

Esta clase incluye personas Jus ranca ban
Presentado toleramcia anormal o la g
qQuienes tLiermen sustarncialments 21 rae
desarrallar diabates,

Los 1ndividuos Que tasmen e
IPPM, incluyen: {(en arden decracier
- Perzonas con anticuerecos
Pancreas.

Gemelo morocigcto e un diabet ice ILDm,

= Hermano de wun diabwtaco IDINM. sspecialmente unc
con haplotapez HLA adent 1oz,

HijJo de un IDDM diabotico.

Los 1ndividuos que Lianan ra e

padecer NIDDM, incluyen: (21 arden d

riesgo)

- Un gamele monocigoto el NIDDM diabetica.

= U pariente de primer arado de un NIDDM

diabetico thermanc. eadre, hijo).

Madre de un necnato aue cesa mas de 4 hg.

= Individucs obesoz.

~ Miembros de un arupo ratial o Atnicoe corn alta
riesgoe de diabetes. (por 2jemplo. W Nuberc Je
tribus 1ndias americanas).

racientae de

El grado de riesgo para Cualduera de estas
circunstanc1as aum rx ha si1do bien establecide
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METODOLOGIA PARA LA VALORACION DE CUERPOS CETONICOS

La busqueda de cetornuria esta registrada desde 14 con 1a
prueba de Gerhardt, la cual detecta icide acetoacdtico.
Ety 1942 Friedmari y colaboradores ravisaron las diferentes

maneras en las cuales la reaccidn de nitroprusiato de zodia  puede
ser usads para dotectdr SurpPOS GEtonIcos ¥y puSleron atenclen & 1a
diversidad de metodos y sensibilidad de los mismos.

Stanley (1943} y Kirez (1951) opiharaon que  la reaccron  de
color del nitroprusiata con 10s  cuerpos Ccetornicos  se cdebe
rrincipalmente a la presencia <e acetona. Mientras que Harrison
en 1947 indico que se debe taito a la acetona coma al  Ascide
aceloacatico.

Todas las investigacicnez de este tema astin de acuerdo con
que <l acido beta-hidroxibutirice no da reaczcion con =1

nitroprusiato de sodio. (33, 36}

CETOSIS
Los  cuerpoz  cetdnices que  a1ncluyen  acigo acetoacetico,
acetoma Yy 4cido beta-hidreabutirica se  formar duranta el

metabolismo de acidos grasos en el higado.

La concentracidn de cuerpos cetontcos totales en la sanare Jde
mami feras bien alimentados no excade normalmente d= 5 & 30 mg/L
cemo  equivalantes de acida scetoacético y  acotoma (3. 38).

Cantidades mas altas que ias normales. praesentas 2n la zangre o en

in oraina qonstituyen la cetonemia = la cotonuria, respectivaments.



A este estado se le denomiha catosis, &l cual on la mayoria de las
veces esta relacionado con un descontrol metabolico coms sucede ar
la diabetes mellitus.

En la cetonuria las preporcione: de  los cuerpos  cetonicos
son: acido acetoacetlca 20 %3 acetona “ % y acido

beta-hidroxibutirico 78 %4 (26, 38, 3.
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INVES TIGACION CUALITATIVA DE CUERPOS CETONICOS.
1. REACCION DE LEGAL (1333
La acetora v @l acido acetcacebico reaccionan con N
solucion saturada de nitropruzsaiate  de  sodio en madin alcalino
(para 1o cual s2 usa una salucien da hidesado de sodho al 10 %),

produciende una Coloracion roja violicea (I4).

2. REACCION DE IMBERT
El nitroprusisto de sodic disuelte an acido  reaccioha  en
medio alcalwrm» con el acido acetoacdtico Yy con la acetona.
formandose un anille o2 color violaceo en 2l tubo de reaccion.
134}
Esta reaccion es una modificacion de la de Legal, se utiliza
amontaco como medio alcaline vy tiene como  ventaja ta mejor

conservacion del mtroprusiate de sodio.

3. REACCION DE FROMMER

La acebona reaccionda con una zolucicn da aldehids salicilzoco
en medio alcaline y baje calor, produciendose  una coloracion
anaramnjada qQue vira a ro)o obecocura. (34, 38)

Esta reaccitn es pesitiva solce para la acetuna.

4. REACCION bDE GERHARDT (1RAS)
El acido acetoacético produce color rolo CerezZo o rojo Vino
(conecida como rojo Bordeawd con una solucion de cloruro  férrico.

(33, 26, 28, AN



Esta resccion es positiva solo para el acide acetos ZY-1-

Esta prusba tiene baja sensibilidad (25 - 5S4 mg/dl}  para el

acido acetoacsticao.

5. REACCION DE HART

La muestra a examinar se hierve con obleto de eliminar la
acetona y =] acido acqtoacetico, para hacer la determinacion  de
Acido beta-hidroxibutirico.

Después dal calentamiento se restituye con asoua al  volumen
original y a continuacidn se agrega peroxido de hidrdgena al  tubo
de reaccion ¥y se hace en el la reaccion de Legal. $S1 13  reacgion
es positiva tndica la presencia de &cido beta-hidroxibutirice <qQue
&ue oxidado a acetona.

Esta prueba resulta ser de gran utilidad cuando se requiere
conocer la presencia de Acido beta-hidroxibutirico en pPacientes

con cetoacidosis diabdtica.

6, PRUEBA DE RQTHERA (1908)
Tanto la acetona como el acido acehnacético producen un color
PUrpura con el nitroprusiato de sodie alcaline. La prueba  permite

reconocer acetona aun en dilucicorn 1 a 106 v el acids acetoacetica

en dilucidn 1 a 1259. (33, 35, 37, 38)
No se conoce 1a estructura del complejyo resultantes; la

reaccion que se cree se lleva & cabe es la siguiente;



Nop (FeCCN? gNOI + CHy=CO-R ¢ NaOH ———— NaFe(CN) 4N = CH-CO~R' + H,0
oH

Dande R = CHy (acetona) © -CH,~-CO0H (Acide acetoacetico?

Esta prueba esta basada en la reaccion de  Legal y se
considera como un matado semicuantitative para  la  deteccion  de
cuarpos cetdnicos.

La reaccion no es especifica, sin  embargo, el acydeo
acetoacetico y la acetona son practicamente las unicas sustancias
con grupo ceténico enclizable qQue se presentan en la orina,

La prueba de Rothera se puede efectuar en orina, susro o

plasma y la interpretacion de los resultados es la sigwiente: (33,

48>
COLOR PE CUMPARACION CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE
ACIDO ACETOACETICO ACETUNA

Trazas de color & mg/dl 20 ma/dl
PUrpUra
Moderadamente s mg/dl 290 wg/dl

| PUrpura
Fuertemente 30 ma/dl 300 mg/dl
rarpura

La principal desventaja Que presenta esta prueba es que na
puede detectar acide beta-hidroxibutirico y es de 5 a 14 veces

menos sensible para acetona que para Acide acetoacetico.



Se obtienen resultadoz falsos posaitivos con muestras  de
Fersonas tratadas con dosis albas de L- dopPa.
La principal ventaja Que presemnta es su relativa faciligad

lo eual la hsee la prueba rapida de selaccien para cetoras.

METODOS CUANTITATIVOS PARA LA DETECCION DE CULRPOS CETONICOS

1. MET0ODO DE PRECIPITACION.

Se ‘precirita la acetona conm una  solucior: alcalina que
contiene Cianuro mercurico, el precipitado se redisuslve con acido
nitrico y se determins &l mnercuric por titulacidn con sulfocianura.
138)

Este métode presenta como desventala que sole mide acetona,

ademis de ser sumamente laborioso.

2. METQDD DE SHIPLEY Y DUMHM.

En este meétoddo se hacen diferentes diluciones de la orina,
lag cuales se hacen reaccionar con Reactivo de Kothera , la ultima
dilucidén positiva multaplicada por el factor de dilucidn dara
aproximadamente «al contenido de cuerpos cetdnicos en wa/dl

contenides en la muestra analizada. (34)

3. METODO DE ACETONA EN SANGRE. (HENRY, 1964)
HMediante calor, se desplazan a una solucivn  alcalina  del
aldehido arematicce vainillina, tanto la acebona prasaente

inicialmente en la muestra como la liberada por desdoblamiento de
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acido acetoacetico; se forva un compuesto pardo rojizo  que  Puads
ser divainillilacetona, (35, 38, 44)
Este color se compara con un ratron de aceteorna en condiciones

idénticas.

GHo
! CHy

=N ; o
2 |l -9 U [ 4] -2
~ CHa ~ ~

VAINILLINA DIVAINILLILACETONA

Fia. 3. Reaccidn de Acetorna con Vainillina

El metodo de la vainillina es cuantitativeo y bastante
especi fico pero solo detecta acetona, =u presicidn es de 15 4 para

niveles de aCetona dentro de los limites normales.

4, PETERMINACION DE LA ACETONA Y PEL ACIDO
BETA-HIDROXIBUTIRICO EN LA SANGRE,

De una muestra de suaro desproteinizZada, se destila primero
la acatona preformada, luego la procedente del acido acetoacetico
Yy Por altime la acetona resultante de la oxidacion del acide
beta-hidroxibutirico con Acido cromico. La acekona se determina
yodometricamente. (38, 40)

Es un procedimiento sumamente labor ioso, [ue incluye
filtracidn, destilacién de la sangre y titulacidén de 1la acetona

con tiosulfato de sodie usando come i1ndicador almidon.



L. METODO] ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE BE (A-HIDRMAIBUTIRATL

El acide beta-hidroditutirioa s corvartido ensimiticamente
en acido acetoacetico por medio de la onzZima  d-hadrocrbutirato
deshidrogenasa vy de la coenzima NAl; 2l NAMH azrerado  reduce o)

netasul fato cde fonazaina, el cual al oxida

enpontangamenta Ceds
SU procen al mtroamal de  tatrazolium oxiasgo. diche  colorante

reducida desarralla v color pUrepura aue I faide & GUG o, {3

41, 43

o
CHa—CH~CH~COG ™
3-0HBA NAD /( t~Maloxi PHS,., 7 NTE
(=T ( {
NAOH + H” 1~MoLlox; PHS «  NTE,
cug—ﬁ—cH,ﬂ:oo'
o

Lande  pMS = metasulfate de fenazina

NYB = mtroazul de tetrazoliuwin

Este metodo es mspeciflco para el acida beta-higroxibwiirice
y por la tanto resulta idezal) para cuantificar diche Sowde e el
RPlasma C ZURro.

Fresenta como  princiral desventaga qua el agide Jactico
rroduce tnterferencias con =1 colar, ademas de ser wrn  metodo  muay

CHSLOSO.



LA QUIMICA SECA EN LA DETERMINACION DE CUERPOS CETONICOS
Varias casas comaerciales han desarrollade en los ultimoz afos
reactivos denominados "Reactivos de Guimica Seca', los cuales
contienen los cenponentes hecesarics =n forme  de tabletas o de
tiras reactivas rara la determinacion rapida (30 sez - 2 mind,
cualitativa o semicuantitativa de une o varios metabolitos.

Las “tabletsa reactivas” permiten daterminar un sola

metabolito, mientras que las "tiras reactivas” tLienen zconas de
prusba para determinar uno o de Z a 9 metabolitos.

La elaccidn del tipo da Lira o pPastilla reactiva que se
utilizan, depende de los metabolitos gu: se requieren determinar;
las que a nosotros nos interesan son  laz  que miden cusrpos
cetdnicos y glucosa ya <que son 1os Parametros whtilizados en
el seguimiento de pacientes diabéticos.

USDO DPE TIRAS REACTIVAS PARA LA INVESTIGACION DE CUERPOS
CETONICOS.

La prueba esti basada en la reaccién de mitroprusiato sddico.

La tira plastica tiene en &l extremo una z<ona de celulosa
figada mediante wun reticulado fin{sime, dicha =zona c<contiene
mtroprusiato sédico, elicima y un amortiguador alcalino.

El Acide acetoacstico v la acetona, en medio alcalino  forman
un comrlelo colorido violeta con el mitrorprusiato. La lactoesa
sirve para intensificar la coleoracion.

Los resultados positivos se observan a travds del cambio de
color heige a violeta v se compara con la escala de colores que

Proporcionan 1os fabricantes, (36, 37, J39, 42!



Sensibilidad. El reactivo permite detectar cantidades de §  a
10 mg/dl de acido acetoacético an orina. la prueba responde  muche
mas débilmente a la acetona.

Egpecificidad. La reaccidvn  del nitroprusiata no s
especi fica para acetona v Acido acetoacatlico, sirn <embargo  eztas
sustancias sen las unicas con Grupos Cetdnicos enolizabiles aue  se
rresentan en la orina.

Estabilidad. En 9general las tiras son sensibles a la
hunedad, si despuds de retirar las tiras del envase este e clarra
innediatamente la estabilidad se mantendra hasta la fecha de
caducidad.

USO DE TABLETAS ACETEST" PARA LA INVESTIGACIGN DE [CUERPNS

CETONICOS.

En la actualidad se dispone de tabletas denominadas Acetest™
las cuales contienen nitroprusiato de sodio, glicina vy ur
amortiguador alcalino. (33, 36, 37, 39)

Estas tabletas pueden emplearse an muestras de plasma, suerc
u orina para la identificacion de acetona ¥y acido acetoacético.

La casa comercial proporciona las indicaciones de la prueba y
la escala de colores con la cual habran de compararse los
resul tados.

La sensibilidad de Acetest® permite detectar de S a 10 ng/al
de acido acetoacetico y de 20 a 25 mg/dl de acetona en orina.

La especificidad es la misma <que la que proporciona al

Reactive de Rothera.
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METODOLOGIA PARA LA VALORACICN DE GLUCOSA

A lc largo de les afios se han desarrolladso diversos matodos

rara la deteccion de la glucosa tanto 2n  suerc, plasma, sangre
total como en orina, con el objeto de apoyar 2l diasnostice v

evaluar el tratamiento én racientes diabéticos.

f.os metodos desarrollados caen dentro de dos grupos: Quimicos

y Enzimaticos; los pPrimeros se basan en las propiedades reductoras
de 1la molécula de glucosa, mientras que los segundos se basan  en
la especificidad de algunas enzimas como la glucosa-oxidasa vy la
hexocinasa para reaccionar con la glucoza, Fpror o cual estos
metodos resultan ser de eleccién para la determinacien de dicho

carbohidrato.

ALUCOSA SANOUINEA
En la actualidad sin importar el método que se utilice, se

sabe que la muestra de eleccidm para la determinacidn de 9lucosa

es suero o plasma, libres de hemdlicsis. Ne se recomienda wusar
sangre completa poraue las sustancias reductorras de loz
eritrocitos (sacaridos) producen interferencia. ademnss, los
valores da glucosa varian con el hematocrito. v es nacasario  usar
un inhibidor de la glucélisis come fluoruro de sodio. (26}
METODOS QUIMICOS

Er general las determinaciones auimicas de glucosa, estan
basadas en sus propiedades reductorasy la glucosza [1-3 una

aldohexosa, la cual se presenta formando un  equilibrio entre la

[A)
@



forma aldehidica ¥y la enodiolica, esta ultima es la que da & la

9lucosa sus propiedades reductoras ademis de ser la astructura
favorecida a pH fisidloxaico. Fig 4.

Otros atucares como la manosa v la fructosa forman el misomo
enadicl, lo Que representa una desventala para los metodos en que
se utiliza la propiedad raeductora de la gluceosa., va <Que  producen
interferencias cemo sustancias reductoras vy algures reactives

involucrados son carcinogémicos (26}, por lo cual tienden a dejar

de utilizarse.

H— H—-ﬁ'—OH

oH—c-H c-an H-G=H
HO—C-H HO-C—H HO—C~H
H—C—OH - H-G—OH " —0H
H-G—OH H-q—OH H-E~0H
CH,0H CH,OH CHLOH
D-MANOSA FORMA 1-2 ENODICL D-ALUCOSA
by
H-C-0H
&=0
HO-~C—H
H-G—0H
H—?—OH
CH ,0H

L-FRULTEOSA

Fig. 4. Eauilitirios aue forma la alucozsa



tos metodos wtillizados song
1. METODO LE FOLIN - Wy 1920y
La glucosa presemts  &n und iiestra de sangre tatal

tratada praviamente con acida tunaitico (3@«

e precapitante  de
protesnas) @t presensia de una soluzien wleslitna de ootee.

reacciona con lag aones  cuprices (Cutt)  reducierdolos & 1cnas
CURTGaSUS,

l.os 10nes GuErosas asy Praducidns, en presehncia Jde calor
formar oxido cuprozo (Cubgzr =l cual se mide par  adicidn de  un

axc

» de Adcide fosfowmoliboirco, formarmdose azul de molibdera  aue
es proporciconal a la cantidad de glucosa prezente en la  muestra,
8, 260

Los constituyentes de los aritrocitos denominados sacaroides
(alutatisdn, Acide glucurdraca. erdgotiohwing y ASido asedrbica) as
como otros azucares reductores también teducen =1 10n cuprico  Con

1o cual s« produce una sebrevaloracion de la glucozsa.

2. METODO DE SHAFFER - HARTAMANN t1921).

A una muestra de susro o plasma se le adiciona rsactivo  de
cobre que contiere yoduro de potasic, despusz: del calentamisnto
(durante <l cual =ea rorma oxido cuProsc porr el efecte raductor de
la glucosa) la me=cla. se acidifica v se libeara yvodo libre.

El &6x1ido cuprose resccicna de immadiato com parte oz 2ste
vodo formandose yoduro; =e mde la cantidad de vodo restante
nadiante titylacion <o tiozulfato  (empleando almideon como

indicador), la diferencia del titula Que s  oktiene entre el



rrablema y un blanco tratado en forma simlar es proporcional a la
cantidad de yodo transformado en yoduro por el  od1do  CURrOgs, ¥
por lo tanta, a la <cantidad de azucares reductores imciales.

(9, 38).

3. METCDPO DE HOFFMAN  (REACCION DEL FERRICIANURD ALUALING)

La aqlugosa an medice alcaling produce la rveduccion del
ferricianuro amarillo a ferrocianuro incoloro.

Imicialmente se nmedia con el fotdmeero la disminucidn  del
color amarillo por produccion de ferrocianuro i1ncoloro v osto  se
caorrelacionaba con la concentracidn de glucosa.

Posteriormenta en las decadas 1960 - 1370 se efectuaron
adaptaciones para meadir directamenta el Fferrocianuro producidos
este ultime se hace reaccionar con un exceso  de 1ones  {2rricos.
Fara formar ferrecianurce ferrico, dzsarrollandeose wn color 3wl ae

prusia. (2, 26, 35}

4. METODO DE NELSON SOMOGYI (1944)

Este metodo es una modificacion del Folin-Wu.

El principio es el mismo que =1 .de Folin-Wu, =slo que aste
autor precipita las proteinas con hidréxido de bario y sulfato de

. zinc del suero o plasma.

El 10n cuproso formado por accidén de la 9lucosa  sobre las
solucicres alcalinas de cobre se une al Adcido arsenomolibdico y se
cuantifica el color azul de molibdenc formado. (26, ZX7)

Aunque con este metodo se elimina la mediclén de sacaridos.



no se elimina  la 1inespecificidad, ya que <ualSuier coppuesto

reductor produce la reaccion.

S. METODGO DE REDUCCION DEL COBRE  (NEOCUPROINAY

La glucosa presente en una muestra de suero @ plasma. teduce

10s jones CUPricos a CTURrasosS.

La neocuProlna (2,9-dimetil-1, 10-femnantrolina) puede sep

+
reducida tambien por los 1omes cuprosos (Cu ), formandc un

conplejo inteansamenta coloride.
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6. METODO DE LA ORTO-TOLUILINA (DUBOWSET . 1362)

Varias aminas aromaticas entre ellas la arto-teluiding se
cordensarn en medio acido ¥y con calor, con el grupo aldehido de  la
glucosa para formar una |lucosaming, E1 producto amcial  de  la
reaccion es un N- glucosido 1nestable, que esba e edul libria caon
la base de Schiff. Fia 5.

El color verde que arasrace se mide @ s pecbrofolomstricamante.

(8. 26, L7, 3v)

CHa CHa, "
'//J\—NH, R e i — == I ——NH—tl,—oH “Ha0
| i} H—l‘L—oH l\\./l H-—on

©=TOLULDINA arucoesa GLUCOSILAMINA

3

cH
/J\

0

i

BASE DE SGHIFF

Fig. 5. Reaccion de gluceosa corn orto-teluidica

El método tiene como ventala mostrar exact:itud, senzibiladad
y precisidn rzlativamente buenas, ademds se pJyedse usar en plasma,
aerina o L.C.R. sin tener que pracipitar laz proteinas.

Muestra come desvemtala el que la orto-toluidina “sea  wna

1



sustancia carcainogdnica vy ademas da interferencias  con urea vy

otros azucares especialmente con mannsa ¥ galactosa.

METODOS EMZIMATICOS
El uso de metodo:D enzimaticos para la  detaerminacion  ae
9lucosa sanguinea muestra mayor especificidad vy sensibilidaa

comparados con 1S wetodot auimicos.

Estos matodos incluyen &1 uso de lag siduientes anzimas:

Glucosa oxidasa, Hexocinasa y Glucosa deshidrogenasa.

1.METODO DE LA GLUCOSA OXIDASA.

En general los diferentes metodos de glucosa oxidasa emplear

una secuancia de dos reaccieones enzimdticas, siendo la primera

reaccion la especifica y la segunda la indicadora.

La Flucosa oxidasa posaa aun arupn Prostaetico de;
flavin-ademnin-dinucledtido (FAD) el cual es el aceptor de
hidrégeno 1nicial Para la oxrdaciron da la glucosa a

gluconolactona, wmientras el FAD reducide es reoxidade por el

oxigenc molecular disuselto en la solucidn  produciendose  perdxido

de hidroaeno como resultado de la reaccion,

En presencia de un exceso de paroxidasa y un  cromsgenc

apropiado, e perdxido de hidrdgeno se reduce rapidament= a agua

¥y el cromogeno es oxidado a una subsbtancia colorida
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CHZOH CHaOH

OH
7 [<lelo} .
1% OH i 0 T oM >—" * HaOy
OH / H oH i {
OoH oH
belAa-D=ULUCORA betl acOLUCONOLACTONA
HeOz + DHy ——P90 . s yo .o
Fig. 6. Reac<ion que lleva a cabe la glucosa oxidaza.
Laz  substancias  cromagenicas mas utslizadas mzluven:
arto-toluadina, orto-dianisidina. J-met1l-2Z-benzotiazolrrnona

hidrazona/N,N-dimetilanilina (MBTA/DMA) y femilaminofenazona (PAF)
corocida come reactiva de Trinder. (&, 26, 45, 32)

La glucosa oxidasa es altamente espect fica Piara la
beta-D-glucosa por lo que cualquier cantidad de galucosa presante
en la Forma alfa dgebe transformarse en =y forma bata antes de la
reaccidn, para lo cual alaunos equipos da trabalo  traen  incluida

o.

la enzima mutarrotasa, la gue acelera el proce

Se ha observade qus Ia glucosa oxidasa produce la oxiducion
significativa da la I-desoxi-alucosa, mientras que la mancsa y  la
ribosa se oxidan lentamente. (55, 42} Sin embargo, los resultados
1nespeci ficos da la reaccion se producen especialmente porque la
reaccien indicadera que se utiliza @s una reacQion  redox ¥ ROr

tanto, inespectfica.



Azl , muchos compuestos pPresentas  of Suere W orina como
bilirrubaimna, Acide ascorbica v acido urico. san  oxi1dados por  la
peraxidash, la cual transfiere ol Atomo de oxtigeno del pa2rdudo. de
hidrogenc a dichas substancias. La oxidacion v con ello €l cambio
de color del cromegeno, no tierne lugar o bilen tan solo gespues  de
que =l competidor miAs potente se ha oxidado por completeo.

La ventaja qua presenta el metodo ez el ser sznsible vy

reproducible.

2. METODG DE LA HEMOCINASA

El metodo de la hexocinasa al i1gual que =21 de 1a glucosa
oxidasa son considerados los metodos de referencia para la
detarminacicn de glucesa. (8)

El método de la haxocinasa consiste de uma secuencia de dos
resxcciones enzimiticas.

En la primera reaccion la hexocinasa uwtilizando ATP  como
sustrato fosforila a las hexosas, la glucosa-6-fosfato producidas
reacciona can glucesa~6-fosfate deshidrogerasa, dande una mal de
NADPH por cada mol de glucosa oxidada. El  aumshto de NADPH
producido asl se detarmina espectrofotometricamente. (26, 35, 38

Hexocinasa
Glucosa + ATP Glu a-&-Foslalo + ADP

G&PD
Blucoog~6-foafalo + NADP ~———————s £&~floeflogluconalo + NAOPH + H

Aungue otros azucares de & carbonos puaden interferir en la



reaccidn de la hexccinasa, las concentraciones normales de  estos

ho producen interferencira sigmaficativa.

3. METOPD DE LA GLUCOSA DESHIPROGENASA
La Gluc-DH reacciona dircctamente con glucosa y transfiere el
sdtomo de hidrogeno situade et @l carbone 1 de la  alucosa

directamente al NAD.

Hz0H GHa0H
i Mulerrolasa, T
] oH 1 e ) OH |
OH ™ " On OH Wy ¢
OH oH
al fa-D-CLUCOSA Lula-D-OLUCOSA
CH40H GHL0H
OH Gl uc-DH
1% OH ) L -0
oH ™) ) OH &y ‘
OH oH
bsLa-D~OLUCOSA hela-D-0LUCOSA
NABCPD * NADCPIH] + W

Fig. 7. Reaccién que lleva a cabto la Glucosa Peshidrogenasa

La cantidad de NADH formada que se mide en al U.V., es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa. (395, 45

Este metodo resulta ser el primer pProcedimiente para  la
determinacidén de glucosa que hace Pposible la medida
espactrofotométrica directa de la glucosa sin una segunda reacsion

indicadora.
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La glucesa DH es egpeciTica Para la beta-p-alucssa  contantda
er los liquidos corporales, par lo gual se regquiere da  la  2nzima
mutarrotesa para [Aue bransforme a la alfa-D~glucesa en la forma

beta-D-glucosa.

GLUCOSA URINARIA

Aunque comunmente se mencion2 Que la orina de un  1ndividun
normal no contiene glucosa, el estudio de metodologlas enzimaticas
ha puesto de manifiests qua aun e condiciones wiormales Yy con
reabsorcién tubular normal, a ta orina firal liega una  pedueiia
cantidad de glucosa, acepténdose comc valeres limites hasta
30 mg/dl. (42)

la praesencia de cantidades arreciables de glucosa en orina Se
define <oma glucesuria, la cual puede producitse or FeILY-
disminucion de la reabsorcidn de glucosa por parte de los tubulos
renales (descenso del umbral renal), o par un Incremento  de  1a
cantidad de dichio carbohidrato que llega a dichos tubulos tastado
de hiperglucemia) o por anmbos mecanismos asoc1aaos.

Aunque 1la determinacion de glucosuria por st scla no sarve
para - diagnosticar diabetes, sirve come un  signo QAL E, el
cual aunado a hiperglucemia pueden sugerlr dicha enfermedad eor

ser ambos patognoménicos de la diabetes mellaitus.
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FRUEBAS CUALITATIVAS PARA LA DETERMINACION DE OLUCOSA EN LA ORINA.
METODOS BIOLOGICOS.
{. PRUEBA IE FERMENTACION
Las levaduras activas fermentan la <Qlucosa vy la  tructosa
rproduciends bitxido de carbono. Na bay farmenracien de la lactosa,

1& galactosa ni de pentosas.

L3

De la muestra a analizar deben excluirse lac bacterias (par
lo ual s& hierve la orina) pues @stas podrian fermentar  arucares
no atacados por levaduras dando resultados falsos positivos.

51 existe Ilucoss, frustond o ambos, el kubo de  fermentacion
presenta una gran burbuia de EUZ, a las 2 o 4 horas. (9, 39)

Es un método que requiere hasta 24 horas para la obtencidn e
resultadnms: ademis se raquiere realizar <omo prueba adicional ia
prucha de Salivanoff para descartar la presgencia de fructosa (esta
se basa en la formacion de un color rojeo al reacaionar la fructosa

con rasorcincel en maedio acido).

METODOS QUIMICOS

1. METODO I'E FEHLING. (1848)

Se basa en la reduccisn de ox1dos metialicos PpPor  accion  de
azucares reaductaras,

Se merzclan cantidadoe de Reactive de Fehling gue contiene
sul fato de cobre y tartrato doble de sodic ¥y potasio conm orina  y
se calienta la mezcla.

S1 la orina contiens glucosa se reducird la zal de cobre

formando un precipitada color roie o rojo amarillo. (27, 340
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El afadir tartrate a la solucidon alealina de cobre avita la
precipitacion del hidroxide cuprose y dal oxide CUProso.
Esta prueba ademias de ser cualitativa es 1nespectfica ya que

cualquier compuesto reductor la da positiva.

2. METOPO DE BENEDICT. (1911)

En uma muestra de orina 1a glucoza presente reduce ol
reactivo alealino az=ul de sulfato de cobre (Reactivo de Benedich)
a um precipttado rojo de &wido cuproso, de acuardo a la sigulente

reaccion. (26, 34, 37, 38)

.. wolucion alcal ina cal ienle

cu Cua® |

Se farma un precipitade y color verde, amarillo o naranja,
segun la cantidad de glwucosa y de otras sustancias reaductoras
prezentes.

En este metodo Renedict cambio el tartrato por <itrato y el
hidraxido de potasic por carbomato de zodio, obtenmaendose asi  un
reactiva LU veces mas sensible que el de Fehling y algo "menos®
influldo por la reduccion inespecifica de obtra3 sustanclas
urinarias.

La sensibilidad de este motodo es de S50 a 80 ms ae

glucosa/sdl.

3. METODO DE NYLANDER

Se aprovecha el poder reductor de la glucosa sobre una sal de

a2



bismuto . La soluzion se obscurece 'si1 hay 9lucosa, debido a la
precipitacisn del bismuto netalico. (34)

Para efectuar la pPruszba es necesario separar primero  la
albumina presente en la orina.

4. FORMACION DE OSAZCONAS

la formacion de osazonas se debe a que las sustancias  que
tienen un 9rupo carbonilo (aldosas o cetosas) reaccionan con la
fenilhidracina para formar fenilhidrazonas, las cuales se combinan
con el exceso de reactivo y fijan un segundo grupo fenitihidracina,
con ello se forman cristales de osazona caracteristicos. (6)

La prueba no es confiable si la concentracidén de sustancia
reductora es menor de 250 a 5006 mg/dl.

La principal desventaja que presenta este método es el hacho
de que la glucosa, la fructosa y la mancsa dan ori19en a la migma

osazona.

PRUEBAS CUANTITATIVAS PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA EN LA ORINA

1. METODO DEL ACIDO DINITROSALICILICO. (Summer 1%24)

En solucion alcalina caliente, la «lucosa reduce el acido
dinitrosalicilico a acido 3-amino-S-nitrosalictlico de color rojo.
£l color producidc es directamente proporcional a la cantidad de
glucosa en la solucion,

La reaccidn obedece la ley de Beer cuando la concentracion en
la orina dilulda es menor de 300 mg/sdl.

Dtras pruebas utilizadas para la cuantificacidn de alucosa en

arina son:
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2. Motodo de Fehling
3. Método de Benedict
4., Méetodo de la orto-toluidina

Los fundamentos de estos ya fueron descrikos.

LA QUIMICA SECA EnN La DETERMNAQION DE OLUCOSA,

A cortiruacidn se describen las  princapalez caracteriscicas
d2 las tabletas y tiras reactivas que permiten determinar alucosa
tanko en suero como en orina.

* Tiras reackivas

Las tiras reactivas destinadas & la deteccidn de glucosa
emplean el método de la glucosa exidasa/peroxidasa.

En este método se emplea una doble reaaccion  enTimitica
secuencial. Las diversas casas comerciales las distinguern
utilizando diferentes cromégenos, amortiguadores v colorantes  de
fondo.

Constitucion de la tira. La tira de plastico tiene eon  un
extremo sélidamente fijada la zona de prueba con ayuda da  un

reticulade fimsimo. Esta zona contiens las anZimas gl

ELEY
oxidasa y peroxidasa, el cromégenc, el sistema amortiguador y =i
celorante de fondo. (26, 09,48, 49, S0)

Especificidad. Puede atribuarse a la enzima alucosa woxidasa
una especificidad casi absoluta, sin embarge, pPueden producirse
resultados inespecificos porque la reaccion indicadora es una
reaccién redox v por lo tanto inespeclfica.

Es importante considerar que se pueden producir  reacciones

=10



reaccion redox y por lo tanto 1nespect fica.

Es importante considerar que se pueden: pProducir reaccionas

negativas felzas por agentes inhibhdores de las encimas. ademas
infiuye la temperatura vy el tiempo de reaccisn.
* Prueba de reduccion del cobre con tabletas iClimtest™ .

La prueba de Benedict hs sido altamentes comercialivada,

¥y e
encuentra en el mercado con el nomnbre “Climtest” 3 dichas
tabletas contismen sulfato de cobre, hidgravado de sodio,

carbomato de sodiv vy Acido clbtrico} las imscrucciones de la pruaba

ingdican adicionar a un tubo de ersaye S gotas de arina ¥y 10 dge

agqua affadiendo a continuacidn urne tableta. El hidraxido de sodio

al reaccionar con el agua pProporgiona ¢l calor que s reauiere

pPara que se lleve a cabo la rsaccion., EI  color desarrellado se

compara con una excala de celores.

tas tiras reactivas vy las tabletas gon de gran utilidada,

rorque le permiten al paciente diabe¢tico evaluar raveles de

9lucosa en sSangre y orina enr su  caza, por medio de un @étodo

sencilleo, ademas son empleadas en el laboratorio citmeo como  unm

procedimiento rarido de identificacion inicial de alucosa. 126,

a7, 46, 47
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ESQUEMA GENERAL DE LOS METODOS EMPLEADOS PARA LA DETECCION DE
CUERPOS CETONICOS

Diversos productos comerciales ya sza en forma de tabletaz o
de "tirag reactivas" emplean 21 reactivoc de Rothera para detechlar
cuarpos cetdnicos. For esta razén se eligid diche reactive pare
elaborar un método alterno para el useo de estos productos,

Las posibilidades que se presentaron para este fin fueron:

1. Emplec de un reactive solide .

II. Pesarrollo Jde tiras reactivas U obros soportes inpreanados
con el Reactivo de Rothera.

II1. Emplec del Reactivo da Rothera liauido.

REACTIVO DE ROTHERA

i !

REACTIVO SOLIDC DESARROLLO DE TIRAS

REACTIVAS O ALGUN OTRO SOPORTE

IMPREGNADO CON EL REACTIVC
DE ROTHERA

l

EMPLEC DEL REACTIVC LIQUIDO.



MATERIAL ¥ EQUIPO
Aplicadores de maders
Aaitadores de vidrio
Capilares {(diimetro de 1.5 - (.6 mm ¥ 75 mm de longitud)
Ezpatula
Frasces color imbar
Hisopros
Papal Filtro Whatman No. 42
Pipetas

Mortaro

Tubos de ensavyo

Varillas de papel comprimide
Vasos de precipitado
Vor tex

Balanza analitica

REACTIVOS
Acido clorhidrico R.A.
Amoprtiguador de fosfatos e S.u, 6.8, £.5, 7.0 y 7.5

Amortiguador de tetraborate PH 8,1

Amortiguador TRIS eH B.0

Bicarbonatc de sodio R.A.

Carbonato de sodio anh. R.A. vy Grado tecnico
Hidréxido de sodio R.A.

Glicina » R.A, y G:ada tecmico
Lactosa R.A,
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Nitroprusiato de sodio R.A.

Sulfato de amonio R.A. y Grade técnico
ACETEST® {Laboratorios Miles de Meéxacol
BILI-LABSTIN® tLaboratoricvs Miles de Mexicol

MULTISTIN® (Laboratortos Miles de Moxico)

MATERIAL BIOLORICO
Orima de pacientes diabéticos valorada psra cuerpos cetdnicos.

Orina de pacienteées no diabéticos.



I. EMPLEQ DEL REACTIVO DE ROTHERA SOLIDO

En general en la bibliografia que revisa la matodologia
utilizada para la deteccidn de cucrpos Cetdmicos, ne seé indicars
las cantidades exactas en gue deben estar log caomponentes del
Reaactive de Rothaera. Frecuentemente e menciana que debon
utilirarse "eristales™ de nitroprusiato de sodia, o bien "gotas'
de una solucidn saturada de este compuesto (9, 24); en otros cazos
también se menciona que la concentracidn del mtroprusiate da
sodieo debe ser menor que la del sulfate de amormio v del  carbonano
de sodio, as{ como Que la concentracion de estos dos conPuestos

debe ser similar (33, 39).

Por este motivo, lo primero qQue se estudid fue la composicion
exacta del reactivo que permite apreciar la concentracion de
cuerpos ceténicos. Se tomd como base la composicion de uno de los
productos comerciales wutilizadoz con mavor frecuencia, el cual
ests compuasto de Nitroprusiato de sodio, glicina y carborato de
sadro (27, 42); adicionalmente, se estudid el efecto de lactosa
sobre la senzibilidad obhtenida con el reactive de esa <¢ompozsicién
{26, 40 .

Por otra parte se considers la compesicidn indicada en  la
mblicgraria (33, 36), an la cual el Reactive a2 Rothera 32
compone de Nitroprusiato de sodio, sulfato de amoniao ¥y carbonata

de sodio.
Si1endo de interes desarrollar wun reactivo al  manor  cCosto
posible se prepard también el Reactivo de Rothera en

COMPOS 1 T30N

similar a productos comerciales pero whtilizande reactivos Jgrage
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técnico.

FECNICA

1. COMPOSICION DIL REACTIVO DE ROTIICRA SOLIDO,

Se prerare Reactivoe de Rothera solido de diferente
conmPesicidn ¥y concentracion segun sa andize =n las  Tablas No. 1
(Reactivo A) v 2 (Reactivo B). En ambos casos se utilizaron
reactivos 4grado anallitico, eara lo cual los cristales dea
mtroprusiato de sodio se pulverizaron Tinamente en un  mortero,
mezclandolos posteriormante en el orden 1ndicado con 10z demas
reactivos.

En 13 Takla 3 se 1ndica la composicidn del Reactive de

Rothera (Reactive C), la cual es similar a la del Reactivo B,

perc
en este cazo, com el fin de observar s1 la lactosa incrementa la
sensibilidad dal reactive, se adicionaron diferertes
concertraciones de dicho disacaride a la concentracién del

reactive que mostre mayor sensibiladad,

Valeoracion de Cuerpos Cutonicos.

Con los reactiveos Preparados segun se 1ndicod, se desarrolle
pla tecnica de valoracion de cusrpos cetonicos, ia cual consiste en
efectuar “una prusba en tubo" de la siguiente menera:

Adicionar a un tubo de ensaye 0.1 g de reactive y 2.0 ml de
orina previamente valorada para cuerpos cetornicos. Come control
negativo, se usaror siempre muestras de orina en las que no  3e
detectaron cuerpos cetomicos.

Las orinas empleadas, se eligierori entre las muestras aque
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fueron valoradas en el laberatorio de bicquimica

d=l I.NGFoe
posteriormente para realizar el preaesente estud:o, se datermind  cn
ellas la concentracion de cuerpos cetdmicoes utilizande tabletas
Acetest®.

Para comprobar la utilidag de los reactivos de FRothara
Preparados, asl como para observar el efecto de la lactosa seobre
ia sensibilidac¢ del Reactivo €, se wtilizaron orinas con
“oncentracton=s de cuerpos cetonicos fuertamente pesitivas.

La aparicion de color se interpretéd de manera samilar a la

observada en las tabletas Acetest”.

Color Valoracisn Concentracidn aproximada
mg/dl
LILA TENUE TRAZAS (+) 5
LILA INTENSO MODERADG (++) 20
PURPURA INTENSO  (+++) S0

Es importante aclarar Que aundque no se 1ndique en cada  <caso,
cada uno de los resultados que se infarman implica el haber
realizado cada prueba entre 15 y 20 vecas con el objeto de obtarer
resultados confiables; ademas, para comparar la senzibilidad
obtenida con los reactivos comerciales y los <elaborados, <como

control se empleaaron siempre tabletas Acetest™.

RESULTADOS

t.os resultados (Tabla No. 1 y 2) mostrareon que la proporcion
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adecuada para la =laboracion dal Reactivo sdlido A o B, tus la gque
contierne nitroprusiato de sodio en relacien 1 & 20 con el sulfato
de amonio .y 1z glicina respectivamente.

Paor otro lade, la =eloracien abtochnida al reascionar los
resctivos de Rothera fue diferente, ziende 9sta da rosa a roao en
el caseo del Reactivo A y de lila tenue o purpura con &l  Reactivo
B, sin embargo la sensibilidad ds wno y otro reactivo es la
raisma. La sensibilidad que proporcionan los Reactivos Ay B esm
similar o la que se obtiene con las tabletas Acetese®.

Loz reactaivos se guardarcon on  fraccos  color  Ambar  para
estudics de estabilidad (12 meses).

For lo que respecta al Reactivo de Rothera C (Tabla Ne. 33,
se encontro que la lactosa no i1nfluye en ta sensibilidaa

proporcionada por 21 reactivo en ninguna de las concentracilones

estudiadas (0.0G5 g a 1.0 m.
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TABLA Na. 1

LOMPONENTES DEL REACTIVD DE ROTHERA/SULFATO DE AMONIO (A)

NITROPRUSIATO SULFATO CARBONATC RESULTADUY
DE sablg DPE AMONIO DE SODIO CONTROL CONThL
[£-2} tg) (a) POSITIVO NEGATIVG
0,50 2.0 2.0 + -
0.2y z.0 2.0 + -
V.10 2.0 2.0 e -
0.05 2.0 Z.0 + -
0.50 1.0 1.0 + -
.10 1.0 1.0 e -

TABLA No,

COMPONENTES DEL REACTIVO DE ROTHERA/GLICINA (H)

NITROFRUSIATO GLICINA LARBONATO RESULTADG
DE SODIO DE S0B10 CONTROL, CONTROL
{a) tg) ta)y POSITIVO NEGATIVO
Q.50 2.0 2.0 + -
0.25 z.0 2.0 t -
0.10 2.0 .0 t+t -
0.05 2.4 r.0 4 -
0.50 1.0 1.0 + -

O.1u 1.0 1.0 ++ -

5]
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TARLA Ho. O

COMPONENTES DEL REACTIVO BE ROTHERA COMPUESTO (L)

NITROPRUSIATO GLICINA CARFCOMATO  LACTOSA RESLLTADU

DE sabIW bPE sGDIQ CONTROL CONTROIL
(e (g} i) {a) POSITIVU HNEGATIVO

0.0% 1.0 1,0 1.0 4 -
[ 1,0 1.0 a,%0 e -
0. 6% 1.0 1.a O, 2% ‘e -
0. 0G5 1,0 1.4 .16 4 -
.65 1.0 1.0 o,us AR -

2EMPLEO DE REACTIVOS DE DIFERENTE ORADO DE PUREZA.

Con @l aebjete do disminuir el costo del Reactivo de Rothera,
s=e prepararon rnmuevos lotes de reackives A vy B, maezclando
componentas grado analttico y técnicn en combtilhaciones variables,
utilizando siempre nitroprusiate de sodio grado analitico, por ser

este el reactivo critico do ila reaccién.

RESUL TADOS

Los rezultados obtenidos wtilizando componentes grado

analitico © tecnico comrarativamente fueren similares, lo cual

Al



Parece rdicar Que 2 arade de PUreza ne 1nt luye

sighiricativamente en los raesultados.

3. COMPARACION DE LOS REACTIVOS ELABORADDS CON  TABLETAS Y

TIRAS REACTIVALS,
Come sigulente punto se considers important:a validar 1os

resyltados obtéenidos al utilizar los  FReactivos A (Reactivo de
RotherasSul fato de awoniao) vy B (Reactivo o fotherasGlicinal,
frente a los obtenidos com las tabletas Acetest® v  las tiras
reactivas Bili-Labstn® vy Multistis®, las cuales soan  wsadas
comunmente en prusbas de rutina.

Para la comparactén Se ut:iliTaron muastras de orita con
di faerentes concentraciones de cuerpos cetdnico:, (trazas, moderddo,

fuertemente positivas y ne=ativas) .

RESULTADOS

Los resultados cobtenidos se presentan en la tabla No. 4.



TABLA NO. 4

COMPARACGION DE LA REACCION OBTEINIDA ENTRE LOS REACTIVOS A Y 8.

TABLETAS ¥ TIRAS COMERCIALES

COonN

CONCENTRAC ] ON APROX I H1ADA DE CUERFOS CETONICOS
EN ORINA

ROTHERA (A)

REACTIVO DE + ++ +4 4
ROTHERA (E)

ACETEST® + 4 P
BILI-LAERSTIR® + .+ .
muLTIST IR - + P

TRAZAS MODERADAMENTE FUERTEMENTE CONTROL
FOSITIVA POSITEVA NEGAT I VO
(5 mgrsdl) (0 marsdl» (88 mg/sdl) i inoesdl)
REACTIVO DE + 4+ +44

4. PRESENTACION DEL REACTIVO DE ROTHERA SOLIDO

Considerando que las formulaciores estudiadaz del Reactivo de
Rothera proporcionaron rezultados zimilares (Tabla Moo 1y 3 vy
que el reactive que contiene sulfata de amonia (Reactivo A) es mas
ecandmico gue =1 que contilazrme alicina (Reactivoe B), se  disefdaron
traz presentaciones pars el Reactaivae Ad
4.1 Capilares empacados con Reactivo de Rotbers en rpolvo.

4.2 Corrector liquide para maquing (DIXKOMEX) como  sScoporte  del

o



reactivo cublerto con una membrana samipermeable (SFECTROFPOR) .

4.3 Frascos con el reactivo de Rothera en polva.

TECNICA

4.1 Se empacaron marmalmente cap:lares de  wvidrio con | oun
diamatro de 1.5 - 1.6 mm y 75 mm dJde longitus, con S0 ng
aproximadamente del Reactiva de Rothera en polvo y & sellarce

con plastilina por el extremeo libre,

La Fungicnalidad de los capilares empacades consistrd  en
introducir un capilar en un reciriente con orina  CoNn CUErRes
ceténicos y permitir Que Por carilaridad subiera la orina hasta 1.0
cm aproxiumadamente, a partir de este momenta se delaron
transcurrir 15 segundos v se afectud la lectura de la reaccion.

4.2 El empleg de corrector liquide para maquina como Soporte
del reactivo, consistid en colezar una capa de aproximadaments
15 mm cde longitud del corrector sobre uwna varilla de papal
comprimido y antes de que s=e secara =1 corrector se fijaron sobre
&1 entre 20 vy 25 ma de Reactivo de Rothera, & Ccontiruacion s
cubrio la zona reactiva ¢on membrana semiperaeatile,

La funcional:idad de la varilla se efectud de manera similar o
la descrites pars los capilares emPacados con Reactive de Rothera.

4.3 Caome ultima opcion se colocaren 5.0 g de Reactive de

Rothera en frascos color ambar de 195 ml.



RESULTADOS

De las posibilidades planteadas, se sbsarvs qua la  teemiex
para llemnar capilares de ferma marual es muy labariosza vy par 1o
tantoe coztosa, al mismo tiempe que son sumamenté fragiles y por
consiguienrta susceptibles de fracturarze facilmente.

El uszeo de varillaz de papel comprimido con corrector 11 quitao
Fara maguina oo soForte dal Reactive de Rothera tawpocs  rue
zati=factario, debido a que la zona reactiva  sufrs LAY S e [
daterioro.

ta presentacion mas adecuada resulto ser el HReactivo de
Rothera en polvo envasado en frascos de color ambar esta ultima
Presentacion permitio realizar pruebas de estabilidad a tiempos

vari1ados.
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II. ELLABORACION DE TIRAS REACTIVAS
Los reactivos comerciales Jque detectan cCcuerpos  Cet nicos
(tiras reactivas o tabletas) ofrecen comodidad para su uso por 3u
sencilla eresentacion, ast en un intento  de  dasarrallar  tiras

reactivas o al3un otro soporte con el reactivo  de  Rothera Que

Proporcionara la misma fact:lidad de manajo qQue los oductos
comerciales, se buscéd 1a compozicinn dal  reackive  en  torma
ltqurda.

Se estudidé al comportamiento de los Reactaivos A (Reactive a9
Rothera/Sul fato de amonia) v B (Reactiva de Rotherastilicinal  en
solucidn, para lo cual se trabaje da la siguiente maparaz

1. Se prepar® el Reactive de Rothera en forma llauida

utilizando la composicion previamente estudiada de los
reactivos A v B en Folvo. Para disolver los reacbivos 52
emplearcn compuestos inorganicos  {Agua. NaGH, NaHCL‘lJ v
HC1) vy diferentes amertiguadores (Fosfatos, TRIS, v
Tetraborato) .

2. Se impregnaron tiras da papel filtro con los reactivos

liquidas.

B 3. Sa prcbaron los reactivos liguidos v las tiras impragnadac
con muestras de arima con  diferentes  concantraciones  de
cuerpes catdnicos.

4. Se estudio el tiempe de estabilidad del reactive ltauide vy

de las tiras impregnadas.



TECNICA
REACTIVO DE ROTHERA LIQUIDO A Y B
la. Disolventes 1horganicow

Folar, se emklearon  como

Como =1 mitroprusiabs de sedia
disclventes agua dostilada, NaGH 1.6 mad/b, NoHCO ., 1.0 wmal/zL ¥y HZ
1.0 mol/L. La disclucion se efectud adiciorands a tubos de  enzave

6.5 @ de reactiveo (A o« B) y 5.0 ml de cada disclvente, La

molaridad final de cada components de leos reactivoz «an =u

i

disolvante fua: .4 3 10 7 mmol/L para Nitroprusiato  de  sodios
(.5 mol/L para Carbonato de sodic: 0.&86 mol/i para Glicina v 0.33
maui/l. para Sulfato de amonio.

2a. Impregnacién de Tiras con los reactivos liguidos A vy B.

Cen las soluciones de los reactivog Ay B se procedis &
impregnar tiras de papel filtro Whatman No.42' 1de 0.5 cm de  ancho
por 3.0 cmm de largo). Para la imPragnacidn, lag btivas se colacarors
dentra de una caja Petri ¥ se les agregd 200 x4t de ciada solucidnm
reackiva scbre una supzrficie de 2.0 om y se dejaron secar a
tenperatura ambrenta.

"pe tos papeles Whatmar utilizados =en el laborabeorao,  se
eligin el No. 42 porquez tiemne wuna retencion dz21  tamalic  dz
particulas de 2.5 a 50 um, pozee una velocidad de fluio lenta que
corresponde a 24U s/iml vy su  resistencia  en  estado humedo  an
adecuado para prevan:r la ruptura del papel (52

8. Funcionalidad de los Reactives liquidos A vy B v da las

Tiras impregnadas.
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Para conocer la funciconalided de 10s reacrivoc liQuidos Ay
B, se llevo a cabo una prusba en tubo colocando 1.1) ml 12 cada
solucison reactiva v 2.0 ml de orina con  una  concentracion
fuertemente positiva de cuerpas cetonicos, inmediatamente despues
se& mezclaron los tubos ¥y Se afectud la lectura de la prueba.

Para probar la funcionalidad de las tivas impreanadas sé&
adicionaron 200 pl de orina 3 cada tiva. La orina qus ze ampleo

fue ka misma con la Que se probaran los reactivos lliauldos.

RESULTADOS

Los resultades de la prueba en tubo para los Reactives Ay B
mostraron que cuando ¢stos se disualven en hidroxide de sodio ne
reaccilonan con cuerpos cetonices; con los reactivos disueitos en
agua se manifiesta una reaccidn débil 3 minutos después de que sSe
hicieron reaccionar, =in embargo, aunque la reaccion as,
equivalente en cuanto a concentracidn de cuerpos cetonicos al
color Que se origina es diferente, si1endo 4ste rojo vy lila para el
Reactivo A ¥ B respectivamenta.

Con los reactivos disueltos tanto em bicarbonato de  sodio
como en 4cido clorhldrice se obtuvo la rveaccion eaperada de
acuardo a la concentracién de cuerpos <ebdnices de la muestras
nuevamente se observeo due aunque la reaccidn es similar  entre )
Reactaive A y B, el ceolor producido es diferentea si1endo
respectivamente morado y purpura .

Utra diferencia 1mportante observada entre el Reackhivo A y el

B &s que en HCl l1a reaccion cor @] Reactivo A se& aprecla odespuet
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de un minuta mentras que corr el B la  reaccion e manfiesta

1mstantineamente

(Tabla No.

5.

TADBLA NO. §

-
PRUEBA EN TUBO DEL REACTIVO DE ROTHERA

TIEMPO DE ORINA CON CUERPOS CETONICOS
DESAROLLO DE
COLOR
MIN Hz0 NeOH NaHCO, Hel
RERCTIVO 172 - - - -
A 1 - - - ROJO
2 - - ROJO MORALO
] ROJO - MORAD MORADO
REACTIVO 172 - - - PURPURA
B 1 - - - PURFURA
2 - - LILA PLRPURA
3 LILA - PURPURA FURFPURA

*
Reactive A

Reactivo B

= Reactive de Rothera/9ulfato de amonio

= Reactivo de Rothera/Glaicina

by
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TABLA NO. 6

-
PRUEBA EN TIRA DEL REACTIVO DE ROTHERA

TIEMPO DE
DESAROLLO DE ORINA CON CUERFOS CETONICOS
COLOR
MIN H,0 NaOH NokHCO 4 HCY
REACTIVO 1 - - - ROIO
A 3 - - - MORADD
& - - ROJU MORADO
REACT IVO 1 - - - TURPLRA
B 3 - - - PURFURA
6 - - LIiLA FURFURA

*
Reackivo A = Reactivo de Rotheras/Sulfato de amomo

Reactivo B = Reactivo de Rothera/Glicina

Los resultados de la prueba en tira (Tabla No. 6), mostraron
diferencias con respecte a la prueba en tubo., En tira no se
observé reaccion para los Reactivos A v B disueltos en hidraxado
de sodie y aguas con bicarborato de sodio la veaccion se marmfesteo
despuss de & minutos de reaccidén con 1los Cuerpos CceLAMICOS: Cori
Acido clarhidrice la reacc1bédn esperada se manifastd o los 3
minutos con el Reactive A ¥y al minuwto con el Reactive B. En e;te
caso también s= observaron diferencias en el celor peroducido por

ambos reactives, estas se muestran en la Tabla MNo. 6.



4a. Pruebas de Estabkilidad
Se midio el tiempc en que despues de 2laborades los Reactivos
ltquidos A v B y las tiras 1mpreanadas reaccionan al ponarlias en

contacto cor los cuerpos cCetcnicos.

RESULTARGS

El Reactivo li1quida A @s estable solamente una hora  despues
de elaborado en tanto que el B permanece estable par 3 horas. Forr
lo que respecta a las tiras, las qQue fueron mpragrnadas  con @l
Reactivo A en bicarbonato de sodio san estables 3 horas mientras
ogue las impregnadas corn el Reactivo B son estables S  horag; las
tires impregnadas con Reactivo A en &cido clorhidrico son estables
20 horas en tanto que las impregnadas con el reactave B en el

mismo acido son estables J0 horas.
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REACTIVO DE ROTHERAZOLIGINA LIQUIDO (REACTIVO 82

Pade que los tiamPpos de estabilidad de los Reactives A vy b

fueron muy cortos, se probo utilizar amortiguadores con valeres de

PH diferernte con la finalidad de 1incrementar loes bmiempos  de

ecstabilidad, Puesto aque con el Reactive B el Liempo ds  aporaicics

de color a8l reaccionar con 10s cuerpos cetdnicos fue la mitad del

requerido por el Reactivo A vy es mas estaple. sa a2ligie este

reactivo para continuar el estudioc.

TECNICA
ib. Amortiguadores (Reactive B-Amorilguador)

La disolucién del Reactivo B ern amortiguador se efectus de

manera similar a la utili=ada <con los CORPUGSLOS 1S rgaANicos. Ce

emplearon los sS:iguientes amortaiguadoress:

Amortiguados de fesfates 0.1 mel/L PH 5.0, 6,0, &.5, 7.0
y 7.5
Amortiguader TRIS 0.1 mol/L eH §.0

Amar tiguador de Tetratorato 0.1 mol/L PH 8.1

La concentracidn de reactivo, fue igual a la 1ndicada cuando
.se empPlearon disolventas 1norganicos.

2b. Impreanacidn de Tiras con el Reactivo B-Amortiguador.

Con el Reactive B preparado en los diferentes amortiguadores
se impreganaron tiras de papel UWhatman No., 42 de manera <amilar &

cuande se tbrabajyd con =1 reactivo disuelto en conpuastos

1Norganicos.
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3b. Funcicnalidad y estabi lidad del Reactive B-Amor tiguadoe y
de las Tiras Reactivasz impregnadas.
Las pruchas an tuto d=l Reactive B-fmortiguador y de las

tiras impregnadas, s2 llevaren a cabo de  igual manera & la

descrita para los reactives dasueltos COMPUESEOE 1NOranicos.
Para la reaccidén se utilizmd crinn valorada previamenta  con

tebletas Acecest™, con wna onmentracion moderada de  cuerpos

cetonicos (aproximadamente 30 mg/dl), mrdiendo en cada case el

tienpo en que se produlo la coloraciHn respectiva.

RESULTADOS

Erm la Tabla No. 7 s& apracia que tanto la naturaleza quimica
del amortiguador comeo el valor de pH 1nfluyen en el tiempo & que
se produce la reaccidn entre el Reactivo B ¥y  los  cCuerpos
ceténicos.

Asi, se observa que las mejores =ondiciones para que sa lleve
a cabe la reaccidn las proporciona 2l reactivo recidn prefparado en
amortiguador de fosfatos pH 5.0-6&.0, a este pil, la Pruebka en tubao
se produce instantaneamente o en W maxime de 33U segunaos, en
tarto que com la tira €l color zc observa entre 20 y &0 seaundos.

El aumento del valor de pH =n amortiguador de fostatos de 6.5
a 7.5 incrementa el tiempo en que se produce la reaccion cor
cuerpos cetonicos: el desarrolio de color de la prueba en tubo v
corn la Lira 1mpreanada se proauce  respachtivamente en 68 y  JU

sedundos,

~
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Con el amartiguador TRIS a pH €.0 la reaccion se aobserva e
60 segundos para la prueba en tubo ¥y en 90 segundos para la pPrusba
en tira, en tanto que con <l amortiguador de tetraborato a &#H 3.1
rpara ambas pruzbas la raaccion tarda 4 veces mas en mar festarse,

Cuando se probéd la  funcionalidad del reactive 30 horas
despues de haber si1do wlaborado, ¢l desarrcllo de color para ambas
pPruebas fue mas lento en comparacion con el obtemdo con el
reactivo recién preparado.

La Prueba en tubo fue positiva ne instantaneamente sinc a los
7 minutos, ademis a pH superior a 6.0 no se observa degarrolla de
color. En 1a prueba en tira, el desarrollo de <c¢elor tarde 3
minutos en lugar de los 30 segundos obsarvados imcialmente.

ademas el pH no afecto su funcionalidad.



TABLA No. 7

TIEMPO DE REACCION ¥ ESTABILIDAD DEL REACTIVO DE ROTHERA - AMORTIGUADOR

PRUEEA " FrUERR” "
TURD TIRA TUED TIRA

fAmortiguador eH DESARROLLD DE COLOR
Fosfatos 5.0 INST. RT3 7 min. A min,
0.1 meal/l 6.0 30 s &0 s 7 main. % onin.

&.5 6U s 0 s - 10 man.

7.0 &0 s 0 - 15 mn.

7.0 &l s 90 s - 15 mar,
TRIS 8.0 60 s 0 s - 10 man.
0-1 mol/L
Tetraborato 8.1 240 s 240 s - 15 min.
0.1 mol/L

*

1 h despuds de haber si1do preparado
[T

30 h después de haber sido preparado



PREPARACION DE REACTIVOS INDIVIDUALES ¥ MIXTOS CON LOS COMPMONENTES
OFL REACTIVO B

Dbebido a que uno  de los  propasitos O aste traba)o @rie
obtener un reactivo 1tquidn de establ lidad prolongada vy dado 3 quisr
trabajando con el reactivo unico s0lo se logro una  estabilidad
relativa da 30 horas, se conslders la posibliidad de prolonaar 1a
estabilidad dal reactivo preparando  reactivos andividuales, =)
mixtos, con cadz uno de los componentes del Reactivo R,

Como disolvente se decidid utiliTar amortiguador de  fostfabos
FPH 5.9 por los resultados obtenidos con &1 anteriornente

sefalados.

TECNICA
Se prepararon las soluciones reactivas saiguienteas en
amortiguador de fosfatos 0.1 mol/L PH 5.0

1

Glicina (G) 0.66 mol/t

2) Nitroprusiato de sodio (N} &.4 % 1074

mol/L

3) Carbonato de sodio (C) 8.5 mol/L

4) Nitropruciato de sodio 3.4 X 1'3_4 mols/L-Carbonato de =zodio
0.5 mol/L

5

Nitroprusiate de sodio .4 X 10“4 mol/L-G1li1c1a
.66 mol/L (N-GR)

&) Glicina 0.66 mol/lL-Carbonato de zodio 6.5 wmals/L (5-0)

Come control se utilize el Reackive de Rothera B completo
(reactivo unico) utilizado en los anteriores eshudios.

Con cada uno de los anteriores reactivos, se impregriaron
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RESULTADDS

Los resultados presentacos en la Tabla No. & compruaban  que
efectivamente la estabilidad del Rezctivo de Rothera sa andr ementi
notablemente al wbt:ilizar los reackivas praparados e forma
irdividual .

Ast mismo, puede obsarvarse que log componentes oribicns e
la reaccidn son la Glicina v el Carbonate de sodic 3ue al  estar
Juntos permiten que 21 reactive sea estable durants una hora. comn

se observa entre el reactivo unico y C-G + N.



TABLA NO. 8

PRUEBA EMN TIRA Y EN FLACA DEL REACTIVO UNICD VY DE LOS REACTIVOXR

INDIVIDUALES ¥ HMIXTOS

DRINA CON CUERPOS CETONICOS ORINA
CONTROL
TIEMPC
Adicidén de th JU h 72 h 7 dias U0 dias
REACTIVO
UNICC R - - - - -
REACTIVOS
INDIVIDUALES +4 +t+ + ++ ++ -
N+ C+ &G
REACTIVOS
MIXTOS ++ +4 ++ ++ 4 -
N - G
N - C
REACTIVOS
MIXTOS o - - - - -
C -G
N
@* LY
T = Tiempo dazpuss de haber sido preparado &l reactive.
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& LA BIBLIGTEDA

I1I. REACTIVO DE ROTHERA LIQUIDO

Con base a los resultados anteriores v tomando en cuebhta  Que
para obtenar un reactivo estable es imPortante Aue esten ssparados
la glicina y el carbonako ds sodio asi come qus  con @l use  de
reactivos mixtos (C~N y G=-N} se obtiene tambiapn i

reactive

estable, se busce la concentacidn  oSptima  de cada we oe  los

componentas que permitiera detcctar minimoe 5.0 mg/dl e

cetérncos.
RESULTADOS
Las concentraciones 4ue se encontraron 4primas  pPara  obtener

el resultado deseado fuercr las siguientes:

REACTIVO C-N: CARBONATO-NITROPRUSIATO

Nitropruziate de sodie 6.7 % 1077 neist
Carbonato de zodio 1.26 mol/t
Benzoato de sodio 2.7 % 167% moisn

Amortiguador dez fosfatos 0.1 mal/l eH 5.0

REACTIVE G-N: GLICINA-NITROPRUSIATO

-2

Nitroprusiato de sedcho &7 ¥ 10 Y mal/L.
Glicina 1.8 nol/L
Benzoato de sodio 2.7 % 30 " morsi

Amortiguador de fosfatos 0.1 mel/L pH S.0
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FUNCIONALIDAD Y SEMNSIBILIDAD DE LOS REACTIVOS
La funcionalidad v semsibilidad de los reactives  preparados
con las concentraciones ophimas de 1os companentes d2] Reactivo oa
Rothera, se comprobc  wtilizando ia tecnica enr placa descrita

antariormente.

RESULTADUS

El Reactivn de Rothera lfguido (G-C y C-N) es estable minima
por 10 meses a temperatura ambiente (las tairaz impregnadas 2&1o
=on estables durante S meses).

En la Tabla No. 9 se presentan 1os reswultados obtenidos con
el reactive de Rothara liduide (G-N y C-N). comparabivamente o
los abtenidos con tabletas Acetest™ 'S tiras reactivas

Eili-Labstix" y Multastix’.



TABLA No, 9

COMPARACION DE 1A REACCION OBTENIDA UNTRE EL REACTIVO DE ROTHERA

{C - N ¥ O - N Y TABLETAS Y TIRAS RCACTIVAS COMERGIALES

CONCENTRACION APRORIMADA DE CUERFOS CETONICUS EN ORINA

TRAZAS MODERADAMENTE FUERTEMENTE CONTROL
FOSITIVA POSITIVA NEGAT IVCQ
{5 mg/dl) {30 wma/dl) (&0 wa/dl) {6 m3z/al)

REACTIVO DE
ROTHERA

ACETEST®
MULTISTIN®

BILI-LABSTIR®

++

+

‘e

+4




DISCUSION
DE
RESULTADOS

CUERPOS CETONICOS



DISCUSION DE RESULTADOS
I. REACTIVO DE ROTHERA SOLIDU
En las tablas No. 1| vy 2, se obsarva Jgue 28 necaesario Que los

componantas del Reactive de Rothera guardan s re 14 antre =

para que el reactive proporcione la sensibilload deszadat e este
caso el Nitropruziate da sodin debe estar oo relacidn 1oa Zh cor
el Sulfato de amgma o la Glicima,

Con respecto a la fungisn de los gomponentas wdel Reackivo  Jde
Rothera , el Nitroprusiate dz sodic es =1 compornente critice del
reactive y por lo tante 23 i1ndisponsable para que se  Forme el
comprlejic Ccon 108 Cuerpos Ccatonicos.

El Sulfato de amonio vy la filicina (Reactivo A o B}, favorecen
la formaciewn del complejo al Farticirar en la reaccion o
oxido-reduccistn que se lleva a cabo, ademas la naturaleza QqQuimica

de estos reactiveos provoca Aue sz obhtengan coloracionss distint

al usar uno u okro; mientras que el Carbeonato d2 20010 PropRrclIOnG
el medio basico que sk necasita para qus se efectus la raoccion
(pH 8.0 - 10.0).

Por el papel gue dezampefian  estos  Ultimos Sonponatit

este cazso en particular ro =

necesario que méan gradd analltico,
va gue &n el estudia realizado al utilizar dhichas  compdrahtes e
grade kécnico los resultados obbanidos fueron similaras a los que
se ebbuvieron con reactivos grade analitice.

En la biblicgrafia (42), se informa que la Lachkosa aumenta Lo
sensibilidad del reactivo al incrementar la coloracidn el

comrlejo formado, sin embarge, en las proporciomss  an Que Se

&
)



tratmjaron los

no se comprobo que @l carbono anomer )

tactoza favorezca la

compornentes del Reactiva do Robnera

de la gluccsa que

reaccion de axido-reduccion

(Tabls HNo. )

pCGBEE 1a

que A llava &
cabo enkra dicha reactio v 1as Cuarpos cetsnican.

For otro lado. Ia zensitalidad) que proporcionan 108 redctiven
elaborados A vy W) zemalant.r a2  la que  BEroporcioruss los
productos fomercisl et Cun fue B¢ conestaron (Tabda No.o $4), &
excapcion da las tiras reastivas Mulbtistis™ gue al parecar hiernen
menor semsibi lidad para detectar concenbraciones bajas ode  cuarpos
cetdnicos (5.0 ma/s/dll.

Una diferencia 1mportante enhre preparar Reactive A o B en el
costo del reactiva, ya gue ta HGlicina tiene v conto mayer qua el
Sulfato de amonio, por 1o cual, v dado a qua ambod  rezackivos
s0lidos  Rrogorcionan  una £2nsibllidad equivalentbe, recil ta
converriente ubtilizar &l Reactivo de Rothera A,

Con respacto al Reactivoa de Rothera en polvo podenos  decir
por ultimo, QqQue la presentacion mas adecuada del  reactivo s en
frascos de color sompar, donde 21 reactivo es  estable POt 1o

manos wn afio, adenrss de que esle envass

el costo del raactivo,
las existentas 2n &1 comereio vasulta s=)
LE. ELABORACION DE TIRAS KREACTIVAS
Campuestbos LOCrgailces

e los disolventes

Reactivo de Rathera liauide,

na eleva
5in embarge Comparada 2sta proesentasion

1haomeds

or9saMmeos ubilinados

se deduce dqua )

—ong1g2r ablemnentz
con

Para 2u

uza,

Fura  prepavac &l

haar

oxida  de  sodio



15 descompone ripidaments: Sin parmibir Jue se Ileve a cabo 1a
reaccion entre ¢l reactivo y DT CLRrpaE ZeTOnlCon &l aaum
produce la descomposicicn dal reactive un Poca I0as lentamente. e
manara que permite apreciar la reaccirén.

Tanto el bicarbonato da sodio come <2l acide  clorplariso

(Tabla No. S, favaresen el medio que se necesits pard AU2 s&

lleve a cabo la reaccion, @sto sSe debe a gque ambos resctives
tiesnen caracter Acide lo cual propicia la formacien del comrleso
entre el Reactive de Rothera y los cuerpos cetonicos de acuerdo
al mecanismo de reaccion Propuesto por Fei1dl (42),

W
Nojy IFaCCNY gNO1 + CHCO=R + NaDH et Nn:fFuCCNJ‘?=CH-CU-Rl +  H,R0

OH

Tanto la difercncia de tiempo &n Que se Produce la reacci1dn con
el Reactivo A v B, come del color producido por cada uno, se deben
a la naturaleza quimica de los componentes qua los constituven. Da
acuerdo a nuestros propésitos el mas adecuads es el Reactive B
porque ademas de proporciconar los tlempes de raaceidr  nas  Cortos
es mas estable.

tas tiras impregnadas con las diferentes soluciones  de
Reactivo A v B mostraron un incremento del doble de tiempo en que
se aprecia la reaccion con respecto al obtenido con la rrueba en
tubo, esto se debe a que la cantidad de reactivo que contiene la
tira es aproximadamente S5 veces menor que la utilizada ern la

Prueba an tubo.



El hecho de que en tira nNo se& aprecle resaccidn con  los
reactivos dizueltos en agua e puede debar a que el tiempa Filjado
pPara efectuar la ultima lectura fu2 insuficiante para apreciar la
rasccian, ya que an tuhg pars obzervar la reaccidén  tuvieron Que

trangcurrir 3 mirutos obbeniendo una reacsiore debil.

Por lo que respecka a estabalidad, <l hacho de  qu las
tiras impregnadas fueran mas estables que los  reactivos  ll1quidos
se puede deber a quwe la interaccidan de lor comporentes del

reactivo en la tira ya seca es menar gue en el reactivae liguido,

permitiendo que la descomposicion del reactive sea mas lenta.

Amor tiguadares

El uso de amortiguadoresz tampoco produio  un  lncremento
significativo de la estabilidad del Reactive de Rotheras, £1m
ambarge, los resultados (Tabla No. 7) corroboraron gqua =1 pH del
medio influye en la reacctem del Feactlvo Tor 1oz clustpos
cetonicos, El pH 5,0 proporciona las mejores condiciones para que
se lleve a cabo 1la reaccién prohablemente 21 favoracer 1la
ionizacién del compleryo como se propuse pPreviamente de  acuerdo o
la reaccidn de Feagl (42).

La naturaleza quimica del amortaguador hLambasn  1nfluve
en el tiempro en que se mamifiesta la reaccion, asi, el
amortiguador de tetraborato qQue noe tiene en sSu astructura
hidrogenas que puedan faverecar la formacidn del comnplela hace qus
1a reaccion tarde 3 veces mas en mamifestarse con rezpectoe atl

tiempo e que se produce la reaccish cuands el reactiveo &gt

8%



disuelto en TRIS a pecar de  que  amboz  amortiguadores btieren
valores de pH muy semejantes (8.1 y 3.0 respectivanente).

En cuante 2 la diferencia ¢n 2l Liempo e qus se produce
la reaccion en tubo y tira (Tatla No. 7)), como ya Se discutas, se

debs a la cantidod difarentae d= reactive aue se

GCeTl0nat en

uno ¥ atro case. La intera

1On que  Liet los  comporentes  del

reactivo ern estado liquida O en tiras 1mpregnadas, rambl én puede
explicar el porque en tira @1 reactivo permaneceé astabile  por maz
tiempo.

Reactivos individuales v mixtes.

Al preparar el Reactive de Rothera ne como reactive
UNico HINO GOMe Sus ComPonentes individuales se wobservéd que el
reactive liquido se mantiene estable por perfcdos larges (minime
10 meses).

En la Tabla Ne. 8 se wve <9ue la nestabilidad del
reactivo se produce cuando se mantiener: juntos el carbonato de
sodio y la glicina, la causa de e3to probablemente sea que cocurra
una reaccion lenta entre ellos que Provoca =«ue cambien las
condicionas del medio lo cual conduce o Que <l reactive aaje  ade
ser furcionable.

For lo que respecta a las kiras impregnadas con  los
reactivos individuales y mixtos, tienen una estabilidad maxims de
S meses, 1o cual repraeséenta una dran desvents)s comparandslas conl

las tabletas Acetest™ que son estables un afo.

o
@



IXI. REACTIVO DE ROTHERA LIQLIDO
El Reactivo de Rothera 2n soluciones mixtas (G-C y C-N). tuve
una sensibiiidaa comparable a ia de  algunosz  praduches
comerciales como las tabletas Acetest” y  las tiras  reactivas

Bili-Labstix™y Multistix™ para detectar cuerpes cetenicos (Tabla

No. 9). La comparacien con loo productez  comerciales permitla

observar lo mismo que con el reactivo solido, ésto es, al parecer
X "

las tiras reactivas Multistix tienen meror csanzibilidad  para

econcentraciones bajas de cuerpos cetdmnicos (5.0 masdl).
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GLUCOSA
La determinacion continua de 10s niveles de glusoesa i el
suere ¥y la orine es de gran importancia para individuozs dhiabeticos
aue deben contralar la concentracrds zanaulnga de dicho azucar

Un metodo usual de 2valuar en forme riapida vy Semicusnbibatava

la glucosa an los liquidos corporales anbte

% andicadeos, ez «l wuzsc
de tiras reackivas (que detectan este componentel.

Uno de los proposites de  2sts  trabaje  fus  elaborsr  lLirvas
reactivas para la deteccian de  glucoza con especificidad,
sensibilidad y practicabilidad semejantss & las existentes an  al
comercio y que a la vazr fuerarn de menor costa.

Pensando en desarreollar un producto 1o mas sencillo posibile,
se considerd 1mpregnar tiras de papel filtro com glucosa  oxidasa,
Peroxidasa v ur Cromogoenc, en amor tilguador, en conpoesicidn similar
& algunos productos comercisies (GLUCO-CINTA® , 0IASTIN™I . tomando
como  base la patente No. 4,303,753 (57) y otres artliculss
referentes al uso de Glucosa oadasa para la determnacion  ds

glucosa (37, S0, 54, 55, Sé).

87



MATERTAL ¥ EQUIPC
Espitula
Gradilla
Papel Whatman No, 42
Tubos de ensaye
Vasos de precipitado
Vidrio de relej
Balanza analitica

Bafo Maria

Termomatro
REACTIVOS
Amortiguador de citratos B.1 moirsL PH
Amor tiguador EDTA-Citratos 0.1 mol/L pH
Azul de bromofenol R.A.
Azul de toluidina R.A.
Glucasa anhidra R.A.
Iodure dz2 potasio R. A,
Polivinil pirrolidona (PVP) R.A.
Rejo de ferol Re AL
Tartracina R.A.

Reactivo de Benedict
Reactivo de o-toluidina

Cinta reactiva GLUCD-CINTA"



MATERIAL BIOLOGICO
Urina de paci2ntes ditabeéaticos {(glucosa pos1tiva, valorada o<on
Reactivo de Benedict vy con Reactivo de o-toluidinal

Orina de pacizntes ne diabéticos {(glucosza regativa)l
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ENZIMAS

BLUCOSA OKIDASA (12 Usmg)  R.A. MERCHK!

fR-D-Glucosa: oxtgeno l-oxidorreductasa, E.C. 1.1.3.4

GOD de Aspergilluys niger

Masa molecular relativa (PH): 160,000

t.a glucosa oxidasa as espectfica para (3-D-Glugosa y catalaiza la
siguiente reaccidn:

D-Glucoaa + Ha0 + On —Gon_, D-~gl uconoe~&-laztona + Ha0,

PEROXIDASA (100 w/mg) R.A. MERCK

Donador: Peroxido de hidrégeno oxidorreductasa. E.C. 1.11.1.7
FPOD de Rabano picante (Armoracia rusticana)

Masa molecular relativa (FM): 40,000

La paeroxidasa tiene alta especificidad rpor perdxidos v cataliza la
tilguiente reaccirén:

POD
DHy + Ha0; ——— O + 2H40

tnidad enzimitica: Una wraidad e= la cantidad de la enzima qus balo

las condiciones de Frueba cataliza la

transformacidn de 1 pmol de sustratuv por minuto.

B0



TECNICA
1) Tomando como base las datos de la patente No. 4,303,753
(S7), se& prapard la solucien de enzimage  amortiguadas como &

continuacidn se indicas

SOLUCION [clab>d 96 KU/L
REACTIVA FPOD 30 kU/L
I Iodure da potasio 12 mmol /L
PVF (102~ Hg0) 2.0%

Amortiguador EPTA-

citratos 0.1 mol/L. pH 6.4

Se comparo el fundamenta de las +reacciones catalizadas
por las enzimas Glucosa oxidasa, Peroxidasa ¥ un Cromousno en Toe
metodos fotométrices con 2l da las tiras reactivas, v puesto que
<t @1 mismo se prepard una segunda solucion raactiva incramerntanda
solanente la cantidad de Paroxidasa debido a qus en los métodas
fotomdtricas la concentracidn de esta enzima @s mayor que la  de

Glucosa oxidasa.

IT GOD 36 Ku/L
[ 4] &0 KI/L
Ioduro de potasio 12 minol /L
FVF leZ—H’U) 2.0



Amortiguador EDTA-
citratos 0.1 ool/L PH G4
Considerando que las tiras resctivas Diastix® utilizan

amortiguador de citratos a pH S.4 42y, ut1ilizando ena
amertiguador v pH se prepararon las solusiches reactivas III a v,

tas cuales son similares a la solucion reackiva 1 a excepcien de
las concentracionzs de Peroxidasa y la solucien reactiva V1 an
donde se  vario tanto la concentraciom de cromagenoc  como de

Peroxidasa.

SOLUCION REACTIVA GOD FOD KI (58" o4
(Amortiguador de citra tINX-H0)
tos 0.1 mols/L PH S.3)_

III 36 KU/L. 30 KU/L 312 mmol/L 2.0 %
Iv 36 KU/L 16 KUsLL 12 mmol/L 2.0 %
v 26 KU/L 60 KU/ 12 mmol/L 2.4 %
Vi 36 Ku/L 60 KU/L & mmol /L 2.0 %

Considerando que €l valor optimo de pH del sistema enzaimitico
alucosa oxidasa/peroxidasa se encuentra entre S.0 y 6.5 (4D, s«
Lrabaje con los valores de pH Iindicados (6.4 y S.4) con e]  fin
de ver el valor de pH al oual la reaccion se apreciaba mas
claramente. La variaciorn de goncentracion  de Perca<i1dasa ¥
cromagerno se hiciercon con base a encontrar los limites e
deteccion.

LCon las soluciones reactivas asi preparadas se 1mPregnaron

tiras de papel filtro Whatman No. 42 (de 0.S cmn da ancho  por



3.0 cn de largel, para lo cual se colocaron laz tiras sobre urma

caja Fetr) aplicando en cada casae 260 u) de lia respectiva solucisn
reactiva sobre una superficie de 2.0 <<m vy s dejarcn secar a
temperatura ambients=,

La funciomnalidad de Jas tilras 1mpreanadas Se probd 24 horas
despuss de elaboradas. Para elle s= amplearoh arinas  valoradas
cualitativamente con la reaccion de Benadict vy  cusntitativamente
con la reaccion de la o-toluidina.

Con el fin de deberminar la linearidad de la reaccion  se
dtilizaron zoluciones estandar de igual concentracidrn a 1a de las
orinas valoradas (0.1 g/dl, 0.25 g@/dl, 6.5 g/dl y 2.0 asdl), qus
al mismo tiempo de servir de control permitieron validar los
resul tados.

Paralelamente se realizaron valoraciones con L& cinta
reactiva GLUCO-CINTAR. 1a interpratacion del color desarrollado en

ambos casos se hizo asignando valores de 0 a +4 proporclonalmente

a laz concentraciones de glucoza, como f={) aegpeci Fica a
containuaclon:
LCONCENTRACION DE GLUCOSA POSITIVIDAD DE LA REACCION
{Valorada con o-toluidinz) Evaiuacion visu)
o g/dl ]

0.1 g7dl +1

0.25 gsdl €2

0.5 grdl +3

2.0 gs/dl +4



RESULTADOS

Les resultados obtentdos se muastran en la Tabla No. 1

TABLA No. 1

COMPARAGION DE LA REAGGION OBTENIDA CON LA GCINTA REAGTIVA (JLUGO’CJNTA.l ¥
LAS TIRAS ELABORADAS

CONCENTRAC LON DE GLUCUSA (o-toluidima)
TIRA 0.0 u.1 .25 .3 ARG
REACT IVA a/d} a/sadl asdl 3sdl aldl

PH O, 4

arina - - - - -
1

estandar - +1 +2 +2 -

orina - +1 +2 + +3
1r

estandar - +1 o +3 +49
PH 5.4

orina - - - - -
IXx

estandar - - - +1 .z

ortha - - - - -
v

estindar - - - = -

orina - +1 +1 L¥d] +4
v

estandar - +1 +1 T +4

orina - +1 €1 +1 +1
VL

estandar - +1 +1 +1 +1

orira - +1 +2 L3 +4
Gluco-
cinta® estandar - +1 “z +3 +4
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2) Pebido a que alaunos autoras (42) mencionan que al use  de
indicadores favorecen la apr&ciacidnm vizual del color producida en
la reaccidn, se probpd adicionar diferentes ndicadoraes a  la
selucion reactiva 11 por  ser <sta con la Aue  se  obtuvaisron
resultados semeluntes a los  obtenidos con  GLUCO-CINTA"  (Tabla
No.1}; se& utilizaron los siguienteas 1ndicadores &n una
concentracion de 20 mg/l:

Azul de toluidina
Azul de bromofennl
Tartracirna

Reajo de fenol

Con las scluciones resultantes se impregnaron tiras de eapel
Whatmare No. 42 y se efectuaron las pruebas de furcionalidad de
igual marnera a la daserita anteriormente,

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran &n  la  Tabla No,

I8

sbhservando an cada cazo las si1duientes tonalidadeys

INDICADCR CULOR DESARROLLADO
zul de toluidina (AT} AzZul cielo-verds claro
Rojo de fetwl (R.F.) Rajo-anaran)yado
Tartracina (T2 Amarillo pastel-café
Sin indicador (S/1? Amarillio pastei-amarillo rala
GLUCO-CINTAN Amarille pastel-verde

9%



COMPARACION DE LA

REACCION OBTENIDA CON OLUCO-CINTA" v CON LAY

TABLA NO. 2

TIRASG
REACT IVAS= | ND 1 CADOR
CONCENTRACLINON DE HBLUCUSA ta-toluidinal
TIRA u.o0 u.1 -] ns 24w
REACTIVA 11 a/dl arsdl a/sdl a’/d) gfal

pH G, 4

orina - +1 L34 '3 +
A.T.

es tandar - +1 2 7 "

orina - - - - -
A.B.

estandar - - = - 3

arina - +1 +2 +3 +1
T

estandar - +1 +2 +3 +*4

orina - +1 +2 +3 +4
R.F.

estandar - +1 +2 +3 4

orina - +1 +Z +3 44
S/71

e&standar - +1 +2 3 14

orina - +1 2 +3 4
Gluco-
cinta®™ estandar - +1 +z 3 ¥
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DISCUSION DE RESULTADOS

Pe las tiras

reactivas de =2nzimas (Tabla
lLas btiras impregnadas
reaccionaran con soluciones

tonalidad desarrollada solo

de gluccsa de 0.1 a 0.25 g/dl

2ste azacar el color

0.25 g/dl; ésto se debid

Peroxidasa fue insuficiente
presente de acuerdo a
formado en

la primera

oxidasa¥®).

reackivas

desarrol lado

la concentracion de
reaccien

Por lo tanto al llegar al limite supericor de

GLUCOSA

smpregnadas  cen  las  soluciones

No. 1) peodemes discutir to siguienter
<on solu:lon reactiva 1 U camante
estandar de glucosa, sin embarac  la

Sirvio para detectar Concentraciones

Ya Quz a concentraciones mavores de

ara igual al obtenido con

pos:iblemente a que la cantidad de

Para oxidar la cantidad de ocromégane

perdxide de hdrdgena

tdonde interviene 1la glucosa

detecs=idn

(0.25 g/dl) el color desarrollade se mantuvo consStante.

* f-D-glucosa + Qg _soo | {I-alucenclactona +  Ha0,
. . POD .,
Hz0, + OHy (indicador) ————+ Z Ha0 =+ D (celorenda)
El hecho de que c<con orina no se oObtuviera reaccion,
Probablemante se debi1d a un dezcenso en 1la sensibillidad de la

solucién reactiva I, debido
intensanente

sales y &

a componentes

rreductores como =1 acido

urinarios fisiologicos

urico, las mucoproteinas,

otros componentes patolégicos que pudiersn influir em 1a



reacci1dn enimatica de glunose tales como 2] Aci1de  aletoacetico.
el cual se pusde oxidar ror el sistema Ha0,/PUb. Con 1la salucien
estandar de @alucosa no ocurre ¢sta por btratarse de una solucion
acuosa de sustancia pura.

El utilazar la misma formulacion que proporclona la  poat=nte
pero incrementandc la concentracicn Jde peroxidasa en la  solucidn
reactiva II, permitid obtener tiraz reactivas de samelante
sensibilidad que la de las tiras comerciales GLUCC-CINTAR: ademis
se obtuvo uma eguivalencia entre la concentragison de alucosa en la
orina valorada cuantitativamente con la reaceisn de la o-toluidina
y las tiras impregnadas coh esa solucidn.

Al comparar lasz resultados obterndos conm la solucidn reactiva
II con respecto a log obtenidos —om la solucién reactiva I, =&
observé que =n efecto al emplear orina se produce un descenso en
la zensibilidad de la solucidén reactiva I la cual se incrementa al
aumentar la concentracion de peroxidasa.

En las soluciones rsactivaz IXII a V 3= observo QqQue es
decisiva la concentrazién de rpere:idacm,  as) coma e)l  fipo de
amortiguador ¥ pH para preparar un reactive que Proporcions  una

senczibilidad que permita detectar mlnimo D. 1 9/d]l de glucos

Asi cor l& solucian reactiva II1 d= composicion igual a la 1 pero

con amocrtiguador de citratos v pld 5.4 la sensibilidad de las tiras

digmiruye comnciderablemente asto ce debs a que las Zimas pPara
reaccionar en condiciones Sptimas reqularen candicaones

especi ficas que en este case lags proporciona el  amorbtiguador

v
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" EDTA-citratos a PH 6.4.

El no haber obtenido reaccion con las tiras 1mpregnadas con  la
solucidn reactiva IV se debid ademaz de la anfluencia dei
amortiguador y pPH a que la cantidad de peroxidasa er la  sclucicn
fue insuficiente para detectar siquiera el ilmite nterior de
concentracidn que permite apreciar la reaccion, aur unilizando
Qlucosa pura (solucidn estandar?.

Con la solucion reactiva V {igual & la Il a excepcidn del
amortiguadar y del pH) nuevamente sSe observe que las condiciornas
de]l medico influyen en la sensibilidad que preoporcionan las tiras.
Asi, mientras que con la solucidn reactiva I1 se obtuvieron taras
reactivas con una sensibilidad equivalente a la de las taras
comerciales GLUCO-CINTA", con 1a solucién reactiva v la
sensibilidad fue menor de tal modo que no fue posible detectar
concentraciones de glucoza de 0.25 g/dl.

Los resultados obtenidos con la solucion reactiva vl
mostraron qua la concentracidn del cromégeno €s importante para la
apreciacidn visual de la reaccion. Al comparar esta solucion  con
la v (que son iguales a excepcidén de 1a concentracion del
cromnsgeno) se observe una importante disminucién en 1a
sensibilidads ne se pudieron detectar concentraciores de oalucosa
mayores a 0.1 ¢/dl. Aungue la reaccidn enzimatica acoplada se
lleva a cabo, la concentracién de cromégeno debe ser tan baja. que
no permite apreciar 1la proporcionalidad entre la cantidad de

alucosa rresente y el cromégeno oxidado.



Por ultimo, de los indicadores probados el hecho de <que con
azul de brv‘:vmc-feno] no sa obtuviera reaccion alsuna (Tabla No. 2
se debi® a que este indicador vira en un 1ntervalo de pH de 3.0 a
4.6 v al sistema enzimiatico se trabajo a un valor de pH superior .
Cori raspecto a los otros indicadores estudiados (Azul da
toluidina, Rojo de ferol v tartracinal, <l usarlos no favorece de
manera sighrificativa la visualizaciern del color producido en la
reaccidnh ya que en las tkiras sin  indicador fue 1gualmente
diferenciable la tonmalidad producida de acuerdo a la concentracidn

de glucesa con que reactionabah.
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CONCLUSIONES

1. En este trabajo se proporcionan los criterios actuales que
el National Diabetes Data Group ha recomendado para umticar la
clasificacion vy el diagndstico de la Diabetes Mzllitus asi  cona
las diferentes formazs de intolerancia a la glucosa.

2. Para la deteccisr. de cuerpos cettnicos fue posible obtepar
gna forma sélida y otra ligquida del Reactive de Rothera, aon las
cuales se obtuvieron sensaibilidad y reproducibilidad de resultados
semejantes a la da algunesz productos comerciales tales cono
Acetest™ y Rili-Labstix™.

2.1 La concentracidn minima detectable de cuerpos cetomcoes
qQue se obtuve con los reactivos elaborados fue de 5.0 mé/dl vy la
maxima fue de 80 masdl.

2.2 La estabilidad del reactivo s5olido fue similar a la aue
proporcionan las tabletas Acetest™ (ntnimo 12 meses). Se encontro
que para obtener la estabilidad del Reactivo de Rothera liauido es
necesario mantener por separadc a ¥ de sus componentes (NaZCl‘J3 v
Glicimal), con lo cual se¢ logra uma estabilidad de 10 moses,

2.3 Tarmto la forma salida como la ltquida del Reactivo de

Rothera no ofreciLeron la facilidad de wanejc que prorarcionan log

reactives comerciales existentes en el mercade { por exemplo,
Acetest™), sin embargo, el costo de los reactives preparades en el
laboratorioc es menor que el de muchos productos comercirales que

detectan cuerpos cetonicos.

3. Por 1o que respecta al desarrollo de un sustituto de taras

reactivas para la deteccion rapida de glucosa, e desarrollo una
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solucidn reactiva cuya formulacien permitia obtenar tiras
reactivas da sensibilidad senajante a la #ue proporcionan las
tiras comerciales, GLUCO-CINTA",

3.1 La concentracion minima detectable de glucosa <Yue 5
obtuvo con las tiras elaboradas fue de 0,1 a/dl vy la concentraCidn
mixima fue de 2.0 g/dl,

3.2 Con las tiras reactivas elaboradas se obtuve una
linearidad @n la reaccién hasta una concentracion de 2,0 g/dl  de
9lucosa, la cual es5 equivalente a la que propoercienan las tiras
reactivas comerciales GLUCO-CINTA™.

3.3 ta estabilidad de las tiras reactivas elaboradas
comparada con la que proporcionan las tiras reactivas GLUCOCINTA®
(12 meses) fue 4 veces menor.

3.4 Los reactivos criticos que se requieren para determinar
glucesa (GOD y POD) no se producen en nuestro pats lo cual conduce
a i1mportarlos, de aqul aue el coste de las soluciones reactivas
que se emplearon Para la impregracidn de las tiras fuera elevado:
Esto condujo a que el valor Hda las tiras e«laboradas fuera por
muchy superior al que poseen las tiras reactivas comerciales.

4. Este trabajo representa un pasto en el deaesarrolln de easte
tipo de productos de manufactura nacional que sustituyan la
tecneologla extranjera que nuestro pats adquiere a un alto costo.
Seria deseable posteriormente que personas relacionadas <on el
4rea de la salud, continuaran conh este tema hasta obtener wun
producto a nivel comercial con tecnologia mexlcana gque este  al

alcance de todas las clases sociales.
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