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INTRODUCCION
1. GENERALIDADES

La glucosa es una molécula perteneciente al grupo de los carbohidratos®. Los
carbohidratos son las moléculas mas abundantes que se encuentran en el
ambiente y estan ampliamente distribuidos en los organismos vivos en forma de:
elementos estructurales como en la pared celular de bacterias y plantas, en el
tejido conectivo y en el cartilago de los animales, algunos carbohidratos se unen
covalentemente a proteinas o lipidos participando en la adhesion y reconocimiento
entre células, también los carbohidratos, principalmente los monosacaridos y
mayoritariamente la glucosa, son utilizados es la via central de produccion de

energia en las células no fotosintéticas por medio del proceso de oxidacién®.

Los carbohidratos son cetonas o aldehidos polihidroxilados*®. La mayoria de los
carbohidratos poseen la formula empirica (CH,O), y algunos contienen en su
estructura atomos de nitrégeno, fésforo o azufre®’. Existen tres clases principales

de carbohidratos: Los monosacéridos, oligosacaridos y polisacaridos.

Los monosacaridos o azucares simples consisten en una sola unidad de aldehido
o cetona polihidroxilada, siendo la D-glucosa el monosacéarido mas abundante en

la naturaleza®®.

Son sdlidos cristalinos, incoloros, son muy solubles en agua e insolubles en
solventes no polares. Una caracteristica comun de los monosacaridos es que se
representan en forma de cadena no ramificada (lineales) en donde todos los
atomos de carbono estan enlazados por enlaces simples®. Muchos de los 4&tomos
de carbono de cada grupo hidroxilo de los monosacéaridos son centros quiriales,
todos los monosacaridos poseen éstos centros, excepto la dihidroxiacetona, lo
cual pueden encontrarse muchos esteroisémeros en la naturaleza®’. Los
monosacaridos de cuatro a siete a&tomos de carbono son aldosas y cetosas, si el

grupo carbonilo se encuentra al final de la cadena de atomos de carbono es una



aldosa y si el grupo carbonilo se encuentra en otra posicion va a pertenecer al

grupo de las cetosas.

Todos los monosacaridos se designan con la letra D o L, de acuerdo con la
similitud que posean con el D-gliceraldehido o el L-gliceraldehido®. Estos
simbolos se usan para designar la configuracion del ultimo atomo de carbono
asimeétrico, aquellos monosacaridos en los cuales la configuracion es similar al D-
gliceraldehido son designados como isémeros-D y aquellos con la misma
configuracion que el L-gliceraldehido, son designados isémeros-L*8. La
configuracion absoluta de los azucares se conoce por cristalografia de rayos X,
que representa el azucar en tercera dimension y se utiliza la férmula de proyeccion
de Fischer para representar la estructura del aztcar en papel*.

Otra caracteristica de los monosacaridos es que pueden ser oxidados por agentes
oxidantes suaves como los iones de Fe** o Cu?'. El carbono del carbonilo es
oxidado a un grupo carboxilo, la glucosa y otros azlcares son capaces de reducir

los iones de Fe** y Cu®*, llamandose azucares reductores?.

Los oligosacéridos consisten en cadenas cortas de unidades de monosacaridos, o
residuos, unidos covalentemente por enlaces O-glicosidicos, los cuales se forman
cuando un grupo hidroxilo (-OH), de un azucar reacciona con el carbén anomérico
de otro azucar produciendo la formacién de un acetal a partir de un hemiacetal.
Los enlaces glicosidicos son hidrolizables por acidos pero son resistentes frente a

bases®.

Los oligosacaridos mas abundantes se forman a partir de dos unidades de
monosacaridos y se conocen como disacaridos, los mas comunes son: la
sacarosa (cafia de azulcar), que consiste en dos azlcares de seis carbonos D-
glucosa y D-fructosa, la maltosa, formada por dos unidades de D-glucosa y la

lactosa, formada por dos azucares la D-glucosa y la D-galactosa®.

En las células, muchos oligosacaridos se forman de tres o0 mas monosacaridos

gue no existen en el ambiente, suelen unirse covalentemente a biomoléculas, tales



como lipidos (glicolipidos) o proteinas (glicoproteinas), a estas moléculas hibridas
se conocen como glicoconjugados. Las funciones que realizan los glicoconjugados
son variadas: sirven como mediadores especificos en interacciones intercelulares
e interacciones con la matriz extracelular, favorecen el proceso de adhesion, la

coagulacién sanguinea y la respuesta inmune?® #°.

Los polisacaridos son polimeros de azucares que contienen 20 unidades de
monosacaridos o0 mas, su peso molecular es muy elevado y también son llamados
glicanos. Los polimeros consisten generalmente de unidades de D-glucosa que
difieren en el tipo de enlace glicosidico y por consiguiente difieren en sus
propiedades y actividades biologicas, algunos polisacaridos se pueden encontrar

como estructuras lineales (celulosa) o en forma ramificada (gluc6geno)®.

Los polisacaridos se diferencian en dos grupos dependiendo de las unidades de
monosacaridos que estén formando el polimero: Los homopolisacaridos contienen
una sola especie de monémero y los heteropolisacaridos contienen dos o mas
especies de monémeros*. Los polisacaridos son utilizados por los organismos
para realizar diferentes funciones, sirven como elementos estructurales en la
formacion de la pared celular de plantas y en el exoesqueleto de los insectos,
como la celulosa y la quitina, brindan soporte extracelular a las bacterias como
peptidoglicanos. También muchos polisacaridos sirven para el almacenamiento de
monosacaridos que son utilizados como principal fuente de energia. Estos
polisacaridos se encuentran en forma de granulos dentro de las células animales y

vegetales, siendo respectivamente el glucégeno y el almidén®.
1.1 ESTRUCTURA Y CONFIGURACION DE LA GLUCOSA

La glucosa es el carbohidrato mas abundante que existe en la naturaleza, se
emplea como fuente primaria de sintesis de energia de las células mediante su
oxidacion catabdlica. Su oxidacion ocurre principalmente en los muasculos, higado
y cerebro de los animales también se almacena en el higado en forma de

glucégeno y éste se hidroliza para reponer la glucosa en la sangre®.


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula�
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n�
http://es.wikipedia.org/wiki/Catab%C3%B3lica�

La formula empirica de la glucosa se establece como (CgH120¢), €S un
carbohidrato perteneciente al grupo de los monosacaridos, posee un grupo
aldehido de seis atomos de carbono identificando a la glucosa como una

aldohexosa™.

Heinrich Kiliani (1886), demostré que los seis atomos de carbono de la glucosa
forman una cadena no ramificada. El observé que al reaccionar con metanol y
cloruro de hidrégeno gaseoso con la glucosa formaban dos compuestos
diastereoisdmeros que tenian un grupo —OCHg;. Estas observaciones concordaban

con una estructura hemiacetalica ciclica para la glucosa®.

Los hemiacetales o hemicetales se forman con aldehidos o cetonas que
reaccionan con los alcoholes, en medio acido, dando lugar a una reaccion de
equilibrio que se encuentra desplazada a la izquierda, éstos hemiacetales o
hemicetales contienen un &tomo de carbono asimétrico adicional y puede existir

en dos formas estereoisoméricas.

Heinrich kiliani observd como reaccioné una molécula de metanol con una
molécula de glucosa para formar un acetal, esto indico que la glucosa posee un
hemiacetal en su estructura, esto quiere decir que posee un grupo carbonilo y

cinco grupos hidroxilo*® 2.

Como los grupos carbonilo e hidroxilo estan en la misma molécula, se puede llevar
a cabo una adicion nucleofilica intramolecular, dando origen a un hemiacetal
ciclico, los hemiacetales ciclicos de cinco o seis miembros son muy estables. Se
encontré que el grupo carbonilo de la glucosa forma la estructura hemiacetalica
con el grupo hidroxilo en el Cy de la misma molécula formando un anillo de 6
miembros o piranosa, por que su estructura se asemeja a la estructura de un

pirano™.

En solucion acuosa la glucosa y todos los monosacaridos con cinco o mas atomos
de carbono se encuentran predominantemente en forma ciclica. Se forma una

mezcla, en equilibrio, de las dos formas hemiacetalicas ciclicas diastereoisomeras



y de la forma aldehidica de cadena abierta, solo el 0.5% de las moléculas de
glucosa se encuentran en la forma de cadena abierta. Las estructuras ciclicas
presentan andémeros alfa y beta, esto es porque el Cy es asimétrico y produce los
dos estereoisbmeros, éste atomo de carbono es llamado carbén anomérico.
Estos anomeros, ay B de D-glucosa se interconvierten en solucién acuosa por un
proceso llamado mutarotacion y no presentan diferencias de composicion

estructural, pero si diferentes caracteristicas fisicas y quimicas. (Fig. 1).
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Figura 1. Mezcla en equilibrio de la molécula de la D- Glucosa en solucién acuosa.

La mezcla que se forma en solucion acuosa con la D-glucosa existe en un
eventual equilibrio que posee propiedades Opticas idénticas, ésta mezcla consiste
de 1/3 de a-D-glucosa, 2/3 de B-D-glucosa y una pequefia fraccion de forma
lineal®®.

La formula de perspectiva de Haworth es comunmente utilizada para mostrar la
estereoquimica de la forma de los monosacaridos en anillo, indica que el anillo de
la D-glucosa (piranosa) no es plana sino que la molécula sume dos
conformaciones en silla. Las dos conformaciones son interconvertibles y sin

ruptura de los enlaces covalentes.


http://es.wikipedia.org/wiki/An%C3%B3mero�

2. METABOLISMO DE LA GLUCOSA

La glucosa ocupa una posicion centra en el metabolismo de plantas, animales y
muchos microorganismos, sirve como fuente importante de energia para que se
lleven acabo funciones importantes como la oxidacién y el almacenamiento. La
oxidacion completa de la glucosa a dioxido de carbono (CO,) y agua produce un
cambio de energia libre de -2,840 KJ/Mol*.

El metabolismo de los carbohidratos, se divide en tres etapas diferenciadas*® **:

s La primera etapa consiste en la transformacion de los polimeros
(polisacaridos), en sus monomeros integrantes (monosacaridos), en ésta
etapa catabdlica se incluyen los procesos de digestién y absorcion de los
monomeros hasta su incorporacion al citoplasma celular. No hay liberacién

de energia de Gibbs utilizable por la célula.

% La segunda etapa comprende la degradacion celular de los monosacaridos
hasta metabolitos intermediarios (piruvato, acetil-CoA). Parte de la energia
de Gibbs que se libera puede almacenarse en forma de adenosin trifosfato
(ATP) y también atomos de hidrégeno que se emplean para reducir ciertos
nucleotidos (NADH, NADPH, FADH,).

% La tercera etapa, se lleva a cabo la oxidacion de los metabolitos
intermediarios y los nucleotidos reducidos. El carbono de las moléculas
suele oxidarse hasta CO, y el hidrégeno en H,O. En esta etapa se
maximiza la liberacion de energia de Gibbs que se canaliza hacia la
formacion de ATP (principalmente en la cadena respiratoria).

La glucosa, asi como la galactosa y la fructosa, se obtienen de la degradacion de
los polisacéaridos (almidon, glucogeno), asi como de disacaridos (sacarosa,
lactosa, maltosa). Estos monosacaridos son incapaces de difundir directamente a
través de las membranas celulares por lo que requieren proteinas transportadoras
especializadas para entrar al interior célula para poder llevar a cabo las funciones

de oxidaci6n y almacenamiento®.



Los transportadores de glucosa pertenecen a un grupo de transportadores
constituida por 2 familias de proteinas: la familia de los Glut’s (del inglés Glucose
Transporters) y la familia de los co-transportadores de sodio y glucosa®.

Todos los transportadores de membrana que median la transferencia de solutos
desde el espacio extracelular hacia el citosol (o viceversa) comparten tres

caracteristicas*:

« Especificidad: Cada transportador es especifico para una sola sustancia o

un grupo muy emparentado de ésta.

%+ Saturacion: La capacidad de transporte puede alcanzar un maximo cuando

todos los sitios de unién para el soluto a transportar estan ocupados.

% Competicion: Ocurre cuando mas de una sustancia es capaz de ser
transportada por el sistema transportador, el soluto que se encuentre en

mayor concentracion sera preferentemente transportado.
2.1. CO-TRANSPORTADORES DE SODIO Y GLUCOSA

En el epitelio intestinal existen sistemas de co-transporte de glucosa acoplada a
Na®, la glucosa procedente de la nutricion se concentra activamente en las células
con microvellosidades o con borde en forma de cepillo. Estos sistemas permiten la
absorcion rapida de la glucosa desde el ileon hacia el sistema portal. También
existen en el epitelio de los tubulos contorneados proximal y distal permitiendo la

reabsorcién de la glucosa filtrada por el glomérulo hacia el torrente sanguineo®.

El sistema de los co-transportadores de Na'/Glucosa (SGLT, Sodium/Glucose
Transporters), aprovecha el transporte del Na® a favor de un gradiente de
concentracion para generar una corriente electroquimica que produce los cambios
conformacionales necesarios para la traslocacién de la glucosa a través de la

membrana plasmatica’.

Existen 6 tipos de SGLT’s, el principal transportador de glucosa se denomina

SGLT-1. Este transportador se expresa primariamente a nivel del ileon, el sitio



fundamental de absorcion de monosacaridos, es especifico para la absorcion de

glucosa y galactosa en las células epiteliales del ribete en cepillo®.
La absorcion de monosacaridos ocurre en cuatro fases:

1. Unién de dos iones Na" a la cara externa del transportador, lo que produce
un cambio conformacional que permite el acoplamiento de una molécula de

glucosa o galactosa.

2. Transferencia del Na* y del monosacérido hacia la cara citoplasmatica del
transportador por un segundo cambio conformacional ocasionado por la
glucosa y que involucra la rotacién y el re-arreglo de la estructura o-
helicoidal del SGLT-1.

3. El monosacarido se disocia del transportador y pasa al citosol y después
expulsa los dos iones de Na’, restituyendo al transportador a su forma libre

de ligando.

4. Ocurre un cambio conformacional que permite la fijacion de otra molécula

de glucosa y dos iones de Na" en el lado extracelular (Fig. 2).
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Figura 2. Mecanismo postulado para el transporte de Na' y Glucosa por el SGLT-1. Este proceso

—
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aparentemente ocurre en 4 fases definidas: a) Unién de dos iones Na* al co-transportador (1 y 2). b) Esto
produce cambios en la conformacién del SGLT-1 que permite la union de una molécula de glucosa (3). c)
Luego ocurre una re-organizacién estructural que lleva el Na“ y la glucosa hacia la cara citosélica del

transportador (4). d) Libera la molécula de glucosa y luego los iones de Na* hacia el citosol.



El gradiente electroquimico de Na* entre la luz intestinal y la célula epitelial se
mantiene gracias a la bomba de Na'/K" situada en la membrana basolateral, lo
gue mantiene un circuito de circulacion de sodio que impulsa la absorcion eficiente

de la glucosa®.

El SGLT-2 se expresa fundamentalmente en la corteza renal, en las células
epiteliales del tabulo contorneado proximal, y en mucho menor grado en el ileon.
Su funcién principal es la reabsorcién de Na*, glucosa y agua a nivel renal bajo
los mismos principios del SGLT-12,

El SGLT-3 se ha detectado en musculo esquelético, sistema nervioso central y en
neuronas de los plexos nerviosos sub-mucosos y mioentéricos a nivel de la placa
motora. Tiene baja afinidad por la glucosa (50 mM) asi como una muy baja
capacidad de transporte de la misma. Se comporta como un glucosensor en la
membrana plasmatica de las neuronas colinérgicas y del tejido muscular liso y

estriado®°.

El SGLT-4 y el SGLT-5 fueron aislados recientemente de bibliotecas de ADNc de
intestino delgado humano. EL ARNm del SGLT-4 se encuentra fundamentalmente
en el intestino y rifidn, la manosa tiene una potente actividad inhibidora del
transportador de glucosa, se cree que es capaz de transportar casi todos los
monosacaridos presentes en la dieta. El ARNm del SGLT-5 se encuentra
fundamentalmente en el intestino delgado y rifidn. El gen del transportador SGLT-

6 comparte una gran homologia con el SGLT-18,

2.2 TRANSPORTADORES DE DIFUSION FACILITADA PARA HEXOSAS
(GLUTS)

Muchas de las células eucaridticas incorporan glucosa a través de la difusion
facilitada por transportadores de glucosa embebidos en la membrana plasmatica.
Los GLUT poseen caracteristicas comunes en términos bioquimicos denominados
“firma molecular de los transportadores de glucosa”, es un conjunto de secuencias

primarias aminoacidicas extremadamente conservadas que determinan



estructuras secundarias y terciarias que son responsables de las caracteristicas
funcionales de la proteina, Se han identificado al menos cinco transportadores
denominados GLUT-1 a GLUT-5; cada uno tiene una distribucion tisular

diferente*®:8°,

En 1977 se descubrié el primer transportador de glucosa a partir de membranas

de eritrocitos y fue conocido como GLUT-18.

EL GLUT-1 se conoce como transportador de glucosa de eritrocitos/cerebro. Es
una proteina altamente hidrofobica ya que el 60% de sus residuos de aminoacidos
son hidrofébicos. ElI GLUT-1 parece ser el transportador de glucosa mas
ampliamente distribuido en el ser humano, se expresa en numerosos tejidos como
en los eritrocitos, células endoteliales, células nerviosas, placenta, globulos

blancos, células de la retina, rifién, tejido adiposo, etc® .

El GLUT-1 posee una alta afinidad por la glucosa (Ky=1-2 mM), es capaz de
transportarla al interior de las células practicamente a cualquier concentracion y se
considera como un transportador basal de glucosa que mantiene su concentracion
intracelular estable, es de gran importancia en aquellas células que requieren un

suministro constante de glucosa para su produccion de energia.

El transporte facilitado de glucosa ocurre mediante cambios conformacionales en
la estructura terciaria del transportador, inducidos por la unién de la molécula de
glucosa a un sitio de uniébn en la cara extracelular del transportador y su
movimiento progresivo hacia la cara intracelular del mismo donde existe otro sitio
de union a la glucosa. Ambos sitios no pueden ser ocupados al mismo tiempo, por

lo que debe transportarse una sola molécula de glucosa a la vez®.

El GLUT-2 es un transportador de glucosa de baja afinidad (Ky= 15-20 mM) que
se expresa en el higado, rifion, células beta de los islotes de Langerhans y en la
membrana basolateral de las células epiteliales del intestino delgado. Gracias a su
Kwm, este GLUT transporta glucosa proporcionalmente a su concentracion por lo

que se le atribuye la propiedad de glucosensor en las células que lo poseen, en
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especial el higado y células beta pancreéaticas. EI GLUT-2 actla como un
regulador que solo permite la entrada de glucosa cuando esta lo suficientemente
elevada en plasma como para requerir la liberacion de una cantidad

significativamente importante de insulina®.

La intervencion del GLUT-2 también se da durante el periodo post-prandial tardio
(periodo de ayuno), donde el glucogeno sufre degradacion generando moléculas
de glucosa que salen de las células hepaticas a la sangre. El GLUT-2 es un
transportador del tipo bidireccional que puede transportar glucosa desde la sangre

al tejido o desde el tejido hacia la sangre.

EL GLUT-3 es un transportador de glucosa de alta afinidad (Ky= 1-2 mM), fue
caracterizado en cerebro y se detecté en bajos niveles en miocardio fetal y adulto,
placenta, higado y musculo. La presencia de este transportador junto con el
GLUT-1, tiene la funcién de mantenimiento del nivel basal de glucosa en neuronas
y placenta®.

El GLUT-4 es un transportador de alta afinidad para glucosa (Ky=5 mM) que se
expresa fundamentalmente en tejido muscular estriado, tejido muscular cardiaco y
adipositos. La vasta mayoria de las moléculas de GLUT-4 se encuentran
localizadas dentro de vesiculas en el citosol que forman dos tipos de
compartimientos bien definidos, ya que un grupo de estas vesiculas responden a
la sefial de la insulina y otro grupo responde fundamentalmente al estimulo que

presenta la actividad fisica®® 8.

El GLUT-5 es un transportador especifico para fructosa (Ky=10-13 mM) y se
expresan en las células de ribete en cepillo del intestino delgado donde media el
paso de a fructosa desde el lumen de la célula epitelial intestinal. También se
encuentra en bajos niveles, en eritrocitos, rifion, espermatozoides, musculo

esquelético y tejido adiposo®.
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2.3 VIAS PRINCIPALES DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Después de su absorcion la glucosa es captada por el higado, los musculos,
adipocitos y tejido fibroso*®. Dentro de la célula la glucosa puede seguir tres vias
principales, dependiendo de la disponibilidad de sustrato o estado nutricional de la
célula: Puede oxidarse a un compuesto de tres carbonos (piruvato) por la via de la
glucolisis para obtener adenosin trifosfato (ATP) e intermediarios metabdlicos; o
ser oxidada a través de la via pentosa fosfato (fosfogluconato) para producir ribosa
5-fosfato para la sintesis de &cidos nucléicos y Nicotiamida-Adenina Dinucleotido
Fosfato (NADPH) de procesos biosintéticos reductivos; o puede almacenarse en
forma de glucdgeno por la via de la glucogénesis. El objetivo final de la célula es

convertir la glucosa en CO, y H,0%. (Fig. 3)

Glycogen,
starch, sucrose

storage

Glucose

oxidation via

pentose phosphate oxidation via
pathway glyecolysis
Ribose 5-phosphate Pyruvate

Figura 3. Principales vias de utilizacion de la glucosa. Aunque nos son los Unicos destinos de la
glucosa, estas tres vias son las mas significativas en términos de la cantidad de glucosa que fluye

a través de ellos, en la mayoria de las células.

2.3.1 CATABOLISMO DE LA GLUCOSA (GLUCOLISIS).

La glucdlisis es una secuencia de diez reacciones que degradan una molécula de
glucosa (un anillo de seis carbonos) en dos moléculas de piruvato (dos cadenas

de tres moléculas de carbono), con la generacion neta de dos moléculas de ATP y
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NADH (la forma reducida del nicotinamin adenin dinucleétido), por lo tanto
proporciona una parte importante de la energia utilizada por la mayoria de los

organismos y proporciona productos intermedios para otras vias metabolicas*.

El proceso de la glucolisis se lleva acabo en el citoplasma de todas las células del
organismo. A diferencia de otras vias metabolicas, la glucodlisis puede producir

ATP, tanto bajo condiciones aerdbicas como anaerdbicas.

Bajo condiciones aerdbicas; el producto final, el piruvato, entra en la mitocondria,
donde es oxidado por el ciclo del acido tricarboxilico (ATC) y la fosforilacion
oxidativa a CO, y H,O con la produccién de grandes cantidades de energia®. La
reaccion global se escribe como:

Glucosa + 2P; + 2NAD" + 2ADP —» 2 piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H" + H,0

Se generan dos moles de NADH a partir de la oxidacion de un mol de glucosa,
cada NADH es oxidado por la cadena de transporte de electrones para producir
unos 2,5 ATP. El efecto neto de la glucolisis aerdbica es la generacion de 7 ATP

por mol de glucosa.

Bajo condiciones anaerobicas, el piruvato es reducido por NADH a lactato en el
citosol. Esto permite la produccién continua de ATP en células carentes de
mitocondrias o desprovistas de oxigeno. Esta via sélo produce una pequefia

cantidad de energia®. La reaccién global puede escribirse como:
Glucosa + 2P; + 2ADP —» 2 lactasa + 2ATP + 2H,0

El efecto neto es la produccion de dos moles de ATP por la oxidacién de un mol
de glucosa. No hay produccion neta de NADH ya que es utilizado por el lactato
deshidrogenasa para reducir el piruvato a lactato. A pesar de que produce
pequefias cantidades de ATP, es una fuente de energia valida cuando el aporte de

oxigeno es limitado®.
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2.3.1.1 FUNCIONES E IMPORTANCIA DE LA GLUCOLISIS.

Para muchos tejidos la glucdlisis es una via de produccion de energia de urgencia
cuando el oxigeno es el factor limitante** ®. Es de maxima importancia en:

e Los hematies, porque carecen de mitocondrias y, por tanto, tienen en la
glucdlisis su Unica via de produccion de energia.

e EI musculo esquelético activo, cuando el metabolismo oxidativo no puede
hacer frente a una mayor demanda de energia.

e El encéfalo, porque la glucosa es su principal combustible (utiliza unos 120
g/dia).

2.3.1.2 ESTADIOS DE LA GLUCOLISIS.

La glucodlisis puede dividirse en dos fases: La primera se conoce como fase
preparatoria, o de acumulo, y la segunda fase se conoce como fase de beneficios,
o de generacion de energia®.

En la fase 1 o fase de acumulo de energia (reacciones 1-5 de la Fig. 4), Se
produce una fosforilacion y division de la glucosa en dos moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato. Este proceso emplea dos moléculas de ATP para activar
e incrementar el contenido de energia de los productos intermedios.

En la fase 2 o fase de generacién de energia (reacciones 6-10), dos moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato se convierten en otras dos de piruvato con la generacion
de cuatro moles de ATP*. El conjunto de la reaccién se puede escribir como:

Glucosa + 2NAD" + 2ADP + 2P; — 2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H,0 + 2H"

2.3.1.3 PRODUCCION DE ENERGIA DE LA GLUCOLISIS.

La produccion de energia en forma de ATP se puede llevar a cabo por dos
procesos: fosforilacion a nivel de sustrato y fosforilacion oxidativa.

La fosforilacibn a nivel de sustrato es la formacion de ATP mediante la
fosforilacion directa de ADP, este proceso se lleva acabo en condiciones
anaerobicas y es importante para la generacion de ATP en tejidos con escasez de
oxigeno, como el musculo esquelético. Las reacciones 7 y 10 de la glucdlisis (Fig.
4) son ejemplos de fosforilacion a nivel de sustrato. La fosforilacion oxidativa
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requiere de oxigeno y es el mecanismo mas importante para la sintesis de ATP.

Implica la oxidacién del NADH y la forma reducida de Flavin-adenin-dinucleotido

(FADH,) mediante la cadena de transporte de electrones

40, 80

Tabla 1. Estadios de la glucdlisis. Los pasos 1 a 10 hacen referencia a las reacciones 1 a 10 de la

figura 4.

Estadios de la glucolisis

Fase 1: Fase de acopio de energia

Paso Enzima Tipo de reaccién
1. Hexocinasa: la mayoria de los tejidos. Glucocinasa: en higado y Fosforilacién, paso regulatorio
células p del pancreas. Y Mg®* como cofactor. irreversible.
2. Fosfoglucosa isomerasa Isomerizacion: aldosa —»cetosa
3. Fosfofructocinasa-1 (PFK-1) y Mg” como cofactor. Fosforilacion, paso irreversible
limitante de la velocidad de la
glucolisis.
4. Aldolasa Escinsion,
FBP(6C) ¥ DHAP(3C)+GAP(3C)
5. Triosa fosfato isomerasa Isomerizacion, la fase 1 produce dos
moléculas de gliceraldehido-3-
fosfato(GAP)

Fase 2: Fase generadora de energia, las siguientes

gliceraldehido-3-fosfato.

reacciones

tienen lugar para cada molécula de

6. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Fosforilacién oxidativa, se generan

dos NADH por molécula de glucosa
oxidada.
7. Fosfogliceraldehido cinasa y Mg®* como cofactor. Fosforilacién a nivel de sustrato.
8. Fosfoglicerato mutasa Transferencia grupo fosfato de C3 a
C2.
9. Enolasa Deshidratacion.
10. Piruvato cinasa y Mg”* como cofactor. Fosforilacion a nivel de sustrato, paso
regulatorio irreversible.
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Figura 4. Las dos fases de la glucdlisis. La glucdlisis tiene lugar en el citosol celular y consta de dos fases
distintas: de acopio de energia (1-5) y de generacion de energia (6-10). El grupo fosforilo se representa como

P. En la tabla (1) se hace mencién de las enzimas que catalizan las reacciones 1 a 10.
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2.3.1.4 IMPORTANCIA DE LA REGENERACION DE NAD" A PARTIR DE
NADH.

El NAD" es el primer oxidante de la glucdlisis y un importante cofactor para la
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (reaccion 6 de la Fig. 4). Sin embargo
solo hay una cantidad limitada de NAD" disponible y su regeneracion, a partir de
NADH, es esencial para que continte la glucdlisis*. Existen tres mecanismos

posibles para la regeneracion de NAD™:

e Bajo condiciones anaerdbicas, el piruvato es reducido a lactato mediante la
lactato-deshidrogenasa con la oxidacion simultanea de NADH a NAD" en el

citosol celular.

e Bajo condiciones aerobicas, el NADH se oxida a NAD" por la cadena de
transporte de electrones en la mitocondria. EI NADH debe entrar a la
mitocondria, bien a través de la lanzadera del glicerol-3-fosfato o del
malato-aspartato. La lanzadera del glicerol-3-fosfato es localizada
principalmente en las células cerebrales y el musculo, mientras que la
lanzadera malato-aspartato se encuentra localizada en las células del
higado y corazon. Las funciones que realizan las lanzaderas son la de
transportar electrones de NADH a la mitocondria para generar ATP por la
cadena transportadora de electrones y regenerar el NAD" para permitir la

continuacion de la glucalisis.

e En levaduras, bajo condiciones anaerdbicas (fermentacion alcohdlica), el
piruvato se descarboxila a CO; y acetaldehido, que entonces es reducido

por NADH para producir NAD" y etanol.
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2.3.1.5 REGULACION DE LA GLUCOLISIS.

Existen tres reacciones en la glucdlisis que son irreversibles, en concreto los
pasos 1, 3y 10 (fig. 4), y se constituyen las principales zonas de regulacién de la

glucdlisis:
PASO 1: Hexocinasa.

La hexocinasa es controlada por la inhibiciéon del producto: niveles elevados de
glucosa-6-fosfato la inhiben alostéricamente. La hexocinasa esta presente en la
mayoria de las células y posee una elevada afinidad por la glucosa (Ky=0,1 mM).
Esta enzima es muy activa cuando la concentracion de glucosa en sangre se
encuentra baja o en el limite. En el higado y en las células B del pancreas, la
hexocinasa es reemplazada por la glucocinasa, que tiene una menor afinidad por
la glucosa (Ky=10 mM). Esta enzima es activada por altas concentraciones de
glucosa en sangre y por la insulina, no es inhibida por la glucosa-6-fosfato, lo que

capacita al higado a responder a niveles elevados de glucosa*® .

PASO 2: Fosfofructocinasa-1.

La fosfofructocinasa-1 (PKF-1), es la enzima regulatoria que cataliza el paso
limitante de la velocidad y es también la primera reaccion de la glucolisis. Puede

ser regulada de dos maneras*’:

e Regulaciéon de la PKF-1 por niveles de energia. Los niveles altos de ATP
inhiben alostéricamente la PKF-1 debido a que son indicadores de una
célula rica en energia, también los niveles elevados de ATP disminuyen la
afinidad de la PKF-1 por su sustrato, la fructosa-6-fosfato. Por otro lado los
niveles altos de adenosin-monofosfato (AMP) activan alostéricamente la

PKF-1, ya que sefialan que los depdsitos de energia estan agotados.

e Regulacion de la PKF-1 por la fructosa 2,6-difosfato. La fructosa 2,6-
difosfato (F2,6-DP), es el activador alostérico més potente de la PFK-1y de
la glucdlisis. Incrementa especificamente la afinidad de la PFK-1 por su
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sustrato y suprime la inhibiciébn de la enzima por el ATP. En el higado,
inhibe la fructosa 1,6-difisfatasa, una enzima de la gluconeogénesis. Por
tanto la accion reciproca de la F2,6-DP asegura que las vias glucoliticas y

gluconeogénicas no estén activadas al mismo tiempo.
PASO 3: Piruvatocinasa.

La piruvatocinasa cataliza el paso final de la glucdlisis y estd sometida tanto a

regulacion alostérica como a fosforilacion reversible hormono-dependiente.
2.3.2 VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO.

La via de las pentosas fosfato (VPP), también conocida como la via del
fosfogluconato, proporciona una ruta alternativa para el metabolismo de la
glucosa. La mayoria de las vias atafien a la generacién de ATP, ésta via se ocupa
de la produccion de capacidad reductora en forma de NADPH. Como el NADH, el
NADPH puede ser considerado como una molécula de alta energia, pero se
emplea para reacciones de sintesis reductoras, en vez de transferir sus electrones

a la cadena transportadora de electrones para fabricar ATP*.

Esta via se ubica principalmente en el higado, en las glandulas mamarias en la
etapa de lactacion, en tejido adiposo, en glandulas suprarrenales y en los

hematies, y se lleva a cabo en el citoplasma celular.
2.3.2.1 PRINCIPALES FUNCIONES.
Las principales funciones de la via de las pentosas fosfato son®:

e Generacion del NADPH necesario para las reacciones reductoras de

biosintesis, como la sintesis de acidos grasos y colesterol.

e Produccién de unidades de azucar de cinco carbonos, ribosa, para la
sintesis de nucleétidos y acido nucleico.
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e En los hematies, el NADPH se utiliza para regenerar la forma reducida del
antioxidante glutation, que protege a las células contra el dafio de radicales

libres, como productos intermedios oxigenados reactivos.

2.3.2.2 ESTADIOS DE LA ViA.
La via posee dos estadios®:

e Fase oxidativa irreversible (Fig. 5), que consta de tres reacciones
irreversibles, dando como resultado la formacion de ribulosa-5-fosfato, CO,
y dos moléculas de NADPH por molécula de glucosa-6-fosfato oxidada.

e Fase no oxidativa reversible (Fig. 6), que consta de una serie de cinco
interconversiones reversibles azucar-fosfato para la sintesis de nucleétidos
o en intermediarios de la glucdlisis tales como gliceraldehido-3-fosfato o
fructosa-6-fosfato. Por tanto, la via esta ligada con las necesidades de la

glucalisis.

Cuando se tiene un buen nivel de nutrientes, la glucosa es captada por el higado y
otros tejidos y fosforilada a glucosa-6-fosfato, que entra a la via de las pentosas
fosfato para formar fructosa-6-fosfato. La acumulacion de ésta activa
alostéricamente la enzima limitante de la velocidad de la glucélisis PFK-1 que, a
su vez, permite la formacién del piruvato. Este se descarboxila oxidativamente a

acetil-CoA, que puede utilizarse para la sintesis de acidos grasos®.

En los hematies la fructosa-6-fosfato tiene un destino diferente. La enzima
fosfoglucosa isomerasa la convierte de nuevo en glucosa-6-fosfato para entrar de
nuevo a la via de las pentosas fosfato, creAndose un ciclo de aporte continuo de
sustrato para la ésta via. Esto permite la produccion continua del NADPH

requerido para la regeneracion del glutation reducido.
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Tabla 2. Estadios de la via de las pentosas fosfato. La tabla muestra las enzimas que patrticipan en la via de

las pentosas fosfato. Las enzimas de la fase 1 se refieren a la Fig. 5 y las enzimas de la fase 2 se refieren a la

Fig. 6.

Estadios de la via de las pentosas fosfato

Fase 1: Fase oxidativa irreversible.

Enzima

Tipo de reaccién

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y Mg” como cofactor.

Oxidacién, se produce una molécula de NADPH

Lactanasa y Mg” como cofactor.

Hidrolisis

6-fosfogluconato deshidrogenasa y Mg”* como cofactor.

Descarboxilacion oxidativa, se produce una
molécula de NADPH

Fase 2: Fase no oxidativa reversible.

Fosfopentosa epimerasa

Epimerizacion

Fosfopentosa isomerasa

Isomerizacion: cetosa —¥ aldosa

Transcetolasa, requiere pirofosfato de tiamina (TPP)

Cataliza la transferencia de fragmentos de dos
carbonos de un donador (cetosa) a un aceptor
(aldosa).

Transaldolasa

Cataliza la transferencia de fragmentos de tres
carbonos

Transcetolasa, requiere pirofosfato de tiamina (TPP)

Cataliza la transferencia de fragmentos de dos
carbonos de un donador (cetosa) a un aceptor
(aldosa).

Oxidative
phase

Glucose G-phosphate

— NADP™ ~— 2 GEH
glucose G-phosphate .‘/ N glutathione
dehydrogenases ,_1\'182 A reducta=za
> NADPH + H* — GSSG

S-Phospho-
glucono-&F-lactone

— HaO
lactonase ";Lg_-z-a.

Fatty acids,

G-Phosphogluconate
;.-"’ sterols, etc.

=] - NADPT
e

G-phosphogluc

dehydr | reductive
{"T‘gz* | biosymthesis
-» NADPH +H™ —
—» OOz Precursors

k.

Ribulose 5-phosphate
rhosphopentos: ] l
LEnrTieTrass
Ribose 5-phosphate

l

Nucleotides, coenzymes,
DNA, RNA

Figura 5. La via de las
pentosas fosfato: fase 1, la
fase oxidativa irreversible.
Tres reacciones dan lugar a
la produccion de dos
moléculas de NADPH.
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MNonoxidative

phase
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H-phosphate
phosphopentose
i=nmerass
Ribose Sedoheptulose Fructose Glucose
H-phoaphate T-phosphate G-phosphate G-phoaphate
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Hylulose Glyceraldehyde Eryvthrose Fructose
A-phosphate F-phosphate 4-phosphate G-phosphate

L fructoze 1.6
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trioee phoaphate
120mearase

transketolase

Xylulose
S-phosphate  Glyeeraldehyde
A3-phosphate

Figura 6. La via de las pentosas fosfato: fase 2, la fase no oxidativa reversible. Estas reacciones convierten
una pentosa fosfato en una hexosa fosfato, permitiendo la continuacion de las reacciones oxidativas. Las
enzimas transcetolasa y transaldolasa son enzimas especificas de ésta via; las otras enzimas actldan en las
vias de la glucodlisis o gluconeogénesis. Cada reaccién que se muestra es reversible; las flechas
unidireccionales se utilizaron solamente para mantener clara la direccion durante la oxidacién continua a

glucosa-6-fosfato.

2.3.2.3 CONTROL DE LA VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO.

El principal control de la via se ejerce en la reaccién de la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa. Las caracteristicas son* &:

e Se trata de una reaccidon esencialmente irreversible.
e El principal factor de control es la proporcion entre NADPH y NADP™.

e Al utilizar la célula NADPH, la concentracion de NADP* aumenta. Esto

activa la via, incrementa la formacion de NADPH para compensar.
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e Por tanto. La via de las pentosas fosfato se activa por un NADPH:NADP”*

bajo.

El control de la fase no oxidativa viene dado por el requerimiento de los productos
ribosa-5-fosfato y NADPH. Las necesidades individuales de la célula de cualquiera
de éstos determinan si predomina la produccion de ribosa-5-fosfato o fructosa-6-

fosfato y gliceraldehido-3-fosfato.

2.3.3 METABOLISMO DEL GLUCOGENO (GLUCOGENESIS).

Cuando se satisfacen los requisitos de energia de la célula, el exceso de glucosa
de la dieta se almacena como glucégeno. La glucosa puede movilizarse a partir
del glucégeno cuando se requiere. Un aporte continuo de glucosa es esencial para
las funciones vitales del organismo; ya que es el principal combustible de las
neuronas, unica fuente de energia que pueden emplear las células que carecen de
mitocondrias o el musculo esquelético en actividad (durante la glucdlisis

anaerobia)®.

2.3.3.1 DEPOSITOS DE GLUCOGENDO.

Los principales depdsitos de glucdgeno se encuentran en el musculo y en el
higado, donde tienen diferentes funciones (tabla 3).
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Tabla 3. Comparacién de las funciones del glucégeno hepatico y muscular.

Comparacion de las funciones del gluc6geno hepatico y muscular

Fase 1: Fase de acopio de energia

Glucégeno hepatico

Glucégeno muscular

Funcién principal

Mantenimiento de la concentracion de glucosa en
sangre, en particular tras las comidas y en las primeras
fases del ayuno.

Combustible de reserva para la
contraccién muscular.

Otras funciones

Utilizado como combustible por cualquier tejido; el
higado contiene glucosa-6-fosfatasa, que elimina el
grupo fosfato de la glucosa-6-fosfato, permitiendo que la
glucosa abandone el higado.

Ninguna: no puede abandonar el
musculo; el masculo carece de
glucosa-6-fosfatasa, por lo que la
glucosa-6-fosfato no puede dejarlo. En
vez de ello, entra en la glucdlisis para
generar energia.

Tamafio de los

depdésitos

Aproximadamente 10% del peso himedo del higado;
los depésitos duran sélo unas 12-24 horas durante
el ayuno.

Aproximadamente 1-2% del peso
hamedo del musculo (sin embargo, los
humanos tienen mucho mas tejido
muscular que hepatico, resultando una
cantidad doble de glucégeno muscular).

Control hormonal

El glucagon y la adrenalina estimulan la rotura de
glucdégeno.

La insulina estimula la sintesis.

La adrenalina estimula la rotura de
glucdégeno.

La insulina estimula la sintesis.

2.3.3.2 ESTRUCTURA DEL GLUCOGENO.

El glucégeno es un polimero de moléculas de glucosa ramificadas. Posee dos

tipos de uniones entre las moléculas de glucosa® (Fig. 7):

e La mayoria estan unidas mediante una unién a-1,4, formando cadenas

lineales.

e Cada ocho a doce residuos de glucosa se presenta una union o-1,6,

resultando en puntos de ramificacion.
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Figura. 7. Estructura ramificada del glucégeno que muestra los dos tipos de unién hallados entre las
moléculas de glucosa. La mayoria de las moléculas de glucosa estan unidas por enlaces o-1,4 para formar
cadenas lineales. Cada 8-12 residuos de glucosa hay una union o-1,6 facilitando la formacién de puntos de

ramificacion.

El glucogeno se encuentra presente en el citosol en forma de granulos (el
diametro varia entre 100 y 400 °A). Ademas de glucégeno, los granulos contienen
las enzimas que catalizan la sintesis y degradacién del mismo y también alguna

de las enzimas que regulan estos procesos®.
2.3.3.3 SINTESIS DEL GLUCOGENO: GLUCOGENESIS.
La sintesis de glucégeno tiene lugar en el citosol celular*® #. El proceso requiere:

« Tres enzimas: uridina difosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa, glucégeno

sintetasa y la enzima ramificadora, amilo (1,4 —+1,6) transglucosilasa.
« El donante de glucosa, UDP-glucosa.

« Un cebador para iniciar la sintesis de glucégeno si no hay una molécula de

glucogeno preexistente.

« Energia.
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Figura 8. La sintesis de glucégeno consta de tres estadios, comienza con la formacién de UDP-glucosa, que a continuacion
toma parte en la elongacién de la molécula de glucégeno en crecimiento. Cuando la cadena en crecimiento es
suficientemente larga, se rompe un polisacarido de 5 a 8 unidades, transfiriéndose a una cadena vecina para formar una

cadena ramificada.
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Existen tres estadios en la glucogénesis*® & (Fig. 8):
ESTADIO I: Iniciacion-formacion del donante de glucosa

La UDP-glucosa pirofosforilaza cataliza la sintesis de UDP-glucosa (una forma
activada de la glucosa) a partir de glucosa-1-fosfato y uridina trifosfato (UTP). La
reaccion es reversible, pero es impulsada hacia adelante por la hidrélisis del

pirofosfato por la pirofosfatasa.
ESTADIO II: Elongacién de la cadena del glucégeno

La glucégeno sintetasa transfiere glucosa de UDP-glucosa al Cy terminal de una
cadena de glucogeno existente para formar una unién o-1,4 glucosidica. La
enzima solo puede afadir moléculas de glucosa a una cadena que ya contenga
cuatro o mas residuos de glucosa, requiere de un cebador. Este puede ser un

fragmento de glucdgeno o, en su ausencia, la proteina glucogenina.
ESTADIO Ill: Formacion de ramificaciones

La glucogeno sintetasa s6lo forma moléculas de glucégeno de cadena lineal. Para
formar ramificaciones se requiere una enzima ramificadora especifica llamada
amilol (1,4 — 1,6) transglucosilasa. Cuando la cadena en crecimiento contiene
once 0 mas residuos, ésta enzima transfiere una serie de residuos, normalmente
siete, desde el extremo no reductor de la cadena de glucégeno a una cadena

vecina, formandose una union a-1,6, estableciéndose un punto de ramificacion.
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2.3.3.4 DEGRADACION DEL GLUCOGENO: GLUCOGENOLISIS.

La degradacion del glucogeno tiene lugar en el citoplasma celular. En la

glucogendlisis existen dos estadios® (Fig. 9).
ESTADIO I: Acortamiento de la cadena de glucégeno

La glucogeno fosforilasa cataliza la eliminacion secuencial de residuos de glucosa
del extremo no reductor del glucégeno. La enzima requiere piridoxal fosfato (PLP)
como cofactor. La fosforilasa rompe la union o-1,4 glucosidica terminal para
liberar glucosa-1-fosfato. Este proceso se conoce como fosforodlisis, siendo similar
a la hidrdlisis pero empleando fosfato para romper el puente de unién. La glucosa-
1-fosfato puede convertirse en glucosa-6-fosfato, mediante la fosfoglucomotasa, y
posteriormente convertirse en glucosa por la glucosa-6-fosfatasa. La fosforilasa
contindia degradando glucégeno hasta que alcanza un residuo a cuatro moléculas

de distancia de una ramificacion.
ESTADIO II: Eliminacion de las ramificaciones

Implica dos enzimas: una transferasa ([a—1,4 — a-1,4] glucan transferasa), que
transfiere los tres residuos glucosa terminales desde una rama exterior a otra
exponiendo el punto de ramificaciéon o-1,6; y una enzima desramificadora, la
amilo-o—1,6 glucosidasa, que hidroliza la union a—1,6, para liberar glucosa. Juntas,
las dos enzimas convierten la estructura ramificada en otra linea. La glucégeno
fosforilasa puede continuar hasta cuatro unidades de distancia del proximo punto

de ramificacion.
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Figura 9. Degradacion del glucogeno que muestra los dos estadios necesarios para su
catabolismo hasta unidades de monosacéridos. En el estadio 1 (Step I), el acortamiento de la
cadena del glucégeno libera glucosa-1-fosfato, la enzima utiliza como cofactor la piridoxal fosfato
(PLP). En el estadio 2 (Step Il), la glucogeno fosforilasa continla rompiendo las uniones a-1,4
hasta alcanzar un residuo de glucosa, a cuatro residuos de distancia de un punto de ramificacion.

En este estadio se libera glucosa libre.

2.3.3.5 REGULACION DEL METABOLISMO DEL GLUCOGENO.

La regulacién de la sintesis y degradacion del glucégeno se debe de considerar

dos niveles: regulacién hormonal y control alostérico®® .
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Regulacion Hormonal.

La glucogeno sintetasa y la glucogeno fosforilasa estan reguladas por una

fosforilacibn hormono-dependiente reversible.
La glucdgeno fosforilasa existe en dos formas:
e Fosforilasa a, la forma activa, fosforilada.
e Fosforilasa b, la forma inactiva, desfosforilada.

La adrenalina (en el musculo y en el higado) y el glucagén (sé6lo en el higado)
estimulan la rotura de glucégeno. Activan la protein-cinasa A, dependiente del

AMPc, que origina la fosforilacién de la glucégeno fosforilasa®.

La glucdgeno sintetasa también existe en dos formas:
e Glucoégeno sintetasa a, la forma activa, desfosforilada.
e Glucogeno sintetasa b, la forma inactiva, fosforilada.

La adrenalina y el glucagbn son hormonas catabdlicas e inhiben la sintesis de
glucogeno. Se activa la protein-cinasa A, dependiente de Adenosin Monofosfato
Ciclico (AMPc), que fosforila la glucégeno sintetasa, inactivandola. Por
consiguiente la glucégeno sintetasa y la glucégeno fosforilasa estan reguladas de

manera reciproca®.

La protein-fosfatasa-1 revierte la fosforilacion de la sintetasa y de la fosforilasa del

glucdgeno, eliminando los grupos fosfato mediante hidrélisis.
La accién de la insulina.

Se trata de una hormona anabdlica y estimula la sintesis e inhibe la rotura del
glucogeno. La forma en que ocurre es que la insulina activa la enzima
fosfodiesterasa, que cataliza la rotura de AMPc a AMP. Un descenso en el AMPc

produce una disminucion de la catividad de la protein-cinasa A. Esto produce una
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desfosforilacion tanto de la glucégeno fosforilasa (inactivandola) como de la

glucégeno sintetasa (activandola)®® &,

El mecanismo de accién de la adrenalina y del glucagén es un ejemplo de una via
de amplificacion, en la que el gran namero de pasos implicados amplifica la sefial
hormonal, permitiendo la rapida liberacion de glucosa. Sélo una o dos moléculas
de la hormona se ligan a sus receptores, pero cada uno produce la activacion de
una serie de moléculas de protein-cinasa (100) que, a su vez, activan muchas
moléculas de fosforilasa b cinasa (1000). Esto origina un gran numero de

moléculas de glucégeno fosforilasa activa (10,000) para degradar el glucogeno®.
Control Alostérico.
Glucogeno Fosforilasa Hepatica.

La glucosa inhibe alostéricamente la glucégeno fosforilasa a hepatica. La
fosforilasa a (forma activa, fosforilada) contiene dos zonas de unién para la
glucosa. La union de la glucosa produce un cambio de conformacién, exponiendo
los grupos fosfato, capacitando su eliminacion por la protein-fosfatasa-1 y
convirtiéndola en glucosa, inhibe la rotura de glucégeno. La glucosa-6-fosfato

también inhibe la fosforilasa, pero activa la glucégeno sintetasa™®.
Glucoégeno Fosforilasa Muscular.

El principal control alostérico lo realiza el 5AMP y el Ca®". Los iones de calcio
liberados durante la contraccion muscular se ligan a la calmodulina, una
subunidad de la fosforilasa b cinasa, activandola. Para que la activacion sea

maxima la enzima también necesita fosforilacion®’.

El AMP es un indicador de la situacién energética de la célula. Niveles elevados
de AMP sefialan niveles de energia bajos (bajos niveles de ATP), por
consiguiente, el AMP activa alostéricamente a la fosforilasa b; esto aumenta la

rotura del glucogeno para proporcionar energia para la contraccion muscular.
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3. HOMEOSTASIA DE LA GLUCOSA.

El nivel plasmatico de glucosa es uno de los parametros mas estrechamente
regulados, debido, principalmente, a un fino ajuste y regulacion entre la captacion
periférica y la produccion hepética de la glucosa obteniendo niveles en ayunas de

60 — 110 mg/dL que se consiguen por los siguientes mecanismos>* °° *:

e Regulacion hormonal.
¢ Participacion del higado y tejidos extrahepaticos.
¢ Regulacion enzimatica por hormonas y dieta.

La homeostasia de la glucosa puede dividirse en tres estados basicos:
posprandial, de ayuno (postabsortivo) y de inanicion (Fig. 10). Sin embargo el
estado de inanicidbn puede subdividirse en temprano y tardio, dado que los
combustibles disponibles dependen del grado de privacibn de nutrientes
(Tabla. 4)** %> ™,

Figura 10. Estados de la homeostasia de la glucosa. La homeostasia puede dividirse en tres estados: |. Estado
posprandial, la mayoria de la glucosa la proporciona la dieta. Il. Estado de ayunas (postabsortivo), la mayoria de la
glucosa la proporciona la degeneracion de los depositos de glucdégeno hepatico. Ill. Estado de inanicién, la mayoria de la
glucosa proviene de la gluconeogénesis; la degradacion de proteinas y grasas proporciona aminoacidos y glicerol, sustratos

para la gluconeogénesis. Este Ultimo puede subdividirse a su vez en inanicion temprana y tardia.
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Tabla 4. Estados de la homeostasia de la glucosa.

Tres estados de la homeostasia de la glucosa

Curso Principales combustibles
Estado P Control hormonal
temporal empleados
Aumenta insulina, da lugar a:
. " Aumento de captacion de glucosa por
. Tras una La mayoria de los tejidos - L e 9 P
| posprandial . - tejidos periféricos.
comida 0-4 h utilizan glucosa
Aumento de glucégeno, TG y sintesis de
proteinas.
Cerebro: glucosa Aumento de glucagon y NA estimula la
Il ayuno (postabsortivo) 4.-12 h tras ) ) o rotura de glucogeno hepaticoy TG.
alimentarse Musculo e higado: acidos
grasos Disminuye insulina.
Cerebro: glucosa y algunos
cuerpos cetonicos. Aumento de glucagén y NA, aumento en
hidroélisis de TG y cetogénesis.
L . Higado: acidos grasos.
Illa inanicion precoz 12h a 16 dias 9 9 . .
Aumento de cortisol, rotura de proteina
Mdusculo: principalmente acidos muscular, liberando aminoécidos para la
grasos y algunos cuerpos gluconeogénesis.
cetonicos.
Cerebro: utiliza méas cuerpos
cetonicos y menos glucosa para
> 16 dias conservar proteinas.

IlIb inanicién tardia

Musculo: sélo acidos grasos

Aumento de glucagéon y NA

(NA, noradrenalina; TG, triacilglicerol)

Estado Posprandial.

Es el periodo comprendido entre las 0 y las 4 horas después de una ingesta de

comida, durante este estado

22, 39, 56.

e Un aumento de la glucosa plasmatica produce liberacion de insulina por las

células B del pancreas. La disponibilidad de sustrato y el incremento de la

insulina estimulan la sintesis tisular de glucogeno, triacilglicerol y proteinas;

por tanto, es un estado anabdlico.
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e La glucosa es el unico combustible para el encéfalo; la captacion es

independiente de insulina.

e EI muasculo y el tejido adiposo también utilizan glucosa; la captacion por

estos tejidos es insulinodependiente.

En un sujeto normal, la absorcion intestinal de glucosa no pasa de 1 g/Kg/Hora. Si
estan presentes en el intestino cantidades mayores, puede producirse diarrea, ya
que los monosacaridos en la luz del intestino alcanzan una condicion isotonica y el

aumento de volumen consiguiente acelera el peristaltismo™® ° %,

Un aumento de la glucosa y de la insulina en el higado activa la glucocinasa. Esta,
a diferencia de la hexocinasa, no es inhibida por la glucosa-6-fosfato, capacitando
al higado a responder a los elevados niveles de glucosa en sangre que se
producen tras una ingesta de alimento. La glucocinasa fosforila a la glucosa, que

puede usarse para la sintesis del glucégeno hepatico, evitando, la hiperglucemia®.

La hexocinasa, presente en la mayoria de las células, esta operativa a niveles

maximos cuando la concentracion de glucosa en sangre es baja.
Estado de Ayunas.

Es el periodo entre 4 y 12 horas tras una comida, es decir, el estado postabsortivo.

Durante este estado*” °*:

e La rotura de los depdsitos de glucégeno hepatico proporciona glucosa para
su oxidacion por el cerebro. Estos depdsitos so6lo duran entre 12 y 24 horas.

e La hidrdlisis de los depdsitos de triacilglicerol libera acidos grasos, que se

utilizan como combustible preferentemente por el musculo y el higado.

e ElI muisculo también puede emplear como combustible a su propio

glucdgeno.
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Todos estos procesos son activados por el aumento de la proporcion entre el
glucagon e insulina. Se produce una activacion de la glucégeno-fosforilasa y de la
lipasa sensible a hormonas por la fosforilacién y de la rotura del glucégeno y de la

lipdlisis.
Estado de Inanicion.
Estado de Inanicion precoz.

Una vez que se ha utilizado el glucdégeno hepatico, se requiere un sustrato

alternativo que pueda proporcionar glucosa®* *®. En la inanicién precoz:

e La noradrenalina y el cortisol activan la degradacién de las proteinas

musculares, liberAndose aminoacidos, en particular alanina y glutamina.

e Hidrdlisis de los depdsitos de triacilglicerol (tejido adiposo), liberando

glicerol.
e La glucosa producida es empleada por el encéfalo.

e Los acidos grasos liberados a partir del triacilglicerol también los usa el
higado para fabricar cuerpos ceténicos, que pueden ser utilizados por los

tejidos periféricos, asi como por el encéfalo.
Estado de Inanicion Tardio.

Es el periodo de inanicibn de mas de 16 dias, hasta el fallecimiento. En la
inanicion prolongada la rotura de proteina muscular se enlentece. Esto se debe a
gue hay una menor necesidad de glucosa por la via de la gluconeogénesis, ya que
el cerebro se adapta a utilizar mas cuerpos ceténicos, fendbmeno al que contribuye

que el masculo utilice como combustible casi exclusivo a los &cidos grasos™® 3* *°.
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3.1 FACTORES QUE REGULAN LA CONCENTRACION DE GLUCOSA
EN SANGRE.

El higado, pancreas y otras glandulas enddcrinas intervienen en el control de las
concentraciones de glucosa sanguinea en un intervalo reducido. Durante un ayuno
breve, la glucosa es suministrada al liquido extracelular (LCE) desde el higado por
gluconeogénesis. Dos hormonas principales controlan la glucosa sanguinea:
insulina y glucagon, ambas producidas en el pancreas. Otro tipo de hormonas y
sustancias neuroendocrinas también ejercen cierto control sobre las

concentraciones de glucosa en sangre® *’.

La insulina, también llamada agente hipoglucémico, es la hormona primaria a la
que se debe la entrada de glucosa en la célula. Es sintetizada por las células p de
los islotes de Langerhans en el pancreas. Cuando estas células detectan un
incremento en la glucosa plasmatica, liberan la insulina. La liberacion de insulina
causa un mayor movimiento de glucosa en las células y mayor metabolismo de

glucosa® .

La insulina se libera cuando las concentraciones de glucosa son altas, esto reduce
las concentraciones de glucosa plasmatica al incrementar la entrada de transporte
de glucosa, por medio de la translocacion del transportador de glucosa GLUT-4 a
la membrana celular, en el musculo y el tejido adiposo. También incrementa la

glucogénesis, lipogénesis y glucélisis e inhibe la glucogendlisis*® % (Tabla 5).

El glucagon, también llamado agente hiperglucémico, es la hormona primaria a la
que se debe el incremento de las concentraciones de glucosa. Se sintetiza
mediante las células o de los islotes de Langerhans en el pancreas y se libera
durante estados de estrés y ayuno. Cuando estas células detectan una

disminucién en la glucosa del cuerpo, liberan glucagon®: .

El glucagon incrementa las concentraciones de glucosa plasmatica mediante

glucogendlisis en el higado y un incremento en la gluconeogénesis'® #? (Tabla 5).
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Tabla 5. Principales efectos de la insulina y del glucagon.

Resumen de los principales efectos de la insulina y el glucagén

Via

Insulina: anabdlica

Glucagon: catabdlico

Metabolismo de los carbohidratos

Glucoégeno

Aumenta la sintesis de glucégeno
en musculo e higado

Aumenta la rotura de glucégeno soélo
en el higado (la NA y la adrenalina
aumentan la rotura en musculo)

Glucdlisis/ gluconeogénesis

Aumenta la glucolisis

Aumenta la gluconeogénesis

Mayor captacion por los tejidos

Captacion de glucosa periféricos, no por el higado Sin efecto
Via de la pentosa fosfato ﬁlinéinl-tlapzraplyaplirgg;gi::soils
Metabolismo de los lipidos
Lipdlisis y p-oxidacion Inhibe Activa
Sintesis cuerpos cetonicos Inhibe Activa
Lipogénesis Activa Inhibe

Metabolismo de las proteinas

Captacion de aminoécidos por los
tejidos

Aumenta la captacion por la
mayoria de los tejidos

Aumenta la captacion hepatica por la
gluconeogénesis

Sintesis de proteinas

Aumenta en la mayoria de los
tejidos

Disminuye

Degradacioén de proteinas

Disminuye

Estimula la rotura

NA, noradrenalina; PPP, Via de las pentosas fosfato.

Dos hormonas que produce la glandula suprarrenal afectan el metabolismo de

carbohidratos. La adrenalina, producida por la médula espinal, produce un

aumento rapido de la glucosa sanguinea por activacién de la fosforilasa y con una

disminucién de PO, en sangre. La adrenalina también eleva el lactato, al
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desdoblar el glucogeno muscular, inhibe la secrecién de insulina y promueve la

lipolisis. La adrenalina se libera durante procesos de estrés™® °°.

Los glucocorticoides, sobre todo cortisol, se liberan de la corteza suprarrenal al
estimular la hormona adrenocorticotropica (ACTH). El cortisol incrementa la
glucosa plasmatica al disminuir la entrada intestinal en la célula e incrementar la

gluconeogénesis, el glucégeno hepatico y la lipdlisis*” >°.

Dos hormonas de la hipdfisis anterior, hormona del crecimiento y ACTH,
promueven el incremento de glucosa plasmatica. La hormona de crecimiento
incrementa la glucosa al disminuir la entrada de glucosa en las células e
incrementar la glucdlisis. Su liberacion de la hipdfisis es estimulada por las
concentraciones de glucosa reducidas y se inhibe cuando se incrementa la
glucosa. Las concentraciones reducidas de cortisol estimulan la hipdfisis anterior
para liberar ACTH. La ACTH, a su vez, estimula la corteza suprarrenal para liberar
cortisol e incrementar las concentraciones de glucosa plasmética al convertir el

glucoégeno hepatico en glucosa y promover la gluconeogénesis'® %,

Otras dos hormonas afectan las concentraciones de glucosa: tiroxina y
somatostatina. La glandula tiroides es estimulada por la producciéon de hormona
estimulante de la tiroides (TSH) para liberar tiroxina que incrementa las
concentraciones de glucosa plasmatica al aumentar la glucogendlisis,

gluconeogénesis y absorcién intestinal de glucosa.

La somatostatina, producida por las células y de los islotes de Langerhans del
pancreas, incrementa las concentraciones de glucosa plasmatica mediante la

inhibicién de insulina, glucagén y hormona del crecimiento’.
4. PATOLOGIAS DE LA GLUCOSA EN SANGRE.
4.1 DIABETES MELLITUS.

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabdlicos, cuyo

nexo en comun es la presencia de la hiperglucemia secundaria a un déficit de la
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secrecion de insulina, a un defecto de su actividad metabdlica, o a ambos. La
deficiencia en la insulina es resultado de una inadecuada secrecion, la disminucién
de la respuesta de los tejidos a la insulina en uno o varios puntos de la via de

accion de la hormona®® 782,

Los sintomas marcados de la hiperglucemia incluyen poliuria, polidipsia, pérdida

de peso, polifagia y pérdida de la vision.
4.2 CLASIFICACION.

La DM se clasifica con base en el proceso patdogeno que culmina en
hiperglucemia, en contraste con criterios previos como edad de inicio o tipo de
tratamiento®. Las dos categorias amplias de la DM se designan tipo 1y tipo 2. Los
dos tipos de diabetes son antecedidos por una fase de metabolismo anormal de
glucosa. La diabetes tipo 1 es resultado de la deficiencia completa o casi total de
insulina, y la tipo 2 es un grupo heterogéneo de trastornos que se caracterizan por
grados variables de resistencia a la insulina, menor secrecion de dicha hormona y

una mayor produccion de glucosa>" .

Tabla 6. Clasificacién de la Diabetes Mellitus.

Clasificacion etiolégica de la diabetes mellitus (ADA 1997, OMS 1998)

Destruccioén de células B del pancreas.
Deficiencia de insulina absoluta.
1. Diabetes tipo 1 Autoanticuerpos de células de los islotes, autoanticuerpos de
insulina, autoanticuerpos de descarboxilasa de &cido glutamico,
autoanticuerpos IA-2 y IA-2B de fosfatasa de tirosina.

Resistencia a la insulina con un defecto secretorio de insulina.

2. Diabetes tipo 2 L . . .
P Deficiencia de insulina relativa.

Defectos genéticos de la funcién de las células .
Enfermedad pancreaética.
Enfermedad endocrina.

Inducida por farmacos o sustancias quimicas.
Infecciones.

Otros sindromes genéticos.

3. Otros tipos especificos de diabetes

Intolerancia a la glucosa durante el embarazo, debida a cambios

4. Diabetes mellitus gestacional .
metabdlicos y hormonales.
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Otras causas de DM, Tabla 6, son defectos genéticos especificos de la secrecion
0 accion de la insulina, la diabetes del joven de inicio de la madurez (maturity
onset diabetes of the young, MODY) es un subtipo de DM que se caracteriza por
ser transmitido por herencia autosémica dominante, comienzo precoz de la
hiperglucemia (por lo comdn antes de los 25 afios de edad)®. Los defectos
genéticos de la funcion de las células B se caracterizan por mutaciones en: factor
de transcripcion nuclear del hepatocito (HNF) 4a (MODY 1), glucocinasa (MODY
2), HNF-10, (MODY 3), factor promotor de insulina (IPF-1; MODY 4)°.

La DM, también, puede ser el resultado de enfermedades del pancreas exocrino
cuando se destruye gran parte de los islotes o se cursa con patologias que afectan
al pancreas como fibrosis quistica, pancreatitis, hemocromatosis, etc. También
puede ser el resultado de endocrinopatias como: acromegalia, hipertiroidismo,
sindrome de Cushing®. Puede ser inducida la DM por drogas o farmacos tales
como: Pentamidina, Acido nicotinico, Glucocorticoides, Tiazidas, por infecciones
como: rubeola congénita, citomegalovirus y por sindromes genéticos como:

sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, sindrome de Turner, etc®.
4.2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1.

Es consecuencia de interacciones de factores genéticos, ambientales e
inmunologicos, que culmina en la destruccion autoinmunitaria de las células 8 del

pancreas y la deficiencia de insulina® *°.

Los individuos con predisposicion genética tienen masa normal de células beta en
el momento del nacimiento, pero comienza a perderla por destruccion inmunitaria

a lo largo de meses o afios (Figura 11)°.
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Figura 11. Modelo temporal del desarrollo de la diabetes de tipo 1. Los individuos genéticamente
predispuestos estan expuestos a un inmunoactivador que inicia un proceso que inicia un proceso
autoinmunitario cuya consecuencia es una declinacién gradual de la masa de células p. La

pendiente de descenso varia de un individuo a otro.

En la mayoria de de los individuos aparecen inmunomarcadores después del
suceso desencadenante pero antes de que la enfermedad se manifieste en clinica.
Después empieza a declinar la masa de las células beta y se trastorna
progresivamente la secrecion de insulina, a pesar de mantenerse una tolerancia
normal a la glucosa. La velocidad de declive de la masa de células beta es muy
variable de un individuo a otro. Las caracteristicas de la diabetes no se hacen
evidentes sino hasta que se ha destruido la mayor parte de las células beta
(alrededor del 80%)" *°.

Consideraciones genéticas.

En la susceptibilidad de la DM de tipo 1 intervienen multiples genes. El principal
gen de predisposicion de la DM de tipo 1 se localiza en la region HLA del
cromosoma 6 que codifican las moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad (major histocompatibility complex, MHC) de clase II. Los
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polimorfismos en el complejo HLA de clase Il parecen representar el 40 a 50% del

riesgo genético de padecer DM del tipo 1*°.

La mayoria de los diabéticos de tipo 1 tienen el haplotipo HLA DR3, el HLA DR4, o
ambos. Ademas de la asociacién del MHC clase 1l se sabe que 10 loci genéticos
distintos contribuyen ala susceptibilidad de mostrar diabetes de tipo 1 (entre los
loci recién identificados estan los polimorfismos en la region del promotor del gen
de insulina, gen CTLA-4, el receptor de interleucina 2, IFIH1 y P1PN22)%,
También existen genes que brindan proteccidén contra la aparicion y evolucion de
la enfermedad. El aplotipo DQA1*0102, DQB1*0602 solo se encuentra en menos

del 1% de los individuos y al parecer protege contra la enfermedad® .

El peligro que aparezca DM tipo 1 aumenta en parientes de personas con la
enfermedad, de 3 a 4% si el progenitor tiene diabetes de tipo 1y de 5 a 15% en un

hermano®.
Factores fisiopatoldgicos.

Las células de los islotes pancreaticos son infiltradas por linfocitos (un proceso
denominado insulitis). Después de la destruccion de las células beta, el proceso
inflamatorio remite, los islotes quedan atréficos y desaparecen los
inmunomarcadores® “. Los estudios sobre insulitis han identificado las siguientes

anomalias:

[EEN

. Autoanticuerpos contra células de los islotes.

2. Linfocitos activados en los islotes, ganglios linfaticos peripancreaticos y la

circulacién generalizada.

3. Linfocitos T que proliferan cuando son estimulados con proteinas de los

islotes.

4. Liberacion de citocinas en el seno de la insulitis.
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Las células beta parecen ser vulnerables al efecto toxico de algunas citocinas
(factor de necrosis tumoral [TNF-a], interferon gamma e interleucina 1 [IL-1]). Se
ignora los mecanismos precisos de la muerte de las células beta, pero puede que
participen formacion de metabolitos de &xido nitrico, apoptosis y efectos
citotoxicos mediados por los linfocitos T CD8+. La destruccion de los islotes es

medida por los linfocitos T y no por anticuerpos contra el tejido insular'* *°.

Entre las moléculas del islote pancreatico que constituyen objetivos del proceso
autoinmunitario se cuenta la insulina, descarboxilasa de acido glutamico (glutamic
acid descarboxilase [GAD]), la enzima biosintética del neurotransmisor del acido
aminobutirico gamma (gamma-aminobutyric acid [GABA]), ICA-512/IA-2 (con
homologia con las fosfatasas de tirosina) y fogrina (proteina de los granulos

secretores de insulina)®.
Inmunomarcadores.

Los autoanticuerpos contra las células de los islotes (islet cell autoantibodies
[ICA]), son una combinacion de varios anticuerpos diferentes dirigidos contra
moléculas del islote como GAD, insulina e ICA-512/IA-2 y sirven como marcadores
del proceso autoinmunitario de la diabetes de tipo 1°.

La determinaciéon de los ICA puede ser Util para clasificar e tipo de diabetes como
1 y para identificar individuos no diabéticos con riesgo de padecerla. Los ICA
estan presentes en la mayoria (> 75%) de los individuos con diagndéstico reciente
de DM tipo 1. En 3 a 4% de los familiares de primer grado de los sujetos con DM
tipo 1 existe ICA, junto con la presencia de trastornos de la secrecion de insulina
predicen un riesgo superior a 50% de padecer DM tipo 1 en los cinco afios
siguientes. Si no existe este trastorno de la secrecion de insulina, la presencia de

ICA predice un riesgo a cinco afios inferior a 25%°2.

En la actualidad la mediciéon de los ICA en individuos no diabéticos es un
instrumento limitado al campo de la investigacién, porque no se ha aprobado
tratamiento alguno para prevenir la ocurrencia o el avance de la DM tipo 1.
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4.2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2.

La resistencia a la insulina y un déficit relativo de la secrecion de la hormona son
aspectos centrales del desarrollo de DM tipo 2, ésta forma de diabetes, la cual

afecta aproximadamente al 90-95% de las personas que padecen DM?" %%,

Consideraciones genéticas.

La DM tipo 2 posee un fuerte componente genético. La concordancia de la DM tipo
2 en gemelos idénticos se sitla entre 70 y 90%. Los individuos con un progenitor
con DM tipo 2 tienen mas riesgo de diabetes*'. En familiares en primer grado no
diabéticos de sujetos con DM tipo 2 existe resistencia a la insulina, demostrada
por una menor utilizacion de glucosa por el masculo esquelético. La enfermedad
es poligénica y multifactorial porque ademas de la susceptibilidad genética,
factores ambientales (como obesidad, nutricion y actividad fisica) modulan el

fenotipo®.
Fisiopatologia.

La diabetes mellitus de tipo 2 se caracteriza por una menor secrecion de insulina,
por resistencia a dicha hormona, por produccion excesiva de glucosa por el higado

y por el metabolismo anormal de grasa®*.

La obesidad visceral o central es muy frecuente en la diabetes de tipo 2. En
etapas iniciales, la tolerancia a la glucosa sigue siendo casi normal, a pesar de la
resistencia a la insulina, porque las células beta del pancreas logran la
compensacion al incrementar la produccion de la hormona. Al evolucionar la
resistencia a la insulina y surgir hiperinsulinemia compensatoria, los islotes
pancreaticos en algunas personas no pueden conservar el estado
hiperinsulinémico y en ese momento surge IGT, caracterizado por incremento en
los niveles de glucemia posprandial’®. La disminucién ulterior en la secrecién de
insulina y el incremento de la produccion de glucosa por el higado culmina en la

diabetes franca con hiperglucemia en el ayuno (Figura 12)*.
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Figura 12. Cambios metabdlicos que ocurren durante el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2. La
secrecion de insulina y la sensibilidad de ésta se encuentran relacionados, conforme el individuo se hace mas
resistente a la hormona (al pasar del punto A al punto B) se incrementa su secreciéon. La incapacidad de

compensar el problema da por resultado trastorno de la tolerancia a la glucosa y en ultima instancia DM tipo 2.

Anormalidades metabdlicas.

Un signo notable de la DM de tipo 2 es la resistencia a la insulina, que es la mejor
capacidad de la hormona para actuar eficazmente en los tejidos destinatarios
(musculo, higado y grasa) y es consecuencia de una combinacién de

susceptibilidad genética y obesidad?® *.

La resistencia a la accién de la insulina altera la utilizacién de la glucosa por los
tejidos sensibles a insulina y aumenta la produccion hepatica de glucosa; ambos
efectos contribuyen a la hiperglucemia de la diabetes. En el mudsculo esquelético
existe un trastorno mayor del uso no oxidativo de la glucosa (formacion de
glucodgeno). La utilizacion de la glucosa por los tejidos independientes de la

insulina no esté alterada en la DM tipo 2* %,

En la diabetes de tipo 2 los niveles de receptor de insulina y de actividad de cinasa
de tirosina estan disminuidos, se cree que en la resistencia a la insulina el factor
predominante lo constituyen los defectos posteriores al receptor, el defecto en las

seflales de cinasa de PI-3 puede disminuir la traslocacion de GLUT4 a la
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membrana plasmatica™. Otra anormalidad comprenden la acumulacién de liquido
dentro de miocitos de fibra estriada que puede disminuir la fosforilacién oxidativa
mitocondrial y aminorar la produccién de ATP mitocondrial estimulada por insulina.
La menor oxidacion de acidos grasos y la acumulacion de lipidos dentro de los

miocitos pueden generar especies de oxigeno reactivas como peréxido de lipido”?.

La obesidad que acompafa a la DM de tipo 2, particularmente la obesidad central
0 visceral, segun se piensa, es una parte del proceso patdgeno la mayor masa de
adipocitos hace que aumenten los niveles de acidos grasos libres. Las adipocinas,
ademas de regular el peso corporal, el apetito y el gasto de energia, también
modulan la sensibilidad a la insulina®*. La mayor produccién de acidos grasos
libres y de algunas adipocinas puede causar resistencia a la insulina en musculo
estriado y en el higado, esto es porque los acidos grasos disminuyen la utilizacién
de glucosa por parte de los musculos de fibra estriada, estimulan la produccion de
glucosa en el higado y aminoran la funcion de las células beta, en la obesidad
disminuye la produccion de adiponectina por parte de los adipocitos, que es un
péptido insulinosensible, y ello podria contribuir a la resistencia a la insulina, por

parte del higado”.
4.3 COMPLICACIONES AGUDAS DE LA DIABETES MELLITUS.

La cetoacidosis diabética (diabetic ketoacidosis, DKA) y el estado hiperosmolar
hiperglucémico (hyperglycemic hyperosmolar state, HHS) son complicaciones
agudas de la diabetes. La DKA ocurre tanto en DM tipo 1 como tipo 2, siendo mas
frecuente en DM tipo 1. EL HHS se observa de manera primordial en individuos
con DM tipo 2. Ambos trastornos se acompaian de deficiencia de insulina
absoluta o relativa, deplecion de volumen intravascular y anormalidades del

equilibrio acidobasico™ *°.

La DKA es el resultado de déficit de insulina combinado con exceso de hormonas
antagonistas (glucagon, catecolaminas, cortisol y hormona del crecimiento). El
descenso de la proporcion entre insulina y glucagén incrementa la

gluconeogénesis, glucogendlisis y formacion de cuerpos ceténicos en el higado*.
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La combinacion de déficit de insulina e hiperglucemia disminuye las
concentraciones de fructosa-6-fosfato. El exceso de glucagon disminuye la
actividad de la piruvatocinasa, mientras el déficit de insulina aumenta la actividad
de la carboxicinasa de fosfoenolpiruvato. Estas alteraciones hepaticas desplazan
la manipulaciéon del piruvato hacia la sintesis de glucosa. La deficiencia de insulina
reduce las concentraciénes de GLUT-4, lo que transtorna la captacion de glucosa
por el musculo esquelético y el tejido graso y reduce el metabolismo intracelular de

la glucosa®.

La cetosis es el resultado de un incremento notable de los acidos grasos libres
procedentes de los adipocitos, con el resultado de un desplazamiento hacia la
sintesis hepética de los cuerpos cetonicos. El descenso de los valores de insulina,
combinados con elevaciones de catecolaminas y hormona del crecimiento,
aumenta la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos libres>. En la DKA la
hiperglucagonemia altera el metabolismo hepéatico favoreciendo la formacion de
cuerpos cetonicos, éstos se encuentran en forma de cetoacidos, que son
neutralizados por bicarbonato. Al agotarse los depdsitos de bicarbonato
sobreviene la acidosis metabdlica. A ella contribuye también el aumento de la
produccion de acido lactico y el incremento de los acidos grasos libres aumenta la

produccién hepatica de lipoproteinas de baja densidad (VLDL)®.

En el estado hiperosmolar hiperglucémico, el déficit relativo de insulina y el aporte
insuficiente de liquidos son las causas que subyacen al HHS. El déficit de insulina
aumenta la produccién hepatica de glucosa por el musculo esquelético. La
hiperglucemia induce una diuresis osmaotica que provoca disminucion del volumen

intravascular, que se exacerba mas por el aporte insuficiente de liquidos'® *.

4.4 COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES MELLITUS.

Las complicaciones cronicas de la DM pueden afectar muchos 6rganos y son
causa de gran parte de la morbilidad y mortalidad. Las complicaciones pueden

dividirse en vasculares y no vasculares (Tabla 7)°’.
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Tabla 7. Complicaciones cronicas.

Complicaciones crénicas de la Diabetes Mellitus

Enfermedades oculares, Retinopatias (no proliferativa y

Microvasculares . : . . .
proliferativa), edema de la mécula, neuropatias y nefropatias.

Arteriopatia coronaria, enfermedad vascular periférica, enfermedad

Macrovasculares
vascular cerebral.

Del tubo digestivo (diarrea, gastroparesia), genitourinarias
Otras (uropatias y disfuncion sexual), dermatolégicas, infecciosas,
cataratas, glaucoma, enfermedad periodontal.

El riesgo de las complicaciones cronicas aumenta con la duracion de la
hiperglucemia; suelen hacerse evidentes en el transcurso del segundo decenio de
la hiperglucemia. Como la DM tipo 2 puede tener un periodo prolongado de
hiperglucemia asintomatica, muchos individuos presentan ciertas

complicaciones® &,

5. MEDICION DE GLUCOSA EN SANGRE.

La glucosa se puede medir del suero, plasma o sangre total. En la actualidad, la
mayor parte de las mediciones de glucosa se realizan en suero o plasma, esto es
porque la concentracion de glucosa en sangre total es alrededor de 15% mas baja

que la concentracién de glucosa en suero o plasma® * ”°.

El suero o plasma se debe refrigerar y separar de las células en un plazo no
mayor a una hora para evitar la pérdida sustancial de glucosa por fraccionamiento
celular. La glucosa de un ayuno se debe obtener después de un ayuno de 8 a 10
horas. También se puede cuantificar glucosa del liquido cefalorraquideo, saliva,
lagrimas, liquido linfatico y la orina, pero las mediciones de glucosa en orina no se

emplean para el diagnéstico de diabetes, s6lo para propésito de monitoreo™.

La capacidad de la glucosa para funcionar como un agente reductor ha sido util en

la deteccidén y cuantificacién de carbohidratos en liquidos corporales. La glucosa y
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otros carbohidratos (hexosas) son capaces de reducir los iones cupricos en
disolucién alcalina a iones cuprosos. La disolucién pierde su color azul intenso y
se forma un precipitado rojo de Oxido cuproso. Los reactivos de Benedict y
Fehling, que contienen una solucion alcalina de iones cupricos estabilizados por
citrato o tartrato, respectivamente, han sido utilizados para detectar agentes

reductores en orina y liquidos corporales® 3.

Otra caracteristica quimica que se aprovecha para cuantificar carbohidratos es la
capacidad de estas moléculas para formar bases de Schiff con aminas aromaticas.
La O-toluidina en una disolucién acida caliente producira un compuesto coloreado
con una absorbancia maxima a 630 nm. La galactosa, una aldohexosa y la
manosa, una aldopentosa, reaccionaran también con O-toluidina y produciran un

compuesto coloreado que puede interferir con la reacciéon®”.

En los métodos mas comunes de andlisis de glucosa se emplean las enzimas

oxidasa de glucosa o hexocinasa (Tabla 8).

Tabla 8. Métodos de medicién de glucosa.

METODOS DE MEDICION DE GLUCOSA

Glucosa + O, + H,0 BMeosaoNdasa — 5cido gluconico + H,0,

Glucosa oxidasa peroxidasa

H,O,+ cromdgeno reducido ————— cromogeno oxidado +
H,O

Glucosa + ATP 12253, gjycosa-6-fosfato + ADP

Hexocinasa Glucosa-6-p + NADP G-6-P deshidrogenasg NADPH + H' + 6-
fosfogluconato

Clinitest Sustancia reductora + Cu**— Cu,0

El método Clinitest es una modificaciéon de Benedict’.

La glucosa oxidasa es la enzima mas especifica que reacciona s6lo con B-D-
glucosa. La glucosa oxidasa transforma a la p—D-glucosa en acido gluconico, se

consume oxigeno y se produce peréxido de hidrégeno® 4.
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La peroxidasa de radbano se emplea para catalizar la segunda reaccion, y el
peréxido de hidrogeno se emplea para oxidar un compuesto colorido. Dos
cromodgenos de uso comun son la hidrazona de 3-metil-2-benzotiazolinona y la
N,N-dietilanilina. ElI cambio de absorbancia se puede monitorear
espectrofotométricamente y es proporcional a la cantidad de glucosa presente en

la muestra® .

Las concentraciones altas de &cido Urico, bilirrubina y acido ascoérbico pueden
causar valores reducidos falsos como resultado de que la peroxidasa oxida a
estas sustancias, lo que evita la oxidacion y deteccion del cromogeno. Los

oxidantes fuertes (blanqueador), causan valores altos falsos®! %,

Se considera que el método de hexocinasa es mas exacto que los métodos de
glucosa oxidasa porque la reaccion de acoplamiento con glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa es muy especifica; por tanto, tiene menos interferencia que el
procedimiento de glucosa oxidasa>®.

La hexocinasa en presencia de ATP convierte la glucosa en glucosa-6-fosfato, y el
cofactor NADP™ convierte a la glucosa-6-fosfato en 6-fosfogluconato y NADPH
mediante glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. EI NADPH tiene un maximo de
absorbancia a 340nm y al monitorizarse por medio de un espectrofotbmetro es

proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra* *®.

6. ANTECEDENTES.

La Diabetes mellitus ha mostrado incremento progresivo de su incidencia y
prevalencia en el mundo, especialmente en el continente americano®® . La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula el nimero de personas con
diabetes en el mundo es de 171 millones, convirtiéndose en un problema de salud
publica importante debido a los altos costos de su tratamiento y de la prevencién

de las complicaciones®* *°.

El conocimiento de la Diabetes se menciona desde la antigiedad en el papiro de

Ebers (1550 A. de C.), desde entonces la importancia de la medicion de glucosa
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en los fluidos corporales a tomado importancia para la prevencion, diagndéstico y
tratamiento de ésta enfermedad. Desde los descubrimientos de John Rollo, con
respecto a los niveles de glucosa en sangre, se generan ciertos avances en los

laboratorios en cuanto a la determinacién de glucosa en sangre®.

En 1965, la compafiia AMES, division de la corporacion de laboratorios Miles,
actualmente conocida como Bayer, desarrolla e introduce al mercado un producto
llamado Destrostix. El producto fue inventado por Ernie Adams en 1963, el cual
estaba destinado a las clinicas extra-hospitalarias®. El aparato utilizaba tiras
reactivas de papel, las cuales se le agregaba una gota de sangre capilar,
desarrollando un color azul, con el cual podian comparar el mismo a una escala
colorimétrica, proporcionando un valor aproximado de los niveles de glucosa en
sangre®. El producto se consider6 como un andlisis semi-cuantitativo, ya que
dependiendo de factores visuales, como la intensidad de luz, daba un margen de

error considerable®?.

En 1970 aparecieron los primeros medidores de glucosa que ofrecian resultados
cuantitativos basados en métodos fotométricos simples los cuales detectaban los
cambios de color producidos por indicadores presentes en un soporte solido (tiras
reactivas), logrando por medio del lavado y secado de la tira el analisis final, esto
implicaba por tanto un alto grado de manipulacion por parte del personal de salud
o del paciente® ®2. Los medidores evolucionaron hacia sistemas méas sencillos los
cuales evitaban los pasos de lavado y de secado. Estos sistemas, basados en
técnicas fotométricas han sido sustituidos paulatinamente por otros métodos mas

eficientes®,

En la actualidad la mayoria de los glucometros utilizan tiras reactivas que se
basan en un método electroquimico; es decir, lleva incorporados electrodos que
proporcionan una corriente de electrones proporcional a la cantidad de glucosa

oxidada presente en una muestra de sangre®.

El método electroquimico se realiza por medio de iones electroliticos, la migracion

del i6n sodio (Na*), hacia el catodo del sensor induce un flujo electrosmotico hacia
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este electrodo, resultando en la extraccion de glucosa en el catodo. La
concentracion de glucosa es medida por un biosensor. La selectividad biolégica en
este biosensor estd en la enzima glucosa oxidasa (GOD) la cual cataliza la
oxidacion de glucosa a acido gluconico y peroxido de hidrégeno. El peroxido de
hidrogeno es detectado por una reaccion de oxidacion electrocatalitica en un
platino contenido en el electrodo en el sensor, donde es producida una corriente

eléctrica y generando oxigeno® ®*,

7. JUSTIFICACION

En México, desde el punto de vista del Sistema Unico de informacion para la
Vigilancia Epidemiologica (SUIVE), la diabetes es una enfermedad de salud
publica que afecta a todas las clases sociales®®. Desde 1940 la diabetes ya se
encontraba dentro de las primeras 20 causas de mortalidad con una tasa de 4.2
por 100,000 habitantes, a partir de 1970 las consecuencias de la enfermedad ha
estado en aumento, llegando a ser, en nuestros dias, una de las diez primeras
causas de mortalidad en el pais, incrementandose la tasa de mortalidad en 61.8
por 10,000 habitantes para mujeres y de 51.6 por 100,000 habitantes para
hombres® ?*. Esto se debe a factores como estilo de vida sedentaria, obesidad,
uso inmoderado de tabaco, alcohol, alimentacién alta en grasas saturadas y
carbohidratos simples. Segun estos datos, estamos frente a una de las
enfermedades que mas atencion requieren, por su alto indice de crecimiento en la

poblacién mexicana®® ®.

Para el control y prevencion de ésta enfermedad, las instituciones de salud
recomiendan diferentes estrategias de cuidados realizados en otros paises, donde
se ha tenido éxito. Entre las sugerencias que se recomiendan esta el monitoreo de

la concentracién de glucosa, dieta y ejercicio® °.

El diagndstico de diabetes por lo general es tardio. Casi un 50% de las personas
desconocen su condicidén varios meses 0 afios y grandes porcentajes de pacientes
recién diagnosticados presentan complicaciones como retinopatias (16-21%),
nefropatias (12-23%) y neuropatias (25-40%)>" *.
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Las mejoras en el conocimiento y cuidado de la diabetes han ido siempre muy
paralelas al desarrollo técnico de cémo medir la glucosa®. Con el paso de los afios
se han desarrollado técnicas mas rapidas y menos invasivas para el control de la
diabetes, como la creacion de los glucometros. Segun el Instituto Nacional
Americano de Salud para el Control del Diabético y Determinaciéon de las
Complicaciones y la Asociacién Americana de Diabetes (ADA), consideran el uso
apropiado de los glucometros comerciales en casos de urgencia y emergencia, asi
como en el autocontrol de la diabetes, para reducir las complicaciones a corto y
largo plazo tanto en la consulta externa como en el hogar del paciente'® %% %,

En muchas instituciones de México se han utilizado los glucometros para el
anélisis de la glucemia en los pacientes diagnosticados con diabetes mellitus®® °,
El uso en nuestro pais de los glucometros es cada vez mayor para el autocontrol
de los pacientes diabéticos e incluso al ser métodos comodos y rapidos se han
comenzado a utilizar en centros de salud para mediciones rutinarias y como
métodos para el control de la glucemia®® *°.

Debido al aumento del uso de los glucémetros, se justifica realizar un estudio para
conocer la validez en los resultados que se obtienen por los glucometros, siendo
un aspecto de alto interés en la practica clinica. La valoracién de los glucometros
en los laboratorios clinicos es un aspecto poco estudiado y es de gran importancia
conocer la confiabilidad en los resultados obtenidos por los glucémetros y sus

ventajas al ser utilizados dentro de los laboratorios clinicos.

7.1 HIPOTESIS.

e Si los glucometros comerciales son fabricados para detectar y controlar la
glucemia de diabéticos, entonces, pueden ser utilizados dentro de un
laboratorio clinico para realizar pruebas rapidas de medicion de glucosa.
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7.2 OBJETIVO GENERAL.

e Evaluar la validez de dos glucometros comerciales para su utilizacion en un

laboratorio clinico.
7.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Comparar los resultados obtenidos por los glucometros comerciales con los
resultados obtenidos por la técnica enzimatica de glucosa GOD-PAD,

utilizada en el laboratorio clinico.

e Evaluar las ventajas y desventajas que pueden presentarse al utilizar los

glucometros comerciales al analizar las muestras.
7.3 TIPO DE INVESTIGACION.
Se realizé una investigacion prospectiva, transversal y descriptiva.

El trabajo se realizo en el laboratorio de analisis clinicos Felipe Semmelweis en
Cuernavaca, Estado de Morelos. ElI material biologico empleado fue sangre
venosa proveniente de pacientes que se presentaron en las instalaciones del
laboratorio para andlisis de glucosa en sangre. El tamafio de la muestra fue de 70
casos, en los cuales, se realizaron tres mediciones, por cada muestra, para su
analisis. Las mediciones se llevaron a cabo por cada uno de los dos glucémetros
portatiles sometidos a estudio: OpXc y AcCh, y por el anadlisis de glucosa en
sangre que realiza el laboratorio (Método enziméatico de glucosa GOD-PAD por
colorimetria de N,N-Dietilanilina-4-Aminoantipirina).

7.4 DISENO EXPERIMENTAL
7.4.1 SINTESIS DEL PROYECTO.

El objetivo principal de este trabajo es el evaluar la validez de dos glucémetros
comerciales (OpXc y AcCh) para su uso, como una prueba rapida, en el andlisis
de glucosa en sangre de rutina de un laboratorio clinico; para lograr este objetivo

los resultados obtenidos por ambos glucometros se han de comparar con la
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técnica enzimatica GOD-PAD por colorimetria de N,N-Dietilanilina-4-
Aminoantipirina, ésta técnica es utilizada en el laboratorio para el analisis de

glucosa en sangre.
8. MATERIAL Y METODOS.
8.1 MATERIAL BIOLOGICO.

El material biolégico utilizado fueron muestras de sangre de pacientes que
acudieron al laboratorio de analisis clinicos “Felipe Semmelweis”, en Cuernavaca,
Morelos. Para la obtencion de las muestras fue utilizando el sistema
VACUTAINER, siguiendo el protocolo para la obtencién de muestras de sangre.

Se incluyd un total de 70 casos proporcionados por el laboratorio.

Como control interno se emplearon soluciones estandar de glucosa a 300 mg/dl,
100 mg/dl, 75 mg/dl y 45 mg/dl para realizar la curva patron de glucosa.

Los protocolos empleados en éste proyecto fueron: Protocolo de Toma de Muestra
Sanguinea, Sangre Venosa, Protocolo del Glucometro Comercial OpXc, Protocolo
del Glucometro Comercial AcCh y Protocolo de Determinacion de Glucosa en
Sangre, Meétodo Enziméatico por Colorimetria de N,N-Dietilanilina-4-

Aminoantipirina, (Ver Anexo.)

9. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables a comparar en este estudio son los valores que se
obtienen por medio de los glucémetros comerciales y por el método
utilizado en el laboratorio para la determinacion de glucosa en
sangre.

Hipdtesis nula (Hy) Las medias de la concentraciobn de glucosa
(mg/dL), de los glucoOmetros comerciales en evaluacién son iguales a
la media que se obtiene por el método de laboratorio. Hipé4tesis
alterna (H;) Las medias, de la concentracion de glucosa en sangre,

obtenidas por cada uno de los glucémetros comerciales en evaluacion
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son diferentes que la media que se obtiene por el método de

laboratorio.
9.1 PRUEBA ESTADISTICA.

Los datos fueron analizados, utilizando SPSS Data Editor para Windows, version
10.0, con un nivel de significancia de o =0.05. Los datos se organizaron mediante
tablas, donde se calculé el numero de intervalos de clase y su frecuencia para los
datos obtenidos. A partir de ésta informacion se construyé una tabla de
frecuencias y se construyeron sus respectivos histogramas, para cada conjunto de

datos, con el objeto de conocer la distribucion que presentan.

A la informacién obtenida se le aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov para

conocer el tipo de distribucidn que presentan cada conjunto de datos.

De igual manera para cada conjunto de datos se calculé sus medidas de
tendencia central y de dispersion para ayudar en la descripcién estadistica de los

mismos.

Con la finalidad de establecer las diferencias entre las medias de los datos
obtenidos por los diferentes técnicas, la prueba que se utilizo fue la prueba
estadistica de Freedman y, para determinar la correlacion que existe entre las

diferentes técnicas se utilizo el coeficiente de correlacion de Spearman.
9.2 REGLA DE DECISION.

Si la probabilidad determinada, es menor a 0.05, se rechaza Hy. En caso contrario,

se acepta Ho.
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10. RESULTADOS.

Para decidir la prueba estadistica que permite determinar si existen diferencias
entre los métodos utilizados, en este proyecto, para la determinacién de glucosa
en sangre, se uso la prueba de Kolmogorov-Smirnov con un o = 0.05. Esta prueba
proporciona informacién util para conocer que tipo de distribucién esta
presentando el conjunto de datos obtenidos. Para los glucémetros comerciales,
OpXc y AcCh, y para el laboratorio de referencia se obtuvo un valor de
p < 0.00001, ver: tabla 9. El valor que se obtuvo indica que los datos no se ajustan
a una distribucién normal por lo que se optd utilizar pruebas estadisticas no

paramétricas.

Tabla 9.

PRUEBA DE BONDAD DE AJUSTE DE KOLMOGOROV-SMIRNOV DE UNA MUESTRA
APLICADA EN LOS VALORES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL) OBTENIDOS POR
DOS GLUCOMETROS COMERCIALES Y POR EL LABORATORIO.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov de una muestra

OpXc AcCh Laboratorio
N 70 70 70
Media (mg/dL) 133.54 134.07 134.93
Desv. STD. 66.72 67.61 69.56
2.179 2576 -
Kolmogorov-Smirnov '
Z
Asymp. Sig. (2-colas) 0 0 0.0000181

N: Tamafio de la muestra

El histograma de cada uno de los métodos utilizados muestra un sesgo positivo, o
sesgados a la derecha, esto quiere decir que la distribucién de los valores no es

simétrica y por lo tanto es no paramétrica, ver: figura 13.
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Figura 13. A) Histograma de los valores de glucosa en sangre, en mg/dL, obtenidos por el glucémetro comercial OpXc. B)
Histograma de los valores de glucosa en sangre, en mg/dL, obtenidos por el glucometro comercial AcCh. C) Histograma de
los valores de glucosa en sangre en mg/dL, obtenidos por el método enzimatico de glucosa GOD-PAD por colorimetria de
N,N-Dietilanilina-4-Aminoantipirina utilizado en el laboratorio. A partir de 70 muestras.
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La determinacion de la concentracion de glucosa en sangre (mg/dL) de las 70
muestras, mediante el uso de tres métodos diferentes (OpXc, AcCh y Método
enzimatico GOD-PAD) con respecto a las medidas de tendencia central muestra
que los valores obtenidos de las medias de cada método son similares, siendo el

valor del laboratorio el mas alto, ver: tabla 10.

Tabla 10.

MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL DE LOS VALORES DE GLUCOSA EN SANGRE
(mg/dL) OBTENIDOS CON LOS GLUCOMETROS Y CON EL LABORATORIO.

Método Media Mediana Moda
OpXc 133.54 95 96
AcCh 134.07 104 104

Laboratorio 134.92 97 97

Datos expresados en mg/dL.

El rango proporciona informacion acerca de la dispersion que presentan el
conjunto de valores de cada método utilizado. Los resultados del rango del
laboratorio se ubican en medio de los dos valores del rango de los dos
glucometros, siendo el valor de rango del glucometro OpXc el mas bajo, con
menos dispersion, y el valor de AcCh el mas alto, siendo el método con mayor

dispersién en los datos.

En los valores de desviacion estandar de los tres métodos se observa que la
desviacién estandar obtenida por el laboratorio es mayor que las desviaciones
estandar de los glucometros comerciales, esto quiere decir que las muestras que
se analizaron con los tres métodos provienen de una poblacion heterogénea. De
igual manera los valores de coeficiente de variacién (C.V.) de los tres métodos son
altos, siendo el valor del laboratorio el mas alto. En un andlisis del coeficiente de
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variacion de cada uno de los datos, obtenidos por los tres glucometros
comerciales y por el laboratorio, se observa que en un 70% de los valores

muestran un C.V. menor al 5%, ver: tabla 11.

Tabla 11.

MEDIDAS DE DISPERSION DE LOS VALORES DE GLUCOSA EN SANGRE
OBTENIDOS CON LOS GLUCOMETROS Y CON EL LABORATORIO.

Método Valor Rango Var. D.E. Sesgo C.V.
Maximo minimo

OpXc 369 60 309 4451.74 66.72 1.73 49.9

AcCh 404 74 330 4571.74 67.61 1.33 50.4

Laboratorio 400 79 321 4830.73 69.56 1.63 51.6

Datos expresados en mg/dL, Var.: varianza, D.E.: Desviacion estandar, C.V.: Coeficiente
de variacion.

En virtud de haber obtenido una p < 0.05 con la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para los datos de los tres métodos (tabla 9), la prueba estadistica que se utiliza
para analizar las diferencias entre los valores de concentracion de glucosa en
sangre, obtenidos por los tres métodos, es la prueba de Friedman para datos no

paramétricos, ver: tabla 12.

Tabla 12.

PRUEBA DE FRIEDMAN PARA LOS DATOS OBTENIDOS CON LOS GLUCOMETROS
COMERCIALES COMPARADOS CON LOS DATOS OBTENIDOS POR EL
LABORATORIO.

Prueba Estadistica de Friedman

OpXc vs Laboratorio AcCh vs Laboratorio

N 70 N 70

: Chi-
Chi-Cuadrada 0.014 1.209
Cuadrada

Df 1 df 1

Asymp. Sig. 0.904 Asymp. Sig. 0.272
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En ésta prueba se comparan los valores de glucosa obtenidos por cada uno de los
glucometros comerciales, utilizados en el trabajo experimental, con los valores de

glucosa obtenidos por el laboratorio de referencia.

Al comparar los valores de OpXc con los del laboratorio el resultado que se
obtiene con la prueba es p = 0.904, esto indica que no existe diferencia
significativa entre los valores obtenidos por el glucometro OpXc y con los valores
del laboratorio. Se compararon, de igual manera, los valores del segundo
glucédmetro AcCh con los valores del laboratorio. El resultado que se obtiene es
p = 0.272, esto indica que no existe diferencia significativa entre los valores

obtenidos por el glucometro AcCh y con los valores del laboratorio.

Para observar qué correlacion tienen los valores de cada uno de los glucometros
comerciales con los valores del laboratorio se utiliza el coeficiente de correlacion
de Spearman. El resultado que se obtiene de la comparacién de los valores
obtenidos por OpXc con los valores obtenidos por el método del laboratorio es una
p = 0.976, y el resultado de la comparacion de los valores obtenidos por AcCh con
los valores obtenidos por el método del laboratorio es una p = 0.975. Estos valores
indican que existe una muy buena correlacién y refuerzan los resultados que se
obtuvieron con la prueba de Friedman en que no existe diferencia significativa,
Ver: tabla 13.

Tabla 13.

CORRELACION DE MUESTRAS APAREADAS DE LOS DATOS OBTENIDOS POR LOS
GLUCOMETROS Y COMPARADOS CON LOS DATOS OBTENIDOS POR EL
LABORATORIO.

Correlacion de muestras apareadas

N Correlacion Sig.
Par 1 OpXc vs Laboratorio 70 0.976 0
Correlacion de
muestras
apareadas
N Correlacion Sig.
Par 1 AcCh vs Laboratorio 70 0.975 0
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Para representar graficamente la diferencia de los valores de cada uno de los
glucémetros y el del laboratorio se puede observar que los valores de cada uno de
los glucometros, de las 70 muestras, se encuentran cerca de los valores del

laboratorio, ver: figuras 14 y 15.

Figura 14. Representacion grafica de las comparaciones entre los valores de glucosa en sangre obtenidos
con‘® glucometro comercial OpXc, Bl glucémetro comercial AcCh y A método enzimatico de glucosa GOD-

PAD por colorimetria de N,N-Dietilanilina-4-Aminoantipirina utilizado en el laboratorio.
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Figura 15. Representacién grafica de las comparaciones entre los valores de glucosa en sangre obtenidos
con: @ glucometro comercial OpXc, = glucometro comercial AcCh y A método enzimatico de glucosa GOD-
PAD por colorimetria de N,N-Dietilanilina-4-Aminoantipirina utilizado en el laboratorio, ordenados de manera

ascendente con respecto a los valores del laboratorio.

En la representacion grafica de los valores individuales, obtenidos por los
glucometros comerciales y por el laboratorio, se observa que la mayoria de los
datos se encuentran muy correlacionados, a pesar de la dispersion que se
muestra en las graficas, poseen una tendencia lineal, tanto la comparacién de los
valores obtenidos por los dos glucometros comerciales (AcCh y OpXc), como la
comparacion de los valores obtenidos por el laboratorio de referencia con cada

uno de los glucometros comerciales, ver: figuras 16, 17 y 18.

El resultado obtenido por la prueba de Friedman indica que no existen diferencias
significativas entre los valores de los dos glucémetros comerciales y los valores

obtenidos por el método del laboratorio, por lo tanto se acepta la hipotesis nula
(Ho).
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AcCh.

Figura 16. Representacion grafica de los valores obtenidos por el glucdmetro AcCh VS la técnica enzimatica

del laboratorio de referencia.

OpXc

Figura 17. Representacion grafica de los valores obtenidos por el glucometro OpXc VS la técnica enziméatica
del laboratorio de referencia.
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OpXc

Figura 18. Representacion grafica de los valores obtenidos por el glucometro OpXc VS el glucémetro AcCh.

11. DISCUSION.

Los glucémetros comerciales, desde la década de los afios 70°s, han sido creados
y utilizados en el apoyo del control de la glucemia en la diabetes mellitus. Los
estudios que se han realizado acerca de las complicaciones de la diabetes,
concuerdan que el monitoreo continuo, apoyado de dieta y ejercicio, contribuye a
una mejora en la calidad de vida del paciente y evita que se desarrollen
complicaciones agudas y cronicas propias de la enfermedad.

La ADA, en 1986, acepta el monitoreo personal para los pacientes que requerian
el uso de insulina. Esto excluia al 90% de los pacientes diabéticos, pero con
investigaciones recientes se ha implementado el uso de los glucémetros para
monitorizar la glucemia en pacientes con diabetes tipo 2. La diabetes, en estos
altimos afos, ha llegado a ser considerada un problema de salud publica por los
costos de tratamiento y hospitalizacion, principalmente por las complicaciones

cronicas que produce la enfermedad. El diagnostico de la diabetes ademas de
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basarse en criterios clinicos tiene como parametro principal la medicion de la
glucemia. La medicion de la glicemia se lleva a cabo en los laboratorios clinicos
utilizando el método enzimético de glucosa oxidasa, el cual es un método muy
especifico, éste método puede efectuarse dentro de los 30 minutos siguientes a la
obtencion de la muestra, pero el diagndéstico de diabetes por lo general es tardio y

se llega a reconocer cuando ya existen complicaciones cronicas evidentes.

El uso del glucometro se ha considerado sencillo y de amplia aplicacién en la
medicién de la glucemia®’, por lo tanto en este estudio el objetivo principal es
comparar los resultados obtenidos por dos glucometros comerciales con los
resultados que se obtienen del laboratorio clinico utilizando la técnica enzimatica
de determinacion de glucosa en sangre, en una misma muestra, para analizar la

validez de utilizar los glucometros comerciales analizados en un laboratorio clinico.

Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba de Friedman, la cual sirve
para datos que no presentan una distribucién normal. Esta prueba estadistica
permitid6 comparar los resultados obtenidos por OpXc y AcCh contra los resultados
que se obtuvieron con la técnica enzimatica de glucosa oxidasa utilizada en el
laboratorio clinico. Se comparé los datos del glucémetro OpXc contra los datos del
método utilizado en el laboratorio, obteniendo un resultado de p = 0.904 y se
compararon los datos del glucometro AcCh contra los datos que se obtuvieron por

el laboratorio, obteniendo una p = 0.272, tabla 12.

Los resultados que se obtuvieron en la prueba de Friedman indican que los dos
glucometros, al compararlos contra el laboratorio, no existe diferencia significativa,
el resultado que se obtiene en la comparacién del glucometro OpXc contra el
laboratorio result6é tener un valor de p mayor que con la comparacién de AcCh vy el
laboratorio, esto indica que entre los glucémetros analizados el mas cercano a los

datos del laboratorio es el OpXc.

También se analizo el coeficiente de correlacion por la prueba de Spearman para
poder observar el grado de relacidon que poseen los datos de los glucometros con
respecto a los datos del laboratorio y se obtuvieron una P = 0.976 y una p = 0.975,
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tabla 13, para la comparacion de los datos de OpXc contra los datos del
laboratorio y los datos de AcCh contra los datos del laboratorio, respectivamente.
Se observa que es una buena correlacion, reforzando el resultado obtenido por la

prueba de Friedman.

Al graficar los datos obtenidos por OpXc, AcCh y por el laboratorio (figura 14 y 15)
se observa que los datos de los dos glucometros son cercanos a los datos del
laboratorio, esto indica que los datos de los glucémetros tienen una gran cercania

entre todos los datos reportados por el laboratorio.

Estadisticamente, los resultados indican que no existe diferencia significativa entre
los datos obtenidos por los dos glucometros y los datos obtenidos por el
laboratorio, sin embargo, en la figura 15, se observa que los datos de los tres
meétodos (los dos glucometros y el laboratorio), son semejantes, pero al detectar
niveles de glucosa superiores a los 120 mg/dL algunos valores obtenidos por los
glucometros comienzan a alejarse de los datos del laboratorio. En la prueba
estadistica se utilizan las medias de los datos, esto provoca que los datos
individuales en los que hay diferencias se mezclen con los datos en donde la
variacion es menor. Tomando en cuenta ésta observacion se analizd
individualmente cada uno de los datos obtenidos por los tres métodos, graficando
los datos de cada uno de los glucometros contra los datos obtenidos por el

laboratorio.

Al graficar los datos de cada uno de los glucometros contra los datos obtenidos
por el laboratorio, ver: figuras 16 y 17, se observa que la distribucion de los datos,
en ambas gréficas, tiende a ser un modelo lineal. Esto indica que, al obtener un
valor de glucosa elevado por el glucometro, entonces el valor reportado por la
técnica del laboratorio sera semejante al reportado por el glucometro. Al calcular la
ecuacion de la lineal para cada una de las gréficas, el coeficiente de determinacién
(R?), de cada gréfica, indica que el modelo lineal propuesto explica la relacién que

hay entre las dos variables.
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A pesar de obtener un buen coeficiente de determinacion, se observa que la
mayoria de los puntos de la poblacién estadistica, de las figuras 16 y 17, se
encuentran en el intervalo de 75 a 130 mg/dL, una caracteristica de estos puntos
es que se asemejan a la linea de la ecuacion de la recta propuesta. Al obtener
resultados de concentracion de glucosa mayores se observa que algunos puntos

se alejan de la linea recta.

La diferencia que se observa entre los datos de ambos glucometros con los del
laboratorio se puede deber a que el nivel de glucosa de las muestras excede el

rango de medicion de los glucoOmetros.

En la figura 18 se compararon los datos de ambos glucometros entre si y la R?
que se obtuvo fue menor que el R* de la comparacién de cada uno de los
glucometros contra el laboratorio, esto se puede deber a la diferencia en que se

procesa la muestra en cada uno de los glucometros.

El glucometro OpXc utiliza tiras reactivas que funcionan con electro-quimica,
siendo éste un método avanzado, reduciendo las desventajas en cuanto a la
dosificacion de la muestra, manejo del glucometro, analisis rapido. El glucometro
AcCh, utiliza en sus tiras reactivas una membrana en donde se encuentran fijados
los reactivos, el glucédmetro posee un lector 6ptico que mide la intensidad de color
formado de la reaccion y asi cuantifica la cantidad de glucosa de la muestra.

Muchas de las instituciones de salud en México han comenzado a utilizar los
glucometros como prueba rapida para la determinacién de glucosa y como apoyo
en el monitoreo de la glucemia de los pacientes diagnosticados con diabetes
mellitus. En los laboratorios clinicos, la glucemia se ha estado analizado por medio
de métodos enziméaticos, siendo éstos métodos los méas especificos para el
analisis de glucosa. Con la creciente incidencia de la diabetes mellitus en México,
se esta requiriendo que en los laboratorios de diagndstico clinico se trabaje con
meétodos confiables rapidos, econdmicos y sencillos para el andlisis y deteccion

del inicio de la enfermedad.

68



12. CONCLUSIONES.

En el control de la glucemia en pacientes diabéticos y no diabéticos es de gran
importancia ya que existe una relacién directa entre los niveles de glucosa en
sangre y sus complicaciones. Las técnicas para determinar la glucosa por el
meétodo enzimatico GOD-PAD, utilizada por los laboratorios clinicos son de gran
ayuda en el control de la glucemia al ser especificos, pero no toda la poblacion
tiene acceso a éste andlisis principalmente por costos. En la actualidad se han
desarrollado dispositivos para la medicion de glucosa que ofrecen ventajas en el
tiempo del tratamiento de la muestra, asi como en la reduccion en el material

utilizado, en el uso de reactivos y produccion de residuos peligrosos.

Con los glucometros comerciales analizados se obtienen resultados que no son
estadisticamente diferentes a los resultados obtenidos a través de la técnica del
laboratorio. Los glucémetros comerciales mostraron ser muy sencillos en su
manejo para la determinacion de glucosa, en cambio con la técnica utilizada en el
laboratorio fue un método laborioso, por lo cual se puede utilizar como prueba

rapida en el laboratorio clinico.

El costo por la determinacion de glucosa utilizando los glucémetros, resulto ser
mAas econodmico en comparacion con el costo de una determinacion de glucosa
con la técnica del laboratorio, esto puede permitir que una mayor cantidad de la
poblacién pueda acceder al andlisis de glucosa en sangre, obteniendo resultados

en menor tiempo.

Sin embargo algunos resultados de las muestras se observa que difieren del
modelo lineal propuesto, esto se puede deber a que el nivel de glucosa de la
muestra exceda el rango de medicion del glucémetro, por lo que deberan ser
empleados, siendo cuidadosos en el manejo de los glucémetros.

En el laboratorio clinico los resultados que se obtienen son de gran importancia ya
que repercuten en el paciente, los métodos asi como los resultados deben ser

confiables y evitar cualquier efecto del ambiente para producir un resultado falso.
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13. ANEXO.

13.1 PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRA SANGUINEA, SANGRE
VENOSA.

|. CONDICIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA.

Es necesario que la persona que va a tomar la muestra adopte actitud de

confianza, seguridad y equilibrio.

Conocer y realizar los procedimientos necesarios para minimizar los errores en la

toma de muestras.

Explicar brevemente al paciente las maniobras que va a realizar para obtener la
mayor colaboracion posible. Debe tranquilizarse al paciente para disminuir el
estado de estrés.

Revisar que todo el material esté listo (tubos rotulados, torundas de algodon,

alcohol, ligaduras, jeringa, gradilla, tapones).

El paciente y el operador deben estar en posicion confortable y en un sitio con

buena iluminacion.

El paciente debe estar sentado comodamente y debe extender el brazo sobre el
borde de una mesa, encima de una toalla desechable, para tener acceso facil y

comodo a la fosa antecubital. Evitar el uso de bancos altos sin respaldo.

Es necesario tener en cuenta el tipo de analisis, el volumen de la muestra y la

edad del paciente.
Para un volumen mayor, el sitio mas adecuado es la vena que se encuentra en el

pliegue anterior de la flexion del codo, se recomienda utilizar la vena mediana

basilica o cefalica.
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En los pacientes obesos las venas que se observan azulosas son demasiado
superficiales y pequeinas y es mejor no utilizarlas.
Il. PROCEDIMIENTO PARA LA PUNCION VENOSA.

1. Verificar que las etiquetas coincidan con la solicitud de las pruebas.

2. Se identifica al paciente comprobando su nombre completo y fecha de
nacimiento. Si se encuentra inconsciente, debe de verificarse su identidad a
través de una enfermera o un familiar.

3. No se debe extraer muestra alguna sin identificar adecuadamente al
paciente.

4. Si se solicita una muestra en ayunas, debe comprobarse que el paciente no
ha ingerido alimentos. Hay que dirigirse al paciente e informarle sobre el
procedimiento.

5. Se debe colocar adecuadamente al paciente, segun se encuentre sentado o
en decubito prono, para tener acceso facil a la fosa antecubital.

6. Se debe preparar todo el material, incluidos los tubos, la ligadura, los
objetos para limpiar la piel, las jeringas; cuando sea necesario, la aguja
estéril y el dispositivo para fijarla.

7. Se solicita al paciente que cierre el pufio para que las venas resulten mas
palpables.

8. Se selecciona la vena adecuada para la puncion.

9. Se limpia la zona de la puncién con una torunda humedecida con alcohol
isopropilico al 70%. Se comienza en el punto de la puncion y se prosigue la
limpieza hacia fuera siguiendo un movimiento espiral.

10.Se aplica un torniquete varios centimetros por encima de la zona de
puncion. No dejarlo mas de un minuto.

11.Se fija la vena tanto por encima como por debajo del lugar de puncion, con
ayuda de los dedos pulgar y medio o indice y pulgar.

12.Se realiza la venopuncién: a) se penetra la piel con la aguja formando un

angulo de 15° con el brazo y con el bisel hacia arriba se sigue la direccion
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de la vena; b) se introduce la aguja con suavidad pero con rapidez para
reducir las molestias. No hay que “enterrar” la aguja; c) si se utiliza una
jeringa, se tira hacia atrds del émbolo, con tension lenta y uniforme a
medida que la sangre va fluyendo en su interior; d) si se utiliza un tubo al
vacio, en cuanto la aguja haya penetrado en la vena se dirigira el tubo todo
lo posible hacia delante apoyandose en el dispositivo de sujecion (de la
misma forma en que se introduce el émbolo de una jeringa). Al mismo
tiempo mantenga firmemente la aguja en su lugar. Una vez que se haya
llenado el tubo, se retira cogiéndolo por su extremo y tirando suavemente
de él.

13.Si la muestra ha sido extraida con jeringa se transferira la sangre a los
tubos correspondientes después de retirar la aguja.

14.Colocar las muestras en una gradilla e identificarlas.
13.2 PROTOCOLO DEL GLUCOMETRO COMERCIAL OpXc.
El protocolo consistié de los siguientes pasos.
|. PREPARACION DEL EQUIPO.
Lavarse las manos con agua, jabon y aseptizar el area de toma de muestra.
Preparar en la mesa de trabajo el siguiente material:

-Guantes, algodon, alcohol isopropilico al 70%, soporte para la aguja (vacutiner),
agujas desechables estériles calibre 20, 19 o 18 (vacutiner), tubos de tapon rojo
sellados al vacio, ligadura de goma (2-5 mm de diametro por 35-40 cm. de largo),
Glucémetro OpXc, Calibrador del glucémetro, tiras de prueba de glucosa en
sangre (Medisense, Op), margen del ensayo:. 20-500 mg/dL, contenedor de

punzocortantes, contenedor rojo de residuos peligrosos.
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ll. CALIBRACION DEL EQUIPO.

1.

Sostener el calibrador con el nimero de lote apuntando hacia el operador.

Introducir el calibrador en puerto de la tira, ubicada en la parte inferior del

monitor, la barra de contacto del calibrador.
Empujar el calibrador hasta el tope del monitor.

Esperar hasta que se encienda automaticamente y observar que aparezca
el nimero de lote del calibrador en la parte superior de la pantalla del

monitor.

PREPARACION Y EJECUCION DE LA MEDICION DE GLUCOSA.

Tomar una tira de prueba de su caja y retirar su envoltura de aluminio.

Introducir en el puerto de la tira los electrodos (tres lineas negras), que se

encuentran en un extremo de la tira de prueba.

Empujar la tira de prueba hasta el tope del glucometro y observar que el

monitor se encienda automaticamente.

Verificar la pantalla. Observar la aparicibn de los componentes de la

pantalla del monitor (pantalla completa).

Verificar que el nimero de lote, que aparece en la parte superior de la

pantalla del monitor, sea igual al de la tira reactiva que se esté usando.

Esperar que aparezca en forma intermitente el simbolo de una gota en la
pantalla, esto indica que medidor esté listo para que se aplique la muestra

de sangre total a la tira de prueba de glucosa en sangre.

Colocar la gota de sangre de la muestra problema, obtenida por puncién
venosa (ver protocolo de puncién venosa), en la zona blanca en la punta de
la tira de prueba y esperar a que la sangre se absorba hasta cubrir la zona

blanca.
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8. Esperar a que el medidor comience la prueba cuando se escuche una sefal
acustica, duraciéon de la prueba de 5 segundos, aparece una barra de
estado en la ventana de la pantalla y, por udltimo, aparece la cuenta

regresiva en la ventana de la pantalla.

9. Al finalizar la cuenta regresiva, observar la aparicion del resultado en la

pantalla del medidor.
10.Retirar la tira de prueba del medidor.
11.Desechar la tira en la bolsa roja.
13.3 PROTOCOLO DEL GLUCOMETRO COMERCIAL AcCh
|. PREPARACION DEL EQUIPO
Lavarse las manos con agua, jabdn y aseptizar el area de toma de muestra.
Preparar en la mesa de trabajo el siguiente material:

-Guantes, algodon, alcohol isopropilico al 70%, soporte para la aguja (vacutiner),
agujas desechables estériles calibre 20, 19 0 18 (vacutiner), tubos de tapén rojo
sellados al vacio, ligadura de goma (2-5 mm de diametro por 35-40 cm. de largo),
Glucémetro AcCh, Chip de calibracién del glucometro, tiras de prueba de glucosa
en sangre (AcCh), Margen del ensayo: 10-600 mg/dL, contenedor de
punzocortantes, contenedor rojo de residuos peligrosos.

Il. CODIFICACION DEL EQUIPO

1. Para codificar el equipo se necesita extraer el chip (naranja) de codificacion

del envase de las tiras reactivas.

2. Introducir el chip de codificacion de forma recta y sin realizar fuerza en la
abertura para el chip de codificacion, ubicada en el lado izquierdo del

equipo. El equipo debe estar previamente desconectado.

Verificar que el chip se encuentre bien conectado.
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Ill. PREPARACION Y EJECUCION DE LA MEDICION DE GLUCOSA

1.

2.

Extraer una tira reactiva del estuche, volver a cerrar éste inmediatamente.

Comparar la ventanilla de control redonda en la parte posterior de la tira

reactiva con la escala cromética en el envase de la tira reactiva.

El color de la ventanilla de control tiene que coincidir con el color del punto

superior (0 mg/dl).

Evitar utilizar tiras que se detecten con una coloracion divergente al color

del punto superior (0 mg/dl) de la escala croméatica del envase.

Después introducir la tira al medidor, observando que las flechas impresas

se encuentren hacia arriba.

Introducir la tira reactiva en forma recta. El aparato se va a conectar
automaticamente y observar con atencion las cifras numéricas que van a

aparecer en la pantalla del medidor.

Las cifras que van a aparecer en el monitor del medidor deben coincidir con

el nimero de codigo impreso en la caja de las tiras reactivas.

Esperar hasta que aparezca en forma intermitente el simbolo de una gota

en la pantalla.

Aplicar una pequefia gota de sangre de la muestra problema, obtenida por
puncién venosa (ver protocolo de puncion venosa), en medio de la zona de

aplicacion rectangular, color anaranjado.

10.EIl medidor, con una sefial sonora, indicara que la aplicacion de sangre fue

detectada, evitar el contacto con la tira reactiva.

11.Al cabo de 5 segundos se termina la medicion con una segunda sefal

sonora.
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12.Extraer la tira reactiva del medidor, el medidor se desconecta

automaticamente. Desechar la tira reactiva en la bolsa roja.

13.4 PROTOCOLO DE DETERMINACION DE GLUCOSA EN SANGRE,
METODO ENZIMATICO POR COLORIMETRIA DE N,N-Dietilanilina-4-

Aminoantipirina.

El protocolo consistié en los siguientes pasos:

|. PREPARACION DEL EQUIPO

Lavarse las manos con agua, jabon y aseptizar el area de toma de muestra.
Preparar en la mesa de trabajo los siguientes materiales y reactivos:
Material.

Guantes, algodon, alcohol isopropilico al 70%, soporte para la aguja (vacutiner),
agujas desechables estériles calibre 20, 19 0 18 (vacutiner), tubos de tapén rojo
sellados al vacio, ligadura de goma (2-5 mm de diametro por 35-40 cm. de largo),
espectrofotometro (Photrometer, Modelo M, Marca E. Leitz U.S.A.), celdas de
vidrio o plastico de 1 cm, tubos de ensayo de 13x100 cm, gradilla, vaso de
precipitados de 250 mL, micropipeta de 1000 uL, micropipeta de 10 a 1 L,
Centrifuga (Marca SOL-BAT, Modelo J-12, V-115, México), balanza analitica
(Adventurer OHAUS, ARA520, Max. 15009, Readability 0.1g) contenedor de

punzocortantes, contenedor rojo de residuos peligrosos.
I. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de sangre, previamente identificadas, se dejan reposar para formar
el coagulo. Retirar el coagulo con ayuda de un palillo de madera. Depositar en
coagulo en un contenedor rigido rojo.

Nivelar cada muestra antes de colocarla en la centrifuga. Centrifugar a 3500 rpm

por 5 minutos para separar el suero del paquete celular de la sangre.
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Retirar las muestras de la centrifuga y colocarlas en una gradilla.

ll. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA.

1. Colocar en una gradilla 5 tubos de ensayo de 13x100 limpios y secos.
Etiquetar cada tubo de ensayo con: 300mg/dl, 100mg/dL, 75 mg/dL, 45
mg/dL y el Blanco.

2. Transferir 1 mL del reactivo de trabajo a cada uno de los tubos.

3. Agregar 4 uL de cada solucion patron y colocarla en su tubo de ensayo
correspondiente, el tubo de ensayo que corresponde al blanco no se le

transfiere ninguna solucion.

4. Mezclar suavemente y dejar reposar la mezcla a temperatura ambiente por

10 minutos.
5. La coloracién es estable por 30 minutos a temperatura ambiente.
6. Colocar en la gradilla un tubo de ensayo de 13X100 limpio y seco.

7. Transferir 1 mL del reactivo de trabajo y etiquetar el tubo de ensayo de la

muestra.
8. Agregar 4 uL del suero de la muestra a analizar.

9. Mezclar suavemente y se dejar reposar la mezcla a temperatura ambiente

por 10 minutos.
10.Encender el colorimetro para precalentar (10 minutos).
11.Seleccionar con el monocromador la longitud de onda a 553 nm.

12.Colocar una cubeta con agua destilada y ajustar, con las palancas de
ajuste, la escala a cero de absorbancia.
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13.Leer la solucion blanco y ajustar a 0 de absorbancia.
14.Leer las soluciones patron a 553 nm y anotar las absorbancias.
15.Leer la o las muestras problema a 553 nm y anotar las absorbancias.

16.Graficar las absorbancias obtenidas contra la concentracion relativa (300
mg/dL, 100 mg/dL, 75 mg/dL y 45 mg/dL).

El orden en que se agregaron los diferentes reactivos se muestra en la siguiente
tabla.

Blanco | Estandar |Muestra
Estandar -- apL -
Muestra - - anl
Reactivo de 1mL 1mL 1mL
trabajo

Tabla: Procedimiento para la determinacion de glucosa por el método GOD-PAD de N,N-
dietilanilina-4-Aminoantipirina. Donde Blanco es el reactivo de trabajo, se trabaja a una longitud de
onda de 553 nm, con celdas de plastico de 1 cm (paso de la luz). Se deja reposar por 10 minutos a

temperatura ambiente.

lll. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN LAS
MUESTRAS.

La cantidad de glucosa en las muestras se calcula por la interpolacion en la curva
estandar de glucosa, obtenida por los valores de absorbancia de los diferentes
estandares, para realizar los calculos tomar en cuenta las diluciones de la muestra

si se han realizado diluciones.

También se puede calcular la cantidad de glucosa en la muestra utilizando la
ecuacion de la linea recta que se obtiene de la curva estandar, sustituyendo y

despejando en la ecuacion.
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IV. CALCULOS.

Para obtener calcular la cantidad de glucosa se requiere conocer la ecuacion de la

linea recta:
Y=mX+b

Esta ecuacion se obtiene de la grafica de la curva estandar, donde Y representa la
absorbancia, X representa la concentracion de glucosa (mg/dL), la m representa la
pendiente de la recta y b representa la ordenada al origen. A la ecuacion de la
recta se le realiza un despeje de la variable X quedando la ecuacion de esta

manera:

Una vez despejada la variable se sustituyen los valores obtenidos de absorbancia

de la muestra y los valores de m y de b.
Ejemplo:

Valor de m = 0.0009 dL/mg

Valor de b = 0.5356

Valor de R® = 0.94

Valor de la muestra en Abs. =0.76

(0.76) — (0.5356)

glucesa (mg/dL) = = 249 mg/dL
{0.0009 dL / mg]

Concentracion de glucosa (mg/dL) = 249 mg/dL en suero de la muestra.
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V. LINEALIDAD DEL METODO.

1. El método es lineal hasta valores de 500 mg/dL.

2. Si la concentracién de glucosa es superior, diluir la muestra a 1:2 con

solucién salina 0.9% y multiplicar el resultado por 2.
Una curva de calibracion activa es necesaria para todos los ensayos. Para
el esayo de glucosa, es preciso calibrar cada dia al iniciar los analisis de

glucosa con el fin de mantener una curva activa.

13.5 CRITERIOS DE LABORATORIO PARA ESPECIMENES
INACEPTABLES.

Las causas mas frecuentes de rechazo de especimenes sanguineos son:

1.

Identificacion inadecuada. Cada laboratorio debe determinar la cantidad
minima de informacion del paciente que debe ser incluida en la solicitud de
laboratorio y en el recipiente de la muestra. Esta informacion incluye
generalmente nombre, direccidn, habitacion, nimero de identificacion, sexo,
edad. El flebotomista debe verificar visual y verbalmente la identidad del
paciente, comparando su nombre con el de la pulsera de identificacion, la
prueba requerida y las etiquetas. El tubo y la solicitud de laboratorio deben
volverse a controlar para verificar su identidad luego de ser recibidos. Las
diferencias entre el nombre de la solicitud del laboratorio y el envase de la
muestra es causa de rechazo de ésta.

Volumen de sangre inadecuado recogido en tubos o jeringas con
aditivo. La cantidad de aditivo adicionada a un tubo al vacio presupone que
éste se llenara totalmente con sangre. Si se extrae menos sangre de la
requerida, la cantidad excesiva de aditivo tiene el potencial de afectar
adversamente la exactitud de los resultados de las pruebas.

Utilizacion de tubos de recoleccion inadecuados. En general, el suero es

la muestra preferida para la mayoria de los analisis bioquimicos. Los tubos
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de fluoruro de sodio disefiados para la muestra de glucosa son inapropiados
para la mayor parte de los otros procedimientos.

4. Hembdlisis. La hemdlisis puede ser el resultado de una venipuntura dificil o
de un manejo impropio del espécimen recolectado. La hemdlisis también
puede resultar de un proceso de la enfermedad que causa la destruccion
intravascular de los eritrocitos. La hemolisis visible es inaceptable (mayor a
200 mg/L de hemoglobina) cuando se analizan estas sustancias utilizando
ciertos métodos. El grado de interferencia depende del grado de hemdlisis,
la concentracion de la variable analitica y la metodologia empleada.

5. Transporte inapropiado. En las muestras existe una significativa
susceptibilidad de éstas al deterioro, no deben ser analizadas si no son
transportadas al laboratorio en hielo y dentro de un tiempo preestablecido,
para la glucosa un minimo de 2 hrs.

6. Tiempo preanalitico permisible. Cuando el tiempo maximo permisible es
excedido, deben tomarse medidas. La falsificacion de los resultados sera
asumida médicamente. El responsable del laboratorio marcara el resultado
obtenido con una nota apropiada, o se negara a llevar a cabo la prueba. La
tltima medida es especialmente aconsejable cuando la conclusibn médica

puede deducirse del resultado, lo cual es una desventaja para el paciente.

13.6 PREPARACION DE REACTIVOS.
Soluciones estandar de glucosa de 300 mg/dl, 100 mg/dl, 75 mg/dl y 45 mg/dl.

Solucion de trabajo combinada (combined reagent), para la determinacién de

glucosa, con la siguiente férmula (para preparar 100 mL):
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FORMULA.

Glucosa Oxidasa 3200 U
Peroxidasa de rabano 3000 U
4-aminoantipirina 62 mg
N,N-dietilanilina 50 pL
Azida de sodio 100 mg

Buffer de fosfatos (5 mmol/L, pH 7) | 100 ml

|. PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO.
Preparaciéon del Amortiguador de fosfatos.

Se coloca, en un matraz volumétrico de 1000 mL, 3.38 g de fosfato dibasico
(KoHPO,) v 4.16 g de fosfato monobasico (KH,PO,4). Se procede a disolver los
cristales con agua destilada con agitacion constante del matraz volumétrico vy,

posteriormente, se afora a 1000 mL con agua destilada.

Una vez aforado se vierte la solucion en un vaso de precipitados de 1000 mL y se
procede a medir el pH de la solucién con un electrodo. Se lleva la solucién a pH 7
utilizando NaOH 1M con agitacién constante.

Se vierte la solucion en un recipiente de vidrio o plastico y se etiqueta.
Preparacion del Reactivo de Trabajo.

Para la preparacion del reactivo de trabajo se calcularon las cantidades de cada

reactivo de la solucion para preparar 250 mL.

Preparar un matraz aforado de 250 mL y cubrirlo con papel aluminio hasta la linea
de aforo.

Pesar en la balanza analitica 61.58 mg (8000 U) de glucosa oxidasa (D-glucosa:
O,-oxidoreductasa, G7141, No. CAS 9001-37-0, Sigma-Aldrich S.A. de C.V.),
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pesar, en la misma balanza, 18.82 mg (7500 U) de peroxidasa de rabano
(Donador: H,O, oxidoreductasa, tipo VI, EC 1.11.1.7, CAS RN 9003-99-0, P8375,
Sigma-Aldrich S.A. de C.V.) y verter en el matraz volumétrico con cuidado.

Después pesar 155 mg de 4-aminoantipirina (Sigma-Aldrich S.A. de C.V.), verter
éste reactivo al matraz volumétrico de 250 mL. Se toma una micropipeta de 200
uL y se ajusta para tomar un volumen de 125 uL de N,N-dietilanilina (Sigma-
Aldrich S.A. de C.V.), se vierte con cuidado en el matraz volumétrico de 250 mL.
Se pesa 250 mg de azida de sodio (Sigma-Aldrich S.A. de C.V.) y se vierte en el

matraz volumétrico.

Una vez que se tienen los reactivos que componen el reactivo de trabajo se vierte
un volumen de amortiguador de fosfatos, en el matraz volumétrico, con el
propésito de diluir los cristales de los reactivos presentes en el matraz. Una vez
mezclados y diluidos se vierte buffer de fosfatos hasta la marca de aforo del

matraz volumétrico. Dejar reposar el reactivo de trabajo por 24 horas.

El reactivo de trabajo se utiliza fresco cada dia y se mantiene en refrigeracion

después de su uso.
Il. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON.

Para preparar las soluciones patrén de glucosa se necesita preparar una solucién
de &cido benzoico al 0.2%, ésta solucion sera el disolvente para las soluciones

patréon de glucosa.

Para preparar 1 L de &cido benzoico al 0.2% se pesa en la balanza analitica 2 g
de &cido benzoico (Sigma-Aldrich S.A. de C.V.) y se colocan en un matraz
volumétrico de 1000 mL, después se vierte agua destilada caliente para favorecer

la solubilidad del acido benzoico frente al agua. Se agita para disolver los cristales.

Una vez que los cristales de acido benzoico se han disuelto se afora con agua
destilada hasta la marca de aforo. Se vierte en un recipiente y se etiqueta.
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Para las soluciones patron se proponen las siguientes concentraciones de

glucosa.
300, 100, 75y 45 mg/dL.

Disolver 0.3 g de glucosa (D-(+)-Glucosa, G-8270, EC 200-075-1, Sigma-Aldrich
S.A de C.V.), en 100 mL de una solucion de &cido benzoico al 0.2%. Esta
solucion contiene 300 mg/dL de glucosa. Esta solucidn se utiliza para preparar las
siguientes concentraciones propuestas. Diluir 8.33 mL de la solucién que contiene
300 mg/dL con 16.67 mL de solucion de acido benzoico al 0.2% para tener una

solucién de 100 mg/dL.

Diluir 6.25 mL de la solucion que contiene 300 mg/dL con 18.75 mL de solucion de

acido benzoico al 0.2% para tener una solucion de 75 mg/dL.

Diluir 3.75 mL de la solucion que contiene 300 mg/dL con 21.25 mL de solucion de

acido benzoico al 0.2% para tener una solucion de 45 mg/dL.
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