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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Desde los primeros ensayos que se hicieron para la deter-
minacion de la glucemia se fué viendo la importancia que
tenfa este estudio, y desde entonces también, se iniciaron los

intentos de relacionar la cantidad de glucosa sanguinea con
el funcionamiento de diferentes 6rganos y aparatos.

En la actualidad se sabe que el sistema hemoglucorregu-
lador estd constituido por tal variedad de organos, sistemas y
aparatos del organismo que el metabolismo de estas substan-
cias se considera afectado en mayvor o menor escala cuando
el funcionamiento de muy diversos organos se trastorna por
causas fisiologicas o patologicas. Entre estos o6rganos tene-
mos como fundamentales el higado, pancreas, gléndulas su-
prarrenales, tiroides, hipdfisis, sistema nervioso y muscular,
aparato digestivo, rifion, ete., es por eso la grande importancia
que tiene esta dosificacion, asi como los métodos que se han
ensayado para realizarla.

Los primeros ensayos de dosificacion fueron muy burdos,
pero con el tiempo se han ido probando téenicas que paulati-
namente han mejorado la presion y la especificidad, llegdn-
dose en la actualidad a ensayos sumamente especificos, como-
dos ¥ que emplean muestras de sargre relativamente pequeiias
lo cual los hace bastante pricticos; pero que no siempre pue-
den ser empleados por utilizar sangre venosa.
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Las dificultades que en algunos casos presenta la puncién
de las venas ha inducido a diferentes autores & ensayar téc-
nicas microquimicas que emplean como méximo .2 c.c. de
sangre, cantidad ésta que puede ser obtenida por puncién del
dedo o del l6bulo de 1a oreja. dichos métodos son de gran uti-
lidad en el caso de personas obesas en las cuales las venas no
ge ven ni s¢ tocan, en pacientes t catndos intravenosaraente en
los cuales sus vasos estAn muy esclerosados y maltratados, o
en los recién nacidos y en todos cstos casos resulta sumamente
prictico poder hacer este estudio con sangre obtenida por pun-
cion del deco o del lobulo de la oreja o como s¢ prefiere en los
recién nacidos. en la base del talon.

Entre las técnicas microquimicas para la determinacion
de ia glucemia, esta la ae Byrd, Hagerdorn-Jousen y la de
Folin-Malmros como principales. Por motivos que mas ade-
Jante se explica, se ha soleccionado este ultimo para el estudio
de su exactitud v su aplicacion prictica a la clinica, ensayén-
dose en comparacion con o} método de Folin-Wu por ser el mas
empleado cn nuestro medio ¥y con ¢! de Benedict por conside-
rarse ¢l mas preciso.

No intento substituir estos mdétodos por el microquimico
citado, sino solamente desco resaltar su aplicacion prictica.
cuando estos no pueden sev empleados haciendo notar simul-
taneamente los defectos o desventajas que pueda tener en com-
paracién con las otras téenicas.

Suplico al jurado que juzgue con benevolencia este inten-
to de cstudio, teniendo en cuenta que ©s ¢t principio de mis
experiencias, pero que ha sido hecho con el entusiasmo y el
empeiio de quien s¢ inicia en los problemas de la investigacion.
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CAPITULO II
MATERIAL Y TECNICAS EMPLEADAS

METODO DE BENEDICT. — Para la determinacién de
glucesa en Ia sangre.

REACTIVOS.—En cerea de 250 c.c. de agua destilada
disolvemos 15 gr. de carbonato de sodio anhidro, 3 gr. de ala-
nina ¥ 2 gr. de sal de Ia Rochelle y en otro matraz se di-
suelven 3 gr. de suifato de cobre cristalizado en cerea de 100
c¢.c. de agua destilada, se adiciona esta solucion a la primera
dejdndola caer lentamente después se diluye a 500 c.c. Este
reactivo es estable de 4 a 6 semanas ¥ si durante este tiempo
le aparece una nata, se pasa la solucion a través de un pedazo
de algodon,

REACTIVO DE CODBRE CONTENIENDO BISULFITO.
—A 20 c.c. del reactivo de cobre descrito arriba adicionamos
1 c.c. de bisulfito de sodio al 1% y mezelamos.

REACTIVO COLORANTE DE BENEDICT. — Se ponen
en un matraz grande 150 gr, de Acido molibdico QP y 75 gr.
de carbonato de sodio anhidro, y se le adiciona cuidadosamen-
te v agitando mas o menos 500 ¢.c. de agua destilada se ca-
lienta a cbullicion v se filtra. Se lava ¢l residuo en un fi'tro
hasta que el filtrado ¥ los lavados tengan un volumen de §00
c¢.c. Después se adicionan 300 ¢.c. de dcido fosforico al 85¢%
concentrado y frio. Todo esto se diluye a 1 litr.
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SOLUCION TiPO DE GLUCOSA.—La solucion diluida
de glucosa descrita en ¢l método de Folin-Wu puede ser utili-
zada para este procedimiento.

TECNICA.—En un tubo para glucosa de Folin-Wu gra-
duado a 25 ¢.c. ge colocan 2 c.c. de una solucién al 1/10 de!
filtrado de la sangre libre de proteinas y 2 c.c. del reactivo
de cobre (conteniendo bisulfito), se mezcla agitando fuerte-
mente ¥ se ponen a batio Maria hirviendo durante 8 minutos,
pasando este tiempo se saca v SC enfria sin agitar en un re-
cipiente que contenga agua {ria durante 2 o 3 minutos, des-
pués adicionamos 2 c¢.c. del reactivo colorante de Benedict, se
agita vigorosamente en sentido lateral ¥ después de 1 minuto
mas o menos se diluye hasta Ja marca 2H con agua destilada.
Se agita perfectamente bien varias veces v se deja reposar de
10 a 15 minutos. Se pasa una porcion de la solucion colorida
a un tubo del fotocolorimetro y se hace la lectura corrvespon-
diente con filtro azul, comparandose con un tubo que sirva de
testigo puesto en 0. )

TESTIGO. — Simultineamente s¢ sigue ¢l mismo proce-
dimiento descrito arriba, Gnicamente que en lugar del filtrado
de sangre se ponen 2 ¢.C. de agua destilada. Se pasa una por-
cion de la solucién final a un tubo del fotocolorimetro y se
pone en el aparato viendo que marque 0. Las demsds lecturas se
hacen teniendo como bage este tostigo.

SOLUCION TIPO DILUIDA DE GLUCOSA. — Se hacy
una determinacion igual ala deserita arriba pero usando 2 ¢.C.
de la solucion diluida de glucosa en lugar del filtrado de la
sangre. Se lee una porcidn de la solucién colorida final en el
fotocolorimetro con el tubo testigo puesto en 0.

CALCULOS:

concentracion del tipo

- = Faetor
lectura del tipo
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Factor x lectura problema = mgs. ¢ de glucosa en la
sangre. '

METODO DE FOLIN-WU.
REACTIVOS.

REACTIVO CUPROALCALINO. — Disolver 40 grs. de
carbonato de sodio anhidro en cerca de 400 c.c. de agua des-
tilada se pasa a un matraz volumétrico de 1 lit. se agrega 7.15
grs. de Acido tartirico y cuando éste se ha disuelto completa:
mente, se agrega 1.5 grs. de sulfato de cobre cristalizads. Se
agita v se llena hasta 1a marca con agua destilada, cuardo se
deja algiin tiempo se puede formar un sedimento en el ‘rasco
si nsto sucede se decanta y se utiliza el liquido sobren.dante
claro.

REACTIVO DE ACIDO FOSFOMOLIBDICO. — Poner
35 gr. de dcido molibdico ¥ 5 grs. de tungstato de shdio en
un frasco de 1 litro, se adicionan 200 c.c. de una sol'tcién al
10%% de NaOH v 200 ¢.e. de agua destilada, Se kierve a cbu-
icion por 20 6 40 minutos. Se enfria, se diluye hasta cerca de
350 y se adicionan 125 c.c. de dcido fosférico concentrado al
85¢%. Se diluye a 500 ¢.c. y se mezcela.

SOLUCION DE GLTICOSA.

PATRON.—Se disuelve 1 gr. de la glucosa anhidra de
mayor purcza cn cerca de H0 c.c. de una solucion saturada y
filtrada de dcido benzoico en agua y se lleva a los 100 c.c. de
Ia marca del matraz volumétrico con mas de la solucién satu-
rada de #cido benzoico. Esta solucién se guarda indefinida-
mente,

SOLUCION TIPO.—Conteniendo 10 miligramos de glu-
cosa por 100 ¢.c. Usando una pipeta se colocan en un frasco
volumétrico de 500 ¢.¢. de capacidad 5 ¢.c. de la solucién pa-
tron y se diluye con la solucion de dcido benzoico hasta la
marca.
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SANGRE PROBLEMA.—En un tubo para glucosa de
Folin-Wu se colocan 2 ¢.c. de la sangre libre de proteinas y
2 c¢.c. del reactivo alcalino de cobre. Se mezcla agitando fuer-
temente y se pone el tubo a bafio Maria, hirviendo durante 8
minutos, pasadc este tiempo se saca y se enfria sin agitar en
un recipiente que contenga agua fria durante 2 6 3 minutos
después se adicionan 2 c.c. del reactivo colorido de dcido fos-
fomolibdico. Se deja unos minutos hasta que el oxido cuproso
que sc formo se disuelva completamente después se diluye a
25 c.c¢. hasta la marca con agua destilada. Se agita perfecta-
mente bien varias veces con inversiones y se deja reposar de
10 a 15 minutos. Se pasa una porcion de la solucién colorida
a un tubo del fotocolorimetro y se hace la lectura correspon-
diente con filtro azul, comparéndose con un tubo que sirva de
testigo puesto en 0.

TESTIGO. — Simultineamente se hace una determina-
~cién igual a la descrita arriba con 2 c.c. de agua destilada en
lugar del filtrado de Ia sangre. Se pasa una porcion de la so-
lucién final a un tubo del fotocolorimetro ¥ se pone en el apa-

rato llevando este a 0. Las demds lecturas se hacen teniendo
como base este testigo,

SOLUCION TIPO.—S¢ hace una determinacion igual a la
descrita arriba y al mismo tiempo, pero usando 2 c.c¢. de la
snlucién del tipo de glucosa ¢n lugar de la sangre desprotei-
nizada. Se lee una porcion de la solucién colorida final en el
fotocolorimetro con el tubo testigo puesto en 0.

CALCULOS:

concentracién del tipo

= Factor
lectura del tipo

Factor x lectura del problema = mgrs 5% de glucosa en la
sangre.
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MICROMETODO DE FOLIN-MALMROS.
REACTIVOS.

a) —SOLUCION DE SULFATO - TUNGSTATO. — Se
utiliza un frasco volumétrico de H00 c.c. se le agregan 10 gr.
de sulfato de sodio anhidro QP ¥ 15 c¢.¢. de una solucién al
10¢+ de tungstato de sodio, se Hena hasta la mitad del frasco
con agua destilada v se agita hasta que el sulfato se disuelva,
se diluye con agua hasta 500 y se mezcla.

b).—Se¢ ponen 12 ¢.c. de una soluciéon 2/3 normal de Aci-
do sulfirico y 2 grs. de sulfato de sodio anhidro en un matraz
volumétrico de 100 c.c. se agita hasta que el sulfato de sodio
se disuelva, entonces se completa el volumen y se mezela.

¢).—SOLUCION DF FERRICIANURO DE POTASIO.
—Se disuelve 1 gr. de ferricianuro de potasio QP en agua des-
tilada v se lleva a un volumen de 250 c.c. la imayor parte de
esta solucion debe guardarse en frascos obscuros v en la obs-
curidad, Ja parte que se usard diariamente también se guarda
en frasco obscuro.

d).—Solucion de cianuro de sodio.—Se ponen 8 gr. de
carbonato de sodio anhidro en un matraz volumdtrico de 500
c.c., se adicionan de 40 a 50 c¢.c. de agua destilada, se agita
para que se disuelva rapidamente la solucion en una probeta
se adicionan 150 c.c. de a solucién de cianuro de sodio al 1%
preparada recientemente se complets ol volumen y se mezcla;
¢s mas facil v mejor preparar mayor cantidad de cianuro de
sodio de la que se necesita y tirar la porcion que no se usa.

¢).—SOLUCION FERRICA. —Se llena una probeta de
1 litro con agua destilada, se suspenden 20 grs. de goma gha-
tti en una coladera de alambre de cobre (justamente debajo
de la superficie del liguido y se deja durante 1a noche 18 ho-
rag) despuds se quita la coladera y se cuela el liquido a través
de un lienzo doble bien limpio. En seguida se le agregan 5 grs.
de sulfato férrico anhidro y 75 ¢.c. de dcido fosforico al 859,

15



cn un recipiente de 250 c.c¢. que contenga 100 c.c. de agua,
se disuclve por calentamiento se enfria esta solucién y se le
adiciona a la solucion de goma filtrada, finalmente se afiaden
cerca de 156 c¢.c. de una solucién de permanganato de potasio
al 19, poco a poco con el proposito de oxidar ciertas impure-
zas reductoras que se encuentran en la goma ghatti. La turbi-
dez de la solucion desaparecerd completamente si se guarda la
solucion en la estufa a 37°C duraute pocos dias. Este reactivo
puede guardarse indefinidamente,.

f).—PATRON DE GLUCOSA. — Se disuelve 1 gr. de
ficido benzoico en 300 c.c. de agun destilada caliente y se fil-
tra. Se pesa un gramo de glucosa anhidra QP, en la balan-
za analitica. Se pasa la glucosa por un embudo a un matraz
volumétrico de 1 litro con 1a ayuda de la solucién de dcido ben-
zoico se le adiciona 450 c.c. de agua destilada, después se en-
fria a la temperatura del laboratorio y finalmente se comple-
ta ¢l volumen v se mezcla. Se pasa a un frasco limpio y seco.
Se guarda indefinidamente.

SOLUCION TIPO DILUIDA DE GLUCOSA. — Con esta
solucién se trabajard y se obtiene con la dilucion de 1 c.c. de
la solucion patron en 100 c¢.c. de agua destilada incorporando
una pequena cantidad de dcido benzoico y asi se guardard
por largo tiempo.

TECNICA. — Se ponen 4 ¢.c. de solucion tungstato-sul-
fato (a) s un tubo de centrifuga seco y limpio.

2. —S¢ toma 0.1 ¢.c. de sangre con la pipeta especial y se
transficre inmedintamente a la solucion que se encuentra en el
tubo de centrifuga v se pipetea 2 6 3 veces per succidn, se
deja reposar por 15 minutos o mais si es convenicente.

3.—Se adiciona 1 ¢.c. de solucion de sulfato dcido (b) y
se agita con tubo de vidrio delgado y se centrifuga por b
minutos.

4.—Se toman 2 c.c. de la solucién sobrenadante clara
que se encuentra en ¢l tubo de centrifuga y se pasa a un tubo
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de ensayo el cual est4 graduado a 25 c.c. y se le agrega 2 c.c.
de agua destilada. '

b.—Fn otro tubo similar de ensayo se adicionan 4 c.c.
de 1a solucién tipo de glucosa (f).

6.—A cada tubo se le adiciona 1 c.c. de 1a solucion de fe-
rricianuro de potasio al 0.4, (c) vy luego se anade 1 c.c. de
la solucién de cianuro carbonatada (d) a cada tubo.

7.—Se calientan ambos tubos de ensayo juntos a bafio
Maria durante 8 minutos, se enfrian en el chorro del agua y
& cada tubo se le adicionan 5 c.c. de la solucién férrica (e).

8.—Se diluyen los contenidos de los tubos hasta la marca
256 v se mezclan, Se pasa una porecion de 1a solucion colorida a
un tubo del fotocolorimetro v se hace la lectura correspon-
diente con filtro verde compariandose con un tubo {estigo
puesto en cero,

TESTIGO.—Se hace una determinacion a la deserita an-
teriormente pero utilizando 2 c.c. de agua destilada en lugar
de la solucion sobrenadante clara que se obtuvo despucs de la
centrifugeacion.

CALCULOS:

Concentracién tipo
= Factor

Iectura tipo

Factor x Lectura del Problema :- mgr. ¢, de glucoaa en
la sangre. El Factor 28 constante cuando se trabaja con los
mismos reactivos y et las mismas condiciones.

NOTAS:

n).—Al preparar la goraa ghatti es necesario que la co-
ladera en la que se hace la suspension de dicha guma no sea de
fierro pues en caso contrario interfiere la reaccion.
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b).—La glucosa que ge utiliza pard preparav el tipo debe
ser completamente anhidra ¥ QP de no ostar asi debe gometer-
se & dcshidratacién durante 24 horas en 18 estufa a 37°C.
c).—La micropipeta especial de Folin-\Wu que 8¢ utiliza
debe de estar geca para que 1a sangre que en clla s¢ mida no
ge diluya.
d).—Las lecturas que 8C hacen al comp
todos antes mencionados deben hacerse en ¢
de Klett-Summerson co filtro correspondi

n el
todo.

arar los tres me-
1 fotoco\orimetro
ente a cada mé-
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CAPITULO 111

RESULTADOS

Al dosificar la glucosa en la sangre por los métodos de
Benedict, Folin-Wu y el microquimico de Folin-Malmros en
115 casos, obtuve los siguientes resultados:

Método Métcdo Método
Caso N° Benedict Folin-Wu Folin-Malmros
1 75 mgs. ‘¢ 75 mgs. e 78 mgs. %o
2 106 ,, 103, 100
3 78 . m o, 8,
4 122 123, 125
b 136 ,, 133, 129
6 ™, T, %
i 82 84 8
8 92 92 9% |,
9 80 % ., 7%
10 120 121 ,, 123,
1 150 ., 48, 142,
12 140 136 . 130
% 13 88 . 88 89
| 14 88 82 8
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Método Método Método

Caso N+ Benedict . Folin-Wu Folin-Malmros
15 72 mgs. ¢ 70 mgs. Y¢ | 76 mgs. %
16 0 0 . 0 .
17 65 . 66 . 69
18 100 o, 99 ., 103 .,
19 92 90 90 .,
20 102 ., 102 106
21 74 0 76 " 75 "
22 70 ., 70 . 4 .
23 9% . 94 . 99
24 87 . 37 . 90
25 80 ., 7 . 80
26 7?2 . 72 M4 .
27 m ., mwm . m .
28 T J % . 7
29 0 . 7?2 . v T
30 85 . 88 ., 8
B3| 88 ., 91 93
32 110, 110, 107 .,
33 114 . 115 . 118
34 7% ., 7% . 72 .
35 128 .. 128 ., 133,
36 243 245 235,
37 301, 208, 284 .
38 206 ., 205 ., 281,
39 h T4 .. D%
40 72 . 70 . 4 .
41 69 ., 69 ., 70 .
42 8 85 .. 85
43 ™, 79 . %
44 100 ., 101, 100 .,
45 142 140 ., 187 .,
46 130 138 134 ,,
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Método Método Método

Caso N* Benedict Folin-Wuy Folin-Malmros
47 81 mgs 80 mgs. ¢, 82 mgs. %
48 7, 80 ,, 80 ,,
19 w o, . 7
b0 70 70 . 74,
51 4 76 78 .,
62 8 82 8 ,
53 93 . 90 93
b4 9% ,, 9% 23
bb 100 100 , 104
b6 03 100 ,, 98
57 72 72 74
58 48 151, 142-
39 300 . 296 280 ,
60 70 70 0
61 65 56 70
€2 78 8t 82
63 89 49, 87
64 11, 1o, 114
6h 113 113, 14
66 98 .. 100, 104
67 106, 106, 100 ,,
68 222 226 ,, 214,
69 o, 3, 73,
70 88 ., BT 90
7 87 8T, 9%
72 %, ™ . 7o,
73 70, v 2,
74 LA 7 . g2
(i mne 101, 104
76 69 mno, YT
17 72, YEI .
78 108 1o nz2 .,
79 9% %, 100
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Método _ Método Método

Caso N° Benedict Folin-Wu Folin-Malmros
80 72 mgs. 71 mgs. Se 68 mgs. %o
1 116w 113 .« 111,
]2 122 ., 120 . 124 .
82 135 . 134 129 .
84 a3, 9 . a0
85 114 . 114 . 113 »
86 80 . 8 . 8 .
87 8 . 8 . 82
88 3 . 1 . T8
]9 80 . 88 . a3,
a0 302 ., 207 . 296 .,
91 0 . i3 T 66 .
92 81 . g2 ., !0,
93 06 6 . o £ T
a4 ICH T A Y % .«
9% 71 . 72 . mn .
96 820 .. 80 . 80
97 80 ., 79 .. &1 .
98 % . B & S .
99 89 .. 89 ., 92

100 113 . 110 ., 109

101 116 118 . 120

102 132 . 134 o 128 .

103 71 . . m»n .

104 T . o S 71 .

106 ' - 66 .. 68 .

106 124, 123 ., 120 .

107 0 . 172 ., 7

108 83 . 80 .. YO

109 104 105 ., 105 "

110 13 . 13 . 116

111 88 .. 80, 90 .



Método Método Método

Caso Nv Benedict Folin-wy Folin-Malmyog
112 91 mgs. Co 92 mgs. % 87 mgs. %
113 82 82 9
114 7 8 79
115 91 9 ,, 93



CAPITULO IV
DISCUSION

De la tablia anterior se puede deducir los siguientes he-
chos fundamentales:

De los 115 casos estudiados en 25 nimeros de casos la
coincidencia de los miligramos es exacta en los métodos de
Benedict y Folin-Wu. En 33 casos hay divergencia del mili-
gramo siendo 16 de cllos superior en el de Folin-Wu que al de
Benedict ¥ 17 de ellos inferior,

En 29 casos hay diferencia de 2 miligramos de los cuales
en 13 casos, es superior en el método de Folin-Wu y 16 en el
de Benedict,

En 14 casos hay una divergencia de 3 miligramos siendo
superiores 8 de ellos en ¢! método de Folin-3Wu ¥ 6 casos en el
método de Benedict.,

En 3 casos hay diferencia de 4 miligramos de los cuales
1 es superior en ¢l método de Folin-Wu y 2 casos en el método
de Benedict.

So.amente en 1 caso hay diferencia de 5 miligramos, sien-
do mayor en ¢l método de Benedict,

Las diferencias son principalmente notables en los casos
de hiperglucemia, observindose cifras en un promedio de 1.62
Liiligramos en el método de Folin-Wu respecto al Benedict.

on
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Sin embargo, como estas diferencias no pasan de b mili-
gramos cifras que no tienen importancia clinica, podemos to-

marlas como bases para la comparacion del micrométodo.

Ahora bien, ! micrométodo presenta una desviacion me-
dia respecto 2l método de Folin-Wu de 2.91 miligramos ten-
dicndo a dar giempre datos inferiores principalmentc en los
casos de clevacion de 1a glucosa X sanguinea cn donde la dife-
rencia alcanza hasta 14 miligramos cifras ya dignas de ser
tomadas en cuenta desde cf punto de vista clinico.

De esto sc deduce que 1a exactitud del micrométodo es
bastante inferior a los métodos de Benedict y de Folin-Wu ¥
pensamos que las cifras altas son debidas a variaciones que se
presentan debido a lu disminucion del color amarillo puesto que
la cantidad de ferricianuro excedente os menos que en las nor-
moglucemias, de ahi que pmbnbh-munte este ervor pueda ser
corregido si al obtener datos altos trabajando con foto-colori-
metro de Klett-Summerson ge sAque un nuevo factor para vi-
lores que sobrepasen de los 110 miligramos.

En nuestra prictica observamos con frecuencia ¢asos de
los cuales los pacientes se quejaban vy presentaban cierta re-
sistencia a la puncion venosa no asi en lo gque se refiere a 18

puncion del dedo y al labulo de ln oreja. .

Ademds es plenamente sabido la dificultad de puncionar
en los recién nacidos y a las personas obesas.

Resumiendo la anterior de los estudios practicados poce:
mos sacar las sigiuentes conclusiones
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