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Estudio comparativo de los Métodos de Be-
nedict y de Folin Wu para la determinacién
‘de la Glucosa Sanguinea.

NTRE las técnicas usuales que han sido empleadas para la
E determinacién de la glucemia, se encuentran métodos es-

|- tandarizados y que han sido consagrados por el uso ha-
ciéndolos corrientes en las pricticas ordinarias de quimica Biold-
gica, como es el método colorimétrico de Folin Wu,

El presente trabajo tiene por objeto ensayar la técnica tam-
bién colorimétrica de Benedict a base de Acido Picrico, comparar
los resultados obtenidos con el anteriormente citado y hacer un
estudio de las glucemias normales y patoiégicas con el mismo.

GLUCEMIA.

Por Glucemia se entiende la cantidad de glucosa sangui-
nea determinada en la sangre en un momento dado. La sangre
circulante contiene azficar constantemente sufriendo variaciones
constantes tanto en estado normal como patolégico, variacioues
que pueden apreciarse por medio de las técnicas que después se-
fialaré y que en el individuo normal estas oscilaciones ocurren
siempre dentro de ciertos limites que, de acuerdo con los demés
constituyentes de la sangre (urea, cloruros, icido irico, proteinas,
colesterina, etc.) constituyen el lamado equilibrio sanguineo, ele-
mento indispensable para el buen funcionamiento del organismo y
en consecuencia para el desarrollo normal de todos los procesos
del mismo. Cuando por alguna causa tienme lugar algn trastor.
no que rompa el estado de equilibrio, puede sobrevenir el recargo
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o la disminucién del tenor de una o varias substancias en la san-
gre y en consecuencia una perversién de una o varias funciones

orginicas. (uremia, uricemia, hipercloruremia, hiperglucemia,

etc.)

La glucosa, perteneciente al grupo de los glicidos, es un
;ronosacarido con férmula C6. H12.06, llega a la sangre proceden-
te de los alimentos y sabemos que la glucosa de la sangre proce-
de del glucégeno del higado. De este modo el glucigeno apare-
ce como la forma bajo la cual los glicidos son almacenados en el
organismo y la glucosa en la forma en que son utilizados.

El higado es el érgano que retiene el azicar alimenticio, lo
almacena, lo transforma y lo restituye a la sangre en forma de
glucosa. Sin embargo este poder de fijacién del higado no es ili-
mitado, porque si por ejemplo se inyecta por la vena porta una
cantidad considerable de glucosa, el higado no puede retenerla ni
transformarla totalmente v habra gluacosuria; en esta forma es co-
mo se suceden los heches: La glucosa formada en la digestién de
‘0s feculentos y de diversos aziicares es absorbida en el intestino
y 1 llegar al hizado es dctenida en parte por la célula hepatica y
transformada en glucégeno que se deposita quedando almacena-
do: para que el glucégeno sea utilizado enseguida en el organis-
ro vuelve al estado de glucosa por obra de una amilasa hepatica
y sale del higado por las venas suprahepiticas: esta es una secre-
cién interna, el primer tipo que se conocié. Pero la sangre arte-
via]l contiene casi siempre la misma cantidad de glucosa de un
gramo a un gramo y medio por litro; (segin el método empleado)
como el higado vierte constantemente aziicar en la sangre, es ne-
cesario ya que la produccion de azicar no varia, que el consumo
compense la produccién. Efectivamente, la glucosa de la san-
gre disminuye en los érganos periféricos; la sangre que vuelve de
los érganos exceptuando el higado es siempre menos rica en azii-
car que la sangre arterial; la sangre venosa de los musculos con-
tiene por términc medio 1.20 gramos por litro en lugar de 1.30 a
1.50 que es lo que se encuentra de ordinario en la sangre arte-
rial. De estos bechus puede deducirse que el higado que produ-
ce al mismo tiempo glucégeno y glucosa, regula la distribuciéon en
la sangre del azficar absorbido en los intestinos, lo almacena en
mayor o menor cantidad en la forma estable de glucégeno, este
depésito es mas abundante cuando después de una comida fuerte-
mente amildcea el azicar pasa en exceso a la sangre intestinal, ce-
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diéndola el higado de continuo a Ia sangre en mayor o meror can-
tidad bajo la forma mas iabil de glncosa. Sin embargo, esta re-
gulacién no es obra exclusiva del higado. Cuando este érgano a
consecuencia de un ayuno prolongado pierde todo el glucogeno que
contenia, no por estc la sangre pierde su proporcion normal de
azlcar; continfia recibiendo cantidades equivalentes a las que se
distribuyen en los miscumlos pues es bien sabido que otros tejidos
como los miisculos, pueden producir glucosa a expensas del glu-
cégeno que contienen, '

De este modo los misculos y el higado estan funcionalmen-
te asociados en la produccién y consumo del aziicar. El mante-
nimiento de las proporciones convenientes entre el glucigeno del
higado y los miisculos y la glucosa de la sangre se hace por un me-
canismo regulador; por el buen funcionamiento de este mecanis-
mo se regula la proporcion de aziicar en la sangre la que ha sido
denominada GLUCEMIA NORMAL.

Hay hiper o hipogluicemia segiin aumente o disminuya es-
ta proporcién normal, al romperse el equilibrio ertre la producciéon
y el consumo del aziicar, ya por que éste se produzca en exceso o
por que los tejidos pierdan la aptitud de destruirlos en cantidad

suficiente.

INFLUENCIA DEL SISTEMA NERVIOSO EN LA FUNCION
GLUCOGENICA Y LA GLUCEMIA,

Estas funciones se hallan bajo la dependencia del sistema
nervioso que puede aumentarlas o reducir su actividad. Esta im-
portante nociéon deriva de un experimento fundamental de CLAU-
DIO BERNARD, el experimento de la picadura del cuarto ventricu-
lo llamada picadura diabética impropiamente, puesto que sola-
mente determina una glucosuria pasajera y no una diabetes ver-
dadera. Algunos investigadores han intentado probar que los
efectos de la picadura del cuarto ventriculo son debidos a un me-
canismo no nervioso. Otras excitaciones ademds de la asfiftica
ponen en actividad el centro bulbar, se vé p. ej.: que la excitacion
del centro del extremo central del neumogastrico produce Ia glu-
cosuria, el mismo efecto produce la excitacion de los nervios de-
presores o del extremo central del cidtico. Es posible pues, que
por la influencia de excitaciones reflejas el centro bulbar entre en
actividad pero se ignora como intervienen tales excitaciones para
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la regulacién de la glucemia normal. Sea cual fuere el mecanis-
mo de la accién de la picadura diabética esta excitacién hace en-
trar en juego centros que estin en comunicacién con el higado; por
1a excitacién de estos centros se activa la transformacién del glu-
Asi es que tanto la puncién del cuarto ven-
esplicnicos provocan hipergluce-
mia y glucosuria por exageracion de la produccién de aziicar en el
higado. De este modo se afirman mas ain las intimas relacio-
g'ucégeno hepitico y la glucosa de la sangre, cuya reali-

cégeno en glucosa.
triculo como la excitacion de los

nes del

dud esta ya demostrada.
A la inversa las influencias perviosas actian también dis-

minuyendo la produccién Lepitica de azicar como p. ej.: la sec-
cion de los esplacnicos va seguida de hipoglucemia.

TRASTORNOS DE LA FUNCION GLUCOGENICA Y DE LA
GLUCEMIA.

GLUCOSURIAS Y DIABETES.

Fl aumento de azicar en la sangre o hiperglucemia por
acciéon del higado da lugar a la glucosuria. CL. BERNARD creia
que el azicar no pasaba a la orinz siné cuando la sangre contenia
mas de 2 gramos por 1000, pero esto no es exacto, puede haber
glucosuria a pesar de una gluicemia m.ay poco superior a la normal,
normales o aitn debajo de las normales debiéndose esto a un tras-
torno en la permeabilidad del rifién para esta substancia (diabetes
renal).

Teéricamente kay dos cansas que determinan la glucosu-
ria de origen hepatico. una es que cl higado kaya perdido mas o
n.enos la propiedad de retener y fijar el azicar en forma de glu-
cosa y esto es un trastorno de la funcién glucogénica, o una pro-
duccién exagerada de glucosa y esto es un trastorno de la funcién
zlucémica.

DIABETES E HIPERGLUCEMIAS.

La diabetes se considera actualmente como una enferme-
dad Leritaria, lo dice NAUNYN y lo confirma JOSLIN; se hereda la
tendencia diabética, y asi un individuo que en alguna ocasién ha pre-
sentado una glucosuria ligera que ha cedido ficilmente, estd en con-
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diciones de ver reaparecer su glucosuria por cualquier causa. La
herencia en las estadisticas de JOSLIN se encuentra en el 469
de los pacientes tratados por él y la considera como la causa fun-
damental de la enfermedad, siendo las demis dnicamente causas
incitantes sobre todo la obesidad.

Actualmente ha sufrido grandes modificaciones sobre este
padecimiento y su tratamiento, desde que las nuevas investigacio-
nes han descubierto que existen en el pincreas unas acumulacio-
nes celulares descritas por Langerhans cuya naturaleza epitelial
es indudable; son verdaderas glandulitas cerradas. (Islotes de
Langerhans). Después de las ligaduras de los conductos excre-
torios del pincreas, este 6rgano se atrofia persistiendo sin em-
bargo los islotes de Langerkans con todos sus caricteres; en di-
versos casos de diabetes con desnutricién se han hallado lesiones,
en estos islotes. Por esto desde que Laguesse emitié esta idea
habia tendencia a atribuir a estos grupos celulares la secrecion in-
terna del pincreas. La prueba experimental ha sido dada por
Maclead el cual junto con Bouting y otros colaboradores ha logra-
do preparar un extracto pancreitico llamado Insulina que facilita
la acumvulacién del glucégeno en el higado, piel y misculos y la
combustién de la glucosa en los tejidos y a la vez ejerce un con-
trol sobre el metabolismo de las grasas y de las proteinas y se ha
demostrado la relacién que existe entre los islotes de Langerhans y
las demds glindulas de secrecién interna y el higado. El pancreas
es siempre el centro alrededor del cual gravita el diabetes, aun-
que sus crecientes relaciones con las otras glindulas de secrecién
interna se vuelven cada dia mds estrechas; la insulina segregada
por el pincreas es indispensable para la vida. La insulina y el
glucégeno son mutuamente indispensables para el diabético, a la
vez que necesita insulina necesita del glucégeno ya almacenado en
el higado, misculos y piel. Joslin hace la comparacién diciendo
que el glucégeno representa la moneda y la insulina el banquero
que la pone en circulacién. Asi el concepto que se forma de un
diabético es segiin su capacidad de producir insulina, y su almace-
namiento de glucogeno en el higado, masculos y piel, implica que
hay insulina porque es la iinica que puede favorecer su acumulacion.

El glucégeno en el higado no se comporta finicamente como
material, sino que produce mayor cantidad de glucosa que la que
corresponderia al glucégeno almacenado, por que no inicamente
con ayuda de la Insulina, los monosacaridos solubles se transfor-
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man en glucégeno al ignal que les que provienen de las proteinas
y de las grasas, kay que potar que para que esto se verifique, es
necesario que exista ya glucogeno, por lIo que se ‘pregunta si el
glucégeno se comporta como un catalitico o hay que imaginar una
hormona que expligue su acciécn. Se ha supuesto que la insulina
se ¢ncarga de evitar que estas transformaciones en el higado sean
excesivas y cuando esta hormona pancreatica falta, vienen la glu-
cosuria e hiperglucemia asi como también resultan en presencia
otros derivados de las grasas y de las proteinas que pueden llevar
al enfermo a la acidosis y al coma diabético.

Los misculos y la piel son otros lugares de depésito del glu-
cégeno, se ha visto que cuando se inyectan insulina y aziicar en un
misculo, el equivalente de una mitad del azicar es gastado por
oxidacion y el resto se transforma en glucégeno. Por esto hoy
dia el éxito de los atletas depende de su entrenamiento para au-
mentar su glucégeno y su caracidad para almacenarlo, pues se ha
visto qre al final de ura gran carrexa, el aziicar de la sangre se en-
cuentra mas bajo que el nivel normal.

Actualmente en la fisiologia de la diabetes se habla de la
conexion entre el pancreas y las otras gldndulas endécrinas. Entre
las 14 que se han descubierto hasta la fecha en la hipéfisis, hay
una llamada elevadora del azicar o auto-insulina que se cree obra
sobre un supuesto centro del azicar, del caal sus efectos son tras-
mitidos a las capsulas suprarrenales. Normalmente la hormona
aparece en la sangre después de ingerir una comida muy grasosa.
Si esta hormona es inyectada a ratas, produce una reduccion del
glucégeno del higado, excesivas cantidades en 12 circulacién reper-
cuten en hiperglucemia v glucosuria, y al contrario la ausencia de
1z hormora en les animales que se les ha quitado la hipdiisis trae
una notatle hipoglacemia, una notable semsibilidad a la insulina,
una disminucién de la reserva de glucégeno y una mejoria de una
diabetes previamente provocada. La pituitaria segrega otra hor-
mona llamada hormona ketogénica, cuya accién consiste en au-
mentar los cuerpos ketogénicos en la sangre, sobre todo el icido
beta-oxibutirico y la acetona aumentando la accién dindmina es-
pecifica de las proteinas. Es conocida la obesidad de origen hi-
pofisiario que se desarrolla en la insuficiencia pituitaria y es pro-
bable que esta obesidad sea precursora de la diabetes.

o La glindula tiroides entre también en los problemas dia-
béticos, porque al aumentar la funcion tiroidea, es alterado el me-
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canismo de los glicidos, se ha visto cuando hay hipertiroidismo,
aparecer hiperglucemis y glicosuria.

La suprarrenal, como tiene a los misculos en un estado cons
tante de tensién, y como éstos necesitan grandes cantidades de
glucosa en la sangre para dar la energia exigida, y por este cons-
tante movimiento de aziicar algunas veces resulta el desarreglo
de otras glandulas principalmente los islotes de Langerhans la pi-
tuitaria y suprarrenales.

Se La visto que la tiroxina y la adrenalina son antagénicos
y este antagonismo es completo, asi, una dosis de insulina dada a
un enfermo diabético que sea suficiente para eliminar el azicar de
la orina, si se inyecta extracto tiroideo al mismo tiempo, ésta re-
sulta insuficiente. Al contrario si una dosis de insulina es tan
grande que produzca shock insulinico, este shock puede prevenir-
se si es dado simultineamente extracto tiroideo, pero esto se sos-
tiene solamente en el caso de que haya suficiente glucégeno alma-
cenado en el higado que pneda ponerse en circulacién, pues si se
agotara por completo este glucégeno, una dosis de insulina produ-
ciria un shock insulinico fatal. Como se ha dicho en la actuali-
dad, se cree que los islotes de Langerhans son y seguirim siendo
el centro de los problemas del diabético, aunque este centro es in-
fluenciado por otras hormoras. Ultimamente se hacen estudios
sobre una horinona segregada por la mucosa duodenal y se le ha
llamado Incretina o Duodenina, esta hormona estimula a los is-
lotes de Langerhans a producir insulina y en los animales de ex-
perimentacién se ha encontrado que reduce la kiperglucemia re-
sultante de inyecciones de dextrosa y adrenalina y ain se ha di-
cho que reduce la glucemia normal.

Antignamente los regimenes dietéticos eran con restriccion
absoluta de glisidos, en cambio los actuales con una cantidad re-
lativa de estos, acompaiiada algunas veces de su correspondiente
dosis de insulina sorn menos daiiosos que los antiguos, en la ac-
tualidad, se puede decir que e] tratamiento de la diabetes se ha es-
tandarizado, conociendo segin la clase de diabetes de cada pacien-
te, 1a cantidad de calorias que necesita y distribunirlas conveniente-
mente entre glicidos, proteinas y grasas.

En la actualidad los pacientes glucosiiricos deben dividir-
se en: lo.-Diabéticos verdaderos; 2o.-Diabéticos potenciales y
30.-Glucosiricos ain no clasificados.
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Examen Quimico de la Sangre

Al hacer un examen quimico de azicar en la sangre, se
presentan un cierto nimero de problemas sobre la presencia, la
naturaleza y la cantidad del azicar en la sangre.—Sin que me sea
posible dar detalles, voy a indicar los principales problemas y res-

ponder a ellos.

10.-—ASIENTO DEL AZUCAR EN LA SANGRE

El aziicar debe ser buscado en la sangre total? en el plas-
ma? en el suero? en los giébulos. Las opiniones difieren en es-
te sentido, pero generalmente se ha acordado reconocer que el
suero encierra la mayor parte del azicar sanguineo y los glébu-
los una porcién menor. De todas maneras es, en la sangre total
donde se debe dosificar,

20.—NATURALEZA DEL AZUCAR EN LA SANGRE

Como yva se ha dicho antes, este azicar es la glucosa, pero
se pueden encontrar otros hidratos de carbono como por ejemplo
la levulosa y la maltosa, cuya presencia es afirmada por unos y
negada por otros, €l acido glucostirico aunque no es siempre cons-
tante se ha demostrado su presencia, el glucégeno que la sangre
transporta er sus leucocitos, y hay que afadir otras substancias
reductoras aun indeterminadas.

30.—ES UNA GLUCOSA UNICA O SON VARIAS GLUCOSAS?

Las recientes investigaciones han demostrado que hay mu-
chas variedades de glucosas, tienen la misma constitucién quimi-
ca el mismo poder reductor, pero difieren ligeramente en sus pro-
piedades fisicas y en particular en la constitucién entera de sm
grupo molecular de lo que vesultan sus poderes rotatorios diferen-
tes.

Después de las investigaciones de Winter y Smith la glu-
cosa tal como penetra en el organismo apareceria en dos formas
diferentes de la en que se encuentra en la sangre normal, la cual,
sola, seria capaz de ser utilizada por los tejidos.
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Desde el punto de vista del metabolismo, por consecuen-
cia, el filtimo mereceria ser llamado activo, los otros dos repre-
sentan las glucosas inactivas. Por otra parte existe esta teoria
“En la sangre diabética la glucosa activa seria reemplazada en
proporcién mas o menos grande por la glucosa inactiva. El esta-
do diabético seria entonces definido como la impotencia del orga-
nismo para transformar la glucosa inactiva tal como le viene del
intestino por la vena porta en glucosa activa capaz de ser utili-
zada; en este caso la glucosa quedada inactiva ka sido retirada por
los tejidos no pudiendo ser acumulada en la sangre hasta que la
hiperglicemia ha alcanzado un cierto nivel muy alto, entonces es
eliminada por glucosuria’”. Esta teoria ha sido objeto de nume-
rosas objeciones.

40.—EL AZUCAR EN LA SANGRE ESTA LIBRE O COMBINADA?

Se admite generalmente que es libre al menos en parte.
Lepine prepone llamarle aziicar inmediata en Iugar de azacar li-
bre, es decir que enteramente libre o no, es en todos los casos in-
mediata, libre y dosificable en un extracto, lo que practicamente
viene a ser lo mismo. En caso contrario formaria parte de com-
binaciones estables, seria entonces designado bajo el nombre de
aziicar combinado. Desde otro punto de vista se puede distinguir
el aziicar real de la sangre, es decir aquella que revela inmedia-
tamente sus propiedades reductoras, y el azacar virtual que se
pone en evidencia sélo por la accién de las diastasas o de los a-
cidos calientes,

IMPORTANCIA DE LOS METODOS DE DOSIFICACION

_ La dosificacién del azicar en la sangre ofrece un gran in-
terés. Es utilizada sobre todo en la actualidad muy frecuente-
mente como auxiliar muy importante en el diagnéstico, la patoge-
nia, el pronéstico y la terapéutica de la diabetes; el empleo de la
insulina en lo particular necesita una gran precision en las dosi-
ficaciones por su repeticién frecuente en un mismo sujeto. Apar-
te de la diabetes hay otras muchas afeccones de patogenia obs-
cura que justifican esta vusca.

Las determinaciones quimicas de la glucosa sanguinea ha
quedado incluida como uno de los métodos rutinarios que se prac-
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ican con muy difereates tipos de enfermos adquiriendo impor-
ancia particular en el coma diabético, en cuyo caso sirve también
.on m4s precisién que lo que pudiera servir la glucosuria, como
uia en el tratamiento que ayude eficaz y seguramente, como con-
M ol para regular la administracién de insulina, ayudando en esta
BN ;rma al médico se llegue a provocar el Estado hipoglucémico, ac-
. .dente muy grave que se debe impedir a toda costa, es, en es-
s casos donde la determinaci(n de las glucemias debe practicar-
o ccn un matodo que reina las siguientes condiciones:-preciso,
& c ejecucion facil, gue no necesite una gran cantidad de sangre par-
B :cularmente en lcs casos en que deba repetirse muchas veces.
& ovisando las diferentes técnicas que para estas dosificaciones
han sido indicadas podran enconfrarse procedimientos miiltiples.
i n los que los tecnicas y los reactivos usados son también en ni-
. .ero considerable, es asi ccmo podrin observarse métodos en
flos cuales grandes cantidades de sangre son necesarios (30 c.c.
§_omo minimo) y otros por el contrario donde solo pequeiiisimas

Bl - 2ntidades son necesarias (0.1 c.c.).

De entre los métodos mis usados puede citarse el de Ber-
‘rand en el que se necesitan 30 c.c. de sangre basado en la preci-
sitacién del sulfato de cobre con el sulfato férrico y el Permanga-
ato de Potaza. El método Iodométrico de Shaffer y Hartmann que
j itiliza el filtrado obtenido segin el método de Fclin que después in-

Licaré, usa solucisn de yocCuro de potasio y el sulfato de cobre que
ina vez precipitado se pone de manifiesto utilizando el (ARROW -
200T) starch. De entre lcs métedos micrométricos se utiliza fre-
qentemen el iodométrico de Hagerdorn-Jeusen en el que solo 0.1
le sangre es necesaria y en el que una vez obtenido un filtrado li-
bre de proteinas por medio de una solucion coloidal de hidréxido
le zinc se trata con ferrocianvro de potasio haciéndose la titula-
cién con una solucién de tiosulfato de sodio.

El método de Folin-Wu perfectamente con ado casi
corrientemente en la mayoria de los laboratorios ¥elel una vez
desproteinazada la sangre se pone en contacto con una solucién
fosfomolibdica. Como este método, ha servido de punto de compa- -
racién en las dosificaciones que con el método de Benedict fueron
| practicadas en el desarrollo de este trabajo, haré una descripcién

detallada de la técnica.
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Método de Folin-Wu

Obtener por puncién venosa 5 c.c. de sangre, hecha incoa-
gulable afiadiendo una pequeiia cantidad de oxalato neutro de po-
tasio. Se ponen los 5 c.c. de la sangre oxaltada en un recipiente
de 200 c.c. de capacidad, se afiade 7 veces su volimen de agua
destilada y se mezcla bien con agitacién, en seguida se pone un
volimen de una solucién de tungstato de sodio al 10%, un volimen
igual a la cantidad de sangre que se esta usando, luego se pone go-
ta a gota y agitando fuertemente H2 S04 N/1 en cantidad suficien-
te hasta precipitar completamente las proteinas, se forma um coa-
gulo czfé, se completa a 10 volimenes con agua bidestilada, se a-
gita todo fuertemente y se deja en reposo 5 minutos, se filtra a
través de papel filtro y tiene que salir vn liquido claro cristalino co-
mo agua de roca y en caso contrario se vuelve a filtrar; de este fil-
trado cada c.c. representa 0.10 c.c. de sangre; se puede conservar
2 o 3 dias bien poniéndole una capa de tolueno o de xilol y se po-
ne en la nevera. Este primer tiempoes para quitar las proteinas.

REACTIVOS NECESARIOS

Reactivo niimero 1o.—Testigo. Solucién standard de glu-
cosa purisima anhidra al 1%, de esta solucién se preparan los tes-
tigos que se han de usar diluyéndola al 1:50 para el standar na-
mero Iy al 1% para el standard nimero I

Reactivo nimero II.-—En 400 c.c. de agua disolver 40 grs.
de Carbonato de sodio anhidro, luego afladir 7.50 grs. de acido
tartrico y 4.50 grs. de Sufato de cobre cirstalizado; completar el
velumen a 1000 c.o. )

Reactivo nfimero I.—35 grs. de icido molibdico, 5 grs.-
de tungstato de sodio, 200 c.c. de Na OH al 10% y 200 c.c. de a-
gua hiérv, 30 mn. Enfriar, deluir a 350, afiadir 125 c.c. de
acido fo 857 y completar a 500 c.c.

TECNICA DE LA INVESTIGACION

Poner 2 c.c. del filtrado exento de proteinas en un tubo de
Folin o sea 0.20 de sangre. En un segundo tubo de Folin 2 c.c. del
patrén de glucosa Nim. I, en un tercer tubo 2 c.c. del patrén
de glucosa Nim. II, a cada tuvo afiadir 2 c.c. de la solucién de
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sulfato de cobre; esto no debe sobrepasar munca de la porcién
angosta del tubo. Se sumergen los tubos en agua hirviendo duran-

te 6 minutos, se colocan lnego los 3 tubos en agua fria sin agitar-
los por 3 mn. (se forma un precipitado de éxido cuproso) a cada
tubo se afiaden 2 c.c. de la solucion fosfomolibdica y aparece un
hermoso color azul intenso en los 3 tubos, esto disuelve y cuando
este precipitado se haya disuelto se afiade agua hasta la, marca 25

de los tubos y se mezcla vigorosamente por agitacién. Se hace la
acion al trasluz en los tubos, desechandose el

comparacién de color
cién colorimétrica con

que menos se parezca y s¢ hace la compara
la signiente férmuia:

LECTURA DEL TESTIGO. it 100 <. d

e e — .Co s

LECTURA DEL DESCONOCIDO. iligramos por 100 c.c. €e sangre
Multiplicando este resultado por 2 en caso de que se utilice

fuerte (solucién al 1:50.).

Lectura del testigo=15 16
Ej.: — —83.3 miligr. en 100 c.c.

Lectura del desconocido=18 18 de sangre.

Método de Benedict

REACTIVOS NECESARIOS.—SOLUCION TESTIGO DE
GLUCOSA.— (3 c.c. contienen 0.6 mlg. de glucosa.). Se disuel-
ven 20 miligramos de glucosa purisima anhidra en 50 c.c. de so-
Incién saturada de acido picrico y completar a 100 c.c. exactamen-
tc.

ACIDO PICRICO SECO.—Acido picrico seco quimicamente
puro especial para quimica sanguinea. (No sirve el écido picri-
co quimicamente puro, solo especial para quimica sanguinea, de-
biéndose tener mucho cuidado en esto).

SOLUCION SATURADA DE ACIDO PICRICO EN AGUA

Sa disuelven 1.22 grs. de icido picrico seco en 100 c.c. de

agua destilada, en caliente, se deja enfriar y se filtra.

SOLUCION STANDARD DE CAREONATO DE SODID

Se disuelven 220 gramos de carbonato de sodio anhydro en
1090 c.c. de agua destilada en caliente, se deja enfriar y se filtra.
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APARATOS.

Colorimetros de Dubosq o de Kleth.

Un tubo de ensayo con un cristalito de Oxalato de potasio
para recoger la sangre. (agitar para que no se coagule).
Tubos marcados a 10 c.c. exactamente,
Embudos de cristal, papel filtro, pipetas, Baiio Maria hir-
viente, :

TECNICA.

Se obtiene por puncién venosa de 3 a 5 c.c. de sangre, he-
cha incoagulable como ya dije antes.

Se toman 10 c.c. de aguna destilada en un tubo de centri.
fuga; se aifiadé 2.50 c.c. de sangre lavando varias veces la pipeta
con la misma agua; mezclar bien y dejar reposar hasta laqueado de
In sangre; aiiadir 0.25 grs, de acido picrico seco (especial para
sangre)} agitar hasta disolverlo. En este punto la mezcla es unifor-
memente amarilla. Dejar en reposo de 5 a 1G minutos agitando de
tiempo en tiempo; centrifugar 5 mm, a alta velocidad y filtrar. Es-
te primer tiempo sirve para quitar las proteinas. Cada c.c. del
filtrado contiene 0.2 c¢.c. de sangre. Se ponen 3 c.c. del filtrado en
un tubo marcado en 10 c.c. afiadir 1 c.c, la solucién saturada de -
carbonato de sodio, en otro tubo marcado también a 10 c.c.. se co-
locan 3 c.c. del standard de glucosa-acido picrico y afiadir 1 c.c.
de la solucién saturada de canhona.to de sodio. Se colocan ambos
tubos en agua hirviente durante 15 mn. se dejan enfriar hasta tem-
peratura ambiente. Diluir el standard con agua destilada hasta la
marca 10. Diluir el desconocido hasta 10, 15, 20 c.c. dependien-
do de la intensidad del color. EI color del desconocido deberi ser
mas ligero que el color del standard.

LECTURA EN EL COLORIMETRO

CALCULO
Lectura del Testigo. Dilucién del Desconocido.
X X100Za
Lectura del Desconocido. Dilucién del Testigo.

miligramos de glucosa en 100 c.c. de sangre.
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" Bjemplo: Lectara del Testigo—15; lectura del desconoci-
do=13; dilucion del testigo=10; dilncisn del desconocido-10.

15 10

— X — X 100-115 mg. de azicar en 100 c.c. de sangre,

13 10

En dltime método como se ve por lo anterior la precipita-
cion de las profeinas tiene lugar a expensas del acido picrico en cu-
vo tiempo hay que tenmer particu’ar cuidado tanto en la utilizacion
de acido picrico e-pecial como en saber conocer, (esto dltimo sélo
cos la prictica) el momento oportuno en que se ha logralo la pre-
cipitacion total de las proteinas, circunstancias estas dos ultimas
que me hicieron repetr varias pruebas.

Fl método de Benedict tiene la ventaja de mtilizar el mis-
mo acido picrico para precipitar las proteinas y como colorante
indicador que sirve para kacer la comparacién colorimétrica. En
presencia de la glucesa sanguinea y actuando junto con el carbo-
nato de sodio se obtiene una soluci¢n coloreada cuyo color amarillo
va haciéndose cada vez mas fuerte hasta alcanzar a veces tonos
rojizos (aspecto de tintura de yodo débil) segin la cantidad de
glucosa encontrada.

Antes de determinar las relaciones comparativas entre este
método y el de Folin Wu en individuos enfermos, practiqué un cre-
cido niimero de observaciones en individuos normales en diferen-
tes estados del periodo de la digestién con objeto a la vez de fijar
12 media normal de glucosa en nuestro medio, en individuos adul-
tos de ambos sexos, habiendo concluido que las cantidades encon-
tradas son de 70 a 110 miligramos, segin el Texto de Quimica Fi-
siolégica Prictica de Juan Roca 2a. edicién; las normales con el
método de Benedict se deben tomar de 70 a 100 miligramos por
100 c.c., sabiendo por otra parte que estas mismas normales en
el método de Folin son de 80 a 120 miligramos. Al expresar los
resultados es conveniente: indicar el procedimiento que se ha se-
guido para que asi puedan compararse los datos de diversas pro-
cedencias.
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Glucemia en Individuos Normales

METODO DE BENEDICT

o | sore | e | T e
1. F. E.V. 4 horas 84.7
2. F. M.L.R. En ayunas. 78.1
3. M. A.P. 3 Horas 97.4
4. M. F.R. En ayunas. 116.3
5. M. I.M. En ayunas. 91.6
6. F. B. de R. En ayunas 81.6
7. F. A.C. de F.En ayunas. 91.7
8. M. A M. 4 horas. 117.6
9. F. S.P. de O. 3 horas. 112.3
10. F. F.A, Desp. de ay. prolong. 55.5
11. M. E.V. En ayunas. 92.5
12, M. C.M. Ayuna prolong. 62.5
13. M. E.O. En ayunas. 81.2
14. M. A.U. En ayunas. 99.
15. M. S.M. 2 y media Hs. 135.5

—_—19—



Glucemia en Individuos Enfermos

e B g 3 B e
1. M. A.P.S. 3.30 Hs, 64.1 60.6
2. M. V.S. En ayunas 89.8 81.9
3. M. V.S. 3.30 Horas. 124, 113.
4. M. A.R. En ayunas. 104.9 111.1
5. F. M.C.A,. 5 horas 129.3 125.
6. F. G.U.R. En ayunas 81.6 85.4
7. M. E.C. En ayunas 106.4 99.7
8. F. G.M.C. En ayunas 436. 450.
9. F. M.G.A. 4 horas. 194.8 189.

10 F. C.deA. Enaycnas. 104.2 98.

11. M. E.P. En ayunas, 117.2 119,

12. F. E.E.S. En ayunas. 2b58.6 277.6

13. F. R.C.A. En ayunas, 108.7 113.6

14. M. S.V.T. En ayunas, 95.7 99.

16. M. E.V. En ayunas 83.3 80.6

16. F. M.A.A. 4 horas. 234.4 222.2

17. M. J.H. 4 horas 82.7 78.7
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18. M. G.V. 4 horas. 95.2 91.7
19. F. R.B. En ayunas. 101.2 104.
29. M. A.C. En ayunas. 118.1 125.
21. M. M.C. En ayvunas, 82.4 77.5
22. M. C.M. En ayunas. 118.1 107.4
23. F. M.G. En ayunas. 94.9 90.9
24. M. A.T. En ayunas. 147.1 142.8
25. F. C.R. Des. Ay. Pro. 78.9 786.7
26. F. A.P. En ayunas. 208.4 212.6
27. M. G.L. En ayunas. 127.2 123.4
28. M. S.J.R. En aycnas. 93.7 90.9
29. ¥, R.T.V. En ayunas. 102.1 101,
30. M. R.C. En ayunas. 187.5 181.8

Estas observaciones fueron practicadas en el Laboratorio
de la Escuela Auténoma de Medicina bajo la direccién de mis maes-
tros los sefiores Doctores Salvador Urziia L., Enrique Hernindez
Sinchez y Agustin Bitiz y G.

NOS CONSTA QUE OBSERVO;

Firmado: Firmado:
Dr. SALVADOR URZUA L. Dr. ENRIQUE HERNANDEZ SANCHEZ.

Firmado:

Dr. AGUSTIN BATIZ y G.
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Conclusiones:

lo.—La cantidad de azicar media normal que encontré por
el método de Benedict, es de 20 a 110 miligramos por 100 c.c.

20.—Hay una relacion muy estrecha entre los datos obte-
nidos con el método anterior y el método de Folin Wu. ‘

30.—La técnica del método de Benedict es mas sencilla que
la de Folin Wu y requiere menos tiempo en su ejecucién.

NATALIA ARANDA R.

Y
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