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INTRODUCCION

De todos los analisis que ordinariamente se practican en Quimica Clinica
ninguno presenta mas profusion de métodos que la glucosa. Los dos mids conoci-
dos son el de Folin-Wu (6) y el de Somogyi-Nelson (22). El primero realmente
determina sustancias reductoras totales de ahi que se le conozca con el nombre
de “reductemia total” ya que se incluyen bajo condiciones normales y de ayuno
de 20 a 30 mg% de diversas sustancias reductisicas que no son glucosa (1, 2,
9, 16, 19, 25). Estos valores falsamente elevados de la glucemia se hacen evi-
dentes al comparar dicho método con el que utiliza filtrado de Somogyi y el de
la glucosa-oxidasa (2, 7, 8, 13, 19).

Sahyun (20) en 1936 fue el que primero utilizd la combinacion del fil-
trado cincico de Somogyi con la reaccién de color de Folin-Wu. Esto permitié
obtener resultados de glucemia pricticamente iguales a los conseguidos con el
método original de Somogyi-Nelson. Posteriormente Lauber y Mattice (11) pre-
conizaron con todo detalle la modificacién de Sahyum, comprobindose por autores
como Monsenthal y Barry (16) y Henry (8), la bondad del método que nos
ofrece, entre otras cosas, una medicién de glucosa verdadera.

En nuestro medio Mora y Solano (18) aplicaron la modificacién precitada
obteniendo valores similares para glucosa verdadera de acuerdo con lo reportado
en la literatura y también con lo hallado en Costa Rica para dicho carbohidrato
con base en el uso del método clasico y original de Somogyi-Nelson, en virtud
de un trabajo (7) dirigido por el primer autor de la presente investigacisn.

En esta comunicacién hacemos referencia de los resultados obtenidos para
glucemia normal de ayuno en poblacién universitaria aparentemente sana, utili-
zindose el método de Lauber y Mattice (11) tal y como lo preconiza Henry (8),
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y que es esencialmente el mismo utilizado por Mora y Solano (18) en poblacién
asegurada normal de nuestro pais y mayor de 10 afios.

Asentimos con los autores anteriores en cuanto a la designacion de método
de "Somogyi modificado”, y en este sentido contribuimos a darle mayor difusion

a un método analitico que ha ganado popularidad y que ha sido perfeccionado
y modificado gracias al esfuerzo de muchos investigadores.

Habiéndose obviado entonces la dificultad que impedia una buena exacti-
tud en las pruebas cuantitativas para glucosa sanguinea, queda afn por resolver
la interpretacién de las diferencias arterio-venosas de ese glicido.

Este trabajo, pretende modestamente contribuir al mejor conocimiento
de ese problema, al sefalar las diferencias glucosidicas entre sangre total, suero
v sangre capilar.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de estudiantes universitarios, con edades comprendi-
das entre los 17 y 25 afios, con pesos que oscilaron entre 95 y 185 libras, exi-
giéndose por ripido interrogatorio que estuvieran en estado de ayuno.

Las muestras de sangre venosa se tomaron teniendo la precauciéon de no
someter el brazo a una estasis mayor de un minuto. La mezcla anticoagulante
utilizada fue sales EDTA-NaF (10 mg EDTA y 50 mg de NaF, para 6-8 ml de
sangre). Las muestras de suero se obtuvieron luego de dejar media hora los es-
pecimenes de sangre total a 37°C en bafio de maria, con posterior centrifugacién.
Las muestras de sangre capilar (arterial) se obtuvieron por puncién profunda
de la yema de un dedo, utilizindose lancetas descartables. En la mayoria de
los casos fue posible obtener mas de 0,5 ml de sangre los cuales se anticoagularon
de inmediato con 7 mg de NaF y 3 mg de EDTA.

Los filtrados libres de proteinas practicados de acuerdo con el métoda
de Somogyi (22), se realizaron el mismo dia de la obtencién de las muestras.
Las reacciones colorimétricas para la glucosa se hicieron seguidamente con base
en el uso del fosfomolibdato de Folin-Wu (6). Las lecturas espectrofotométricas
se llevaron a cabo en un Coleman Junior modelo 6/20 A, utilizindose cubetas
de 19 x 105 mm.

Fundamento del método de "Somogyi modificado” para glucosa verdadera
de acuerdo con Lauber y Mattice (11), y Henry (8).
Fundamento

Se eliminan las proteinas y la mayor parte de los “sacaroides’” por pre-
cipitacion con Zn(OH), (técnica de Somogyi). El Cut+ del reactivo de Folin
y Wu es reducido por la glucosa a Cu,0, por el aire. Este Cu,0 reduce ulte-
riormente el dcido fosfomolibdico, a “azul de molibdeno” el cual se mide espec-
trofotométricamente; el color es estabilizado por calentamiento.
Macrométodo para sangre total, suero o plasma

Reactivos

a) Reactivos precipitantes de las proteinas: ZnSO,.7H.0 al 10%; NaOH
0,5N (20g/L.).

Si estos reactivos se han preparado correctamente, 10 ml del reactivo de
Zinc requieren de 10,8 a 11,2 ml del dlcali (NaOH 0.5 N) para producir un
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color rosa permanente con fenolftaleina. Compruébese dilugendo 10,0 ml del
reactivo de Zinc con 50-79 ml de agua, y titulando lentamente y con agitacién
continua.

b)

d)

€)

Reactivo de cobre. Disolver 40 g de Na,CO, anhidro en aproximada-
mente 400 ml de agua, en un matraz volumétrico de 1 litro de capacidad.
Afiadir 7,5 g de 4cido tartirico; cuando éste se ha disuelto, agregar 4.5 g
de CuSO,. SH,0. Mezclar y diluir hasta un litro. Este reactivo es estable
indefinidamente a la temperatura ambiente.

Reactivo de dcido fosfomolibdico. Agregar, a 70 g de 4cido molibdico
y 10 g de tungstato sbdico, 400 ml de NaOH al 10% y 400 ml de agua.
Hervir durante 20 a 40 minutos para eliminar todo el NH,. Dejar enfriar
a la temperatura ambiente, y anadir entonces agua hasta un volumen de
aproximadamente 700 ml. Agregar 250 ml de écido ortofosférico con-
centrado (H PO, al 859%) y completar el volumen hasta un litro.

Patron concentrado de glucosa, solucién al 19%. Se elige glucosa de ele-
vada pureza. Satdrese la solucién con édcido benzoico. Es estable indefini-
damente en la nevera. 1 ml = 10 mg.

Patron de glucosa diluido. Se prepara diluyendo al 1:100 la solucién
concentrada. Prepirese fresco cada dia. 1 ml=0.1 mg.

Técnica

1)

3)
4)

5)

6)

Afadir 0.5 ml de sangre anticoagulada a 3,5 ml de agua y mézclese.

Agregar 0.5 ml de sulfato de Zinc al 109, mezclar, afadir 0.5 ml de

NaOH al 0.5 N y volver a mezclar. Dejar en reposo 5 minutos y filtrar
centrifugar.

Colocar en tubos de Folin-Wu:

Blanco = 1 ml de agua
Patron = 1 ml del patréon diluido
Problema =— 1 ml del filtrado

Afiadir 1 ml del reactivo de cobre a cada tubo y mezclar.

Colocar los tubos en un bafio de agua hirviendo durante 6 minutos; pasado
este tiempo, y sin sacar los tubos del bafio, agregar a los mismos 1 ml del
reactivo de acido fosfomolibdico, y dejarlos atin en el bafio de agua hir-
viendo, durante 2 minutos.

Transferir los tubos a un bafio de agua fria (agua del tubo). Cuando
se ha enfriado su contenido diluir la sefial del 12.5 ml con agua y mez-
clar por inversion.

Leer las absorciones del blanco, patrén y problema, frente a agua a 420 mu.

Cilculos:

Ax Ab
mg de glucosa 9% =—————————x 100

Ap——Ab
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Microtécnica para sangre capilar, suero o plasnia

1) Adadir 0.2 ml de la muestra 2 1.6 ml de agua destilada; mezclar, anadir 0.2
de ZnSO, a 10%, mezclar y anadir 0.2 de NaOH al 0.5 N, mezclar otra
vez y dejar en reposo por 5 minutos. Centrifugar.

2) Colocar en tubos de Folin-Wu:

Blanco = 1 ml de agua
Patrén = 1 ml del patron diluido de glucosa (0.1 mg de glucosa).
Problema = 1 ml del liquido sobrenadante de la centrifugacion.

3) Agregar 1 ml del reactivo de cobre a cada tubo y mezclar,

4) Sumergir los tubos en un bafio de agua hirviendo durante 6 minutos.
Pasado este tiempo, sacar los tubos del bafo de agua y agregar inmedia-
tamente a los mismos 1 ml del reactivo de dcido fosfomolibdico; volver
de nuevo a colocar los tubos en el bafio de agua durante 2 minutos mis.

5) Transferir luego los tubos a un bafo de agua fria (agua del tubo).
Cuando se ha enfriado diluir la sefial 12.5 ml con agua; mezclar por
inversion.

6) Leer las absorciones del blanco, problema y patrén, frente a agua, a 420
mu o con un filtro cuya longitud de onda se halle en esta region.

Cilculos: idénticos a la macroversion.

Nolas

Henry (8) ha observado que cuando se utilizan 0. 1 ml de sangre se obtie-
nen colores ligeramente més bajos con las muestras problema en tanto que los colo-
res son idénticos para los patrones. No observd tal efecto cuando se prepard un
filtrado a base de sulfato de Zinc en Ba(OH),. Si la concentracién calculada
es superior a 450 mg/100 ml, en cualquier de las dos versiones, se repetird el
andlisis utilizando una dilucion al doble del filtrado. El color de la reaccion
es estable durante 15 minutos, y luego aumenta lentamente, de forma que al cabo
de 2 horas el incremento del color es aproximadamente, del 109%. La reaccion
de color sigue la ley de Beer hasta una concentracion de 450 mg/100 ml a 420 mu.
Mayor exactitud ha sido obtenida al usarse agua destilada en vez del “blanco”
usual para establecer €l cero, tal y como se expresa en la férmula para los cilculos,
ya que se ha encontrado que el color del blanco no es tan reproducible como el
color obtenido con los patrones estindares (24).

La glucosa desaparece poco a poco de la sangre durante la conservacion
de ésta, a causa de la glicolisis. Dado que ésta es, una reaccion enzimdtica, su
velocidad disminuye con la temperatura. A 37°C la pérdida es aproximadamente
de 10-20 mg/100 ml/hora, a temperatura ambiente de 5-10 mg y a 4°C de 1
a 3 mg/100 ml/hora. La estabilidad del suero y del plasma es mayor que la de
la sangre total; los filtrados desproteinizados son mucho mis estables (8).

RESULTADOS

En el cuadro 1 se sefialan las cifras promedio, las desviaciones estandar,
los valores margen y los limites de confianza de los valores de glucosa verdadera
de acuerdo con los 3 tipos de muestras utilizadas.
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Cuadro 1
Promedio Desvia- Lf"‘gl:i]t:: ;iaiac?lx- Tgmaﬁo
— cidn Valores arge s e la
Glucosa x estindar wo T P ror;seg/w) (al muestra
l (7]
i P | Pas | L | L
! |
sangre | 773 9.9 58 l 96 | 76.6 | 78.0 699
venosa | |
sangre 80.6 | 122 56 | 105 | 79.7 | 815 650
capi[ar ! | [
| |
suero | 86.3 : 17.2 58 l 114 | 85.1 | 885 431
| .

En relacion con el cuadro son pertinentes dos aclaraciones: En primer
lugar, los valores margen incluyen el 959 de los casos de la muestra aproxima-
damente. Del 5% de casos que no estan incluidos, hay un 2.59% que son menores
que el precentil 2.5 (P,.;) y un 2.59% mayores que el percentil 2.5% (Pg..5).
Por ejemplo, en la glucosa de la sangre capilar, un 959 de los valores de la
muestra estin entre 56 y 105; un 2.59% son menores que 56 y un 2.5% ma-
yores que 105.

En segundo término, los limites de confianza para el promedio significan,
por ejemplo, para el caso de la sangre capilar, lo siguiente: si los 650 casos ana-
lizados se consideran una muestra de una poblacion, entonces tendriamos bastante
seguridad (confianza del 95%) de que el promedio de esa poblacién no sera
menor de 79.7 ni mayor de 81.5. Esos limites son muy estrechos en la tabla
debido en parte a que el tamafio de la muestra es bastante grande.

Por otra parte, como los limites de confianza para los diferentes tipos de
sangre no se entrecruzan (es decir, L, para sangre total es mis pequefio que L,
para sangre capilar; y L, para sangre capilar es mis pequefio que L, para suero),
eso implica que las respectivas poblaciones tienen promedios significativamente
diferentes entre si. Pero el que una diferencia sea estadisticamente significativa
no quiere decir necesariamente que esa diferencia tenga importancia practica, es
decir, que para fines pricticos deba considerarse grande. Asi el promedio de
sangre capilar es estadisticamente distinto al de sangre total, pero la diferencia
en nimeros absolutos (unidades de glucosa) es pequeiia.

La comparaciéon del macrométodo con la microversién de ésta técnica es
satisfactoria. Las desviaciones en 10 muestras estudiadas fueron tan positivas
como negativas y ninguna excedié los 6 mg.

DISCUSION

La exactitud para el diagnéstico y la eficiencia del tratamiento de la Dia-
betes Mellitus depende en gran medida de la validez de las estimaciones de los
niveles de glucosa sanguinea (16, 17, 18, 19). Cualquier técnica que se pretenda
recomendar para un andlisis rutinario debe dar resultados que se aproximen al
méiximo a las concentraciones de glucosa verdadera y, a excepcién de los métodos
a base de glucosa-oxidasa, no hay duda que la eleccién debe recaer entre la de Somo-
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gyi-Nelson o bien, a la variante de la técnica de Folin-Wu que utiliza un filtrado
preparado a base de cinc (Somogyi), este Gltimo bastante difundido en nuestro
medio gracias a la sugerencia de Mora y Solano (18), y que bien podria llamar-
sele método de “"Somogyi modificado” en vista de que asi se le ha dado a conocer,
a pesar de que reconozcamos en Sahyun (20), Lauber y Mattice (11), Monsethal
y Barry (16), y Henry (8), a quienes lo han preconizado y perfeccionado.

Las cantidades frecuentemente elevadas, muy variables e imprevisibles,
de sustancias reductoras y que no son propiamente glucosa (sacaroideas), pero
que se incluyen como tal en el método clasico de Folin-Wu provocan serios errores
analiticos y de interpretacién que pueden evitarse si se recurre a métodos en los
que se dosifica la verdadera glucosa de la sangre (1, 2, 9, 16, 19, 25). Por lo
tanto, la técnica de Folin-Wu debe abandonarse, adoptindose un método ficil
y exacto que como el de Somogyi modificado que aqui encomiamos, cambia sim-
plemente la forma de preparar el filtrado desproteinizado en lugar de sustituir
totalmente el método de los autores citados.

Los valores de glucosa en sangre total en ayuno, en adultos normales,
se encuentran entre 80 y 120 mg% cuando aquella se mide por ¢! método de
Folin-Wu (25) y de 60 a 95 mg% cuando lo es por el método de Somogyi-
Nelson (7,19).

En la literatura se observa un rango de valores normales para suero o
plasma mis altos de 95 a 140 mg% y de 70 & 115 mg%, para aquellos métodos,
respectivamente (2,9). Cuando los filtrados libres de proteinas se preparan a
base de plasma o suero la concentraciéon de glucosa por ambos métodos son com-
parables. Es interesante observar como los valores de glucosa en sangre total
determinados por el método obsoleto de Folin-Wu son aproximadamente iguales
a los niveles plasmaticos cuando aquella se determina por los que miden glucosa
verdadera.

Con el incremento actual del uso de la automatizacion, no sélo se pueden
determinar diferentes componentes sanguineos a una misma muestra, sino que el
material que se utiliza es suero o plasma méds que sangre total. En vista de
las diferencias en la concentracion de agua entre células sanguineas y el plasma,
la concentracién de muchas sustancias, y entre ellas la glucosa, no es la misma
en plasma que en sangre total (3). La glucosa difunde libremente entre el
plasma y los eritrocitos, y esti a la misma concentracién en el agua intraeritroci-
taria que en el agua del plasma. Sin embargo, los eritrocitos tienen un contenido
de agua de aproximadamente 72 g/100 ml, en tanto que el contenido de la misma
en plasma o suero es cerca de los 94 g/100 ml (8). La disminucién del contenido
en glucosa, por esa causa, tiende a equilibrarse con la mayor concentracién de
“sacaroides”, cuando se efectta la determinacién de la glucosa mediante métodos
inespecificos. Pese a todo es evidente que los resultados de la glucosa verdadera
en muestras de sangre total estarin en relacién inversa con el hematocrito, pari-
metro que no tiene nada que ver con el metabolismo de la glucosa del individuo
(8). Como resultado de un mais bajo contenido de agua de los eritrocitos, los
valores de glucosa en suero y plasma son de un 10 a 159% mas altos que en
sangre total (2,5,8,13). En vista de los resultados variables asociados con dife-
rencias en los valores de hematocrito en el sistema multifasico de la sangre vy,
como el plasma es el medio de transporte, pareciera deseable determinar los ni-
veles de glucosa en suero o plasma, pero esta deduccién no ha sido del todo
aceptada (8).

Con base en el autoanalizador, McDonald et al. (14) han encontrado
una relacion linear entre la glucosa plasmitica y de sangre total que se expresa
asi: P=6,6 + 1.15 Ty, T='5.7 + 0.87 P; donde P es la concentracién de
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glucosa en el plasma y T en sangre total. Estas ecuaciones son precisas y utiles
para varios propositos, ya que pueden ser usadas para la conversién de los valores
de glucemia de plasma a valores en sangre total y viceversa. A propésito, el
método para la glucosa que generalmente se suele utilizar en el autoanalizador
se basa en la reaccion del ferricianuro, la cual para algunos ofrece valores de
"glucosa verdadera”. Sin embargo, con base en una técnica a base de glucosa-
oxidasa, se han logrado como promedio unos resultados un 79 superiores a los
conseguidos con la técnica automatizada (23).

En vista de que la glucosa es tomada de la sangre por los tejidos, hay un
gradiente entre la concentracion de glucosa arterial y la de sangre venosa. Lz
sangre capilar puede ser aceptada como un equivalente de la sangre arterial (3).
Este gradiente varia ampliamente aun en una misma persona. En estado de ayuno
y de reposo es insignificante (3, 4, 8, 10, 16, 19), pero en periodos postpran-
diales, o como sucede en las prucbas estindar de tolerancia a la glucosa, el gra-
diente se hace evidente y vemos asi como en una persona normal en tal condicién
de consumo de glucosa, puede haber tanto como una diferencia de 30 a 80 mg%,
entre sangre capilar y venosa (10, 12, 16).

Las muestras de sangre utilizadas en las pruebas de tolerancia a la glucosa
son generalmente de procedencia venosa. Ocasionalmente cuando la puncién ve-
nosa es dificil, por ejemplo en nifios muy pequefios, parece aconsejable utilizar
sangre capilar.

Ya hemos comentado que la concentracién de glucosa en sangre capilar y
venosa es esencialmente la misma si el sujeto estd en ayunas, citindose como
miximo de diferencia de 2-10 mg% a favor de la sangre capilar (3). Esto sin
embargo, no ocurre durante las primeras horas después del consumo de glucosa,
aunque ambas cifras vuelven de nuevo a ser casi iguales cuando sc alcanzan las
concentraciones normales o hipoglicémicas (4,8).

A pesar entonces de que la mayoria de los autores han llegado a la con-
clusion que es més exacto utilizar sangre venosa para la construccion de las
curvas de tolerancia a la glucosa (10, 15, 16, 17, 21), parece probable que
cuando se disponga de criterios correctos para la interpretacion de los resultados
en la sangre capilar se pueda conseguir para ese procedimiento informacién tan
ttil como la derivada de los datos de sangre venosa (4). Al respecto, se sefiala
que para prucbas de tolerancia a la glucosa en las que se utiliza sangre capilar,
los limites méximos normales (12) para adultos serian 110 mg% en ayuno,
180 a la hora, 140 a las 2 horas, 120 a las 3 horas y 110 a las 4 horas. Para
nifios, 110, 160, 140, 120 y 110 mg% respectivamente. Cole y Bilder (4) en
nifios, senalan 88, 160, 149, 133, 130 y 105 mg9% 2 las 3 horas. Para la inter-
pretacién de las pruebas de tolerancia a la glucosa basadas en el uso de sangre veno-
sa, y para glucosa verdadera, recomendamos la lectura del trabajo de Mora (17).

Henry (8) sefiala limites normales, para el adulto en ayunas, de glucosa
en sangre total venosa, sangre total capilar, suero y plasma con el método que
utilizamos, de 60-100, 60-100, y 70-110 mg/100 ml, respectivamente. Monsenthal
y Barry (16) obtienen como limite superior de la normalidad, partiendo de
sangre total y utilizando para el anilisis la técnica de Folin-Wu sobre un filtrado
a base de Cinc, el valor de 100 mg/100 ml. Como puede observarse, nuestros
resultados son estrechamente concordantes con aquellos que se han reportado para
glucosa verdadera por los métodos o modificaciones que fueren, para sangre total
venosa, suero 0 plasma y sangre capilar.

Creemos eso si que la interpretacion de los hallazgos aqui consignados
debe hacerse a la luz de los detalles estadisticos planteados en la seccién de re-
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sultados. Es asimismo magnifica la correlacion de los presentes hallazgos con lo
encontrado por Mora y Solano (18) en poblacién normal asegurada del pais,
mencionindose de paso, el dato obtenido por los autores nacionales antecitados
en cuanto a que la glucemia normal prospandial a las 2 horas luego de 100 g
de glucosa, y por el método en referencia, oscila entre 50 y 100 mg%. Final-
mente, concluimos con Reinhold (19) en que no existe diferencia de la glucemia
entre ambos sexos, los limites son para los nifios idénticos a los que hemos dado
para los adultos, si bien los valores medios son algo mayores en ancianos.

RESUMEN:

Se hace un ligero comentario sobre las técnicas que miden glicemia ver-
dadera, preconizindose el método de “"Somogyi modificado”, por su bajo costo,
facilidad, exactitud y reproductibilidad. Se discuten las diferencias arterio-venosas
de la glucosa sanguinea y se sefialan valores margen normales en sangre venosa,
arterial y suero de 58-96, 56-105 y 58-114 mg9%, respectivamente, que coinciden
estrechamente con lo reportado en la literatura extranjera y nacional.

SUMMARY :

A brief comment on the techniques that measure true glucemia is made.
Because of its low cost, exactness and reproductibility, the modified Somogy!
test is recommended. The artero-venous blood glucose differences are discussed
and normal marginal values for venuos and arterial blood, and serum are esta-
blished at 58-96, 56-105 and 58-114 mg%, respectively, which coincide with
figures reported in the literature.
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