GLUCOLISIS

{na Yaria Serrano Rodrigue: *

INTRODUCCION:

Es un asunto de indudable importancia
en el laboratorio clinico, la exactitud de las
determinaciones que realice. Una gran cantidad
de factores, sin embargo, podrian conducir a
error. Entre eflos, aquellas que estin fuera del
control del analista - pequchas variantes en
equipos mecanicos como relojes —, s¢ conocen
como errores indeterminantes. {3) Qbviamente,
son errores determinantes aguellos que pueden
ser controlados por el personal que realiza el
ensayo. El fendmeno de glucolisis in vitro, po-
dria conducir a2 error en la determinacion de
glucosa, si ef laboratorio no lo toma en cuenta.
Es sabido que el fluoruro de sodio, utilizado
como anticoagulante, inhibe ia glucolisis por
24 horas a temperatura ambiente. {8}). Sin
embargo, en 1a actualidad, y en nuesiro medio,
con la introduccion del método de O-Tolui-
dina para la determinacién de glucosa, muchos
labaratorios utilizan suere sangufneo, con lo
que el fendmeno de glucolisis participa como
posible factor de error que dche ser considera-
do. Los valores de glucosa en mucstras tomadas
sin  anticoagulante inhibidor del fendmeno,
podrian resultar falsamente disminuidas. Este
posible factor de error adquiere una importan-
cia aun mayor en ia Determinacién de ta Curva
de Tolerancia Oral a la Glucosa. Si las primeras
muestras de ia Curva se analizan rdpidamente,
micntras que las correspondientes a 60, 90 v
120 minutos post ingesta de glucosa, se dejan
para ser analizadas junto con la mucstra de 180
minutos post ingesta, el resultado de lz Curva
podria ser tendenciaimente Ffalso. Tendriamos
resultados vidlidos para las muestras de ayuno,
30 y 180 minutos post ingesta y, vatores fal-
samente disminuidos en las muestras de 60,
90 y 120 post ingesta.
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IN VITRO
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GLUCOLISIS IN VIVO:

Este es ef mecanismo metabdlico al gue
recurren muchas células, bacterias y tejidos co-
mo medio para obtener [a energia necesaria para
sus funciones vitales, a partir del desdoblamien-
to de la glucosa. Existen dos vias en el metabo-
lismo de la glucosa.

a.- Via anaerdbica: la glucosa se desdobla
producicndo dcido pirtvico, gracias a una sefie
de reacciones enzimaticas que no requieren de
oxigeno. Este sistema es poco eficaz, sdlo se
obtiene un 10%0 (2 A.T.P.) de la energia to-
tal liberada. Casi todos los tejidos tienen como
primer ctapa el anaerdbico. 5i no se dispone
de suficiente oxigeno, (por ejempio en el mus-
culo, durante el ejercicio}, el dcido pirdvico se
reduce a dcido ldctico, es transportado por la
sangre al higado donde ¢s oxidado a dcido pi-
FUvico.

b.- Via aerébica: en esta fase, el dcido pirt-
vica, por la intervencion de enzimas y cofacto-
res, es oxidado en presencia de oxigeno, dan-
do como productos finales CO5 y Hy0. De
este proceso se obtiene el mayor rendimiento
energético {38 AT.P.). (8,11}

GLUCOLISIS IN VITRO:

Este fenémeno se produce en sangres de-
jadas en condiciones adecuadas para su proce-
samiento. Tanto en los eritrocitos, como en los
leucocitos, por la presencia de sistemas enzima-
ticos, en los que figuran enzimas como las cata-
lasas, Hpasas, proteasas, son capaces de desen-
cadenar la glucolisis in vitro. (4}). Los leucoci-
tos juegan un papel muy importante, pues se
ha comprobado, un aumento notable de la
glucolisis en sangre leucémica. {2). Existen una
seriec de factores que afectan ja glucolisis in vi-
tro, entre los que pueden ser citados: TEMPE-
RATURA: a temperaturas bajas hay inhibicidn
de la glucolisis. A 37 y 40 grados centigrados.
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fa estimula, mientras que a 56 grados centr-
grados, se detiene. ELEMENTOS FIGURADOS.
Se ve afectada principalmente por los polimor.
fonucleares, dada la gran cantidad de enzimas
en clias que favorecen el fendmeno. {2, 9, 10).
ESTADQS PATCGLOGICOS: El fendmeno dismi-
nuye en la diabetes v se aumenta en ia nefritis

y {a leucemia mielocitica. (2, 4} ANTICOAGU-
LANTES: Ei fluoruro de sodio actuando como
veneno enzimdtico, inhibe fa glucolisis. (8).
Todos estos hechos y las consideraciones sobre
¢lios, motivaren el presente estudio sobre glu-
colisis in vitro y sus posibles manifestaciones
en el laboratorio clinico.

MATERIAL Y METODOS:

Las determinaciones de glucosa sc reali-
zaron en suerp, haciendo use del método de
O—Toluidina modificado.

REACTIVCS:

1.- Reactivo de O - Toluidina:
Tiourea, 1 gramo por litro;

Acido Acético, 633.3 ml. por litro;
O - Totuidina, 33.3 ml. por litro.

STANDARD:

200 miligramos de glucosa en 100 ml. de
acido benzoico 0.2 9o,

REACCION DE COLOR:

S =
’ BLANCO STANDARD

Esie método se basa en la propiedad de
varias aminas aromdticas, - entre ciias, O - To-
luidina - de reaccionar con la glucosa en dcido
acético caliente, produciendo derivados colo-
reados. La O - Toluidina se condensa con el gru-
po aldehido de fa glucosa, formando una gluco-
samida v la base de Schiff. El compuesto co-
loreado final, poseé una absorcion de fuz
{absorvance) mdxima a 630 nm). Tanto la galac-
tosa como fa lactosa reaccionan en la misma
forma, por lo que esta técnica puede usarse
para evaluar pruebas de tolerancia a ambos azi-
cares.

METODOLOGIA:

Sc investigd una totalidad de cien casos.
A cada uno se le tomé dos muestras de sangre
en tubos sin anticoagulante. Una de Jas dos
muestras tomadas, se centrifuga a los 30 minu-
108 despues de haber sido extraida. Se separa
el suero y se determina la glucosa. Cuatro horas
después de haber sido tomadas las muestras,
se centrifuga el segundo tubo. Se separa el sue-
ro y s¢ determina la glucosa, Paralelo a esia
segunda determinacidn, se vuelven a analizar
ios sueros de las primeras muestras, centrifu-
gados a los 30 minutos después de haber sido
extraidos. Con los datos obtenidos, se procedié
a gstablecer fos niveles de glucolisis.

PROBLEMA I

H20 destilada 0, tml - -
Standar 100

mg. %0 - 0.1 mil, -
Muestra - - 0,1ml
Reactivo de

O-Toluidina 6 mi. & ml. & mil.
Colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 minutos.

Enfriar celocando los tubos en agua fria por CiNCo MimuUtes.

Leer contra blanco 2 630 nm. en espectrofotometro.

£l color es estabie por 30 minutos.

_ — —————————— |
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CUADRO NUMERO UNO

RESULTADOS
—e e e e

CASO No mj!gssra PRIMER aEGUNDA Dif. en PORCENT.
: RA MUESTRA UESTRA ma. %o DE GLUC.
0 Horas. 4 Horas. 4 Horas.

[ 85 myg 85 mg 49 8 mg 35,2 mg 41 94
2 85 84 64 21 24

3 142 142 108 34 23

4 135 132 100 35 25

5 100 39 76 24 24

5 108 107 76 32 29

! 82 mg 80 mg 82 mg 20 mg 24 %4
8 82 82 53 29 35

9 as 87 80 29 32

i0 164 160 128 38 22

Pt 92 91 64 28 30

12 97 95 74 23 24

13 113 110 80 1 28

14 105 101 86 39 3z

15 118 118 82 36 30

18 8% 92 65 30 31

7 80 80 62 18 22

18 142 140 115 27 19

19 172 169 148 24 14

20 85 95 71 24 25

21 92 90 60 32 35

22 114 111 88 25 22

23 95 95 76 19 20

24 100 97 67 33 33

25 97 97 69 28 29

26 108 108 85 40 38

27 73 70 38 35 48

28 82 80 62 20 24

25 82 82 65 17 21

30 102 161 55 37 16

31 302 300 264 ) a2

32 89 87 64 25 28

33 82 myg 89 mg 65 mg 27 mg 29 %
34 87 87 69 28 29

35 82 82 65 17 21

36 92 g1 74 18 19
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a7
38
38
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
82
63
64
85
86
67
68
69
70
kR
72
73
74
75
76
77
78
78
g0
81
82

95
108
102
a7
a2
118
a2
72
82
87
90
8z
76
201
1)
80
95
a0
B2
85
85
103
128 mg
92
82
95
87
94
87
189
66
g2
163
70
80
332
108
70
1403
147
82
94
140
202
87
80

REVISTA MAEDICA QE COSTA RICA,

91
108
100
95
90
148
g2
70
82
87
87
82
73
189
g3
80O
85
87
80
82
85
100
125 mg
90
82
85
85
g1
85
185
63
g0
100
70
78
330
105
70
100
147
82
90
140
200
85
90

64
78
65
85
58
53
54
680
66
86
7?2
58
48
179
72
60
74
64
62
68
68
64
94 mg
78
68
76
64
78
62
157
44
76
70
45
51
304
74
42
82
135
60
74
100
158
70
66

3
36
37
32
34
65
28
12
16
21

18
24
28
22
23
20
21

26
30
17
17

39

16
14
19
23
16
25
32
22
16
33
25
29
28
35
28
21
12
22
20
40
44
17
24

mg

33
27
36
33
a7
55
34
16
19
24
20
29
37
11
24
25
22
28
36
20
20
38
26 %o
17
17
20
26
17
29
17
33
17
32
36
36
8.5
32
40
20

27
21
28
21
19
26
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83 342 342
84 80 90
8s 94 mg 91 mg
86 118 118
87 103 103
88 80 89
89 115 115
20 95 a3
91 87 85
92 304 300
83 128 124
94 202 202
95 90 90
a6 85 4
a9z 82 82
28 105 105
g9 103 100

100 56 63

205 46 13
72 18 20
76 myg 18 mg 19 %o
97 21 17
80 23 29
62 28 31
82 23 20
74 21 22
62 25 29
296 8 3
100 28 22
179 23 11
78 14 15
84 31 33
65 17 21
65 a0 a8
82 21 20

44 22 a3

1!

Nota: En el cuadro precedente, fa difercncia

en mg. %o y el porcentaje de glucolisis, se esta-
blece con los valores obtenidos del andlisis de
{a primera muestra { O horas ) v los de la segun-
da muestra { 4 horas ). Esie por cuanto las di-
ferencias obtenidas en los dos andlisis efectua-
dos a la primera muestra { O y 4 horas } no
apunian diferencias significativas.

CUADRO NUMERD DOS

—— p— ]
——r p—— ——

FRECUENCIA DE PORCENTAJES DE GLUCOLISIS

CLASES TOTAL DIABETICOS
0:-10%0 3 3

11-20 2% 1

21 -30 43 ?

31 -40 26 0

41 - 50 2 0

51-60 1 ¢

TOTAL 100 17

Nota: Obsérvese que el cien por ciento de casos de
diabcticos, muestran bajos porcentajes de gluco—

{isis.

CUADRO NUMERO TRES

INDICE PROMEDIO DE

GLUCOLISIS EN 4 Hs. 26,3 mg %o
PORCENTAJE PROMEDIO DE

GLUCOLISIS EN 4 Hs. 256 %0
INDICE PROMEDIQ DE

GLUCOLISIS POR HORA., 66 mg°0
PORCENTAJE PROMEDIO DE

GLUCOLISIS POR HORA., 6,41 %

DISCUSION:

Por ser la glucosa ta Fuente de energia
mas importante para todas las células, y encon-
trarse en plasma en cantidades representativas
del metabolismo y del equilibrio entre células
y plasma, es de suma importancia una deter-
minacion exacta de 1a glucosa y de los factores
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que modifican fa concentracion de este meta-
bolito en la circutacidn. La variedad de factores
que afectan la glucolisis in vitro son considera-
bles vy, su accidn exacia, adn desconocida,
Dada esa diversidad de factares que intervienen
en la glucolisis, los ndices en que este fendme-
no se manifiesta, varian considerablemente de
una muestra a otra, aun cuando el tiempo trans-
currido entre {a toma de {a mucstra v 1a reali-
zacion de fa prucba, sea constante. En ¢f cuadro
NUMEro uno encontramos que los sueros separa-
dos a {os treinta minutos después dc tomada la
muestra, revelan valores estables a las cuatro
horas posteriores. Sin embargo, las muestras

cuyo suero fue scparado cuatro horas despuds
de cxtraidas, revelan un alto indice de glucoli-
sis que va desde un 3% hasta un 55 %o.
Hemas encontrade también, que ¢t fendmeno
de glucolisis disminuve tendencialmente en ias
muestras de pacientes diabéticos. Asi, el porcen-
taje mids bajo de glucolisis, 3 /o, se ha encon-
trado en una muestra cuya concentracion de
glucosa es de 304 mg %/o. Para una muestra
de 332 mg %/o de glucosa, encontramos una
giucolisis de 8,5 %/o y ast succsivamente. Por
otra parte, el porcentaje mds alto Jde glucolisis
ha sido encontrado en una muestra con una con-
centracion de glucosa de 118 mg. ©/o. Los va-
lores promedios senafados en el cuadro nimero
tres, deben considerarse solo dates estadisti-
<05 sin aplicacion practica inmediata {como po-
dria ser un factor de correccion) debido a la
heterogencidad en ¢l comportamiento del fend-
meno en cuestion derivado de los multiples
factores que en el intervienen.

RESUMEN:

Se comenta brevemente algunos aspectos
de la glucolisis in vitro e in vivo. Se sefalan los
resultados obtenidos en cien casos estudiados
para determinar (ndices de glucolisis en cuatro
haras. Se indica que en muesteas Cuyos suerds
fucron separados cuatro horas después de toma-
da la muestra, aparecen Indices de glucolisis
que van del 3 al 55 por ciento. De la misma ma-
nera se observa que, los sueros gue fueron sepa-
radlos treinta minutos después de tomada la
muestra, revelan valores estabies cuatre horas
después. Finalmente se sefiala que e) fenomeno
no tienc un comportamiento homogéneo de bi-
do a la gran variedad de factores que en cf
intervienen, vy sc comprueba gue fas muesiras

de pacientes diabéticos, muestran — tendencial-
mente -, un bajo porcentaje de glucolisis.
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