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Andlisis de los liquidos extraembrionarios de
huevos de gallina nermales e inoculados
con virus "A” de influenza

Por M. H. PAPPALARDO

Un gran nGmero de procesos patolégicos aparecen asociados a
alteraciones celulares ce caracter quimico o fisicoquimico bien defi-
nidas. Kl estudio detallado de estas alteraciones constituye sin duda
alguna, al margen de su valor diagnéstico, una de las fuentes de
1 i6n més fecunda acerca de las modificaciones metabdlicas
que caracterizan al proceso en estudio.

En el terreno de las enfermedades a virus, el conocimiento de las
alteraciones metabdlicas producidas por la infeccién estd poco menos
(que en sus comienzos, orientandose en general al estudio de la in-
fluencia gue la presencia del virus pavece tener sobre ciertos proece-
sos enzimaticos. (Raker y Krimsky; Utter, Reiner y Wood).

En el caso particular de la infeceién experimental del embrién de
polle por el virus de influenza, ciertas observaciones realizadas en
los tltimos afiog (Berkeley, 1945; Parodi, Lajmanovich, Pennimpede
v Mittelman, 1947 ; Pennimpede, 1948) indicarian la existencia de
variaciones consistentes en el pH v volumen de los Hquidos alantoi-
deos de embriones normales e infectados, como asi también en el peso
de los mismos. El sentido de esa variacién es el de un aumento en el
pH y volumen de los alantoideos correspondientes a embriones infec-
tados y a una disminucién en el peso de éstos. Se observa ademés
en los embriones infectados dificultades en el metabolismo gaseoso.

Tomando como punto de partida las diferencias indicaclas, nos he-
mos propuesto el estudio comparativo y sisteméitico de las modifica-
clones quimicas que el desarrollo del virus de influenza origina en el
liquido alantoideo del embrién de pollo.

Este pianteo sencillo y conereto tiene por el momento que ecir’
cunscribirse en el presente trabajo al estudio comparativo de la dis-
tribucién de nitrégeno, debido a nna suma de obstaeulos, fundamen-
talmente :

1) La falta de antecedentes bibliograficos consistentes, que nos
obligd a encarar el prohlema de raiz.*

¥ No podemos dejar de mencionar aqui la inestimable ayuda que en ese sen-

tido significé para nosotros la Chemieal Embriology de Needham.
Presentado en la reunién de comunicaciones del 16 de diciembre de 1947,
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2) La falta de métodos analiticos aplicables con seguridad al tipe

de liguidos con gue operabamos.
3) Lag dificultades en la obtencién de una muestra representativa.

a) La elevada mortalidad de algunag tandas de huevos, que lle-

gaba a veces al 100 %.
b) La imposibilidad de controlar el origen de ios huevos, (ue
obligd a descartar series enteras de datos, cuando se advertia clara-

Altima semana de incubacidn que se trataba de embrio-
(salmonella

mente an la 1
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nes de desarrollo anormal, posiblemente infectados
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5) La elevada variacion de los datos, que obligaba a realizar uu

gran numero de determinaciones para obtener valores represen-
tativos.

Nos proponemos completar posteriormente este analisis;
mos al efecto de la puesta a punto de varios métodos cuya realiza-
ciébn experimental no fué posible.®

El plan, que referimos a Jos liquidos embrion

o a2l cianiontas .
cs €L mgl cu’E\:;

dispone-

r108 por haber sido

D
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parcialimente extendido al ammnidtico,

ANALISIS DE LOS LiQUIDOS EXTRAEMBRIONARIOS DE
HUEVOS DE GALLINA NORMALES E INOCULADOS
CON VIRUS DE INFLUENZA

Estudio bibliografico, ervitica de los trabajos existentes.

Puesta a punto de un método para la obtencién de la muestra.
Puesta a punto de métodos para dosar nitrégeno y su distribueidn.
Anélisig.

En el

desarrolle de ese
partes.
I — Preparacion de los huevos.
Obtencion de la muestra.
IT — AnAlisis.
Coneclusiones,

PRIMERA PARTE

Se trabajé con huevos Leghorn, preferentemente en los meses de
abril a noviembre. La mortalidad y la proporcién de estériles avmen-
tan mucho en log restantes.

* Alantoina  (Young, MePherson, Wentworth and Hawking), Glucosa

(Hagerdon and Jensen), fésforo (Fiske y Subbarow), Aminodeidos (Folin (1)),
Anhidrido earbdnico (Van Slyke y Neill), vy fcido ldctico (Friedeman, Cotonio

and Shaffer).
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Lias primeras operaciones son las de rutina en el cultivo de virus *
en huevo; se los incuba a 37°8 C durante once dias, se deseartan por
ohservacién al ovoscopio los muertos o estériles, y se procede a las
operaciones de inoculacién. Juntamente con la observacién se procede
a marcar frente al ovoseopic tna zona de la céscara que corresponds
a un lugar de la membrana alantoidea libre de grandes vasos. Sobre
la camara de aire se hace otra que indica la situacién de la primera
v permite gque la inoenlacién se haga con un manoseo minimo del
huevo. BEn la técnica de cultive se marca ademdés el perimetro de la
camara de aire.

Nosotros preferiamos hacerlo posteriormente, al retirar cada lote
para su analisis.

Como nuestro trabajo era esencialmente comparativo, antes de
inocular los huevos se procedia a distribuirlos iw numerarlos en cua-
tro grupos segdn su peso: 1) menos de cinecuenta gramos; 2) entre
!’\t Fe
veneralmente a huevos de los grupos 2 y
eon tandas en que predominaban los del primer grupo. Los del 4°
no pasaban del 5 al 10 %. Los trabajos de Axelsson y de Godfrey
mdican, que el minimo de mortalidad (20-30 %) en la incubacion,
se logra con huevos de los grupos 2 y 3.

Los grupos de huevos se dividian entre normales e infectados, y
los lotes extraidos a distintos dias, correspondian aproximadamente
en su compesicibén, a la geneval de la tanda.

La comparacién posterior de los datos hizo ver que, excepto para
los huevos del grupo 4, en que predominan voliimenes altos, no hay
relacién directa entre el tamafio (tamafio y peso, con raras excep-
ciones, son directamente proporcionales) v el velumen de alantoideo
o su composieién quimica, al menos en los datos determinados. Las
variaciones en el peso son fundamentalmente debidas al peso de la
clara (Penionskeviteh).

Los huevos, una vez pesados, eran lavados con un algodén mojado
eon solucién al 20 % de hexilresorcinol. Esta operaecién era particu-
larmente atil para nosotros cuando usibamos el vueleo directo como
método de extraceién del alantoideo.

Tras dejarlos un tiempo en la inecubadora para evitar toda posible
traumatizacion por enfriamiento, se procedia a cortar la céscara con
un torno sobre las marcas hechas sobre el saco alantoideo y la cama-
ra de aire, cuidando de no vomper la farfara. (Lia correspondiente
a la eAmara de aire era rota, luego, con una lanceta esterilizada).
Se lavaban Iuego con aleohol y se inoculaban en el alantoideo tapan-

sesenta gramosg; 4) mas de

* Desde ya nos referiremos siempre al virus A de influenza.
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te ese orificio con parafina. Se procedia a ineubar

do inmediatamente T
a 35°C; los huevos se daban vuelta diariamente.
Se inoeulaba 0.1 ec. de nna dilueién 107 de virus A de influenza,
Sordelli, Taylor y Parodi), titulo 1/1024,

cepa 7, aislada en el pais (Sordelli, Ta

(aglutinacién de glébulos rojos de pollo, téenica de Hirst). Lios hue-
vos que llamamos normales eran inoculados con 0.1 ce. del diluyente.
La dilueién se hacia con caldo penicilinado en los casos en los que
no se determinaba nitrégenc. (El contenido en nitrégeno de ese

33 3 = Y T, 1A e oy s 9
caldo es de 5 mg. por ec.). Hn los otros easos se utilizaba suero

<

fisiolégico.

Hasta donde pueden lamarse normales Ios huevos inoculados con
soluciones estériles, es euestién que requeriria de por si wn irabaje
comparativo. En lo que respecta a la distribucién en peso de las
distintas partes del huevo, son idénticos & los normales (Pennim-
pede, experiencias hechas sobre el peso de embriones). Ademas,
nuestros datos sohre huevos normales son solo relativamente compa-
rables eon los hallados por otros autores, debide a la diferencia en
la temperatura de incubacidn.

Pasadas las horas deseadas de incubacidn, se verificaba si estaban
40 C hasta que se ana-

o nv
illa 1noYa a4 -

-
=t

vivos, se ponian
lizaban

Los detalles para la toma de muestras se dan mas adelante. Lios
huevos se lavaban nuevamente, con agua destilada esta vez, v, pre-
via demarcacién del contorno frente al ovoscopio, se procedia a cor-
tar el cagquete con un forno.

La obtencidon de la mmestra variaba segun la sustancia a ana
zarse. Lia muestra para nitrégeno debe tomarse con precauciones
especiales, principalmente en los dias en que el contenido amniédtico
es ya esencialmente proteico. Ademas, es necesario contar con la
posible contaminacién con clara, vema o sangre en cantidades que
pasen inadvertidas al examen macrosedpico. La descamacién epite-
Hal de la membrana corioalantoidea puede ser un factor importante
si se mueve mucho el huevo. En las determinaciones que siguen se
supuse que la concentracion de nitrégeno total (centrifugado el
arico suspendido) era homogénea en todo el ligunido alantoideo. No
fué posible verificarlo extravendo v analizando fracciones de la
parte inferior y superior del saco, pero las partes aceesibles a la je-
ringa en la parte superior del huevo no arrojaron variaciones sensi-
bles en el andlisis.* Ademéas, los huevos que eran hechos rotar suave-
mente algfin tiempo, con el objeto de lhiomogeneizar el liquido, no
diferian significativamente de los vestantes en los datos de nitré-

geno total.

* Se trataba de huevos en cuyos alantoideos no habia atn precipitado trieo,
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OPERACIONES GENERALES

Log huevos sacados de la heladera eran cortados con un torno en

el perimetro de céscara correspondiente a la cAmara de aire 7, en
,

D
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[t

el perimetro 1 08
,ﬂlu se iba a determinar tirico los dias en que éste ha precipitade,
se marcaba un surco en el ecuador del huevo segtin el eje mayor. Lies
huevos se volvian luego a la heladera y eran sacados a medida que

se untilizaban; este evitaba considerablemente las hemorragias.

Qu

MUESTRAS PARA NITROGENG ToOTAL Y DENSIDAD

Deternunacidn de volumen: En cada huevo se levantaba 1a tapa
de la camara de aire con una tijera curva, y con una jeringa de
2 ce. gse tomaban entre 1 y 2 cc. de liguido. En un principio, esta
cantidad bastaba para la determinacién de densidad y nitrigeno
total. que eran los Gnicos datos hallados. Lia determinacién de volu-
men * se hizo en estas primeras series inyectando iodato de potasio,
en la forma que se detalla mas adelante, pero se ensayé toda una
serie de métodos, con el resultado de que el més practico fné el
doso del huevo; claro gue este método comenzd

és de haber adquirido la necesaria habilidad

a tener valor s6lo despué

manual.
Un detalle general de los métodos ensayados es el siguiente:
a) 1. — De manera semejante a la usada en la determinacién de

volemia se inyectaban 2 ce. de solucién de rojo eongo en suers fisio-
logico *¥, se movia suavemente el huevo y se extraia una muestra.
Se determinaba la dilucién por colorimetria, y el volumen asi deter-
minado se sumaba 2l extraido previamente con jeringa. Hste método
se abandoné por dar valores excesivamente altos, debido a la fija-
cién del colorante por las membranas. Las muestras exiraidas arro-
jaban una variacién demasiado grande como para que los datos
pudieran ser extrapolados g la hora cero.

Bl ensayo con otros tipos de colorantes no dié mejores resultados.

3. — Por inyeccién de otras sustancias. No nos fué posible encon-
trar una sustanecia que: 1) no difundiera por las membranas; 2) no
se fijara a éstas ni reaccionara eon ningunsa de las sustanecias nor-
malmente presentes; 3) no existiera ya en el alantoideo, directamen-
te o en forma que pudiera interferir en el analisis; 4) fuera rapida
v sencillamente analizada sin que interfirieran pequefias cantidades
de proteinas. Tuvimos un éxito relativo con el Todato de potasio,

* Indispensable para referir los datos de concentracién hallados al conte-
nido por huevo.
** Mantenida o pH 7,5 con un buffer de fosfatos.

T. XIV,N? 1
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yosible

donde el inico factor importante de error es la difusién; fue p ,
sin embareo, obtener datos consistentes para muestras extraidas a

os diez v veinte minutos. En todos los casog se determinaban dos
\'dlores. sucesivos para cada huevo.

b} 1. — Por dosaje de la concentracién de una snstancia existente
va en el alantoideo, antes v después de agregar nn determinado vo-
lamen de suero hswlomco 6 2. — Por dosaje de la concentracion
de wna sustancia existente va en el alantoideo, en el “qu*( puro

primero, y en el gue res

En el J)ruutl ae
o

(2N

septin Yx = - donde ¢ eg el volnmen agreeado v Op v U son las
b Ci-GCs

distintas concentraciones. Aplicamos esta téenica a los cloruros, ba-

sandonos en datos existentes que indicaban una C:onccntraci()n rela-

tivamente alta de esta sustancia en el lguido a 1)

BEstos datos eran, sin duda, excesivamente altos, al menos compara-

dos con los nuestros, pues ol método de Voldiard

. .
minar cémodamente

mente seusible para detexr
Como micrométode se ensayd nnd

de concentraci(

actuaba como mﬂwa(]m de absovcidon (Saifer, y
pero no nos fué posible ohtener datos reproducibles con este ”todo.
Ademds, las determinaciones por triplicado que exige el método.
aumentaban extraordinariamenie el irabajo.

El tdrico fué dejado de lado por no poderse garantizar la no
1edlsmu on del precipitado en los primeros dias gue se le encuen-

cipalmente en los al untol deos éciﬂ.ns en que, por lo general,

tra, pri
el firico preecipita dando, desde una ligera turbiedad, a un liguido
lechoso; hemos observado gue en esas condiciones un calentamiento

suave suele tornar limpido el liguido, o al menos lo aclara.
2. — En el segundo cago se determina el volumen segiin
Vi — Vi (1111 + ma)
n

donde Vi es el alantoideo sin diluir, con una cantidad de my de sus-
tancia disuelta, y ms es la masa del resto de sustancia extraida me-
diante un lavaje cuidadeso del huevo, Fiske v Bavden utilizaron
este método aphcandolo al 4cido trico. La posibilidad de error por
pequeiia redisolucion del precipitado no es significativa en este caso
dada la alta concentraciéon de la sustancia, y de serlo sélo influiria
en la cantidad total de sustancias cuya determinaciéon se basara en
el volumen asi hallado.

No podiamos aplicar este método euando se determinaban otras

sustancias, por la excesiva dilucién a la que lleva el abundante lava-
je (Fiske v Boyden usaban hasta 50 cc.). Hicimos algunas determi-
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odo a la urea v obtuvimos exce-

ciones aisladas aplicando el mét
lentes resultados; los datos eran muy semejantes a los hallados por
vueleo directo, por lo que se siguié operando en esta filtima forma
guc nos evitaba duplicar el trabajo por huevo

Todos estos métodos fueron légicamente utﬂizados aplicandolos
individualmente a cada huevo, pues para aplicarlos a lotes, de mo-
mento gue ni las concentraciones ni las cantidades totales son igua-

les, scria necesario hacer mezclas alicuotas, lo que presupone conocer

3
el v.ﬂi‘.unen. Dijimos que Fiske y Boyden aplicavon el Qliimo método,
v lo hicieron suponiendo lag concentraciones de wrico iguales en

todos los hue\'os, es deecir, haciendo wna mezcla arbitraria de voli-
menes. Bl error que se puede derivar de ello se ve claramente en el
cuadro que sigue, donde consideramos los resultados que derivan de
mezelar 2 ce. (a) 6 1 ce. (b) de Jos lignidos. Las desviaciones en

concentracién y en volumen que se ven en el cuadro no son excep-
en muchos casos los errores pueden

cionales, pero eg evidente gue 3
Boyden el error no incide natu-

neutralizarse. En el caso de Fiske v
loq dates de tirico, sino sobre las cantidades totales

ralmente sobre
as calenladas a partir de esos datos de volumen.

de otras sustane
f"ndamAumi‘”{eﬂte nitrégeno total.

A |
Vol. extr. A Me. ) Mg
Me. ’ of exh I Urico en A Urico en B (lavaje)
VOL./JHUEVO Urico ! -
total | |
a b [ a b a h
| | l |
5 5 2 i 2 1 r 3 r 4
5 .. 153 2 1 1,7 0,8 i 3,3 4,2
10 .. ... .. E 2 1 0,8 0,4 3,2 3,6
3 .. 6 2 11 4 0.2 2 58
8. 4 2 | 1 ‘ 1 | 05 3 3,5
Totales: 32 ... 24 10 | 50 95 1 29 | 145 | 211
Volumen total segin a: 25,3 ce. (Volumen/huevo = 5,1 ce.)
Volumen total segim b: 41,4 cc. (Volumen/huevo = 8,3 ce.)
Volumen real: 32 ee. (Volumen/huevo = 6,4 cc.)
MuesTrA PARA NITROGENO TOTAL Y 817 DISTRIBUCION
mayor de alantoideo, fué iecesa-

Cuando se necesité nmm volnmen may
rio encontrar otro método de tl aba]o La cantldad de huevos con

que se operaba hacia de por si materialmente imposible los anterio-
reg, en lo que respecta a la determinacién de volumen. De momento
(ue se determinaba nitrdgeno total, era imprescindible seguir obte-
niendo la fraccién necesaria para ello con una pequeiia jeringa. Hste
método, cnando se retira poco liguido (para que la aguja no trau-
matice las membranas al tratar de agotar el alantoideo), es el que
mejor asegura la pureza de la muestra.

T, XIV,
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Dividimos, entonces, el alantoideo correspondiente a cada hievo
en dos fracciones, nna (A;) para nitrégeno total y otra (Ag) para
determinar log datos no alterables por pequeias oantidades de pro-
teinas o cualquier otro tipo accidental de impureza que pudiera
derivarse de las operaciones ulteriores
Llegamos al signiente método: se tomaban seis lotes, tves norma-
les v tres infectados, de diez huevos cada uno. Los huevos descarta-
dos por rotura del ammnios o cualquier otra oonfaminaci()m huevos
“sin alantoideo’’, de i
posicidn, lamaito), como as
rus determinahle llevaban a cinco, am’ommadamente la eantidad
de huevos por lote. Se separaba, como siempre, el casquete aupe-
rior de chseara i se extraian entre 1 vy 2 ce. de alantoideo con wna
jeringa de 2 ce. (muestra A;). La jeringa se lavaba dos veces con
aona tridestilada después de cada extraccién. Hn los infectados se

10 e
St A BN Ao v : 1
fa &) lum JllJFS«’t“l s la falta de v1-

lavaba tres

Aol virne,
GlL

G cc. Para el resto de \ohnnen se oper ahd asi: se cm’raba mndauo%a«
mente la membrana alantoidea cuidando de no seccionar las venas
alantoideas v se la plegaba hacia afuera del huevo sin desgarrar su
unién con el emhridon. Lmego se voleaba el huevo hasta exhaustarlo,
por medio de nn embudo de 250 ce. de extremo afinado, en probetas
de 10 cc., fabricadas especialmente a partir de pipetas de esa capa-
ridad. La obtencién del liguido es practicamente cuantitativa (mues-
B

.

tra As). Si se vuelea cuidadosamente el huevo asi agotado en w
capsula de Petri, es fécil observar que el tinico alantoideo restante
es el gue moja las membranas; hemos considerado sisteméatico el

error derivado de ello.

Basandose en log datos asi hallados de volumen total, se hacia una
mezela representativa del lote con los alantoideos extraidos con je-
ringa; segun el volumen total, se hacia la mezela tomando como
partes alicuotas un déeimo o dos del volumen total (muestra Amy).

Lan
Ejemplo:
| 4, v I-\v Lo Am Ame
. <M olumen LT e Muestra para WMuestra para
HUEVO v olnmcp‘ f’xtr‘, obtenido Volumen N Wrico, urea, cte
con jer. por vuelco total 0,1 (Ar+ Ay | A4 Aa—Amy
ce. ce. ce. cc. ce.
[ |
1 1,8 3,3 5,1 0,51 4.6
2 1,5 3,2 4,7 0,47 4,2
3 1,3 2,8 41 0,41 3,7
4 1,6 17 6,3 0,63 5,7
5 S 1,5 2,4 | 3,9 0,39 3,5
\’olumm\ tn’ml o ! | 24,1 2,41 24,7
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De cada muestra A, se tomaba entonces nn décimo del volwmen
total (Ai--As) ¥y se agregaha el remanente a Ao Se mezclaban las
fraceiones corvespondientes: quedaba asi la mezela de alantoideo
dividida en dos partes igualmente representativas: Amy, con el vo-
lumen necesaric para dosar N total y no proteico, ¥ Ams, para el
resto del anélisis.

Antes de hacer las mezclas se tomaban dog precavciones: 1) para
odm log hiievos: ob%ervacnm (’Uld dosa de la integridad del AMNI0S,
mie dific i
que el ammios se ha reduncido a nna membrana pegada dl enﬂuwn
2y Pars log huevos infectadog: determinacion cualitativa del virus,
por &l método de Salk. (Se agregan 0.1 ce. de alanioideo a U4 ec
de solucion de 010bulos rojos de pollo en suero fisiolégico al 0.3 9.
Se nace la lectura cuando han sedimentado todos los glébulos, ba-
sandose en el distinto aspecto de este sedimento. En Jos alantoideos
normales se observa un disco homogéneo central de 2 a 3 mm. de
diametro en el fondo del tubo, mientras que los infectados presentan
ana capa de globulos distribuida difusamente, de borde con frecuen-
cig irregular). In los dias guince y sucesivos no se determinaba

I
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virus, v s6lo se procedia al andlisis de los huevos corve
a esos dias cuando log lotes de dias anteriores dahan no menos c
90 % de infectados.

La muestra asi obtenida pava nitrégeno (Amy) era centrifugada
a 1.500 v. p. m. para libraria del trico suspendido. A veces esto no
era necesario atn el dia 14 y otras lo era ya en el 12. Se lo hacia

2 prN ~ o o maa A a I S AU T N
como ruting en todos los casos. De esta fraccidn se tomaban 0.5 ce.
para nitrégens total y 1 ece. para nitrégeno no proteico, vy el resto

. e
Junto con el precipitado, se agregaba a la fraccién general (Ams).
Bstas se reunian en Erlenmeyer de 50 ce. A su vez todo el lignido
se centrifugaba, v de ahi se tomaban las porciones usadas e
otrog analisis. Bl resto del liguido se guardaba a —15°C. Kl precipi-
tado (Ap) se agregaba al que no habia sido arrastrado por el alan-
toideo al volear el huevo (Up), v que se obtenia en la siguiente for-
ma: se cortaba la cascara del huevo por el surco marcado con el
torno, en su parte media, y se extraia cuidadosamente el tirico adhe-
rido a la membrana que se recortaba junto con la corona de chseara.
Ast el huevo, se semivoleaba en una capsula de Petri de manera que
no se desprendiera la membrana del fondo. Girando suavemente el
huevo es posible barrer con una pinza curva el firico precipitado, v
transferirlo a pequeflas cubetas con agna. A veces el precipitado se
eneuentra formando codgulos de tamafio considerable; otras, forma
una especie de red que recubre las membranas, siendo en esos ¢asos su-
mamelite engorrosa y probleméatica su extraceion cuantitativa. En esta
operacién se arrastra una cantidad de impurezas junto con el nrico.

7. XIV, N0 1
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Todo este precipitado (Up), sumado al centrifugado de las dos

fraceiones de alantoideo (Ap) era lavado varias veces con agua
destilada para proceder luego a su disolucion y analisis.

Toata pr MoBsTrRA DEL AMNIOS

En los casos en que se determinaba el nitrogeno total del amnios,
se procedia a un lavaje repetide del saco alantoideo con agua trides-
tilada (estos lavajes se anadian Iuwego al Wirico extraido con las pimn-
zas (Up). Se secaba Inego el huevo inviriiéndolo pardalimente sobre

un papel de filtro. La extraceidn de Ja wmestra se haela in sitn;
dado el pequeno volumen del amnios y a la ausencia de precipitados,
se extraian directamente las dos fracciones utilizadas para nitrogeno
total ¥ mo proteico. Se usaba para esto una jeringa calibrada de
nente en un halén

1 ee.: nin centimetro enhico ge colocaba dirvectame
.

Y STt oI s Lo
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Jiquido, al menos para muestras extraidas de la misma zona.

Se 1,1*oeedm luego a volear el amnios. Se inclinaba el hueveo sobre
un embude de 50 cc. de manera gue el amnios rehosara del hnevo,
y se desgarraba entoneces la membrana cuidando de no provocar he-
morragias. Bl embrién queda colgando por su pedieulo umbilical, y
de esta manera es posible hacer eseurrir el liquido por lag paredes
del embudo. El liquido se recoge tambhién en este caso para su medi-
¢ién en probetas de 10 ce.

Toaa o MUESTRA PArAs Urea, Anoniaco,

OREATINA ¥ CREATININA

Lia observacién en bage a datos hallados por el método anterior e
que algunas sustancias presentaban variaciones de interés, nos obli-
6 a determinar directamente su cantidad total por huevo, de acuer-
do a las consideraciones que siguen:

En los datos hallados anteriormente, se determinaba directamente
la concentracion, siendo la cantidad total magnitud derivada y ex-
puesta al error sistematico de volumen. Procedimos para estas sus-
tancias a la inversa, es decir, hallamos la concentracién en base a la
cantidad total. Convenia a ello: 1) la pequeiia cantidad existente en
el huevo que es, por ejemplo, para el amoniaco, del orden de lag y ;
2) el hecho de gue las variaciones de concentracién entre normales
e infectados eran muy superiores al error que pudiera derivarse del
dato de volumen, mientras que la cantidad total era de un orden
muy semejante en todos los huevos.
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U’

Los detalles de téenica son los siguientes
Se recorta la membrana &lantmdea como siempre y por medio de
un embudo se vuelca el alantoideo en una probeta de 10 ce. Se mide

el volumen y se pasa a un tubo de ensayo. Se agrega 3 cc. de agua

al huevo se rota ¢ste suavemente y se vuelea el liguido en la probeta
teniendo cuidado de observar gue el volumen obtenido sean los 3 ce.
agregados. Se lavan asi el huevo y la probeta. Se aflade este liquido

al anterior 1 se repite la operacién de ]w aje. Se inclina ahora el

-

el amnios se dpoxe en éste, hasta que se hayan eliminado los restos
Ahora, en un embudo pegueo, se apoya el amnios 3 se rompe de
manera que el embrién quede escmmendo sobre aquél. En esta posi-
cién se lava el embrién con 2 ce. de agua. Si el lavaje del embridn
no es rapido son inevitables las hemorragias, con un aumento rela-
tivamente considerable del volumen del ligquido, ademés e la impn-
rificacién. Se recibe por eso el agua de lavaje en la misma probeta
sin transvasar previamente el liguido ammniético, descontando luego
ce. en lu lectura del volumen. JJa suma de liquidos se pasa 2

los 2 ¢
n tubo

Unfo con

l
Y

SEGUNDA PARTE

Se dosd nitrégeno total, nitrégeno no proteico, urea. aLAoLfm’ry
creatina, creatinina v dcido urico. Se dan datog parciales de densidad
que forwaban parte de un grupo de determinaciones fmeas Cuva
realizacion quedé postergada.

Para cada 1na de esas sustancias se da a continuacién, segun la
secuencia intecedenles - }itodo - Resultados, los datos existentes
en Ta literatura v los obtenidos por nosotros, con una discusién su-
maria del método usado.

Incluimos en Jos antecedentes todos los trabajos publicados hasta
la fecha que tiemen relacién directa con el nuestro. Hasta el afio
1930 esa tarea estd magnificamente agotada por Needham; es de
lamentar que ese autor no hava leido més cuidadosamente los tra-
hajos originales. De esto tltimo damos razones en las péginas si-

onientes v oen cada caso particular. Es curiosa la ausencia de traba--

jos relativos a la composicion guimica del alantoideo o del amnios
de embrion de pollo, posteriores a 1930. Los abstracts mencionan
solo dos trabajos (Yamada Kichinosuke) correspondientes a 1933:
no nos ha sido posible conseguirlos. La bibliografia se agota si agre-

camos las determinaciones fisicas (pH. conductividad, tensién su--

perfieial) publicadas recientercente por Walker.

T, XIV, N9 2
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Los datos de acido trico, nitrdégeno total y no proteico, son
el resultado de sumar el soluble y el precipitado. Para facilitar la
comparacién, damos también las concentraciones de esas sustancias
caleulando el precipitado como soluble. Bl precipitado se calcula
como compuesto exclusivamente de acido trico; como consecucneia
fundamental, esto hace que el nitrégeno proteico que caleculamos por
diferencia se refiera solamente al soluble. Lios datos de nitrdgeno
proteico no coinciden exactamente en los promedios finales con la
diferencia entre cl total y el no proteico, por la existencia de lotes
en los que se dosaba sélo mtrogeno total; esas diferencias no son on
ningun caso significativas. Lios datos par a nitrégeno total comienzan
el dia octavo de incubacion; esos datos, hasta el dia once, incluyen
el centésimo de miligramo. Excepto ellos, nuestras cifras para nitré-
geno y Grico estan dadas hasta el déecimo de miligramo. Es curioso
que Needham D asegure el milésimo de milieramo, en dias como el

17 v ol 20, utilizando el método de Hopkins
v el 20, utilizando el método de Hopkins
/ n 2
T ;= .
Hemos calculado la desviacidon standard segtin ¢ = §/ ;-1 X 1
Y n-1

donde Xi es la diferencia entre los valores hallados y su promedio,
y n el numero de determinaciones. Por seguir un eriterio uniforme
hemos hallado la desviacién standard en todos los casos, atn en
aquelios en los que el reducido valor de n le quita toda utilidad.
Consideramos significativa la diferencia entre dos promedios
cuando es mayor del doble de su error standard, caleulado segin:

V 612 + 0.
1351 n»

El calculo estadistico esta en general afectado por el hecho de qgue
los lotes no eran homogéneos en el ntimero de huevos; no hemos ha-
llado una manera simple de evitar ese inconveniente.
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NTTROGENO

ANTECEDENTES
)

ALANTOIDEO — XNitrdgeno total

Lia tabla signiente muestra Jos datos ‘existentes en bibliogratia:

Tiske y Boxden |

‘ i |
|
Dia de ;[ e Kamei j Targonski } Sznerovna I Needham
imoenlaciin | ! bomg Se me e I e h.
! me. G- 1 me N [ ' ’ ‘
\ ‘ 4 | | !
| | ‘»
8. L3888 089 | — I — { — ‘ 0,095
9.. | 434 152 | 61 | — 0,279
10. . L1 220 | — 186 | 0,95 | 0,531
L. | 56,3 338 1 — | — | — 0,8772
12, | 198 st | — | o277 o282 | 13181
13 s LT | — | = ‘ — 71,3609
14 - = 724 | 3,19 | 5,5 | 25546
15. . — — — | — — ¢ 3,3810
16 o= — = 3T 14 | 43376
17.. b= =837 — — | 05,5101
18 b L — 1 — 865 [ 17,9 (201) | 69155

Los trabajos de Targonski y Sznerovna no pudievon ser consulta-
dos, por lo que debemos limitarnos a transeribir los recopilados por
Needham (. E., p. 1094) en la pagina 1090 de la C. E. aparece la
misma tabla de Sznerovia gue aqui transeribimos con aigunos datos
totalmente distintos (dia 12, 4,2 me.; dia 18, 20,1 mg.).

Kameir. — Promedios hechos por nosotros de sug determinaciones.
Estdn publicados en concentracién; son datos aberrantes septm
Needham (C. E.), quien al caleular la cantidad por huevo (asi estan
dados en su obra) los hizo atn mds aberrantes. Needham tomd los
volimenes dados en ‘‘Menge d. verwend. Materialg in cem.””) como
los volimenes individuales por huevo; asi, considera para el dia
nueve un volumen promedio de mas de 8 cec., cuando Kamei consi-
dera alrededor de 2 ce. el volumen normal para ese dia (76 9% de
sus extraceiones). Needham publica los datos de voltumenes de IKa-
el (C. E, p. 882} Indiseutiblemente los alantoideos que analizaba
Kamei tenian clara. Asi lo dice él mismo, creyéndola un constituyen-
te normal. En cambio, asegura que estaban libre de sangre y yema.

Iiske y Boyden. — Datos hallados en hase a voltunenes deducidos
incorrectamente. (Ver determinacién de volumen, pag. 12). Huevos
Leghorn incubados a 39°5 C.

Needham. — En la tiltima columna agregamos datos de Need-
ham @ hallados indirectamente. Corresponden a la suma de los
“smoothed curve values” de 4cido nrico v urea( alantoideo 4 am-

T. XIV,N¢ 1
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nios - embrién) expresados cowo nitrogeno. Segiin este autor, se
comete asi un error nada impnrtante. Importante o 1o, carece de
sentido dar esos datos hasta el diez milésimo de miligramo. Needham
no tabula esos datos como nitrégeno total del alantoideo, sino como
nitrogeno total exeretado, pero indica la identidad de esas denomi
naciones al compararios com los de Sznercvaa (al). Bl porqué de
sus datos bajos comparados con los de Sznerovna, lo explica Need-
ham asi: — ‘It would be a legitimate criticism of her vesults to say
that the determination of total N in the allantoic fluid would be
aravely npset by the presence of even minutes traces of the hlood-
vegsels and it is not easy to see how it would be possible to obtain
allantoic fluid absolutely free from blood’’—. Nosotros, Fiske ¥
Boyden, Walker en sus recientes trabajos, ete., lo vemos facilmente

posible.

Nitrdgeno no proteico

Se conocen los siguientes datos de Targonski, de la obra de Need-
ham (p. 1099). Debemos hacer notar gue la misma obra trae en un
grafico (p. 1086) datos de Targonski en los que el nitrdgenc total
es en concenfracién muy inferior a los aqui dados para no proteico
(50 mg. % el dia 14; 80 mg. % el dia JG)A El mismo grafico trae
datos de coneentracién de Kamel muy inferiores (160 mg. % en
Iugar de 570 para el dia 14) a los que éste da en su trabajo.

Evitamos los datos de nitrégeno no proteico de Kamei por las

siguientes razones: INamei, luego de eliminar el grueso de las pro-

¥
teinas con aeido acético, precipita con dcido tanico, {leva a volunien
(a) el filtrado, sobre una parte alicuota de éste hace un Kjeldahl ¥
¥ precipita el resto con dcido fosfotangstico. Hace otro Kjeldahl &
sobre este precipitado v determina aminodcidos ©® en el filtrado
(Wan Slyke).

Tiene hallados asi tres valores que da en concentracién : nitrégeno
no proteico W* nitrégeno no proteico de naturaleza no precipitable
por el 4cido fosfotlingstico ** v nitrégeno aminico . En &
lo que ¢l halla segtin el trahajo es el nitrégeno del precipitado; no
sabemos si hall la diferencia o es un error. Si fuera un error se
explicarian al menos dos contradicciones en los datos. Ademas es
posible que los datos de concentracién que trae Kamei no se refieran
al alantoideo sino a la dilucién con que lleva a volumen (a) (antes
de precipitar con acido tanico reduce el volumen a presién reduci-
da; eso explicaria que el dia nueve, por ejemplo, dé una concentra-
cién de nitrégeno no proteico en el amnios, doble a la que da para

* ¢‘Reststickstoff’?; seglin la escuela alemana nitrdgeno vesidual es equi-
valente a nitrégeno no proteico.
#* fReststickstoff der durch P. Wo sdure qnicht filllbaver Natur

(]
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nitrégeno total). En cuanto al voluinen a gue leva, Ka
2 mencionar ‘‘que llevaba cuidadosamente hasta la marca’’.

Needham copia los tres valores, llamando al primero (I(jeldahl
sobre el filtrado de 4cido ténico) mitrégeno no proteico total, al
segunde (?) nitrégeno no proteico no bdsico, y al tercerc (nitrégene
aminico) nitrégeno no proteico basico. Needham no parece advertir
las contradicciones en concentracién, y da esos valores como referi-
dos directamente al alantoideo v al amnios (C. E., pes. 1099-1100).

NITROGGEN | Alautvideo

NO PROTFICO l meg. %

Dia } Targonski
o 46
4. 85
16.. ... ... ... 92
I8, o 116

)8 — Nitrogeno total y no proteico

Se conocen solamente datos de concentracién. Son los que siguen

(v 070N L
Vg, /0
|
o . S I Targotskl
i e Fee _
; [ i N total ‘ N no proteico
| | |
\f 95 | \ \'
11 o 5,6 — ; — —
12 S 15 " — 205 | —
13 S 2450 : — i — -
o — 3184 | 580 | —
16 o100 — 1 5,450 | 2350
METODOS

Nitrégene total

Utilizamos un sistema de digestion y arrastre que reunia las ulti-
mas modificaciones:

Digestion. — Nos di6 execelente resultado el conocido método de
Arnold-Gunning eon peréxido (Koch y MceMeekin). Se coloca la
muestra en un Kjeldahl de 100 ce. mas 1 ce. de dcido sulftarico con-
centrado, 5 6 6 gotas de sulfato de eobre al 5 % v 0,5 gramos de
sulfato de potasio. Se calienta dos horas com micromechero, se en-
fria, se agregan dos gotas de agua oxigenada al 30 9%, ¥ se vuelve a
calentar otra hora.

Destilacién. — Se usd para el arrastre una modificacion del apa-
rato de Parnas v Wagner. Se recoefa el destilado en 5 cc. de 4cido

7. XIV, No 1
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bérico (Wagner, adaptacion a microescala del método de Winkler)
en solucién saturada.

Titulacion. — Con CIH 0,01 N; como indicador, una mezcla de
rojo de metilo v bromo cresol verde (Ma y Zuazaga).

Nitrégeno no proteico

Tuvimos dificultades en desproteinizar el alantoideo sin provocar
el arrastre de nitrégeno no proteico (4cido trico). Convergian a
ello dos factores: 1) su alta concentracién en 4cido drico, y 2) su
baja concentracién en proteinas. Este dltimo hecho no permitia al-
canzar la dilneién que hubiera contrarrestado al primero.

Esas condiciones sefialan la posibilidad del uso de un métodc
turbidimétrico o colorimétrico, o una dializacién previa al Kjeldahl.

Procediendo con una modificacién del método de Folin y Wu
para sangre (Van Slyke y Hawkins), o sea diluyendo diez veces,

i

obtuvimos datos reproducibles. Es posible gue nuestros datos de
nitrégeno ne proteico sean sistemiticamente bajos.
El método consiste en agregar al liguido a desproteinizar, un

volumen nueve veces mayor de una mezcla de tungstato de sodio al
10 % v 4cido sulfarico 1/12 N en Ia proporcién de 1:8. Prepaia-
bamos esta mezcla inmediatamente antes de su uso.

Eliminabamos el precipitado por centrifugacién; para ello, en
lugar de calentar segin indican Folin y Wu, dejdbamos el liguido
en reposo algunas horas.

RESULTADOS
AvanTomro. — NiTRGGENO TOTAL
. N.» d N.o di Desv. Desv.
DIa huevo: lo‘tese mg. % stzi‘(/l. mg./h. st:?:l.
Infectados
12.. ... ... 35 9 65,2 4,0 3,8 0,4
13 36 10 78,7 12,4 5.8 0,9
Yo 54 22 85,6 26,1 5,7 1,7
15, ... ... .. 19 3 107,0 40,0 5,6 1,3
6. ... .. 38 7 168,6 66,8 10,0 1,9
17 7 2 | 2487 55,7 9,0 0,1
Normales
8.. 3 3 13,0 2,1 0,51 0,09
9.. 5 5 36,8 4.9 1,49 0,31
10. . 7 7 37,1 97 1,74 0,26
Mo 8 8 44,1 8,2 2,57 0,82
12, .. ... ... 48 21 57,3 7,0 3,6 0,8
13.. ... 39 12 70,5 12,1 4,7 1,0
4. ... ... .. .. 52 21 103,5 19,3 5,4 1,0
5., . ; 12 2 205,1 49,0 6,9 0,9
6. 23 4 342 4 41,8 8,2 1,1
1700 10 2 704,8 31,4 12,5 1,9
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RESULTADOS

|

f

% N.o ds N.o g . : D o
DL, | huev 02 ‘ lotese me. % ! vt::rsl‘d ’ mg./h
|
Infectados ’ ) » I
T 17 3 53,0 3,9 3,5
1B 18 3 483 11,0 3,5
o 39 ’ 7 47,5 5,8 31
6. ... 38 7 90,8 21,1 5,5
Normales
12 15 | 3 1 453 | 6,7 | 2,3
13 o 19 | 3 ) 46,9 ’ 9.9 ‘ 21
14 . 38 | 7 68,2 10,5 2,0
16 a3 4 | 2005 | 385 | 48
ALANTOIDEO. — NITROGENO PROTEICO
|
N.o d N.o & Desv.
RES i llauevoz Iotese J mg. % ’ st:f\\d. ‘l mg./h ‘L
| | l‘
Infectados ‘ } ‘ | ]
i I
2. X 17 | 3 J 9,4 26 | 06 J
13. | 18| 3 48,5 49 1 33 |
4. ... ' 39 | 7 ! 43,1 } 15,6 f 2,8 |
i6. i 38 | 70 T8 | 537 | 46 |
Normales
120 15 31 229 ’ 91 | 14
B 19 | 3 37 | 38 2,5
4o 38 | 7 | 606 22,1 2,6
16} 23 | 4 ] 142,0 J 71,1 3,4
Amnios. — Nirréeeno ToTarn
\ |
¢ N.e d N.o d Desv. -

DIA } huevog ]i lotese [ me. % ' sta.erS:é. ' meg./h.
Infectados ‘ ‘ ’ ’ J
120 3 j 3 | 140 | 15 0,52 |
13 | 3 5 | 498 | 374 3 |
Normales
12{ 3 3 ) 8,5 0,6 | 0,31
3. 3 | 3 83,9 55,7 | 1,6

AMNIOS. — NITROGENO NO PROTEICO
{ | | 1 T
i N.o de N.ed Desv.

pla j huevo; { lotese ' me. % ' stae;‘d. ‘ mg./h. l
Infectados
12, 2 2 6,6 0,4 0,25
W, 20 | 4 118,8 65,1 1,9
Normales
12| 2 [ 2 3,5 f 0,8 0,14
4. ... 13 3 1 nn7 24,6 2,3

T. XIV,N¢
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ACIDO URICO
ANTECEDENTES

T Aa o AY atvieta a N . - .
Los datos existentes presentan una notable, y han

dive
sido publicados entre los anos 1912 y 1929; corresponden a Need-

ham @, ¥ridericia, Fiske y Boyden, Kamei, Targonsk: y Tomita y

Takahashi.
Sus datos desde el dia 12 son:

o Needham . Fiske ¥ Boydex;r‘ - Tomita
DIA | }:{g}g' | Kamei Targonski |v Taka-
: [54 o ashi

Huevos! Lotes mg./h. mg./h. | mg./h. | mg. G me. Yo i mg./h. nlﬁ‘lz,s/lﬁ
12 27 2 J 4,177 3,2 110,61 175,89 — 3,51 (3,25) —
i3 25 2 ’ 5,822 5,5 115,06 2346 — — —
14 8 1 6,930 | 11,7 — — 110,24 4,75 (5,46) |0,3209:
15 | 13 210340 186 — | — | — | — -
16 8 1]13650 | 188 — | — | — 1 930(1095 —
17 6 1] 13,940 | 42,8 — — 18,34 — 0,4876.
sl — | S = T maeen) —
18 | — | — 1 — 7| — | — 1 = — =
R Tl B I Bl Bl Bl B e
195 — | — o 5T — | - S —
20 51 2lesus0l — ) — | — | — | — | —

Los trabajos precedentes no coinciden ni en el método ni en las
partes analizadas,

Needham. — Embrién - amnios -- alantoideo. Métode colorimé-
trico de Benedict vy Franke, método volumétrico de HHopkins. Huevos.
Leghorn incubados a 38°8C. Needham concede a sus datos mas valor
que a los de Fridericia, por pertenecer a mayor niimero cde huevos,
pero no parece dar importancia a la dispersion que puedan tener
los datos. Lia influencia que pueden tener el embrién mas el amnios
parece ser considerable segcun algunos valores de Tomita y Ta-

kahashi:
Acido Grico
DA Amnios + embrién
mg./h.
4 0,3583
17 3,0578
19, .. . 7,4465

Eso indicaria que los datos de Needham, especialmente los corves-
pondientes a los altimos dias son sensiblemente bajos. Fiske y Boyden
dicen encontrar hasta 100 mg. el dia 20. Nosotros hemos hallado, en
el residuo que gueda en el huevo al nacer el pollito, cantidades alre-
dedor de 50 mg. Needham, antes de precipitar con cloruro de amonio,
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maceraba el embridin, filtraba y precipitaba proteinas. Nuestra expe-

riencia nos asegura la dificultad de disolver el urico prempltado en
esas condiciones. Needham no menciona ninguna tentativa de veri-
ficaciéon al respecto.

Fridericia. — Ammnios + alantoideo. Método gravimétrico de Sal-
kovski. (C. E. p. 1091). Sus datos son considerados altos por Need-
ham ), guien lo achaca al método usado, que dosa junto con el
urico los compuestos de ntcleo purinico. Estos no pueden provenir

:

oidec (ver nucstros datos de nitrégeno no

i1} ant
proteieo) no ser que Fridericia aplicara el métode sin eliminar
las proteinas del amnios.
Targonskr. — Alantoideo. DMétodo coloriméirico de Morris ¥

Mc Leod. (C. E. p. 1091; en la pagina 1094 se repiten estos datos
expresados como nitrégeno, pero no se corresponden con éstos. No
sabemos si el error es de Targonski o de un caleulo posterior de

non cah maos or1dl de las dosg
U UL L LS s UUS

:y tan
Rt 105 CUas

SO TamD
ZEetS) 108
¢

onski “‘embodied his results in singu-
lar tables’”” (Needham). Hemos inecluido

and irregu

larly eonfu@l
esos datos en 1a tabla.

Tomita y Takahashi. — Alantoideo. Método coloriméirico de Folin.
Estos valores asi como los datos para el amnios 4 embrién en la
nota sobre Needham, corresponden a los datos controles de una expe-
riencia de Tomita y Takahashi en la que los huevos eran inoculados
con diversas sustancias. Los autores no indican si estos controles

eran inoculados en forma semejante con alguna sustancia inerte
Fiske i Boyden. — Alantoideo. Método de Folin. Huevos Leghorn

ineubados a 39°5C". Sus datos son considerablemente altos. Needham
(nota al pie de pagina Chemical Embriology p. 1093) recuerda que
el método usado dosa ergotionina junto con el 4cido Grico. No puede
negarse a priori la influencia ue pueda tener ese error, pero seria
sumamente singular —Ja ergotionina es un componente de las célu-
las sanguineas (Hunter and Kagles), aungue se le ha hallado en
orina en pequeilas cantidades (Sullivan y Hess)— la existencia de
concentraciones tales de ergotionina en el liquido alantoideo. El
mismo Needham lo considera asi al utilizar en sus calculos la suma

de nitrdégenc correspondiente 2 la urea y al &cide Grico, come pricti-
camente igual al nitrégeno total.
Hamei. — Alantoideo. Método de Folin y Wu. Nos limitamos a

dar sus datos en concentracién. Needham los publica, en cambio,
calculandolos en mg./h., pero el dato que trae para el dia 17
(3,11 mg.) no tiene sentido.

La divergencia de datos puede apoyarse en la distinta procedencia
de los huevos (Needham y Fiske y Boyden usan huevos Leghorn;
Tomita y Takabashi no indican nada al respecto; Kamei usé huevos
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““de la wmisma raza '), en 1S
v en los métodos usados para la determinacién de tdrico. Tomita,
Takahashi y Kamel parecen iguorar la existencia de urico precipi-
tado. Es de notar que el peso de log embriones de Fiske y Boyden
era de un 35 % més alte gue los nuestros, debido indudablemente

a que ineubaban a 39°5C.

METODOS

Hemos usado para el dosaje del dcido trico el método de Hopkins.
Algunos datos aislados con el de Folin y Wi nos dieron resultados
concordantes, perc preferimos el primero por evitarnos una excesiva
dilucién. El objeto fundamental de la puesta a punto de este mé-
todo *, era la determinacién de Acido drico en amnios, pero algunos
ensayos nos convencieron, coincidiendo en ello con Fiske y Boyden,

ragAnina
e

de la existencia de considerable cantidad de sustancia cromogénica

REVIRN §7 S vD. §

no Grica. Lias operaciones manuales necesarias no hicieron postergar
esas determinaciones.

Se han publicado cuatro sucesivos métodos de purificacién del
reactivo de Folin (Folin v Trimble, 1924; Folin y Marenzi, 1925;
Folin @, 1933; Folin ®, 1934). El uso del cianuro de sodio como
nico alcali comienza en 1930 (Folin ®); desde ese trabajo comen-
zamos a repetir los métodos sin mayor éxito; el agregado del reactive
producia una constante turbiedad, que aunque facilmente centri-
ungable hacia engorrosa la aplicacién del método. La turbiedad
desaparecla agregando un exceso de acido fosférico, pero con un
detrimento considerabie de la intensidad del color y la escala de
proporcionalidad. Una revisién de los reactivos usados nos indieé:
a) la necesidad de verificar la concentracion (85 9¢) del &cido
fosforico; b) la importancia de la pureza del cianuro de sodio (car-
honatos, potasio) ; hemos tenido éxito con muestras de cianuro sim-
plemente puro, donde falls el Merck etiquetado como purisimo
(posiblemente frascos viejos). En cambio, no hemos hallado nece-
sario el uso de urea pro-andlisis, con considerable ventaja en el costo
del reactivo. Algunas variantes del método de Folin exigen una
dilneidn menor (Folin, Wu, Neubauer) pero su valor analitico es
muy relativo.

EI método de Hopking (precipitacion del Grico como sal amonica
¥ titulacién con permanganato) permiten dosar el décimo de mili-
eramo, una vez que se ha adquirido la practica necesaria en la ob-
servacién del punto de viraje. Se lo aplica a orina modificando el
método para eliminar una sustancia interferente desconocida (Cole,

* El método de Folin es el que mis coincide entre los colorimétricos, al menos
en orina, con los valores obtenidos usando uvicasa (Schaeffer).
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tratamiento previo con hierro coloidal dializado; Folin y Shaffer, tra-
tamiento con acetato de uranilo) Needham purificaba el preci-
pitado recristalizandolo en 4cido clorhidrico. Nosotros aplicamos
directamente el método de Hopkins con ligeras modificaciones: s
centrifugd en lugar de filtrar, se lavé una sola vez el preecipitado,
se disolvid éste en 20 ce. de agua en lugar de 100, y se titulé con una
bureta de 2 ce., todo ello en base a que se operaba con menor canti-
dad de liguido, lo gue era posible debido a su alta concentracién
(se utilizaban 10 cc. de alantoidec). Los precipitades se analizaban
titulandolos en las proporciones indicadas por el método; después
de lavarlos varias veces con agua destilada, se dejaban varias horas
en contacto con unas gotas de hidréxido de sodio saturado; una can-
tidad de 4cido snlfdrico equivalente a este hidrixido de sodio se
agregaba luego a la necesaria para obtener la concentracion en acido
sulfarico que indica el método de Hopkins, Se agregaba luego agua
v se calentaba hasta dilucién. (Fiske y Boyden trataban el precipi-
tado con acido clorhidrico concentrado, y lo disolvian luego con una
mezela alealing cahiente de fosfatos, en forma semejante a la usada
para preparar la solucién stock de arico en el método de Benedict
(Benedict ¢ Hitcheock). Hsa forma de diselucién interferia co
nuestro método de determinacion). El mismo resultado se logra con
carbonato de litio, pero eg necesario un calentamiento mas prolon-
gado (seguramente por la incapacidad de ese reactivo para disolver
la especie de mucus, segregado por las vesiculas de Rossi, que recubre
el precipitado; eso puede evitarse macerando el preecipitado méis el
carbonato de litio con alumdum, pero sin mayor ventaja con respecto
al método anterior). Kl precipitado de los huevos infectadog difiere
a veces de log normales en su aspecto (es més gelatinoso), pero no
difiere en lo que respecta a la dificultad para disolverlos. Hicimos
algunas experiencias pars determinar el Girico remanente en el huevo
después del nacimiento del pollito. Cuando el nacimiento se produce
correctamente, es facil evitar que el pollito arrastre consigo parte
del urico. En esas condiciones, agregando una solucién al 10 % de
hidréxido de sodio, macerabamos la cAscara con las membranas resi-
duales correspondientes a dos huevos. Dejabamos asi varias horas,
dilujamos, filtrabamos, precipitibamos proteinas con 4cido ttngstico
y tituldbamos segin Hopkins. Lios resultados, correspondientes a
tres experiencias fueron curiosamente concordantes: 49, 50 v
53 mg. /huevo.

La naturaleza de este precipitado es de por si un problema cuyo
detalle estd atin por resolver. Needham @ supuso que todo el wrico
estaba libre en el alantoideo y que habia un ciclo de base para el
transporte del tirico al saco. Bl trabajo de Bialaszewicz y Glogowska
sobre el contenido de sodio en el alantoideo parece confirmar eso: el

[«
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sodio aumenta hasta un maximo de 22mg. el dia 12, coincidiendo
segin estos autores con el méximo de volumen (10,3 ce.), ¥ luego
disminuye hasta ser cero en el nacimiento del embrién. El potasio
crece continunamente hasta un maximo de 7mg. al fin de la incu-
bacién. Fiske y Boyden eonsideran el mismo ciclo de base pero in-
vertido (10:, uratos no pOullan dializar por la membrana alantoidea)

Nosotros hemos tratado de orientarnos en la composicién del pre-
cipitado de la siguiente manera: partes del precipitado, lo més
puras posible de trozos de membrana y de sangre, se disolvieron
como siempre, se acidificé e hirvié la solucién, se filtré y se levd
a 100 ce. T el filtro queda un residuo sumamente variable en peso
(de 0,5 a 4mg. por cada 10 mg. de ftirico). Sobre una parte del
filtrado se hizo un Kjeldahl i en el resto se determind trico. La
comparacwn de los datos indica la presencia en el prec1pltado de
unos 10 mg. por ciento de sustancia nitrogenada solu
acido 1rico.

No se hizo un estudio sisfematico de comparacion entre ios preci-
pitados de huevos normales e infectados, pero ensayos aislados pa-
recen indicar que su contenido en hrico es el mismo. Tabulamos
seguidamente esos datos; fueron hechos sobre el total del precipitado
de los huevos, lo que nos obliga a desconsiderar la parte no soluble.

Dia 17

} No d Nitrégeno firico Nitrégeno trico Diferencia

HUEBYOS e (mét. de Hopkins) (kjeldahi) or huevo
. huevos p
! ; mg. mg. mg.

Infectados. . .. 4 10,1 11,4 0,3
Infectados. ... 3 13,8 14,9 0,4
Normales .. .. 5 6,0 7,4 0,3
Normales . ... 5 4,6 6,2 0,3

RESULTADOS ALANTOIDEO
Acmo Urico

N.o d N.e d Degv. v,
bia huevog lotese mg. % st:frsl‘é. mg./h, g?;‘lisld.
Infectados l
2. ... 32 6 90,3 8,0 5,6 1,1
3. ... 32 6 119,6 19,4 8,2 1,1
4. ... 39 7 128,9 12,2 8,5 1,6
5. ... . 19 3 190,6 32,5 10,9 1,5
16........... .. 24 8 176,1 48,6 12,2 1,8
Normales
12 .. 29 6 87,3 12,0 4,5 1,0
13 ... ... 33 6 134,4 30,7 7,3 1,5
Moo 35 6 157,9 16,3 6,7 0,9
5. 12 2 344,3 11,8 11,6 1,1
16........... .. 16 6 352,5 114,8 11,7 2,3
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DiA J mg. % ‘ mg./h. mg. % my./h.
Infectados Normales
13 i1,5 ‘ 0,8 5,6 0,3
14 16,9 1,1 50,4 2,1
15 . 33,9 2,0 206,8 7,1
16 .. 99,6 6,2 333,4 7,9
17 302,2 10,4 716,9 13,1
|
21 . — | — — J 50,7

UREA Y AMONIACO
ANTECEDENTES

Las primeras determinaciones datan de 1825, en que Prévost y
Le Royer determinaron cualitativamente urea en el alantoideo.
Recién en 1912 Fridericia hizo algunas deferminaciones cuantitati-
vas, encontrando 4,5mg. el dia 17 y 1,7 mg. el dia 19; Fridericia
utiliz6 el método de Schondorff. Needham B3-# fué el primero (1925)
en realizar un estudio sistemético; sus datos y los de Kamei son los
unieos, pero son s6lo relativamente comparables. Los datos de Need-
ham corresponden a la urea presente en el alantoideo, amnios y
embrién conjuntamente. Tios datos de Kamei corresponden al amnios
y al alantoideo por separado. Needham (C. H. p. 1099) seflala que
Kamei no indica en su trabajo el método usado; nosotros hemos
hallado la deseripeién pertinente sin dificultad; dosaba urea por
diferencia en la litulacién del amoniaco antes y después de tratar
el substrato con ureasa. Lios datos de Needham corresponden a un
solo lote; se hallaron tratando el substrato con ureasa, destilando

el amoniaco y nesslerizando (se dosaba amoniaco por arrastre sin

NEEDHAM {AME
(alant. + amn. 4+ embr.} KAMET
DIiA
N.o de Alantoideo Amnios
embr. mg./h. meg. % mg. %
Urea
13 o 8 ’ 0,370 — .
14 ... 6 0,532 21,250 3,370
Amoniaco
13 8 | 00556 — _
4 6 | 00508 3,594 1,928

T. XIV,N% 1
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ureasa). Con embriones de mas edad, se determinaba urea en la
extraceién ceténica del macerade, previa evaporacién de ese di-
golvente.

METODOS
Urca

La digestién enzimética de Ia urea es base de los mejores métodos
existentes para su analisis; éstos eonsisten en el dosaje del anhidride
carbénico o del amoniaco formados por la accién de la enzima. Bl
anhidrido ecarbénico se dosa gasométricamente; el amoniaco se aisla
por: 1) aereacién; 2) destilacién con o sin arrastre con vapor de
agua; 3) absorcién y elucién posterior con permutita. Se le dosa
colorimétricamente o, excepto en el caso @ (con permutita), por

titulacién. Alg"l"]Os métodos dosan el amoniaco nesslerizando diree-
)
t ig

tamente el digeride, previa eliminacién de proteinas. En nuestro
caso, eso no era posible debido a la alta concentracién en uratos del
alantoideo. Bse mismo hecho impedia el aislamiento cuantitativo con
permutita. Se ensay6 en un principio el arrastre con aire (Van
Slvke y Cullen, modificacion del método de Folin ®), pero cada
operacién con ese método inswme un tiempo considerable, Se traté
de obviar este inconveniente construyendo una bateria para diez
analisis simultdneos, pero en esas condiciones, la posibilidad de que
el carbonato de potasio utilizado como alcalinizante pase a los tubos
colectores de amoniaco obliga a proceder con precauciones tales que
no hay ahorro préactico de tiempo.

Se insisti6 particularmente con el micrométodo de Kinsey ¥y
Robison, por la posibilidad que ofrecia de realizar muchos anélisis
simultaneos. Consiste en la destilacién durante una a dos horas a
37°C, del amoniaco formado por la accién de la ureasa, a una gota
de acido bérico con glicerina suspendida en la béveda de una pe-
queila campana que cubre el total (en forma semejante al primitivo
método de Schlosing para el amoniaco urinario). Se construyeron
a ese efecto dedales de vidrio de 1,5 em. de didmetro por 1 de alto,
de borde esmerilado, que cerraban perfectamente sobre portacbjetos
excavados, esmerilados en el perimetro correspondiente. Se titulaba
con una bhureta de 0,1 cc., utilizando como indicador el universal
Merck. Los resultados fueron buenos, pero el método debié abando-
parse por lecesitar una concentracién mayor de urea que la que
tenian los liquidos a analizar.

Finalmente nos decidimos por arrastrar el amoniaco con vapor
de agua, en las condiciones puestas a punto para nitrégeno total. Se
comenzaba por eliminar el amoniaco ya existente con permutita, y

4o, paevia cilililil aliOL
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se hacia la digestién con buffer de acetato, con el que el pH optimo
de accién de la ureasa es més acido (6,4; Howel y Sumner), en
tubos de 20 ce. tapados con parafilnl.® Se los dejaba dos horas a
temperatura ambiente y se procedia a su arrastre alcalinizando con
3 ce. de solucion saturada de bérax. Se recogia sobre dcido borico ¥
ge titulaba con microbureta v clorhidrico 0,01 normal

Ureasa

Ureisa. — La preparacién de un extracto estable de alta concen-
“tracién nos llevé un tiempo considerable. Actualmente no existe en
plaza la ureasa Squibb, y el jack-bean sélo fué recientemente asequi-
ble en nuestro pais. Los extractos de jack-bean obtenidos por precipi-
tacién cetdnica, son mas activos que la ureasa Squibb. Nosotros utili-
‘zamos el poroto moliéndolo y haciendo un extracto alcohélico de la

00T ] > \ AP - 401 N
a, segfin Folin v Wu. Se conserva perfectamente g 4°C) pero no

]'\QY’%T\ 0
ido con

dallilda, 5C

hemos logrado en ningtin momento obfener un nessler limp
gste extracto (Folin y Youngburg).

Las primeras tentativas para lograr un extracto, se hicieron con
la harina de soja comercial; fracasaron porque ésta se hallaba incor-
porada de otras harinas. Moliendo nosotros la semilla, pudimos ob-
‘tener por desengrase, extraccién ceténica en un mezclador Waring
v liofilizacién, extractos analiticamente utiles, pero de baja activi-
‘dad. Tampoco nos convencieron los extractos obtenidos por precipita-
cionn cetbénica (Van Slyke v Cullen), extraceién alcohdlica (Folin
y Wu), extracecién acuosa v purificacién eon acido clorhidrico
(Fiske), o extraceién glicérica (I{och). No todos estos métodos se
adaptaban cémodamente a la poca actividad de la harina que po-
selamos.

Se abandoné la soja por la semilla de sandia. Fsta posee el doble
de actividad (Damodaran y Sivaramakrishna). Después de ensavar
una considerable cantidad de métodos decidimos abandonar la
molienda con aparatos mecanicos ¥ la homogeneizacion en un Waring,
para evitar toda posible contaminaciéon con metales pesados, ¥ con-
cretar el método a lo siguiente: se aplasta la semilla en un mortero
de madera, se desengrasa calentandola a reflujo con éter (37°C)
durante varias horas y se filtra por Buchner lavando repetida-
mente hasta que el filtrado esté exento de aceite. (El desengrase
era innecesario cuando se operaba con el Waring, porque la centri-
fugacién posterior permitia separar facilmente la grasa sobrena-
dante). La harina asi desengrasada se molia en un mortero v se
tamizaba; en esa forma es ya perfectamente utilizable. Para mayor

* Especie de papel a base de eaucho y parvafina.

7. XIV,N9 1
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comodidad en su uso, obteniamos un extracto soluble tratandola con
acetona al 30 %, centrifugando, eliminando por aereacién la acetona
del liguido decantado, y lofilizando. La actividad del producto
oscila alrededor de las 100 U. por gramo. (Unidad de ureasa: segin
Sumner y Hand, la cantidad de ureasa capaz de desprender un
miligramo de nitrégeno de amoniaco de una solueidn de urea-fosfato
a pHT7, a 20°C y en cinco minutos. La urea cristalizada tiene
133.000 U.). Tentados en ese camino tratamos repetidamente de ob-
tener altos concentrados; obtuvimos un maximo de 540 unidades
después de un laborioso filtrado con tierra de diatomeas (super cell),
pero la mayor cantidad de enzima es eliminada en esos tratamientos.

Amoniaco

El analisis de esta sustancia en el alantoideo es un problema se-

a1 An A A aanmore < 1a T AT AT TYATE [ L
mejante al de su dosaje en sangre, v le convienen por consiguiente
las soluciones halladag para éste. Perc a pesar de la rapidez pro-

clamada para esos métodos, son en general laboriosos y no permiten
determinaciones en serie. Todos giran alrededor de la destilacién al
vacio del amoniaco, en aparatos semejantes a log de arrastre de mi-
crokjeldahl. Se han publicado algunos trabajos en los que se intenta
aislar el NH? sangunineo con permutita (Morgulis y Jahr) o por
aereacién (Van Slyke y Hiller). En el primero de los casos se
ven obligados a agregar 0,5 mg. de amoniaco extra para hacerlo
dosable por nesslerizacién, y en el segundo reciuwren yva directamente
a otro reactivo (fenol e hipoclorito). Esos métodos no han tenido
aceptacién.

En Ia forma indicada méas abajo hemos hallado algunos datos de
orientacién que sefialan variaciones de interés, entre nuestros datos
1 log existentes en bibliografia.

Utilizamos como solucién aproximada (Folin y Bell) la extraccion
del amoniace con permutita (no cuantitativa debido a la gran can-
tidad de sales; concentraciones superiores a la solucién de ringer
interfieren), determindndolo luego en su elucién directamente por
colorimetria (Gentzkow y Masen), o por titulacién mediante un
arrastre previo (Peters y Van Slyke). En este Gltimo caso es nece-
sario proceder al arrastre conjunto del eluido de tres huevos como
minimo.

En los datos de amoniaco dados es de recordar que éste
corresponde al soluble, ¥ que no es despreciable la posibilidad de su
precipitacion como urato aménico. Los andlisis realizados sobre el
precipitado de firico indican la presencia de 0,3 mg. de nitrégeno
por huevo que no. corresponde al Acido trico.y que puede estar par-
cialmente constituido por amoniaco.
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RESULTADOS
Anonfaco. — ALANTOIDEO
! I |
. N.o d N.o d Desv. Desv.
Dia limevoz lotese mg. % st:r?d, } mg./h. ' st:;‘é.
I |
Infectados
14.. 28 10 0,26 0,18 0,014 0,010
6., ... .. | 3 3 | 0,61 | 0,45 | 0,035 | 0,008
Normales
4. ... l 21 7 0,37 0,24 0,015 ' 0,009
16. . 4 4 0,87 0,76 0,035 0,021
AMNIOS
Infectados
14 o 17 | 12 ] 1,57 | 071 | 0,039 | 0,019
16. . . 2 | 2 | 964 | 758 | 0,038 | 0,007
Normales
4. ; 17 ] 11 1,47 ’ 0,48 1 0,049 ' 0,017
6. ... .. ... 4 4 3,32 2,18 0,030 0,015
UREA. — ALANTOIDEO
‘ |
. N.o N.o d Desv. Desv
DIa huev%z ! lote;le l me. % st:;d. ' me./h. stané
Infectados ’ }
13........... .. 16 ’ 7 8,68 1,67 0,326 } 0,131
4. ... ... 48 23 10,39 1,52 0,643 0,163
Normales
13.. ... ... 14 7 l 11,53 l 2,29 0,416 ’ 0,103
4. ... 48 26 12,58 1,35 0,542 0,124
AnNIOS
Infectados
3. ... ... ( 14 l 6 ’ 8,77 0,43 0,296 0,017
4. 27 18 7,65 1,35 0,216 0,086
Normales
13............ ’ 12 ‘ 5 ‘ 9,34 ; 2,62 0,281 ’ 0,050
4. .. ... ... ... 20 15 5,85 1,31 0,165 0,073

T. XIV,N? 1
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CREATINA Y CREATININA

ANTECEDENTES

Han publicado datos sobre creatina en el alantoideo Fiske, Boyden
Kame1 y sobre creatinina sblo este ultnno No hay datos sobr

de creatina iy creatinina en el mismo.

 Creatina
. Creatina, Tiske y Boyden Creatinina
DIA Kamei Kamei
me. % mg. %
me. % mg./h.*
!
9 9,7 S 20,3
11 . — 6,2 ' 0,31
12 . — 12,7 0,70 —
14 18,9 — ! . 23,0
i7 . 37,9 ] — | -— 56,1

* Deducido segiin sus datos de volumen para dcido Grico.

METODOS
La creatinina da con el dcido pierico y en medi
rojo intense (Jaffé, 1886). En lo que sigue, llamaremos creatina a
toda sustancia cromogénicamente semejante. El problema de la es-
pecialidad de la reaccién de Jaffé estd ya aclarado en lo que a la
orina se refiere. En sanere la situacion es distinta; se sabe que la
sustancia cromogénica no es decididamente creatinina, lo que se
demuestra facilmente calentando con hidréxido de sodio o tratando
con carbon animal los filtrados de sangre (Behre y Benedict). La
creatinina es eliminada con esos procesos, pero no la sustancia cro-
mogénica existente en sangre. Hemos hecho esos ensayos en
alantoideo, con el resultado de que la sustancia cromogénica es
totalmente eliminada.* Eso no autoriza a suponer que ésta consista
totalmente en creatinina, pero sus propiedades son mucho mas seme-
jantes a la creatinina que la que se encuentra en sangre. Debemos
hacer notar, sin embargo, que el color sigue intensificindose cuando
yva los testigos con creatinina han alcanzado la estabilidad.

o alealino, un color

* En un principio hicimos ensayos de eliminacién con carbén activado (No-
rita), pero esta sustancia, al ignal que el caolin (Greenwald y Me Guire) elimi-
naba también la sustancia cromogénica sanguinea.
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Bossnes y Caussky hicieron un estudio sistematico para determi-
nar la concentracién ¢ptima de los reactivos en lo que respecta al
méaximo de color, Su método nos permitié determinar cémocdamente
la ereatinina en cantidades dificultosamente dosables por los ante-
riores, principalmente en el amnios.

La variacion fundamental del método reside en la alcalinidad; se
hacia la reaccién mezclando 3 ce. del liquido a analizar, con 1ece. de
acido picrico 0,04 M. y 1 ce. de hidréxido de sodio 0,75 N. Los liqui-
dos se colocaban en tubos graduados a 20 cc., se desproteinizaban
con dcido tangstico, se llevaba a volumen y se centrifugaba. De ahi
se tomaban 6 cc. para creatina y 6 para creatinina. Se operaba con
la proporeion de reactivos que exige el método, pero se llegaba a un
volumen final de 10 ce. en lugar de 5. Esto tenia por objeto facilitar
la comparacién con una serie de tubos preparados simultineamente

con cantidades conoudas

de agua huwente Se obtiene el mismo 1’equltado que calentando en

el autoclave,

RESULTADOS
CREATININA. — ALANTOIDEO
. J Nod N.o 5 -

DEA l h‘u'e\;ﬁ i;ytp{ze me. T s?a{\r;:' me./h. 5:;1
Infeclados
120 .. ... 21 7 2,44 0,87 0,131 0,034
130 ... 22 7 2,23 0,78 0,107 0,023
T 20 | 4 2,04 0,34 0,129 0,025
Normales
1T 6 3 0,24 0,11 0,017 0,006
2.0 21 7 2,09 0,66 0,069 0,029
13. o 22 6 3,05 1,95 0,128 ;041

CREATININA. — AMNIOS

Infectados
12, ... .. l 4 I 4 ~ 0,34 ' 0,13 . 0,015 ‘ 0,004
3.0 ... 4 4 0,48 0,05 0,015 0,002
Normales
12! 3 ‘ 3 | 049 | 018 ‘ 0,012 | 0,005
130 5 5 | 1,05 1,17 0,021 0,012
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CREATINA. ~— ALANTOIDEO

i \
. N.o d Noode | .+ Desv. Desv.
Dia i huevo: : lnte;.( } mg. % [ st;rsx?i. ’f‘ mg./h. ’ st:id‘
I |
| ! | N
Infectados | ‘ | l (
( | [
I . T 140 | 0,111 I 0,054
13, 16 | 6 2,95 | 1,82 | 0,134 | 0,082,
Normales
12,0 15 | 6 | 395 213 | 0,099 J 0,028
8.0 16 & 5 | 375 ] 13 | o161 0,022,

CREATINA. — ANMNIOS

Infeclados
12 ! 4 : 4 ‘ 0,42 | 0,50 | 0,016 | 0,019
3 N 4 | 4 | 0,07 | 0,08 | 0,002 | 0,002
Normales
12 3 ! 3 0,26 | 0,08 | 0,007 } 0,003 .
13 3 i 5 i 0,2¢ | 0,29 { 0,008 | 0,011
DEXNSIDAD

ANTECEDENTES

Kamei determiné el peso especifico del alantoideo en los dias 9,.
14 % 17, por pienometria. Estos datos corresponden al promedio de-
determinaciones realizadas entre los 11 y log 27°.

DiA } Densidad

9 ] 070 (ocho determ.)

. 1.0
14 ... | 1.0147 (siete determ.)
17 | 1.0205 (tres determ.)

Nuestras determinaciones de densidad se limitaron al alanteideo..
Aqui también hemos comenzado las determinaciones desde el dia 8.
Es dificil decidir el criterio a aplicar, cuando se determina la:
densidad de alantoideos turbios. A veces una simple decantacién o
centrifugacién da un liquide limpido; otras éste es lechoso y sélo-
aclarable por calentamiento. Estas determinaciones estin hechas:
sobre los alantoideos centrifugados, en las fracciones que se reser-
vaban para las determinaciones de nitrdgeno.
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METODO

Se utilizd el método comparativo de Barbourg v Iamilton. El
método estd originalmente adaptado a la determinaciéon de proteinas
en sangre y exudados, pero se adaptaba perfectamente a nuestras
necesidades.

Consiste en comparar, haciendo uso de una tabla, los distintos
tiempos de calda (a una temperatura determinada), de una gota de
liquido de densidad conocida y de otra del liquido cuya densidad se
busea, en un ligunide de baja viscosidad ¥ peso espeeifico algo més
bajo gue el de las gotas. Las gotas deben ser de 10 mm?, la distancia
de caida de 30 cm. y el liquido, contenido en un tubo de vidrio de
7,5 mm. de didmetro, se prepara con una mezela de xilol ¥ bromo-
benceno; con una sola mezela de estos liquidos cubriamos préctica-
mente todo el margen de variaciones. UsAbamos una solucién patrén
de sulfato de polasio de densidad 1.0075, determinada por picno-
metria. Los datos estan referidos al agua a 15°C.

RESULTADOS
DENSIDAD — ALANTOIDEO
Normales Infecfados
N de ad | ] Ned ! -
DI determirta» Densidad Desy. detexm(uem» f Densidad ’, Des.
| ciones L stand. ciones J - g stand.
8. 6 10069 | 00002 — | — | —
9. o 1.0067 | o0.0006 | — ' — | —
0. 1 1.0067 ] o.ooes | — | — | —
S SO 8 1.0074 | 0.0005 | — — | =
12 13 10669 | 0.0006 | — — —
13 10 1.0074 | 0.0008 } 6 1.0076 | 0.0003
M. 10 1.0080 } 00010 | 7 | 1.0079 | 0.0010
15 5 1.0089 | 0.0011 — — —
18 — - = f 4 ' 1.0104 | 0.0027

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es necesario repetir que nuestros datos son sélo relativamente
comparables con log ya existentes, y ello debido fundamentalmente a
la variacién en la temperatura de incubacién. En eeneral nuestros
datos aparecen atrasados en 24 horas; hemos observado incluso que
un cierto porecentaje de huevos nacen el dia 22. En ese sentido es
importante para establecer un criterio de comparacién, el momento
en que se establece la comunicacién seroamniotica. Lios datos de Fiske
v Boyden lo colocan entre los dias 12 y 13; los de Targonski entre
el 14 y 16. Paralelamente los datos de nitrégeno total en alantoideo
de Fiske y Boyden son sisteméticamente altos frente a los de Tar-
gonski; en cambio los nuestros son mas semejantes a los de este lti-
mo, coincidiendo esto con nuestra observacion del momento (dia 15-
16) en que se establece la comunicacion.

7. XIV, Ne 1
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Sig ros resumen los datos obtenidos, expresados

T A 117
Lios siguientes cua

como nitrégeno:

[

Datos comparativos. Huevos infectados (I) y normales (N)

11QUIDO ALANTOIDEO

Dias de incub. 12 13 14 i5 16 17
Huevos I‘N IlN I‘N I'N I‘N I'N

NITROGENO

tobal: ... 65,2] 57,3 78,71 70,5/ 85,6/103,5(107,0/205,1/168,6|342, 4 248.7|704,8 ’

no proteico: | 53,0( 45,3 48,3| 46,9 47,5 68,2 — | — | 90,8{200,5] — | —
de 4cido

drico:.... | 30,1 29,1| 39,9 44,8] 42,9/ 52,6| 63,5/114,7| 55,3/117,4] — | —
de urea: ...} — | — | 3,05 5,38} 4,85 587, — | — | — | — | — | —

de amonia-
0T ... — | — i — | —=1o021l081 —| — | 050 072 — | —

de creatina: | 0,87 1,54| 1,15| 1,45 — | — | — | — | — | — | — | —

de creatini-
na: ..... 0,93| 0,79 0,85 1,16/ 0,78, 083 — | — | — | — | — | —

'

proteico so-
luble: ... | 9,4| 22,9] 48,5| 37,7 43,1] 60,6| — | — | 77,8/142,0) —

no proteico
inde-
termi-
nado: ... | 21,1] 13,9 3,3]—5,91—1,2) &6 — | — | 35,0| 82,4 — | —
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LIQUIDO ALANTOIDEO

Cantipad Toran (miligramos por huevo)

Dfas de incub. 12 13 14 15 ' 16 ! 17
Huevos: IIN IIN I]N I,N IINJI’N
NITROGENO
total: .....| 3,8 36| 58 47 57 54 56/ 69 100 82 9,0 12,5
no proteico: 3,5 2,31 3,6 3,1 3,1 2,9 — | — 55 48 — | —
de deide

Brieo:. . .. L9 L5 2,7 2,4 2,8 2,20 3,6 3,9 4,1 39 — | —
de mrea: ...} — | — [0,152/0,194/0,290(0,253| — | — | — | — | — | —

de amonia-
ol ..... — | — | — | — [0,012/0,012} — | — 0,029)0,029| — | —

de creatina:. 10,043/0,039;0,0520,063] — | — | — | — | — | — | — | —

de creatini-
na: ..... 0,050|0,026(0,041(0,049{0,049/0,035] — | — | — | — | — | —

proteico so-
luble: ... 0,6 1,4 33| 25| 2,8 2,6/ — | — 4,6) 34 — [ —

no proteico
inde-
termi-
nado: ... L5 0,7 0,5 0,3—0,1] 04 — | — 1,4 0,9 — | —
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LIQUIDO AMNIOTICO

CoNCENTRACIONES (miligramos por cienio)

49

Dias de incuh.: 12 13 14 1
Huevos: I ‘ N I N T l‘ N I
NI1TROGENO
total:......| 14,0 8,5 | 49,8 83,9 — — —
no proteico: 6,6 3,5 — — 117,7 | 118,8 —
de urea: ... — — 4,10 4,36 3,57 2,73 —
de amonia-
co: .. — — — — 1,29 1,21 7,94 73
de creatina:|! 0,16 0,10 0,03 0,09 —_ — —
de creatini-
na:.......| 0,13 0,19 0,18 0,40 — — —
t
Cantipap Torarn (maligramos por huevo)
Dias de incub.: 13 i3 14 1!
Huevos: I N 1 l N t 1 J N I
!
NITROGENO ;
total:...... ] 0,52 0,31 1,3 1,6 — ]4 — —
no proteico: | 0,25 0,14 — — 1,9 2,3 —
de urea: ... — — 0,138 | 0,131 | 0,101 | 0,077 —
|
de amonia- g
[ — — — — 0,032 | 0,040 | 0,031 | 0,025
de creatina:| 0,006 | 0,003 | 0,001 | 0,003 — — —
de creatini-| -
nal....... 0,006 | 0,005 | 0,008 | 0,006 — F — —
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Nuestros datos son promedios de valores hallados en distintas épo-

cas y con tandas de huevos presumiblemente distintas en su origen.

Este trabajo debié indiscutiblemente haberse realizado con huevos

provenientes de un plantel de gallinas sometidas a un tipo fijo de

alimentacién. Needham apunta la posibilidad de variaciones en la

excrecién firica de los embriones segtn la alimentacion de las pone-

doras. Aunque contradictorios, se han publicado varios trabajos en

]
huevo

in
w

o

los gue se estudian las variacienes en la composicién de
acuerdo al tipo de alimentacién (Pollard v Carr; Gerh y Carr; Calve-
ry ¥ Titus; Titus-Byerly y Ellis-McFarlane ; Fulmer y Jukes; Need-
ham: ““The effect of pre-developmental factors on development’” Bio-
chemistry and Morphogenesis, pidg. 20). Ese posible tipo de variacién,
sumada a la estacional y a la propia de los huevos, impide asegurar
la 510'111f10ae én de la mayoria de lag variaciones, gue los promedios

norimales e infectados

,4

5
=)
2.
&
&
;
:
o]
:
('13
)

o
5
[¢*)
ot

El analisis de esos resultados indica lo signiente:

s

Nitrégeno total (alantoideo).* Lia comparacidn de nues
normales con los mencionados en los antecedentes hace destacar el
desplazamiento de nuestra curva con respecto a la de Fiske v Boy-
den, y que inculpamos fundamentalmente a la mayor temperatura
de incubacion usada por esos investigadores.

La comparacién entre normales e infectados indica lo signiente:

Lios promedios (mg/h) correspondientes a los huevos infectados
son superiores a los normales en los dias 12, 13 v 14 de incubacién;
ese aumento es significativo el dia 13. Desde el dia 15 la concentra-
cibn es significativamente superior en los normales.

Nitrégeno total (amnios). Parece haber un aumento en la con-
centracién y cantidad de nitrdgeno total en los ammnios infecta-
dos de 12 dias de incubacién. La pequefia cantidad de huevos
usados en las determinaciones quita gran parte de su valor a esas

deducciones.

* Eun los graficos gue siguen los trazos llenos corresponden a nuestros datos;
lag abeisas se refieren siempre a los dias de incubacién. Las bandas rayadas se
trazavon agvegando + y — a cada dato. Las curvas normales e infectadas
llevan vespectivamente una N y una I. Estos graficos corresponden al liquido

alantoideo.
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Nitidgeno no proteico (alantoideo). Kl siguiente grafico compara
nuestros datos con los de Targonski (concentracién); entre el dia
14 v 15 se invierten los valores (Flig. 3).

200[
1505
Targonski
.
-"
100 . .
S0%
1 12 13 14 15 16 17 18
Fie. 3. — N wo proTrICO — Datos normales
9 :
mg% mg/h

12 13 14 15 16 12 13 14 15 16
Fia. 4. — NITROGENO No PrOTEICO — Normales e Infectados

La comparacion con los infectados da lo siguiente: la concentracién
es superior en los normales desde el dia 14. Los huevos infectados tie-
nen mas nitrégeno no proteico el dia 12. El aumento es significativo,
pero corresponde a un ntmero pequenio de determinaciones (Fig. 4).
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Nitrégeno mo proteico (amnios). Tgual que en nitrégeno total pa-
rece existir un aumento en la concentracion y cantidad de nitrégeno
no proteico en los amnios infeetados del dia 12. Esas determinacio-
nes eran una simple guia de la importancia que el contenido amni6-
tico podria tener con respecto al balance general de nitrégenc excre-
tado; lag pocag determinaciones efectuadas bastan para indicar su

vebU

naturaleza secundaria frente al alantoideo. Iguales razones corres-

mg % mg/h

50

11 12 13 14 15 16 1 12 13 14 15 5

F16. 5. — NITRG6GENO PROTEICO — Normales e Infectados

ponden a varias determinaciones semicuantitativas realizadas para
el 4cido trico. No se observan variaciones entre normales e infectados
el dia 14. o

Nitrdgeno proteico (alantoideo). ITemos indicado ya que nos refe-
rimos al soluble y que en algunos dias estos valores no coinciden con
la diferencia entre el total y el no proteico, por corresponder a dis-
tintos lotes. Las diferencias estin dentro de la dispersién de los datos
y ademds las variaciones son paralelas para los normales e infectados.

El dia 12, la concentracién es significativamente inferior en los
huevos infectados; el dia 13 se invierte esa relacion y los infecta-
dos tienen més nitrégeno proteico. Con el dia 14 la dispersién de
los datos aumenta en forma considerable (Fig. 5).
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Acido dirico (alantoideo). Los dias 12 y 13 nuestros datos de con-
centracién son paralelamente inferiores a los de Fiske y Boyden en
forma semejante a lo observado en nitrégeno total. En lo que res-
pecta a la cantidad total, es interesante destacar la semejanza de
nuestra curva con la de Needham; ambas sefialan dos periodos po-
bres en la excrecién de tirico: Needham, dias 13-14 y 16-17; la nues-

e diae 1914 v 15,16 (o &)
tra, dias 13-14 y 15-16 (Fig. 6).

mg %
- maq/h
Fridericia
;
l [
t H
i +
20 ' Needham
. '
1
300 # 3
/ ;
FyB.
'P
g
200}

°Karﬂe.
P i X
12 13 14 15 16 17 iz 13 14 15 16 7 s 5

F16. 6, — Acipo URICO — Datos normales

Los promedios infectados (mg/h) son superiores a los normales
los dias 12, 13 y 14, siéndolo significativamente este Gltimo dia. Si
se distribuyen los datos parciales alrededor del promedio global de
todas las determinaciones correspondientes a esos dias, se obtiene una
tabla de frecuencia que indica (‘‘chi square test’’ de Fischer) una
mayoria significativa de huevos infectados con altos valores de trico.
A pesar del aumento en excrecién que se observa en los infectados
el dia 14, es posible que estos valores altos tengan su verdadero ori-
gen (recordando la naturaleza acumulativa de esa excrecién) en el
dia 12 de incubacién (Fig. 7).

En lo que respecta al acido drico precipitado, tenemos el siguiente
grafico (los trazos punteados corresponden al &cido trico total) (Ii-

gura 8).

T. XIV, N 1
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mag/h

12 13 14 15 16 2 13 14 15
Fie. 7. — Acmo Urico — Normales ¢ Infectados
mg
EA mag/m.
400k
300 159
200 104
:",’
100@4" S !'
12 13 14 15 16 17 12

Fre. 8. — AcIpo URICSC PRECIPITADO — Norinales ¢ Infectados
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Es evidente la mayor proporeion de trice precipitado en los nor-
males. Lia cantidad por huevo awmenta rapidamente en los normales
desde los dias 13 y 14; en los infectados comienza a tener significa-
cién desde el dia 15.

Urea (amnios y alantoideo). El grafico siguiente (Fig. 9) compara
las concentraciones y las cantidades por huevo correspondientes en
cada dia (13 y 14) al amnios y al alantoideo. Lios datos de concen-
’rrac' om de Kamel (alantmdeo) son superiores a los nmuestros, pero
trog en la existencia de wuna mayor concentracién

mg%
mg/h.
Kamel
Ammos
20 w0l Amnios
Alantoideo r Infect. E Alantoidea
15
10, Infect.

0

F1g. 9. — Urra — Normales ¢ Infectados

en el alantoideo que en el amnios. Los datos de cantidad total (am-
nios -+ alantoideo) de Needham indican un aumento del dia 13 al 14
gue falta en los nuestros. La concentracién es significativamente
superior en los normales con (respecto a los infectacdos) los dias 13
(alantoideo) v 14 (alantoideo y amnios). Sin embargo, en este tltimo
dia hay mas urea en los amnios de los huevos infectados; ese hecho
se relaciona con la disminucién significativa, tanto en concentra-
cibn como en cantidad total, que se observa en los ammnios de los
huevos normales del dia 13 al 14 v que falta en los infectados. Un
hecho interesante es el que para ambos dias las concentraciones
de los alantoideos normales son respectivamente superiores a las
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del amuios, mientras que en los infectados no se observan diferen-
cias significativas.

Amoniaco (alantoideo y amnios). No se observan diferencias en-
tre norimales e infectados. Bl dato de Needham (amnios -+ alantoi-
deo) del dia 14, coincide exactamente con el nuestro. En lo que res-
pecta a la distribucién de ese valor entre el amnios y el alantoideo,
sblo existen datos de concentracion de Kamel. Su valor para amnios
(dia 14) coincide con el nuestro, pero el que da para alantoideo es

nin m

diez veces superior. Nuestros datos indican (tanto en los infectado
como en los normales) que las concentraciones (dia 14 y 16) v la
cantidad en miligramos (dia 14) son significativamente superiores
en los amnios que en los alantoideos.

myg% mg/h
4,00 0,160
0,140
3,00 0,120
0,100}
2,00 0,080
0,060
1,00 0,040
0,020
Dia 10 1; 12 13 14 1 12 13 14
Fig. 10. — CREATININA — Normales e Infectados

Creating vy creatiming (alantoideo). Los dias 12 y 14 los hue-
vos infectados tienen significativamente mas creatinina (Fig. 10).
Los datos para creatina se conservan constantes en los huevos

infectados; en cambio en los normales la cantidad total aumenta del
dia 12 a 13.

Creating y creatining (amnios). No se observan diferencias entre
normales e infectados. Existen en el amnios cantidades definidas de
greatinina, lo cual contradice la Anica informacién bibliografica al
respecto (Kamei). Los datos de creatina muestran, en cambio, una
elevada dispersién, habiendo dado varios huevos resultados negati-
vos en su andlisis.
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=

Densidad (alantoideo). El grafico incluye las determinaciones de

Kamei, de dudoso valor si recordamos sus datos de nitrégeno total
(clara). No se observan variaciones entre normales e infectados, al
menos en los dias estudiados (Kig. 11).

1,0140 '}\aulcu
.
= 1.'
'l
,
1
s
1,0100 .
e. N
.
1.008Ch : ji
1,C06C

7 &5 5% 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Fre, 11. — DeNSIDAD — Normales e Infectados

DisTrIBUCION DEL NITROGENO

El siguiente grafico indica eémo se distribuye el nitrégeno (total,
no proteico y de trico), en los huevos normales y en los infectados.

Lios tres trazos limitan tres superficies que corresponden, de abajo
hacia arriba, al nitrégeno de trico, al nitrégeno no proteico resi-
dual * y al nitrégeno proteico (Fig. 12).

Se destacan dos hechos: 1) el aumento en nitrégeno total en los
huevos infectados, es fundamentalmente debido al proteico. 2) el
aumento en nitrégeno no proteico del dia 12 en los huevos infecta-
dos, es fundamentalmente debido al nitrégeno residual.* Al efecto,
seria interesante completar la distribucién del nitrégeno dosando

aminodcidos, alanteina, ete.

RESUMEN

1) Se estudian distintos métodos para extraer cuantitativamente
los liquidos extraembrionarios del huevo de gallina en desarrollo y
dosar en los mismos nitrégeno total y las fracciones correspondientes

* Nitrégeno no proteico menos nitrégeno de trieo.
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(nitrégeno no proteico, acido Grico, urea, amoniaco, creatina y crea-
tinina). ‘

2) En el anélisis comparado de los liquidos de embriones norma-
les y los de embriones infectados con virus A de influenza, se en-
cuentra un aumento en el nitrégeno excretado o acumulado en el

mg/h MORM,..ES INFECTADOS

N total mgqg’/h

12 iz

1

Fia. 12.

liquide alantoicdeo de los embriones infectados: mas nitrégeno pro-
teico, acido trico y creatinina. Dadas las pequeilas cantidades de
esas sustancias que hay en el liquido amniético, no puede atribuirse
ese aumento al desplazamiento de las mismas de un liquido a otro.

Esas variaciones no se ohservan después del dia 14 de incubacion.
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