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Análisis de los líquidos extraembrionarios de 
huevos de gallina normales e inoculados
con virus "A" de influenza

Por Μ. H. PAPPALARDO

Un gran número de procesos patológicos aparecen asociados a 
alteraciones celulares de carácter químico o físicoquímico bien defi­
nidas. El estudio detallado de estas alteraciones constituye sin duda 
alguna, al margen de su valor diagnóstico, una de las fuentes de 
información más fecunda acerca, de las modificaciones metabólicas 
que caracterizan al proceso en estudio.

En el terreno de las enfermedades a virus, el conocimiento de las 
alteraciones metabólicas producidas por la infección está poco menos 
que en sus comienzos, orientándose en general al estudio de la in­
fluencia que la presencia del virus parece tener sobre ciertos proce­
sos enzimáticos. (Raker y Krimsky; Utter, Reiner y Wood).

En el caso particular de la infección experimental del embrión de 
pollo por el virus de influenza, ciertas observaciones realizadas en 
los últimos años (Berkeley, 1945; Parodi, Lajmanovich, Pennimpecle 
y Mittelman, 1947; Pennimpede, 1948) indicarían la existencia de 
variaciones consistentes en el pH y volumen de los líquidos alantoi- 
deos de embriones normales e infectados, como así también en el peso 
de los mismos. El sentido de esa variación es el de un aumento en el 
pH y volumen de los alantoideos correspondientes a embriones infec­
tados y a una disminución en el peso de éstos. Se observa además 
en los embriones infectados dificultades en el metabolismo gaseoso.

Tomando como punto de partida las diferencias indicadas, nos he­
mos propuesto el estudio comparativo y sistemático de las modifica­
ciones químicas que el desarrollo del virus de influenza origina en el 
líquido alantoideo del embrión de pollo.

Este planteo sencillo y concreto tiene por el momento que cir*  
cunscribirse en el presente trabajo al estudio comparativo de la dis­
tribución de nitrógeno, debido a una suma de obstáculos, fundamen­
talmente :

1) La falta de antecedentes bibliográficos consistentes, que nos 
obligó a encarar el problema de raíz.*

No podemos dejar de mencionar aquí la inestimable ayuda que en ese sen­
tido significó para nosotros la Chemical Embriology de Needham.

Presentado en la reunión de comunicaciones del 16 de diciembre de 1947.
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2) La falta de métodos analíticos aplicables con seguridad al tipo 
ele líquidos con que operábamos.

3) Las dificultades en la obtención de una muestra representativa.
a) La elevada mortalidad de algunas tandas de huevos, que lle­

gaba a veces al 100 %.
b) La imposibilidad de controlar el origen de los huevos, que 

obligó a descartar series enteras de datos, cuando se advertía clara­
mente en la última semana de incubación que se trataba de embrio­
nes de desarrollo anormal, posiblemente infectados (salmonella 
pullorum).

5) La elevada variación de los datos, que obligaba a realizar un 
gran número de determinaciones para obtener valores represen­
tativos.

Nos proponemos completar posteriormente este análisis; dispone­
mos al efecto de la puesta a punto de varios métodos cuya realiza­
ción experimental no fué posible.*

El plan, que referimos a los líquidos embrionarios por haber sido 
parcialmente extendido al amniótico, es el  siguiente :

ANÁLISIS DE LOS LÍQUIDOS EXTRAEMBRIONARIOS DE 
HUEVOS DE GALLINA NORMALES E INOCULADOS 

CON VIRUS DE INFLUENZA

Estudio bibliográfico, crítica de los trabajos existentes.  
Puesta a punto de un método para la obtención de la muestra. 
Puesta a punto de métodos para dosar nitrógeno y su distribución.
Análisis.   
En el desarrollo de ese plan, presentamos la tesis dividida en dos 

partes.
I — Preparación de los huevos.

Obtención de la muestra.
II — Análisis.    

Conclusiones.

PRIMERA PARTE 

Se trabajó con huevos Leghorn, preferentemente en los meses de 
abril a noviembre. La mortalidad y la proporción de estériles aumen­
tan mucho en los restantes.

* Alantoína. (Young, McPherson, Wentworth and Hawkins), Glucosa 
(Hagerdon and Jensen), fósforo (Fiske y Subbarow), Aminoácidos (Folin (1)), 
Anhídrido carbónico (Van Slyke y Meili), y ácido láctico (Friedeinan, Gotonio 
and Shaffer).
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Las primeras operaciones son las de rutina en el cultivo de virus * 
en huevo ; se los incuba a 37°8 C durante once días, se descartan por 
observación al ovoscopio los muertos o estériles, y se procede a las 
operaciones de inoculación. Juntamente con la observación se procede 
a marcar frente al ovoscopio una zona de la cáscara que corresponda 
a un lugar de la membrana alantoidea libre de grandes vasos. Sobre 
la cámara de aire se hace otra que indica la situación de la primera 
y permite que la inoculación se haga con un manoseo mínimo del 
huevo. En la técnica de cultivo se marca además el perímetro de la 
cámara de aire.

* Desde ya nos referiremos siempre al virus A de influenza.

Nosotros preferíamos hacerlo posteriormente, al retirar cada lote 
para su análisis.

Como nuestro trabajo era esencialmente comparativo, antes de 
inocular los huevos se procedía a distribuirlos y numerarlos en cua­
tro grupos según su peso: 1) menos de cincuenta gramos; 2) entre 
cincuenta y cincuenta y cinco gramos; 3) entre cincuenta y cinco y 
sesenta gramos; 4) más de sesenta gramos. La mayoría corresponde 
generalmente a huevos de los grupos 2 y 3, pero a veces se operó 
con tandas en que predominaban los del primer grupo. Los del 4° 
no pasaban del 5 al 10 %. Los trabajos de Axelsson y de Godfrey 
indican, que el mínimo de mortalidad (20-30 %) en la incubación, 
se logra con huevos de los grupos 2 y 3.

Los grupos de huevos se dividían entre normales e infectados, y 
los lotes extraídos a distintos días, correspondían aproximadamente 
en su composición, a la general de la tanda.

La comparación posterior de los datos hizo ver que, excepto para 
los huevos del grupo 4, en que predominan volúmenes altos, no hay 
relación directa entre el tamaño (tamaño y peso, con raras excep­
ciones, son directamente proporcionales) y el volumen de alantoideo 
o su composición química, al menos en los datos determinados. Las 
variaciones en el peso son fundamentalmente debidas al peso de la 
clara (Penionskevitch).

Los huevos, una vez pesados, eran lavados con un algodón mojado 
con solución al 20 % de hexilresorcinol. Esta operación era particu­
larmente útil para nosotros cuando usábamos el vuelco directo como 
método de extracción del alantoideo.

Tras dejarlos un tiempo en la incubadora para evitar toda posible 
traumatización por enfriamiento, se procedía a cortar la cáscara con 
un torno sobre las mareas hechas sobre el saco alantoideo y la cáma­
ra de aire, cuidando de no romper la fárfara. (La correspondiente 
a la cámara de aire era rota, luego, con una lanceta esterilizada). 
Se lavaban luego con alcohol y se inoculaban en el alantoideo tapan- 
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do  inmediatamente ese orificio con parafina. Se procedía a incubar 
a 35° C; los huevos se daban vuelta diariamente.

Se inoculaba 0.1 cc. de una dilución 10 5 de virus A de influenza, 
cepa 7, aislada en el país (Sordelli, Taylor y Parodi), título 1/1024, 
(aglutinación de glóbulos rojos de pollo, técnica de Hirst). Los hue­
vos que llamamos normales eran inoculados con 0.1 cc. del diluyente. 
La dilución se hacía con caldo penicilinado en los casos en los que 
no se determinaba nitrógeno. (El contenido en nitrógeno de ese 
caldo es de 5 mg. por cc.). En los otros casos se utilizaba suero 
fisiológico.

Hasta dónde pueden llamarse normales los huevos inoculados con 
soluciones estériles, es cuestión que requeriría de por sí un trabajo 
comparativo. En lo que respecta a la distribución en peso de las 
distintas partes del huevo, son idénticos a. los normales (Pennim­
pede, experiencias hechas sobre el peso de embriones). Además, 
nuestros datos sobre huevos normales son sólo relativamente compa­
rables con los hallados por otros autores, debido a la diferencia en 
la temperatura de incubación.

Pasadas las horas deseadas de incubación, se verificaba si estaban 
vivos, se ponían una hora a -15° C y luego a 4o C hasta que se ana­
lizaban

Los detalles para la toma de muestras se dan más adelante. Los 
huevos se lavaban nuevamente, con agua destilada esta vez, y, pre­
via demarcación del contorno frente al ovoscopio, se procedía a cor­
tar el casquete con un torno.

La obtención de la muestra variaba según la sustancia a anali­
zarse. La muestra para nitrógeno debe tomarse con precauciones 
especiales, principalmente en los días en que el contenido amniótico 
es ya esencialmente proteico. Además, es necesario contar con la 
posible contaminación con clara, yema o sangre en cantidades que 
pasen inadvertidas al examen macroscópico. La descamación epite­
lial de la membrana, corioalantoidea puede ser un factor importante- 
si se mueve mucho el huevo. En las determinaciones que siguen se 
supuso que la concentración de nitrógeno total (centrifugado el 
úrico suspendido) era homogénea en todo el líquido alantoideo. No 
fue posible verificarlo extrayendo y analizando fracciones de la 
parte inferior y superior del saco, pero las partes accesibles a la je­
ringa en la parte superior del huevo no arrojaron variaciones sensi­
bles en el análisis.*  Además, los huevos que eran hechos rotar suave­
mente algún tiempo, con el objeto de homogeneizar el líquido, no 
diferían significativamente de los restantes en los datos de nitró­
geno total.

* Se trataba de huevos en cuyos alantoideos no había, aún precipitado úrico.
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Operaciones Generales

Los huevos sacados de la heladera eran cortados con un tomo en 
el perímetro de cáscara correspondiente a la cámara de aire y, en los 
que se iba a determinar úrico los días en que éste ha precipitado, 
se mareaba un surco en el ecuador del huevo según el eje mayor. Los 
huevos se volvían luego a la heladera y eran sacados a medida que 
se utilizaban; esto evitaba considerablemente las hemorragias.

Muestras para Nitrógeno Total y Densidad

Determinación de volumen: En cada huevo se levantaba la tapa 
de la cámara de aire con una tijera curva, y con una jeringa de 
2 ce. se tomaban entre 1 y 2 cc. de líquido. En un principio, esta 
cantidad bastaba para la determinación de densidad y nitrógeno 
total, que eran los únicos ciatos hallados. La determinación de volu­
men * ** se hizo en estas primeras series inyectando iodato de potasio, 
en la forma que se detalla más adelante, pero se ensayó toda una 
serie de métodos, con el resultado de que el más práctico fué el 
vuelco directo y cuidadoso del huevo ; claro que este método comenzó 
a tener valor sólo después de haber adquirido la necesaria habilidad 
manual.

* Indispensable para referir los datos de concentración hallados al conte­
nido por huevo.

** Mantenida o pH 7,5 con un buffer de fosfatos.

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

volemia se inyectaban 2 cc. de solución de rojo congo en suero fisio­
lógico se movía suavemente el huevo y se extraía una muestra. 
Se determinaba la dilución por colorimetría, y el volumen así deter- 
minado se sumaba al extraído previamente con jeringa. Este método 
se abandonó por dar valores excesivamente altos, debido a la fija­
ción del colorante por las membranas. Las muestras extraídas arro­
jaban una variación demasiado grande como para que los datos 
pudieran ser extrapolados a la hora cero.

El ensayo con otros tipos de colorantes no dio mejores resultados.
2. —- Por inyección de otras sustancias. No nos fué posible encon­

trar una sustancia que: 1) no difundiera por las membranas; 2) no 
se fijara a éstas ni reaccionara con ninguna de las sustancias nor­
malmente presentes; 3) no existiera ya en el alantoideo, directamen­
te o en forma que pudiera interferir en el análisis; 4) fuera rápida 
y sencillamente analizada sin que interfirieran pequeñas cantidades 
de proteínas. Tuvimos un éxito relativo con el Iodato de potasio, 
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donde el único factor importante de error es la difusión ; fué posible, 
sin embargo, obtener datos consistentes para muestras extraídas a 
los diez y veinte minutos. En todos los casos se determinaban dos 
valores sucesivos para cada huevo.

b) 1. — Por dosaje de la concentración de una sustancia existente 
ya en el alantoideo. antes y después de agregar un determinado vo­
lumen de suero fisiológico, ó 2. -— Por dosaje de la concentración 
de una sustancia existente ya en el alantoideo, en el líquido puro 
primero, y en el que resulta de un lavado exhaustivo del saco después.

En el primero de los casos se determina el volumen remanente

según Vx = —IñL donde υ es el volumen aereando v C1 yC2 son las 
Ci~C2

distintas concentraciones. Aplicamos esta técnica a los cloruros, ba­
sándonos en datos existentes que indicaban una concentración rela­
tivamente alta, de esta sustancia en el líquido alantoideo (Kamei). 
Estos datos eran, sin duda, excesivamente altos, al menos compara­
dos con los nuestros, pues el método de Voldhard no fue suficiente­
mente sensible para determinar cómodamente pequeñas variaciones 
de concentración. Como micrométodo se ensayó uno en que la cocina 
actuaba como indicador de absorción (Saifer, Hughes y Sendero), 
pero no nos fué posible obtener datos reprodueibles con este método. 
Además, las determinaciones por triplicado que exige el método, 
aumentaban extraordinariamente el trabajo.

El úrico fué dejado de lado por no poderse garantizar la no 
redisolución del precipitado en los primeros días que se le encuen­
tra, principalmente en los alantoideos ácidos en que, por lo general, 
el lírico precipita dando, desde una ligera turbiedad, a un líquido 
lechoso ; hemos observado que en esas condiciones un calentamiento 
suave suele tornar límpido el líquido, o al menos lo aclara.

2. — En el segundo caso se determina el volumen según
Vt = Yl (mi +

Mi

donde V1 es el alantoideo sin diluir, con una cantidad de m1 de sus­
tancia disuelta, y m2 es la masa del resto de sustancia extraída me­
diante un lavaje cuidadoso del huevo. Fiske y Boyden utilizaron 
este método aplicándolo al ácido úrico. La posibilidad de error por 
pequeña redisolución del precipitado no es significativa en este caso 
dada la alta concentración de la sustancia, y de serlo sólo influiría 
en la cantidad total de sustancias cuya determinación se basara en 
el volumen así hallado.

No podíamos aplicar este método cuando se determinaban otras 
sustancias, por la excesiva dilución a la que lleva el abundante lava­
je (Fiske y Boyden usaban hasta 50 cc.). Hicimos algunas determi­
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naciones aisladas aplicando el método a la urea y obtuvimos exce­
lentes resultados; los datos eran muy semejantes a los hallados por 
vuelco directo, por lo que se siguió operando en esta última forma 
que nos evitaba duplicar el trabajo por huevo.

Todos estos métodos fueron lógicamente utilizados aplicándolos 
individualmente a cada huevo, pues para aplicarlos a lotes, de mo­
mento que ni las concentraciones ni las cantidades totales son igua­
les, sería necesario hacer mezclas alícuotas, lo que presupone conocer 
el volumen. Dijimos que Fiske y Boyden aplicaron el ultimo método, 
y lo hicieron suponiendo las concentraciones de úrico iguales en 
todos los huevos, es decir, haciendo una mezcla arbitraria de volú­
menes. El error que se puede derivar de ello se ve claramente en el 
cuadro que sigue, donde consideramos los resultados que derivan de 
mezclar 2 cc. (a) ó 1 ce. (b) de los líquidos. Las desviaciones en 
concentración y en volumen que se ven en el cuadro no son excep­
cionales, pero es evidente que en muchos casos los errores pueden 
neutralizarse. En el caso de Fiske y Boyden el error no incide natu­
ralmente sobre los datos de úrico, sino sobre las cantidades totales 
de otras sustancias calculadas a partir de esos datos de volumen, 
fundamentalmente nitrógeno total.

Volumen total según a: 25,3 cc. (Volumen/huevo =5,1 cc.)
Volumen total según b: 41,4 cc. (Volumen/huevo = 8,3 cc.)
Volumen real: 32 cc. (Volumen/huevo = 6,4 cc.)

VOL./HUEVO
Mg.

Urico 
total

Vol. extr. A Mg. 
Úrico en A

Mg.
Úrico en B (lavaje)

a b a b a b

5 ......................... 5 2 1 2 1 3 4
6...................... .. 5 2 1 1,7 0,8 3,3 4,2

10...................... .. 4 2 1 0,8 0,4 3,2 3,6
3........................ 6 2 1 4 0,2 2 5,8
8........................ 4 2 1 1 0,5 3 3,5

Totales: 32 . . . . . 24 . 10 5 9,5 2,9 14,5 21,1

Muestra para Nitrógeno Total y su Distribución

Cuando se necesitó un volumen mayor de alantoideo, fue necesa­
rio encontrar otro método de trabajo. La cantidad de huevos con 
que se operaba hacía de por sí materialmente imposible los anterio­
res, en lo que respecta a la determinación de volumen. De momento 
que se determinaba nitrógeno total, era imprescindible seguir obte­
niendo la fracción necesaria para ello con una pequeña jeringa. Este 
método, cuando se retira poco líquido (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.
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Dividimos, entonces, el alantoideo correspondiente a cada lluevo 
en dos fracciones, una (A1) para nitrógeno total y otra (A2) para 
determinar los datos no alterables por pequeñas cantidades de pro­
teínas o cualquier otro tipo accidental de impureza que pudiera 
derivarse de las operaciones ulteriores

Llegamos al siguiente método : se tomaban seis lotes, tres norma­
les y tres infectados, de diez huevos cada uno. Los huevos descarta­
dos por rotura del amnios o cualquier otra contaminación, huevos 
"sín alantoideo", de embriones anormales (forma, inversiones de 
posición, tamaño), como así también en los infectados la falta de vi­
rus determinable, llevaban a cinco, aproximadamente, la cantidad 
de huevos por lote. Se separaba, como siempre, el casquete supe­
rior de cáscara y se extraían entre 1 y 2 cc. de alantoideo con una 
jeringa de 2 cc. (muestra Ax). La jeringa se lavaba dos veces con 
agua tridestilada después de cada extracción. En los infectados se 
lavaba tres veces para no interferir en la determinación posterior 
del virus. Estos líquidos se transferían individualmente a tubos de 
6 cc. Para el resto de volumen se operaba así : se cortaba cuidadosa­
mente la membrana alantoidea cuidando de no seccionar las venas 
alantoideas y se la plegaba hacia afuera del huevo sin desgarrar su 
unión con el embrión. Luego se volcaba el huevo hasta exhaustarlo, 
por medio de un embudo de 250 cc. de extremo afinado, en probetas 
de 10 cc., fabricadas especialmente a partir de pipetas de esa capa­
cidad. La obtención del líquido es prácticamente cuantitativa (mues­
tra A2). Si se vuelca cuidadosamente el huevo así agotado en una 
cápsula de Petri, es fácil observar que el único alantoideo restante 
es el que moja las membranas: hemos considerado sistemático el 
error derivado de ello.

Basándose en los datos así hallados de volumen total, se hacía una 
mezcla representativa del lote con los alantoideos extraídos con je­
ringa; según el volumen total, se hacía la mezcla tomando como 
partes alícuotas un décimo o dos del volumen total (muestra Am1),.

Ejemplo :

HUEVO
N.o

A1
Volumen extr. 

con jer.
cc.

A2
V olumen 
obtenido 

por vuelco 
oc.

A1 + A2
Volumen 

total
cc.

Am1
Muestra para 

N —
0,1 (Ai VA?)

cc.

Ám2
Muestra para 

úrico, urea, etc 
Ai A2 — Ami

cc.

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 4,1 0,41 3,7
4.............. 1,6 4,7 6,3 0,63 5,7
5.............. 1,5 2,4 3,9 0,39 3,5
Volumen total : ........ 24,1 2,41 21,7



24 Análisis de los líquidos extraembrionarios T. XIV, N$ 1

De cada muestra A1 se tomaba entonces un décimo del volumen 
total (A1+A2) y se agregaba el remanente a A2. Se mezclaban las 
fracciones correspondientes; quedaba así la mezcla de alantoideo 
dividida en dos partes igualmente representativas : Am1, con el vo­
lumen necesario para dosar N total y no proteico, y Am2, para el 
resto del análisis.

Antes de hacer las mezclas se tomaban dos precauciones: 1) para 
todos los huevos: observación cuidadosa de la integridad del amnios, 
particularmente difícil en los últimos días de incubación, en los 
que el amnios se ha reducido a una membrana pegada al embrión. 
2) Para los huevos infectados: determinación cualitativa del virus, 
por el método de Salk. (Se agregan 0.1 cc. de alantoideo a 0.9 cc. 
de solución de glóbulos rojos de pollo en suero fisiológico al 0.3 %. 
Se hace la lectura cuando han sedimentado todos los glóbulos, ba­
sándose en el distinto aspecto de este sedimento. En los alantoideos 
normales se observa un disco homogéneo central de 2 a 3 mm. de 
diámetro en el fondo del tubo, mientras que los infectados presentan 
una capa de glóbulos distribuida difusamente, de borde con frecuen­
cia irregular). En los días quince y sucesivos no se determinaba 
virus, y sólo se procedía al análisis de los huevos correspondientes 
a esos días cuando los lotes de días anteriores daban no menos del 
90 % de infectados.

La muestra así obtenida para nitrógeno (Am1) era centrifugada 
a 1.500 r. p. m. para librarla del úrico suspendido. A veces esto no 
era necesario aún el día 14 y otras lo era ya en el 12. Se lo hacía 
como rutina en todos los casos. De esta fracción se tornaban 0.5 cc. 
para nitrógeno total y 1 cc. para nitrógeno no proteico, y el resto 
junto con el precipitado, se agregaba a la fracción general (Am2). 
Éstas se reunían en Erlenmeyer de 50 cc. A su vez todo el líquido 
se centrifugaba, y de ahí se tomaban las porciones usadas en los 
otros análisis. El resto del líquido se guardaba a —15°C. El precipi­
tado (Ap) se agregaba al que no había sido arrastrado por el alan­
toideo al volcar el huevo (Dp), y que se obtenía en la siguiente for­
ma : se cortaba la cáscara del huevo por el surco marcado con el 
torno, en su parte media, y se extraía cuidadosamente el úrico adhe­
rido a la membrana que se recortaba junto con la corona de cáscara. 
Así el huevo, se semivolcaba en una cápsula de Petri de manera que 
no se desprendiera la membrana del fondo. Girando suavemente el 
huevo es posible barrer con una pinza curva el úrico precipitado, y 
transferirlo a pequeñas cubetas con agua. A veces el precipitado se 
encuentra formando coágulos de tamaño considerable; otras, forma 
una especie de red que recubre las membranas, siendo en esos casos su­
mamente engorrosa y problemática su extracción cuantitativa. En esta 
operación se arrastra una cantidad de impurezas junto con el úrico.
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Todo este precipitado (Up), sumado al centrifugado de las dos 
fracciones de alantoideo (Ap) era lavado varias veces con agua 
destilada para proceder luego a su disolución y análisis.

Toma de Muestra del Amnios

En los casos en que se determinaba el nitrógeno total del amnios, 
se procedía a un lavaje repetido del saco alantoideo con agua trides- 
tilada (estos lavajes se añadían luego al úrico extraído con las pin­
zas (Up). Se secaba luego el huevo invirtiéndolo parcialmente sobre 
un papel de filtro. La extracción de la muestra se hacía in situ ;
dado el pequeño volumen del amnios y a la ausencia de precipitados, 
se extraían directamente las dos fracciones utilizadas para nitrógeno 
total y no proteico. Se usaba para esto una jeringa calibrada de 
1 cc. ; un centímetro cúbico se colocaba directamente en un balón 
Kjeldahl, y el otro en el tubo donde iba a ser desproteinizado. Tam­
bién en este caso comprobamos previamente la homogeneidad del 
líquido, al menos para muestras extraídas de la misma zona.

Se procedía luego a volcar el amnios. Se inclinaba el huevo sobre 
un embudo de 50 cc. de manera que el amnios rebosara del huevo, 
y se desgarraba entonces la membrana cuidando de no provocar he­
morragias. El embrión queda colgando por su pedículo· umbilical, y 
de esta manera es posible hacer escurrir el líquido por las paredes 
del embudo. El líquido se recoge también en este caso para su medi­
ción en probetas de 10 cc.

Toma de Muestra para Urea, Amoníaco,
Creatina y Creatinina

La observación en base a datos hallados por el método anterior de 
que algunas sustancias presentaban variaciones de interés, nos obli­
gó 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 concentración, siendo la cantidad total magnitud derivada y ex­
puesta al error sistemático de volumen. Procedimos para estas sus­
tancias a la inversa, es decir, hallamos la concentración en base a la 
cantidad total. Convenía a ello: 1) la pequeña cantidad existente en 
el huevo que es, por ejemplo, para el amoníaco, del orden de las γ ; 
2) el hecho de que las variaciones de concentración 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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Los detalles de técnica son los siguientes :
Se recorta la membrana alantoidea como siempre y por medio de 

un embudo se vuelca el alantoideo en una probeta de 10 cc. Se mide 
el volumen y se pasa a un tubo de ensayo. Se agrega 3 cc. de agua 
al huevo, se rota éste suavemente y se vuelca el líquido en la probeta 
teniendo cuidado de observan que el volumen obtenido sean los 3 cc. 
agregados. Se lavan así el huevo y la probeta. Se añade este líquido 
al anterior y se repite la operación de lavaje. Se inclina ahora el 
huevo sobre un papel de filtro, haciéndolo girar de manera que todo 
el amnios se apoye en éste, hasta que se hayan eliminado los restos 
de agua de lavaje.

Ahora, en un embudo pequeño, se apoya el amnios y se rompe ele 
manera que el embrión quede escurriendo sobre aquél. En esta posi­
ción se lava, el embrión con 2 cc. de agua. Si el lavaje del embrión 
no es rápido son inevitables las hemorragias, con un aumento rela­
tivamente considerable del volumen del líquido, además de la impu­
rificación. Se recibe por eso el agua de lavaje en la misma probeta 
sin transvasar previamente el líquido amniótico, descontando luego- 
los 2 cc. en la lectura del volumen. La suma de líquidos se pasa a 
un tubo junto con el de lavado posterior de la probeta.

SEGUNDA PARTE

Se dosó nitrógeno total, nitrógeno no proteico, urea, amoníaco, 
creatina, creatinina y ácido úrico. Se dan datos parciales de densidad 
que formaban parte de un grupo de determinaciones físicas cuya 
realización quedó postergada.

Para cada una de esas sustancias se da a continuación, según la 
secuencia Antecedentes - Método - Resultados, los datos existentes 
en la literatura y los obtenidos por nosotros, con una discusión su­
maria del método usado.

Incluimos en los antecedentes todos los trabajos publicados hasta 
la fecha que tienen relación directa con el nuestro. Hasta el año 
1930 esa tarea está magníficamente agotada por Needham ; es de 
lamentar que ese autor no haya leído más cuidadosamente los tra­
bajos originales. De esto último damos razones en las páginas si­
guientes y en cada caso particular. Es curiosa la ausencia de traba­
jos relativos a la composición química del alantoideo o del amnios 
de embrión de pollo, posteriores a 1930. Los abstracts mencionan 
sólo dos trabajos (Yamada Kichinosuke) correspondientes a 1933; 
no nos ha sido posible conseguirlos. La bibliografía se agota si agre­
gamos las determinaciones físicas (pH, conductividad, tensión su­
perficial) publicadas recientemente por Walker.
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Los datos de ácido úrico, nitrógeno total y no proteico, son 
el resultado de sumar el soluble y el precipitado. Para facilitar la 
comparación, damos también las concentraciones de esas sustancias 
calculando el precipitado como soluble. El precipitado se calcula 
como compuesto exclusivamente de ácido úrico ; como consecuencia 
fundamental, esto hace que el nitrógeno proteico que calculamos por 
diferencia se refiera solamente al soluble. Los datos de nitrógeno 
proteico no coinciden exactamente en los promedios finales con la 
diferencia entre el total y el no proteico, por la existencia de lotes 
en los que se closaba sólo nitrógeno total ; esas diferencias no son en 
ningún caso significativas. Los datos para nitrógeno total comienzan 
el día octavo de incubación ; esos datos, hasta el día once, incluyen 
el centésimo de miligramo. Excepto ellos, nuestras cifras para nitró­
geno y úrico están dadas hasta el décimo de miligramo. Es curioso 
que Needham (1) asegure el milésimo de miligramo, en días como el 
17 y el 20, utilizando el método de Hopkins.

Hemos calculado la desviación standard según 

donde Xi es la diferencia entre los valores hallados y su promedio, 
y n el número de determinaciones. Por seguir un criterio uniforme 
hemos hallado la desviación standard en todos los casos, aún en 
aquellos 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, calculado según:

σ i2 + σ 22
lli 112

El cálculo estadístico está en general afectado por el hecho de que 
los lotes no eran homogéneos en el número de huevos ; no hemos ha­
llado una manera simple de evitar ese inconveniente.
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NITRÓGENO

ANTECEDENTES
ALANTOIDEO — Nitrógeno total

La tabla siguiente muestra los ciatos -existentes en bibliografía :

Día de 
inocnlaeión

Fiske y Boyden
Kamei 
mg. %

Targonski 
mg./li.

Sznerovna
mg./li.

Needham
mg./li.

mg. % mg./li.

8.......... 38,8 0,89 0,095
9. . ............. 43,4 1,52 61 _ _ 0,279

10. ......... 51,1 2,29 1,84 0,95 0,5344
11 56,3 3,38 — — 0,8772
1L............ 79,8 4,81 — 2,77 2,8 (4,2) 1,3161
13................  . 114,5 7,35 — — — 1,8699
14.......... — — 572,4 3,19 2,5546
15. ......... •— — — — 3,3810
16. ........ . — — — 3,75 14,1 4,3376
17. ........ . — — 837 — 5,5101
18. ........ . — — 9,65 17,9 (20,1) 6,9155

Los trabajos de Targonski y Sznerovna no pudieron ser consulta­
dos, por lo que debemos limitarnos a transcribir los recopilados por 
Needham (O. E., p. 1094) en la página 1090 de la C. E. aparece la 
misma tabla de Sznerovna que aquí transcribimos con algunos datos 
totalmente distintos (día 12, 4,2 mg. ; día 18, 20,1 mg.).

Kamei. — Promedios hechos por nosotros de sus determinaciones. 
Están publicados en concentración; son datos aberrantes según 
Needham (C. E.), quien al calcular la cantidad por huevo (así están 
dados en su obra) los hizo aún más aberrantes. Needham tomó los 
volúmenes dados en “Menge el. verwend. Materials in ccm. ”, como 
los volúmenes individuales por huevo ; así, considera para el día 
nueve un volumen promedio de más de 8 cc., cuando Kamei consi­
dera alrededor de 2 cc. el volumen normal para ese día (76 % de 
sus extracciones). Needham publica los datos de volúmenes de Ka­
mei (C. E., p. 882). Indiscutiblemente los alantoideos que analizaba 
Kamei tenían clara. Así lo dice él mismo, creyéndola un constituyen­
te normal. En cambio, asegura que estaban libre de sangre y yema.

Fiske y Boyden. — Datos hallados en base a volúmenes deducidos 
incorrectamente. (Ver determinación de volumen, pág. 12). Huevos 
Leghorn incubados a 39°5 C.

Needham. — En la última columna agregamos datos de Need­
ham (1) hallados indirectamente. Corresponden a la suma de los 
“smoothed curve values” de ácido úrico y urea( alantoideo + am- 
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nios + embrión) expresados como nitrógeno. Según este autor, se 
comete así mi error nada importante. Importante o no, carece de 
sentido dar esos datos hasta el diez milésimo de miligramo. Needham 
no tabula esos datos como nitrógeno total del alantoideo, sino como 
nitrógeno total excretado, pero indica la identidad de esas denomi 
naciones al compararlos con los de Sznerovna (al.). El porqué de 
sus datos bajos, comparados con los de Sznerovna, lo explica Need­
ham así: -—“It would be a legitimate criticism of her results to say 
that the determination of total N in the allantoic fluid would be 
gravely upset by the presence of even minutes traces of the blood­
vessels and it is not easy to see how it would be possible to obtain 
allantoic fluid absolutely free from blood”—. Nosotros, Fiske y 
Boyden, Walker en sus recientes trabajos, etc., lo vemos fácilmente 
posible.

Nitrógeno no proteico

Se conocen loa siguientes datos de Targonski, de la obra de Need­
ham (p. 1099),. Debemos hacer notar que la misma obra trae en un 
gráfico (p. 1096) datos de Targonski en los que el nitrógeno total 
es en concentración muy inferior a los aquí dados para no proteico 
(50 mg. % el día 14; 80 mg. % el día 16). El mismo gráfico trae 
datos de concentración de Kamei muy inferiores (160 mg. % en 
lugar de 570 para el día 14) a los que éste da en su trabajo.

Evitamos los datos de nitrógeno no proteico de Kamei por las 
siguientes razones : Kamei, luego de eliminar el grueso de las pro­
teínas con ácido acético, precipita con ácido tánico, lleva a volumen 
(a) el filtrado, sobre una parte alícuota de éste hace un Kjeldahl(υ 
y precipita el resto con ácido fosfotúngstico. Hace otro Kjeldahl(2> 
sobre este precipitado y determina aminoácidos (3) en el filtrado 
(VanSlyke).

Tiene hallados así tres valores que da en concentración : nitrógeno 
no proteico (1)*,  nitrógeno no proteico de naturaleza no precipitable 
por el ácido fosfotúngstico y nitrógeno amínico (3). En (2)
lo que él halla según el trabajo es el nitrógeno del precipitado ; no 
sabemos si halló la diferencia o es un error. Si fuera un error se 
explicarían al menos dos contradicciones en los datos. Además es 
posible que los datos de concentración que trae Kamei no se refieran 
al alantoideo sino a, la dilución con que lleva a volumen (a) (antes 
de precipitar con ácido tánico reduce el volumen a presión reduci­
da; eso explicaría que el día nueve, por ejemplo, dé una concentra­
ción de nitrógeno no proteico en el amnios, doble a la que da para

“ ‘ ‘ E-eststickstof f según la escuela alemana nitrógeno residual es equi­
valente a nitrógeno no proteico.

( ‘Beststickstoff cler durch P. Wo sáure nicht fallharer Natur’’. 
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nitrógeno total). En cnanto al volumen a que lleva, Karnei se limita 
a mencionar “que llevaba cuidadosamente hasta la marca”.

Needham copia los tres valores, llamando al primero (Kjeldahl 
sobre el filtrado de ácido tánico) nitrógeno no proteico total, al 
segundo (?) nitrógeno no proteico no básico, y al tercero (nitrógeno 
aminico) nitrógeno no proteico básico. Needham no parece advertir 
las contradicciones en concentración, y da esos valores como referi­
dos directamente al alantoideo y al amnios (C. E., pgs. 1099-1100).

AiNNJLOS — ly itrógeno total y no proteico

NITRÓGENO
NO PROTEICO

Alantoideo
mg. %

Día Targonski

11. 46
14. 85
16. 92
18. 116

Se conocen solamente datos de concentración. Son los que siguen 
(mg. %) ;

DIA Fiske y Boyden 
N total

Karnei 
N total

Targonski

N total N no proteico

11 . . .
9.5
5.6

12 . 156 — 40,5 —
13 . . . 2.450 — —
14 . . . — v 3,184 58,0 —.
16 . . . 1.500 — 5,450 250

MÉTODOS

Nitrógeno total

Utilizamos un sistema de digestión y arrastre que reunía las últi­
mas modificaciones :

Digestión. — Nos dio excelente resultado el conocido método de 
Arnold-Gunning con peróxido (Koch y McMeekin). Se coloca la 
muestra en un Kjeldahl de 100 cc. más 1 ce. de ácido sulfúrico con­
centrado, 5 ó 6 gotas de sulfato de cobre al 5 % y 0,5 gramos de 
sulfato de potasio. Se calienta dos horas con micromechero, se en­
fría, se agregan dos gotas de agua oxigenada al 30 %, y se vuelve a 
calentar otra hora.

Destilación. — Se usó para el arrastre una modificación del apa­
ráte de Parnas y Wagner. Se recogía el destilado en 5 cc. de ácido
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bórico (Wagner, adaptación a microescala del método de Winkler) 
en solución saturada.

Titulación. — Con C1H 0,01 N; como indicador, una mezcla de 
rojo de metilo y bromo cresol verde (Ma y Zuazaga).

Nitrógeno no proteico

Tuvimos dificultades en desproteinizar el alantoideo sin provocar 
el arrastre de nitrógeno no proteico (ácido úrico). Convergían a 
ello dos factores: 1) su alta concentración en ácido úrico, y 2) su 
baja concentración en proteínas. Este último hecho no permitía al­
canzar la dilución que hubiera contrarrestado al primero.

Esas condiciones señalan la posibilidad del uso de un método 
turbidimétrico o colorimétrico, o una dialización previa al Kjeldahl.

Procediendo con una modificación del método de Folin y Wu 
para sangre (Van Slyke y Hawkins), o sea diluyendo diez veces, 
obtuvimos datos reproducibles. Es posible que nuestros datos de 
nitrógeno no proteico sean sistemáticamente bajos.

El método consiste en agregar al líquido a desproteinizar, un 
volumen nueve veces mayor de una mezcla de tungstato de sodio al 
10% y ácido sulfúrico 1/12 N en la proporción de 1:8. Prepará­
bamos esta mezcla inmediatamente antes de su uso.

Eliminábamos el precipitado por centrifugación; para ello, en 
lugar de calentar según indican Folin y Wu, dejábamos el líquido 
en reposo algunas horas.

Alantoideo. — Nitrógeno Total
RESULTADOS

DÍA N.° de 
huevos

N.° de
lotes mg. % Desv. 

stand. mg./h. Desv. 
stand.

Infectados
12........................ 35 9 65,2 4,0 3,8 0,4
13........................ 36 10 78,7 12,4 5,8 0,9
14........................ 54 22 85,6 26,1 5,7 1,7
15........................ 19 3 107,0 40,0 5,6 1,3
16........................ 38 7 168,6 66,8 10,0 1,9
17........................ 7 2 248,7 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 9,7 1,74 0,26
11........................ 8 8 44,1

57,3
8,2 2,57 0,82

12........................ 48 21 7,0 3,6 0,8
13........................ 39 12 70,5 12,1 4,7 1,0
14........................ 52 21 103,5 19,3 5,4 1,0
15........................ 12 2 205,1 49,0 6,9 0,9
16........................ 23 4 342,4 41,8 8,2 1,1
17........................ 10 2 704,8 31,4 12,5 1,9
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Alantoideo.—Nitrógeno no Proteico

RESULTADOS

DÍA N.° de 
huevos

N.° de 
lotes mg. % Desv. 

stand. mg./h. Desv. 
stand.

Infectados
12............ . 17 3 53,0 3,9 3,5 0,4
13........................ 18 3 48,3 11,0 3,5 0,4
14........................ 39 7 47,5 5,8 3,1 0,3
16. ....................... 38 7 90,8 21,1 5,5 0,6
N ormales
12........................ 15 3 45,3 6,7 2,3 1 0,2
13........................ 19 3 46,9 9,9 3,1 0,4
14........................ 38 7 68,2 10,5 2,9 0,1
16...................... .. 23 4 200,5 38,5 4,8 1 0,8

Alantoideo. — Nitrógeno Proteico

DÍA N.° de N.° de mg. % Desv. mg./h. Desv.
huevos lotes stanch stand.

Infectados
12........................ 17 3 9,4 2,6 0,6 0,2
13........................ 18 3 48,5 4,9 3,3 0,5
14........................ 39 7 43,1 15.6

53.7
2,8 1,4

16........................ 38 7 77,8 4,6 2,5
Normales
12"........................ 15 3 22,9 9,1 1,4 0,9
13........................ 19 3 37,7 3,8 2,5 0,2
14........................ 38 7 60,6 22,1 2,6 1,0
16........................ 23 4 142,0 71,1 3,4 1,7

Amnios. — Nitrógeno Total

DÍA Na de 
huevos

N.o de 
lotes

mg. % Desv. 
stand. mg./h. Desv. 

stand.

Infectados
12.................. .. . . 3 3 14,0 1,5 0,52 0,12
13........................ 3 3 49,8 37,4 1,3 0,02
Normales
12......................... I 3 1 3 iI 8,5 1 0,6 I 0,31 1 0,02
13......................... 1 3 1 3 1' 83,9 1 55,7 1 1,6 1 0,4

Amnios. — Nitrógeno no Proteico

DÍA N.° de 
huevos

N.0 de 
lotes

mg. % Desv. 
stand. mg./h. Desv. 

stand.

Infectados
12........................ 2 2 6,6 0,4 0,25 0,05.
14........................ 20 4 118,8 65,1 1,9 1,4
Normales
12........................ 1 2 1 2 1 3,5 I 0,8 I 0,14 I 0,02
14......................... 1 13 1 3 1 117,7 1 24,6 1 2,3 1 0,1
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ÁCIDO ÚRICO

ANTECEDENTES

Los datos existentes presentan una divergencia notable1, y han 
sido publicados entre los años 1912 y 1929 ; corresponden a Need­
ham (1). Fridericia, Fiske y Boyden, Kamei, Targonski, y Tomita y 
Takahashi.

Sus datos desde el día 12 son :

DÍA

Needham
Fride­
ricia 

mg./h.

Fiske y Boyden
Kamei 
mg. %

Targonski 
' mg./h.

Tomita 
y Taka­

hashi
mg./h.Huevos Lotes mg./h. mg./h. mg. %

12 27 2 4,177 5,2 10,61 175,9 3,51 (3,25) -
13 25 2 5,822 5,5 15,06 234,6 — — —-
14 8 1 6,930 11,7 •— — 10,24 4,75 (5,46) 0,3209/
15 13 2 10,340 18,6 — — — —. —
16 6 1 13,650 18.8 —■ —■ — 9,30 (10,95) —
17 6 1 13,940 42,8 — — 18,34 ■— 0,4876-

17-18 — — — — — — — 13,74 (16,95) _
18 — — — 49,7 — — — — —
iy
19,5 __ __ __ 57,4 __ __ — —
20 5 2 . 29,150 — — — — — ■— 1|||

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

Needham. — Embrión + amnios + alantoideo. Método colorimé- 
trico de Benedict y Franke, método volumétrico de Hopkins. Huevos- 
Leghorn incubados a 38°8C. Needham concede a sus datos más valor 
que a los de Fridericia, por pertenecer a mayor número de huevos 
pero no parece dar importancia a la dispersión que puedan tener 
los datos. La influencia que pueden tener el embrión más el amnios 
parece ser considerable según algunos valores de Tomita y Ta­
kahashi :

DÍA
Acido úrico

Amnios + embrión 
mg./h.

14..................................  . 0,3583
17.................................... 3,0578
19.................................... 7,4465

Eso indicaría que los datos de Needham, especialmente los corres­
pondientes a los últimos días son sensiblemente bajos. Fiske y Boyden 
dicen encontrar hasta 100 mg. el día 20. Nosotros hemos hallado, en 
el residuo que queda en el huevo al nacer el pollito, cantidades alre­
dedor de 50 mg. Needham, antes de precipitar con cloruro de amonior
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maceraba el embrión, filtraba y precipitaba proteínas. Nuestra expe­
riencia nos asegura la dificultad de disolver el úrico precipitado en 
esas condiciones. Needham no menciona ninguna tentativa de veri­
ficación al respecto.

Fridericia. — Amnios + alantoideo. Método gravimétrico de Sal- 
kovski. (C. E. p. 1091). Sus datos son considerados altos por Need­
ham (1), quien lo achaca al método usado, que dosa junto con el 
úrico los compuestos de núcleo purínico. Estos no pueden provenir 
ni del amnios ni del alantoideo (ver nuestros datos de nitrógeno no 
proteico) a no ser que Fridericia aplicara el método sin eliminar 
las proteínas del amnios.

Targonski. —Alantoideo. Método colorimétrico de Morris y 
McLeod. (C. E. p. 1091; en la página 1094 se repiten estos datos 
expresados como nitrógeno, pero no se corresponden con éstos. No 
sabemos si el error es de Targonski o de un cálculo posterior de 
Needham. En este último caso tampoco sabemos cuál de las dos 
tablas está equivocada. Targonski embodied his results in singu­
larly confusing and irregular tables” (Needham). Hemos incluido 
esos datos en la tabla.

Tomita y Takahashi. — Alantoideo. Método colorimétrico de Folin. 
Estos valores así como los datos para el amnios + embrión 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 y Boyden. — Alantoideo. Método de Folin. Huevos Leghorn 
incubados a 39°5C. Sus datos son considerablemente altos. Needham 
(nota al pie de página Chemical Embriology p. 1093) recuerda que 
el método usado dosa ergotionina junto con el ácido úrico. No puede 
negarse a priori la influencia que pueda tener ese error, pero sería 
sumamente singular —la ergotionina es un componente de las célu­
las sanguíneas (Hunter and Eagles), aunque se le ha hallado en 
orina en pequeñas cantidades (Sullivan y Hess)— la existencia de 
concentraciones tales de ergotionina en el líquido alantoideo. El 
mismo Needham lo considera así al utilizar en sus cálculos la suma 
de nitrógeno correspondiente a la urea y al ácido úrico, como prácti­
camente igual al nitrógeno total.

Kamei. — Alantoideo. Método de Folin y Wu. Nos limitamos a 
dar sus datos en concentración. Needham los publica, en cambio, 
calculándolos en mg./h., pero el dato que trae para el día 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 Takahashi no indican nada al respecto ; Kamei usó huevos
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"de la misma raza"), en las distintas temperaturas de incubación 
y en los métodos usados para la determinación de úrico. Tomita, 
Takahashi y Kamei parecen ignorar la existencia de úrico precipi­
tado. Es de notar que el peso de los embriones de Fiske y Boyden 
era de un 35 % más alto que los nuestros, debido indudablemente 
a que incubaban a 39°5C.

MÉTODOS

Hemos usado para el dosaje del ácido úrico el método de Hopkins. 
Algunos datos aislados con el de Polín y Wu nos dieron resultados 
concordantes, pero preferimos el primero por evitarnos una excesiva 
dilución. El objeto fundamental de la puesta a punto de este mé­
todo *,  era la determinación de ácido úrico en amnios, pero algunos 
ensayos nos convencieron, coincidiendo en ello con Fiske y Boyden, 
de la existencia de considerable cantidad de sustancia cromogénica 
no úrica. Das operaciones manuales necesarias no hicieron postergar 
esas determinaciones.

Se han publicado cuatro sucesivos métodos de purificación del 
reactivo de Folin (Folin y Trimble, 1924: Folin y Marenzi, 1929; 
Folin (2), 1933; Folin (3), 1934). El uso del cianuro de sodio como 
único álcali comienza en 1930 (Folin (4)) ; desde ese trabajo comen­
zamos a repetir los métodos sin mayor éxito ; el agregado del reactivo 
producía una constante turbiedad, que aunque fácilmente centri­
fugadle hacía engorrosa la aplicación del método. La turbiedad 
desaparecía agregando un exceso de ácido fosfórico, pero con un 
detrimento considerable de la intensidad del color y la escala de 
proporcionalidad. Una revisión de los reactivos usados nos indicó : 
a) la necesidad de verificar la concentración (85 %) del ácido 
fosfórico; b) la importancia de la pureza del cianuro de sodio (car- 
bonatos, potasio) ; hemos tenido éxito con muestras de cianuro sim­
plemente puro, donde falló el Merck etiquetado como purísimo 
(posiblemente frascos viejos). En cambio, no hemos hallado nece­
sario el uso de urea pro-análisis, con considerable ventaja en el costo 
del reactivo. Algunas variantes del método de Folin exigen una 
dilución menor (Folin, Wu, Neubauer) pero su valor analítico es 
muy relativo.

El método de Hopkins (precipitación del úrico como sal amónica 
y titulación con permanganato) permiten dosar el décimo de mili­
gramo, una vez que se ha adquirido la práctica necesaria en la ob­
servación 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 más coincide entre los colorimétricos, al menos 
en orina, con los valores obtenidos usando uricasa (Schaeffer).
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tratamiento previo con hierro coloidal clializado: Folin y Shaffer, tra­
tamiento con acetato de uranilo) Needham purificaba el preci­
pitado recristalizándolo en ácido clorhídrico. Nosotros aplicamos 
directamente el método de Hopkins con ligeras modificaciones : se 
centrifugó en lugar de filtrar, se lavó una sola vez el precipitado, 
se disolvió éste en 20 cc. de agua en lugar de 100, y se tituló con una 
bureta de 2 cc., todo ello en base a que se operaba con menor canti­
dad de líquido, lo que era posible debido a su alta concentración 
(se utilizaban 10 cc. de alantoideo). Los precipitados se analizaban 
titulándolos 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 hidróxido de sodio saturado ; una can­
tidad de ácido sulfúrico equivalente a este hidróxido de sodio se 
agregaba luego a la necesaria para obtener la concentración en ácido 
sulfúrico que indica el método de Hopkins. Se agregaba luego agua 
y se calentaba hasta dilución. (Fiske y Boyden trataban el precipi­
tado con ácido clorhídrico concentrado, y lo disolvían luego con una 
mezcla alcalina caliente de fosfatos, en forma semejante a la usada 
para preparar la solución stock de úrico en el método de Benedict 
(Benedict e Hitchcock). Esa forma de disolución interfería con 
nuestro método de determinación). El mismo resultado se logra con 
carbonato de litio, pero es necesario un calentamiento más prolon­
gado (seguramente por la incapacidad de ese reactivo para disolver 
la especie de mucus, segregado por las vesículas de Rossi, que recubre 
el precipitado; eso puede evitarse macerando el precipitado más el 
carbonato de litio con alumdum, pero sin mayor ventaja con respecto 
al método anterior). El precipitado de los huevos infectados difiere 
a veces de los normales en su aspecto (es más gelatinoso), pero no 
difiere en lo que respecta a la dificultad para disolverlos. Hicimos 
algunas experiencias para determinar el úrico remanente en el huevo 
después del nacimiento del pollito. Cuando el nacimiento se produce 
correctamente, es fácil evitar que el pollito arrastre consigo parte 
del úrico. En esas condiciones, agregando una solución al 10 % de 
hidróxido de sodio, macerábamos la cáscara con las membranas resi­
duales correspondientes a dos huevos. Dejábamos así varias horas, 
diluíamos, filtrábamos, precipitábamos proteínas con ácido túngstico 
y titulábamos según Hopkins. Los resultados, correspondientes a 
tres experiencias fueron curiosamente concordantes : 49, 50 y 
53 mg./huevo.

La naturaleza de este precipitado es de por sí un problema cuyo 
detalle está aún por resolver. Needham (2) supuso que tocio el úrico 
estaba libre en el alantoideo y que había un ciclo de base para el 
transporte del lírico al saco. El trabajo de Bialaszewicz y Glogowska 
sobre el contenido de sodio en el alantoideo parece confirmar eso : el



1949 Μ. II. Pappalakdo 37

sodio aumenta hasta un máximo de 22 mg. el día 12, coincidiendo 
según estos autores con el máximo de volumen (10,3 ce.), y luego 
disminuye hasta ser cero en el nacimiento del embrión. El potasio 
crece continuamente hasta un máximo de 7 mg. al fin de la incu­
bación. Fiske y Boyden consideran el mismo ciclo de base pero in­
vertido (los uratos no podrían dializar por la membrana alantoidea).

Nosotros hemos tratado de orientarnos en la composición del pre­
cipitado de la siguiente manera: partes del precipitado, lo más 
puras posible de trozos de membrana y de sangre, se disolvieron 
como siempre, se acidificó e hirvió la solución, se filtró y se llevó 
a 100 cc. En el filtro queda un residuo sumamente variable en peso 
(de 0,5 a 4mg. por cada 10 mg. de úrico). Sobre una parte del 
filtrado se hizo un Kjeldahl y en el resto se determinó úrico. La 
comparación de los datos indica la presencia en el precipitado de 
unos 10 mg. por ciento de sustancia nitrogenada soluble que no es 
ácido úrico.

No se hizo un estudio sistemático de comparación entre los preci­
pitados de huevos normales e infectados, pero ensayos aislados pa­
recen indicar que su contenido en úrico 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.

Día 17

HUEVOS N.° de 
huevos

Nitrógeno úrico 
(mét. de Hopkins) 

mg.

Nitrógeno úrico 
(kjeldahl) 

mg.

Diferencia 
por huevo 

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 . . . . 1 5 4,6 6,2 0,3

RESULTADOS ALANTOIDEO 
Ácido Úrico

DÍA N.° de 
huevos

N.° de 
lotes mg. % Desv. 

stand. mg./h. Desv. 
stand.

Infectados
12........................ 32 6 90,3 8,0 5,6 1,1
13........................ 32 6 119,6 19,4 8,2 1,1
14........................ 39 7 128,9 12,2 8,5 1,6
15........................ 19 3 190,6 32,5 10,9 1,5

1,816........................ 24 8 176,1 48,6 12,2

1,0
1,5
0,9
1,1
2,3

Normales
12........................ 29 6 87,3 12,0 4,5
13........................ 33 6 134,4 30,7 7,3
14........................ 35 6 157,9 16,3 6,7
15........................ 12 2 344,3 11,8 11,6
16........................ 16 6 352,5 114,8 11,7
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Ácido Úrico Precipitado

DÍA mg. % mg./h. mg. % mg./h.

Infecatados Nonnales

13 .............................. . 11,5 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 ..................................... — — 50,7

UREA Y AMONÍACO

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 determinaciones cuantitati­
vas, encontrando 4,5 mg. el día 17 y 1,7 mg. el día 19 ; Fridericia 
utilizó el método de Schondorff. Needham (3_4) fué el primero (1925) 
en realizar un estudio sistemático ; sus datos y los de Kamei son los 
únicos, pero son sólo relativamente comparables. Los datos de Need­
ham corresponden a la urea presente en el alantoideo, amnios y 
embrión conjuntamente. Los datos de Kamei corresponden al amnios 
y al alantoideo por separado. Needham (C. E. p. 1099) señala que 
Kamei no indica en su trabajo el método usado; nosotros hemos 
hallado la descripción pertinente sin dificultad; dosaba urea por 
diferencia en la titulación del amoníaco antes y después de tratar 
el substrato con ureasa. Los datos de Needham corresponden a un 
solo lote; se hallaron tratando el substrato con ureasa, destilando 
el amoníaco y nesslerizando (se dosaba amoníaco por arrastre sin

DÍA

NEEDHAM
(alant. + amn. + embr.) KAMEI

N.° de 
embr. mg./h. Alantoideo

mg. %
Amnios 
mg. %

Urea
13 .......................................... 8 1 0,370
14 ........................................... 6 1 0,532 21,250 3,370

Amoníaco
13 .......................................... 8 1 0,0556
14 ........................................... 6 1 0,0508 3,594 1,928
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ureasa). Con embriones de más edad, se determinaba urea en la 
extracción cetónica. del macerado, previa evaporación de ese di= 
solvente.

MÉTODOS

Urca

La digestión enzimática de la urea es base de los mejores métodos 
existentes para su análisis; éstos consisten en el dosaje del anhídrido 
carbónico o del amoníaco formados por la acción de la enzima. El 
anhídrido carbónico se dosa gasométricamente ; el amoníaco se aísla 
por: 1) aereación; 2) destilación con o sin arrastre con vapor de 
agua; 3) absorción y elución posterior con permutita. Se le dosa 
colorimófricamente o. excepto en el caso (3) (con permutita), por 
titulación. Algunos métodos dosan el amoníaco nesslerizando direc- 
tamente el digerido, previa eliminación de proteínas. En nuestro 
caso, eso no era posible debido a la alta concentración en uratos del 
alantoideo. Ese mismo hecho impedía el aislamiento cuantitativo con 
permutita. Se ensayó en un principio el arrastre con aire (Van 
Slyke y Cullen, modificación del método de Folin (5)), pero cada 
operación con ese método insume un tiempo considerable. Se trató 
de obviar este inconveniente construyendo una batería para diez 
análisis simultáneos, pero en esas condiciones, la posibilidad de que 
el carbonato de potasio utilizado corno alcalinizante pase a los tubos 
colectores de amoníaco obliga a proceder con precauciones tales que 
no hay ahorro práctico de tiempo.

Se insistió particularmente con el micrométodo de Kinsey y 
Robison, por la posibilidad que ofrecía de realizar muchos análisis 
simultáneos. Consiste en la destilación durante una a dos horas a 
37°C, del amoníaco formado por la acción de la ureasa, a una gota 
de ácido bórico con glicerina suspendida en la bóveda de una pe­
queña campana que cubre el total (en forma semejante al primitivo 
método de Schlosing para el amoníaco urinario). Se construyeron 
a ese efecto dedales de vidrio de 1,5 cm. de diámetro por 1 de alto, 
de borde esmerilado, que cerraban perfectamente sobre portaobjetos 
excavados, esmerilados en el perímetro correspondiente. Se titulaba 
con una bureta de 0,1 cc., utilizando como indicador el universal 
Merck. Los resultados fueron buenos, pero el método debió abando­
narse por necesitar una concentración mayor de urea que la que 
tenían los líquidos a analizar.

Finalmente nos decidimos por arrastrar el amoníaco con vapor 
de agua, en las condiciones puestas a punto para nitrógeno total. Se 
comenzaba por eliminar el amoníaco ya existente con permutita, y 
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se hacía la digestión con buffer de acetato, con el que el pH óptimo 
de acción de la ureasa es más ácido (6,4; Howel y Sumner), en 
tubos de 20 ce. tapados con parafilm * Se los dejaba dos horas a 
temperatura ambiente y se procedía a su arrastre alcalinizando con 
3 ce. de solución saturada de bórax. Se recogía sobre ácido bórico y 
se titulaba con microbureta y clorhídrico 0,01 normal.

Ureasa

Ureasa. — La preparación de un extracto estable de alta concen­
tración nos llevó un tiempo considerable. Actualmente no existe en 
plaza la ureasa Squibb, y el jack-bean sólo fue recientemente asequi­
ble en nuestro país. Los extractos de jack-bean obtenidos por precipi­
tación cetónica, son más activos que la ureasa Squibb. Nosotros utili­
zamos el poroto moliéndolo y haciendo un extracto alcohólico de la 
harina, según Folin y Wu. Se conserva perfectamente a 4°C, pero no 
hemos logrado en ningún momento obtener un nessler límpido con 
este 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, extracción cetónica en un mezclador Waring 
y liofilización, extractos analíticamente útiles, pero de baja activi­
dad. Tampoco nos convencieron los extractos obtenidos por precipita­
ción cetónica (Van Slyke y Cullen), extracción alcohólica (Folin 
y Wu), extracción acuosa y purificación con ácido clorhídrico 
(Fiske), o extracción glicérica (Koch). No todos estos métodos se 
adaptaban cómodamente a la poca actividad de la harina que po­
seíamos.

Se abandonó la soja por la semilla de sandía. Ésta posee el doble 
de actividad (Damodaran y Sivaramakrishna). Después de ensayar 
una considerable cantidad de métodos decidimos abandonar la 
molienda con aparatos mecánicos y la homogeneización en un Waring, 
para evitar toda posible contaminación con metales pesados, y con­
cretar el método a lo siguiente : se aplasta la semilla en un mortero 
de madera, se desengrasa calentándola 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
fugación posterior permitía separar fácilmente la grasa sobrena­
dante). La harina así desengrasada se molía en un mortero y se 
tamizaba ; en esa forma es ya perfectamente utilizable. Para mayor

Especie de papel a base de cauc-lio y parafina.
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comodidad en su uso, obteníamos un extracto soluble tratándola eon 
acetona al 30 %, centrifugando, eliminando por aereación la acetona 
del líquido decantado, y liofilizando. La actividad del producto 
oscila alrededor de las 100 U por gramo. (Unidad de ureasa : según 
Sumner y Hand, la cantidad de ureasa capaz de desprender un 
miligramo de nitrógeno de amoníaco de una. solución de urea-fosfato 
a pH 7, 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 máximo de 540 unidades 
después de un laborioso filtrado con tierra de diatónicas (saper cell), 
pero la mayor cantidad de enzima, es eliminada, en esos tratamientos.

.Amoníaco

El análisis de esta sustancia en el alantoideo es un problema se­
mejante al de su dosaje en sangre, y le convienen por consiguiente 
las soluciones halladas para éste. Pero 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 destilación al 
vacío del amoníaco, en aparatos semejantes a los de arrastre de mi- 
crokjeldahl. Se lian publicado algunos trabajos en los que se intenta 
aislar el NH3 sanguíneo con permutita (Morgulis y Jahr) o por 
aereación (Van Slyke y Hiller). En el primero de los casos se 
ven obligados a agregar 0,5 mg. de amoníaco extra para hacerlo 
dosable por nesslerización, y en el segundo recurren ya directamente 
a otro reactivo (fenol e hipoclorito). Esos métodos no han tenido 
aceptación.

En la forma indicada más abajo hemos hallado algunos datos de 
orientación que señalan variaciones de interés, entre nuestros datos 
y los existentes en bibliografía.

Utilizamos como solución aproximada (Folin y Bell) la extracción 
del amoníaco con permutita (no cuantitativa debido a la gran can­
tidad de sales; concentraciones superiores a la solución de ringer 
interfieren), determinándolo luego en su elución directamente por 
colorimetría (Gentzkow y Masen), o por titulación mediante un 
arrastre previo (Peters y Van Slyke). En este último caso es nece­
sario proceder al arrastre conjunto del eluído de tres huevos como 
mínimo.

En los datos de amoníaco dados es de recordar que éste 
corresponde al soluble, y que no es despreciable la posibilidad de su 
precipitación como urato amónico. Los análisis realizados sobre el 
precipitado de úrico indican la presencia de 0,3 mg. de nitrógeno 
por huevo que no corresponde al ácido úrico , y que puede estar par­
cialmente constituido por amoníaco.
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RESULTADOS

Amoníaco. — Alantoideo

DÍA
N.° de 
huevos

N.° de
lotes mg. %

Desv. 
stand. mg./h. Desv. 

stand.

Infectados

14............. 28 10 0,26 0,18 0,014 0,010
16.......... 3 3 0,61 0,4.5 0,035 0,009

Normales

14........................ I 21 ¡I 7 I I 0,37 I 0,24 I 0,015 1 0,009
16........ . .| 4 4 11 0,87 i 0,76 1 0,035 ,1 0s021

Amnios
Infectados

14......... ............. ί 17 1 12 1 1,57 1 0,71 1
7,58 i

0,039 1 0,019
16........................ 1 2 I 2 1 9,64 1 0,038 1 0,007

Normales

14........................ I 17 I 11 1 1,47 ! 0,48 ¡ 0,049 I 0,017
16........................ 1 4 1 4 1 3,32 1 2,18 1 0,030 1 0,015

Urea. — Alantoideo

DÍA
N.° de 
huevos

N.° de 
lotes mg. % Desv. 

stand. mg./h. Desv. 
stand.

Infectados

13........ .. 16 7 8,68 1,67 0,326 0,131
14............ ........... 48 23 10,39 1,52 0,643 0,163

Normales

13............. 1! 14 1 7 i 1 11,53 I 2,29 1 0,416 11 0,103
14......................   .|I 48 1 1 26 I 1 12,58 1 1,35 1 0,542 1 0,124

Amnios
Infectados

13..............  ... . . I 14 ! 6 ! 8,77 ! 0,43 I 0,296 ! 0,017
14......................   .. 1 27 1 18 1 7,65 1 L35 1 0,216 1 0,086

Normales

13........................ 1 12 1 5 I 9,34 I 2,62 ! 0,281 1 0,050
14........................ 1 20 1 15 1 5,85 1 1,31 J 0,165 1 0,073
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CREATINA Y CREATININA

ANTECEDENTES

Han publicado datos sobre creatina en el alantoideo Fiske, Boyden 
y Kamei, y sobre creatinina sólo este último. No hay datos sobre 
amnios; Kamei tuvo resultado negativo en todas sus determinaciones 
de creatina y creatinina en el mismo.

9 .....................................
11 ....................................
12 ................................
14 ....................................
17 .....................................

DÍA
Creatina 
Kamei 
mg. %

Creatina
Fiske y Boyden Creatinina

Kamei
mg. %

mg. % mg./h.*

* En un principio hicimos ensayos de eliminación con carbón activado (No- 
rita), pero esta sustancia, al igual que el caolín (Greenwald y Me Guire) elimi­
naba también la sustancia cromogénica sanguínea.

9,7 20,3
— 6,2 0,31 —
— 12,7 0,70 —
18,9 — — 23,0
37,9 — — 56,1

* Deducido según sus datos de volumen para ácido úrico.

MÉTODOS

La creatinina da con el ácido pícrico y en medio alcalino, un color 
rojo intenso (Jaffé, 1886). En lo que sigue, llamaremos creatina a 
toda sustancia cromogénicamente semejante. El problema de la es­
pecialidad de la reacción de Jaffé está ya aclarado en lo que a la 
orina se refiere. En sangre la situación es distinta; se sabe que la 
sustancia cromogénica no es decididamente creatinina, lo que se 
demuestra fácilmente calentando con hidróxido de sodio o tratando 
con carbón 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 más seme­
jantes a la creatinina que la que se encuentra en sangre. Debemos 
hacer notar, sin embargo, que el color sigue intensificándose cuando 
ya los testigos con creatinina han alcanzado la estabilidad.
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Bossues y Caussky hicieron un estudio sistemático para determi­
nar la concentración óptima de los reactivos en lo que respecta al 
máximo de color. Su método nos permitió determinar cómodamente 
la creatinina en cantidades dificultosamente dosables por los ante­
riores, principalmente en el amnios.

La variación fundamental del método reside en la alcalinidad ; se 
hacía la reacción mezclando 3 cc. del líquido a analizar, con 1 ce. de 
ácido pícrico 0,04 M. y 1 cc. de hidróxido de sodio 0,75 N. Los líqui­
dos se colocaban en tubos graduados a 20 cc., se clesproteinizaban 
con ácido túngstico, se llevaba a volumen y se centrifugaba. De ahí 
se tomaban 6 cc. para creatina y 6 para creatinina. Se operaba con 
la proporción de reactivos que exige el método, pero se llegaba a un 
volumen final de 10 cc. en lugar de 5. Esto tenía por objeto facilitar 
la comparación con una serie de tubos preparados simultáneamente 
con cantidades conocidas.

Para dosar creatina, se procedía, antes de agregar el hidróxido, a 
calentar la mezcla con ácido pícrico durante una hora en un baño 
de agua hirviente. Se obtiene el mismo resultado que calentando en 
el autoclave.

Creatinina. — Alantoideo

RESULTADOS

DÍA N.° de 
huevos

N.° de
lotes mg. %

Desv. 
stand. mg./h. Desv.

stand.

Infectados

12........................ 21 7 2,44 0,87 0,131 0,034
13........................ 22 7 2,23 0,78 0,107 0,023
14........................ 20 4 2,04 0,34 0,129 0,025

Normales

11........................ 6 3 0,24 0,11 0,017 I 0,006
12........................ 21 7 2,09 0,66 0,069 σ,029
13........................ 22 6 3,05 1,95 0,128 1 0,041

Normales

Creatinina. — Amnios
Infectados

12...................... •1 4 1 4 1 0,34 I 0,13 ! 0,015 I 0,004
13...................... •1 4 1 4 1 0,48 1 0,05 1 0,015 1 0,002

12
13

3
5

3
5

I 0,49 I
I 1,05 ¡

0,18 I
1,17 I

0,012 I
0,021 |.

0,005
0,012
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Creatina. — Alantoideo

DÍA N.° de
huevos

N.° de 
lotes mg. 7o

Desv. 
stand. 1 rng./h.1

Desv. 
stand.

Infectados

12........................ 21 7 2,22 1,40 0,111 0,054
13......................... 16 6 1 2,95 1,82 0,134 0,082.

Normales

12........................ 1 15 I 6 1 3,95 ! 2,13 1 0,099 1 0,028'-
13......................... 1 16 1 5 3,75 1 1,35 1 0,161 1 0,028.

Creatina. — Amnios
Infectados

12................ . . . J 4 ! 4 1 0,42 I 0,50 1 0,016 i 0,019
13................ ...,| 4 4 i 0,07 ¡ 0,08 1 0,002 1 0,002'

! 0,26 I 0,08 I 0,007 | 0,003..
I 0,24 I 0,29 i 0,008 | 0,011.

Normales

12....... . ... .1 3 ! 3
13................ ..... 1 5 ¡ 5

DENSIDAD

ANTECEDENTES

Kamei determinó el peso específico del alantoideo en los días 9, 
14 y 17, por picnometría. Estos datos corresponden al promedio de 
determinaciones realizadas entre los 11 y los 27°.

DÍA

9
14
17

Densidad

1.0070 (ocho determ.)
1.0147 (siete determ.)
1.0205 (tres determ.)

Nuestras determinaciones de densidad se limitaron al alantoideo.. 
Aquí también hemos comenzado las determinaciones desde el día 8. 
Es difícil decidir el criterio a aplicar, cuando se determina la. 
densidad de alantoideos turbios. A veces una simple decantación o 
centrifugación da un líquido límpido ; otras éste es lechoso y sólo- 
aclarable por calentamiento. Estas determinaciones están hechas: 
sobre los alantoideos centrifugados, en las fracciones que se reser­
vaban para las determinaciones de nitrógeno.



|1|||1Ι··β

46 Análisis de los líquidos extraembrionarios T. XIV, N$ 1

MÉTODO

Se utilizó el método comparativo de Barbourg y Hamilton. El 
método está originalmente adaptado a la determinación de proteínas 
en sangre y exudados, pero se adaptaba perfectamente a nuestras 
necesidades.

Consiste en comparar, haciendo uso de una tabla, los distintos 
tiempos de caída (a una temperatura determinada), de una gota de 
líquido de densidad conocida y de otra del líquido cuya densidad se 
busca, en un líquido de baja viscosidad y peso específico algo más 
bajo que el de las gotas. Las gotas deben ser de 10 mm3, la distancia 
de caída de 30 cm. y el líquido, contenido en un tubo de vidrio de 
7,5 mm. de diámetro, se prepara con úna mezcla de xilol y bromo- 
benceno; con una sola mezcla de estos líquidos cubríamos práctica­
mente todo el margen de variaciones. Usábamos una solución patrón 
de sulfato de potasio de densidad 1.0075, determinada por picno- 
metría. Los datos están referidos al agua a 15°C.

Densidad — Alantoideo

N orinales I nf estados

RESULTADOS

DÍA
N.° de 

determina­
ciones

Densidad 
+

Desv. 
stand.

N.° de 
determina­

ciones
Densidad

i ±
Desv. 
stand.

8.......... ............. 6 1.0069 0.0002 1 -
9................ . 10 1.0067 0.0006 _

10.......... ............. 11 1.0067 0.0006 _ _
11............ . 8 1.0074 0.0005 — — —
12........................ 13 1.0069 0.0006 i _ _ __
13............ . 10 1.0074 0.0008 6 1.0076 0.0003
14.......... ............. 10 1.0080 0.0010 i 7 1.0079 0.0010
15........................ 5 1.0089 0.0011 1 — — —
18........... . — — - 1 4 1.0104 0.0027

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Es necesario repetir que nuestros datos son sólo relativamente 
comparables con los ya existentes, y ello debido fundamentalmente a 
la variación en la temperatura de incubación. En general nuestros 
datos aparecen atrasados en 24 horas; hemos observado incluso que 
un cierto porcentaje de huevos nacen el día 22. En ese sentido es 
importante para establecer un criterio de comparación, el momento 
en que se establece la comunicación seroamniótica. Los datos de Fiske 
y Boyden lo colocan entre los días 12 y 13 ; los de Targonski entre 
el 14 y 16. Paralelamente los datos de nitrógeno total en alantoideo 
de Fiske y Boyden son sistemáticamente altos frente a los de Tar­
gonski; en cambio los nuestros son más semejantes a los de este últi­
mo, coincidiendo esto con nuestra observación del momento (día 15- 
16) en que se establece la comunicación.
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Los siguientes cuadros resumen los datos obtenidos, expresados
como nitrógeno :

DISTRIBUCIÓN DE LAS DISTINTAS FRACCIONES NITROGENADAS

Datos comparativos, Huevos infectados (7) y normales (/V)

LÍQUIDO ALANTOIDEO

Concentraciones (pnitigramos por ciento)

Días de incub. 12 13 14 15 16 17

Huevos I N I N I N I N I N I N

Nitrógeno 

total: .... . 65,2 57,3 78,7' 70,5‘ 85,6*103,5 107,C• 205,1 168Ti 342A■ 248,71 704,8

no proteico: 53,0' 45,3 48,3 46,9 47,5 68,2 — — 90,8: 200,5 — —

de ácido
úrico :... . 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 5,87 — — — — — —

de amonía­
co: ........ — — — — 0,21 0,31 — — 0,50 0,72 — —

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

de creatini-
na: ..... 0,93 0,79 0,85 1,16 0,78 0,83 — — — — —

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

no proteico 
i n d e - 
t e r m i- 
nado: ... 21,1 13,9 3,3 —5,9 —1,2 8,6 __ 35,0 82,4| _ __ _
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LÍQUIDO ALANTOIDEO

Cantidad Total (miligramos por huevo)

Días de íncub. 12 13 14 15
1 16

17

Huevos : I N I N I N I N I N I 1 N

Nitrógeno

total: ..... 3,8 3,6 5,8 4,7 5,7 5,4 5,6 6,9 10,0 8,2 9,0 12,5

no proteico : 3,5 2,3 3,5 3,1 3,1 2,9 — — 5,5 4,8 — —

de ácido 
. úrico :.. .. 1,9 1,5 2,7 2,4 2,8 2,2 3,6 3,9 4,1 3,9 — —

de urea: . . . — — 0,152 0,194 0,290 0,253 — — — — — —

de amonía­
co : ..... — — — — 0,012 0,012 — — 0,029 0,029 — —

de creatina:. 0,043 0,039 0,052 0,063

de creatini-
na: ........ 0,050 0,026 0,041 0,049 0,049 0,035 — — — — — —

proteico so­
luble : ... 0,6 1,4 3,3 2,5 2,8 2,6 — — 4,6 3,4 — —

no proteico 
i n d e - 
t e r m i- 
nado: .. . 1,5 0,7 0,5 0,3 -0,1 0,4 — — 1,4 0,9 —
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LÍQUIDO AMNIÓTICO
Concentraciones (miligramos por ciento)

Días de incub. : 12 13 14 15

Huevos : I N I N T N I N

Nitrógeno 
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 amonía­
co: ............ — — — — 1,29 1,21 7,94 2,73

de creatina: 0,16 0,10 0,03 0,09 — — — —

de creatini-
na:............ 0,13 0,19 0,18

1
0,40 — — — —

Cantidad Total (miligramos por huevo)

Días de incub. : 13 13 14 15

Huevos: I N I N I N I N

Nitrógeno

total:.......... 0,52 0,31 1,3 1,6 — —

no proteico: 0,25 0,14 — — 1,9 2,3 — —

de úrea: . . . — — 0,138 0,131 0,101 0,077 — —

de amonía­
co: ............ — — — — 0,032 0,040 0,031 0,025

de creatina: 0,006 0,003 0,001 0,003 — — — —

de creatini-
na:............ 0,006 0,005 0,008 0,006 — — —
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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 debió indiscutiblemente haberse realizado con huevos 
provenientes de un plantel de gallinas sometidas a un tipo fijo de 
alimentación. Needham apunta la posibilidad de variaciones en la 
excreción úrica de los embriones según la alimentación de las pone­
doras. Aunque contradictorios, se han publicado varios trabajos en 
los que se estudian las variaciones en la composición del huevo de 
acuerdo al tipo de alimentación (Pollard y Carr ; Gerb y Carr ; Calve- 
ry y Titus ; Titus-Byerly y Ellis-McFarlane ; Fulmer y Jukes ; Need­
ham : “The effect of pre-developmental factors on development” Bio­
chemistry and Morphogenesis, pág. 20). Ese posible tipo de variación, 
sumada a la estacional y a la propia de los huevos, impide asegurar 
la significación de la mayoría de las variaciones, que los promedios 
indicarían, entre normales e infectados.

El análisis de esos resultados indica lo siguiente :

Nitrógeno total (alantoideo) * La comparación de nuestros datos 
normales con los mencionados en los antecedentes hace destacar el 
desplazamiento de nuestra curva con respecto a la de Fiske y Boy- 
den, y que inculpamos fundamentalmente a la mayor temperatura 
de incubación usada por esos investigadores.

La comparación entre normales e infectados indica lo siguiente:

Los promedios (mg/h) correspondientes a los huevos infectados 
son superiores a los normales en los días 12, 13 y 14 de incubación ; 
ese aumento es significativo el día 13. Desde el día 15 la concentra­
ción es significativamente superior en los normales.

Nitrógeno total (amnios). Parece haber un aumento en la con­
centración y cantidad de nitrógeno total en los amnios infecta­
dos de 12 días de incubación. La pequeña cantidad de huevos 
usados en las determinaciones quita gran parte de su valor a esas 
deducciones.

* En los gráficos que siguen los trazos llenos corresponden a nuestros datos; 
las abcisas se refieren siempre a los días de incubación. Las bandas rayadas se 
trazaron agregando + y — a cada dato. Las curvas normales e infectadas 
llevan respectivamente una N y una I. Estos gráficos corresponden al líquido 
alantoideo.



51

1949



52 Análisis de los líquidos extraembrionarios t. XIV, N? 1

Nitrógeno no proteico (alantoideo). El siguiente gráfico compara 
nuestros datos con los de Targonski (concentración) ; entre el día 
14 y 15 se invierten los valores (Fig. 3).

Eig. 4. — Nitrógeno No Proteico — Normales e Infectados

La comparación con los infectados da lo siguiente : la concentración 
es superior en los normales desde el día 14. Los huevos infectados tie­
nen más nitrógeno no proteico el día 12. El aumento es significativo, 
pero corresponde a un número pequeño de determinaciones (Fig. 4).
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Nitrógeno no proteico (amnios). Igual que en nitrógeno total pa­
rece existir un aumento en la concentración y cantidad de nitrógeno 
no proteico en los amnios infectados del día 12. Esas determinacio­
nes eran una simple guía de la importancia que el contenido amnió- 
tico podría tener con respecto al balance general de nitrógeno excre­
tado; las pocas determinaciones efectuadas bastan para indicar su 
naturaleza secundaria frente al alantoideo. Iguales razones corres­

ponden a varias determinaciones semicuantitativas realizadas para 
el ácido úrico. No se observan variaciones entre normales e infectados 
el día 14.

Nitrógeno proteico (alantoideo). Hemos indicado ya que nos refe­
rimos al soluble y que en algunos días estos valores no coinciden con 
la diferencia entre el total y el no proteico, por corresponder a dis­
tintos lotes. Las diferencias están dentro de la dispersión de los datos 
y además las variaciones son paralelas para los normales e infectados.

El día 12, la concentración es significativamente inferior en los 
huevos infectados; el día 13 se invierte esa relación y los infecta­
dos tienen más nitrógeno proteico. Con el día 14 la dispersión de 
los datos aumenta en forma considerable (Fig. 5).
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Ácido úrico (alantoideo). Los días 12 y 13 nuestros datos de con­
centración son paralelamente inferiores a los de Fiske y Boyden en 
forma semejante a lo observado en nitrógeno total. En lo que res­
pecta a la cantidad total, es interesante destacar la semejanza de 
nuestra curva con la de Needham; ambas señalan dos períodos po­
bres en la excreción de úrico : Needham, días 13-14 y 16-17 ; la nues­
tra, días 13-14 y 15-16 (Fig. 6).

Fio. 6. — ácido úrico — Datos normales

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

En lo que respecta al ácido úrico precipitado, tenemos el siguiente 
gráfico (los trazos punteados corresponden al ácido úrico total) (Fi­
gura 8).
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Fig. ί. — acido úrico

Fig. g_ — ácido Úrico Precipitado —- Normales e Infectados
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Es evidente la mayor proporción de úrico precipitado en los nor­
males. La cantidad por huevo aumenta rápidamente en los normales 
desde los días 13 y 14; en los infectados comienza a tener significa­
ción desde el día 15.

Urea (amnios y alantoideo). El gráfico siguiente (Fig. 9) compara 
las concentraciones y las cantidades por huevo correspondientes en 
cada día (13 y 14) al amnios y al alantoideo. Los datos de concen­
tración de Kamei (alantoideo) son superiores a los nuestros, pero 
coincide con nosotros en la existencia de una mayor concentración

mg%

Fig. 9. —■ Urea — Normales c Infectados

en el alantoideo que en el amnios. Los datos de cantidad total (am­
nios + alantoideo) de Needham indican un aumento del día 13 al 14 
que falta en los nuestros. La concentración es significativamente 
superior en los normales con (respecto a los infectados) los días 13 
(alantoideo) y 14 (alantoideo y amnios). Sin embargo, en este último 
día hay más urea en los amnios de los huevos infectados; ese hecho 
se relaciona con la disminución significativa, tanto en concentra­
ción como en cantidad total, que se observa en los amnios de los 
huevos normales del día 13 al 14 y que falta en los infectados. Un 
hecho interesante es el que para ambos días las concentraciones 
de los alantoideos normales son respectivamente superiores a las
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del amnios, mientras que en los infectados no se observan diferen­
cias significativas.

Amoníaco (alantoideo y amnios). No se observan diferencias en­
tre normales e infectados. El dato de Needham (amnios + alantoi­
deo) del día 14, coincide exactamente con el nuestro. En lo que res­
pecta a la distribución de ese valor entre el amnios y el alantoideo, 
sólo existen datos de concentración de Kamei. Su valor para amnios 
(día 14) coincide con el nuestro, pero el que da para alantoideo es 
diez veces superior. Nuestros datos indican (tanto en los infectados 
como en los normales) que las concentraciones (día 14 y 16) y la 
cantidad en miligramos (día 14) son significativamente superiores 
en los amnios que en los alantoideos.

Fig. 10. — Creatinina — Normales e Infectados

Creatina y creatinina (alantoideo). Los días 12 y 14 los hue­
vos infectados tienen significativamente más creatinina (Fig. 10). 
Los datos para creatina se conservan constantes en los huevos 
infectados ; en cambio en los normales la cantidad total aumenta del 
día 12 a 13.

Creatina y creatinina (amnios). No se observan diferencias entre 
normales e infectados. Existen en el amnios cantidades definidas de 
creatinina, lo cual contradice la única información bibliográfica al 
respecto (Kamei). Los datos de creatina muestran, en cambio, una 
elevada dispersión, habiendo dado varios huevos resultados negati­
vos en su análisis.
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Densidad (alantoideo). El gráfico incluye las determinaciones de 
Kamei, de dudoso valor si recordamos sus datos de nitrógeno total 
(clara). No se observan variaciones entre normales e infectados, al 

menos en los días estudiados (Fig. 11).

7 a 9 1Q 11 12 13 14 15 16 17 13

Dig. 11. — Densidad — Normales e Infectados

Distribución del Nitrógeno

El siguiente gráfico indica cómo se distribuye el nitrógeno (total, 
no proteico y de úrico), en los huevos normales y en los infectados.

Los tres trazos limitan tres superficies que corresponden, de abajo 
hacia arriba, al nitrógeno de úrico, al nitrógeno no proteico resi­
dual * y al nitrógeno proteico (Fig. 12).

Se destacan dos hechos: 1) el aumento en nitrógeno total en los 
huevos infectados, es fundamentalmente debido al proteico. 2) el 
aumento en nitrógeno no proteico del día 12 en los huevos infecta­
dos, es fundamentalmente debido al nitrógeno residual.* Al efecto, 
sería interesante completar la distribución del nitrógeno dosando 
aminoácidos, alantoína, etc.

Resumen

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

* Nitrógeno no proteico menos nitrógeno de úrico. 
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(nitrógeno no proteico, ácido úrico, urea, amoníaco, creatina y crea- 
tinina).

2) En el análisis comparado de los líquidos de embriones norma­
les y los de embriones infectados con virus A de influenza, se en­
cuentra un aumento en el nitrógeno excretado o acumulado en el

Fio. 12.

líquido alantoideo de los embriones infectados : más nitrógeno pro­
teico, ácido úrico y creatinina. Dadas las pequeñas cantidades de 
esas sustancias que hay en el líquido amniótico, no puede atribuirse 
ese aumento al desplazamiento de las mismas de un líquido a otro.

Esas variaciones no se observan después del día 14 de incubación.
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