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Un grsn númerode procesos patológicos spsreoen ssooisdos s altern­

oiones tisuinïbs de osr‘eter qui-leo o fisiooquinioo bien definidns. E1 es­

tudio detnllsdo de estas tlternoiones constituye sin ¿uds slguns, s1 ¡argen

de su vtler disgnóstioo, unn de lss fuentes de infornsoibn ¡Ls feounds soer­

os de lss nodifeosoiones netsbólioss que osrsoterízsn s1 prooeso en estudio.

En el terreno de las enferneisdes s virus, el oonooiniento de lss s1­

terneiones netsbólions producidas por ls infección esti poco menosque en sus

oonienzos, orientindose en general s1 estudis de ls influenois que ls presen­

ois del virus psreoe tener sobre ciertos prooesos enzin‘ticos (Rsker y Krins­

ky; Utter, Reiner y'loodg Psrodi y sznnnovioh).

En el osso psrticulsr de ls infeooión experimental del embrión

de pollo por el virus de influonss, ciertos observsoiones reslizsdss en los

últinos sfios (Berkeley,1945¡ Parodi, Lajnsnovioh, Penninpede y-Mittelnnn,

1947; Psnntnpede, 1948) indiosrínn ls existenois de variaciones consistentes

en el pHy volumen de los liquidos slsntoideos de enbriones infbotndos. Com­

psrndos oon embriones normalesde ln Iiill edad, los infectados pessn menos

y sus slsntoideos tienen msyor pH y volumen. presenten sdonls, uns disninu­

oión del interosnbio gsseoso.

Tensndo comopunto de psrtids lss diferenoiss indiondns, nos henos

propuesto el estudio conparstivo y sistemitioo de lss wndifiosoiones quini­

oss que eldessrrollo del virus de influenzs origin: en el liquido slsntoi­

deo del embrión de pollo.
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Este planteo sencillo y concreto tiene por el momentoque circuns­

cribirse en el presente trabajo al estudio comparativode la distribuciól

de nitrógeno, debido a una suma de obstáculos, mndamentalmente:

1) La falta de antecedentes bibliográficos consistentes, que nos

obligó a encarar el problem de raiz (Ir).

2) La falta de métodosanalíticos aplicables con seguridad a1 ti­

po de liquidos con que aperfibamos.

3) las dificultades en la obtención de una muestra representati­

a) Ia elevada mortalidad de algunas tandas de huevos, que

llegatm a veces .1 100%.

b) La imposibilidad de controlar el origen de los huevos, que

oblige a descartar series enteras de datos, cuandose advertia claramente

en la última semana de incubación que se trataba de embriones de desarrollo

¡nox-ml, posiblemente infectados (salmonella pullorm).

5) La elevada variación norml de los datos, que obliga‘m a reali­

zar un gran númerode determinaciones para obtener valores representativos.

Nos proponemosccmpletar posteriormente este anilisis; disponemos

al efecto de la puesta a punto de varios métodos cup. realización experi­

mental no fué posible. (**)

El plan. que referimos a los liquidos embrionarios por haber side

parcialmente extendido al amniótico, es el siguiente:

(t) No podemos degar de mencionar aqui la inestimable ayuda que en ese
sentido significó para nostros la ChemicalEmbriology de Needhan.

(N) Alantoina (Young, MoPherson, Wentworth and Hawkins), Glucosa (Hager­
don and Jensen), fósforo (Fish y Subbarow), Aminoácidos (Folin (1)),
Anhidrido carbónieo (VanSlyke yNeill), y ácido láctico (Friedmn,
Cotcmioand Starter).



¿EÉLISIS DE LOS LIQUIDOS EXTRAEMBRIONARIOS

DE HUEVOS DE GALLINA NORMALES E INOCULADOS

CON VIRUS A DE INFLUENZA

.- Estudio bibliográfico. critica de los trtbnjos e­

xistentes sobre 11 composición quinioa de los quui- o

dos alantoideo y ¡Iniótico.

.- Puesta a punto de un método peru le obtención de

la muestre.

.- Puesta e punto de úetodoa para donar nitrógeno y

su distribución .

.- Anllisis.

En el desarrollo de ese plln, presentamos la tesis dlvididn

en tres partes:

I - Prepnrnoíón de los huevos.
Obtención de la nuestra.

II - Aniliais.
Discusión y conclusiones.

III - Bibliogrnfia.
Protocolos.



PRIMERA PARTE

PREPARACIONDE LCB HUEVCS - Inoculacifin

OBTENCIONDE LA MUESTRA- Detern. de volumen
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Se trabajó con huevos Leghorn, preferentemente en los mese! de Abril

a Noviembre. La mortalidad y 1a proporción de estériles aumentan muchoen

los restantes.

las primeras Operaciones son las de rutina en el cultivo de virus (*)

en huevo; se los incuta a 37’80 durante ence dias, se descartan por obser­

vación al cvoseopie los muertos o estériles, y se procede a las operacio­

nes de inoculaciün. Juntamente con la observación se procede a marcar fren­

te al cvoeccpio una zona de la cáscara que corresponda a un lugar de la meme

brana alantoidea libre de grandes vasos. Sobre 1a cámara de aire se hace otra

que indica la situación de la primera y permite que la inoculación se haga

con un manoseo minimo del huevo. En la técnica de cultivo se marca ademas el

perímetro de la camara de aire. Nosotros preferiamos hacerlo posteriormente,

a1 retirar cada lote para su análisis.

Comenuestro trabajo era esencialmente comparativo, antes de inocu­

lar los huevos se procedía a dístribuirlos y numerarlos en cuatro grupos se­

gún su peso: 1) menos de cincuenta gramos; 2) entre cincuenta y cincuenta

y cinco gramos; 3) entre cincuenta y cinco y sesenta gramos; 4) mas de se­

senta gramos. La mayoria corresponde generalmente a huevos de los grupos dos

y tres, pero a veces se operó con tandas en que predominaban los del primer

grupo. Los del cuarto no pasaban del 5 a1 10%. Los trabajos de Azelsson y

de Godfrey indican que el minimo de mortalidad (20-30%) en 1a incubación se

logra con huevos de los grupos dos y tres.

(ü) Desde ya nos referiremos siempre al virus A de influenza.
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Los grupos de huevos Se dividian entre normales e infectados, y

los lotes extraídos a distintos dias correspondían aproximadamenteen su

composición a la general de 1a tanda.

La comparaciónposterior de los datos hizo ver que, eicepto para

los huevos del grupo cuatro, en que predominan volúmenes altos, no hay re­

lación directa entre el tamaño (tamaño y peso, con raras excepciones, son

directamente proporcionales) y el volumen de alantoideo o su composición

quimica, a1 menos en los datos determinados. Las variaciones en el peso

son fundamentalmentedebidas al peso de la clara (Penicnskevitch).

Los huevos, una vez pesados, eran lavados con un algodón mojado

con solución al 20%de hexilresorcinol. Esta Operación era particularmenr

te útil para nosttros cuando usihamos el vuelco directo comométodo de

extracción del alantoideo.

Tras dejarlos un tiempo en la incubadora para evitar toda posi­

ble traumatización por enfriamiento, se procedía a cortar la cáscara con

un torno sobre las ¡arcas hechas sobre el saco alantoideo y 1a cimara de

aire, cuidando de no rmpervla farrara (La correspondiente a 1a camara de

aire era rota luego con una lanceta estarilizada). Se lavaban luego con

alcohol y se inoculaban en el alantoideo tapando inmediatamenteese orifi­

cio ocn parafina. Se procedía a incubar a 35°C; los huevos se daban vuelta

diariamente.

Se inooulaba 0.1 oc. de una dilución 10-5 de virus A de influenza,

cepa 7, aislada en el pais (Sordelli, 1hylor y Parodi), título 1/1.024,

(aglutinación de glóbulos rojos de pollo, técnica de Hirst). Los huevos

que llamamosnormales eran inoculados con 0.1 oo. del diluyente. La dilu­

ción se hacia ocn caldo penicilinado en los casos en los que no se deter­

minaha nitrógeno. (El contenido en nitrógeno de ese caldo es de 5 mg. por

00,). En los otros casos se utilizaba suero fisiológico.
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hasta donde p'ueden llamarse normales los huevos inoculados con so­

luciones estériles, es cuestión que requeriría de por si un tra‘mjo compa­

rativo. En lo que respecta a la distribución enpso de las distintas partes

del huevo, son idénticos a los normales (Pennimpede, experiencias rachas so­

bre el peso de embriones). Ademas, nuestros datos sobre huevos normales son

sólo relativamente canparables con los hallados por otros autores, debido

a 1a diferencia en la temperatura de incu‘mción.

Pasadas las horas deseadas de inouhción, se verifieaba si estaban

vivos, se ponian ¡ma hora a -15’C y luego a 4°c hasta que se analizatan.

Los detalles para la toma de nuestras se dan mas adelante. Los

huevos se lavaban nuevamente, con agua destilada esta vez, y, prev-la de­

marcación del contorno frente al eveseopio, se procedia a cortar el eas­

quete con un torno.
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La obtención de la muestra variaba según 1a sustancia a analizarse,

La muestra para nitrógeno debe tomarse con precauciones especiales, princi­

palmcnte en los dias en que el contenido amniótico es ya esencialmente pro­

teico. Ademases necesario contar con 1a posible contaminación con clara,

yema c sangre en cantidades que pasen inadvertidas a1 examenmacrcscópicc.

La descamaciónepitelial de la membranaccricalantoidea puede ser un factor

importante si se muevemucho el huevo. En las determinaciones que siguen se

supuso que 1a concentración de nitrógeno total (centrifugado el úrico sus­

pendido) era homogéneaen todo el liquido alantcidec. No fué posible veri­

ficarlc extrayendo y analizando fracciones de 1a parte inferior y superior

del saco, pero las partes accesibles a 1a jeringa en 1a parte superior del

huevo no arrojaron Variaciones sensibles en el analisis (*). Ademas,los

huevos que eran hechos rotar suavemente algún tiempo con el objeto de ho­

mogpinizarel liquido, no diferian significativamente de los restantes en

los datos de nitrógeno total.

chaciones generales

Los huevos sacados de la heladera eran cortados con un torno en el

perímetro de cascara correspondiente a la camara de aire y; en los que se

iba a determinar úrico los dias en que óste ha precipitado, se marcaba un

surco en el ecuador del huevo según el eje mayor. Los huevos se volvían

luego a 1a heladera y eran sacados a medida que se utilizaban; óstc evita­

ba considerablemente las hemorragias.

Muestras para nitrógeno total X densidad Determinación de volumen

En cada huevo se levantaba 1a tapa de la camara de aire con una

tijera curva, y con una jeringa de 2 co. se tomaban entre uno y dos cc. de

(t) Se trataba de huevos en cuyos alantoideos no habia aun precipitado
ico.



liquido. En un principio esta. cantidad tastaba para le. determinación de den­

sidad y nitrógeno total que eran los únicos datos hallados. La determinación

de volumen (*) se hizo en estas primeras series inyectando iodato de potasio,

en la form. que se detalla más adelante, pero se ensayó toda una serie de m6­

todos, con el resultado de que el mas práctico m6 el vuelco directo y cuida­

doso del huevo; claro que este método comenzóa tener valor sólo después de

haber adquirido la necesaria habilidad manual.

Un detalle general de los metodos ensayados es el siguiente:

a) l.-_ Demanera semejante a la usada en la determinación de vole­

mia se inyecta'tnn 2 cc. de solución de rojo congo en suero fisiológico (H),

se novia suavementeel huevo y se extraia una nuestra. Se deteminaha la di­

lución por eclorinetria y el volumenasi- determinado se sumabaal extraido

previanente con jeringa. Este metodo se abandonó por dar valores excesivamen­

te altos, debido a la fijación del colorante por las membranas.Las muestras

extraídas arrejahn una variación dmsiado grande comopara que los datos

pudieran ser extrapolados a la hora cero.

El ensayo con otros tipos de colorantes no dió mejores resultados.

2.- Por inyección de otras sustancias. Nonos m5 posible encontrar

una sustancia que: l) no difimdiera por las membranas;2) no se fijan a

Setas ni reaccionara con ninguna de las sustancias normlnente presentes;

3) no existiera ya en el alantoidec, directamente o en forma que pudiera

interferir en el analisis; 4) fuera rapida y sencillamente analizada sin

que interfirieran pequeñas cantidades de proteinas. 'Ihvinos un éxito relati­

ve con el Iodate de potasio, dondeel único factor inportante de error es la

dimsifing m6 posible sin embargoobtener datos consistentes para nuestras

extraídas a los diez y veinte minutos. En todos los casos se deteminaban

(t) Indispensable para referir los datos de concentraciún hallados al cen­
tenido por huevo.

(n) Mantenida a pH 7,6 con un buffer de fosfatos.



dos valores sucesivos para cada huevo.

b) 1.- Por dosaje de la concentración de una sustancia existente ya

en el alantoidee, antes y después de agregar un determinado volumen de suero

fisiológico, 6 2.- Por dosaje de la concentración de una sustancia existente

ya en el alantcidec, en el liquido puro primero y en el que resulta de un 1a­

vado exhaustivo del saco después.

En el primero de los casos se determina el volumen remanente según

V! - fi donde1 es el volumenagregadoy 01 y c2 sen las distintas
concentraciones. Aplicamosesta tecnica a los clcrurcs, basindancs en datos

existentes que indicaban una concentración relativamente alta de esta sus­

tancia en el liquido alantoideo (Kanei). Estos datos eran sin dnda excesi­

vamente altos, al menos comparados con los nuestros, pues el método de

Veldhard no fue suficientemente sensible para determinar cómodamentepeque­

ñas variacienes de concentración. Canomicrométodc se ensayó uno en que la

eosina actuaba cono indicador de adsorción (Saifer, Hughesy Sendero), pero

no nos fue posible obtener datos reproducibles con este método. Ademas, Ias

determinaciones por triplicado que exige el métodoaumentabanextraordinaria­

mente el trabajo.

El úrico fue dejado de lado por no poderse garantizar la no redise­

lución del precipitado en los primeros dias que se le encuentra, principal­

mente en los alantoidecs (oidos en que por lo general el úrico precipita dan­

do desde una ligera turbidez a un liquido lechosc; hemos observado que en

esas condiciones un calentamiento suave suele tornar limpide el liquido, c

al menoslo aclara.

2) En el segundo caso se determina el volumen según Vt- Vi (.1 + .2)

donde V1 es el alantoideo sin diluir, con una cantidad de m1 de gustancïï ¿1­

suelta, y'mz es la masa del resto de sustancia extraída mediante un lavaje

cuidadoso del huevo. Fiske y Boydenutilizaron este métodoaplicindclc al



ácido úrico. La posibilidad de error por pequeñaredisolución del precipita­

do no es significativa en este caso dada la alta concentración de la sustan­

cia, y de serlo sólo influiria en la cantidad total de sustancias cuya deter­

minaciún se basara en el volumenasi hallado.

Nopodiamos aplicar este metodo cuando se determinaban otras sus­

tancias, por la excesiva dilución a la que lleva el abundante lavaje (Fiske

y Boydenusaban hasta 50 00.). Hicimos algunas determinaciones aisladas

aplicando el métodoa 1a urea y obtuvimos excelentes resultados; los datos

eran.nuy semejantes a los hallados por vuelco directo, por lo que se siguió

operando en esta última forma que nos evitaha duplicar el trabajo por huevo.

Todosestos métodos fueron lógicamente utilizados aplicándolos indi­

vidualmente a cada huevo, pues para aplicarlos a lotes, de momentoque ni

las concentraciones ni las cantidades totales son iguales, seria necesario

hacer mezclas alicuotas, lo que presupone conocer el volumen. Dijimos que

Fiske y Eoydenaplicaron el último método, y lo hicieron suponiendo las con­

centraciones de úrico iguales en todos los huevos, es decir, haciendo una

mezcla arbitraria de volúmenes. El error que se puede derivar de ello se vé

claramente en el cuadro que sigue, donde consideramos los resultados que de­

rivan de mezclar 2 cc. (a) o l cc. (b) de los liquidos. Las desviaciones en

conocntración y en volumen que se ven en el cuadro no son excepcíorales, pero

es evidente que en muchos casos los errores pueden neutralizarse. En el caso

de Fiske y Boydenel error no incide naturalmente sobre los datos de úrico

sino sobre las cantidades totales de otras sus+ancias calculadas a partir

de esos datos de volumen, fundamentalmente nitrógeno total.



Totales:

Vol/huevo Urico Vol.extr. A Urico en A Urico en B (lavaje)
total a b a b V a

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 I 0,5 3 3,5

32 24 10 5 9,5 2,9 14,5 21,1

Volumentotal según ¿5 .25,3 oo. (Volumen/huevo - 5,1 co.)

Volumentotal segfin'g: 41,4 cc. (Volumen/huevo- 8,3 co.)

Volumenreal: 32 cc. (Volumen/huevo - 6,4 co.)

Muestrapara nitrógeno total x su distribución

Cuando se necesitó un volumen mayor de alantoideo, fué necesario en­

contrar otro método de tralnjo. La cantidad de huevos con que se operaba ha­

cia de por si materialmente imposible los anteriores, en lo que respecta a

1a determinación de volumen. De momentoque se determinaba nitrógeno total,

era imprescindible seguir obteniendo 1a fracción necesaria para ello con una

pequeña jeringa. Este método, cuando se retira poco líquido (para que 1a

aguja no traumatioe las membranasa1 tratar de agotar el alantoideo), es el

que mejor asegura 1a pureza de la muestra.

Dividimos entonces el alantoideo correspondiente a cada huevo en dos

fracciones, una (A1) para nitrógeno total y otra (A2) para determinar los da­

tos no alterahdes por pequeñas cantidades de proteinas o cualquier otro ti­

po accidental de impureza que pudiera derivarse de las operaciones ulterio.

1'03 o



Llegamosa1 siguiente método: se tomaban seis lotes, tres norma­

les y tres infectados de diez huevos cada uno. Los huevos descartados por

rotura del amnios o cualquier otra contaminación, huevos "sin alantcideo',

de embriones anormales (forma, inversiones de posición, tamaño), comoasi

también en los infectados 1a falta de virus determinable, llevahn a cinco

aproximadamenteda cantidad de huevos por lote. Sd separaba comosiempre

el casquete superior de cáscara y se ertraian entre 1 y 2 cc. de alantoi­

deo con una Jeringa de 2 co. (muestra A1). La jeringa se lavaba dos veces

con agua tridestilada deSpués de cada extracción. ":n los infectados se 1a­

nba tres veces para no interferir en 1a determinaciónposterior del virus.

Estos liquidos se transferian individualmente a tubos de 6 cc. Para el res­

to de volumen se cpera'm asi: se cortan cuidadosamente 1a membranaalan­

toidea cuidando de no seccionar las venas alantcideas y se 1a plegah. hacia

afuera del huevo sin desgarrar su unión con el embrión. Luego se voléaba el

huevo hasta ezhaustarlo, por medio de un em'mdode 250 cc. de extremo afi­

nado, en probetas de 10 cc., fabricadas especialmente a partir de pipetas

de esa capacidad. La obtención del liquido es practicamente cuantitativa

(muestra A2)."Si se vuelca cuidadosamente el huevo asi agotado en una cip­

sula de Petri, es facil observar que el único alantcideo restante es el que

moja las membranas;hemos considerado sistemático el error derivado de elle.

Basándose en los datos asi hallados de volumentotal, se hacia una

mezcla representativa del lote con les alantoideos extraídos em jeringa; se­

gún el volumen total, se hacia 1a mezcla tomando comopartes alicuotas un dá­

cimc c dos del volumen total (muestra m1).



Ejemplo:

A1 Az Alth Aml ¿.2
HuevoVol. extr. Vol. obt. Vol. Moestro.pero Muestra.para úrico,
No con jer. por vuelco tot-.1 N-0.1 (nda) urea, etc.-A1+Az-Ln1

0°. ' OG. OO. co. 00.

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

Volumentotal z 24.1 2.41 21.7

De cado. nuestra A1 se tomaba. entonces un décimo del volumen toi-,11 (Aro-A2) y

se agregame.el remanente s. Ag. Se mezclstnn los fricciones correspondientes;

quedaba.¡si 1o.mezcle de olmtoideo ditidids. en dos portes igualmente repre­

sentativas: ¿111, con el volumennecesario para. dossr N total y no proteico.

y Ang, pero el resto del análisis.

Antes de hacer las nezclas se tomabandos precauciones: 1) pl". to­

dos los huevos: cbsernción cuidadosode 1a integridad del mios, psrticu­

lamento dificil en los últimos dias de incu'tnción, en los que el ¡mios se

ha rechacido s una nun-ans. pegada ¡.1 embrilm. 2) Psx-a los huevos infectados:

determinación cualitativo. del virus, por el método de Silk. (Se agregen 0.1 cc.

de ¡lentoideo o. 0.9 cc. de solución de glóbulos rojos de pollo en suero r1­

siológico ¡.1 0.3%. Se hace le lectun cuandohan sedimenth todos los gló­

bulos, hsindose en el distinto sspecto de este sedimento. En los shntoidecs

nomles se observa. un disco homogéneocentral de 2 o. 3 1-. de diámetro en s1

fondo del tubo, mientras que los infeo‘bsdos presentan una ospo de glóbulos



distribuida difusayente, de borde con frecuencia irregular). En los dias quince

y sucesivos no se deterninaba virus, y sólo se precedia al an‘lisis de los hue­

vos correspondientes a esos dias cuando los lotes de dias anteriores daban ne

menos dol 90%de infectados.

La nuestra asi obtenida para nitrógeno (A11) era centrifizgada a

1.500 r.p.n. para librarla del úrico suspendido. A veces ésto no era necesa- e

ric aún el dia 14 y otras lo era ya en el 12. Se lo hacia cono rutina en to­

dos los casos. De esta fracción se tomaban0.5 ec. para nitrógeno total y lce.

para nitrógeno no proteico, y el resto, junto con el precipitado, se agregaba

a la fracción general (Ale). Estas se reunían en Erlenneyer de 50 cc. A su vez

todo el liquido se centrífugaba, y de ahi se tomabanlas porciones usadas en

los otros anilisis. El resto del liquido se guardabaa -15°c. El precipitado

(Ap) se agregaba al que no habia sido arrastrado por el alantoideo al volcar

el huevo (Up), y que se obtenía en la siguiente forma: se cortaba la cáscara

del huevo por el surco mareado con el torno, en su parte media, y se extraia

cuidadosamente el úrico adherido a la membranaque se recortaba Junto con la

corona de ciscara. Asi el huevo, se semivolcaba en una oipsula de Petri de na­

nera que no se desprendiera la membranadel rindo. Girando suavemente el hue­

vo es posible barrer con una pinza curva el úrico precipitado, y transferirlo

a pequeñas cubehs con agua. A veces el precipitado se encuentra formandocoi­

gulos de tamaño considerable; otras forma una especie de red que recubre las

membranas, siendo en esos casos sumamenteengorrcsa y problem‘tica su extrac­

ción cuantitativa. En esta operación se arrastra una cantidad de inpurezas

Junto con el úrico.

Todoeste precipitado (Up), cunado al centrifugado de las dos

fracciones de alantoideo (Ap) era lavado varias veces con agua destilada pa­

ra proceder luego a su disolución y anilisis.



Tena de nuestra del annios

En los casos en que se deteminaba el nitrógeno total del amics,

se procedía a un lavaje repetido del saco alantoideo con agua tridestilada

(estos lavajes se añadian luego al úrico extraido con las pinzas (Up)). Se

seca‘tn.luego el huevo invirtióndolo parcialmente sobre 1mpapel de filtro.

La extracción de la nuestra se hacia in situ; dado el pequeño volumendel

amnios y a la ausencia de precipitados, se ertraian directamente las dos

fracciones utilizadas para nitrógeno total y no proteico. Se usaba para ós­

to una Jeringa. calitrada de l 0°.; un oentinetro cúbico se colocaba directa­

mente en un talón Kjeldahl, y el otro en el tubo dondeiba a ser dqroteini­

zado. Tambiénen este caso aqrobanos previanente la homogeneidaddel liqui­

do, al nenas para nuestras extraídas de la mismazona.

Se procedía luego a volcar el amnios. Se inelinaba el huevo sota-e

un embmlode 50 cc. de manera que el amics rebosara del huevo, y se desgarra­

ba ntpnces la nentn‘ana cuidando de no provocar hemorragias. El embrión queda

colgando por su pedioulo umbilical y de esta manera es posible hacer escurrir

el liquido por las paredes del embudo.El liquido se recoge también en este

caso para su ¡edición en pnobetas de lo cc.

Tunade nuestra Era urea.l amoniacol creatina z creatinina

La observación en hace a datos hallados por el método anterior de

que algunas sustancias presentaban variaciones de interés, nos obligó a deter­

ninar directamente su cantidad total por huevo, de acuerdo a las consideracio­

nes que siguen:

En los datos hallados anteriormente, se determinara. directamente la

concentración, siendo la cantidad total ngnitud derivada y expuesta al error

sistem‘tico de volumen. Procedimospara estas sustancias a la inversa, es de­

cir, hallamos la concentración en base a la cantidad total. Convenio.a ello:

l) la pequeña cantidad existente en el huevo que es, por ejemplo para el



amoniaco, del orden de las Ü ¡ 2) el hecho de que las variaciones de eoneen­

tración entre normales e infectados eran muysuperiores al error que pudiera

derivarse del dato de volumen, mientras que 1a cantidad total era de un orden

¡my semejante en todos los huevos.

Los detalles de técnica son los siguientes:

Se recorta la membranaalantoidea comosiempre y por medio de un

embudose vuelca el alantoideo en una probeta de 10 cc. Se mide el volumen

y se pasa a un tubo de ensayo. Se agrega 3 ee. de agua al huevo, se rota 6s­

te suavementey se vuelca el liquido en la probeta teniendo cuidado de obser­

var que el volumen obtenido sean los 3 ee. agregados. Se lavan asi el huevo

y la probeta. Se añade este liquido 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 este, hasta que se hayan eliminado

los restos de agua de lavaje.

En un embudo pequeño ahora, se apoya el amnios y se rompe de mane­

ra que el embrión quede eseurriendo sobre aquel. En esta posición se lava el

embrión een 2 ee. de agua. Si el lavaje del embrión no es rapido son inevita­

bles las hemorragias, con un aumento relativamente considerable del volumen

del liquido, ademasde la impurificación. Se recibe por eso el agua de lavaje

en la mismaprobeta sin transvasar previamente el liquido amniótico, desean­

tando luego los 2 co. en la lectura del volumen. La suma de liquidos se pasa

a un tubo junto con el de lavado posterior de la probeta.
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Se dosó nitrógeno total, nitrógeno no proteico, urea, amoniaco,

creatina, creatinina y acido úrico. Se dan datos parciales de densidad que

formabanparte de un grupo de determinaciones fisicas cuya realización que­

d6 posterguh.

Para cada una de esas sustancias se di a continuación, según la

secuencia Antecedentes - Método- Resultados, los datos existentes en la li­

teratura y los obtenidos por nosotros, con una discusión sumaria del método

usado.

Incluimos en los antecedentes todos los trabajos publicados haeta

la fecha que tienen relación directa con el nuestro. Ema el año 1930 esa ta­

rea está magníficamente agotada por Needham;es de lamentar que ese autor no

haya leido ds cuidadosamentelos tra‘mjos originales. De esto último damos

razones en las paginas siguientes y en cada caso particular. Es curiosa la

ausencia de tratnjos relativos a la composiciónquimica del alantoideo c del

amics de embrión de pollo, posteriores a 1930. Los abstraots mencionansólo

dos tratajos (Yamda Kichinosuke) correspondientes a 1933; no nos ha sido

posible oonseguirlos. La bibliografia se agota si agregamoslas determinacio­

nes físioas (pH, conductividad, tensión superficial) publicadas recientemete

por Walker.
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Los datos de ácido úrico, nitrógeno total y no proteico, son el

resultado de sumarel soluble y el precipitado. Para facilitar la compara­

ción, damostambien las concentraciones de esas sustancias calculando el

precipitado comosoluble. El precipitado se calcula comocompuestoexclusi­

vamente de ácido úrico; comoconsecuencia fundamental, ésto hace que el ni­

trógeno proteico que calculamos por diferencia se refiera solamente al so­

luble. Los datos de nitrógeno proteico no coinciden exactamente en los prmedios

finales con la diferencia entre el total y el no proteico, por la existencia

de lotes en los que se dosaba sólo nitrógeno total; esas diferencias no son

en ningún caso significativas. Los datos para nitrógeno total calientan el

¡1.a octavo de incubación; esos datos, lasta el dia once, incluyen el centé­

aimode'miligramo. Excepto ellos, nuestras cifras para nitrógeno y úrico estln

dadas hasta el dóeimo de miligramo. Es curioso que Needhan (1) asegure el ni­

lósimo de miligramo, en dias cano el 17 y el 20, utilizando el método de Bop­

kins.

Ï::: 2Hnos calculado la desviación standard según - Mi: i

dondeEi es 1a diferencia entre los valores hallados y su prcnadionpfg?el

número de determinaciones. Por seguir un criterio uniforme hemoshallado la

desviación standard en todos los casos, afin en aquellos en los que el reduci­

do valor de 1_1_le quita toda utilidad.

Consideramossignificativa la diferencia entre dos remedios cuan­

do es mayor del doEb de su error standard, calculado según Si * 5213
nl n2

El calculo estadístico está en general afectado por el hecho de que

los lotes no eran homogéneos en el número de huevos; no hemos hallado una ma­

nera simple de evitar ese inconveniente.
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NITROGENO

ANTECEDENTES

AIANTOIDEO- Nitrógeno totll

La tabla siguiente muestre.los datos existentes en bibliografia:

Dia. de Fish y Boyden Knmei hrgoneki Smerovne. Needhun
inoenl. ¡9% ns. . ms. % ns. . ¡9/11. mg/h.

8 38,8 0,89 - - - 0,095

9 43,4 1,52 61 - - 0,279

1o 51,1 2,29 - 1,84 0,95 0,6344

11 66,3 3,38 - - - 0,8772

12 79,8 4,81 - 2,77 2,8 (4,2) 1,3161

13 114,5 7,35 - - — 1,8699

14 - - 572,4 3,19 5,6 2,5546

16 - - - - - 3,3810

16 - - - 3,75 14,1 4,3376

17 - - 837 — - 5,5101

18 - - - 9,65 17,9 (20,1) 6,9155

Los tra‘mjos de Targonski y Sznerovna no pudieran ser consultados,

por lo que debmos limitarnos a. transcribir los recopilados por Needhsm(G.3.

p. 1094) en la págine 1090 de la C.E. aparece la misma tabla de Sznerovns que

aqui transcribimos con algunos datos totalmente distintos (dia 12, 4,2 m3.;

dia 18, 20,1 mg.)



5am.- Promedios hechos por nosotros de sus determinaciones. Es­

tan publicados en concentración; son datos aberrantes según Needham(0.3.).

quien al calcular la cantidad por huevo (asi están dados en su obra) los hi­

zo afin más aberrantes. Needham tomó los volúmenes dados en "Mongev. verwend.

Materials in oon.", comolos volúmenes individuales por huevo; asi, conside­

ra para el dia nueve un volumen promedio de más de 8 cc. cuando Kameí consi­

dera alrededor de 2 cc. el volumen normal para ese día (76%de sus extracciop

nes). Needhampublica los datos de volúmenes de Kamei (c3. p. 882). Indiscu­

tiblemente los alantoideos que analizaba ¡imei tenian clara. Asi lo dice 61

mismo, creyendola un constituyente normal. En cambio, asegura que estaban ¡i­

bresde sangre y yen.

Fiske x Bolson.- Datos hallados en base a volúmenes deducidos in­

correctamente (Ver determinación de volumen, pag. 12 ). Huevos Leghorn in­

eubadoe a 39'50.

Needham.- En la última columna agregamos datos de Needham (l)

hallados indirectamente. Corresponden a la suma de los "smoothed curve values”

de ¡cido úrico y urea (alantoideo + amnios + embrión) expresados comonitró­

geno. Según este autor, se comete asi un error nada importante. Importante o

no, carece de sentido dar esos datos hasta el diez milésimo de miligramo.

Needhamno tabula esos datos comonitrógeno total del alantoideo sino como

nitrógeno total excretado, pero indica la identidad de esas denominaciones

al compararlos con los de Sanerovna (al.). El porqué de sus datos bajos, comp

parados con los de Ssnerovna, lo explica Needhamasi: -'It would be a legiti­

mate eriticisn of her results to say that the determination of total N in the

allantoie fluid would be gravely upset by the presence of even minutes traces

of the bloodpvessels and it ie not easy to see howit would be possible to ot»

tain allantoic fluid absolutely free fran blood"-. Nosotros, Fiske y Boyden,

walknr en sus recientes trabajos, etc., lo vemosfleilmente posible.



Nitrófio no proteico

Se conocen los siguientes datos de Targaneki, de la obra de Needhan

(p. 1099). Debemoshacer notar que 1a niema otra tran en un grófico (p. 1096)

datos de 'hrgoneld. en los que el nitrógeno total ee en concentración nuy in­

ferior a los aqui dados para no proteico (50 ng.% el dia 14; 80 115.75el dia

16). El mismogriino trae datos de concentración de Kameimuyinferiores

(160 ng.% en lugar de 570 para el dia 14) a los que éste da en su trahjo.

Evitanos los datos de nitrógeno no proteico de Kameipor las

siguientes razones: Kamei, luego'de eliminar el grueso de las proteínas oon

¡oido acótieo, precipita ocm¡cido tlnioo, lleva a volumen(a) el filtrado,

¡obre una parte alícuota de éste hace un Kjeldahl (1) y precipita el resto

con (cido tosfotúngatieo. Hace otro Kjeldahl (2) sobre este precipitado y

determina aninodoidoa (3) en el filtrado (VanSlyke).

Tiene hallados asi tres valoren que di en concentración; nitróge­

no no proteico (1)', nitrógeno no proteico de naturaleza no preoipitable por

el (oido foefotúngetioo (2) **, y nitrógeno aminieo (3); En (2) lo que el

halla según el tratnjo ee el nitrógeno del precipitado; no sabemosei halló

la diferencia o ee un error. Si fuera un.error se explicarían al menosdos

dmtradicoioneo en los datoa. ¿denia ee posible que los datos de concentra­

ción que trae Kanei no se refieran al alantoideo sino a la dilución con age

lleva a volumen (a) (antes de precipitar con acido tinioo reduce el volumen

a presión reducida; óeo explicaría que el dia nueve, por ejemplo, dó una con­

centración de nitrógeno no proteico en el amntoe, doble a 1a que di para ni­

trógeno total). En cuanto a1 volumena que lleva, Kameise linita a neneionar

(i) 'Reltatiekltoff"; según la escuela alenna nitrógeno residual ea equiva­
lente a nitrógeno no proteico.

(n) "Reetatiokltotf der durch P. Woelure nicht flllbarer Natur"



"que llevaba cuidadosamentehast: lo. urea".

Necdhu copia.los tree nloree,]1mndo a1 primero (Kjeldahl sobre

el filtrado de ácido t‘nico) nitrógeno no proteico tot-.1, c1 segundo (T) ni­

trógeno no proteico no fisico y a1 tercero (nitrógeno uninico) nitrógeno no

proteico fisico. Needhn no parece advertir les contradicciones en concentra.­

eión, y dí. ecos nlorec ccmoreferidos directamente ¡.1 alantoideo y al am­

nioc (cs. pgs. 1099-1100).

Nitrógenono proteico elcntoideo ¡iligruoe por ciento

Die Tergoneki

11 46

14 86

16 92

18 116

MICB - Nitróge_nototal z no proteico

Se conocen eolmente datos de concentración. Son los que siguen (119%):

Bin. Fiche y Boyden hmei Targoneld.
nitrógeno total Ntotnl Ntottl I no prat.

9,5
11 5’6 - - ­

12 156 - 40,5 ..

13 " II c
14 - 3.134 53,0 ­

16 1.500 - 5.450 250
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¡BTCDCB- Nitrógeno total

Utilizamosun sistcn de digestión y arrastre que reunia hs últins

¡edificaciones z

Digestiónw Nos dió excelente resultado el conocido método de Ar­

nold-Gming cm peróxido (Kochy McMeekin). Se coloca la nuestra en un

Kjeldahl de 100 cc. ds l cc. de ¿cido sulfúrico concentrado, 5 o 6 gotas

de sulfato de cobre al 5%y 0,5 granos de uli’ato de potasio. Se calienta

dos horas con nicronschero, se enfría, se agregan dos gotas de agua oxigena­

da al 30%,y se vuelve a calentar otra hora.

Destilación.- Se usó para el arrastre una ¡edificación del apa­

rato de Paz-nasy layer. Se reecgia el destilado en I cs. de ¡cido bórico

(Wagner,adaptación a nicroesoala del nótcdo de Winkler) en solución satura­

dl.

Titulación.- Con ClH 0,01 N; comoindicador, una nezsla de rojo

de metilo y brono cresol verde (Na y Zuazaga).

Nitrógeno no proteico

Tuvinosdificultades en desproteinizar el alantcideo sin provocar

el arrastre de nitrógeno no proteico (¡cido úrico). Convergiana ello dos

factores: l) su alta concentración en acido úrico, y 2) su hja concentración

en proteinas. Este último hecho no pernitia alcanzar la dilución que hubiera

eontrarrestado al primero.

Esas condiciones señalen la posibilidad del uso de un método turbi­

dinótriso o colorinátrico, o una díalización previa al Kjeldahl.

Procediendo con una modificación del método de Folin y Wupara san­

gre (Van Blylm y Hawldms), o sea diluyendo diez veces, obtuvimos datos repro­

duoibles. Es posible que nuestros datos de nitrógeno no proteico sean siste­

ütioalente lujos.

El método consiste en agregar al liquido a desproteinizar, un vo­



lumen nuevo veces myor de una mezcla. de tungatnto de sodio al 10%y ¡cido

sulfúrico 1/12 N en 1a proporción de 1:8. Preparfi‘mnos esta. mezcln inmedia­

tamente antes ¿o su uno.

Eliminibnnos el precipitado por oentrifugaoíón; para ello, en 15n­

gar de calenttr según indican Folín yWu, dejihanB el liquido on reposo ¡.1­

gunu horas.



RESULTADOS

ALANTOIDEO

NITROGENO TOTAL

Infeetadon

nn {2:2 wz 32:3. u-A- 22:5.
12 36 9 65,2 G.0 5,8 0,4

13 36 10 78,7 12,4 5,8 0,9

14 54 22 85,6 26,1 5,7 1,7

16 19 3 107.0 40,0 5,6 1,3

16 se 7 168,6 66,8 10,0 1. 9

17 7 2 248,7 65,1 9,0 0,1

Nornalea

8 3 3 13.0 2,1 0,51 0.09

9 6 6 36,8 4,9 1.49 0,31

10 7 7 37.1 9, 1 1.74 0,26

11 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

14 62 21 103.5 19,3 5,4 1,0

15 12 z 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 12,6 1,9



RESUL

AIANTOIDEO

NITROGENO NO PRUI'EICO

Infeottdo.

N‘ do N‘ de Dean mv.
Dio. huevo. 101:“ ¡fi stand. 13A. stand.

12 17 3 53,0 3.9 3.5 0.4

13 13 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

Normales

12 15 3 45 , 5 6, 7 2 . 3 O, 2

13 19 s 46,9 9,9 3.1 0,4

14 38 7 68,2 10,5 2,9 0,1

16 23 4 200,5 33,5 4,8 0.a



W
ALANTOIDEO

NITROGENO PROTEICO

Infeotados

N' de F7 ía Feat. Wav.
Di; huevos lotes ¡fi stud. ¡5/11 chnel.

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 2,8 1,4

16 38 7 77,8 53,7 4,6 2,5

“¿12‘14

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

AJLNE

NITROGENO TOTAL

Infeotadoi

N' de N' de DOIT. Dear.
Dia. huevos lotes nd land. Ig/h ¡11nd,

12 3 3 14,0 1,5 0,52 0,12

13 3 3 49,8 37,4 1,3 0,02

Normleo

12 3 3 8,5 0,6 0,31 0,02

13 3 3 83,9 55,7 1,6 0,4

NITROGENO N0 PRUI'EICO
Infeohdoo

12 2 2 6,6 0,4 0,25 0,05

14 20 4 118,8 85,1 1,9 1,4
Nomlea

12 a z 3,5 0.a 0,14 0,02

14 13 3 117,7 24,6 2,3 0,1



ACIDO URICO

ANTECEDENTB

Los datos existentes presentan una divergencia. notable, y han sido

publicados entre los años 1912 y 1929; corresponden l Needhu (1), Frideri­

ein, Pieles y Boyden, Knmei, Targoneki, y Tcnito. y hhhnehi.

Sue datos desde el dia 12 son:

Dio. Needhnn Friderieio. Fieke y Boydenhaci angoneld. Tanitt. y
huevoslotes ng./h. ng. . ng./h Id nd ¡34‘11 Tnhhnhi

12 27 2 4,177 5,2 10.61 175,9 - 3,51 (3,25) ­

13 26 2 5,822 5.5 15,06 234,6 - - ­

14 a 1 6,930 11,7 - - 10,24 4,75 (5,46) 0,3209

15 13 z 10,340 18,6 - - - - ­

16 6 1 13,650 18,3 . - - - 9,30 (10,95) ­

17 6 1 13,940 42.8 — - 16,34 - 0,4876

17-18 - - - - - - - 13,74 (16,95) ­

18 - - - 49,7 - - - - ­

19 - - - - - — - — _

19,6 - — - 67,4 - .- - - ­

20 5 z 29,150 - - - - - ­

Los trahjos precedentes no coinciden ni en el métodoni en las par­

tes analizadas.

Needhnnw Embrión + amnios + alantoideo. Método colorimétríco de

Benedict y Frankie, método volumétrico de Hapldns. Huevos Leghorn incubados



a 38‘80. Needhamconcede 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 To­

mita y Takahashi:

Acido úrico

Dia amnios + embrión
m8. o

14 0,3583

17 3,0578

19 7,4465

Eso indicaria que los datos de Heedham, eSpecialmente los correspon­

dientes a los últimos dias son sensiblemente lajos. Fiske y Boydendicen en­

contrar hasta 100 mg. el dia 20. Nosotros hemoshallado, en el residuo que

queda en el huevo al nacer el pollito, cantidades alrededor de 50 mg. Need­

ham, antes de precipitar con cloruro de amonio, macerata el embrión, filtra­

ba y precipitaba proteinas. Nuestra experiencia nos asegura la dificultad de

disolver el úrico precipitado en esas condiciones. Needhamno menciona ningu­

na tentativa de verificación al respecto.

Fridericia.- Amnios+ alantoideo. Métodogravimétrico de Salkovski.

(C.E. p. 1091). Sus datos son considerados altos por Needham(1), quién lo

achaca al método usado, que dosa junto con el úrico los compuestos de núcleo

purinioo. Estos no pueden provenir ni del amnios ni del alantoideo (Ver nuesf

tros datos de nitrógeno no proteico) a no ser que Fridericia aplicara el

método sin eliminar las proteinas del amnios.

Targanaki.- Alantoideo. Método colorimétrico de Morris y MbLeod.



(C.E. p. 10913 en la página 1094 se repiten estos datos expresados comoni­

trógeno, 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 tampo­

co sabemos cual de las dos tablas está equivocada. Targonski "embodied his

results in singularly confusing and irregular tables“ (Needham).HemosinO

cluido esos datos en la tabla).

Tomita x Takahashi.- Alantoideo. Métodocolorimétricc de Folin.

Estos valores asi comolos datos para el amnios + embrión en la nota sobre

Needham, corresponden a los datos controles de una experiencia de Tcmita y

Takahashi en la que los huevos eran inoculados con diversas sustancias. Los

autores no indican si éstos controles eran inoculados en forma semejante son

alguna sustancia inerte. '

Fisks z Bolggn.- Alantoideo. Método de Folin. HuevosLeghcrn incu­

bados a 39'50. Sus datos son considerablemente altos. Needham(nota al pié

de pagina Chemical Embriology'p. 1093) recuerda que el método usado dosa

ergotionina junto con el acido úrico. Nopuede negarse a priori la influen­

cia que pueda tener ese error, pero seria sumamentesingular - (la ergotio­

nina es un componentede las células sanguíneas (Hunter and Eagles), aunque

se le ha hallado en orina en pequeñas cantidades (Sullivan y Bess) - la

existencia de concentraciones tales de ergcticnina en el liq1ido alantoideo.

El mismoNeedhamlo considera asi al Útilizar en sus calculos 1a suma de

nitrógeno correspondiente a la urea y a1 ¡cido úrico, comoprácticamente

igual al nitrógeno total.

¿3233.- Alantoideo. Método de Folin y‘flh. Nos limitamos a dar sus

datos en concentración. Needhamlos publica, en cambio, calculandolos en

Ig./b., pero el dato que trae para el dia 17 (3,11 mg.) no tiene sentido.



La divergencia de datos puede apoyarse en 1a distinta procedencia

de los huevos (Needhnmy Fiske y Boyden usan huevos Leghorn; Tomita y Ta­

kahashi no indican nada a1 respecto; Kamciusó huevos "de 1a nisnn raza"),

en las distintas temperaturas de inou'moión y en los métodos usados para

1a determinación de úrico. Tcmita y Takahashi y Kameiparecen ignorar 1a

existencia de úrico precipitado. Es de notar que el peso de los embriones

de Fiske y Boydecnera de un 35%más alto que los nuestros, debido induda­

blemente a que incubahn a 39'50.

m2
Hemosusado para el dosaje del ¡cido úrico el método de Hopkins.

Algunos datos aislados con el de Folin yWu nos dieron resultados concor­

dantes, pero preferimos el primero por evitamos una excesiva dilución.

E1 objeto fundamental de 1a puesta a punto de este método (*), era 1a

determinación de ácido úrico en amníos, pero algunos ensayos nos conven­

cieron, coincidiendo en ello con Fiske y Boyden, de 1a existencia de con­

siderable cantidad de sustancia cranogénica no úrica. Las operaciones nn­

nuales necesarias nos hicieron postergar esas determinaciones.

Se han publicado cuatro sucesivos métodos de purificación del

reactivo de Folin (Folin y Trin‘ble, 1924; Palin y Harenzi, 1929; Folin

(2). 1933; Folin (3), 1934). E1 uso del cianuro de sodio comoúnico 41o;­

11 ccnienza en 1930 (Folin (4)); desde ese trahjo comenzamosa repetir los

nátodos sin myor éxito; el agregado del reactivo producía una constante

turbiedad, que atmque facilmente centrihigable havia sngorrosa 1a aplica­

cian del método. La turbiedad desaparecia agregando un exceso de acido fos­

fórico, pero con un detrimento considerable de 1a intensidad del color y

1a escala de proporcionalidad. Una revisibn de los reactivos usados nos in­

dicó: a) 1a necesidad de verificar la concentración (86%)del ácido fosfó­

rico; b) 1a importancia de la pureza del cianuro de sodio (carbonatos, po­

(s) E1 método de Folin es el que mis coincide entre los colorinétricos, a1
menosen orina, con los valores obtenidos usando uricasa (Schaeffer).



tasio); hemos tenido éxito con muestras de cianuro simplemente puro, donde

falló el Mercketiquetado comopurisimo (posiblemente frascos viejos)! En

cambio, no hemoshalladonneeesario el uso de urea pro-análisis, con considera­

ble ventaja en el costo del reactivo. Algunas variantes del métodode Folin

exigen una dilución ¡mohomenor (Folin, Wu,Neubauer) pero su valor analíti­

co es muyrelativo.

El nétodo de Hopkins (precipitación del úrico comosal amónica y ti­

tuhcifin con pemnganato) permiten dosar el décimo de miligramo, una vez que

se ha adquirido la priotica necesaria en la observación del punto de viraje.

Se lo aplica a orina modificando el métodopara eliminar una sustancia inter­

ferente desconocida (Cole, tratamiento previo con hierro eoloidal dializado;

Folin y Schaffer; tratamiento con acetato de uranilo) Needhampurifiea‘m el

precipitado reeristalizlndolc en (cido clorhídrico. Nosotros aplicamosdi­

rectamente el método de Hopkins con ligeras modificaciones: se centriñxgó

en lugar de filtrar. se lavó una sola vez el precipitado, se disolvió éste

en 20 ee. de agua en lugar de 100, y se tituló con una bureta de 2 cc., to­

do ello en use a que se Opera‘mcon menor cantidad de liquido, lo que era

posible debido a su alta concentración (se utilizaban 10 cc. de alantoideo).

Los preoipitados se analízaban tituldndolos en las proporciones indicadas

por el método; después de lavarlos varias veces con agua destilada, se dejaO

Inn varias horas en contacto con unasgotas de hidróxido de sodio saturado;

una cantidad de ácido sulfúrico equivalente a este hidróxido de sodio se agre­

gab. luego a la necesaria para ottener 1a concentración en ácido sulñ'zrico

que indica el método de Hopkins. Se agregaba luego agua y se ealentah hash.

dilucih. (Fiske y Boydentrataban el precipitado eon ¡cido elorhidricc con­

centrado, y lo disolvian luego con una mezcla alcalina caliente de fosfatos,

en foma semejante a la usada para preparar la solución stock de úrico en el

método de Benedict (Benedict y Hitchcock). Esa forma de disolución interfe­



ria con nuestro método de determinación). El mismoresultado se logra con

carbonato de litio, pero es necesario un calentamiento mis prolongado (se­

guramente:por la incapacidad de ese reactivo para disolver la especie de

nueus, segregado por las vesiculas de Rossi, que recubre el precipitado;

eso puede obriaree ncerando el precipitado ¡fis el carbonato de litio con

altnndua, pero sin mayorventaja can respesto al métodoanterior). El preci­

pitado de los huevos infectados difiere a veces de los normles en su aspec­

to (es mis gelatinoso), pero no difiere en lo que respecta a 1a dificultad

para disolverloe. Hicimosalgunas experiencias para determinar el úrico re­

manente en el huevo despues del nacimiento del pollito. Cuandoel nacimien­

to se produce correctamente, es f‘cil evitar que el pollito arrastre consi­

go parte del úrico. En esas condiciones, agregando una solución al 10%de hi­

dróxido de sodio, noerá‘camos la ciscara con las membranasresiduales corres­

pondientes a dos huevos. Dejdhtunosasi varias horas, diluiamos, filtribamos,

precipit‘bamos proteinas con ¿cido túngstico y tituldhnos según Hopkins.

Los resultados, correspondientes a tres experiencias fueron curiosamente

concordantes: 49, 50 y 53 ng./huevo.

La naturaleza de este precipitado es de por si un problem cuyo

detalle est‘. aún por resolver. Needham(2) supuso que todo el úrico estate.

libre en el alantoideo y que habia un ciclo de hee para el transporte del

úrico al saco. El trabajo de Bialaeze'eicz y Glogowekasobre el contenido de

sodio en el alantoideo parece confirmar éso: el sodio aumentahasta un ¡úti­

no de 22 Ig. el dia 12, coincidiendo según estos autores con el mlxino de

volumen (10,3 cc.). y luego disminuye hasta ser eero en el nacimiento del

embrión. E1 potasio crece continuamente hasta un ¡latino de 7 mg. al fin de

la incuhción. Fiske y Boydenconsideran el mismociclo de base pa'o inver­

tido (los uratos no podrian dializar por 1a membranaalantoidea).

Nosotros hemostratado de orientarnos en la canpoeición del precipi­



tado de la siguiente manera: partes del precipitado, lo mas puras posible de

trozos de membranay de sangre, se disolvieron comosiempre, se acidií‘icó e

hirvió la solución, se filtró y se llevó a 100 cc. En el filtro quedaun re­

siduo eminente variable en peso (de 0,5 a 4 mg. pon cada lO mg. de úrico).

Sobre una parte del filtrado se hizo un Kjeldahl y en el resb se determinb

úrico. La camparación de los datos indica la presencia en el precipitado de

unos lo mg. por ciento de sustancia nitrogenada soluble que no es acido úri­

ec.

Nose hizo un estudio sisteútico de ccmparaciónentre los precipi­

tast de huegoc normales e infectados, pero ensayos aislados parecen indi­

car que su contenido en úrico es el mismo. Tabulamos seguidamente esos da­

tos; fueron hechos sobre el total del precipitado de los huevos, lo que nos

obliga a deeccnsiderar la parte no duble.

DIA 17

Huevos N' de Nitrógeno úrico Nitrógeno úrico Diferencia
huevos (net. de Hopkins) (kjeldahl) por huevo

¡Se ¡80 ¡IS­

infect. 4 10,1 11,4 0,3

infect. 3 13,8 14,9 0,4

nom. 6 6,0 7,4 0,3

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



m
ACIDO URICO

Infoctldoa

N' do Nfde Telv. Tesv.
Día. huevos lotes ¡a stud. ¡ng/h stand.

12 32 5 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 ¡,6

15 19 3 190.6 32,5 10,9 1,5

16 24 e 176,1 48,6 12.2 1,8

Nox-rules

12 29 6 87,3 12,0 4,5 1,0

13 33 6 134,4 30,7 7,3 1,5

14 35 6 157,9 16,3 6,7 0,9

15 12 2 544,5 11,8 11,6 1,1

16 16 6 352,5 114,8 11,7 2,3

ACIDO URICO PRECIPITADO

Hfootadon Normales

¡5% Is/b ná ns/‘h

D11

13 11,5 0,3 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 AMQIIACOw
Las primeras determinaciones datan de 1825, en que Prevost y Le

Boyer deteninarcn enalitatinnente urea en el alantoideo. Recien en 1912

Friderieia hizo algunas determinaciones cuantitativas, encontrando 4‘15ng.

el dia 17 y 1,7 g. el dia 19; Fridericia utilizó el métodode Sehcndcrfi'.

Needhan(3-4) m6 el primero (1925) en realizar un estudio sistenútico; sus

datos y los de Kameison los únicos, pero son sólo relativamente compara­

bles. Los datos de Needhan corresponden a 1a urea presente en e1 alantoideo,

amics y embrifin conjuntamente. Los datos de Kamei corresponden a1 amnioe

y a1 alantoideo por separado. Needham(C.E. p. 1099) señala que Kanei no

indica en su tratajo el métodousado; nosotros hmos hallado 1a descrip­

ción pertinente sin dificultad: dosatn.urea por diferencia en 1a titulación

del amoniacoantes y después de tratar el substrato con ureasa. Los datos

de Needhamcorresponden a un solo lote; se hallaron tratando el substrato

con ursasa, destilando el amoniacoy nesslerizando (Se dosah amoniacopor

arrastre sin ureasa). Conembriones de nie edad, se determinah urea en 1a

extracción cetónica del noerado, previa evaporación de ese disolvente.

Needhan Hanoi
Dia (alant. + am. + enlr.) alantoidec anios

N’ de embr. 19/5. n

Urea

13 a 0.370 - ­

14 6 0,532 21,250 3,370

Anoniaco

13 e 0.0566 - ­

14 6 0.0608 3,594 1,928
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METODO- Urea

La digestión enzimática de 1a urea es base de los mejores métodos

existentes para su analisis; éstos consisten en el desaje del anhídrido car­

bónico o del amoniaco formados por la acción de la enzima. El anhidrico car­

bónico se dosa gasomótricamants; el amoniaco se aisla por: 1) aereación;

2) destilación con o sin arrastre con vapor de agua; 3) absorción y slución

posterior con permutita. Se le dcsa colcrimátricamente c, excepto en el caso

3 (con permntita), por titulación. Algunos métodos dosan el amoniaconessle­

rizando directamente el digerido, previa eliminación de proteinas. En nues­

tro caso, eso nc era posible debido a la alta concentración en uratos del

alantoidec. Ese mismohecho impedia el aislamiento cuantitativo con permu­

títa. Se ensayó en un principio el arrastre con aire (van Slyke y Cullen,

modificación del método de Fclin (5)), pero cada operación con ese método

insumoun tiempo considerable. se trató de obviar este inconveniente cons­

truyendo una bateria para diez analisis simultáneos, pero en esas condicio­

nes, 1a posibilidad de que el carbonato de potasio utilizado comoalcalinizan­

te pase a los tubos colectores de amoniaco obliga a proceder con precaucio­

nes tales que no hay ahorro practico de tiempo.

Se insistió particularmente con el micromótodode Kinsey y Rcbdson,

por 1a posibilidad que ofrecia de realizar muchosanalisis simultáneos. Con­

siste en la destilación durante una a dos horas a 37°C, del amoniaco formado

por la acción de 1a ureasa, a una gota de acido bóricc con glicerina suspen­

dida en 1a bóveda de una pequeña campana que cubre el total (en forma semejan­

te al primitivo métodode Schlósing para el amoniacourinario). Se constru­

yercn a ese efecto dsdales de vidrio ds 1.5 cm. de diametro por 1 de alto,

de borde esmerilado, que cerraban perfectamente sobre portacbjetos excavadoe,

esmeriladcs en el perimetrc correspondiente. Se titulaba con una bureta de

0.1 sc.. utilizando comoindicador el universal Merck. Los resultados fueron



buenos, pero el método debib abandonarse por necesitar una concentración

mayor de urea que 1a que tenian los liquidos a analizar.

Finalmente nos decidimos por arrastrar el amoniaco con vapor de

agua, en las condiciones puestas a punto para nitrógeno total. Se comenza­

ba por eliminar el amoniacoya existente con pernutita, y se hacia la di­

gestión con buffer de acetato, con el que el pH óptimo de acción de 1a urea­

sa es de acido (6,4; Basel y Sumner), en tubos de 20 oc. tapados con para­

filn (*). Se los dejaba dos horas a temperatura ambiente y se procedía a

su arrastre alcalinizando con 3 co. de solución saturada de bórax. Se reco­

gía sobre acido bórico y se titulaba con microtnreta y clorhídrico 0,01 nor­

nl. m
La preparación de un extracto estable de alta concentración nos

llevó un tiempo considerable. Actualmente no existe en plaza la ureasa

Squibb, y el jack-bean eólo fué. recientemente asequible en nuestro pais.

Los extractos de jack-bean obtenidos por precipitación cetónica, son nds

activos que la ureasa Squibb. Iosotros utilizamos el poroto molióndolo y

haciendo un extracto alcohólico de la harina, Según Folin y Wu. se conserva

perfectamente a 4’6, pero no hemos logrado en ningún lamento obtener un

nessler limpido con este extracto (Folin y Younghu'g).

Las primeras tentativas para lograr un extracto, se hicieron con 1a

harina de soja comercial3 fracasaron porque ésta se hallaba incorporada de

otras harinas. lloliendo noeotros 1a semilla, pudimosobtener por desengraee,

extracción cetónioa en un mezcladorWaringy liofilización, extractos ana­

liticanente útiles, pero de “cajaactividad. Tampooonos convencieron los ex­

tractos obtenidos por precipitación oetc'mioa (VanSlyke y Cullen), extracción

alcohólica (Folin y Wu), extracción acuosa y purificación con acido clorhi­

drico (Fiske), o extracción glicérica (Koch). No todos estos métodos se adap­

(t) Eepecie de papel a base de caucho y parafina.



ta'tnn ofiuodanentea la peca actividad de la harina que poseianos.

Se abandonó la soja por la semilla de sandia. Esta posee el doble

de actividad (Danodarany Sivaranakrishna). Después de ensayar una conside­

rable cantidad de métodos decidimos abandonar la nolienda con aparatos me­

cánicos y la honogeneizaoión en nn “¡ring Blendor, para evitar toda posible

contaminación con metales pesados, y concretar el método a lo siguiente: se

aplasta la semilla en un mortero de madera, se desengrasa calentandola a re­

flujo con éter (37°C) durante varias horas y se filtra por Buchnerlavando

repetidamente hasta que el filtrado está exento de aceite. (El desengtase

era innecesario cuandose' operaba con el Waring, porque la eentrithaoión

posterior pernitia separar facilnente la grasa sobrenadante). La harina asi

decena-asada se nolia en un nortero y se teninbaq en esa torna es ya per­

fecta-ente ntilisa-ble. Para nayor comodidaden su uso, obtenienos un extrae­

to soluble tratándola con ace’ona. al 30%.centrimgando, elininando por ae­

rea-ica la aeetona del liqnido decantado, y liofilislndo. La actividad del

producto oscila alrededor de las 100 U. por grano. (Unidad de urea-a: según

Sunner y Band, la santidad de ureasa.oapaz de desprender un niligrano de ni­

trógeno de amoniaco de una solución de urea-fosfato a pH 7, a 20°C y en cin­

eo ninatos. La uredgïristaltsada tiene 133.000 U.). Tentados en ese canino

tratamos repetidanente de obtener altos condentrados; obtuvinos un nazino

de 540 unidades después de un laborioso filtrado con tierra‘de diatuneas (su­

per cell), pero la ¡ayer cantidad de encina es elininada en esos tratamien­

tos.

Anoniaeo

El analisis de esta sustancia en el alantoideo es un problemasele­

jante el de su dosaje en sangre, y le convienen por consiguiente las solucio­

nes halladas para este. Pero a pesar de 1a rapidez proelanada para esos-n6­

todos. son en general laboriosos y no perliten deterndnaoiones en serie. To­

dos giran alrededor de la destilación al vacio del amoniaco, en aparatos se­



-43­

nejantes a los de arrastre de nicrokjeldahl. Se ham,publicadoalgunos trabajos

en los que se intenta aislar el N33 sanguíneo con pernutita (Morgulis y Jahr)

o por aereación (van Slyke y Hiller). En el prilero de los casos se ven obli­

gados a agregar 0,5 ng de amoniacoextra para hacerlo dosable por nessleri­

zación, y en el segundo recurren ya directanente a otro reactivo (fenol e

hipoclcrito). Esos metodosno han tenido aceptación.

En la forma indicada mis abajo hemoshallado datos de orientación

que señalan variacionesde interés entre nuestros datos y los existentes en

la literatura.

Utilizanos comosolución aproxinada (Folin y Bell) la extracción del

ancniaco con pernutita (no cuantitativa debido a la gran cantidad de sales;

concentraciones superiores a la solución de Ringer interfieren), determi­

ndndolo luego en su elucibn directanente por colorinetria (Gentakcwy

Hacen), o por titulación mediante un arrastre previo (Peters y van Slyke).

En este último caso es necesario proceder al arrastre conjunto del eluido

de tres huevos comoninimc.

En los datos de anmcniacc dados es de recordar que corresponde sólo

al soluble, y que no es despreciable la posibilidad de su precipitación

cano urato amonico. Los_anilisis realizados sobre el precipitado de úrico

(pdg 37) indican la presencia de 0,3ng de nitrógeno por huevo que no co­

rresponde al ¡cido úrico y que puede estar parcialmente constituido por a­

nsniacc.



“(DIEGO

ALANTOIDEO

Infeotadoa

N‘ ¿o N“ de D987. Desv.
D'ia. huevos lotes ná stud. Ig/h stand.

14 za 10 0.26 0,18 0.014 0.010

16 3 3 0,61 0,45 0,035 0.009

Normales

14 21 'I 0,37 0.24 0,015 0,009

16 4. 4 0,87 0,76 0.035 0,021

MIG

Infoetados

14 17 12 1,57 0,71 0,039 0,019

16 2 2 9,64 7,58 0,036 0,007

Normales

14 17 11 1.47 0.48 0.049 0,017

16 4 4 3,32 2.13 0.030 0,015



m
“¿EA

ALANTOIDEO

Infectados

N"do Ñ‘ de D087. Disv.
Dia huevos lotes ¡5% stand. ¡my5. stand.

13 16 7 8,68 1,67 0,326 0,131

14 48 23 10,39 1,52 0.645 0,163

Normales

13 14 7 11,53 2,29 0,416 0,103

14 48 26 12,58 1,35 0,542 0,124

AHNICS

Infoctados

13 14 6 8,77 0,43 0,296 0,017

14 27 18 7,65 1,35 0,216 0,086

Normales

13 12 5 9,34 2,62 0,281 0,050

14 20 15 5,85 1,31 0,165 0,073



CREATM Y CREATININA

ANTECEDENTES

han publicado datos sotre creatina en el alantoideo Fishe y Boyden

y Hanoi, y sobre creatinina sólo este último. Nohay datos sobre amics; Ka­

nei tuvo resultado negativo en todas sus determinaciones de creatina y crea­

tinina en el misno.

Creatina Creatina Creatinina
Día Kamei Fish y Boyden Kanei

Iso% ¡5-74 neo/h (*) ¡9%

9 9.7 - -
11 - 6,2 0.31 ­

12 - 12,7 0,70 ­14 - -
17 37.9 - - 56,1

METCDO

h creatinina da con el ácido piorico y en medioalcalino, un color

rojo intenso (Jaffó, 1886). En lo que sigue, llanrenos creatina a toda sus­

tancia oromogánieamentesemejante. E1 problema de 1a especificidad de 1a rea­

ción de Jaffb está ya aclarado en lo que a 1a orina se refiere. En sangre 1a

situación es distinta; se sabe que 1a sustancia ermogénioa no es decididamen­

te creatinina, lo que se denuest'ra facilmente calentando son hidróxido de so­

dio o tratando son carbón animal los filtrados de sangre (Behre y Benedict).

b) Deducidos según sus datos de 701113011para ácido úrico.
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La creatinina es eliminada con esos procesos, pero no la sustancia cromogónica

existente en sangre. Hemoshecho esos ensayos en alantoideo, con el resultado

de que la sustancia cromogónicaes totalmente eliminada (*). Eso no autoriza a

suponer que ósta consista totalmente en creatinina, pero sus propiedades son

muchomas semejantes a la creatinina que 1a que se encuentra en sangre. Debe­

mos hacer notar, sin embargo, que el color sigue intensificandose cuando ya los

testigos con creatinina han alcanzado la estabilidad.

Bossnee y Causskyhicieran un estudio sistemático para determinar la

concentración óptima de los reactivos en lo que respecta al maximode color.

Su método nos permitió determinar cómodamentela creatinina en cantidades di­

ficultosamente dosables por los anteriores, principalmente en el amnios.

La variación fundamental del método reside en 1a alcalinidad; se ha­

cia 1a reacción mezclando 3 cc. del liquido a analizar, con l cc. de ácido pi­

crico 0.04 My 1 cc. de hidróxido de sodio 0.75 N. Los liquidos se colocaban

en tubos graduados a 20 cc., se desproteinizaban con ácido túngstico, se lle­

vaba a volumen y se centrifugaba. De ahi se tomaban 6 cc. para creatina y 6

para creatinina. Se operaba con 1a proporción de reactivos que exige el méto­

do, pero se llegaba a un volumen final de 10 cc. en lugar de 5. Esto tenia

por objeto facilitar la comparacióncon una serie de tubos preparados simul­

táneamente con cantidades conocidas.

Para dosar creatina, se procedía, antes de agregar el hidróxido, a

calentar la mezcla con acido picrico durante una hora en un baño de agua hir­

viente. Se obtiene el mismoresultado que calentando en el autoclave.

(t) En un principio hicimos ensayos de eliminación con carbón activado (No­
rita), pero esta sustancia, al igual que el caolin (Greenwaldy McGuiral
eliminaba también la sustancia cromogónica sanguínea. '



RESULTADOS

CREATININA

ALANTOIDEO

Infectados

N" de ÑN' de Desv. Desv.
Día. huevos lotes ¡115% stand. ng/h stand.

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 a 3 0,24 0,11 0,017 0,006

12 21 7 2,09 0,66 0,069 0,029

1:5 22 6 3,05' ¡,95 0,128 0,041

w
Infectados

12 4 4 0,34 0,13 0,015 0,004

13 4 4 0,48 0,05 0,015 0,002

Normales

12 3 3 0,49 0,18 0,012 0,005

13 5 5 1,05 1,17 0,021 0,012



RESULTAIXE

CREATINA

ALANTOIDEO

Infectados

N“ de N‘ de Desv. Desv.
Dias huevos lotes ng% stand. ¡3/11 stand.

12 21 7 2,22 1.40 0,111 0,054

13 16 6 2,95 1,82 0,134 0,082

Nomles

12 15 6 3,95 2,13 0,099 0,028

13 16 5 3,75 1, 35 0,161 0,028

AMNIOS

Infectadoe

12 4 4 0,42 0,50 0,016 0,019

13 4 4 0,07 0,08 0,002 0,002

Normales

12 3 3 0,26 0,08 0,007 0,003

13 5 5 0,24 0,29 0,008 0,011
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DENSIDAD

ANTECEDENTES

Kameideterminó el peso especifico del alantoideo en los dies 9,

14 y 17, por picnometria. Estos datos corresponden a1 promedio de determi­

naciones realizadas entre los ll y los 27’.

D1; Densidad

9 1.0070 (ocho determin.)

14 1.0147 (siete determ. )

17 1.0205 (tres detenn. )

Nuestras determinaciones ds densidad se limitaron al alantoideo.

Aqui también hemos comenzado las determinaciones desde el dia ocho. Es di­

ficil decidir el criterio a aplicar, cuandose determina 1a densidad de alan­

toideos turbios. A veces una simple decantación o centrifugaoión da un liqui­

do limpido; otras éste es lechoso y sólo aolarable por calentamiento. Estas

determinaciones estan hechas sobre los alantoideos centrífugados, en las

fracciones que se reservaban para las determinaciones de nitrógeno.M
Se utilizó el método comparativo de Harbour; y Hamilton. E1 método

está originalmente adaptado a 1a determinación de proteinas en sangre y exu­

dados, pero se adaptaha perfectamente a nuestras necesidades.

Consiste en comparar, haciendo uso de una tabla, los<lstintos ticm­

pos de caida (a una temperatura determinada), de una gota de liquido de densi­

dad conocida y de otra del liquido cuya densidad se busca, en un liquido de



baja viscosidad y peso especifico algo mas bajo que el de las gotas. Las

gotas deben ser de 10 m3, 1a distancia de caida de so cm. y el liquido,

contenido en un tubo de vidrio de 7,5 mm. de diametro, se prepara con una

mezcla de xilol y branchenoono; con una sola mezcla de estos liquidos cu­

briamos prácticamente todo el margen de variaciones. Usabamosuna solución

patrón da sulfato de potasio de densidad 1.0075, determinada por picnome­

tria. Los datos estan referidos a1 agua a 15‘0.

RESULÏIIKS

DENSIDAD- Alantoideo

NORMALES INFEGELDGB

Dia N' de deter- Densidad 1 Desv. N' de doter- Densidad 3 Dosv.
minaciones stand. minaciones stand.

8 6 . 1.0069 0.0002 ­

9 10 1.0067 0.0006 ­

10 11 1.0067 0.0006 ­

11 8 1.0074 0.0005 ­

12 13 1.0069 0.0006 ­

13 10 1.0074 0.0008 6 1.0076 0.0003

14 10 1.0080 0.0010 7 1.0079 0.0010

15 5 1.0089 0.0011 ­

18 - 4 1.0104 0.0027



DISCUSIW Y CONCLUSINES

Es necesario repetir que nuestros datos son sólo relativamente com­

parables con los ya existentes, y ello debido fundamentalmentea 1a variación

en la temperatura de incubación. En general nuestros datos aparecen atrasados

en 24 horas; hemos observado incluso qpe un cierto porcentaje de huevos nacen

el dia 22. En ese sentido es importante para establecer un criterio de compa­

ración, el momentoen que se establece la comunicación seroamniótica. Los da­

tos de Fiske y Boyden lo colocan entre los dias 12 y 18 3 los de Targonski

entre el 14 y 16. Paralelamente. los datos de nitrógeno total en alantoideo

de Fiske y Boydenson sistemáticamente altos frente a los de Targonskig en

cambio los nuestros son más semejantes a los de este último, coincidiendo

ésto con nuestra observación del momento(dia 15-16) en que se establece la

oamnnicación.

Nuestros datos son pranedios de valores hallados en distintas épo­

oae y comtandas de huevos presumiblemente distintas en su origen. Este tra­



tajo 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 embrio­

nes según la alimentación de las ponedoras. Aunquecontradictorios, se ran

publicado varios tnmjos en los que se estudian las variaciones en la com­

posición del huevo de acuerdo al tipo de alimentación (Pollard y Carerer­

ber y Carr70alvery y fim7fims7Byerly y Ellis7Herrlane-7Fulmery Jubfió.

Needhan: "The effect of pre-developmental hctors on development" Biochen­

ietry and Morphogenesie,pág. 20). Ese posible tipo de variación, stands.

a la estacional y a la propia de los huevos, impide asegurar la significa­

ción de la mayoria de las variaciones, que los promedios indicarian, entre

normales e infectados.

Los siguientes cuadros resunen los datos obtenidos, expresados

comonitrógeno:



DISTRIBUCION DE LAS DISTINTAS FRACCIONES NITRMNADAS

Datos c arativos Huevos infectados I normales N)

LIQUIDO.ALANTOIDEO

cmCENTRACIQJEs(miligramos por ciento)

Dí‘s 4° 12 13 14 15 16 17inoub.:

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

NITRUGENO

total: 65,2 57,3 78,7 70,5 85,6 103,5 107,0 205,1 168,6 342,4 248,7 704,8

ho pro­
teico: 53,0 45,3 48,3 46,9 47,5 68,2 - - 90,8 200,5 - '­

do ácido
úrico: 30,1 29,1 39,9 44,8 42,9 52,6 63,5 114,7 55,3 117,4 - ­

do urot: - - 3,05 5,38 4,85 5,87 - - - _ - ­

¡o uno­ - " - - - - - ­
do oro-.­1’54 - ’ - - GI- - ­
do oren­
tinina: 0,93 0,79 0,85 1,16 0,78 0,83 - - - - - ­

proteico
soluble 9,4 22,9 48,5 37,7 43,1 60,6 - - 77,8 142,0 - ­

no protei­
oo indoñus

minado: 21,1 13,9 3,3 -5,9 ‘g-1,2 8,6 - - 35,0 82,4 - ­



LIQUIDO ALANTOIDEO

CANTIDADTOTHL(miligramos por huevo)

Dias de
inan 3
Huevos:

12 13 14 15 16 17

¡NITROGENO

total: 3.a 3,6 5,7 5,4 5,6 6,9 10,0 9.o 12,5

no pro­
teioo: 3,5 3.1 2,9

do ¿cido
úrico:

de urea:

de ¡no­
niaco:

de crea­
tinta

de oren­
tininn:

2,7 2,4 2,8 2,2 ¡3,6 3,9 3,9

0,152 0,194 0,290 0,253

0,012 0.012 0,029 0,029

0,043 0,039 0,052 0,063

0.050 0.026 0,041 0,049 0,049 0,035

proteico
lolublo: 2,5 4,6 3,4

no proteico
indotorlinan
do: 0,3



LIQUIDO AMNIOTICO

CONCENTRACIONES(niligramos por ciento)

Dias de
incub.a

Huevos:

12 13 14 16

NITROGENO

total:

no pro­
teioo:

do urea:

de ¡mo­
nínco:

de oronp
tina:

do crea­
tininn:

14,0 8,5 49,8 83,9

6,6 3,5

4.10

7,94

0,16 0.10 0,03 0,09

0,13 0,19 0,18 0,40



LISUIDO.AMNIOTICO

CANTIDADTOTAL (miligramos por huevo)

Dias de
incub.t
Huevos:

12 13 14 16

total:

nc pro­
teicc:

de urea:

de amo­
niacc:

de crea­
tina:

NITROGENO

0,52 0,31

0,25 0.14 1.9 2,3

0,138 0,131 0.101 0,077

0,032 0,040 0,031 0,025

0,006 0,003 0,001 0,003

de creap
tinina: 0,006 0,005 0,003 0,006

Nitfoseno total (alantoideo) (*). La comparación de nuestros datos normales con

los mencionadosen los antecedentes hace destacar el desplazamiento de nuestra

curva con respecto a la de Fiske y Boyden y que inculpamos fundamentalmente a

El anllisis de esos resultados indica lo siguiente:

1a mayor temperatura de incubación usada por esos investiquoree.

(*) En los gráficos que siguen los trazos llenos corresponden a nuestros datos;
las abcisas se refieren siempre a los dias de incubación. Las bandas rayadas
se trazaron agregando +¡y -Wa cada dato. Las curvas normales e infectadas lle­
van respectivamente una E_y una 3, Estos gráficos corresponden al liquido
alantoidec.



Figl_l TOTAL- Datos normales
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La comparaciónentre normales e infectados indica lo siguiente:

Los promedios (ng/h) correspondientes a los huevos infectados son superiores

a los normales en los dias 12, 13 y 14 de incubación; ese aumento es signifi­

cativo el dia 13. Desde el dia 15 la concentración el significativamente supe­

rior en los normales.

Nitrógeno total (amnios) Parece haber un aumento en la concentración y canti­

dad de nitrógeno total en los amnios infectados de 12 dias de incutnoiónJ'La

pequeña cantidad de huevos usados en las determinaciones quita gran parte de

su valor a esas deducciones.



Fig a NITROGEÑOrom - Normales e Inreetados

Nitrógeno nolgroteioo Salantoideo)

E1 siguiente gráfico camperanues­
tros datos con los de Targonski
(concentración); entre el dia 14
y 15 se invierten los valores.
La ompareoión con los infectados
dá lo siguiente: la concentración
es superior en los normales desde
el dia. 14. Los huevos infectados
tienen nds nitrógeno no proteico
el dia. 12. E1 aumentoes sipifi­
cautivo pero corresponde e. un nú­
mero pequeño de determinaciones.

Nitr‘Eenono Prem“

Mí C
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Fig 4 NITROGENON0 PROTEICO- Normales e Infectados

K’ITROGBIO H0 PROTEICO
gfh

Nitrógeno nolgroteico (amnios) Igual que en nitrógeno total parece existir

un aumentoen la concentración y cantidad de nitrógeno no proteico en los

amnios infectados del dia 12. Esas determinaciones eran una simple guia de

la importancia que el contenido amniótico podria tener con respecto al ba­

lance general de nitrógeno excretado; las pocas determinaciones efectuadas

bastan para indicar su naturaleza secundaria frente al alantoideo.(Iguales

razones corresponden a varias determinaciones semicuantitativas realizadas

para el ácido úrico) No se observan variaciones entre normales e infectados

el dia 14o



Nitrógeno Broteioo (alantoideo) Hemosindicado ya que nos referimos a1 ao­

luble y que en algunos dias estos valores no coinciden con 1a. diferencia en­

tre el total y el no proteico, por corresPondero.distintos lotes. Las di­

ferencias están dentro dele. diapersión de los datos y ademáslas variacio­

nes son paralelas para los normales e infectados.

Fig. 5 manage PRO‘I'EICO- Nomles e infectados

“11306210mmICOló _—T__

E1 did 12, lo. concentración es aipifioativnmente inferior en los

huevos infectados; el dia. 13 se invierte eso; relación y los infectados

tienen más nitrógeno proteico. Conel dia 14 la. disperoibn de los datos

aumento. en forma. considerable.



Acido úrico (alantoideo) Los dias 12 y 13 nuestros datos de concentra­

ción son paralelamente inferiores a los de riske y Boydenen forma se­

mejante a lo observado en nitrógeno total. En lo que reapecta a 1a can­

tidad total, es interesante destacar la semejanza de nuestra curva con

la de Needham;ambas señalan dos periodos pobres en la excreción de ú­

rico: Needham,dias 13-14 y 16-17; la nuestra, dias 13-14 y 15-16.

Fig, 6 ACIDOURICO- Datos normales

ACIDO URICON6 --—-­ lui
Fridsfloh

l ,'

b

F1 B

b. l:

-/
1' v 1'Y 1 ' ..-------"‘ '° .- . ................-4l r­

l un n u s ul l II q o u a n n

Los promedios infectados (mg/h) son superiones a los normales los

dias 12, 13 y 14, siéndolo significativamente este último dia. Si se distri­

buyen los datos parciales alrededor del promedio global de todas las deter­

minaciones correspondientes a esos dias, se obtiene una tabla de frecuencia

que indica ("chi square test" de Fischer) una mayoria significativa de huevos
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dias 13 y 14; en los infectados comienza e. tener significación desde el dis.

15:

F15 8 ACIDOURICOPRECIPITADO- Normles e Infectados

M'BIDO“Mmmm

M (amics y alantoideo) El gráfico siguiente comparalas concentraciones

y las cantidades por huevo correspondientes en cada. dia (13 y 14) a1 amics

y ¡.1 alantoidec. Los datos de concentración de naci (alantcideo) son superio­

res s. los nuestros, pero coincide con nosotros en 1a existencia de una myor

concentración en el alantoideo qie en el amics. Los datos de cantidad total

(amnics + alantoideo) de Needhsmindican un aumento del dis. 13 s1 14 q1e falta

en los nuestros. Ia. concentraciónes significativamente superior en los nomles



(con respecto a los infectados) los dias 13 (alantoídeo) y 14 (alentoideo y

amnios). Sin embargo, en este último dia hay más urea en los amnios de los

huevos infectados; ese hecho se relaciona con 1a disminución significativa,

tanto en concentración comoen cantidad total, que se observa en los amnios

de los huevos normales del dia 13 a1 14 y que falta en los infectados. Un

hecho interesante es el que para ambosdias las concentraciones de los hue­

vos normales son respectivamente superiores a las del amnios, mientras que

en los infectados no se observan diferencias significativas.

Fi; 9 GIIA- negl'igg .¡Il‘eoildos

:1;­

:wwwmn
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Amoniaco(alantoideo y amnios) No se observan diferencias entre normales e

infectados. E1 dato de Needham(amnios + alantoideo) del dia 14, coincide

exactamente con el nuestro. En lo que respecta a la distribución de ese valor
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01'miei: ¿i shafióiááó,afilq ¿atás‘i'd‘tÏcen‘ antro

- _ Sayalor para ¡míos (dió. 14) coincide con el nuestrp‘, pero el gaita

toidoo es diez veces superior. Nuestros hitos indican (tanto en 103731159:

comoen loá normahs)quelas ooncentrncclonqi(din.14y 16) y la

alan-bone“.

creatina ¡crettinim (tlmtoidoo) Los diu 12 y 14 los huevosinfestación"

tienen signifiot‘bimto ds oredti'niñp.1.o:datos para.creating se echaré

‘ m1 aumentadel 41; 1: ¡.1www

ifi

Creatina. i creatinina (mios) Ho se observa; (instancias enfil'qwn‘oñgklu

infecta“. .E'Vxíúehon‘ql ¡mijascantidades«infinita de ¡[iq>



contradice la única información bibliográfica al respecto (Kamei). Los datos

de creatina muestran, en cambio, una elevada dispersión, habiendo dado varios

huevos resultados negativos en su analisis.

DENSIDAD- Normales e Infeotados-Fig ll

Densidad (alantoideo) E1 gráfico in­

EEEEEB oluye las determinaciones de Kamei,

de dudoso valor si recordamos sus

datos de nitrógeno total (clara).

No se observan variaciones entre nor­

Iales e infectados, a1 menosen los

dile estudiados.

.Íhllinfllflñ

DISTRIBUCION DEL NITROGENO

El siguiente gráfico indica comose 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 aba­

jo hacia arriba, al nitrógeno de úrico, al nitrógeno no proteico residual (*)

y a1 nitrógeno proteico.

se destacan dos hechos: 1) el aumento en nitrógeno totaltéáj%%gíj

huevos infectados, es fundamentalmente debido al proteico. 2) el aumento

en nitrógeno no proteico del dia 12 en los huevos infectados, es tUndamental­

mente debido al nitrógeno residual (*). A1efecto, seria interesante completar

(t) Nitrógeno no proteico menosnitrógeno de úrico.



la. distribucíózí del nitrógeno dosandoaminoácidos, alantoina, etc.
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RESUMEN

1) Se estudian distintos nótodos para ex­

traer cuantitativamente los liquidos alantoideo y

amniótico del hueva de gallina en desarrollo y do­

sar en los mismosnitrógeno total, nitrógeno no pro­

teico, acido úrico, urea, amoniaco, creatina y crea­

tinina.

2) Se analizan comparativamentelos liqni­

dos de huevos nornales y los de huevos inoculados

con virus A de influenza.

3) El analisis indica: a) hay un aumentoen

el nitrógeno exoretado o acumuladoen el liquido a­

lantoideo de los embrionesinfectados: ¡is nitróge­

no no proteico, nitrógeno proteico, toido úrico y

creatinina;

b) dadas las peque­

fias cantidades de esas sustancias que hay en el li­

qpido amniótico, no puede atribuirse ese aumentoal

desplazamiento de las nisnas de un liquido a otro;

o) esas variaciones

no se observan después del dia 14 de incubación.
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Agretnmosaqui los datos parciales reunidos, por seguir un orden,

según los dias de incubación de los huevos utilizados. Ese orden no es

lógicamente el seguido en la ejecución del trabajo, pero es el único que

permite una visión general más o menos facil de los datos. Se los ha agru­

pado según las tandas de huevos a que correspondían, y en ello si, dentro

de cada dia, se ha seguido un orden cronológico en lo que respecta a 1a

ejecución del tratajo.

Los volúmenes dados son promedios de los valores que, según se

indicó en su oportunidad, eran hallados individualmente. En nitrógeno to­

tal y en el no proteico se repite, para 1a mejor apreciación de los datos,

la columnacorrespondiente a1 nitrógeno del úrico precipitado. Por dife­

rencia de esos valores se obtiene el del nitrógeno proteico soluble.

ABREVIATURLS

V Volumenpor huevo, en centimetros cúbicos.
N/h Númerode huevos correspondientes al lote.
¡ng/h Miligramos por huevo.
mg% Miligramos por ciento.
t Total.
s Soluble.
p Precipitado.
I Huevosinfectados.
N Huevos normales.
AL Liquido alantoideo.
AM Liquido amniótico.



D a lo

Dia ll

Datos individuales

V/h

Datos individuales

17%

Datos individuales

V75

VYh

b.

b

NNOOMOGQ

0‘

NI'FODOQPOQN'Ib

Densidad

1,0069
1,0065
1,0069
1,0067
1,0068
1,0075

Deneidad

1,0057
1,0072
1,0072
1,0072

1,0060
1,0062
1,0081
1,0070
1,0059
1,0068

Densidad

1,0056
1,0069
1,0066
1,0065

1,0064
1,0065
1,0067
1,0070
1,0072
1,0079
1,0064

Datos individuales

Densidad

1,0071
1,0073
1,0080
1,0063
1,0076
1,0075
1,0078
1,0078

Huevos normales

Nitrógeno total

ms% nmyh
11,2 0,41

12,6 0,48

15,3 0,63

Huevos normales

Nitrógeno total

¡3% maña

21,8 1,13
39,5 1,19
39,5 1,77
37,5 1,95
45,6 1,41

Huevos normales

Nitrógeno total

¡3% ns/i

29,9 1,77
37,1 1,82
38,5 1,96
53,2 1,76
43,4 2,04
36.8 1,61
22,4 1,25

Huevos normales

Nitrógeno total

m3% nmvb
46,3 3,52
46,8 3,88
36,8 1,84
30.9 1,94
38,6 2.32
49,3 3,25
56,6 2,38
47,8 3,43

Hallados en:

Setiembre 1946

Junio 1946

Setiembre 1946

Junio 1946

Setiembre 1946

Setiembre 1946
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id
1d
id

0100)

id

id

Datos Eor lote

N/h v/h

z 5,6
2 2.4
2 2,9

__2;lÉ

Datos individueles

V/h Densidad

12,2 1,0062
5,7 1,0060
7,9 1,0077
7,7 1,0076
6,6 1,0070

7,5 1,0060
9,1 1,0070

4,5 1,0073
6,3 1,0069
6,2 1,0064
3,6 1,0069

Datos Bor lote
n/h v/h Densidad

4 7,0 1,0074

I N

id 1d id
1d id id
1d id id

1d id 1d
id id id
id 1d id

#310) COU)“ ¡F0101 ¡#0101

u

¡PGP

Oifh-Q m>oana OIClOI g.a>m

U

O>hDCD

Huevos normales

Creetinina

“5% ‘ÑVÏ Noviembre 1947
0,66 0,020
0,19 0,013
0,16 0,016

Huevos normnles

Nitrógeno totnl
Setiembre 1946é.

801013010106

abla)“¡Pq

e.¡e

HO'IOÍNIF

e

HOGIFÑN

4,66
3,09
4,07
3,46
4,63

Huevos normales

Nitrógeno total

¡5%
53,9

Huevosnornlles e infectedos

muy“!
6,77

Hellados en:

Setiembre 1946

Acido úrico

¡6% ¡had! ¡6% ns/h
104,0 6,6 66,4 4,5
66,7 4,9 102,0 5,4
61,6 4,0 65,0 3,7

Nitrógenototll
64,3 4,1 l 66,7 3,5
69,6 3,9 64,7 3,4
70,6 6,5 60,1 2.6

Acido úrico
95,2 6,9 64,6 3,2
66 4 5,6 91,6 5,7
66,6 5,5 91;8 4,2

Nitrógeno total
61,3 4,4 69,6 3,0
64,7 4,1 72,2 4,6
61,3 3,9 72,6 3,4

Marzo 1947

Junio 1947



id id id id
id id id id
id id id id

1d id id id
id id id id
id id id id

id id id id
id id id id
id id id id

id id id id
id id id id
id id id id

Datos individuales

V/h
I N

AL AM .AL AM

- 3,9
5,4 ­
4,3 3,7
4,2 3,8
4,9 3,3

1,5 2,5
2,5 ­
1,5 2,9
3,5 2,4

- id
id id
id id
id id
id id

id id
id ­
id id
id id

4,4 4,4
5,0 3,1
6,1 3,6

6,0 4,0
5,3 3,8
6,1 3 1

1.26
0,79
0,78

Nitrógeno no proteico
3,8
3,6
3,1

44,2
39,2

Creatinina

0,120
0,130
0,130

Creatina

0,090 ­
0,050
0,050

52,4

1,66
1,66
1,50

2,2
2,4

0.090
0,110
0,060

0,075
0,075

Nitrógeno proteico (diferencia)

7,9
2 31

0,6 15,4
0,5 33,0
0,8 20,4

0,8
2,4
1,0

Hnevos normales e infectados

Crentinine
AL

Is% 16/5 I¿% ¡E75
- - 0,44 0,017

1,86 0,100 - ­
3,11 0,134 0,27 0,010
2,39 0,100 0,26 0,010
4,10 0,201 0,52 Io.017
2,23 0,034 0,40 0,010
3,48 0.067 - —
2,23 0,034 0,35 0,010
1,91 0,067 0.71 0,017

Creatina
- - 1,18 0,046

3,10 0,.64 - ­
3,89 0,167 0,21 0,008
3,98 0,167 0,18 0,007
1,77 0,087 0,12 0,004
5,80 0,087 0,32 0,008
5,64 0,141 - ­
5,80 0,087 0,28 0,008
3,61 0,126 0.17 0,004

Nitrógenotottl
68,9 3,0 15,3 0,67
08,6 3.3 12,8 0,38
60,6 3,7 14,3 0,50
63,6 3,5 8,3 0,33
49,4 2,6 0.0 0,50
58,5 3,0 9,2 0,29

Noviembre 1947

Diciembre 1947



Nitrógeno no proteico
- id - - 6,3 0,28
- id — - 6,9 0,21

- id - - 2,9 0,12
- 1d - - 4,0 0,15

Dia 13

Datos individuales Huevos normales

v/h Densidad Junio 1946

7,3 1,0079
9.o 1,0080
6,3 1,0086
6,6 1,0082

Datos individuales Huevosnormales e infectados

vyh Densidad
I N I N setiembre 1946

6,8 8,1 1,0081 1,0064
9,0 7,1 1,0077 1,0073

10,4 8,5 1,0074 1,0066
9,0 10,0 1,0077 1,0070
8 6 5,6 1,0072 1,0070- 9.1 -

Nitrógeno total

I N

maz niíh ¡5% ms/Í
id id 81,5 5,5 58,7 4,8
id id 58,1 5,2 69,4 4,9
id 1d - - 58,8 5,0
id id 76,4 6,9 62,3 6,2
id id 61,3 5,3 72,0 4,0

Datos Eor lote Huevos normales e infectados

AOidOúrico Marzo
I N I N

WWE V7h ¡45% Wind ¡ns/Í1
5 6,1 5 4,9 105,1 6,4 119,2 5,8
5 6,5 4 4,5 112,3 7,3 188,5 8,5
4 7,6 5 4,3 119,0 9,0 133,1 5,7

Nitrógeno total
id id id id 71,0 4,3 68,6 3,4
id id id id 72,7 4,7 71,8 3,2
id id id id 75,6 5,8 76,2 3,3



—'¿­

Hallados en:
Acido úrico

N ¿"6% mis/11

N/h. v/h N/h v/h t s p t e p

7 7,2 112,5 98,6 13,9 8,1 7,1 1,0
6 6,5 156,1 115,6 41,6 9,3 7,5 2,7
6 8,27 108,6 95,2 13,4 8,9 7,8 1,1

5 6,0 148,4 115,1 33,3 8,9 6,9 2,0
6 7,1 105,6 105,6 - 7,5 7,6 ­
6 6,8 111,7 111,7 - 7,6 7,6 _

Nitrógeno no proteico

1d 1d 47,5 43,3 4,2 3,4 3,1 0,3
íd id 59,7 45,9 13,6 3,9 3,0 0,9
id id 37,7 32,8 4,9 3,1 2,7 0,4

id 1d 58,2 46,5 11,7 3,5 2,8 0,7
id id 39,5 39,5 - 2,8 2,8 ­
id id 43,1 43,1 - 2,9 2,9 Ó

Nitrógeno total
id id 101,6 97,4 4,2 7,3 7,0 0,3
id id 105,8 92,0 13,6 6,9 6,0 0,9
1d id 82,9 71,2 4,9 6,2 5,8 0,4

id id 99,7 87,6 11,7 6,0 6,3 0,7
id 1d 77,8 77,8 - 5,5 5,5 ­
1d 1d 76,7 76,7 - 5,2 5,2 ­

Nitrógeno Eroteioo (diferencia)
I N

m6% ns/h ¡8% ¡3/rh
id id id id 54,1 3,9 41,1 2,5
id id 1d id 46,1 3,0 36,3 2,7
id id id id 45,2 3,1 33,6 2,3

Creatininu
id 1d id 16- 1,33 0,096 1,66 0,100
id id id id 1,66 0,108 1,20 0,085
id id id 1d 1,33 0,109 1 66 0,113

Creatina

1d id id id 1,66 0,120 3,34 0,200
1d 1d id 1d 0,86 0,056 2,00 0,142
id id 1d 1d - o - ­

Junio 1947



PHP-¡thoth «enterarme: úomposio

Datos individuale s

V75

I N
AL AM AL AM

4,4 3,4
2,5 3,1
5,2 3,0
5,1 3,1

4,3 1,1
2,2 5,5
4,4 3,5
- 3,9
- 2.a

1d id
id id
id id
id 1d

id id
id id
id id
- 1d
- id4L.

I N

4,2 3 o
3,5 1 4
2,0 2 2

Datos indiviggales y por lote

-72..

Huevos normales e infectados

Hallados en z

Octubre 1947
Nitrógeno de urea.
AL AM

¡uflï ñE7E nsflï' m575
4,91 0,153 4,25 0,145
3,63 0,218 3,82 0,154
4.50 0,149 - ­
4,15 0,224 4,10 0,148
4,56 0,146 4,38 0,131
2,59 0,041 5,91 0,129
4,03 0,153 4,08 0,138
5,03 0,151 - —
5,94 0,160 3,53 0,109
3,57 0,179 2,67 0,096
5,41 0,238 5,20 0,156
6,80 0,150 5,59 0,157
5,53 0,277 4,80 0,136
5,35 0,200 o ­

Creatinina.
Noviembre 19!

AL AM

núfiï Is/Eñ' ruiz ¡575
5,05 0,134 0,49 0,017
2,40 0,067 0,45 0,014
2,58 0,134 0,45 0,013
3,24 0,100 0,55 0,017
4,65 0,201 5,09 0,054
6,09 0,154 0,57 0,013
3,05 0,134 0,97 0,034
- - 0,34 0,015
- - 0,46 0,015

Creatina.

4,73 0,208 0,00 0,000
1,43 0.040 0,13 0,004
4,90 0,255 0,13 0,004
4,10 0,127 0,00 0,000
3,90 0,168 0,00 0,000
5,77 0,127 0,11 0,004
3,82 0,168 0,00 0,000
- - 0,64 0,025
- - 0,46 0,0l5

Nitró eno total Amnios
I N Diciembre 199

ná mg/h 14% ng/h
24,8 1,0 41,6 1,5
51,9 1,1 147,0 2,1
92,8 1,9 53,1 1,4



ooncoqm-aoH OHCDOIFN'
¡.1

—a—ao:

Hallados en:

Datos individuales Huevos normales

Densidad Setiembre 1946

1,0081
1,0076
1,0077
1,0091

Datos individuales Huezos normales e infectados

v/h Densidad
Junio 1946

N I N

6,9 1,0079 1,0077
7,0 1,0100 1,0085
4:7 19m7? 1,0100
9,3 1,0078 1,0067
7,2 1,0077 1,0075
8,1 1,0075 1,0073
- 1,0068 ­

Nitrógeno total
I N

ms% n875' ¡GW ¡475
id 93,1 7,6 37,2 6,0
id 182,0 8,0 84,4 5,9
id 59,9 4,7 113,0 5,3
- 77,6 7,5 - ­

1d - - 94,4 6,8
id 91,1 9,1 93,2 7,6
id 58,5 - - ­

Datos Bor lote Huevosnormales e infectados
JuniO 1947

N Acido úrico

N75 V71;N7: V75 EZ ¡Isla
t s p t s p

144,0 112,2 31,8 9,5 7,4 2,1
128,4 105,4 23,0 7,8 6,4 1,4
139,6 126,8 13,8 11,2 10,1 1,1

4,8 160,9 108,8 52,1 7,7 5,2 2,5
4,0 180,2 95,2 85,0 7,2 3,8 3,4
4,4 158,8 115,6 43,2 7,0 5,1 1,9

Nitrógeno no proteico
52,2 41,4 10,8 3,4 2,7 0,7
46,3 38,1 0,2 2,8 2,3 0,5
43,3 38,1 5,0 3,5 3,1 0,4

id 60,4 43,7 16,7 2,9 2,1 0,8
id 75,7 48,2 27,5 0,0 1,9 ¡,1
id 67,1 53,5 13,6 3,0 2,4 0,6



I N

Ñ7S"ïññï'ïñfif‘ï7ï
1d 1d
id 1d
id 1d

id 1d
id 1d
id 1d

id 1d 1d id
id id id 1a
id id 1d 1d

I N

N7E ‘iZE N v
AL AM AL

5 5,4 2.o
5 6,2 1,5
5 7,3 1.o
5 6,5 1,6

5 4,3 2,4
5 4,5 1,9
5 3,9 1,6
3, 4,4 1,6

id id —
1d 1d ­
id 1d —
id 1d ­

1d 1d ­
id id ­
id id ­
id id ­

id id ­
id id ­
id 1d ­
id id ­

1d 1d ­
id id —
1d id ­
id id ­

id - id 1d - id
id —id id - 1d
id - id 46 - 66
id — id id — id

-74­

Hallados en:

Nitrógeno total

92,3 81,5 10,8 6,1 5,4 0,7
91,0 62,6 6,2 6,6 5,1 0,5

118,1 113,1 5,0 9,4 9,0 0,4
106,3 89,5 16,7 5,1 4,3 0,8
106,7 79,2 27,5 4,3 3,2 1.1
104,0 90,4 13,6 4,6 4,0 0,6

Nitrógeno proteico (diferencia)
I N

m6% nsfh n6% msfh
40,1 2,7 45.9 2,3
44,7 2,8 31,0 1:5
75,0 5,9 39.9 1.6

Datos Bor lote Huevos normales e infectados

Acido úrico

ha? Eg/h
t 6 p t e p

124,2 102,0 22,2 6,7 5,5 1,2
133,6 125,6 6,1 6,3 7,6 0,5
123,1 119,0 4,1 9,0 6,7 0,3
107,2 61,6 15,4 7,0 6,0 1.0

132,6 88,4 44,2 5,7 3,8 1,9
147,9 119,0 28,9 6,7 5,4 1,3
167,0 95,2 71,8 5,9 3,1 2,8_ - - - 1.2

Nitrógeno no proteico (AL)
59.3 7.4 3.2 2.8 0.4
50,0 46,6 3,2 3,1 2,9 0,2
36,4 37,0 1,4 3,0 2,9 0,1
43,4 36,6 4,6 2,6 2,5 0,3

65,0 51,0 14,0 2,6 2,2 0,6
66,7 57,6 6,9 3,0 2,6 0,4
72,1 49,0 23,1 2,6 1,9 0,9
70,5 61,4 9,1 3,1 2,7 0,4

Nitrógeno total (AL)
77,4 70,0 7,4 4,2 3,6 0,4
62,6 59,4 3,2 3,9 3,7 0,2
67,5 66,1 1,4 4,9 4,6 0,1
64,1 79,5 4,6 5,5 5,2 0,3

134,0 120,0 14,0 6,0 5,4 0,6
133,6 124,9 6,9 6,0 5,6 0,4
153,9 130,6 23,1 6,0 5,1 0,9
124,7 115,6 9,1 5,5 5,1 0,4

Nitrógeno no proteico (AM)
I N

mEEo Ego
49,0 1,0 69,6 2,2

230,0 3,5 127,8 2,4
39,5 0,4 - ­

156,6 2,5 135,6 2,4

Agosto 1947



-75 ­
Hallados en:

I N Nitrógenoproteico (diferencia)
N/h VZE N7ñ’ v¿g I N

AL AM AL AM ‘EEZ mgñí' mg% máfiï’

id id - id id — 43,5 2,0 69,0 8,2
1d id — id id — 28,3 1,8 90,2 4,0
id id - id id - 29,1 1,9 81,8 3,2
id id - id id — 40,7 2,7 66,3 2,9

Creatinina (AL)
id id - id id - 2,00 0,108 2.00 0.086
1d id - id id - 2,50 0,155 2,30 0,104
id id - id id - 2,00 0,146 2,25 0,088
id id - id id - 1,67 0,108 - ­

Nitrógeno de urea (AL)
id id - id id - 4,67 0,252 6,31 0,271
id id - id id - 6,68 0,414 7,38 0,332
id íd — id id - 5,05 0,369 6,12 0,239
id id - id id - 6,01 0,391 4,62 0,203

Nitrógeno de amoniaco (AL)

id id - id id - 0,17 0,009 0,17 0,007
1d id — — - - 0,58 0,036 - ­

id id - id id - 0,41 0,027 0,41 0,018

Datos individuales Huevosnormles e infectados
N

V75 V75 Nitrógeno total Setiembre 1947

4,9 3,7 83,4 4,1 91,3 3,4
6,0 3,9 86,2 5,2 105,3 4,1
8,4 4,4 57,1 4,8 89,6 3,9
5,0 4,5 93,0 4,7 105,3 4,7
4,0 4,9 91,3 3,7 90,2 4,4
5,1 4,5 85,1 4,3 93,0 4,2
6,8 5,9 74,3 5,1 86,8 5,1
7,9 5,0 66,1 5,2 85,7 4,3
6,9 5,6 91,3 6,3 90,2 5,1

v Nitrógeno de urea Octúbro 1947
I AL AM

¡Í AM¡EI-Tu mac Ea ngE
6,1 3,4 5,38 0,328 4,90 , 0,167
6,4 2,1 3,94 0,252 3,54 0,074

4,2 3,2 5,37 0,226 2,20 0,070
4,6 2,1 4,01 0,185 2,34 0,0496.4 - 4’44 - ­



Hallados en:

Datos por lote Huevos normales e infectados

I N Nitrógeno de urea octubre 1947
N75 V25 N7H V25 AL AH

n. m AL AM m mah a ¡ng/ñ
2 8,2 3,4 4,40 0,361 2,97 0,101
2 5,8 2,1 5,10 0,296 3,87 0,081
2 7,4 1,6 5,02 0,372 3,21 0,050
2 4,6 3,7 4,66 0,214 2,42 0,090

' 2 5,6 1,2 4,75 0,266 3,04 0,037
2 3,6 2,4 5,48 0,197 3,89 0,093
2 5,7 2,9 5,35 0,305 3,85 0,117
3 6,3 2,3 4,56 0,287 3,99 0,092

2 2,8 1,5 6,75 0,175 2,75 0,041
2 2,6 0,9 5,93 0,154 - ­
2 3,9 3,4 5,83 0,227 2,83 0,096
2 5,5 1,2 6,84 0,360 2,98 0,036
2 3,6 2,5 4.67 0,168 1,98 0.050
2 6,2 22,1 4,44 0,275 2,96 0,062
3 3,1 2,4 6,12 0,190 - ­

Datos individuales Huevosnormales e infectados

Nitrógeno de uret

Vlh Octubre 1947I
Huevo AL AM AL AM
número:

1 6,3 3,0 4,54 0,286 3,03 0,091
2 6,6 3,1 5,32 0,351 4,79 0,148
3 5,0 2,9 5,18 0,259 3,29 0,095
4 7,4 3,4 4,34 0,321 3,58 0,122
5 8,4 2,7 4,79 0,402 4,15 0,112
6 5,2 3,6 4,62 0,240 3,19 0,115
7 5,6 3,2 3,42 0,192 3,02 0,097
8 7,8 - 4,49 0,350 - ­
9 5,4 3,8 3,78 0,204 3,50 0,133

10 4,2 4,2 6,67 0,280 2,82 0,118
11 4,0 3,5 7,45 0,298 2,57 0,090
12 3,7 3,3 6,51 0,241 2,30 0,076
13 3,1 - 6,97 0,216 - ­
14 3,2 2,4 8,12 0,260 3,44 0,083
15 8,: - 6,42 0,276 - ­
16 7,2 3,2 6,02 0,433 3,32 0,106
17 5,6 — 5,13 0,287 - ­
18 1,6 - 5,68 0,091 - ­
19 5,7 2,9 5,28 0,301 3,57 0,104
20 5,3 4,0 3,78 0,200 2,45 0,098
21 6,7 3,3 6,06 0,406 2,46 0,081



Hallados en:

Sobre esos mismos huevosl datos Eor lote:

v/h Nitrógeno de amoniaco
Huevos ÏÏ-__-__-1Ï AL AM
han": AL AM AI- AM ¡15% ¡Is/h mg?g ¡ns/h

1-2-3 6,0 3,0 0,13 0,008 0,80 0,024
4-5-6 710 3,2 0,23 0,016 1,00 0,032
7-8-9 6,3 5,5 (t) 0,08 0,005 0,68 0,024
10-11-12 4,0 3,7 0,80 0,032 0,70 0,026
14-19-21 5,2 2,9 0,21 0,011 0,96 0,028
15-16-20 4,9 3,6 0,27 0,013 0,97 0,035
13-17-18 3,4 - 0,56 0,019 - ­

Datos individuales Huevos infectados Xnormales

VZh Nitrógeno de amoniaco
I H AM AL Diciembre 1947

AL A" AL A" ¡fi ns/Ïh ¡5% ¡ns/Í
4,5 1,5 1,53 0,023 0,24 0,011
8,4 1,0 2,30 0,023 0,07 0,006
4,2 3,0 1,30 0,039 0,19 0,008
2,4 2,6 0,60 0,016 0,50 0,012

3,4 2,0 1,50 0,030 0,15 0,005
- 2,8 1,75 0,050
- 3,8 1,97 0,075

1,6 2,37 0,038
- 2,2 2,73 0,060
- 3,4 1,77 0,060

- 2,9 1,90 0,055
- 3,4 1,30 0,053
- 3,9 1,54 0,060" 3.a
- 3,5 2,38 0,080
- 3,2 1,88 0,060
- 3,3 1,82 0,060

Dia 15

Datos individuales Huevosnormales

V/h Densidad Junio 1946

7,0 1,0075
4.o 1,0097
3.9 1,0098
4,2 1,0084

(a) Solamente huevos 7 y 9 para amnios.



Datos por lote Huevos infectados z normales

-78­

Hillados en:

vyh Acido úrico Msrzo 1947
I N ng% mg/Ï

N/h V/h N/h V/b t s p t s p
6 5,9 207,7 106,0 101,7 12,3 6,3 6,0
5 5,1 211,0 211,0 - 10,8 10,8 ­
7 6,3 153,0 153,0 - 9,6 9,6 .­

5 3,6 352,7 126,0 216,7 12,3 4,5 7,8
7 3,2 335,9 139,0 196,9 10,8 4,5 6,3

Nitrógeno total
id 1d 146,0 83,3 62,7 6,9 4,9 2,0id 84.0 " "3 4.3 ­
id id 91,1 91,1 - 5,7 5,7 ­

id id 170,2 98,0 72,2 6,0 3,4 2,6
id 1d 239,9 174,3 65,6 7,7 5,6 2,1

Bi: 16

Datos Eor lote Huevos normales e infectados

V Acido úrico Junio 1947
I mio ll

N75 V75 N/h V/h t s p t s p
6 6,6 - - 45,5 - - 3.o
6 3,8 - - 121,1 - - 4,6
6 5,4 - - 103,7 - - 5,6

10 2,7 - - 192,6 - - 5,2
4 2,4 520,8 75,0 445,8 12,5 1,8 0,7
4 2,2 359,1 68,2 290,9 7,9 1,5 6,4

Nitrógeno no proteico
id id 77,3 62,1 15,2 5,1 4,1 1,0
id id 118,5 79,0 39,5 4,5 3,0 1,5
id 1d 123,0 77,8 35,2 6,1 4,2 1,9

1d 1d 151,9 88,9 63,0 4,1 2,4 1,7
id id 245,9 95,9 150,0 5,9 2,3 3,6
1d 1d 204,6 109,1 95,5 4,5 2,4 2,1

Nitrógeno total
id 1d 148,5 133,3 15,2 9,8 8,8 1,0
id id 300,0 260,5 39,5 11,4 9,9 1,5
id 1d 140,7 105,5 35,2 7,6 5,7 1,9

31d id 344,4 281,4 63,0 9,3 7,6 1,7
id id 283,3 133,0 150,0 6,8 5,2 3,6
id id 363,6 268,1 95,5 8,0 5,9 2,1



V/h Nitrógeno ptoteico (diferencia)
I N NWET-1'77]?m mo n M

id id id id 71,2 4,7 192,5 5,2
id id id id 181,5 6,9 37,4 0,9
id id id id 17,7 1,5 159,0 3,5

Acido úrico Agosto 1947

BEL 26A
t s p t a p

5 6,6 146,9 76,4 70,5 13,1 6,9 6,2
5 6,6 206,1 101,5 104,6 13,6 6,7 6,9
5 6,1 196,4 66,5 109,9 12,1 5,4 6,7
5 7,2 155,6 13,9 141,7 11,2 1,0 10,2

5 2,3 456,6 52,2 404,4 10,5 1,2 9,3

Nitrógeno no proteico

1d id 69,4 45,5 23,9 6,1 4,0 2,1
14 id 64,9 50,0 34,9 5,6 3,3 2,3
id id 60,4 44,3 36,1 4,9 2,7 2,2
id id 61,9 34,7 47,2 5,9 2,5 3,4

id id 199,4 65,2 134,2 4,6 1,5 3,1

Nitrógeno total

id id 96,9 75,0 23,9 6,7 6,6 2,1
id id 142,4 107,5 34,9 9,4 7,1 2,3
id id 160,7 124,6 36,1 6,6 7,6 2,2
id id 188,9 141,7 47,2 13,6 10,2 3,4

id id 378,3 244,1 134,2 8,7 5,6 3,1

I Nitrógeno yroteicoN(diferenoie.)

id id 1d id 29,5 2,6 178,9 4,1
id id - - 57,5 3,6 - ­

id ' _ 7.7 - ­
Datos individuales Huevosnormales e infectados

vé Acidoúnico total
I F I N Diciembre 1947

I. o
5,6 4,6 176,5 10,0 297,9 14,3
8,9 5,6 142,7 12,7 242,8 13,6
5,7 4,6 266,4 15,3 237,5 11,4

10,5 - 110.5 11,6 - ­



Datos individuales Huevos normales e infectados

Nitrógeno de amoniaco

-30­

Hallados en:

Diciembre 1947
V/h

N ILL AM

AI- AH AI- AM me?! WK mfi M
3,2 0,7 0,37 0,050 4,28 0,030
9.3 - 0,32 0,030 - ..
5,3 0,3 1,13 0,060 15,00 0,045

3,9 2,2 1,15 0,045 1,36 0,030
6,4 0,7 0,31 0,020 6,43 0,045
3,3 0,6 1,82 0,060 2,50 0,015
7,6 1,0 0,20 0,015 3,00 0,030

Die 17

Datos por lote Huevos normales e infectados

Nitrógeno total
T_.__.ï N Mar201947

N75; V75 N75 V75 t p t p

5 3,1 - 351,7 - - 10,9 ­
5 1,4 " - - 4,2 "

Acido úrico Junio 1947

4 4,3 - - 172,1 - - 7,4
s 5,1 - - 452,5 - - 13,4

5 2,5 - - 587,0 — - 15,5
5 1,5 - - 346,7 - - 12,7

Nitrógeno no proteico

id 1d 157,8 99,7 58,1 6 8 4,3 2,5
id id 253,3 108,1 145,2 7 9 3,4 4,5

id id 282,8 57,1 195,7 6 5 2.o 4,5
id id 403.5 123,5 280,0 6 1 1,9 4,2

Nitrógeno total
id id 209,. 151,2 58,1 9,0 6,5 2 5
id id 288,0 142,8 145,2 8,9 4,4 4 5

id id 482,8 287,1 195,7 11,1 6,6 4 5
id id 926,8 646,8 280,0 13,0 9,7 4 2

Nitrógeno proteivo (diferencia)
I N

id id id id 51,5 2,2 200,0 4,6
id id id id 35,5 1,0 523,3 7,8
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DÏo. 18 Hallados en:

Datos individuales Huevos infectados

v/h Densidad Setiembre 1946

3.1 1,0116
5,6 1,0095
5,9 1,0113
9,5 1,0086

Nitrógeno total (soluble)
mg

id 259.3 8,0
id 174,2 8,9
id 100,7 11,6
id 106,1 10,1

e. 21

Datos Bor lote Huevos normales

Diciembre 1947
N/h Aoido úrico preáipitndo

¡541
2 49,1
2 49,9
2 53,2



Las otras y trabajos consultadoa están ¡qui ordenndneelfebéticamente

según el autor o autores. En los cuece en que corresponde mie de un trabajo

e. un mismo autor, ee agrega un número guie e. cado. mención. Se den algunas

citas de trahjoc que no pudieron ser directamente consultados, agregando

a. ellee lo. fuente indirecta de consulte.

neleean

Berbours and Hunilton

Behre md Benedict

Benedict end Hitchcok

Berkelex Unit N' 1

Maza-1 cz I Glcgolnh

Bonne Z Canning

Luda. Unit. Areekríft., 1932, 28: 1;
(Biochem. end Morphog. Needhen .

"The falling drop methodfor detenining specific
gravity"Jo‘u'c Chao. 9-9-2
Jour. Biol. V110... 1922, _5_2_:11,

"01 the colorimetric eetineticn of urio ¡cid in
nrine“
Jour. Biol. Che... 1922, ¿23 387.

"Research staff of United Btetee NavyMedical
research"
J. Gen. Phyaiol., 1945, 32: 585.

Acta Biol. Exp. (nrezen) 1938, 1550;
(Biochem. end Morphog. Needhnn, pag. 662).

"(h the colorimetric determination of creatinine"
Jour. Biol. Chen., 1945, 158: 581.



Calverz and Titus

Cole

DamodaranI Sivaran­
kriahna

Fiske

CW

Folin (l)

(2)

(3)

(4)

(5)

Fol in X Marenzi

Folin und Shaffer

Folin x Trimble

Folin I Wu

Folin - Wu- Neubauer

Folin I Younbourg

Frideri cia

('Ï fuhs‘ ¡“den

Jour. Biol. Cheun., 1934, 105: 683.

Practical Physiologioal Chemistry. Cambridge, 1928.

"Newsources of urease for determination of urea”
Bioohem. Hour" 1937, _3_l_:1041.

"The determination of urea in urine by the ureaee
method"
Jour. Biol. Chem., 1915. Q: 455.

"A system of blood analysis. Supplement III. A new
colorimetric method for the determination of amino
acid in blood"
Jour. Biol. Chem., 1922, El: 377.

"A colorimetric determination of the amino acid N
in noml urine" ' '
Jour. Biol. Chem., 1922, .5_lz393.

"Standardixed methods for the determination of uric
acid in unlaked blood and in urine"
Jour. Biol. Chem.,1933, lll: lOl.

"Preparation of sodiumtmgstate free from molybdate,
together with the Simplified process for the prepa­
ration of the correct uric acid reagent (and some
comments)"
Jour. Biol. Chen” 1934, l_06_:311.

"Improved method for blood uric acid"
Jour. Biol. Chem., 1930, gg: 1'79.

"Eine neue Methode zur Bestimmung des Amcniaks in
Harne un andare thierischen Flüssigkniten'
Zeit. Phyaiol. 61mm.,1902, 3-37. 161.

"Thepreparation of uric acid reagent completely
from phenol reagent"
Jour. Biol. Chem.. 1929, _8_3:109.

"Über die quentitative Bestimmungder Harnsilure
zin "

Jour. Biol. Chen” 1924, ¿62: 475.

"A system of blood analysis"
Jour. Biol.flhem., 1919, ¿52: 81.

"Dosaje del acido úrico!
Análisis Clinicos. Meyer-Lenhartz. 2da. edición es­
pañola, 1936, p. 97.

"Note on the determination of urea in urine by direct
nesslerization"
Jour. Biol. Chem., 1919, gg: ll.

Skand. Jour. Exp. Biol" 1924, i: 145.
(Chem. Emb. Needlnm).

"Mimosa" memuúsm 'm 1m: caían EHEQVO“

¿out Rial LHDM.’ "¡16' :535.



Gentzkol and then

Gerber X Carr

Godfi'ez

Greenwald z McGuire

Haserdon Jensen

Hirst

Howel x Summer

Hunter and Eagles

Kinsex l Robison

Koch

Koch and MoMeehn

Ma X Zuazaga

Mchrlanel Fulmerl Jukes

Mcrgglis x Jahr

Needham

Needham

"Laboratory methods of the United States Army"
Simons and Gentzkow. 5C Ed.Filadeli'ie., 1944,p.203.

Jour. Nutrition, 1931, g: 245.

Poultry Science, 1936, lá: 294.

"The estimation of creatine and creatinine in the
blood"
Jour. Biol. Chem., 1918, iii: 103.

"Zur Mila‘obeetimmmgdes Blutzuckers mittels
Ferricyanid“
BiOOhem.Ze. 46.

"The quantitative determination of influenza virus
and antibodies by means of red oell agglutination"
J. Exp. Med., 1942, gg: 49.

“Ch the estimation of uric acid in urine. A new
process by means of saturation with ammoniumchlori­
de”
Proc. Roy. Soc. London, 1892, 3-52-93.
Chem. News., 1893, gg: 106.

"The Specific effects of buffers upon urease activity'
Jour. Biol. Chem., 1934. 104g 619.

"The isolation from blood of a hitherto unknownsubs­
tance and its bearing en present methods for the
estimation of uric acid"
Jour. Biol. Chem., 1927, '_7_2_:123.

"A micromethod for the determination of urea"
Jour. Biol. Chem., 1946, 162.

“A stable and convenient urease reagent"
Jour. Lab. Clin. Med., 1926, ll: 776.

"Anew direct nesslerization mikrokjeldahl methodand
a modification of the Nessler-Folin reagent for
ammonia"
J. Am. Chem. Soc., 1924, ¿12: 2066.

“Mikrokjeldahl determination of N. A new indicator
an un improved rapid method"
Ind. Eng. Chem., 1942, B: 280.

Biochem. Jour., 1930. ¿23: 1611.

"Determinatíon of amonia in the blood"
Jour. Biol. Chem., 1919, fi: 455.

Chemical Embriology - Cambridge, 1951.

Biochemistry and Morphcgenesis - Cambridge, 1942.



-85­

Needham (l) "Theenergy apurces in ontogenesis. II) The uric acid
content and the general protein metabolism of the
developing avian egg"
Brit. Jour. Exp. Bio]... 1926, g: 189.

(2) Nature, 1931.1213: 152.

(3) "The energy spurces in ontogenesis. I) The urea con­
tent of the develOping avian egg"
Brit. Jour. Exp. Biol., 1926, í: 114.

(4) "The energy sources in ontogenesis. III) The ammonia
content of the developing avian egg and the theory
of recapitulation" .
Brit. Jour. Exp. 3101., 1926. 4: 145.

Parnas IWaEer Biochem. Z., 1921, 125: 253.

Parodi y Lam ovich "Metabolismode las membranascorioalantoideas de
embrión de pollo infectado con virus "A" de in­
fluenza"
Rev. de la Soc. Arg. de Biol., 1947.

Pe ede "Acción del virus "A" de influenza sobre el peso de
los distintos constituyentes del huevo de gallina
en desarrollo"
Tesis, Universidad de La Plata.
Rev. del Instituto Bacteriológico "Malu-6.11"(en prenn
sa).

PennHede. Parodi, "Modificaciones producidas en el huevo fértil de
IAE novich y Mittelman pollo por 1a inoculación del virus "A" de influenza.

I) Distri‘moión del virus

Mittelmanl LaMovich, II) Consumode oxigeno y producción de anhídrido
Parodi y Pennigpede carbónico.

Lam oviohl Mittelman, III) Volumeny pH del líquido alantoideo.
Parodi y PeM’ edo

ParodilPflmede,
Lamento}: y Mittelman IV) Peso de los embriones y membranascorioalan­

' toideas"
Rev. Inst. Bact. "Malbrán" (en prensa)
Ciencia e Investi ción, 1947, ¿[I-I: 392.

INMA- - ¡“Lagewon­Penionskevitoh Arch. f. geflügel e, 1936, 102-. 37.
(Biochem. and Morphog. Needfln .'

ggters z VanSIE Quantitative clinical chemistry, 1932.

Pollard Card Amer. Jour. Physiol., 1924,m'6_7:589.

Hacker y Krimsg "Inhibiticm of phosphorilation of glucosa in sano
brains by viruses and its prevention by preparation
of disphOSphOPyz-idinenucleotide"
Jour. Exp. Med., 194-6, gg: 191.



Saifer. Hughes and Soudero

Sal]:

Shaeffer

Sullivan and Hess

Sordellil Tazlor z Paroñ

Summer I Hand

Tarsonsld.

Titusl BErlx and Ellis

Temita. z Takahashi

Utterl Reiner x Wood

Van SlÉe I Cullen

Van Slxlce l Hiller

Van Slzlce I Neill

Volhardt

Wa2er

-86­

"Determinatian of chlorídes in biologícals fluids by
the use of adsorptian indicators. Theuse of eosin
for the volumetric miorodetermination of ohlorides
in aoetone filtrates of biological fluids“
Jour. Biol. Chem.,1941, lg: 495.

"The determination of uric acid in urine with crude
urioase"
Jour. Biol. Chem., 1944, 153: 163.

"Ergothioneine in the urine"
Jour. Biol. Chen” 19'53, 102: 67.

"Estudio de los virus de 1a epidemia de influenza
ocurrida en la Argentina durante el año 1940”
Rev. Inst. Bact. "Ma1br6n", 1941, 1.2: 265.

Jour. Biol. Chem., 1928, :I_6_:149.

Trab. du Lab. Physiol. de l'Inst. Nenoki, Varsorie,
1921, ¿a N‘ s (Chen. Emb. Needhm).

Trav. de l'Inst. Nenoh, Varsovie. 1927, _4_:N’ 2.
(Chen. Emb. Needhm).

Jour. Nutrition, 1933, g: 127.

Zeitschr. f. Physiol. Cha:u 1929, 184: 292.

“Heasurementof anaerobic glyoolysis in brain as
related to poliomyelitis"
Jour. Exp. Med., 1945, gg: 217.

"Apermanent preparation of urease and its use in
the determination of urea"
Jour. Biol. Chen., 1914, 1_9: 211.

"Determinatian of mania in blood"
Jour. Biol. Chem., 1924, El: 523.

"The determination of gases ln blood and solutions
by vacuumextraetion and mnometrie measurement”
Jour. Biol. Chen" 1924, El: 623.

"Determinación de oloruros"
Tratado de quimica noml y patológica de la sangre.
Corona, Santiago de Chile, 1942. 30.. edición.

"Titration of amonia in presence of boric acid"
Ind. Eng. Chen” A. ED. 1940. la: 771.

"Physical properties of the allantoic and amiotio
fluids of the ohiok.
I) Specific Cmd.
II) Hydrogenion conoentration"
Jour. nen. Physiol., 1943, gg: 495.



Yumi: nehinoauka

Young¡ MoPhors un,
Wentoorth ud Burkina

-0,­

“Ueber den zuolmr in Fruohtnssor Beohchtungen
im Fruohtnssoro dos flhnoranbryoa“
Jap. Jour. Mod. So. II. Bioohqn. 2 (1), 1933.31269.

"Ueber das Iorkomnonvon Ilv'uloae in Fruchtnaser
dos Hñhnorombryos"
Jap.Jour.Med.Sc. II.Biochen. 2 (1), 1933, 107: 113.

"Estimatíon of allmtoin"

Jour. Biol. Chem., 1944, 152: 245.

(‘M-“me QWÜ


