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INTRODUCCIQN







Un gran nimero de prooesos patolégicos aparecen asociados a altera-
oiones tisubaYes de oarécter quimioco o fisiocoquimico bien definidas. El es-
tudio detallado do estas alteraciones oonstituye sin duda alguna, al margen
de su valer diagnbstico, una de las fuentes de informacién més feounda aocer-
oa de las modifecacicnes motabblicas que oaraoterizan al proceso en estudio,

En el terreno de las enfermedades a virus, el oonocimiento de las al-
teraciones métabblioas producidas por la infecocibém estd poco menos que en sus
conienzos, orientféndose en general al estudie de la influenocia que la presen-
cia del virus pareco tener sobre oiertos procesos enzimfticos (Raker y Krims-
ky; Utter, Reiner y Wood; Parodi y Lajmanovioh),

En el caso particular de la infecoién experimental del embribn
de polle per el virus de influensa, ciertas observaciones realizadas en los
Gltimos afios (Berkeley,1945; Parodi, Lajmanovich, Pemnimpede y Mittelman,
1947; Pennimpede, 1948) indicarfan la existencia de variaciones consistentes
en el pH y velumen de los liquidos alantoideos de embriones infectados, Com-
parados oon embriones normalesde la misma edad, los infeotados pesan menos
y sus alantoideos tienen mayor pH y volumen; presentan adoemfés, uma disminu-
oién del intercambio gaseose.

Texando como punto de partida las diferencias indicadas, nos hemos
propuesto el estudio comparativo y sistemftico de las modificaciones quimi-
oas que el desarrollo del virus de influenza origina en el 1l{quide alantol-

deo del embriém de polle,



Este planteo sencille y conereto tiene por el momento que oircuns-
oribirse en el presente trabtajo al estudio comparativo de la distribuocibh
de nitrégeno, debido a une suma de obstéculos, fundamentalmente:

1) La falta de antecedentes bibliogréfieos consistentes, que nos
obligd a encarar el problema de raiz (*),

2) La falta de métodos anal{ticos apliecables con seguridad al ti-
po de 1fquidos con que operédbamos,

3) Las dificultedes en la obtencién de une muestra representati-

a) La elevada mortalidad de algunas tandas de huevos, que
llegabe & veces al 100%,

b) La imposibilidad de oontrolar el origen de los huevos, que
obligh a descartar series enteras de datos, cuando se advert{a claramente
en la iltima semana de incubacibn que se trataba de embriones de desarrollo
anormal, posiblemente infectados (salmonella pullerum),

6) La elevada variacibn normal de los dates, que obligata a reali-
zar un gran nfmero de determinaciocnes pare obtener valores representativos,

Nos proponemos completar posteriormente este andlisis; disponemos
al efecto deo le puesta a punto de varios métodos cuya realizteibébn experi-
mental no fubé posible, (**)

El plan, que referimos a los 1f{quidos embrionaries por haber side

paroialmente extendido al ammibtico, es el sigulente:

(*) Yo podemos dejar de menciomar aquf la inestimeble ayuda que on ese
sentido signifiobd para noskros le Chemical Embriology de Needham,

(**) Alantofna (Young, MoPherson, Wentworth and Hawkins), Glucosa (Hager-
don and Jensen), fésforo (Fiske y Subbarow), Aminofcidos (Folin (1)),
Anhidrido carbbnice (Van Slyke y Neill), y écido léctico (Friedeman,
Cotonio and Shaffer).



ANALISIS DE LOS LIQUIDOS EXTRAEMBRIOGNARIGS

DE HUEVQOS DE GALLINA NCORMALES E INOCULADOS

CON VIRUS A DE INFLUENZA

o~ Estudio bibliogréfico, oritioa de los trabajos e-
xistentes sobre la compesioibn quimica de los 1fqui- -
dos alantoideo y ammibtico,

«= Puesta & punto de un método para la obtenoiém de

la muestra.

o- Puesta a punto de hetodos para dosar nitrbégeno y

su distribucién,

.~ Anfligis,

En el desarrollo de ese plan, presentamos la tesis dividida
en tres partes:
E - Preparacién de los huevos.
Obtenoién de la muestra.

II - Anflisis,
Discusibn y conclusiones.

III - Bibliogtafia.
Protecolos.




PRIMERA PARTE

PREPARACION DE LOS HUEVGS - Inoculeciém

OBTENCION DE LA MUESTRA - Determ, de volumen




So tratajd con huevos Leghorn, preferentemente en los meses de Abril
& Noviembre, Le mortalidad y la proporcién de estériles aumentan mucho en
los restantes,

Las primeras operaciones son las de rutina en el oultivo de virus (*)
en huevo; se los incuba a 37°8C durante once dfas, se descartan por obser-
vacibn al ovoscopie los muertos o estériles, y se procede a las operacio-
nes de inoculacibn, Juntamente con la observacién se procede a marcar fren-
te al ovoscopio uma zona de la cdscara que ocorresponda a un lugar de la mem-
brane alantoidea libre de grendes vasos, Sobre la cdmara de aire se hace otra
que indica la situaciém de la primera y permite que la inoculaciém se hega
con un manoseo mfnimo del huevo, En la técnica de cultivo se marce ademfs el
perimetro de la oémara de aire, Nosotros preferfamos hacerlo posteriormente,
al retirar cada lote para su andlisis,

Como nuestro trabajo era esencialmente eomperativo, antes de inocu-
lar los huevos se procedfa a distribuirlos y numerarlos en cuatro grupos se-
gln su peso: 1) menos de oincuenta gramos; 2) entre cincuenta y cineuenta
y cineo gramos; 3) entre oincuenta y oipco y sesente gramos; 4) ms de se-
senta gremos, La mayorfa corresponde pgeneralmente & huevos de los grupos dos
y tres, pero a veces se operd con tendas en que predominaben los del primer
grupe, Los del cuarto no pasaban del 6 al 10%, Los trabajos de Axelsson y
de Godfrey indican que el minimo de mortalidad (20-30%) en la inoubaciémn se

logra con huevos de los grupos dos y tres,

(*) Desde ya nos referiremos siempre el virus A de influenza,



Los grupos de huevos se dividfan entre normales e infectados, y
los lotes extrafdos a distintos dias correspondien aproximademente en su
composicibfn & la general de la tanda,

La comparacibn posterior de los datos hizo ver que, execepto para
los huevos del grupo cuatro, er que predominan volfmenes altos, no hay re-
lacién directa entre el tamefio (tamefio y peso, con reras excepciones, son
directamente proporcionales) y el volumen de alentoideo o su composicién
quimica, al menos en los datos determinados, Las variaciones en el peso
son fundamentalmente debidas al peso de la clara (Penionskevitoh),

Los huevos, una vez pesedos, eran lavados con un algodén mojado
con solucién al 207 de hexilresorcinol, Este operacién era par%icularmen—
te Gtil para nosttros ecuando usébamos el vuelco directo como método de
extraccifén del alantoideo.

Tras dejarlos un tiempo en la incubadora para evitar toda posi-
ble traumatizacién por enfriemiente, se procedia & cortar la ofscara con
un tormo sobre las maroas hechas sobre el saco alantoideo y la ofmara de
aire, cuidando de no ramper-la férfara (La correspondiente a la cémara de
aire ora rota luego con una lanceta esterilizeda). Se lavaban luego eon
alochol y se inoculaban en el alantoideo tapando immediatamente ese orifi-
oio con parafina, Se procedies e incubar a 35°C; los huevos se datan vuelta
diariemente,

Se inoculata 0,1 oc. de una diluciém 10-5 de virus A de influentza,
cepa 7, aislads en el pafs (Sordelli, Taylor y Parodi), titule 171,024,
(aglutinacibn de glbbulos rojos de pollo, téenica de Hirst). Los huevos
que llemamos normales eran inoculados oon 0.1 co. del diluyente, La dilu-
cibn se hacfa oon caldo penicilinado en los casos en los jue no se deter-
minaba nitrégene. (El contenido en nitrégeno de ese caldo es de 5 mg. por

cey)s En los otros casos se utilizaba suero fisiolbgico,
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Hasta donde pueden llamarse normales los huevos inoculados con so-
luciones estériles, es cuestién que requerirfa de por 8f um trabtajo compa-
rativo. En lo que respecta & la distribuciém enmso de las distintas partes
del huevo, son 1dénticos a los normales (Pennimpede, experiencias Is chas so-
bre el peso de embriones). Ademfs, nuestros datos sobre huevos normales son
sblo relativamente camparables con los hallados por otros autores, cie’b:ldo
& la diferencia en la temperatura de incubtecibn,

Pasades las horas deseadas de inoutacibén, se verificaba si estaban
vivos, se ponfan wna hora & =16°C y luego a 4°C hasta que se analizaban,

Los detalles para la toma de muestras se dan mfs adelante, Los
huevos se laveban nuevemente, oon agua destllada esta vez, y, previa de-
marcacibébn del contorno frente al ovescopio, se procedia a cortar el cas-

quete ocon un tormo.
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La obtenecibn de la muestra variabe segfn le sustancie a analizarse,
Le muestra para nitrbégeno debe tomarse oon precauciones especiales, prinei-
palmente oen los dias en que el contenido axmibtico es ya esencialmente pro-
teico, Ademfs es necesario contar con la posible conterminaciém con clara,
yema o sangre en cantidades que pasen inadvertidas al exemen macroscbpico,
La descamscibn epitelial de le membrens coriocalantoidea puede ser un factor
importante 8i se mueve mucho el huevo, En las determinaciones que siguen se
supuso que la concentracibn de nitrbgeno total (eentrifugado el firico sus-
pendido) era homogénea en todo el liquido elantoideo. No fub posibde veri-
ficarlo extrayendo y analizando fracciones de la parte inferior y superior
del saco, pero las partes accesibles a la Jeringa en la parte superior del
huevo no arrojaron variaciones sensibles en el anflisis (*), idemds, los
huevos que eran hechos rotar suavemente alglin tiempo con el objeto de ho-
mogeinizar el 1fquido, no diferfan significativamente de los restantes em

los datos de nitrbgeno total,

Operaciones generales

Los huevos sacados de la helaudera eran cortados eon un tormo en el
perimetro de efscara correspondiente a la ofmara de aire y, en los que se
iba a determinar firico los dfas en que &ste ha precipitado, se marcaba un
surco en el ecuador del huevo seglm el eje mayor, Los huevos se volvian
luego & la heladera y eran sacados a medida que se utilizabtan; ésto evita-

ba considerablemente las hemorragias,

Muestras para nitrbgeno total y densidad Determinaciém de volumen

En cads huevo se levantaba le tapa de la edmara de aire eon wna

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

(*) Seo trataba de huevos on cuyos alantoideos no habia aun precipitado
trioco,
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14quido. En un principio esta centidad btastabe para la determinecién de den-
sidad y nitrbgeno total que eran los finicos datos hallados, La determinacibmn
de volumen (*) se hizo en estas primeras series invectando iodato de potasio,
on la forma que se detalla més adelante, pero se ensayb toda una serie de mé-
todos, con el resultado de que el més préctioco fué el vuelco directo y cuida-
doso del huevoj claro que este método comenzbd a tener valor sblo despubs de
haber adquirido la necesaria habilidad manual.

Un detalle general de los métodos ensayados es el sigulente:

a) l.- De menera semejante a la usada en la determinacién de vole-
mia se inyeotaban 2 oc. de solucibn de rojo congo en suero fisiolbégico (**),
se movia suavemente el huevo y se extrafa ume muestra, Se determinatea la di-
lucién por colerimetrfa y el volumen as{ determinado se sumabe al extraide
previemente con jeringa., Este método se abandond por dar valores excesivamen-
te altos, debido a la fijacibm del colorante por las membreanas, Las muestras
extraf{dae arrejaban una veriacidén demasiado grande como pare que los datos
pudieran ser extrapolados a 1la hora cero,

El ensayo con otros tipos de colorantes no dib mejores resultados,

2.~ Por inyeccibén de otras sustanoias., No nos fué posible encontrar
una sustancia que: 1) no difundiera por las membranas; 2) no se fijara a
b6stas ni reaocionara con ninguna de las sustancias normmlmente presentes;

S) mo oxistiera ya on el alantoideo, directamente o en forma que pudiera
interferir en el anflisis; 4) fuera répida y senoillamente analizada sin
que interfirieran pequeifias cantidades de proteinas, Tuvimos un éxito relati-
vo oon ol Iodato de potasio, donde el finico faotor importante de error es la
difusifn; fué posible sin embargo obtener datos consistentes para mmestras

extrafdas a los diez y veinte minutos, En todos los casos se determinaban

(*) Indispensable pera referir los datos de corcentm cibém halladcs al oon-
tenido per hueve,

(+») Mantenida a pH 7,6 con uh buffer de fosfatos.



dos valeres sucesivos para oada huevo,

b) 1,- Por dosaje de la con.oentru.cién de una sustancis existente ya
en el alantoidee, antes y deep;aés de agregar un determinade volumen de suero
fisiolbgioco, 6 2.- Por dosaje de la concentracifém de una sustanoia existente
ya on el alantoideo, en el lfquido puro primere y en el que resulta de wun la-
vado exhaustive del saeo después,

En el primero de los casos se determina el volumen remanente segfm
V. " _T;?-g%' donde ¥ es el volumen agregedo y Cy y Cp sen las distintas
coneentraciones, Aplicamos esta téonica & los clorures, tmséndonos en datos
existentes que indicaban una concentracibén relativamente alta de esta sus-
tancia en el 1fquide alantoideo (Kamei), Bstos datos eran sin duda excesi-
vamente altes, al menos comparados con los muestros, pues el método de
Veldhard no fué suficientemente sensible para determinar cémodamente peque-
flas variacienes de concentracibém, Como micrométodo se ensayd wno en que la
eosina actuabe como indicador de adsorciém (Saifer, Hughes y Scuderoc), pero
no nos fué posible obtener datos reproducibles con este métode, Ademhs, las
determinaciones por triplicado que exige el método aumentaban extraordinaria-
mente el tratajo,

El Grico fué dejado de lado por no poderse garantizar la no redise-
lucién del precipitado en los primeros dfas que se le encuentra, principal-
mente en los alantoideos £cidos en que per lo general el firico precipita dan-
do desde una ligera turbidez a un lf{quido lechoso; hemos observado que en
esas ocondiciones un calentamiento suave suele tornar 14impide el 1{quido, o
al menos lo aclare,

N
2) En el segundo caso se determina el volumen segfm Vt= (m + m3)

m
donde Vy es el alantoideo sin diluir, con una cantidad de m de sustancia di-

suelta, y mp es la masa del resto de sustancia extrafds mediante un lavaje

cuidadoso del huevo, Fieke y Boyden utilizaron este método aplicéndolo al
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€cido Grico, La posibilidad de error por pequefia redisolucién del precipita-

do no es significativa en este caso dada la alta concentraoibn de la ststan-

cia, y de serlo 8blo influiria en la centidad total de sustenocias cuya deter-
minacién se basara en el volumen asfi hallado.

No pediémaes aplicar este método cuando se determinaban otras sus-
tancias, por la excesiva dilueibn & la que lleva el abtundante lavaje (Fiske
y Boyden usaban hasta 50 ce.). Hicimos algunas determinaciones aisladas
aplicando el método & la urea y obtuvimos excelentes resultados; los datos
eran muy semejantes & los hallados por vuelco directo, por lo que se siguib

operande en esta iltima forme que nos evitaba duplicar el trabajo por huevo,

Todos estos métodos fueron lbégicamente utilizedos eaplicéndolos indi-
viduelmente a cada huevo, pues para aplicarlos a lotes, de momento g e ni
las conoentracioges ni las cantidades totales son iguales, seria necesario
hacer mezolas alfocuotas, 10 que presupone conocer el volumen, Dijimos que
Fiske y Boyden aplicaron el Gltimo método, y lo hicieron suponiendo las con-
centraciones de Grico iguales en todos los huevos, es decir, haciendo una
mezcla arbitraria de volfGmenes, El1 error que se puede derivar de ello se vé
claramente en el cuadro que sigue, donde consideremos los resrltados que de-
rivan de mezclar 2 cc, (&) o 1 cc. (b) de los 1fquidos, Las desviaciones en
concentracibén vy en volumen que se ven en el cuadro no son excepcior~les, pero
es evidente que en muchos casos los errores pueden neu%ralizarse. En el caso
de Fiske y Boyden el error no incide naturalmente sobre los datos de firico
sino sobre las cantidades totales de otras sustancias calculadas a partir

de esos datos de volumen, f:ndamentalmente nitrbgeno total,
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Hg. Mgo Mg.
Vol/huevo Urico Vol.extr., A Urico en A Urico en B (lavaje)
total a b a b . 3 b
5 5 2 1 2 1 3 4
6 5 2 1 1,7 0,8 3,3 4,2
10 4 2 1 0,8 0,4 3,2 3,6
3 6 2 1 4 0,2 2 5,8
8 4 2 1 1 0,5 3 3,5
Totales: 32 24 10 5 9,5 2,9 14,5 21,1

Volumen tojml segfm &: 25,3 oo, (Volumen/huevo = 5,1 co.)
Volumen total segfn b: 41,4 co. (Volumen/hueve = 8,3 oco,)

Volumen real: 32 coo (Volumen/huevo = 6,4 oo.)

Myestra para nitrdgeno total y su distrituoibm

Cuando se necesitd un volumen mayor de alantoideo, fué necesario en-
contrar otro método de trabtejo. La cantidad de huevos con que se operaba ha-
cfa de por sf materialmente imposible los anteriores, en lo jue respecta a
la determineciém de volumen, De momento que se determinaba nitrbgeno total,
era impresoindible seguir obteniendo la fraccibm necesaria para ello con una
pequefia jeringa, Este método, cuando se retira poco liquido (pare que la
aguje no traumatice les membranas al tratar de agotar el alentoideo), es el
que mejor asegura la pureza de lea muestra,

Dividimos entonces el alantoideo correspondiente a ceda huevo en dos
fracciones, una (Ay) para nitrégeno total y otra (As) pare determinar los da-
tos no alterables por pequeflas cantidedes de vroteinas o cualquier otro ti-
po accidental de impureza que pudiera derivarse de las operaciones ulterioe

reés,
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Llegamos a8l siguiente método: se tomaban seis lo'tes, tres norma-
les y tres infectados de diez huevos cada uno, Los huevos descartados por
rotura del amnios o cualquier otra conteminacién, huevos "sin alantoideo",
de embriones anormales (forma, inversiones de posicifém, tamafio), como asf
también en los infectados la falta de virus determinable, llevatan a cinco
aproxi.madamento‘la cantidad de huevos por lote, Sd separaba como siempre
el ocasquete superior de cdscara y se extrafan entre 1 y 2 co, de elantoi-
deo con una jeringa de 2 co, (muestra A1), le jeringa se lavabe dos veces
con agua tridestilada después de cada extraccibn, ™n los infectedos se la-
vaba tres veces para no interferir en la determinaciém posterior del virus,
Estos 1iquidos se transferian individualmente a tubos de 6 co, Para el res-
to de volumen se operaba asfi: se cortaba cuidadosemente lea membrena alen-
toidea cuidmndo de no seccionar las venas alantoideas y se la plegaba hacis
afuera del huevo sin desgarrar su unién con el embribn, Luego se volédaba el
huevo hasta exhaustarlo, por medio de wn embudo de 250 oo, de extremo afi-
nado, en probetas de 10 co., fabriocadas especialmente & partir de pipetas
de esa capacidad, La obtencibn del 1iquido es précticamente cuantitativa
(muestra 4A3), 51 se vuelca cuidadosamente ol huevo asi agotado en una ofp-
sule de Petri, es fdoil observar que el fmico alantoideo restante es el que
moja las membranas; hemos considerado sistemftico el error derivado de ello,

Baséndose en los datos asf hallados de volumen total, se hacfa uma
mezcla representativa del lote con les alantoideos extrafidos con jeringa; se-
gfm el volumen total, se hacfa la mezola tomando como partes alfcuotes wn dé-

cimo o dos del volumen totel (muestra Am).
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Ejemplo:

4 42 Ay+hp Am Amy
Huevo Vol, extr, Vol, ebt, Vol. Muestra para Muestra para fGrico,
N* oon jer. por vueloe total N-0,1 (Al+A2) |ures, eteo.-A]+Ar-Am

0o, _oe. oo, 60, 0Ce
1 1.8 3.3 6.1 0.651 4.6
2 1.6 3.2 4.7 0.47 4,2
3 1.3 2.8 4,1 0.41 37
4 1.6 4.7 6,3 0.63 5.7
5 1.6 2.4 3.9 0639 3.6

Volumen total: 24,1 2.41 21,7

Do cade muestra A) se tomaa entonoces un déoimo del volumen total (A1+A2) y
se agrogaba el remanoente a Az, Se mezclaten las fracoiones correspondientes;
quedaba asf{ la mezcla de alantoideo diwidida en dos partes igualmente repre-
sentativas: Am)}, oon el volumen necesario para dosar N total y no proteieco,
y Amp, pars el resto del andlisis,

Antes de haeer las me,clas se tomaban dos precauciones: 1) para te-
dos los huevos: ebservacibén cuidadosa de la integrided del ammios, partiou-
larmente diffoil en los iltimos dfas de incubaoibm, en los que el ammios se
ha reducido & una membrana pegada &l emdbribm. 2) Para los huevos infectados:
determinacién cualitativa del virus, por el método de Salk, (Se agregan 0.1 ee,
de alantoideo & 0,9 a0, de solucibn de glbétulos rojos de pollo en suero fi-
siolbgleo al 0.,3%, 8¢ hace la lectura cuando hen sedimentado todos los glb-
tuloa, baséndose en el distinto aspeoto de este sedimente, En los alantoidees
normales se ebserva wm disco homogéneo central de 2 a 3 mm, de didmetre en ol

fendo del tubo, mientras que los infectados presentan una ocapa de glbémulos



¥

distribufda difusagente, de borde con freouencia irregular), En 1os dfas quince
y sucesives no se determinabe virus, y 86lo se precedfs al anflisis de los hue-
ves correspondiontes & esos dfas ouando los lotes de dfas anteriores datan ne
menos del 90% de infeotados,

La muestra asi ebtenida pers nitrégene (Am)) era centrifugada a
1,500 r.p.m. para litrarle del firico suspendido, A veces ésto no era necesa- =
rio afm el dia 14 y otras lo era ya en el 12, Se 1o hacia como rutinme en to-
dos los oasos, De esta fraccibén se tomaban 0.5 oc, para nitrbgeno total y lce,
para nitrbgeno no proteico, y el resto, junto con el precipitado, se agregaibe
& 1la fraccifm general (Amp), Estas se reunfan en Erlenmeyer de 50 eoc, A su ves
todo ol 1iquido se centrifugaba, y de ahi se tomabdan ias poreiones usadas en
los otros anflisis, El resto del 1lfiquido se guardabte a -15°C, El precipitado
(Ap) se agregaba al que no habfa sido arrastrado por el alantoideo al volear
el hmevo (Up), y que se obtenia en la siguiente forma: se cortabte la oéscara
del huevo por el surco maroado con el torno, en su parte media, y se extrafe
cuidadosamente el firieo adherido a la memtrana que se recortaba junto con la
corona de ofsoara, Asf el huevo, se semivolcabta en una cépsula de Petri de ma-
nere que no se desprendiera la memdbrana del fémdo, Girando suavemente el hue-
vo o8 posible barrer oon una pinza ourva el firico precipitado, y transferirlo
a pequeflas cubetas con agua., A weces el precipitado se encuentra formando coé-
gulos de tamafio considerable; otras forma une especie de red que recubre las
membranes, siendo en esos casos sumamente engorross y problemftica su extrac-
cién ouantitativa, En esta operacibn se arrastra una cantidad de impurezas
junto ean el firico,

Todo este precipitado (Up), sumado al centrifugado de las dos
fracciones de alantoideo (Ap) era lavado varias veces con agua destilads pa-

ra proceder luego & su disoluoién y anklisis,

-16-



Tona de muestra del amnios

En los casos en que se determinaba ol nitrbgeno total del ammios,
se procedia a un lavaje repetido del saco alantoideo com agua tridestilada
(estos lavajes se afiadfan luego al firico extrafdo con las pinzes (Up)). Se
secaba luego 6l huevo invirtiéndolo pareialmente sobre un papel de filtro,

La extraecibn de la muestra se hacia in situ; dado el pequefio volumen del
amnios y a la ausencia de precipitados, se extrafan directamente las dos
fraociones utilizadas para nitrbgeno total y no proteico., Se usaba pars és-
to wne jerings calibrada de 1 ec.; un centimetro ofibico se colocaba direota-
mente en un talén Kjeldahl, y el otro en el tubo donde ite & ser deproteini-
zado, También en este caso samprobamos previamente la homogeneidad del 1lfqui-
do, al menos para muestras extrafdas de la misma zona,.

Se procedfa luego a volcar el amios, Se inclinaba el huevo solxre
un embudo de 50 ce. de manera que el amnics rebosara del huevo, y se desgarra-
ba emtoncos la membrana cuidando de no provoear hemorragias, E1l embribn queda
oolgando por su pedfoulo umbiliecal y de este manera es posible hacer escurrir
el 1iquido por las paredes del embudo, El 1fquido se recoge también en este
oaso para su mediecién en ppobetas de 10 co,

Toma de muestra pare ures, amonfaco, ereatina y creatinina

La observaciém en tmse a datos hallados por el método anterior de
que algunas sustspcias presentaban variaciones de interés, nos obligh a deter-
minar directamente su cantidad total por huevo, de acuerdo a las consideracio-
nes que siguen:

En los datos hallados anteriormente, se determinabe directamente la
concentracibn, siendo la cantidad total magnitud derivada y expuesta al error
sistemftico de volumen, Procedimos para estas sustancias a la inversa, es de-
eir, hallamos la concentracifm en base a la ocantidad total, Convenia a ello:

1) 1la pequefia cantided existente en el huevo que es, por ejemplo para el
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amoniaco, del orden de las ¥ $ 2) el heeho de que las variaciones de concen-
tracién entre normales e infectados eran muy superiores al error que pudiera

derivarse del dato de volumen, mientras que la cantidad total era de un orden
muy semejante en todos los huevos,

Los detalles de téonica son los siguientes:

Se resorta la membrana alantoidea como siempre y por medio de un
embudo se vuelca el alantoideo en una probeta de 10 cc, Se mide el volumen
y s8e pasa & un tubo de ensayo, Se agrega 3 co. de agua al huevo, se rota és-
te suavemente y se vuelca 91 1fquido en la probeta teniendo cuidado de obser-
var que el volumen obtenido sean los 3 oc, agregados, Se lavan asi el huevo
y la probeta, Se afiade este 1fquido al anterior y se repite la operacibn de
lavajo, Se inclina ahora el huevo sobtre un papel de filtro, haciéndolo girar
de manera que todo el amnios se apoye en éste, hasta que se hayan eliminado
los restos de agua de lawaje,

En un embudo pequefio ahora, se apoya el ammios y se rompe de mane-
ra que el embrién quede eseurriendo sobre aquel, En esta posieién se lava el
embribén oon 2 ce., de agun, Si el lavaje del embrifm no es répido son inevita-
bles las hemorragias, oom un aumento relativamente considerable del wolumen
del 1fquido, ademfs de la impurificacibén, Se recibe por eso el agua de lavaje
en la misma probeta sin transvasar previamente el 1lfquido ammibtico, desoon-
tando luego los 2 co. en la lectura del volumen., La suma de 1fquidos se pasa

e un tubo junto con el de lavado posterior de la probeta,
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Se dosé nitrbgeno total, nitrbgeno no proteico, urea, amonfaoco,
oreatina, oreatinina y £cido firico, Se dan datos pareiales de densidad que
formaban parte de un grupo de determinaciones fisicas euys realizaciém que-
d6 postergada,

Para cada una de esas sustanoias se df a continuacibn, segfn la

secuencia Antecedentes - M&todo - Resultados, los datos existentes en la 1li-

teratura y los obtenidos por nosotros, con una discusién sumeria del método
usado,

Inclufmos en los antecedentes todos los trabejos publicados hasta
la fecha que tienen relaciébn directa con el nuestro, Hata el afic 1930 esa ta-
rea estd magni{ficamente agotada por Needham; es de lamentar que ese autor no
haya lefdo més cuidedosamente los tratajos originales, De esto Giltimo damos
razones en las pdginas siguientes y en cada ocaso particular, Es curiosa la
ausencia de trateajos relativos a la composicién quimica del alantoideo o del
ammios de emtribén de pollo, posteriores a 1930, Los abstracts mencionan sblo
dos tratmjos (Yamada Kichinosuke) correspondientes & 1933; no nos ha sido
posible conseguirlos, La bibliograffa se agota si agregamos las determinacio-
nes f{sicas (pH, conductividad, tensibn superfieial) publicadas recientemate

por Walker,
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Los datos de écido firico, nitrbégeno total y mo proteico, son el
resultado de sumar el soluble y el precipitado, Para facilitar la compara-
cibn, damos tambien las concentraciones de esas sustencias calculando el
preoipitado oomo soluble. El precipitado se calcula como comnuesto exclusi-
vamente de &cido Girico; camo consecuencia fundamental, ésto hace que el ni-
trégeno proteico que calculemos por diferencia se refiera solamente al so-
luble, Los datos de nitrbgeno proteico no coinciden emmctamente en los pramedios
finales oon la diferencia entre el total y el no proteico, por la existencia
de lotes en los que se dosaba 86lo nitrbgeno total; esas diferencias no son
en ninglm oasoc signifieativas, Los datos para nitrbgeno total oomiengan el
d4a cetavo de incubmeibn; esos datos, hasta el dfa once, incluyen el centé-
simo de miligramo, Exoepto ellos, nuestras oifras para nitrbgeno y frico estén
dadas hasta o) déeimo de miligramo. Es curioso que Needham (1) ssegure el mi-
16eimo de miligremo, en dias eamo el 17 y el 20, utilizando el método de Hop-
Kns,

: 2

Hamos calculedo la desviaciém standard segfm = i1x 4

n=-1
donde x; es la diferencia emtre los valores hallados y su pramedio y n el

nlimero de determinaciones, Por seguir un oriterio uniforme hemos hallado la
desviacibébn standard en todos los casos, &n en aquellos en los que el reduci-
do valor de n le quita tode utilidaed,

Consideramos significative la diferencia entre dos promedios cuan-
do es mayor del dobk de su error standard, calculado segén 01 + G2

n) n2
El cflculo estadfstico estd en general afectado por el hecho de que

los lotes mo eran homogéneos er el nfimero de huevos; no hemos hallado una ma-

nera simple de evitar ese inconveniente,



NITROGENO

ANTECEDENTES

ALANTOIDEO - Nitrégémo total

La tabls siguiente muestra los datos existentes en bibliografia:

Die de Fiske y Boyden Kamei Targonski Sznerowna Needham
irooul. ng.% ns.A. ng, % ng./'h. ng./i. mg/h.
8 38,8 0,89 - - - 0,095
9 43,4 1,62 61 - - 0,279
10 51,1 2,29 - 1,84 0,95 0,5344
11 56,3 3,38 - - - 0,8772
12 79,8 4,81 - 2,77 2,8 (4,2) 1,316
13 114,56 7,36 - - - 1,8699
14 - - 572,4 3,19 5,5 2,5546
15 - - - - - 3,3810
16 - - - 3,76 14,1 4,3376
17 - - 837 - - 5,5101
18 - - - 9,65 17,9 (20,1) 6,9165

Los tratmjos de Targonski y Sgnerowna no pudiernn ser consultados,
por lo que debemos limitarnos a transcribir los reeopilados por Needham (C.E.
pe 1094} en la pégina 1090 de la C.E, aparece la misma table de Sznerowna que
aqui tramscribimos con algunos datos totalmente distintos (4fa 12, 4,2 mg.;

dfe 18, 20,1 mg.)
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Kamei.- Promedios hechos por nosotros de sus determineciones, Es-
tén publicados en concentracibn; son datos aberrantes segfm Needham (C.E.),
quien el calcular la cantidud por huevo (as{ estdn dedos en su obra) los hi-
zo afm mds aberrantes, Needham tombd los vollGmenes dados en "™Menge v, verwend,
Materials in com.", como los volfmenes individuales por huevo; asf, conside-
ra pare el dia nueve un volumen promedio de mis de 8 cc, cuando Kemei consi-
dera alrededor de 2 cc, el volumen normal para ese dia (767% de sus extracciom
nes). Needham publica los datos de volfmenes de Kamei (C.B. p. 882), Indiscu-
tiblemente los alantoideos que analizabe Kamei tenfan clara, Asf lo dice 61
mismo, creyéndola un oanstituyente normal. En cambio, asegura que estabtan 2i-
bres de sangre y yema,

Fiske y Boyden,- Datos hallades en baso a volémenes deducidos in-

correctamente (Ver determinacién de volumen, pég. 12 ). Huevos Leghorn in-
eutados & 39°5C,

Noedhem.- En la Giltima columms agregamos datos de Needham (1)
hallados indireoctamente, Corresponden & la sums de los “"smoothed curve values"
de &cido firico y urea (alantoideo + ammios + embrién) expresados como nitré-
geno, Segln este autor, se comete asi un error neda importante, Importante o
no, oarece de sentido der esos datos hasta el diez milésimo de miligramo,
Needham no tabula esos datos como nitrbgeno total del alantoideo sino eomo
nitrbgeno total excretado, pero indica la identidad de esas denominaciones
sl compararlos con los de Sgnerovna (al.). El porqué de sus datos bajos, com-
parados oon los de Sznerovns, lo explica Needham agi: -"It would be a legiti-
mate oritieism 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 blood-vessels and it is not easy to see how it would be possible to ob-
tain allantoie fluid absolutely free fram blood"-, Nosotros, Fiske y Boyden,

Walker en sus recientes tratajos, ets., 10 vemos Pffcilmente posible,
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Nitrbgeno no proteiso

Se conocen los siguientes datos de Targonski, de la obra de Needham
(ps 1099). Debemos hacer notar que le misma obra trae en un gréfico (p. 1096)
datos de Targonslkd en los que el nitrbgeno total es en concentracifm muy in-
ferior a los aquf dados para no proteico (50 mg.% el dfa 14; 80 mg.% el dfa
16). El mismo gré&fico trae datos de concentracién de Kamei muy inferiores
(160 mg.% en lugar de 570 para el dia 14) & los que éste da en su trabtajo,

Evitamos los datos de nitrbgeno no proteico de Eamei por las
siguientes razones; Kamei, luego de eliminar el grueso de las protefnas ocon

€cido acétioco, precipita oon &cido ténico, lleva & volumen (a) el filtrado,

sobre una parte aliocuota de éste hace un Kjeldahl (1) y precipita el resto
eon cido fosfotfngstieo, Hace otro Kjeldahl (2) sohre este presipitado y
determina aminofcidos (3) en el filtrado (Vam Slyke).

Tiene halledos as{ tres valores que df en concentracibns nitrbge-

no no proteico (1)*, nitrbgeno no proteico de naturaleza mo presipitable por

el £oido fosfotfmgstiso (2) **, y nitrbgeno amfnieo (3). En (2) 1o que el

halla seglin el trabajo es el nitrbgeno del precipitado; no sabemos si halld

la diferencia o es un error, Si fuers um error se explicerfan al menos dos
dantradicoiones en los datos, Ademés es posible que los datos de concentra-

0ibn que trae Kamei no se refieran al alantoideo sino a la dilucién con que

lleva & volumen (o) (antes de precipitar con &cido ténico reduce el volumen

& presibn reducida; 6so explicarfa que el dia nueve, por ejemplo, dé wma con-
centracibm de nitrbgeno no proteico en el amnkos, doble a la que df pars ni-

trégeno total). En cuanto al volupen & que lleva, Kamei se limita a mencionar

(*) “Reststickstoff"; segfin la escuela alemmna nitrbgeno residual es equiva-
lente & nitrégeno no proteieo.

(*#*) "Reststiokstoff der dureoh P, Wo sllure nicht filllbaror Natur"
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"que llevaba euidadosamente hasta la marea”,

Neodham copia los tres valores, lamando al primero (Kjeldahl solre
el filtrado de &cido ténieo) nitrbgeno no proteieo total, al segundo (?) ni-
trbégeno no proteieo no blsico y al tercero (nitrégeno aminieo) nitrbgeno mo
proteico blsico, Needham no parece advertir las oontradicciones en concentra-
eibm, y d& esos valores camo referidos directamente al alantoideo y al am-

nios (C.E. pgs. 1099-1100).

Nitrbgeno no proteico alantoideo miligremos por eiento
Dia Targonsld
11 46
14 856
16 92
18 116

AMNIOS - Nitrbgeno total y no proteieo

Se conocen solamente datos de oconcentrecibm. Son los que siguen (mg.%):

Bia Fiske y Boyden Kamel Targonski
nitrbégeno total N total N total N no prot,
9,5
12 166 - 40,5 -
13 2.450 - - -
14 - 5,184 58,0 -

16 1,600 - 5,450 260




826-

METODOS -~ Nitrbdgeno total

Utilizamos un sistems de digestifm y arrastre que reunfa M s Gltimas
modificaciones:

Digestiém.~ Nos did excelente resultado el oonocido método de Ar-
nold -Gumning con perbxido (Koch y Me Meekin), 8e colocs la muestrs en un
Kjeldahl de 100 ce. ms 1 co, de &cido sulfrieo concentrado, 5 o 6 gotas
de sulfato de colre al 6% y 0,5 gramos de sulfato de potasio, Se calienta
dos horas eon mioromechero, se enfria, se agregan dos gotas de agus oxigena-
da al 30%, y se vuelve a calentar otra hora.

Destilacifm.- Se usd para el arrastre una modificacién del apa-
rato de Parnas y Wagner. Se reeogis ol destilado en 8 ce. de £cido bbrieco
(Wagner, adaptacién a microescala del método de Winkler) en soluciém satura-
da,

Titulacibm.~ Con ClE 0,01 N; eomo indiocador, une megela de rojo
de metilo y btromo cresol verde (Ma y Zuazaga).

Nitrbgeno no proteiso

Tuvimos dificultades en desproteinizar el alantoideo sin provocar
el arrastre de nitrbgeno no proteico (fcido firieo), Convergian a ello dos
factores: 1) su alta concentracién en fcido irico, y 2) su baja concentracibm
en protefnas, Este filtimo hecho no permitia alcanzar la diluciém que hubiera
contrarrestado al primero.

Esas condiciones sefialan la posibilidad del uso de un mébodo turbi-
dimétrieo o colorimétrico, o una dializacibn previa al Kjeldahl,

Procediendo eon una modificaciém del método de Folim y Wu para san-
gre (Van Slyls y Hawikins), o sea diluyendo diez veces, obtuvimos datos repro-
duoibles, Es posible que nuestros datos de nitrbgemo no proteico sean siste-
méticamente btmjos.

El método oonsiste en agregar al 1fquido a desproteimizar, un vo-



lumen nueve veces mayor de una mezcla de tungstato de sodio al 10% y écido
sulfGrico 1/12 N en la proporcién de 1:8, Prepar{temos esta mezcla inmedia-
tamente antes de su uso.

Elimindbamos el preeipitado por eentrifugaciém; para ello, en lu-

gar de calentar segfin indican Folin y Wu, dejébtamos el 1{guido en reposo al-

gunas horas,




RESULTADOS

ALANTOIDEO

NITROGENO TOTAL

Infectados
Mo meve e smei, e/ e,
12 36 9 65,2 4,0 5,8 0,4
13 36 10 78,7 12,4 6,8 0,9
14 54 22 86,6 26,3 5,7 1,7
16 19 3 107,0 40,0 5,6 1,3
16 38 7 168,6 66,8 10,0 1,9
17 7 2 248,7 56,7 9,0 0,1
Normales
8 s 3 13,0 2,1 0,61 0,09
9 5 5 36,8 4,9 1,49 0,31
10 7 7 37,1 9,7 1,74 0,26
11 8 8 44,1 8,2 2,57 0,82
12 48 21 57,3 7,0 3,8 0,8
13 39 12 70,5 12,1 4,7 1,0
14 62 2l 103,56 19,3 5,4 1,0
15 12 2 205,1 49,0 8,9 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
ALANTOIDEO
NITROGENO NO PROTEICO
Infeetados
“N° de N® de Desv, “Desv,
Dia huevos lotes gl stand, ng/h. stand,
12 17 s 53,0 5,9 s,6 0,4
13 18 3 48,3 11,0 3,5 0,4
14 39 7 47,6 5,8 3,1 0,3
16 38 4 90,8 21,1 6,6 0,6
Normales
12 16 3 45,3 6,7 2,3 0,2
13 19 3 46,9 9,9 31 0,4
14 38 7 68,2 10,56 2,9 0,1
16 23 4 200,5 38,6 4,8 0,8
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RESULTADOS
ALANTOIDEO
NITROGENO PROTEICO
Infeotados
™ de W) de ~ Desv, Desv.
Dia huevos lotes g% stand, ng/h stand,
12 17 3 9,4 2,6 0,6 0,2
13 18 3 48,5 4,9 5,8 0,6
14 39 7 43,1 16,6 2,8 1,4
16 38 7 77,8 63,7 4,6 2,5
Normales
12 156 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 ¢ 142,0 7,1 3,4 1,7
AMEIS
NITROGENO TOTAL
Infeotados
T de — X de Desv. TDesv,
Dia huevos lotes ng? stand, ng/h stand,
12 -] 3 14,0 1,6 0,62 0,12
13 3 3 49,8 37,4 1,3 0,02
Normal es
12 3 3 8,5 0,6 0,31 0,02
13 3 3 83,9 65,7 1,6 0,4
NITROGENO NO PROTEICO
Infeetados
12 2 2 6,6 0,4 0,25 0,056
14 20 4 118,8 65,1 1,9 1,4
Normales
12 2 2 3,5 0,8 0,14 0,02
14 13 3 117,7 24,6 2,3 0,1

=30=
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ACIDO URICO

ANTECEDEN TES

Los datos existentes presentan una divergenoia notable, y han sido
publicados entre los afios 1912 y 1929; corresponden a Needhem (1), Frideri-
eia, Fiske y Boyden, Kamei, Targonski, y Tamita y Talmhashi,

Sus datos desde el dfa 12 som:

Dia Needham Friderieia Fiske y Boyden Kamei Targonski Tomita y

huevos lotes mg./h. mge/h. mg./h mg? mgf mg./h Talmhashi
ng./h

12 27 2 4,177 5,2 10,61 175,9 - 3,51 (S,25) -

13 26 2 5,822 5,5 16,06 234,6 - - -

14 8 1 6,930 11,7 - - 10,24 4,75 (5,46) 0,3209

15 13 2 10,340 18,6 - - - - -

16 6 1 13,650 18,8 . - - - 9,% (10,95) -

17 6 1 13,940 42,8 - - 18,34 - 0,4876

17-18 - - - - - - - 13,74 (16,95) -

18 - - - 49,7 - - - - -

19 - - - - - - - - -

19,5 - - - 57,4 - - - - -

20 5 2 29,150 - - - - - -

Los tratmjos precedentes no coinciden ni en el método ni en las par-
tes analizadas,
Needham.,- Embribn + amnios + alantoideo, Método colorimétrico de

Benedict y Franke, método volumétrico de Hopkins, Huevos Leghorn incubados



a 38°8C, Needham concede a sus datos mfs valor que a los de Fridericias, por
pertenecer a mayor nimero de huevos, pero no parece dar importancia a la
dispersibn que puedan tener los datos., La irfluencia que pueden tener el
embribn mds el amnios parece ser considerable segln algunos valores de To-

mita y Takahashis

Acido fGrico

Dia amios + embribn
ng./h.
14 0,3583
17 3,0578
19 7,4465

Eso indicarfe que los datos de Needham, especialmente los correspon-
dientes & los Gltimos dfas son sensiblemente tajose Fiske y Boyden dicen en-
contrar hasta 100 mg. ol dfa 20, Mosotros hemos hallado, 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 emonio, macerata el embribn, filtra-
ba y precipitebe proteinas, Nuestra experiencia nos asegura la dificultad de
disolver el firioo precipitado en esas condiciones, Needham no menciona ningu-
na tentative de verificacibén al resvecto,

Fridericia.~- Amnios + alantoideo. Método gravimétrico de Salkovski,.
(CE. po 1091), Sus datos son considerados altos por Needham (1), quién 1o
achaca al método usado, que dosa junto con el firico los compuestos de nficleo
purinico. Estos no pueden provenir ni del ammios ni del alantoideo (Ver nues-
tros datos de nitrbgeno no proteico) & no ser que Fridericia aplicara el
método sin eliminar las proteinas del ammios,

Targonsid .- Alantoideo., Método colorimétrico de Morris y Mc Leod,



(CE. po 10913 en la pégina 1094 se repiten estos datos expresados como ni-
trbgeno, pero no se corresponden con éstos. No sabemos si el error es de
Targonski o de un cédleculo posterior de Needham, En este Gltimo caso tampo-
co sabemos cual de las dos tablas estd equivocada, Targonski "embodied his
regults in singularly confusing and irreguler tables" (Needham), Femos iné
clufdo esos datos en la tabla).

Tamita y Talmhasghi.- Alantoideo, Método colorimbétrico de Folin,

Estos valores asi como los datos para el ammios + embribém en la nota sobre
Needham, corresponden a los datos controles de uma experiencia de Tomita y
Talmhashi en la que los huevos eran inoculados con diversas sustancias, Los
autores no indican si éstos oontroles eran inoculados en forms semejante eon
alguna sustancia inerte, |

Figske y Boyden.- Alantoideo, Método de Folin, Huevos Leghorn incu-

tedos a 39°5C, S8us datos son considerablemente altos. Needham (nota el pié
de pégina Chemical Embriology p. 1093) recuerda que el método usado dosa
ergotionina junto con el &cido frico, No puede negarse & priori la influen-
cia que pueda tener ese error, pero seria sumemente singular - (la ergotio-
nine es un componente de las c¢élulas sanguineas (Hunter and Eagles), aunque
se le ha hallado en orine en pequeflas cantidades (Sullivan y Hess) - la
existencia de eoncentraciones tales de ergotionina er el 1liquido alantoideo,
El miemo Needham 1o considera asi al ﬁiliur en sus célculos la suma de
nitrbgeno eorrespondiente & la urea y al &oldo firico, oomo précticamente
igual al nitrbégeno total.

Kamei.- Alantoideo. Método de Folin y Wu, Nos limitamos a dar sus
datos en concentracién, Needham los publica, en eambio, calculéndolos en

lg./h., pero el dato que trae pare el dfa 17 (3,11 mg.) no tiene sentido.



La divergencia de datos puede apoyarse en la distinta proeedencia
de los huevos (Needham y Fiske y Boyden usan huevos Leghorn; Tomits y Ta-
lmhashi no indicen nade al respecto; Kamei usd huevos "de la misma raza"),
en las distintas temperaturas de incubteociém y en los métodos usados para
la determinecién de firico, Tomita y Tekmhashi y EKamei parecen ignorar la
existencia de Grieco precipitado. Es de notar que el peso de los embriones
de Fiske y Boyden era de wun 35% mfs alto que los muestros, debido induda-
blemente & que incubaban & 39°5C,

METGDO

Hemos usado pare el dosaje del fcido firico el método de Hopkins,
Algunos datos aisledos con el de Folin y Wu nos dieron resultados eoncor-
dantes, pero preferimos el primero por evitarmos una excesiva dilueibm,
El objeto fundsmental de la puesta a punto de este método (*), era 1la
determinacibm de &cido Grico en ammios, pero algunos ensayos nos conven-
eieron, coincidiendo en ello con Fiske y Boyden, de la existeneia de con-
giderable cantidad de sustancia cromogénioa no firica, Las operaciones ma-
nusles neceserias nos hicieron postergar esas determinaciones.

Se han publicado cuatro sucesivos métodos de purificacibém del
reaoctivo de Folin (Folin y Trimble, 1924; Folin y Marenzi, 1929; Folin

(2), 1933; Folin (S), 1934), El uso del cianuro de sodio eomo fmico flca-

11 oamienza en 1930 (Folin (4)); desde ese tratajo comenzamos a repetir los

métodos sin mayor 8xitos el agregado del reactivo producfe uma constante

turbiedad, que aunque fécilmente centrifugable hasia engorrosa le aplica-

oitm del método, La turbiedad deseparecia agregando un exeeso de oido fos-

férieo, pero con un detrimento comsiderable de la intensidad del color y

la escala de proporeionalidad., Una revisifm de los reactivos usados nos in-

died: a) la necesidad de verificar la concentraciém (85%) del &cido fosfb-

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

(*) El método de Folin es el que mks coincide entre los solorimétrieos, al
menos en orina, con los valores obtenidos usando uricasa (Schaeffer),
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tasio); hemos tenido éxito con muestras de cianuro simplemente puro, donde
fallb el Merck etiquetado como purisimo (posiblemerte frascos viejos)/ En
cambio, mo hemos halladommeeesario el uso de urea pro-anflisis, con considera-
ble ventaja en el costo del reactivo. Algunas variantes del método de Folin
exigen una dilucién micho menor (Folin, Wu, Neubauer) pero su valor analiti-
eo 8 muy relativo,

El método de Hopkins (precipitacién del firico como sal aménica y ti-
tubacifn con permanganato) permites dosar el décimo de miligramo, une vez que
se ha adquirido la préctica necesaria en la observacibébn del punto de viraje,
S8e 1o aplics & orine modificando el método para eliminar una sustsncia inter-
ferente deseomooida (Cole, tratamiento previo ocon hierro eoloidal dislizadog
Folin y Schnffer; tratamiento con acetato de uranilo) Needham purifieate el
precipitado reeristalizéndolo en £oido elorh{driso, Nosotros aplicamos di-
rectamente el método de Hopkins con ligeras modificaciones: se centrifugh
en lugar de filtrar, se lavd une sola vez el precipitado, se disolvib éste
en 20 e¢. de agua en lugar de 100, y se tituld eon una bureta de 2 cc,, to-
do ello en tase a que se operabta con menor cantidad de 1f{quido, lo que era
posible debido a su alta concentraciém (se utilizaban 10 cc. de alantoideo).
Los precipitados se analizabam tituléndolos en las proporeiones indicadas
por el método; despubs de lavarlos varias veces con agua destilads, se dejad
an verias horas en contacto con unes potas de hidrbéxido de sodio saturado;
una cantidad de fcido sulfGrieco equivalente a este hidrbéxido de sodio se¢ agre-
gaba luego a la necesaria para obtener la concentracibém en fcido sulfhrico
que indice el método de Hopkins, Se agregaba luego agus y se ealentaba hasta
dilucitn, (Fiske y Boyden trataban el precipitado eon écido elorhidrico eon-
centrado, y lo disolvian luego con una mezola aloalina ecaliente de fosfatos,
en forma semejante a la usada pera preparar la s¢lucibn stook de Girioco en el

método de Bemediot (Benediot y Hitoheoek). Esa forme de disolucifm interfe-



rfa oon nuestro método de determinacién). E1 mismo resultado se logra con
carbonato de litio, pero es necesario un calentamiento més prolongado (se-
guremente. por 1la incapacidad de ese reactivo para disolver la especie de
mueus, segregado por las vesfculas de Rossi, que recubre el preoipitado;

eso puede obviarse macerando el preoipitado més el carbonato de litio con
alundum, pero sin mayor ventaja con respesto al método anterior), El preeci-
pitado de los huevos infectados difiere a veees de los mormales en su aspec-
to (es més gelatinoso), pero mo difiere en lo que respecta a la dificultad
para disolverlos, Hioimos algunas experiencias para determinar el Grico re-
manente en el huevo después del nacimienmto del pollito, Cuando el nacimien-
to se produce correctamente, es fécil evitar que el pollito arrastre comsi-
go parte del firieo, En esas condiciones, agregando una solucibn al 10% de hi-
drbxido de sodio, macerétamos la céscara con las membranas residusles eorres-
pondientes a dos huevos, Dejébamos asi{ varias horas, dilufamos, filtrébamos,
precipitévamos protefnas con fcido thingstico y tituldbamos seztm Hopkins.

Los resultados, qorrespondiontel a tres experieneias fuerom curiosamente
conecrdantes: 49, 60 y 53 mg./huevo,

La naturaleza de este precipitado es de por sf un problema cuyo
detalle esté atln por resolver, Needham (2) supuso que todo el firico estaba
libre en el alantoideo y que habfa un ciclo de base para el transporte del
firieo al saco, E1l tratajo de Bialaszewiez y Glogowslm sobre el contenldo de
sodio en el alantoideo parece confirmar 6go: el sodio aumenta hasta wn méxi-
mo de 22 mg, ol dfa 12, coincidiendo seglin estos autores econ el méximo de
volumen (10,3 ec.), y luego disminuye hasta ger cero en el nacimiento del
embribn, E1 potasio erece oontinuamente hasta un méximo de 7 mg. al fin de
la incubacibn, Fiske y Boyden consideran el mismo ciclo de tase pero inver-
tido (los uratos mo podrian dializar por la membrans alantoidea),

Nosotros hemos tratado de orientarnos en la ocamposicibn del precipi-



tedo de la siguiente manera: partes del preeipitado, lo més puras posible de

trozos de membrana y de sangre, se disolvieron como siempre, se acidifich e

hirvib la solucibn, se filtrb y se 1llevb a 100 ec., En el filtro queda un re-

siduo sumamente variable en peso (de 0,5 a 4 mg, poe cada 10 mg, de firieo).

Sotre una parte del filtrado se hizo un Kjeldahl y en el resb se determiné

irico. La comparacibm de los datos indica la presencia en el vrecipitado de

unos 10 mg. por ciento de sustanecia nitrogenade soluble que no es fcido Gri-

60,

No se hizo un estudio sistemftico de comparacibém entre los precipi-

tados de huexos normales e infectados, pero ensayos aislados parecen indi-

oar que su contenido em firico es el mismo, Tabulamos seguidamente esos da-

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

obliga a desconsiderar la parte no auble,

DIA 17

Auevos N©® de Nitrbégeno Grieo Nitrbgeno Grico Diferencia
huevos (mét. de Hopkins) (kjeldahl) por huevo

nge. nge mge

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

infeot, 3 13,8 14,9 0,4

norm, b 6,0 7,4 0,3

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




RESULTADOS
ACIDO URICO
Infectados
N® de T°® de Desv, Desv,
Dia huevos lotes g’ stand, mg/h stand.
12 32 6 90,3 8,0 5,6 1,1
13 32 6 119,6 19,4 8,2 1,1
14 39 T= 128,9 12,2 8,5 I;G
15 19 s 190, 6 32,5 10,9 1,5
16 24 8 176,1 48,6 12,2 1,8
Normales
12 29 6 87,3 12,0 4,5 1,0
13 33 6 134,4 30,7 7,8 1,5
14 356 6 157,9 16,3 6,7 0,9
15 2 2 344,3 11,8 11,6 1,1
16 16 6 862,5 114,8 11,7 2,3
ACIDO URICO PRECIPITADO
Rifectados Normales
g’ ng/h ngk ne/h
Dia
13 11,6 0,8 5,6 0,3
14 16,9 1,1 60,4 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
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UREA Y AMUNIACO

ANTECEDEN TES

Las primeras determinaciones datan de 1825, en que Prévost y Le
Royer determinarom cualitativamente urea en el alantoldeo. Reocién en 1912
Fridericie hizo algunas determinaciones eusntitativas, encontrando 435 mg.
el dfa 17 y 1,7 mg. ol dia 19; Fridericia utilizbé el método de Sechondorff,
Needham (5-4) fué el primero (1925) en realizar un estudio sistemético; sus
datos y los de Kamei son los fmicos, pero son 86lo relativaments compara-
bles, Los datos de Needham corresponden & la urea presente en el alantoideo,
smnios ¥ embrifm conjuntamente., Los datos de Kamei corresponden al ammios
y @l alantoideo por separado, Needham (C.E, p. 1099) sefiala que Kamei no
indioa en su trabajo el método usado; nosotros hemos hallado la descrip-
cifn pertinente sin difioultad: dosata uree por diferencia en la titulacibn
del amoniaco antes y despuée de tratar el substrato con ureasa, Los datos
de Needham oorresponden a wn solo lote; se hallaron tratando el substrato
con urease, destilando el amon{aco y nesslerizando (Se dosata amonfsco por
arrastre sin ureasa), Con embriones de mfs edad, se determinabe urea en la

extraceifm ocetbnioa del macerado, previa evaporacibm de ese disolvente,

Neodhanm Kamei
Dia (alant, + amm, + emtr.) alantoideo amnios
N°® de emtr, mg./h. ng% ng%
Urea
14 6 0,532 21,250 3,370
Amonfs oo
13 8 0,0666 - -

14 6 0,0608 3,694 1,928




METODO - Urea

La digestibn enzimAtica de la urea es base de los mejores métodos
existentes para su endlisis; éstos consisten en el dosa je del anhidrido car-
bbnico o del amonfaco formados por la aecibn de la enzimm, El anhidrico car-
bémico se dosa gasométricemente; el amonfaco se aisla por: 1) aereacibn;

2) destilaciém con o sin arrastre con wapor de agua; 3) absorcién y elucibn
posterior oon permutita, Se le dosa colorimétricamente o, excepto en el caso
3 {oon permatita), por titulacién, Algunos métodos dosan el amonfaco nessle-
rizando directamente el digerido, previa eliminacién de proteinas, En nues-
tro caso, eso no era posible debido a la alta concentracién en uratos del
alantoideo. Ese mismo heoho impedia el aislamiento cuantitativo con permu-
tita, Se ensayd en un principio el arrastre con aire (Van Slyke y Cullen,
modificacibn del método de Folin (5)), pero cada operacién con ese método
insume un tiempo considerable, Se tratd de obviar este inconveniente cons-
truyendo wna taterfia para diez andlisis simulténeos, pero en esas condieio-
nes, la posibilidad de que el ocarbonato de potasio utilizado como alcalinizen-
te pase a los tubos coleotores de amoniaco obliga & proceder con precaucio-
nes tales que no hay ahorro préctico de tiempo,

Se insistib particularmente con el micrométodo de Kinsey y Robison,
por la posibilidad que ofrecia de realizar muchos anélisis simulténeos., Con-
siste en la destilacibn durante una a dos horas a 37°C, del amonfaco formado
por la aecifm de la ureasa, & una gota de &cido bbrieo oon glicerina suspen-
dida en la bSveda de uma pequefia campana que ocubre el total (en forma semejan-
te al primitivo método de SehlBsing para el amonfaco urinario). Se comstru-
yoram a ese efecto dedales de vidrio de 1,5 am, de didmetro por 1 de alto,
de borde esmerilado, que cerraban perfectamente sobre portaobjetos execavados,
esmerilados en el perimetro sorrespondiente, 8¢ titulaba con una btureta de

0.1 es,, utilizando ocomo indicador el universal Merck, Los resultados fueron



buenos, pero el método debié abandonarse por necesitar une concentracibn
mayor de urea que la que tenfen los 1lfquidos & analizar,

Finalmente nos deoidimos por arrastrar el emonfaco oon vapor de
agua, en las condiciones puestas a punto para nitrbgeno total, Se comenza-
ba por eliminar el amonfaco ya existente con permutita, y se haocfe le di-
gestibn con buffer de acetato, oon el que el pH éptimo de accibn de la urea-
se. es ms €cido (6,4; Howel y Sumner), en tubos de 20 ec. tapados con para-
£ilm (*). Se los dejabe dos horas a temperatura ambiente y se procedie a
su arrastre alcalinizando con 3 ce. de solueibm saturada de bbrax, Se reeo-
gia sotre fcido bbrico y se tituleba oon microbureta y clorhidrico 0,01 nor-
ml,

Treasa

La preparacifn de un extracto estable de alta concentracién nos
llevd un tiempo considerable, Actualmente no existe en plaza la ureasa
Squibb, y el jaek-bean 8610 fué recientemente asequible en nuestro pais.
Los extractos de jack-bean obtenidos por precipitacibm cetémica, son mfe
activos que la ureasa Squibb, Bosotros utilizamos el poroto moliéndolo y
hasiendo un extraeto alechblico de la harina, Segfm Folin y Wu, Se conserva
perfeetamente a 4°C, pero no hemos logrado en ningfm momento obtener un
nessler limpido con este extracto (Folin y Youngburg).

Las primeras tentativas para lograr un extracto, se hicieron con la
harina de soja comercial; fracasaron porque ésta se hallaba incorporada de
otras harinas, Moliendo nosotros la semilla, pudimos obtemer por desengrase,
extraoccibn cetébmica en un mezoelador Waring y liofilizacibn, extractos ana-
1{ticamente Gitiles, pero de taja actividad. Tampoco nos convencieron los ex-
tractos obtenidos por preocipitacibn cetimica (Van Slyke y Cullem), extraeciém
aleohblica (Folin y Wu), extraccibn acuosa y purificaciébn con &cido clorhi-

drico (Fieke), o egtraccidn glicérica (Koch), No todos estos métodos se adap-

(») Espeeie de papel a btase de caucho y parafina,
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tatan ofmodamente a la poca aoctividad de la harine que posefamos.

Se abandond la soje por la semilla de sandfa. Esta posee el doble
de actividad (Damodaran y Siveramakrishma). Después de ensayar une conside-
rable cantidad de métodos decidimos abandonar le molienda con aparatos me-
cdnicos y la homogeneizacibén en wun Waring Blendor, para evitar toda vosible
contaminacién ocon metales pesados, y concretar el método a lo siguiente: se
aplasta la semilla en un mortero de madera, se desengrasa calentdndole a re-
flujo eon &ter (37°C) durante wvarias horas y se filtra por Buchner lavaddo
repetidamente hasta que el filtrado esté exemto de aceite, (El desengfase
era imnecesario cuando se operaba com el Waring, porque la sentrifugacién
posterior permitia separar fdcilmemte la grasa sobrenadante). La harina esi
desengrassda se molia en un mortero y se temizaba; en esa forma es ya per-
feetamente utilizable. Para mayor oomodidad em su uso, obtenfamos wm extrae-
to soluble traténdola eon acepons al 30%, centrifugando, elimimamdo por ae-
reasién la asetona del lfquido decantado, y liofilizamndo. La actividad del
producto oseila alrededor de las 100 U, por gramo, (Unidad de ureasa: segfm
Sumner y Hand, la eantidad de ureess capar de desprender un miligremo de ni-
trbégeno de amonfeeo de una soluocién de urea-fosfato a pH 7, a 20°C y en ein-
eo minutos, La urea*“sristalhzada tiens 133,000 U.). Tentados en ese eemino
tratamos repetidamente de obbemer altos condentrados; obtuvimos un méximo
de 540 unidades después de un leborioso filtrado con tierra.de diatomeas (su-

per eell), pero la mayor oantidad de enzima es olimimada en esos tratamien-

tos,

Amoniaeo

El anflisis de esta sustancie en el alantoideo es um problema seme-
Jante @l de su dosaje en sangre, y le conviendém por consiguiente las solucio-
nes halladas pare éste. Pero a pesar de la repidez proeclamada pera esos mé-
todos, san en gemeral leboriosos y no permiten determinaciones en serie, To-

dos giran alrededor de la destilacién al vacio del emonfaco, en aparatos se-
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mojantes a los de arrastre de microkjeldahl, Se ham publicado algunos trabejos
en los que se intenta aislar el NH; sanguineoc con permutita (Morgulis y Jahr)
o por esereaciém (Van Slyke y Hiller)., En el primero de los casos se ven ebli-
gades a agregar 0,5 mg de amonfaco extra para hacerle dosable por nessleri-
gaciém, y en ol segundo recurren ya directamente a otro reactivo (fenol e
hipoolorito). Esos métodos no han tenido aceptacibn,

En la forma indiocada més abejo hemos hallade datos de oriemtaoibn
que sefialan variacionesde interés entre nuestros datos y los existentes en
la literatura,

Utilizemos oomo solucibn aproximada (Folin y Bell) le extraccibn del
amoniaco con permutita (no cuantitativa detido a la gran cantidad de saless
ooncentraciomes superiores a la soluciém de Rimger interfieren), determi-
néndolo luego en su elucién direotamente por colorimetrfa (Gentzkew y
Masen), o por titulacién mediante un arrastre previe (Peters y Van Slykse).
En este (ltimo caso es necesario proceder al arrastre conjunto del eluido
de tres huevos oomo minimo,

En los datos de amoniaco dados es de recordar que corresponde sblo
al soluble, y que ne es despreciable la posibilidad de su precipitacibémn
ocomo urato aménico, Los anflisis realizados sebre el precipitado de firice
(pfg 37) indican la presencia de 0,3mg de nitrbgeno por huevo que no ce-
rresponde al fcide Girico y que ouede estar rarcialmente constituido por a-

meniaco.




AMGNIACO
ALANTOIDEO
Infectados
N°® de W® de Desv. “Yesv,
D’ia huevos lotes ngh stahd, ng/h stand,
14 28 10 0,26 0,18 0,014 0,010
16 S 3 0,61 0,45 0,035 0,009
Normales
14 21 7 0,37 0,24 0,016 0,009
16 4 4 0,87 0,76 0,035 0,021
AMNICS
Infeetados
14 17 12 1,67 0,71 0,039 0,019
1¢é 2 2 9,64 7,58 0,038 0,007
Normales
14 17 11 1,47 0,48 0,049 0,017
16 4 4 3,82 2,18 0,030 0,016
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RESULTADOS
UREA
ALANTOIDEO
Infectados
T® de K® de Pesv, Desv,
Dia huevos lotes ngh stand, ng/h stahd,
13 16 7 8,68 1,67 0,326 0,131
14 48 23 10,39 1,62 0,643 0,163
Normales
13 14 7 11,63 2,29 0,416 0,103
14 48 26 12,68 1,36 0,542 0,124
AMNIOS
Infectados
13 14 -] 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 16 5,85 1,31 0,165 0,073
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CREATINA Y CREATININA

ANTECEDENTES

Ban publieado datoe solre creatina en el alantoldeo Fiske y Boyden
y Kamei, y sobre oreatinina sblo este filtimo, No hay datos sobre agnios; Ka-
mel tuvo resultedo negativo en todas sus determinaciones de creatina y orea-

tinina en el mismo,

Creatina Creatina “Creatinine
Dia Kamei Fiske y Boyden Kawei
ng.% g% mg./h (%) ng.%

9 9,7 - - 20,3
11 - 6’ 2 o. 31 -
12 - 12,7 0,70 -
14 18,9 - - 23,0
17 7,9 - - 56,1

METODO

La creatinina da con el écido plorico y en medio alealino, wm ocolor
rojo intenso (Jaffé, 1886)., En lo que sigue, llamaremos oreatina a toda sus-
tancie oromogénicamente semejante, El problema de le especificidad de la rea-
cibn de Jarfé estf ya aoclarado en lo que & la orina se refiere, En sangre la
situacifm es distinta; se sabe que la sustancia oromogénioca no es decididamen-
te oreatinina, lo que se demuestra féoilmente calentando con hidréxido de so-

dio o tratando eon carbbm animal los filtrados de sangre (Behre y Benedict).

(*) Dedueidos seghn sus datos de volugen para &cido firico.
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La creatinina es eliminada con esos procesos, pero no la sustancia ecromogénice
existente en sangre, Hemos hecho esos ensayos en alantoideo, oon el resultado
de que la sustancia oromogénica es totalmente eliminada (*), Eso no autoriza a
suponer que ésta consista totalmente en creatinina, pero sus propiedades son
mucho més semejantes a la oreatinina que la que se encuentra en sangre, Debe-
mos hacer notar, sin embargo, que el color sigue intensificéndose cuando ya los
testigos con oreatinina han alcanzado la estabilidad,

Bossnes y Caussky hicieron un estudio sistemftico para determinar la
concentracibébn bptima de los reactivos en lo que respecta al méximo de color,
Su método nos permitibd determinar clmddamente le creatinina en cantidades di-
ficultosamente dosables por los anteriores, principalmente en el ammios,

La verieocibn fundamental del método reside en la alcalinidad; se ha-
cfa la reeccibn mezclando 3 cc. del liquido 'a enalizar, oon 1 cc., de 4cido oi-
orico 0,04 M y 1 oc. de hidréxido de sodio 0,75 N..Los 1fquidos se colocaben
en tubos graduados a 20 cc,, se desproteinizaban con dcido tfmgstico, se 1lle-
vaba a volumen y se centrifugaba, De ahi se tomatan 6 cc, vara coreatine y 6
pare creatinina, Se operaba con la proporeibn de reactivos que exigze el méto-
do, pero se llegaba & un volumen final de 10 cc. en lugar de 5, Esto tenfa
por bdbjeto facilitar la comparacibm con una serie de tubos preparados simul-
téneamente con cantidades conocidas,

Para dosar creatina, se procedifa, antes de egregar el hidrbxido, a
calendar la mezcla con €cido pierico durante una hora en un baffo de ague hir-

viente, Se obtiene el mismo resultado que calentando en el autoclave,

(*) En un principio hicimos ensayos de eliminaciémn con carbém activado (No-
rita), pero esta sustancia, al igual que el caolin (Greenwald y Mc Gulreo
eliminabte también la sustancia cromogénica sanguinea,



RESULTADGS

CREATININA
ALANTOIDEO
Infectados
N° de N® de Desv, Desv,
Dia huevos lotes mg# stand, ag/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
Normal es
11 6 3 0,24 0,11 0,017 0,006
12 21 7 2,09 0,66 0,069 0,029
13 22 6 3,05 2,95 0,128 0,041
AMNIOS
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 6 6 1,06 1,17 0,021 0,012




RESULTA DS

CREATINA

ALANTOIDEO

Infectados
il de 5eav. Desv,
Dias huevos mg% stand. ng/h stand,
12 21 2,22 1,40 0,111 0,054
13 16 2,95 1,82 0,134 0,082
Normal es
12 16 3,95 2,13 0,099 0,028
13 16 3,76 1,35 0,161 0,028
AMNIOS
Infectados
12 4 0,42 0,50 0,016 0,019
13 4 0,07 0,08 0,002 0,002
Normales
12 3 0,26 0,08 0,007 0,003
13 5 0,24 0,29 0,008 0,011




DENSIDAD

ANTECEDEN TES

Kamei determinb el peso especifico del alantoideo en los dfas 9,
14 y 17, por picnometrie, Estos datos corresponden al promedio de determi-

naciones realizadas entre los 11 y los 27°,

Dia Densidad

9 1.0070 (ocho determin,)
14 1.0147 (siete determ. )
17 1,0205 (tres determ, )

Nuestras determinaciones de densidad se limitaron al alantoideo,
Aquf también hemos comenzado las determinaciones desde el dfa ocho, Es di-
ffcil decidir el oriterio a aplicar, cuando se determina la densidad de alan-
toideos turbios, A veces una simple decantacibdn o centrifugacibén d4 wm 1l{qui-
do 1limpido; otras éste es lechoso y sblo aclarable por calentamiento, Estas
determinaciones estdn hechas sobtre los elantoideos centrifugados, en las
fracciones que se reservaben pare las determinaciones de nitrbgeno,

METODO

Se utilizb el método comparativo de Barbourg y Hamiltam. E1 método
estd originalmente adaptado & la determiracién de protefnas en sangre y exu-
dados, pero se adaptaba perfectamente a nuestras necesidades,

Consiste en comparar, haciendo uso de una table, los dletintos tiem-
pos de cafda (e une temperatura determinada), de uma gota de 1fquido de densi-

dad conocida y de otrea del 1lfquido ouya densided se busoca, en un lfquido de



baja viscoeidad y peso especifico algo mds btajo que el de las gotas, Las
gotas deben ser de 10 mm®, la distancia de cafda de 30 em. y el 1l{quido,
contenido en un tubo de vidrio de 7,5 mm, de didmetro, se prepara con uma
mezcle de xilol y bramobenceno; con una sole mezcla de estos l1iquidos cu-
briamos préeticamente todo el margen de variaciones, Usdbemos uma solucibn
patrém de sulfato de potasio de densidad 1,0075, determinada por picnome-

trfa, Los datos estén referidos el agua a 15°C,
RESULTA DOS

DENSIDAD - Alantoideo

NORMALES INFECRAD@B

Dfa N°® de deter- Densidad + Desv, N°® de deter- Densidad + Desv,

minaciones stand, minaciones stand,
8 6 ‘ 1.0069 04,0002 -
9 10 1,0087 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 0,001l -

18 - 4 1,0104 0.,0027




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es necesario repetir que nuestros datos son sblo relativamente com-
parables con los ya existentes, y ello debido fundamentalmente a la wvariacibn
en la temperatura de incubaciém, En generel nuestros datos aparecen atrasados
en 24 horas; hemos observado incluso que un cierto porcentaje de huevos nacen
el dfe 22, En ese sentido es importente para establecer un criterio de oompa-
reacibn, el momento en que se establece la comunicecidn seroammibtioa, Los da-
tos de Fiske y Boyden lo colocen entre los dfas 12 y 18 ; los de Targonskl
entre el 14 y 16, Paralelamentem los datos de nitrbgeno total en alantoideo
de Fiske y Boyden son sistemAticamente altos fremnte a los de Targonski; en
oambio los nuestros son mfs semejantes & los de este iltimo, coincidiendo
ésto oon nuestra observaciém del momento (dfe 15-16) en que se establece la
comunicacibn,

Nuestros datos son pramedios de valores hallados en distintas épo-

oas y oon tandas de huevos presumiblemente distintas en su origen, Este tra-
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bajo debid indiscutiblemente haberse realizado con huevos provenientes de
un plantel de gallinas sometidas & un tipo fijo de alimentacién, Needham
apunta la posibilidad de variaciones en la excrecibm firica de los embrio-
nes segln la alimentacibn de las pomedores., Aunque oontradictorios, se han
publicado varios t#abajos en los que se estudian las veriaciones en la com-
posicién del huevo de acuerdo al tipo de alimentaciém (Pollard y CarrqGer-
ber y Carrjcalvery y Titus4Titus4Byerly y EllisqMcFarlane4Fulmer y Juloosﬁ.
Needham: "The effect of pre-developmental factors on development™ Biochem-
istry and Morphogenesis, pég. 20). Ese posible tipo de variacibm, sumada
a la estacional y a la propia de los huevos, impide asegurar la signiflea-
cibm de la mayorfa de las variaciones, que los promedios indicarf{an, entre
normeles e infectados,

Los siguientes ouadros resumen los datos obtenidos, expresados

eamo nitrbgeno:



DISTRIBUCION DE LAS DISTINTAS FRACCIONES NITROGENADAS

Datos comparativos

Huevos infectados (I) y normales (N)

LIQUIDO ALANTOIDEO

CONCENTRACIONES (miligramos por oiento)

Dias de
inoub,:

Huevos:

13

14

16

16

17

NITROGENO

total:

no pro-
teico:

de 4cido
frico:

de urea:

e amo-
nfaco:

de crea-
tina:

de orea-
tinina:

proteico
soluble

no protei-
00 indoter»
nminado:

65,2 67,3

78,7

70,5

88,6 103,56

107,0 205,1

168,6 342,4

248,7 704,8

63,0 45,3

46,9

47,6 68,2

90,8 200,5

30,1 29,1

39,9

44,8

42,9 52,6

66,3 117,4

3,05

5,38

4,86 5,87

0,21 0,31

0,50 0,72

0,87 1,54

1,15

1,45

0,93 0,79

0,856

1,16

0,78 0,83

9,4 22,9

37,7

43,1 60,6

77,8 142,0

21,1 13,9

353

-5.9

8,6

35,0 82,4




LIQUIDO ALANTOIDEO

CANTIDAD TOTHL (miligramos por huevo)

Dias de
incub,:

Huevos:

12

13

14

15

16

17

[ NITROGENO

total:

3,8 3,6

6,8 4,7

5,7 5,4

5,6

6,9

10,0

8,2

9,0 12,5

no pro-
teioco:

3,6 2,8

3,5 3,1

3,1 2,9

4,8

de &cido
firioco:

de urea:

de amo-
nfaco:

de crea-
tina:

do croa-
tinine:

2,7 2,4

2,8 2,2

3,6

3,9

3,9

0,152 0,194

0,290 0,263

0,012 0,012

0,029

0,029

0,043 0,039

0,062 0,063

0,050 0,026

0,041 0,049

0,049 0,035

proteioco
soluble:

1,4

3,3 2,6

2,8

4,6

8,4

no proteieo
indetormine~
do:

1,6 0,7

0,6

1,4

0,9




LIQUIDO AMNIOTICO

CONCENTRACIONES (miligramos por ciento)

Dias de
incub,:

Huevos:

12

13

14

16

NITROGENO

total:

no pro-
teico:

de urea:

de amo-
nfaco:

de orea-
tine:

de orea-
tinina:

14,0

8,6

49,8

83,9

6,6

3,6

117,7 118,8

4,10

4,36

3,57

2,73

1,29

321

7,94

2,78

0,16

0,10

0,03

0,09

0,13 0,19

0,18




LIQUEDO AMNI

OTICO

CANTIDAD TOTAL (miligramos

por huevo)

Dias de
inocudb,:

Hueves:

12

13

14

16

total:

no pro-
teioco:

de urea:

de amo-
nfaco:

de crea-
tina:

de cree-
tinina:

NITROGENO

0,62 0,31

1,5 1,6

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

0,006 0,006

0,008 0,006

Nitfogeno total (alantoideo) (*). La comparaciém de nuestros datos normeles con

El anflisis de esos resultados indica lo siguiente:

los mencionrdos en los antecedentes hace destacar el desplazamiento de nuestra

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

la mayor temperatura de incubaciébn usada por esos investigmdores,

(*) En los gréficos que siguen los trazos llemos corresponden & nuestros datos;
las aboisas se refieren siempre a los dfas de incubacibdn, Las tandas rayadas
se trazaron agregando +iy -Ua cada dato, Les ocurvas normales e infectadas lle-
van respectivamente una N y wme I, Estos gréficos corresponden el 1iquido

alantoldeo,
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Figl_l TOTAL - Datos normales
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La compearacidn entre normales e infectados indica 1o siguiente:
Los promedios (ng/h) correspondientes & 1los huevos infectados son superiores
e los normales en los dfas 12, 13 y 14 de inocubacibn; ese aumento es signifi-
cativo el dfa 13, Desde el dfa 15 la concentracifm es significativamente supe-
rior en los normeles,

Nitrbgeno total (ammios) Parece haber un aumento en la ooncentracibm y canti-

dad de nitrbgeno totel en los ammios infectados de 12 dfas de incutmcién/ la
pequefia cantidad de huevos usados en las determinaciones quita gran parte de

su valor a esas deduccianes,



Fig 2 NITROGENO TOTAL -

Normales e Infectados

Nitrégeno no,proteico (alantoideo)

El siguiente grédfico compara nues-

tros datos con los de Targonski
(concentracién); entre el dia 14
y 15 se invierten los valores,

La comparacibn con los infectados
d4 1o siguiente: la concentracibém
es superior en los normales desde
el dia 14, Los huevos infectados
tienen més nitrbgeno no proteico
el dfa 12, El aumento es signifi-
cativo pero corresponde a un nfi-
mero pequefio de determinaeiones,

Nitrégeno ro Preteico
Iﬂr .

u b
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Fig 3 N no proteico., Datos normales
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Flg 4 NITROGENO NO PROTEICO - Normales e Infectados

FITROGENO HO PROTEICO
nz/h

Nitrbgeno no,proteico (amnios) Igual que en nitrbgeno total parece existir

un aumento en le oconcentracibn y cantidad de nitrbgeno no proteico en los

amios infectados del dfa 12, Esas determinaciones erah una simple gufa de
la importancia que el contenido ammiético podriea tener con respecto al ta-
lance general de nitrbgeno excretado; las pooas determinaciones efectuadas
bastan para indicar su naturaleza secundaria frente al alantoideo.(Iguales
razones corresponden & varias determinaciones semicuantitativas realizadas
para el cido firicoh No se observan variaciones entre normales e infectados

el die 14,



Nitrbégeno proteico (alantoideo) Hemos indicado y& que nos referimos al so-
luble y que en algunos dfas estos valores no coinciden con la diferencia en-
tre el total y el no proteico, por corresponder & distintos lotes. Las di-
ferencias estdn dentro dele dispersibn de los datos y ademés las wvariacio-

nes son paraelelas para los normales e infectados,

Fis. 5 NITROGENO PROTEICO - Normales e infectados

NITROGENO PROTEICO
nr

El dfa 12, la concentracibm es significetivamente inferior en los
huevos infectados; el dfa 13 se invierte esa relacibén y los infectados
tienen més nitrbgeno proteico, Con el dia 14 la dispersibmn de los datos

aumenta en forme considerable,



Acido Grico (alantoideo) Los dfas 12 y 13 nuestros datos de concentra-
cibén son paralelamente inferiores & los de Piske y Boyden en forma se-
mejante a lo observado en nitrbgeno totel, En 1o que respecta a la can-
tidad total, es lnteresante destacar la semejgnza de nuestra ocurva con
la de Needham; ambas sefialan dos perfodos pobres en la excrecibn de G-

rico: Needhem, dias 13-14 y 16-17; la nuestra, dfas 13-14 y 15-16,

Fig, 6 ACIDO URICO - Datos normales
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Los pramedios infectados (mg/h) son superiopes a loe normales los
dfas 12, 13 y 14, sibndolo significativamente este filtimo dfa., Si se distrd-
buyen los datos parciales alrededor del promedio gldba.l de todas las deter-
minaciones correspondientes & esos dfas, se obtiene uma tabla de frecuencia

que indica ("ohi square test" de Fischer) une mayoria significativa de huevos
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infectados con altos valores de firico, A pesar del aumento en excrecibn que se
observa en los infectados el dfa 14, es posible que estos valores altos tengan
su verdadero origen (recordando la naturaleza acumulativa de esa excrecibn)

en el dia 12 de incubacibn,

Fig 7 ACIDO URICO - Normeles e Infectados

En lo que respecta al &cido firico precipitado, tenemos el si-
guiente gréfico (los trazos punteados corresponden al dcido firico total),
Es evidente la mayor proporeibn de firico precipitado en los nor-

males, La cantidad por huevo aumenta répidamente en los normales desde los
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dfas 13 y 14; en los infectados comienza a tener significacibém desde el dfa

15:

Fig 8 ACIDO URICO PRECIPITADO - Normales e Infectados

ack ACIDO vnmo.munxnno

Urea (eamios y alantoideo) Fl gré&fico siguiente compara las concentraciones
y las cantidades por huevo correspondientes en cada dia (13 Yy 14) al amios
¥ al alantoideo, Los datos de concentraociém de Kamei (alantoideo) son superio-
res a los nuestros, pero coincide con nosotros en la existencia de una mayor
concentracibn en el alantoideo que en el ammios, Los datos de cantidad total
(amnios + alentoideo) de Needham indican wn avmento del dia 13 al 14 qie falta

en los nuestros, La concentracibén es significativamente supsrior en los normales
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(con respecto a los infectados) los dfas 13 (alantoideo) y 14 (alantoideo y
amnios), Sin embargo, en este iltimo dfa hay més urea en los ammios de los
huevos infectados; ese hecho se relaciona con la disminucibn sirmificativa,
tanto en concentracibén como en cantidad total, que se observe en los ammios
de los huevos normales del dfa 13 al 14 y que falta en los infectados, Un
hecho interesante es el que para ambos dfas las concentraciones de los hue-
vos normales son respeotivamente superiores a las del amnios, mientras que

en los infectados no se observan diferencias significativas,

Fig 9 UREA - Norpalae 4 Ipfeotados
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Amonfaco (alantoideo y ammios) No se observan diferencias entre normales e
infectados, E1 dato de Needham (amnios + alantoideo) del dfa 14, coincide

exactamente con el nuestro, En lo que respecta a la distribucibén de ese valor
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entre el amnios y el alantoideo, sblo existen datos de concentracibn de Kamei,
Su valor pare armios (dfa 14) coincide con el nuestro, pero el que d4 para alan-
toideo es diez veces superior, Nuestros datos indicen (tanto en los infectados
como en los normales) que las concentraciones (dfa 14 y 16) y la cantidad en
miligramos (dfa 14) son significativamente superiores en los amnios que en los
alantoideos,

Creatina y creatinina (alantoideo) Los dfas 12 y 14 los huevos infectados

tienen significativamente mfs creatinina, Los datos para creatina se conser-
van constantes en los huevos infectados; en cambio en los normales la cantidad

total aumenta del dia 12 al 13,

Fig 10 CREATININA - lw e Infectados
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Creatina y creatinina (emmios) No se observan diferencias entre normales e

infectados. Existen en el amnios cantidades definidas de creatinina, lo cuel



contradice la finica informacién bibliogrdfica al respecto (Kamei), Los datos
de oreatina muestran, em cambio, una elevada dispersibébm, habiendo dado varios
huevos resultados negativos en su anélisis,

DENSIDAD - Normales e Infectados~-Fig 11

Densided (alantoideo) El gréfico in-
DEXSIZAD cluye las determinaciones de EKamei,
de dudoso valor si reecordamos sus
datos de nitrbgeno total (clara),
Yo se observen variaciones entre nor-
males o infectados, al menos en los

d4as estudiados.
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DISTRIBUCION DEL NITROGENO

El siguiente gréfico indica eomo se distribuys el nitrégeno
(total, no proteico y de firico), en los huevos normales y en los infectados,

Los tres ﬁrazos limitan tres supe rficies que corresvonden, de aba-
jo hacia arriba, al nitrbgeno de firico, al nitrégeno no proteico residual (*)
y al nitrbgeno proteico,

Se destecan dos hechos: 1) el aumento en nitrbgeno total&g?%%%1J
huevos infectados, es fundamentalmente debido al proteico. 2) el aumento
en nitrbgeno no proteico del dia 12 en los huevos infectados, es fundamental-

mente debido al nitrégeno residual (*), Al efecto, serfa interesante completar

(*) VNitrbgeno no proteico menos nitrbgeno de fGirico.



1e distribucién del nitrbgeno dosando aminofcidos, elentoina, etc,

. DISTRIBUCIGN DEL NITROURNO
GALES — — YEFECTADGS




RESUMEN

1) Se estudian distintos métodos para ex-
traer cuantitativemente los 1iquidos alantoideo y
amnibtico del hueve de gallina en desarrollo y do-
sar en 1os mismos nitrbgeno total, nitrbgeno no pro-
teioco, doldo Grico, urea, smonfeco, creatina y crea-
tinina,

2) Se analizan comparativamente los liqui-
dos de huevos normales y los de huevos inoculados
con virus A de influenza,

3) E1 amflisis indica: m) hay un aumento en
ol nitrbgeno exoretado o acumulado en el liquido a-
lantoideo de los embriones infectados: mks nitrbége-
no no proteico, nitrégemo proteico, &oido firico y
oreatinine;

b) dadas las peque-
flas cantidades de esas sustanclas que hay en el 11-
quido amnibtico, no puede atribuirse ese aumento al
desplazamiento deo las mismas de un l4quido a otro;

o) esas variaciones

no se observan despubs del dfa 14 de incubacibn.
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Agregamos aquf los datos parcieles reunidos, por seguir wn orden,
segln los dfas de inoubaocldn de los huevos utilizados, Ese orden no es
1l6gicamente el seguido en la ejecucibébn del trabajo, pero es el G(nico que
permite una visibn general mfs o menos fdcil de los datos. Se los ha agru-
pado segin las tandas de huevos & que correspondien, y en ello sf, dentro
de ocada dfa, se ha seguido un orden cronolbgico en lo que respecta a la
ejecucibébn del tratajo,

Los volGmenes dados son promedios de los valores que, segfm se
indicé en su oportunidad, eran hallados individualmente, Fn nitrbgeno to-
tal y en el no proteico se repite, para la mejor apreciacibén de los datos,
la columa correspondiente al nitrbgeno del firico precipitedo, Por dife-

rencie de esos valores se obtiene el del nitrbgeno proteico soluble,

ABREVIATURAS

V/h Volumen por huevo, en centi{metros ctibicos,
N/h Nfmero de huevos correspondientes al lote.
Miligramos por huevo,

Miligramos por ciento.

Toulo

Soluble.

Precipitado,

Huevos infectados.

Huevos normeles,

Liquido alantoideo,

Li{quido amibtico.

EFZH'Uﬂd'&é



Datos individueles

Datos individusles

Densidad

1,0069
1,0066
1,0069
1,0067
1,0068
1,0076

Die 10

v/h

Datogs individuales

Densidad

1,00567
1,0072
1,0072
1,0072

1,0060
1,0062
1,0081
1,0070
1,0059
1,0068

Huevos normales

Nitrbgeno total

mg% ng/h
11,2 0,41
12,6 0,48
15,3 0,63

Buevos normales

Dia 11

v/n

o3 rop

NGOV

Datos individuales

Densidead

1,0056
1,0069
1,0066
1,0065

1,0064
1,0065
1,0067
1,0070
1,0072
1,0079
1,0064

v/

Densidad

1,0071
1,0073
1,0080
1,0063
1,0076
1,0075
1,0078
1,0078

Kitrbgeno total

ngh mg/h
21,8 1,13
39,5 1,19
39,5 1,77
37,5 1,95
45,6 1,41

Huevos normales

Nitrbgero total

ng% ng/h
29,9 1,77
37,1 1,82
$8,5 1,96
58,2 1,76
43,4 2,04
35,8 1,61
22,4 1,25

Huevos normales

Nitrbgeno total

ng/h

3,52
3,88
1,84
1,94
2,32
3,25
2,38
3,43
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Hallados en:

Setiembre 1946

Junio 1946

Setiembre 1946

Junio 1946

Setiembtre 1946

Setiemtre 1946
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Datos por lote

Nh Y/ Creatinina
mgf nk/h Noviembre 1947
2 5,6 0,36 0,020
2 2,4 0,19 0,013
2 2,9 0,16 0,018
e 12
Datos individuales Huevos normales
v/ Densidad Nitrbgeno total
Setiembre 1946
ngh ng/h
12,2 1,0062 37,4 4,56
5,7 1,0060 54,2 3,09
7,9 1,0077 51,6 4,07
7,7 1,0076 44,5 3,43
8,6 1,0070 56,1 4,83
7,6 1,0060 54,2 4,07
9,1 1,0070 85,7 6,07
4,5 1,0073 67,4 2,68
8,3 1,0069 56,3 4,67
6,2 1,0064 63,6 3,32
3,6 1,0069 69,1 2,13
Datos por lote Huevos normales
N/h V/n Denxidad Nitrégeno total Setiemtre 1946
mg% ng/h
4 7,0 1,0074 63,9 3,77
Huevos normales e infectados
I N Aeido firico
N7E 575 i;i V7E ). §
T4 Mz/h  mgh ng/h
5 6,3 5 5,1 104,0 6,6 88,4 4,5
65 65,6 6 5,3 86,7 4,9 102,0 5,4
b 4,9 4 4,4 81,6 4,0 85,0 3,7
Nitrbégeno total
id 1id id id 64,3 4,1 ’ 68,7 3,5
1d 1id id id 69,6 3,9 64,7 3,4
1d  id 14d id 70,8 3,5 60,1 2,8
Aeido firioco
6 7,2 5 5,0 95,2 6,9 64,6 3,2
6 6,3 6 6,2 88,4 5,6 91,8 5,7
5 6,4 5 4,6 86,8 5,5 91,8 4,2
Nitrbgeno total
id 14 id id 61,3 4,4 69,6 3,0
ida 1id id id 64,7 4,1 72,2 4,8
id 14 id id 61,3 3,9 72,8 3,4

Huevos normales

Halledos en:

Llel D

Marzo 1947

Junio 1947



14 14 id iad
id 1id id id
id 1id id id
id id id id
id id i4d id
id 1id id id
id id 14 id
id id id id
id id id id
id 1id id id
id 4id id id
id iad iad id
Datos individuales
V/h
I X
AL AM AL AM
- 3,9
5,4 -
4,3 8,7
4,2 3,8
4,9 3,3
1,6 2,5
2,6 -
1,6 2,9
3,5 2,4
- id
id id
id id
id id
id id
id id
14 -
id id
id ad
4,4 4,4
5,0 3,1
6,1 3,5
6,0 4,0
5,3 3,8
5,1 3,1

1,25
0,79
0,78

Yitrbgeno no proteico

3,8
3,6

44,2
39,2
62,4

Creatinina
0,120

0,130
0,130

1,66
1,66
1,50

Creatina

0,090 -
0,050 1,21
0,050 1,63

2,2
2,4

0,090
0,110
0,060

0,075
0,076

Nitrbgeno proteico (diferencia)

8,1
7,9
2,3

1

0,6 15,4
0,5 33,0
0,8 20,4

0,8
2,4
1,0

Huevos normales e infectados

Creatinina

AL AM
mgZ  mg/h mgh ng/h

1,86
3,11
2,39
4,10
2,23
3,48
2,23
1,91

3,10
3,89
3,98
1,77
6,80
5,64
5,80
3,61

68,9
8,6
60,6
63,6
49,4
58,5

- 0,44
0,100 =

0,134 0,27
0,100 0,26
0,201 0,52
0,034 0,40
0,087 -

0,034 0,35
0,067 0,71

Creatina

- 1,18
0,864

0,167
0,167
0,087
0,087
0,141
0,087
0,126

0,21
0,18
0,12
0,32

0,28
0,17

0,017

0,010
0,010
0,017

0,010

0,010
0,017

0,046

0,008
0,007
0,004
0,008
0,008
0,004

Nitrbgeno total

15,3
12,3
14,3
8,3
e,0
9,2

0,67
0,38
0,50
0,33
0,30
0,29

Noviembre 1947

Diciembre 1947



Nitrbgeno no proteico

- - 6,3 0,28
- - 6,9 0,21
id - - 2,9 0,12
id - - 4,0 0,15
Datos individuales Huevos normales
Densided Junio 1946
1,0079
1,0080
1,0086
1,0082

Datos individuales BHuevos normales e infectados

Densidad

N I N Setiembre 1946
1 1,0081 1,0064

1 1,0077 1,0073

5 1,0074 1,0066

0 1,0077 1,0070

6 1,0072 1,0070

1 - 1,0067

Nitrbgeno total

1 N
ne mg/h  mgh mg/h
1d 81,5 5,5 68,7 4,8
id 58,1 5,2 69,4 4,9
- - 58,8 5,0
1d 76,4 6,9 62,3 6,2
1d 61,3 5,3 72,0 4,0
1d - - 53,5 8,9

Datos por lote Huevos normales e infectados

Aoido ﬁrico Marzo 1947
. § I N
¥/h VA NA Vi ng? mg/h  mgh mg/h
4,9 105,1 6,4 119,2 5,8
4,5 112,3 7,3 188,5 8,56
4,3 119,0 9,0 133,1 65,7
Nitrbgeno total
id 7,0 4,3 68,6 3,4
id 72,7 4,7 71,8 3,2
id 75,6 5,8 76,2 3,3
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Hallados en:

Acido firioco
Junio 1947
N mg7 mg/h
¥h VA A VA ¢t s p t s P
7 7,2 112,5 98,6 13,9 8,1 7,1 1,0
5 6,6 158,1 115,6 41,5 9,3 7,5 2,7
6 8,2 lo08,6 95,2 13,48,9 7,8 1,1
b 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 -
Nitrbgeno no proteico
14 14 47,6 43,3 4,2 3,4 3,1 0,3
id id 69,7 45,9 13,8 3,9 3,0 0,9
id  id 37,7 32,8 4,9 3,1 2,7 0,4
14 14 58,2 46,5 11,7 3,6 2,8 0,7
id id 39,5 39,5 - 2,8 2,8 -
id id 43,1 43,1 - 2,9 2,9 ®
Nitrbgeno total
id iad 101,6 97,4 4,2 7,3 7,0 0,3
id id 105,8 92,0 13,8 6,9 6,0 0,9
id id 82,9 7,2 4,9 6,2 5,8 0,4
id id 99,7 87,6 11,7 6,0 65,3 0,7
id id 77,8 77,8 - 5,6 5,5 -
id id 76,7 76,7 - 5,2 5,2 -
Nitrbgeno ptroteico (diferencia)
I N
ngf mg/h  mgh mg/h
ida  id 1a 14 54,1 3,9 41,1 2,5
id id id id 46,1 3,0 38,3 2,7
id  id id 14 45,2 3,1 33,6 2,3
Creatinina
ia ia id ia- 1,33 0,096 1,66 0,100
iaqd id id id 1,66 0,108 1,20 0,085
id id i4d id 1,33 0,109 1,66 0,113
Creatina
id id id id 1,66 0,120 3,34 0,200
ia  id 14 id 0,86 0,056 2,00 0,142
id id id id - - - -
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Datos individuales y por lote Huevos normales e infectados

Helledos ent

Octubre 1947
N/h v/ N/h V/h Nitrbgeno de urea
AL AM AL AM AL AM
ng? mg/h mgh mg/h
1 2,7 3,6 4,91 0,133 4,23 0,148
1 6,0 3,6 3,63 0,218 3,82 0,134
3 3,3 = 4,50 0,149 - -
2 5,4 3,6 4,15 0,224 4,10 0,148
4 3,2 3,0 4,56 0,146 4,38 0,131
1 1,6 3,3 2,69 0,041 3,91 0,129
5 3,8 3,4 4,03 0,153 4,08 0,138
1 3,0 2,0 5,03 0,151 - -
2 2,7 3,1 5,94 0,160 3,53 0,109
4 5,0 3,6 3,57 0,179 2,67 0,096
4 4,4 3,0 5,41 0,238 5,20 0,166
1 2,2 2,8 6,80 0,150 5,59 0,157
1 6,0 2,8 6,53 0,277 4,80 0,136
1 3,7 - 5,35 0,200 & -
Datos individuales
Creatinina
v/ Noviembre 19
I ). f AL AM
A M AL MM ng? mg/h mg? mg/h
4,4 3,4 3,06 0,134 0,49 0,017
2,8 3,1 2,40 0,067 0,43 0,014
5,2 3,0 2,58 0,134 0,45 0,013
3,1 3,1 3,24 0,100 0,66 0,017
4,3 1,1 4,65 0,201 3,09 0,034
2,2 3,6 6,09 0,134 0,37 0,013
4,4 3,5 3,05 0,134 0,97 0,034
- 3,9 - - 0,34 0,013
- 2,8 - - 0,46 0,013
Creatina
id 1id 4,73 0,208 0,00 0,000
id id 1,43 0,040 0,13 0,004
1d 44 4,90 0,255 0,13 0,004
id 14 4,10 0,127 0,00 0,000
iad id 3,90 0,168 0,00 0,000
id id 5,77 0,127 0,11 0,004
id iad 3,82 0,168 0,00 0,000
- id - - 0,64 0,025
- id - - 0,46 0,083
Nitrbgeno total Amnios
Diciembre 194
N /; S 1 .|
I N ngh mg/h  ngh mg/h
4,2 3,0 24,8 1,0 41,6 1,3
3,6 1,4 31,9 1,1 147,0 2,1
2,0 2,2 92,8 1,9 63,1 1,4
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Hallados en:

Datos individuales Huevos normal es

V/h Densidad Setiemlre 1946
4,5 1,0081
6,5 1,0076
6,7 1,0077
4,4 1,0091
Datos individuales Huewxos normales e infectados
v/ Densided
Junio 1946
I N I N
8,2 6,9 1,0079 1,0077
4,4 7,0 1,0100 1,0085
7,8 4,7 31,0077 1,0100
9,6 9,3 1,0078 1,0067
8,1 7,2 1,0077 1,0075
10,0 8,1 1,0075 1,0073
- - 1,0068 -
Nitrégeno total
1 N
mgh mg/h  mgk mg/h
id ia 93,1 7,6 87,2 6,0
id id 182,0 8,0 84,4 6,9
id id 59,9 4,7 113,0 5,3
id - 77,6 7,5 - -
- id - - 94,4 6,8
id id 91,1 9,1 93,2 7,6
id id 68,5 - - -
Datos por lote Huevos normales e infectados
Junie 1947
I N Acido firico
¥h VA T/ VA ng% ng/h
t [} P t [} P
7 6,6 144,0 112,2 31,8 9,5 7,4 2,1
6 6,1 128,4 105,4 23,0 7,8 6,4 1,4
6 8,0 139,6 125,8 13,8 11,2 10,1 1,1
6 4,8 160,9 108,8 52,1 7,7 5,2 2,5
7 4,0 180,2 95,2 85,0 7,2 3,8 3,4
7 4,4 168,8 115,6 43,2 7,0 5,1 1,9
Nitrbgeno no proteieco
id id 62,2 41,4 10,8 3,4 2,7 0,7
id id 46,3 38,1 8,2 2,8 2,3 0,6
id ia 43, 38,1 5,0 3,5 3,1 0,4
id id 60,4 43,7 16,7 2,9 2,1 0,8
id id 75,7 48,2 27,5 4,0 1,9 3,1
id id 67,1 53,6 13,6 3,0 2,4 0,6



Hallados en:

L Nitrbgeno total
N;E E;E ﬁ;; V;E
ia 1id 92,3 81,5 10,8 6,1 5,4 0,7
1d 14 91,0 82,8 8,2 65,6 65,0 0,5
ida 14 118,1 113,11 5,0 9,4 9,0 0,4
id 1id 106,3 89,6 16,7 5,1 4,3 0,8
ijd  1d 106,7 79,2 27,6 4,3 3,2 1,1
id 14 104,0 90,4 13,6 4,6 4,0 0,6
Nitrégeno proteico (diferencia)
N
mg% ng/h ng% ng/h
ida 14 14 1id 40,1 2,7 4599 2,3
id id id i4d 44,7 2,8 31,0 1,3
id id iad id 76,0 5,9 39,9 1,6
Datos por lote Huevos normales e infectados
I Acido frico Agosto 1947
N/b_V/b N 75 75 __ ungh mg/h
AL AM 8 P t [} )
55,4 2,0 124,2 102,0 22,2 6,7 5,5 1,2
56,2 1,6 133,9 125,8 8,1 8,3 7,8 0,5
57,5 1,0 123,1 119,0 4,1 9,0 8,7 0,3
6 6,5 1,6 107,2 $1,8 15,4 7,0 6,0 1,0
5 4,3 2,4 132,6 88,4 44,2 5,7 3,8 1,9
5 4,5 1,9 147,9 119,0 28,9 6,7 5,4 1,3
6 3,9 1,6 167,0 95,2 71,8 5,9 3,1 2,8
3, 4,4 1,8 - - 27,3 - - 1,2
Nitrbgeno no proteivo (AL)
14 14 59,3 51,9 7,4 3,2 2,8 0,4
14 1d 60,0 46,8 3,2 3,1 2,9 0,2
id 44 38,4 37,0 1,4 3,0 2,9 0,1
id 14 43,4 38,8 4,6 2,8 2,5 0,3
1d 1d - 65’0 61’0 14’0 2’8 2.2 0’6
id id - 66,7 67,8 8,9 3,0 2,6 0,4
14 id - 72,1 49,0 23,1 2,8 1,9 0,9
id  1d - 70,5 61,4 9,1 3,1 2,7 0,4
Nitrbgeno total (AL)
id  iad 77,4 70,0 7,4 4,2 3,8 0,4
id id 62,6 59,4 3,2 3,9 3,7 0,2
id  id - 67,5 66,1 1,4 4,9 4,8 0,1
1d 44 84,1 79,65 4,6 5,5 5,2 0,3
id id - 134,0 120,0 14,0 6,0 5,4 0,6
i4 4id -  133,8 124,9 8,9 6,0 5,6 0,4
id id - 153,9 130,8 23,1 6,0 5,1 0,9
Nitrbgeno no proteico (AM)
I N
ngl mg/h ng mg/h
id id id - id 49,0 1,0 89,6 2,2
ia id id - id 230,0 3,5 127,8 2,4
1d - 1d 4d - &é 39,5 0,4 - -
iad iad id - id 156,8 2,5 135,8 2,4




I N Nitrbgeno proteico (diferencia) (AD)
N/h V N?E V7E I N
AL AM AL AM mgh mg/h mg% ng/h
jd id - 4id id - 43,5 2,0 69,0 3,2
id id - 1id 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
Creatinine (AL)
ijd id - id id - 2,00 0,108 2.00 0,086
id id - id id - 2,50 0,155 2,30 0,104
id 14 - id id - 2,00 0,146 2,26 0,088
idid - id id - 1,67 0,108 - -
Nitrbgeno de urea (AL)
id id - id id - 4,67 0,252 6,31 0,271
jd id - id id = 6,68 0,414 7,38 0,332
id id - id id = 5,05 0,369 6,12 0,239
id id - 4d id - 6,01 0,391 4,62 0,203
Nitrégeno de amonfaco (AL)
1d id - id id - 0,17 0,009 0,17 0,007
1d 3d - -~ - 0,58 0,036 - -
id id - id id - 0,41 0,027 0,41 0,018
Datos individuales Huevos normales e infectados
I N
V/n V/n Nitrbgeno total
4,9 3,7 83,4 4,1 91,3 3,4
6,0 3,9 86,2 5,2 105,53 4,1
8,4 4,4 57,1 4,8 89,6 3,9
5,0 4,5 93,0 4,7 106,3 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 6,1 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
VZE Nitrbgeno de ures
I AL AM
I NI M mg mg, mg% mglh
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 0,049
6,4 -~ 4,44 0,284 -

- =

Fallados en:

Setiembre 1947

Octutre 1947



Hallados en:

Datos por lote Huevos normeles e infectados

I N Nitrbgeno de urea Ooctubre 1947
N7E VZE N7E VZE AL AM
A & A& M mgZ mg/h me mg/h
2 8,2 3,4 4,40 0,361 2,97 0,101
2 65,8 2,d 5,10 0,296 3,87 0,081
2 17,4 1,6 5,02 0,372 3,21 0,050
2 4,6 3,7 4,66 0,214 2,42 0,090
2 8,6 1,2 4,75 0,266 3,04 0,037
2 3,6 2,4 5,48 0,197 3,89 0,093
2 6,7 2,9 5,35 0,306 3,85 0,117
3 6,3 2,3 4,66 0,287 3,99 0,092
2 2,86 1,56 6,76 0,175 2,75 0,041
2 2,6 0,9 65,93 0,164 - -
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 0,276 2,96 0,062
3 3,1 2,4 6,12 0,190 - -
Datos individuales Huevos normales e infectados
Nitrégeno de urea
VZE Octubre 1947
I
Huevo i A AL AM
nfmero:

1l 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 0,096

4 7,4 3,4 4,34 0,321 3,58 0,122

5 8,4 2,7 4,79 0,402 4,156 0,112

6 6,2 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 3,60 0,133
10 4,2 4,2 6,67 0,280 2,82 0,118
11 4,0 3,5 17,45 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
16 8,3 - 6,42 0,276 - -
16 762 3,2 6,02 0,433 3,32 0,106
17 5,6 - 6,13 0,287 - -
18 1,6 - 5,68 0,091 - -
19 5,7 2,9 5,28 0,301 3,67 0,104
20 6,5 4,0 3,78 0,200 2,46 0,098
2l 6,7 3,3 6,06 0,406 2,46 0,081
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Halledos en:
Sobre esos mismos huevos, datos por lote:
Y/ Nitrbgeno de amonfaco
Huevos I ) AL AM
némero: AL  AM AL  AM ng% ng/h mgZ  mg/h
1-2-3 6,0 3,0 0,13 0,008 0,80 0,024
4-6-6 730 3,2 0,23 0,016 1,00 0,032
7-8-9 6,3 3,6 (*) 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 52 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 individusles HNuevos infectados y normeles
V/h _ Nitrbgeno de amonfaco
I N AM AL Diciembre 1947
AL AM AL AM ngf mg/h  mgh mg/h
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 0,006
- 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 0,066
- 3,4 1,30 0,083
- 3,9 1,54 0,060
- 3D8 1.32 0.050
- 3,6 2,89 0,080
- 3,2 1,88 0,060
- 3,3 1.82 0’060
Dia 16
Datos individuales Huevos normales
V/h Densidad Junio 1946
7,0 1,0076
4,0 1,0097
3,9 1,0098
4,2 1,0084

(*) Solamente huevos 7 y 9 para amios,
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Hallados en:

Datos por lote Huevos infectados y normales

- V/a Aeido frioeo Marzo 1947
I N ne% ng/h
Yh vA Nh VA t ) p t s P
6 5,9 207,7 106,0 10,7 12,3 6,3 6,0
7 6,3 163,0 153,0 - 9,6 9,6 -
6 3,6 362,7 126,0 216,7 12,3 4,6 17,8
7 3,2 335,9 139,0 196,9 10,8 4,6 6,3
Nitrbgeno total
id id 146,0 83,3 62,7 6,9 4,9 2,0
id id 84’0 84.0 - "3 4’3 -
id id 9,1 91,1 - 5,7 5,7 -
id 1d 170,2 98,0 72,2 6,0 3,4 2,6
id id 239,9 174,3 66,6 7,7 5,6 2,1
Dda_16
Datos por lote Huevos normales e infeotados
v/h Acido Grico Junio 1947
i X mg ng/h
¥/h V/h ¥/n V/h t 8 p ¢t 8 P
6 6,6 - - 45,5 = - 3,0
6 3,8 - - 121,1 - - 4,6
6 5,4 - - 103,7 - - 5,6
10 2,7 - - 192,6 - - 5,2
4 2,4 620,8 75,0 445,8 12,6 1,8 10,7
4 2,2 359,1 68,2 290,9 7,9 1,5 6,4
Nitfbgeno no proteioo
id id 77,3 62,1 16,2 5,1 4,1 1,0
id id 118,56 79,0 39,5 4,5 3,0 1,6
id id 123,0 77,8 35,2 6,1 4,2 1,9
id id 1561,9 88,9 63,0 4,1 2,4 1,7
id id 245,9 95,9 160,0 6,9 2,3 3,6
id 14 204,6 109,1 96,6 4,6 2,4 2,1
Nitrbgeno total
id id 148,5 133,3 15,2 9,8 8,8 1,0
id id 300,0 260,5 39,6 11,4 9,9 1,6
id ia 140,7 105,5 35,2 7,6 5,7 1,9
«id id 344,4 281,4 63,0 9,3 17,6 1,7
14 id 283,3 133,0 150,0 6,8 5,2 3,6
id iad 363,6 268,1 95,5 8,0 5,9 2,1



=79~

v/ Nitrbégeno ptoteico (diferencia)
T ¥ I N
¥/ Vo N§/h V/h ngh mg/h ne% mg/h
id id id id 71,2 4,7 192,56 5,2
14 44 14 14 181,5 6,9 37,4 0,9
id id id id 17,7 1,5 159,0 3,5
Acido firico Agosto 1947
me% ng/h
t 8 P t 8 P
5 8,8 148,9 78,4 70,5 13,1 6,9 6,2
5 6,6 206,1 101,6  104,6 13,6 6,7 6,9
5 6,1 198,4 88,5 109,9 12,1 5,4 6,7
5 7,2 155,6 13,9  141,7 11,2 1,0 10,2
6 2,3 466,6 52,2 404,4 10,5 1,2 9,3
Nitrbgeno no proteico
id id 69,4 45,5 23,9 6,1 4,0 2,1
14 1d 84,9 50,0 34,9 5,6 3,3 2,3
id id 80,4 44,3 36,1 4,9 2,7 2,2
14 4d 81,9 34,7 47,2 5,9 2,5 3,4
14 ia 199,4 65,2 134,2 4,6 1,5 3,1
Nitrégeno total
14 44 98,9 75,0 23,9 8,7 6,6 2,1
id id 142,4 107,5 34,9 9,4 7,1 2,3
id 14 160,7 124,6 36,1 0,8 7,6 2,2
id id 186,9 141,7 47,2 13,6 10,2 3,4
id id 378,3 244,1 134,2 8,7 5,6 3,1
1 Nitrbgeno proteicoy(diferencia)
id id id id 29,6 2,6 178,9 4,1
14 14 - - 57,6 3,8 - -
1d 44 - - 80, 3 4,9 - -
id id - - 107'0 7'7 - -
Datos individuales Huevos normales e infectados
v/ Acido fiwico total
I N 1 N Diciembre 1947
n (]
5,6 4,8 178,56 10,0 297,9 14,3
8,9 5,6 142,7 12,7 242,8 13,6
5,7 4,8 268,4 16,3 237,5 11,4
10,6 - 110,56 11,6 - -



Hallados en:
Datos individuales Huevos normales e infectados
Nitrégeno de amonfaco Diciembtre 1947
V/h
I N AL AM
A M ne? wg/h  ngh mg/h
8,2 0,7 0,37 0,030 4,28 0,030
9,5 = 0,32 0,030 - -
6,3 0,3 1,13 0,060 15,00 0,045
3,9 2,2 1,15 0,046 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 0,016 3,00 0,030
Dia 17
Datos por lote Huevos normeles e infectados
Nitrbégeno total
—F T N Marzo 1947
N¥/h V/n N/m V/n T s P T P
b 3,1 - 351,7 - - 10,9 -
5 1’4 - 300'0 - - 4,2 -
Aoido Grico Junio 1947
4 4,3 - - 172,1 - - 7,4
3 3,1 - - 432,3 - - 13,4
5 2,3 - - 87,0 - - 13,5
5 1,5 - - 846,7 - - 12,7
Nitrbgeno no proteieco
1d 44 157,8 99,7 68,1 6,8 4,3 2,5
id id 263,3 108,1 145,2 7,9 3,4 4,5
id id 282,8 87,1 195,7 6,5 2,0 4,5
id id 403.5 123,56 280,0 6,1 1,9 4,2
Nitrbégeno total
id iad 209,8 1651,2 58,1 9,0 6,6 2,6
id 1d 288,0 142,8 145,2 8,9 4,4 4,5
id 14 482,8 287,1 195,7 11,1 6,6 4,5
id id 926,8 646,8 280,0 13,0 9,7 4,2
Nitrégeno proteiso (diferencisa)
I N
id id 14 id 51,6 2,2 200,0 4,6

ia 14 id id 36,5 1,0 623,53 7,8



Al ® F S

Dia 18 Hallados en:

Datos individuales Fuevos infectados

v/ Densidad Setiembre 1946
3,1 1,0116
5,6 1,0095
5,9 1,0118
9,5 1,0086

Nitrégeno total (solubls)

ng% ng/h
1d 259,3 8,0
id 174,2 8,9
1d 100, 7 11,6
1d 106,1 10,1

a 21
Datos por lote Huevos normales
Diciembtre 1947
T/ Aoido firico preéipitado
ng,
2 49,1
2 49,9

2 68,2
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