DETERMINACION DE (A SERINA Y LAS GLOBULINAS ALFA, BETA
Y GAMA EN EL SUERD SANGUINEO, POR METODOS QUIMICOS

CIFRAS NORMALES EN NUESTRO MEDIO

MANUEL MORANTE MIRANDA.

INTRODUCCION

Dada la trascendencia que cada dia esta tomando en la apre-
ciacion clinica de los procesos morbosos, los resultados obtenidos
en el Laboratorio y los cambios radicales que se estdn obtenien-
do con los nuevos adelantos, en lo que se refiere a la importancia
de determinados andlisis, para el diagndstico, pronédstico y adecua-
da terapéutica de los enfermos, es que el estudiante y el médico
sienten una inquietud cada dia mayor hacia la bloquimica y den-
tro de ésta hacia la obtencién de técnicas que permitan efectuar
dosajes importantes con métodos exactos y sencillos para su apli-
cacidn en el uso cuotidianos de la prdactica hospitalaria.

Hasta hace poco tiempo se consideraba que la sangre conte-
nia tres tipos de proteina o mejojr dicho que las proteinas sangui-
neas eran solamente: el {ibrindgeno, la serina y la globulina; esto
en el plasma. En el suero en el que se ha eliniinado el fibrindégeno
solo quedarian la serina y la globulina; pero con el advenimientc
de la electroforesis se ha visto que la globulina no es solamente una
sino que tiene 3 fracciones (alla, beta, gama) que sufren variacio-
nes en su proporcién segun los diferentes estados patoldégicos sin qus
exista cambio manifiesto en la cifra total de proteinas y en algunos
casos ni siguiera la cifra total de globulinas, por todo lo cual es muy
importante determinar estas fracciones.

Pero como decia no hace mucho MacLacaN refiriéndose a la
gama-globulina “el método electroforético no es asequible por aho-
I'a para su uso clinico vy hay que insistir en la conveniencia de dis-
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poner de un medio sencillo para demostrar un exceso de esta pro-
teina’” es prdcticamente imposible, sobre todo en nuestro medio; el
efectuar dosajes {raccionados de proteinas por la electroforesis y
ello me ha inclinado a realizar este trabajo en el que se pone de
manifiesto que por un meétodo quimico sencillo y al alcance de
cualquier laboratorio escasamente equipado se puede llegar a sa-
ber en qué cantidad se encuentran estas fracciones proteicas tan
importantes a la luz de los conocimientos actuales. oo

El-método gue he empleado ademds de que con él 'se puede
llegar al conocimiento del porceniaje de las fracciones globulini-
cas; tiene la ventaja de ser también aplicable, cuando sélo se quie-
re determinar la cifra otal de proteinas o la cantidad de serinas y
globulinas; que, es lo que con mds frecuencia solicitan actual-
mente los clinicos v cirujanos; y que, seqin la experiencia obteni-
da en el Laboratorio Central del Ejército, donde ha sido controlado
con métodos como el micro-Kjeldahl, demuestra tener bastante
exactitud.

En este primer trabajo he efectuado 50 determinaciones en su-
jetos aparenlemenie sanos con la finalidad de encontrar las cifras
promedio normales en nuestro medio, dejando para un trabgjo
posterior la determinacién en procesos patoldgicos generales y en
especial en enfermedades propias de nuestro medio como la Ane-
mia de Carrion.

Vayan en eslas primeras paginas mi agradecimiento al Pro-
fesor Dr. Alberto Guzmdn Barrdn que me ha dirigido en la confec-
cién del presente trabajo y me ha brindado los medios vy las faci-
lidades necesarias para llegar o terminarlo. También agradezco al
personal Profesional y subalterno del Laboratorio Central del Ejér-
cito que en iodo momento brindd su colaboracidn.

Igualmente, mi agradecimiento al personal del Laboratorio del
Hospital Daniel A. Carridn, por las facilidades brindadas.

Mi reconocimiento y gratitud a las personas que han ayudado
a la mejor presentacidén de este trabdjo.

METODOS EMPLEADOS

En este capitulo se consignan las condiciones del trabajo, en
lo que se refiere a los sujetos en los que se han efectuado las de-
terminaciones y la técnica seguida con su fundamento.
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19 Mouestras:
Para este trabajo se han extraido las muestras a los soldados

que concurren al Banco de Sangre del Hospital Militar San Barto-
lomé, como donadores para dicho Banco; sujetos, que periddica-
mente son revisados y que aun mdas, antes de ir al Laboralorio co-
mo donadores son seleccionados en forma minuciosa por el mé-
dico de la Unidad correspondiente; como los mdas aptos para tal
fin por su peso vy talla; y de acuerdo con la vigilancia de su estado
de salud que en ellos se ha controlado.

A estos individuos al llegar al Banco se les hace un historia
clinica (que se encuentran en los archivos de ese Servicio), sobre
procesos morbosos anteriores en especial de enfermedades infecto-
contagiosas, venéreas y procesos alérgicos tipicos: siendo descar-
tados todos aquellos que representan algiin peligro para el futuro
receptor.

Por tener este estudio la finalidad de encontrar las cifras pro-
medio normales, hemos sido ain mds exigeniles en la seleccidn de
los sujetos y por ello, sélo se ha exiraido la muestra a los individuos
que por lo menos desde hacia dos anos no habian sufrido ningu-
na enfermedad infecto-contagiosa ni habian presentado nunca pro-
caso alérgico alguno; por todo esto podemos decir que los dosajes
han sido efectuados en “sujetos normales y aparentemente sanos,
cuyas edades fluctlian entre los 18 y 24 afios y que estdn sometidos
a un régimen higiénico-dietético debidamente controlado”.

Estos sujetos cinco horas o mds; antes de que se les efectie la
extraccién habian ingerido un desayuno de té y pan, que para este
trabajo no tiene ninguna importancia, por lo que, podemos decir
que se encontraban en ayunas.

Se han efectuado los dosajes en mezclas de sueros ¢ "pools”,
para lo cual se extraian 5 o 6 cc. de sanare la que se dejaba coagu-
lar espontdneamente a la temperatura ambiente, hasta el dia si-
guiente en que se mezclaban intimamente los sueros obtenidos; de
estos pools se efectuaban tres determinaciones simultdneas y se sa-
caba el promedio que es el que se consigna en este trabajo. Tam-
bién se han realizado determinaciones en un sélo suero, en estos
casos se hacian los dosajes el mismo dia de la extraccién, después
que la muestra habia coagulado espontdneamente y el codgulo se
habia retraido.

Débese anotar que la sangre era extraida, previa desinfeccién
de la zona que se iba a punzar; con agujas niimero 17 o 18 esterili-
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zadas al seco y que se recibia la muestra en tubos estériles y se-
cos, evitando en todo momento la hemdlisis para que los resultados
no fueran lalseados por las proteinas de los corpusculos sangui-

neos.

2% Técnica:

La técnica seguida es la de WoLrsoN, CosN, CALVARY e IcHI-
BA (49), con ligeras modificaciones, para hacerla mas ié&cil y por
ello utilizable en cualquier Laboratorio y que tiene la gran ventaja
de trabajar con solamente 1,4 cc. de suero para todas las determi-

naciones.

a) Reactivos: _

1) Solucién de sulfato de sodio al 23.00% .—~-Disuélvase exac-
tamente 23.00 grs. de sulfato de sodio anhidro en agua destilada a
379C. Abd&dase agua destilada hasta completar 100 cc. y gudrdese
en una incubadora a 37°C.

II) Solucién de sulfito de sodio al 28.00% .—Disuélvase exacta-
mente 28.00 grs. de sulfito de sodio anhidro en agua destilada a
289C. Es dificil hacer soluble esta sal pero puede ser disuelta si se
agita bastante en bano de maria a 30YC. el recipiente en que se
estd preparando la solucién y agréguese agua destilada hasta com-
pletar a 100 cc.; gudrdese a la temperatura ambiente en época de
calor o en estufa de 289 a 37¥C. en las épocas de {rio intenso.

[1I) Solucién salina de sulfato de amonio.—En un frasco de
a litro disuélvase 193 gramos de sulfato de amonio (Q.P.) en mdés
o menos 500 cc. de agua destilada; aiddase 40 gramos de clo-
ruro de sodio, disuélvase y complétese con agua destilada hasta
1.000 cc.; gudrdese a la temperatura ambiente.

IV) Reactivo biuret segun WEICHSELBAUM.—Previamente pre-
parese una solucién titulada exactamente de NaOH O.2N. Disuél-
vase 90 gramos de sal Rochelle (tartrato doble de sodio y pota-
sto) en 400 cc. de la solucidén 0,2 normal de NaOH. En seguida
a la solucidén anterior agréguese 10 gramos de CuSO; -+ 5H.,0.
Cuando el sulfato de cobre se haya disuelto completamente, afi&-
dase 10 gramos de yoduro de potasio y complétese a 2 litros con la
solucién O,2N de soda. Gudrdese en una botella con tapa de jebe
encerada o mejor esmerilada.



FACULTAD DE MEDICINA 65

V) Reaclive Span-eter—Meézclese ] cc. de Span 20 (3) con
99 cc. de éter sulfarico Q.P. Filirese a través de un papel mo-
deradamente endurecido en un frasco de diluir a 100 cc. v com-
plétese con éter sulfurico a 100 cc.; gudrdese en un frasco her-
méticamente cerrado.

Fundamenio: La soluciéon de sulfato de sodio al 23,0% se ha
llegado a establecer después de los estudios de Majoor, (31) el
que llegd a la conclusion de que las mejores conceniraciones para
determinar la albimina mas la alfaglobulina se encontraban en-
tre 18,5 v 26,8 grs. % de sullato de sodio; de acuerdo con sus
comparaciones con el método electroforético. A resuliados seme-
jantes también llegd MiLne (36) en 18 casos estudiados.

Para obtener el valor de albimina pura Worrson y Col., han
modificado el procedimiento criginal de precipitar con sulfilo de
sodio y filtrar leniamente a través de un papel de filtro endure-
cido; ellos separan la globulina por centrifugacién lo que propor-
ciona mayor rapidez. Basdndose en el trabajo de KingsrLey (23)
quien utilizaba el éter para disminuir la densidad de la globulina
precipitada por el sulfato de sodio que con este procedimiente
después de la adicidon del éter vy breve centrifugacién; la globulina
se separa en una masa compacta, debajo de la fase de éter vy
enciina de la fase sulfato de sodio. Pero no siendo posible aplicar
esta técnica cuando se usa sulfito por falsear los valores hubo de
roeurrirse a una pequena cantidad de un activante superficial ade-
cuado (el Span 20) que se agrega al éter para la separacidn
total de las globulinas por centrifugacién y no altera los valores
de la albimina.

Este procedimiento fué controlado con el método de la liltra-
cion y los resultados obtenidos se encuentran en el cuadro |, sa-
cado del trabajo de Worrson y Col. (49).

Suslancia activante superficial es aquella, que marcadamente
reduce la tensidn superficial o interfacial. Quimicamente es un
compuesto en el cual una porcién de su molécula es hidrofilica
vy la otra es lipofilica.

Muy conocidos en el comercio son los aclivantes ATLAS, que
son complejos de éster y éster-éter no idnicos, siendo su punto
de partida quimico alcoholes hexahidricos, alhileno éxido v 4cidos
grasos (3).

El carécter hidrofilico de esios agentes activantes es propor-
cionado por grupos libres hidroxilo y oxietileno; mientras que la
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CUADRO N" I

Valores en gramos por 100 cc.

Muestra Filtracidén Span-Eter Ditferencia
1 3,5 3,5 0,0
2 3,4 3.4 0,0
3 3,2 3,2 0,0
4 2.9 2,8 —0,1
5 4,1 4,3 0.2
6 3.8 3,8 0,0
7 . 3.4 3,4 0,0
8" 1,0 1,0 0,0
9" 0,2 0,1 —0,1
10" 0,3 04 - 0,1
Promedios 2,58 2,59

~

Los marcados con corresponden a sindromes nefroticos.

porcién lipofilica se encuentra en la gran cadena de los dcidos
grasos usados. '

Tipicos de los agentes activos ATLas son los productos de-
nominadas SpaN y TweeN. Los materiales tipo Span son esen-
cialmente porciones del éster de los dcidos grasos comunes (lauri-
co, palmitico, estedrico y oleico) y andhidros hexitol derivados del
sorbitol. :

Sabiendo que la solubilidad de un compuesto estd limitada
por su tension superficial, cuando una sustancia o compuesto no
es soluble en el grado deseado; un agente de enlace o solvente
mutuo es anadido para solubilizarlo, siendo esta la finalidad por
la que se agrega Span 20 en la determinacién de la albimina
pura por el sulfito de sodio al 28%.

Para la delerminacién de la gama globulinga, ha sido modifi-
cado el procedimiento que existia, ya que en los trabajos de CoHN
y Col. (7), (8) y de Jager y Col. (21) se recomienda el agre-
gado lento de la solucidn precipitante para evitar concentraciones
localizadas excesivas siendo por ello la precipitacion lenta y de-
morando 24 horas. .

Por los trabajos ya citados de Coun, queds demostrado que el
precipitado con solucién 1,39 M. de sulfato d=2 amonio contenia un
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90% de gama globulina; fué preferido al de MuLrorp (39) que uti-
lizaba el etanol con un rendimiento de sélo el 37% de gama glo:
bulina.

Siguiendo WoLFsoN esios estudios llega a encontrar que si-
ler solucidn de sulfalo de amonio tenia también una concentracién
final de 4.0 grs.% de cloruro de sodio en el precipitante se ob-
tenian valores exactos; dado que a una menor concentracidén re-
sultdé una pobre recuperacion de las gamas globulinas anadidas,
v la concentracién aparente del suero era demasiado baja cuando
fueron comparados con chequeos electroforéticos; asi como también
un cumento en la concentraciéon saling llevé a una alza excssiva
de las gama globulinas del suero, lo que indicaba una precipita-
cién de apreciable cantidad de la beta globulina del suero.

Es por esto que ellos (49) propugnan la solucion (II1) salina
de sulfato de amonio después de haber electuado numerosos estu-
dios en casos normales y patoldgicos con dicha solucion y ob-
teniendo siempre resuliados muy satistactorios.

El reactivo de biuret de WEICHSELBAUM se basa en la cono-
cida reaccion del biuret de los cuerpos proteicos y que debe su
nombre a que el facter o cuerpo intermedio biuret {formado al ca-
lentar la urea a 180°C. produce la reaccién; o sea que calentando
ureq, a la llama en un tubo de ensayo; hasta la efervecencia, apa-
recerd formado en el fondo del recipiente un sélido blanco: el
biuret; si luego se enfria el tubo y se disuelve el biuret con 3 o 4
cc. de soda al 10% vy se afiade solucion al 0,5% de sulfato de
cobre gota a gota obtendremos un color purpura violeta.

La prueba del biuret estd dada por aquellas sustancias cuyas
moléculas contienen dos grupos carbarmilicos, unidos directamenle
o0 a través de un dtomo de nitrégeno o carbono. Basdndose en
esta propiedad diremos que hay susiancias que no son urea pero
que contienen estos grupos (CONH.) vy por eso responderan o la
reaccion (16).

Las proteinas responden pcsitivamente desde que ellas son
Parejas de grupos CoNH en su molécula (16) igualmente respon-
derdn todas sus fracciones que en Ultima instancia no son sino
cadenas de dichos grupos en diferentes disposicién y distintas
uniones; es decir que esta reaccién estd basada en que las protei-
nas con el sulfato de cobre en medio alcalino desarrollan un color
rojo violeta en sus diferentes lonalidades, o sea que si nosotros
colocamos dos o tres cc. de una solucién de albimina de huevo
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en un tubo de ensayo y le anadimos un volumen igual de solu-
cién de hidréxido de sodic al 10%, mezclamos bien y agregamos
la solucién de sulfato de cobre al 0,5% gota a gota mezclando
bien entre cada gota; se producird un color plrpura violeta o rojo
violeta (11). El color depende de la naturaleza de la proteina; las
proteosas y las peptonas, dan un franco color rojo clavel, mientras
que el color producido por la gelatina no esta lejano del azul.

Segin ScHIFF el final de la reaccién en la prueba del biuret
depende de la formacién de un compuesto cobre-potasio-biuret
( cupri-potassium-biuret o biuret potassium cupric hidroxide). Esta
sustancia fué obtenida por dicho autor en forma de largas agujas
rojas y le da la siguiente férmula:

OH OH
CO—NH- Cu NH,—CO
NH NH
CO—NH.,—K K——NH,—CO
OH OH

WEICHSELBAUM ha hecho un estudio para determinar el éptimo
de alcalinidad del reactivo para la groduccién de un complejo
biuret proteinas séricas opticamente claro y estable. Esta concen-
tracién de dlcali la encontré ser aproximadamente O,2N vy bajo
condiciones experimentales logra obtener un complejo biuret de
sero proteinas que permanece Opticamente claro y estable por un
minimo de cinco dias, lo que ha comprobado con Jecturas espec-
trofotométricas.

Como la solucién alcalina de tartrato clOprico puede sufrir
autoreduccién (45) se afiade 5 gramos de yoduro de potasio por
litro al reactivo para prevenir dicha autoreduccién. Este reactivo
de biuret se ha encontrado estable hasta por 17 meses guardado
en el Laboartorio en una botella pyrex.

La concentracién total de cobre en el reactivo es de 0,5% en
sulfato de cobre, que estd en gran exceso, o sea mds alld de lo
necesario para formar el complejo biuret con la proteina emplea
da, pero que se ha encontrado ser una ventaja en el colorimetro
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visual cuando se trabaja con sueros ictéricos o hemolizados. Esta
concentracién de cobre permite también una gran concentracién
de proteina para la formacion del complejo “biuret proteina’” obede-
ciendo la ley de BEER, enconirdndose que el coeficiente de extincién
es constante para los valores proteicos de 0,0040, 0,140 ars. % de
proteinas del complejo biuret.

b) Standarizacién:

) La solucién standard de proteina puede ser cualquiera de
las siguientes:

1. Una muestra de suero normal humano, de contenido pro-
leico determinado exactamente por el método de Kjeldahl.

2. Solucién de albumina comercial, que aungue cara tiene la
ventaja de tener una concentracion de proteina de mds o menos
25 grs. % vy permite preparar bien los standards con concentrados
de proteinas en exceso, de suero normal. Igualmente en el caso
de usar esta solucidn su concentracidn proteica debe ser determi-
nada por el método de Kjeldahl en forma exacta.

I1) Usando soluciéon salino normai como diluyente, preparar
standards con concentrados de proteina de mds o menos 1.0, 2,0,
4,0, 6,0 8,0 grs. % cc. Determinese el concentrado de cada standard
diluido por el procedimiento de proteina total que se indica en
pdginas posteriores y constrilyase Ja curva standard con los dalos
obtenidos o hdllese el factor correspondiente.

En este trabajo se ha standarizado el aparato o mejor dicho
se ha hallado el factor con el cual se tenia que trabajar en la
siguiente forma:

a) En varios pools de suero hicimos las determinaciones de la
concentracion de proteinas totales por el método del micro-Kieldahl,
que habia sido ya standarizado con patrones importados.

b) En los mismos sueros simultdneamente se determinaron las
lecturas colorimétricas al Klett, que resultabem al ser tratados di-
chos sueros como lo indica la técnica que a continuacién expon-
dremos usando el reactivo de Weichselbaum, para las proteinas
totales.

¢) Se efectuaron los cdlculos de las diferentes diluciones en
que se estaba trabajando, para poder correlacionar los valores vy

sabiendo que: la concentracién entre la lectura da el factor, halla-
mos el valor 0,038.
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d) Sabiendo que esta reaccién esta basada en una propiedad
comun a todas las fracciones y que las diluciones en las diferen- -
tes determinaciones de dichas fracciones son equivalenies, es posi-
ble aplicar el {actor hallado anteriocrmente, a todas las lecturas.'

Debemos anotar, una vez mds, que no nos ha sido necesario
confrontar los resultados obtenidas con la electroforesis ya que .
este chequeo ha sido efectuado por autores de reconocida capaci-
dad y han encontrado valores equivdientes como puede apreciarse
en el cuadro 5 de pdaginas adelante.

¢) Procedimiento:

1. Proteina total del susro.

a) Pipetéese 0,2 cc. de suero en un tubo y diliyase a 5 cc.
con 4,8 cc. de agua destilada. Mezclar bien por inversion.

b) Transiiérase 3 cc. a otro tubo y agréguese 3 cc. del reac-
tivo de biuret, mezclando bien por agitacion.

¢) Prepdrese un blancoe, con 3 cc. de agua destilada v 3 ce.
de biuret. Gudrdese este blanco para su uso en la determinacion
de albumina mas alfa globulina (paso 2f) y en la determinacidén
de la gama globulina (paso 8g).

d) Déjese la solucidon en reposo por lo menos 30 mmutos
(puesto que el color una vez desarrollado es bastante estable, las
lecturas pueden hacerse hasta las 24 horas). Léase en el colori-
metro foloeléctrico o en el espectrofotémetre, con onda larga de
540 milimicrons (los autores usaron e! colorimetro foloeléctrico
Evelyn, nosotros hemos usado el iotocolorimetro Klett con f{litro
verde).

2. Sero-albumina mdas alfa-globulina.

a) Colbquese 4,6 cc. de solucidn de sulfato de sodio al 23,0%-
(1) en un tubo de prueba. Esta solucidén es mejor no pipetearla,
dada su definida tendencia a cristalizarse, en las pipetas especial-
mente en épocas frias. Es conveniente usar pequencs iubos gra-
duados a 4,6 cc., vy llenarlos en una bureta grande previamente
calentada a pegueha temperatura.

b) Pipetéese 0,4 cc. de suero y mézclese intimamente con la
solucién anterior, por inversioén.

¢) Agréguese aproximadamente 2 cc. de éter vy agilese vigo-
rosamente por 30 segundos. Cenfirifiguese de 5 a 10 minutos a
1.500 o 2.000 rpm.
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d) A continuacién, insériese cuidadosamente una pipeta a
través de la capa de éter y debajo de la globulinlcr' empacada
“acked”, inclinando el tubo para separar el precipitado de la
pared del mismo. y

e) Sdquese 1,5 cc. de cantrifugo claro y transfierase a otro
tubo, al que se le agrega 1,5 cc. de agua destilada y 3,0 cc. de
biuret. Se mezcla bien agitdndolo, se deja 30 minutos en reposo
y se lee en el colorimetro fotoeléctrico con onda larga de 540 mi-
limicrons.

) El blanco es aquel preparado en el paso l-c.

3. Sero-albimina pura.

a) Coléguese 9,6 cc. de la solucién de sulfito de sodio al
28,0% (1) en un lubo de ensayo. Se sugiere un procedimiento
similar al usado en el paso 2-a, para realizar esla determinacion.

b) Pipetéese en el tubo anterior 0,4 cc. de suero y mézclese
completamente por inversion.

¢) Agréguese mdés o menos 2 cc. del reactivo Span-éter (V)
v agitese vigorosamente por 30 segundos. Centriflguese de 5 «
10 minutos a 1.500 o 2.000 rpm.

d) Después de la centrifugacidn, intreducir una pipeta a ira-
vés de la capa de Span-eter v debajo de la globulina empacada,
inclinando el tubo para separar el precipitado.

e) Sdguese 3 cc. de centrifugo claro v transfiérase a oftro
tubo al que se le agrega 3 cc. de biuret, mezcldndose bien, por
agitacién.

{) Prepdrese un blanco con 3 cc. de sulfito de sodio al 28,0%
y 3 cc. del reactivo biuret.

g) Después de dejarlo 30 minutos en reposo léase en igual
forma que los anteriores.

4. Gama-globulinc.

a) Pipetéese 9.6 cc. de la solucidn salina de sulfato de ameo-
nio (III) en un tubo resistente, y anddase 0,4 cc. de suero sobre
la solucidn salina. Mézclese estos componentes con mucho cuida-
do, lentamente repitiendo varias veces la inversién. Conlintese
mezclando por uno o dos minutos, hasta que el desarrollo gradual
de la turbidez haya alcanzado el mdéximo.

b) Sé&quese un centimetro cibico de la mezcla anterior vy
deséchese. '

c¢) Tépese con un corcho el tubo, aseguréndolo lo mejor po-
sible y centriflguese a 2.250 o 2.750 rpm. durante 30 minutos.
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Si después de ésto el liquido estéd algo turbio, enfriese el tubo por
algunos minutos en el cano de agua fria y centrifiguese nueva-
mente. Resultados exactos se oblienen solamente cuando el liquido
estd completamente claro y cristalino.

d) Voltéese suavemente el tubo (sin corcho) con sumo cui-
dado de no remover el precipitado. En esla primera decantacidn
no debe intenlarse desalojar todo el liquido.

e) Vuélvase el tubo sin corcho a la centrifuga v hdgase girar
a 2.250 o 2.750 rpm. durante 5 minutos. Después inviérlase nue-
vamenle el lubo y déjese permanecer en esta posicidn sobre una
toalla o papel de filiro por varios minuios.

{) En seguida agréguese 3 cc. de biuret v 3 cc. de agua
destilada, agitese rapidamente por 30 segundos, déiese en reposo
por 15 minutos y centrifiguese nuevamenie para eliminar cualquier
residuo turbio, decantando el liquide a otro tubo.

g) Prepdrese el blanco o usese el preparado en el paso l-c.

h) Después de permanecer por lo menos 30 minutos en reposo
léase en el fotocolorimetro en igual forma que los anteriores.

i) Dividase el valor obtenido enire 3 para obtener la con-
centracion de la gama globulina del suero en estudio.

El procedimiento expuesto es la forma como se han efectuado
las delermincciones, en csle esiudio: pero, en la técnica original
en los pasos 2-a y 2-b se indica 2,3 cc. de sulfato de sodio para
0.2 de suero y mds o menos | cc. de éter, cantidades que noso-
tros hemos duplicado para que la extraccidn del 1,5 cc. de cen-
trifugo claro sea mdés [&cil; cosa semejante ha ocurrido con los
pasos 3-a, 3-b y 3-¢c para extraer con facilidad los 3 cc. de cen-
trifugo claro; modificaciones que no alteran en nada la téenica
original sino brindan una mavyor facilidad para el trabajo.

d) Hallazgo de valores.

1. Proteinas totales.

La lectura del paso 1-d, restando el blanco y multiplicando por
el factor nos da el valor de las proteinas totales.

2. Sero-albimina.

La lectura del paso 3, restando el blanco vy multiplicando por
el mismo factor que el anterior. '

3. Globulina lotal.

Réstese el valor de la proteina total hallado en (1.) el valor
de la sero albimina haliado en (2).
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4. Relacién albimina-globulina.

Dividase el valor hallado en (2.) entre el valor encontrado
en (3.)."

5. -Alfa-globulina.

Réstese el valor de la serina hallado en (2.) del valor de la
serina mds alfa-globulina encontrado en el paso 2-e.

6. Beta mds gama-globulina.

Réstese el valor de la albiimina mds alfaglobulina obtenido
en el paso 2-e del valor de la proteina total hallado en el paso
1d.

7. Gama-globulina.

Es el valor hallado en el paso 4-1.

8. Beta-globulina.

Réstese el valor de gama-globulina anterior del valor de beta
mds gama-globulina obtenido en el paso (6.)

RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacién se exponen las cifras promedios halladas en
los dosajes citados en el capitulo anterior.

CUADRO N“ 2

Muestra P.T. S A s.G. Alla  Beta  Gama I AJG.

P, 7,07 3,75 3,32 1,04 1,50 0.78 1,13
P, 7,34 4,78 2,56 0.80 0,74 1.02 1,86
P, 6,86 3,75 3,11 0,98 1,03 1,10 1,20
P, 7.52 4,35 3,17 0,94 1,43 0,80 1,37
S, 7,73 4,57 3,16 0,83 1,13 1,20 1,44
P 7,75 4,86 2,89 0.77 1,03 1,09 1,68
S. 6,84 4,45 2,39 1,03 0.68 0,68 1,86
S, 6,84 4,01 2,83 1,02 0.83 0,98 . 1,41
P, 7,06 4,53 2,53 0.97 0,88 0.68 1,75
S, 7,29 4,48 2,81 091 1,23 0,67 1,58
S. 7,60 4,59 3,01 0,96 0.87 1,18 1,52
P 7,06 3.86 3,20 0,85 1.09 1,16 1,20
Py 6,75 4,28 2,47 1,02 0.74 0,71 1,73
Py 7,35 4,51 2,84 0.88 101 . 095 1,58
Media 7,21 4,34 2,87 0.93 1,01 0,93 1,51
Cifra inf. 6.75 3,75 2,39 0,77 0,68 0.67 1,13
Cifra sup.

4,86 3,32 1,04 1,50 1,20 1,86
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St se estudia cada una de los fracciones dosadas se verd para
las .proteinas totales que la mayor frecuencia de casos se encuen-
fran entre 6,80 grs.% y 7,40 ars.%: solamente existe un valor de -
7,14 en% por debajo del limite inferior v un 28,56% en valores
mas altos que el sefalado; lo cual se puede apreciar mejor en
la gréfica 1.

Joer o

SRECUENCIA

of

PORCENTAUE

GRS L DF PRNTFINAS YOTALES

quF‘n(A 7 |

Si se revisan ahora las cifras correspondientes a las sero-albu-
minas, podremos construir la grdfica 2 en la que se aprecia gue
el 49,98% de las cifras se encuentran entre 4,30 y 4,60 ars. %,
mientras que por debajo de ellas solo tenemos un 35,70% y por
encima un 14,28%.

Al pasar a estudiar las cifras corresbondientes a las globuli-
nas enconiramos que el mayor porcentaje de casos han arroiado
cifras entre 2,41 y 3,20 grs.% lo gue representa el 8568% de
iodos los dosajes y que escasamente el 14,32% se encuentra por
encima o por debajo de dichas cifras, lo que se puede ver en la
grafica 3.

Toca chora revisar cada una de las [racciones de la sero-
globulina, es asi como al estudiar las cifras de la alfaglobulina
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se aprecia que el 42,84% se encuentran entre 0,90 y 1,00 ars. %.
limites bien ajustados a la cifra media que es de 093 grs. % v
que tanio por encima como debajo de esos limites se encuentran
valores en igual proporcién 28,58% a cada lado; con estos valores
esld confeccionada la grafica. 4. '

Con las cifras correspondientes a la beta-globulina se hace’
la grafica 5 en la que se aprecia que dentro de 1,01 a 1,20 grs. %
se encuentra el 35,70% de los resultados mientras que tanto los
superiores como los inferiores se encuentran repartidos en porcen-
tajes menores.

En lo que se refiere a las citras de gama-<globulina observa-
mos algo que parece paraddjico, ya que alrededor de la cifra media
de 0,93 grs. % se encuenira el menor porcentaie de 14,28 mientras
que por encima de 1,00 grs. % encontramos el porcentaje de 42,84
lo mismo que por debajo de 0,90 grs. %.

Esto se puede interpretar como que las cifras limites normales
se encuentran entre 0,60 grs.% vy 1,20 grs. % debido o lo cual



76 ANALTES D E L A

1y

350

236

2142

111y

&

>
>

(o)

ayy 0,81|091(101
ogoloyvoltool 10

ocl|o8s|to1|t2a]14
o880l 1o0lr20ly40]1 0

PORCENTAJE DE FRECUENCIA
PORCENTAJE DE FRECUENCIA

QRS.5% DFE 4 GLOBULINAS
QRAFICA # 5

L

GRS °a DE GIOBULINAS

GRATFITCA 7 4

]

la reparticién es casi uniforme en los resultados obtenidos; todo
esto se encuentra representado en la grafica 6.

Después de haber hecho esta revision a los valores de las
fracciones proteicas hay gue ver que frecuencia arrojan las cifras
correspondientes al indice albumino-globulina que por el cuadro 2
se sabe que fluctua entre 1,13 y 1,86 con una cifra media de 1,51
éslo, se puede apreciar en la grafica 7 consiruida como todas las
anteriores con los valores porcentuales de frecuencia segun el cua-
dro 2; y ahi se observa que la mayor irecuencia estd por encima
de 1,50 va gue representa el 57,12% de los casos estudiados.

Si ahora se estudian las graficas 8, 9, 10, 11, 12 v 13 que re-
presentan las relaciones existentes enlre las diferentes {racciones
dosadas y el indice albumino-globulinas; y donde los puntos re-
presentan el resuliado de cada caso estudiado.

En estas grdficas podemos apreciar lo siguiente:

19 No existe relacion entre la cantidad total de las proteinas
v las variaciones del indice albumino-globulinas.

29 Cuanto mavyor es la cantidad de sero-albumina mayor es
el indice albimino-globulinas; pero no existe una relacidon fija, ya
que varios valores no siguen esta regla.
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3° En lo que se refiere a las globulinas, la relacién es mds
constante ya que solo hay un caso en que existiendo una ligera
alza de la cifra de globulinas le corresponde un indice” superior
al promedio; mientras que, el resto de valores se encuentran en
relacidén inversa, es decir a mayor cantidad de globulinas, menor
indice albumino-globulinas.

49 Del estudio de los valores del indice v de las distintas
fracciones globulinicas se ve que no existe ninguna relacién entre
las variaciones de un valor y otro. -

Falta apreciar en forma grdfica las distintas cifras, tanto ab-
solutas como relativas, correspondientes a cada una de las frac-
ciones proteicas estudiadas; para lo cual se construye la grafica 14,
vy mejor aun, la grdfica 15, en la que el circulo representa la cifra
normal de proteinas totales, o sea el 100%, en un sujeto normal;
y cada fraccion estd indicada en forma de que se aprecie que
porcentaje representa dentro del conjunto proteico. Esta forma de
expresar los resultados en porcentaje es muy importante, ya que
si en muchos casos como se verd en pdginas posteriores, la cifra
total de proteinas no se encuentra alterada; si lo estdn las diferen-
tes fracciones, alteraciéon que se aprecia mejor cuando se expresan
los resultados en porcentaje que cuando se hace en gramos por
ciento.

Todos los histogramas anteriores han sido confeccionados se-
gun las reglas de estadistica tomadas del trabajo de Hurtapo (19).

CIFRAS ESTADISTICAS

Valer Desviacidn Coeficiente Valores

medio slandard varia. exiremos
P. T. 7.21+0,086 0,310,060 42% 6,75—7,75
Alb, 4,34+0,097 0,350,068 - 8.1% 3.75—4,86
Glob. 2,87+0,079 0,29+0,056 101 % 2,39—3.32
A-Gb. 0.93%0,002 0,080,001 9,0% 0,77—1,04
B-Gb. 1,010,066 0.24+0,047 23,76% 0,68-—1,50
G-Gb. 0,930,050 0,190,037 20,43% 0,67—1,20

1. A/G. 1,510,058 0,21#0,04] 13,81 % 1,13—1,86
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P. T. —  Proleinas totales.

Alb. —  Sero-alblminas.

Glob. =  Globulinas tolales.

A-Gb. =  Alfa-globulinas.

B-Gb. —  Beta-globulinas.

G-Gb. =  Gama-globulinas.

I. A/G = Indice albimino-globulinas.

Las cifras del cuadro anterior se han hallado siguiendo las
reglas establecidas en los métodos estadisticos (19).

DISCUSION

La complejidad de las proteinas sanguineas ha hecho que su
determinacion constituya un verdadero problema para el labora-
torista, mds ahora que con los nuevos medios con que se cuenta
para investigaciones cientificas; tales, como la ultracentrifuga y en
especial la electroforesis, muchos de los procedimientos gque se
tentan por exactos hasta hace muy pocos anos se encuentran

descartados.

Sin embargo, es conveniente que se haga una revisién somera
y valoracién de los diferentes métodos que han sido mdés usados,
rara la determinacion de las proteinas sabiendo que el criterio
que sirve para valorizar un método de aplicacidén rutinaria esté
dado por sy rapidez, facilidad de ejecucidn y exactitud clinica (5).

Comencemos por la gravimetria que es, un método directo de.
saber cucmto proteina hay en un suero; por pesada después de
haberla separado de los otros componentes del mismo suero; exis-
ten multiples variaciones técnicas para este método, pero, en los
ultimos afos se han impuesto las que usan filtros porosos de por-
celena o de vidrio, de tara constante y de mds cémodo manejo
que el papel de filtro que ademds tiene el inconveniente de ab-
sorber cantidades variables de albiminas, al efectuar el fracciona-
miento (44). La técnica de mds solvencia y sin grandes dificulta-
des de ejecucién es la de PLOTNER que precipita las proteinas de
l cc. de suero con 40 cc. de alcohol tamponado a pH 4 y ebulli-
cidn de 15 minutos, recoge el precipitado en un filtro de vidrio
“poroso (G-4) y lo lava con agua caliente, alcohol y éter que
climinan totalmente los demdés componentes del suero terminando
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por la desecacién y pesada. El inconveniente que tiene segun SoLs
es la lentitud de la filtracidn en los liquidos de lavado.

Posteriormente DEsBORDES ha propuesto un método mds sen-
cillo, pero que solo permite determinar proteinas totales con exacti-
tud, y consiste en precipitar las proteinas de 1 cc. de suero en
un tubo de centrifuga con 9 cc. de acetona; después centrifugar
v decantar; dejando el tubo en la estufa hasta el dia siguiente,
en cuyo tiempo el precipitado al secarse se retrae, desprendiéndo-
se del fondo del tubo, al que gqueda unido solamente por su pe-
riferia; con un ligero golpe se desprende la rastilla de las protei-
nas desecadas, cuyo peso en miligramos corresponde a gramos
por mil de suero. El método que propone para la determinacion
de las globulinas, sobre no ser muy preciso, es ademas, engorroso
y expuesio a errores de consideracion.

Después de la gravimetria existe también, la determinacion
del nitrégeno que forma parte de las proteinas y es bastante exac-
to. Se parte en este método de la oxidacion del nitrégeno proteico
segln los principios del método de Kjeldahl, para terminar con la
determinacién del nitrégeno por volumetria o colorimetria. La téc-
nica de Howe es entre todas la mas ortodoka y muy utilizada como
pairén e incluso es preferida por algunos a las mejores tecnicas
gravimétricas. Pero en realidad su bondad radica en su excelente
concordancia con las técnicas gravimétricas.

La refractometria se utiliza en muchos laboratorios clinicos por
su extraordinaria sencillez. Pero en lo que a exactitud se refiere
ha sido v es una de las mas severamente criticadas (44), (43).
En realidad todos los componentes del suero participan en la re-
fraccién del mismo vy, por lo tanto, sus variaciones falsearan los
resultados obtenidos calculando sobre la base de un valor prome-
dio para el conjunto de componentes no proteicos. Asi, una ure-
mia, una hiperglicemia y una retencién de cloruro pueden dar
lugar a errores de 3 gramos por mil, mucho mdas ain puede influir
una hiperlipemia v si seguimos viendo los factores que pueden
alterarla veremos como dica VaN SLYKE, que pueden llegar hasta
15 gramos por litro. Por lodas estas razones la refractometria no
puede considerarse como un meétodo cucantitativo, sino como orien-
tador para la practica cotidiana; aungue desgraciadamente en los
estados patolégicos que es cuando mds se necesita saber la cifra
exacta de la proteinemia, existe concomitantemente a la alteracién
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proteica otras alteraciones bioguimicas que van a {alsear comple-
tamente los resultados.

Un método complemento del anterior y mds complejo es el
de la viscosimetria combinada o refracto-viscosimetria; que deter-
mina el coeficiente albumina-globulina en funcién de que "la vis-
cosidad depende fundamentalmente de la fraccion globulina”. Pero,
a Jo dicho sobre la falta de seguridad de la refractometria hay
gue agregar aqui la menor precision de las determinaciones de
viscosidad . Particularmente en sueros con considerables alteracio-
nes proteicas SoLs ha encontrado desviaciones considerables del
cceficiente con respecto a lo obtenido por métodos directos.

FosTER, BIGURIA v ADAMS, han propuesto la viscosimetria sim-
ple sobre el principio de que al tratar un suero con formol se
eleva su viscosidad y que este cambio depende exclusivamente
de las globulinas; determinando la concentracién de globulina por
el valor de la viscosidad. En comparacién con métodos quimicos
encuentran los aulores diferencias de solamente 0,2 grs. %.

Los métodos turbidimétricos con su doble modalidad de nefe-
lometria y opacimetria han presentado grandes ventajas en lo que
se refiere a la cantidad de suero necesaria, sencillez v rapidez de
ejecucién; pero, como sostienen Srank y HoOAGLAND, si bien se
puede obtener una estrecha relacién linedal entre la densidad dptica
v la concentracién de determinada albiming, la relacidén varia con-
siderablemente de unas albuminas a otras. En 1940 en un trabajo
gue publicd PLOTNER, insiste en la falta de constancia de la rela:
cion enturbamiento-concentracién; sin embargo autores como Loo-
NEY vy WaLsH (28) han adoptado estos meétodos al colorimetro fo-
toeléctrico y autores modernos como BErRrY y Perxins (5) lo con-
sideran de mucha exactitud después de compararlo con otros
metodos.

Rytanp utiliza la sedimentacién para sus dosajes; precipitan-
do con dcide tungstico en un tubo de centrifuga el suero, previo
fraccionamiento por sulfato aménico v aplicando determinados
factores transforma el volumen del sedimento en proteinas y al-
biumina.

Los métodos volumétricos de la escuela francesa son hoy
descartados por la mayoria de los autores por lo cual, sélo los
mencionamos.

En los tltimos afios ha tomado particular relieve la determi-
nacién de las proteinas por la densimeiria que se funda en la
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relacién que existe entre el peso especifico v la concentracién de
proteinas y descubierta por Moore y VAN SLYKE en 1930. La
{érmula que dieron estos cutores fué modificada en 1936 por WEECH
y CoL.

Entre estos meétodos tenemos el del tubo gradiente propugnado
por JACOBSEN y LINDESTROM-LANG, en el que por mezcla de dos
liquidos orgdénicos se obtiene una columna liquida con densidad
distinta a cada altura; teniendo la ventaja de pederse trabajar con
cantidades minimas de suero y facilita los dosajes cuando hay
que trabajar en serie, compensando en esa forma la preparacién
bastante laboriosa de los tubos.

Puirrips vy VAN SLYKE han revalorizado estas técnicas utilizan-
do el sulfaio de cobre para las determinaciones pero, HocH vy
Magrrack (18) demuestran que el gran error que da este método
impide una debida interpretacién y proporen una nueva férmula
lo mismo que Lroyp y CoL. que proponen otra y aun VAN SLYKE
ha cambiado su férmula original; es por esto que si nosotros apli-
camos las férmulas citadas o un suero normal con densidad 1,027
se tendrd como concentracidon de proteinas valores diferentes, segun
la férmula con la cual se. trabaje; esto se aprecia en el cuadro
siguiente: :

Van Slyke ... o 6.86 grs. %
Weechs vy col. .................. 6,86 , .,
Hoch vy Marrack ................ 764 ,,
Lloyd v col. ... o v oL 732 .,
Phillips v Van Slyke ............ 744 .,

Los métodos colorimétricos p ara la determinaciéon de las pro-
teinas sanguineas que se usan con mds {recuencia son ires:

a) Los que previa digestion exotérmica de las proteinas con
dcido sulfurico y un catalizador, terminan con la neslerizacién.

b) Los que usan el reactivo de fenol de Folin, para medir
la tirosina y el triptéfano; componentes de la molécula proteica
intacta, después de haberla hidrolizada en d&lcali o en &cido.

c) Los que utilizan la reaccidén del biuret, ya explicada en
pdginas anteriores en su mecanismo intimo.

Los métodos que siguen los principios: a) y b) han sido re-
vicados por WEICHSELBAUM (48) y los encuentra muy laboriosos
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y que requieren mucha experiencia para que se oblenga buenos
resultados al trabajar con ellos.

Es necesario ver como ha ido evolucionando la reacciin del
biuret a través de los diferentes estudios realizados con ella. Fué
primeramente introducida por RieGLER (42) para la determinacién
de las proteinas en la oring; posteriormente FinE, HiLLER v AUTENER-
etH (14), (17), (1), (2) modifican y perfeccionan el método
concluyendo todos en que la reaccién era digna de confionza; que
el error no excadia del 5% en manos experimantadas; también
encuentran que cantidades iguales de albumina y globulina pro-
ducian colores violeta prdacticamente de igual intensidad, lo que
representa el primer paso para usarlo en el dosaje actualmente tan
importante de las fracciones; sin embargo estos autores encuentran
la dificultad de un slandard eslable; es por asto abandonado vy
porque creen que sélo es ulilizable para el dosaje de los peptidos
de enlace v no de las proleinas. Las objeciones a los primitivos
inétodos fueron revisadas por Rosinson y Hocepen (40) y utilizan-
do la técnica de KingsLEY (25) dican que es excelente para la
determinacion de ias proteinas en el suero y que no tiene ninguna
de las objeciones que se le han hecho a los métodos que utilizan
el reactivo de lenoles de Forin; su sola desvenlaja es la dificultad
técnica y de tiempo en las manipulaciones; perc logran hacer
evitable la turbidez en el complejo buiret-proteina. Otro inconve-
niente es que requiere una gran standarzacion del modo en que
se va a {rabajar para ser de uso en la rutina del laboratorio.

En la experiencia de Weichselbaum la Ultima modificacién de
Kingsley en la cual propone el uso de éter etilico como extractor
del color del biuret para prevenir la turbidez es ain insatisfac-
toria y en su opinién “requiere también estricta standarizacidn para
ser de uso general en el laboratorio clinico promedio”. Ademds
también segin su experiencia el reactivo de una “‘sola pieza' d=
Kingsley, es de limitada estabilidad.

Posteriormente MeHL (33) propuso el uso de un reactivo de
biuret conteniendo glicoletileno €l cual él declara: forma un com-
puesto con el cobre soluble en dlcali v de tal naturaleza que el
cobre atin reacciona con las proteinos formando el complejo biuret-
proteina. Esta adicién de glicoletileno permite el uso del reactivo
de una sola pieza, el que se vuelve completamente cstaple.

Este autor declara que con el uso de albiimina de huevo, el
fiempo para una completa produccidn del color del complejo es
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de 90 minutos y permanece estable por 20 horas. Las lecturas del
complejo con proteinas séricas son hechas entre los 20 y los 45
minutos con la declaracién hecha por el autor de “"que los cambios
en las lecturas son relativamenie pequefios y los valores razona-
blemente consistentes pueden ser obtenidos en tiempos definidos
v que en “plasma la turbidez evoluciona en casi una hora”. Este
autor advierte que los valores para las proteinas plasmdticas son
casi 15% menores que aquellas de la albimina de huevo a igual
concentracion, lo que él postula puede ser debidd a un incompleto
desarrollo del color del complejo, en el caso de las proteinas san-
guineas. De acuerdo con Weichselbaum creemos, que las anterio-
res declaraciones de Mehl, excluyen este método de su uso en el
laboratorio de rutina hospitalaria.

WEeiscHseLBauUM dice “la reaccién del biuret ofrece la mejor
posibilidad como un exacto y rdpido método colorimétrico para la
determinacion de las sero-proteinas; si segtiin los hallazgos de Ro-
binson v Hodgen, un reactivo de una sola pieza puede ser ideado,
el cual pueda ser anadido directamente a las proteinas o dilucio-
nes de proteinas, con la formacién de un complejo biuret relativa-
mente permanente y Opticamente claro el cual, obedezca a las
leyes de Beer-Lambert”. En sus estudios lo logra encontrar, ya que
tal complejo se forma al efectuarse la reaccion entre las proteinas
y una sal cuprica orgénica, por ejemplo la sal doble de cobre de
tartrato de sodio y potasio.

Con todo esto se habia logrado vencer ya gran parte de las
objeciones que se le hacian al método del biuret; faltaba sin em-
bargo encontrar un standard colorimétrico estable, para los labora-
torios que utilizan el colorimetro visual y es HiLLer (17) el que
con los primitivos métodos del biuret usa como standard el com-
puesto biuret-carbamiluria como el mejor para ese tipo de colori-
metro; pero las tentativas de Weichselbaum fueron infructuosas al
usar este compuesto (E.K.C. mp. 191-192°C) desde que el as-
pecto visual del complejo biuret con este compuesto es diferente
del de las proteinas con el biuret. Basado en la creencia de Ro-
binson y Hogden de que el suero de conejo preservado con timol
era relativamente estable (41), creyd que esta limitada estabilidad
seria mejorada si se disponia de una mejor fuente de proteinas vy
enconird que el suero humano o de cualquier animal en trea al
30% v agregado de pequefias cantidades de timol permanece es-
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table y Opticamente claro, en la refrigeradora o a la temperatura
del cuario hasta por doce meses.

Es por ello que WoLrsoN y Col. en la técnica descrita ulilizan
ol reactivo de biuret de WIECHSELBAUM, después del fraccionamien-
to proteico por ellos propuesto, por ser el mds exacto vy uﬁ%izcxble
tanto en colorimetro visuales como en colorimeiros fotoeléctrics.

Desde hace unos cuantos afos la determinacién més exacta d2
las proteinas se hace por la electroforesis, habiendo permitido cons-
talar que no solamente existen tres fracciones de proteinas sino seis
o més; esle método, se basa (27) en que las proleinas son molécu-
las lan grandes que teinen las propiedades de los coloides y qu=
aunque no pasan « iravés de las membranas dializadoras possen
una carga eléctrica como la de los amino-dcidos y que con ellas
puede suceder lo mismo que pasa a una solucién salina, por ejem-
plo, de cloruro de sodio, la cual al ser influenciada por la corrient>
cléctrica se disociard completamente en sus iones cloro y sodio quz
irén al polo positivo y negativo respectivamenie; es decir que si
una sustancia coloidal es expuesta a una corriente eléctrica las
moléculas migrardn al polo de carga opuesta y si estas moléculas
tienen diferente tamano, como las proteinas; migrardn con diferen-
tes velocidades hacia e] polo de signo contrario.

Si se tiene una proteina que sea homogénea, migrard como
una unidad vy si es heterogénea o una mezcla capaz de fraccio-
narse en sus diferentes compuestos, las moléculas de movimiento
mds lento irdn detrds y las de movimiento mds rdpido irdn de-
lante. TiseLius aplicd este principio précticamente v enconiré que
los fluidos ccn raramente homogéneos en su composicidn.

Asi el plasma sanguineo en un aparato de Tiselius demuestra
la existencia de diferentes fracciones porque ellas migran a dife-
rentes velocidades. Se ha llegado a tomar un grabado de este
fendmeno, obteniéndose figuras semejontes a un electrocardiogra-
ma con una serie de elevaciones y depresiones; tal como se puede
apreciar en las graficas A y B (en las que la parte negra repre-
senta el drea de cada una de las fracciones) y que corresponden
a esquemas electroforéticos de sueros humanos: normal y patold-
gico respectivamente. Aplicando determinadas {érmulas a las dreas
obtenidas se llega a conocer la cantidad en gramos por ciento de
la fraccidn en estudio que existe en el suero problema.

Durante la guerra CodN fué caraz de separar las fracciones
serina y globulina de la sangre v pudo asegurar la pureza de la
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sering; puesto que poniéndola en el aparato de Tiselius migrd corho
una unidad; cosa que no sucede con la globulina que estd com-
puesta de tres fracciones principales: alfa, beta v gama; que su-
madas a las yva conocidas complicé mds la bioquimica sanguinea,
por ello, Dusuisson (13) en 1946 decia: '"no obstante el andlisis
de los compuestos protidicos, queda ain incompleto, pues ninguno
de estos meétodos (ultracentrifuga y electroforesis) nos permite to-
todavia descomponer los diversos elementos que entran en la cons-
titucidn de las cuatro familias proteicas (serina, alfa, beta y
gama)”.

Entre todos les estudios realizados con la electroforesis se van
a citar algunos para poner de manifiesto en forma més clara, la
importancia de este descubrimiento y las posibilidades de aplica-
cién de la técnica descrita, ya que ella en muchos casos puede
reemplazar a la electroforesis.

KaBaT, Moore vy Lanpow (22) al efectuar estudios electroforé-
ticos en liquidos céfalo-raquideo concentrados, encontraron que las
proteinas de esios presentaban similitudes con las proteinas plas-
maticas, de los mismos sujetos, a tal punto que las alteraciones
de eslos Ultimas producian cambios similares en los diagramas
del liquido cerebro espinal. Sin embargo en la neurosifilis ob-
servaron, cocmo excepcién; un aumento sorprendente de la ga-
ma-globulina en e] liquido céfalo-raquideo sin un cambio corres-
pondiente en la sangre.

Moogre (38) estudia los diagramas electroforéticos de diversas
especies animales y encuentra diferencias marcadas entre ellos vy
aun entre los animales de la misma especie pero de distinto sexo,
como por ejemplo, el suero del gallo es diferente en la tasa de
gama-globulina del suero de la gallina.

Otros autores como CoHN (6) estudian las proteinas humanas
en comparacion con las de los animales v encuentran grandes
similitudes en la gama-globulina humana y la equina; que hace
que por las similitudes fisicas y sobre todq por las de cardcter de
antigeno surjan posibilidades de orden prdctico interesantes (45).

Los estudios electroforéticos en el terreno de la endocrinologia
también se aplican, para explicarse porque en los animales de
experimentacién se encuenira alza de las globulinas y es asi que
Moorg, LeviN v LEATHEM (37) en ratas que normalmente no pre-
senton alfa-globulina al ser hipofisectomizadas encuentran que el
aumento global de las globulinas se debla a que habia aparecido
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la alfaglobulina, lo cual hace suponer que el sistema hormonal
jenga un papel prepondercmte en la regulacién de la proporcién
de eslas fracciones y aiun mds acaso en su formacion; y que debe
hacerse estudios de la proteinemia fraccionada en sindromes en-
décrinos humanos que tal vez nos explicarian muchos puntos que
hasta ahora se encuentran en el incdgnito.

En lo referente a la inmunidad que se encuentra ahora en
pleno auge igualmente se han efectuado trabajos, y ha sido posi-
ble sequir las variaciones que sufren los sueros de los animales
de estudio durante el periodo de inmunizacién. La formacién de
anticuerpos que en algunos es precoz en otros aparece tardiamente
y en cantidades insignificantes. :

En sueros maternales v fetales LongswoRT y Col. han hecho
estudios electroforéticos y han puesto de relieve que las proteinas
séricas en el feto son dilerenies de las proteinas observadas en
la sangre de la madre. Esta durante los periodos terminales del
embarazo, aungque presenta una proteinemia iotal que no es muy
distinta de los valores normales da una relacidn aibiimino-globuli-
nas muy baja. En la sangre fetal la sero-albimina es menor que
en los adultos, pero las concentraciones tanto relativas como las
absolutas de la gama-globulina son mucho mds altas que las de
la sangre maternal y que las de los adultos en general. Desde que es
un hecho conocido que la gama-globulina incluye muchos de los
{actores de la inmunidad o anticuerpos, el resultado de las investiga-
ciones arriba mencionadas tienen especial interés en lo que se
refiere al estado de inmunidad natural del recién nacido.

Entre los anticuerpos v la gama-globulina normal no existe
ofra diferencia fundamental sino la que se refiere a su capacidad
de redaccionar con el antigeno especifico (26). Pero, la gama-glo-
bulina de los sueros normales es diferente de la de los sueros in-
munes desde el punto de vista antigénico (47).

El significado bioldgico de la gama-globulina en los procesos
inmunitarios ha sido destacado por varios autores. La investiga-
cidén cientifica ha llegado a demostrar que la gama-globulina no
es en si una fraccion completamente hemogéneq, presenta un com-
portamiento electroforético complicade. Es el componente de menor
movilidad, pero esta varia segin sea la fuente de origen que pro-
cada’ JamesoN y ALvarez-TosTapo (20) han llegado al fracciona-
miento de la gama-globulina en diversos componentes que han
denominado A,, A,, B, C v D: esta ultima con una modalidad
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insignificante o nula; todo esto nos da una idea de lo mucho que
se estd trabajando en estas investigaciones tan importante§ POr su
gran trascendencia clinica.

Estudios recientes de Davis y Col. (12) han demostrado que
la gama-globulina tiene una marcada accién anticomplementaria.
Dicha accidén es abolida por la presencia de las otras sero-protei-
nas. Sin embargo cuando existe una gran cantidad de gama-glo-
bulina, los sueros pueden presentar en si, propiedades anticomple-
meniarias que interfieren las pruebas de fijacién del complemento.

Hay qu recordar también los trabajos de Cooprer (10) y Davis,
Moorg, KasaT y Harris que han hecho la observacién de que las
reaginas sifiliticas estdn contenidas en las dos fracciones de menor
movilidad electroforética de los sueros ( beta y gama); lo cual abre
un nuevo campo en la sifilografia.

Todo lo que se acaba de exponer es un ligero esquema de
todas las proyecciones que tiene la electroforesis, relacionandola
Onicamente con las proteinas séricas, ya que también se han hecho
estudios en otros liquidos orgdnicos; pero, para evitar una exten-
sién innecesaria al trabajo hay que ver las aplicaciones clinicas
mds importantes del dosaje proteico fraccionado.

Primero se transcribird. lo que Masse y BisertE (32) en su
trabajo "las aplicaciones clinicas de la electroforesis para diferen-
ciar las proteinas del suero” dicen: "patolégicamente podemos
observar interesantes modificaciones en el electroproteinograma en
numerosas alecciones. Sefialaremos solamente lds observaciones de
los edematosos (hipoalbuminemia); en el curso de la nefrosis lipoidi-
ca (hipoalbuminemia muy marcada, hiper-alia o hiper-beta globuli-
nemia muy intensas hiperfibrinogenia e hipoglobulinemia); en la
amilosis renal (hipoalbuminemia, hiper-dlfcx y beta y globuline-
mia); en el mieloma (beta y gama mieloma); en la cirrosis he-
patica Chiper-globulinemia); en el kala-azar (desdoblamiento de
las albiminas y muy fuerte hipergama); etce.”

MeTtcorr (35) expone en forma sintética los principales cam-
bios por él observados en diferentes estados patolégicos, en el cua-
dro; que en la pdgina siguiente reproducimos.
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= Alblmina AllaGlobulina  BelaGlobulina  Gama-Globulina
Nefrosis. Sind. nefrético. Piasma {etal.
Cirrosis. Cirosis. Cirosis.
Hepalilis arsenical. Meldslasis de car- Enfermedad de
Escarlalina. cinama hepadtico. Addison.
AUMENTAN Desnulricion. Mieloma muiltiple.  Mieloma miltiple.
Tuberculosis. Nefrilis aquda.
Dhabeles melilus. Pariarieritis
nudosa.
Lupus eritemaloso.
Leucemia aguda.
Raumalismo articu-
lar aqudo.
Cirosis. Sindrome nefrdlico.
Carcinoma hepdtics Desnutricidn con hi-
con  metdstasis. poproteinemia.
Glomerulo  nefril:s
DISMINUYEN crénica con  albu-
minuria.

Sindrome nefrético.
Tuberculosis cro-
nica.

Malaria.

En el siguiente cuadro se exponen los resultados obienidos por

la Dra. Levron (26) en diferentes estados patoldgicos en compa-
racidn con el valor normal por ella determinado.

Proteina Porcenlajes relalivos de las

tolal en fracciones separadas
N¢ Diagndstico gramos % —

Alb. Alla-G  Bela-G  Gamo-G

Il  Obesidad 7.82 56,50 9.60 18,30 15,60
2 Linfogran. inguinal 7.17 48,60 8,30 14,60 27,50
3 Linfogran. ingual 7.52 37.85 8.80 15,55 37.80
4 Tifus exantematico 5.64 35,70 10,00 17,80 36,50
S5 Tifoidea 6,38 41,00 15,2C 6,80 37,00
6 Reumatismo 7,45 37,20 11,80 13,50 37.50
7 Nefroesclerosis mal. 6.43 35,00 15,80 23,40 25,80
8 Nefrosis 5,88 14,80 35,20 23,50 26,50
9 Nefrosis 5.45 27.30 25,20 20,20 27,30
10 Nefrosis y T.B.C. dif. 4,10 15.80 29,20 36,40 18,60
11 Normal 5,74 53,00 11,20

11.60

13,20
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. Los valores de las fracciones estdn expresados en porcentaje
v no en gramos %; que es la forma acostumbrada entre nosotros.
Estudiando el cuadro anterior a grandes rasgos se aprecia que
las alteraciones que presentan las diferenies muestras no habrian
podidc ser puestas de manifiesto por el unico examen de la cifra
fotal de proteinas que en algunos casos estd normal. En lo que
se refiere a las fracciones globulinicas lo importante se puede re-
sumir asi: a) el aumento neto experimentado por las alfa y beta
globulinas en los sueros correspondienies a enfermos con sindromes
renales y b) a los porcentajes de la gama-globulina que en gene-
ral son superiores a los valores normales; excepto en el caso de
la obesidad. Existe la posibilidad; dice, la aulora del cuadro; que
un contenido de gama-globulina superior a lo normal pueda inter-
pretfarse en parte como un indice de resistencia a la enfermedad,
como podrian ser interpretados, por ejemplo, los casos 2, 3, 4 y 5.
Pero olras veces, como en la enfermedad reumdtica se trata de
fracciones globulinas patoldgicas, como la P. de Green (50).

En otros trabajos efectuados por Maprip (30) y Col. se refie-
ren a casos de hepatitis, cirrosis e icterias obstructivas, en todos los
cuales han observado una franca inversién de la reaccidén A/G.
En algunos casos de cirrosis BAYER (4) describe un nuevo com-
ponente, cerca de la gama-globulina que lo identifica con el com-
ponente T de los sueros antitdéxicos y Leyton lo interpreta diciendo:
“si intrinsecamente este facior presentara caracteristicas de globu-
lina anticuerpo, podria lal vez pensarse en que la célula hepdtica
al degenerarse, actuaria como un endoantigeno, dando lugar asi &
una respuesta de tipo inmunoldgico”; esto nos explicaria el que en
muchos casos se acentua las reacciones de floculacién que se uti-
lizan como pruebas f{uncionales hepdticas, no interpretdndoss ya
como un mayor dafio celular sino por un mayor poder de defensa
del sujeto; cosa que habia sido prevista por algunos autores. Mayor
valor puede darsele a esta posibilidad si desde que sabemos gue
las reacciones, tipo test de Hanger o similares; estdn dadas por la
mayor o menor tasa de gama-globulina y es factible que en ellas
también intervenga el componente T de Bayer que tan cerca de la
gama-globulina aparece en algunos procesos hepdticos, en el es-
tudio electroforético del suero.

Seria extender demasiado este trabajo si se continuara citando
la importancia del fraccionamiento proteico por la electroforesis;
importancia que en la actualidad nadie la puede poner en duda vy
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4s blen va incrementdndose cada dia el namero de investigado-
res que siguen esos estudios con la finalidad de aportar mejores
medios a los médicos en general para facilitarles el diagndstico y
ratamiento adecuado de los pacientes a su cargo.

Es por esto, que habiendo encontrado un método al alcance
de cualquier laboratario elemental, como lo es la técnica de
WorrsoN, COHN, CALVARY e Icuiva, se halla efectuado este estu-
dio yo qus este método quimicc tiere la gran ventaja de haber
sido chequeados con la electroforesis dando resultados semejantes
tal como se puede apraciar en 2| siguiente cuadro.

Valor en gramos en 100 cc.

N® do  Método de - -————  Relacidn
mues- fracciona- Albu- Glob Alla Bela Gama
Iras ‘miento mina Tot Glob Giob Glob A/G
4  Quimico 2.40 3,58 1,15 0,94 1,18 067 (8)
Electroforético 2,48 3,53 1,13 0,92 1,48 0.70
10 Quimico 2,41 5,24 — —— . 0,46

Electroforético 2,42 5.14 —_ —_ —_— 0,47 (9)

No ha sido posible hacer una comparacion entre las cifras
halladas por este método y las de otros trabajos nacionales ya
que en ellos solo se consigna la cifra de proteinas totales, serinas
vy globulinas y no las de las Iracciones globulinicas; pues, este
estudio, no se ha electuado anteriormenie en nuesiro medio; sin
embargo en el siguiente cuadro se exponen los valores de los
cuatro trabajos nacionales encontrados.

N¢ de Cifras en gramos %
Avloses —
casos P.T. Alb. Clob. 14/G
Guzmdn Barrén (15) 102 6,60 _— — —
Llagque Sierra  (29) 100 7.80 — e —_
Merino Cesar (34) 20 6,55 4,30 2,27 1,95
Salos A. (43) 35 8.38 4,97 3,40 1,44

Nosotros 50 7,21 4,34 2,87 1,51

Las cifras anteriores no se pueden comparar por tratarse de
métodos diferentes, muchos de los cuales; actualmente estan des-
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cartados por haberse comprobado que daban valores erréneocs. En
lo que se refiere a los valores extranjeros no se efectia compara-
cidn, porque las condiciones de raza, vida v alimentacidén son di-
ferentes y se sabe la importancia que tienen estos factores en la
proteinemia.

Por lo revisado se ve que, las diferentes técnicas utilizadas en
la determinacién de esos compuestos tan complicados vy de tanta
importancia vital denominados proteinas séricas; a través de los
tiempos han ido evolucionando constantemente vy desechdmdose
muchas por erroneas; comprobdndose también la importancia de la
electroforesis y ain mas el gran acierto de Worrson y Col. al
haber descrito una técnica de {&cil aplicacidon que puede sustituir
a la electiroforesis, y que no solamente para dicha determinacion
se puede utilizar; sino, sequin ultimos trabajos, cuando el {racciona-
miento se realiza en grandes caniidades de muestra se pueden obte-
ner las fracciones en tal estado de pureza y cantidad; que tienen
aplicacion clinica, como medios terapéuticos; puntos que no se am-
plian mdé&s porque no corresponden a la finalidad del presente traba-
jo que es, el de determinar las cifras medio normales de las diferen-
tes fracciones en nuestro pais, con la técnica de WorLsoN y col.;
propendiendo a su difusidn por la gran trascendencia que tiene en
la medicina practica y especulativa.

SUERO NORMAL
SUERO DE NEFROTICO

GRAFICA # A GRAFICA # B
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CONCLUSIONES

|2 La determinacidn cuantitativa de las proteinas del suero
sanguineo y sus fracciones albimina y globulina es de gran uti-
lidad en la clinica, pero los métodos empleados, hasta hace poco
tiempo, han sido o muy laboriosos o inexactos. Nosotros hemos
estudiado el método que utiliza la reaccién del biuret, con la
tormula de Weinchselbaum, aplicando el método de Wolfson y
colaboradores con excelentes resultados. La técnica es sencilla,
aplicable a la colorimetria directa o a la fotocolorimetria, y da
valores de acuerdo con la realidad.

22 Desde hace pocos anos en trabajos de investigacidon in-
munoldgica v cliinca se estdn empleando los dalos obtenidos en
la determinacion de las fracciones de sero-globulinas; efectuados
por la electroforesis, cuyo uso general es dificil por el elevadisimo
costo del aparato. Recientemente se han propuesto técnicas qui-
micas, controladas con la electroforesis, una de las que nosotros
hemos estudiado, utilizando para nuestras determinaciones sueros
de soldades sancs y cuyos resultados son los que siguen:

3% La cifra normal de proteinas totales en el medioc militar
nacional, por este mélodo es de 7,21 = 0,08 grs. %, teniendo como
limites 6,75 y 7,75 ars. %.

42 La cifra que corresponde a la sero-<alblimina varia entre
3,75 y 4,86 grs. %, teniendo como media 4,34 = 0,09 grs. %.

5% El valor 2,87 = 0,07 grs.% es la cilra normal de las
globulinas totales con variaciones normales de 2,39 a 3,32 grs. %.

6% Las cirfas de las fracciones globulinicas varian en la
siguiente forma: para la alfa-globulina de 0,77 a 1,04 grs.% con
una media de 0,93 = 0,002 grs.%; para la beta-globulina de 0,68
a 1,50 con una media de 1,01 = 0,06 grs.% y para la gama-glo-
bulina de 0,67 a 1,20 grs. % con una media igual a la de la alfa-
globulina, o sea 0,93 %= 0,05 ars. %.

7% El Indice de relacién albumina-globulina varia entre 1,13
y 1,86 siendo su media de 1,51 = 0,05; indice cuya determinacion
es de mucha importancia.

82 El método que hemos comentado es de fdcil ejecucién y
capaz de realizarse en casi todos nuestros laboratorios clinicos,
como auxilio en el diagndstico, prondstico y terapéutica de varios
procesos morbosos v ser Util para controlar las alieraciones gue
experimentan las fracciones proteicas en estados patoldgicos pro-



1

96 ANALES DE LA

pios de nuestro pais, de manera especial en la enfermedad de
Carridn, con sus diversas formas clinicas.

92 Consideramos el presente trabajo como preliminar ya que
continuaremos nuestras investigaciones con miras a comprobar
su utilidad en la medicina prdactica.

CASUISTICA

En el siguiente cuadro se explican las marcas ulilizadas en lds muestras con
las que se ha realizado el irabagjo.

Marca de la 7 Cantidad de

N? de las historias

muestra sueros clinicas del B.S.
P, Siete 489-490-491-492-493-497-498
P, Cinco 509-510-511-515-516
P, Cinco 521-524-526-527-528
P, Cinco 545-546-547-548-549
P. Cinco 558-559-560-561-563
Py Cinco 574-575-576-577-578
P Cuutro 583-584-585-586
Py Cuatro 587-588-589-590
P, Cinco 596-597-598-600-603
S, - Uno 552
S Uno 564
S, Unc 570
Sy Uno 572

S- Uno 579
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