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El estudio de la eomposicion de los humores del organismo va
adquiriendo dia a dia mayor importancia en la fisiopatologia de
las afecciones que interesan al elinico.

Con el objeto de abonar esta premisa, multiples ejemplos po-
drfamos adueir. Para no citar muchos, recordaremos la importancia
que tiene el estudio humoral en todos los procesos que dan lugar
a deshidratacion (diarreas, transpiraciones excesivas, etc.); las
enfermedodes infecciosas en general que trastornan los balances,
lo que provoca alteraciones en el equilibrio fisico-quimico; las afec-
ciones que modifican cualquier tiempo de la nutricién (ingestion,
absoreién, metabolismo o exeresion).

Ahora bien; conociendo que el recién nacido tiene un descen-
so en su curva de peso llamada fisiolégica, y deseando averiguar
cuéles son las alteraciones humorales experimentadas en ese mo-
mento por el nino, decidimos realizar una investigaciéon sobre las
proteinas en la sangre, asi como también acerca de los valores de
la relacién globular plasmética durante este periodo. El dosaje
de las proteinas en la sangre, sirve de pauta para conocer indi-
rectamente las variaciones de la hidremia sanguinea. (Esto en los
casos en que no existe alteracién de la permeabilidad de los va-
sos, que permita la evasién de las proteinas del lecho vascular).
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Consideraciones sobre el método empleado

Con este objeto hemos estudiado los diferentes métodos em-
pleados para la determinacién de las proteinas en la sangre, de-
cidiéndonos por aquel que, ademds de darnos seguridad en las de-
terminaciones. nos resulta de fécil manejo, poco dispendioso, ri-
pido y préctico (sobre todo para investigaciones en grandes gru-
pos), y susceptibles de ser practicados casi al lado de la cama del
enfermo.

El procedimiento empleado por nosotros, se funda en las re-
laciones que existen entre el peso especifico del plasma y su con-
tenido en proteinas, y en que, conociendo uno de estos factores
(peso especifico) podemos deducir el otro.

En el afio 1924, Barbour y Hamilton, observan la relacién
estrecha que hay entre el peso especifico y el contenido de pro-
teinas del plasma. Sin duda es éste el trabajo inicial del cual par-
ten todas las investigaciones tendientes a verificar tan intima co-
nexién. Los estudios para determinar el peso especifico del plas-
ma, fueron hechos por medio del pienémetro, aparato de suma
sensibilidad y, por consiguiente, de absoluta fidelidad. A pesar de
esto, no puede ser generalizado su uso por el tiempo prolongado
que exige la determinacién y por las cantidades apreciables de
sangre que son necesarias, las que no siempre es posible obtener,
especialmente trabajando en sujetos a quienes se les debe practi-
car muchas determinaciones.

La parte de la experimentacién referida a determinar la can-
tidad de proteinas, se la realiza eon la téenica de Howe Kjeldhal,
la que no obstante ser aceptada por su gran exactitud, puede opo-
nérsele algunos reparos en cuanto a sus resultados, como asi el
serio inconveniente de requerir una instalacién especial, costosa,
amén del largo tiempo que insume su ejecucién.

Sintéticamente diremos que este procedimiento se funda en
la determinacién gasométrica, acidimétrica o colorimétrica del ni-
trégeno en los materiales examinados, para de ello deducir las
proteinas. Los hallazgos experimentales de Voit permitieron de-
ducir de la porcién del nitrégeno exeretado, la cantidad de los
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prétidos ingeridos en la alimentacién. Su férmula: 100 grs. de
proteina igual a 16 grs. de nitrégeno, fué aceptada por los inves-
tigadores posteriores, resultando, en consecuencia, que un gramo

100
de nitrogeno es igual a —— = 6.25 grs. de proteina.

16

Del estudio de la composicion quimica de las proteinas in-
tegradas por amino dcidos, se conocen algunas con diferente con-
tenido de nitrégeno. Asi, éstas pueden contener una, dos y has-
ta cuatro moléculas de nitrégeno, como son la, hoy llamadas ba-
ses exénicas (arginina, histidina y glisina).

De esto se deduce, por consiguiente, que por el coeficiente
de Voit (fundamento del método Kjeldhal), no podemos cono-
cer con exactitud absoluta el valor proteico de una muestra. Esta
serfa la t{niea objecién que podriamos hacer al método de Kjel-
dhal en cuanto a su fidelidad; sin embargo, es el méa: preciso en
la determinacion de las proteinas, exceptuando el gravimétrico,
v constituye para la clinica un método de gran valor.

Desgraciadamente este 1ltimo procedimiento exige, para su
efectividad, laboratorios costosamente montado:, amén de téenicos
eximios y una tarea realmente agotadora. Si bien es cierto que
mediante su aplicacién se obtienen resultados exactisimos, éstos no
son rigurosamente necesarios para la elinica.

Convencidos Barbour y Hamilton de la relacién lineal existen-
te entre el peso especifico del plasma y su concentracién en pro-
teinas, es decir, que las variaciones de la una corresponden exae-
tamente a variaciones de la otra, en el afio 1926 propusieron un
procedimiento para la determinacion de las proteinas, deducidas
del peso especifico.

El procedimiento propuesto por estos autores es simple, rapi-
do y seguro. Con el aparato de su invencién determinan el tiempo
de caida de una gota de una solucién cuyo grado de concentracion
se conoce. Luego, Barbour y Hamilton prepararon tablas cuyo
equivalente en proteinas corresponde a los tiempos transcurridos
"en el recorrido de la gota.
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Descripcion del método de Barbour y Hamilton

El fundamento estd dado por el tiempo de caida de una gota
de tamafio conocido del liquido a examinar, a través de una dis-
tancia predeterminada, en una mezela no miscible con la gota, de
menor peso especifico y menor viscosidad que aquél: estas condi-
ciones se satisfacen con una mezela de xileno-bromobenceno, la cual
es de baja volatilidad y de poeca viscosidad.

La gota de la sustancia a ser probada (que debe ser de 0.01
em.’) siendo mas pesada que la mezela, cae tanto mas rapido cuan-
to mayor sea la diferencia de densidad. La velocidad de caida estd
influenciada por la temperatura y por la pureza del liquido or-
ganico. No es necesaria la determinacién exacta de la densidad de
la mezela xileno-bromobenceno sino de la solucién ‘‘:standard’’. El
liguido desconocido es probado en igual forma y contraloreado el
tiempo de caida. La solucién ‘‘standard’, elegida por los autores,
es sulfato de K., la cual es muy estable y no es higroscopica. Para
soltar la gota se usa una pipeta bien calibrada, en forma tal que
en cuatro centimetros de longitud contenga una gota de 0.01 em.?
de mercurio limpio. Las condiciones que deben tomar e en cuen-
ta para despedir la gota son las siguientes: la muestra debe ser
fresca, para evitar la evaporacién, la coagulaciéon o la sedimenta-
cion y no debe ir mezelada con aire. Se introduce la punta de la
pipeta dentro del liquido (xileno-bromo-benceno); por medio de
un dispositivo especial, se larga la gota, del tamafio ya especifica-
do, y por el hecho de estar dentro del liquido ya mencionado, no
se desprende hasta el momento de retirar la pipeta. E'to se hace
en forma suave hasta separarla de la mezcla contenida en el tu-
bo; el recorrido de la gota deberd ser contraloreado con un crond-
metro, con la precisién al décimo de segundo. El tubo que contiene
la mezela, es de 50 centimetros de largo, con un calibre de 7.45-55
milimetros.

Las variaciones que se registran, siempre que sean pequefias
en el tamaiio de la gota, no modifican en forma sen:ible, en este
procedimiento, los valores que se obtienen. Bl aumento del tama-
fio de la gota (que aceleraria, por tal motivo, la velocidad de su
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caida) estd contrarrestado por el aumento del volumen de la mis-
ma. Hemos tenido oportunidad de verificar esto en nuestras de-
terminaciones de contralor.

7 V] T
Método wusado en nuestras detarminaciones

Nosotros hemos usado el método de Kagan, el cual describire-
mos a continuacion, por ser mas simple que el de Barbour Hamil-
ton.

Fundado en principios similares, Kagan, preconiza un método.
en el cual, en lugar de la mezcla xileno-bromo-bencene, usa una
de parafina y salicilato de metilo. Segin el autor, ésta es una mez-
cla absolutamente no miseible, no higroseépica y eon menos vola-
tilidad aGn, que la mezcla xileno-bromo-bencene. Este método di-
fiere también del anterior, en que no emplea la solucién ‘‘stan-
dard’’ de sulfato de K. Acompafia a su aparato con nomogramas,
en los cuales viene caleulado el dosaje de las proteinas directamen-
te desde el peso especifico. De esto se deduce que el método de
céleulo es més rapido. Por otra parte, como la mezela usada por
Kagan es algo més pesada que el xileno-bromo-bencene, el tamafo
del tubo lleno con la mezela, por el cual cae la gota, es mis peque-
fio y, por lo tanto, el aparato es mas manuable.

Nosotros hemos hecho algunos contralores con ambos proce-
dimientos y sus resultados son muy aproximados.

Con el fin de obtener el minimo de error en las determinacio-
nes con los métodos descriptos, haremos algunas indicaciones de
orden practico. En cuanto a la extraccion de la sangre, que puede
hacerse de capilares o de venas, debemos tener en cuenta: que la
primera fuente (eapilares) puede darnos errores cuando se ejerce
presién sobre el pulpejo del dedo, por mezelarse la sangre con
linfa o con liquidos del intersticio; en cuanto a la extraceion de
vena, se aconseja hacer la punecién antes de transcurrir un minu-
to de la aplicacion de la venda, para evitar hemoconcentraecion lo-
cal. Y, finalmente, tomar precauciones generales para evitar la he-
molisis, ya que ello altera fundamentalmente los resultados. La do-
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sificacion debe hacerse inmediatamente después de la extraceién
de sangre. En general, salvo que se disponga de elementos y con-
diciones muy especiales para conservar la sangre, como serfa la
de mantener los tubos cerrados con cera y en la nevera, toda per-
manencia de més de 24 horas alter& fundamentalmente las deter-
minaciones,

Aunque parezeca supérfluo, queremos destacar la gran impor-
tancia que reviste una escrupulosa limpieza de la pipeta antes
y después de cada determinacién, ecomo también el que esté per-
fectamente seca. La no observancia de estas indicaciones, podria
traer como consecuencia, en el primer caso, una sensible alteracién
en el tamafio de la gota; y en el segundo, diluciones del plasma,
cosa logica si recordamos el calibre pequeiiisimo de la pipeta y la
exigiiidad del tamafio de la gota; es decir, se expondria el experi-
mentador a errores apreciables en las determinaciones.

Las modificaciones que con respecto a la temperatura hubiere
que hacer, se ejecutan con tablas especiales que acompafian al apa-
rato de Kagan. d

El momento de la extraceién de la sangre, con este método,
no altera mayormente los resultades. Cuando se realiza en segui-
da de las comidas principales, las variaciones no pasan de 0.20
gramos por ciento y solamente las copiosas ingestiones de agua
(de mas de un litro de golpe) pueden ocasionar modificaciones
apreciables en los primeros minutos, debido al aumento del volu-
men circulante.

Cuando iniciamos nuestro trabajo, fuimos sorprendidos con
la publicacién de Looney, quien hace objeciones al método elegido
por nosotros que &l considera fundamentales; pero, por las razo-
nes que expondremos a continuacién, se veri que las mismas ca-
recen de fuerza suficiente para invalidar los fundamentos del mé-
todo y su importancia préctica.

En su trabajo, Looney hace objeciones a las férmulas de Moo-
re y Van Slyke para el céleculo de las proteinas totales, férmulas
éstas aceptadas y confirmadas por Weech y sus colaboradores, co-
mo también por Kagan y Bridge. Apoya su punto de vista, en tra-
bajos de Zozaya, quien encuentra correlacién entre las proteinas
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totales del suero y su peso especifico, que se aparta notablemente
de las encontradas por los autores antes mencionados. Looney, al
usar el Barbour Hamilton, utiliza el cloruro de K. como ‘‘standard’’
en vez del sulfato que empleé Barbour. El contralor del do aje de
las proteinas lo hizo con el turbidimétrico. El autor ya citado atri-
buye al procedimiento mayor precision que el ya acreditado méto-
do de Kjeldhal, universalmente aceptado. Finalmente, apoya sus
conclusiones en un trabajo de Moon sobre shok, con el que Moon
demuestra que en sangre de shocados, el peso especifico se halla
aumentado y que las proteinas e tdn disminuidas.

En contra de sus aseveraciones, podemos decir que Looney
usé métodos completamente diferentes y que, por consiguiente, no
pueden tomarse en cuenta sus resultados a los fines de establecer
comparaciones. (Usé Looney el CIK en vez del SO*K, y el turbi-
dimétrico en lugar del Kjeldhal. En cuanto al trabajo de Moon,
que hemos leido detalladamente, cabe destacar que este autor, co-
mo es logico, encuentra un peso especifico de la sangre elevado
v las proteinas del plasma, bajas; pero Looney no sefiala que el
peso especifico debe tomarse del plasma y no de la sangre total,
cuando se desea sacar conclusiones en cuanto a las proteinas que
debe tener el plasma.

Por estas razones, nos refirmamos en la deeision de haber ele-
gido este método para nuestra empresa, maxime después de la lec-
tura de los trabajos de Moore y Van Slyke y los de Weech. Los
primeros, trabajando con plasma humano de sujetos nefriticos y
normales, concluyen afirmando que la relacién entre el peso espe-
cifico y el contenido de proteinas del plasma en ambos tipos de su-
jetos, es mas estrecha que la existente entre el indice de refraceién
v el contenido proteico; los contralores los hicieron con el método
gasométrico del miero Kjeldhal. El coeficiente de relacién encon-
trado por estox autores, es de 0.99107, lo que traduce una seguri-
dad casi absoluta. Queda el error probable reducido a cifras des-
preciables para la clinica.

Weech, revisando y contraloreando estos trabajos y los de Zo-
zaya, quien encuentra un indice muy bajo, retoma el método y lle-
2a a conclusiones aun més alentadoras que las de Moore y Van
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Slyke. Para el citado autor, las proteinas totales deducidas del pe-
f0 especifico tienen wun coeficiente de relacion aun més alto:
0.998538. Este autor trabajé con plasma, suero v trasudado de pe-
rros. Sus resultados fueron concordantes en las investigaciones econ
estos tres elementos. Los contralores de este trabajo fueron reali-
zados con el picnémetro para el peso especifico y el miero Kjel-
dhal para las proteinas. En sus resultados aplic6 el método esta-
distico ““standard’’ basado sobre la teorfa de los cuadrados mini-
mos. La seguridad de estos coeficientes fué mantenida en el sexto
lugar decimal. Las muestras que €l utilizé fueron: 164 de plasma
de perro, 145 de suero Y 56 de trasudado.

Material y Método

El estudio se realiz6 en 18 nifios recién nacidos, hijos de ma-
dres internadas en el Hospital San Roque. Estas eran sanas, con
reaccién de Wassermann y Kahn negativas. Los nifios eran sanos
a término y todos con peso dentro de los limites considerados co.
mo normales. La primera muestra se extrafa antes de las 3 horas
siguientes al nacimiento. Estaban sometidos al régimen corriente
del Servicio y alimentados a pecho de la madre cada tres horas,
Se hicieron extracciones de sangre mafiana y tarde: la extraccion
de la mafiana verifieése entre las 9 Yy 15 a9y 30 y las determina-
ciones estaban realizadas antes de las 12; por la tarde, la extrac-
cién efectudse a las 19, estando coneluida la operacién antes de las
21. Procediendo en la forma indicada, eliminamos la posibilidad
de alteraciones en las muestras por demoras entre la hora de ex-
traccién y la de dosificacién. En la totalidad de los ecasos hemos
trabajado con suero, realizando también determinaciones de plas-
ma y glébulos con hematoceritos, a los cuales los llevabamos a la
centrifuga durante quince minutos a 3.000 revoluciones por minu-
to. En todos los casos se traté de extraer sangre todos los dius ue
estuvieron en el Hospital.
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Inconvenientes

Como es logico suponer, la tarea de la extraccién de sangre,
ha sido agotadora. Las tomas de sangre de la yugular o del seno
longitudinal dos veces al dia, durante los primeros seis a ocho dias,
en niflos recién nacidos, es empresa seria.

Por otra parte, habia resistencia de parte de las madres, y
es0 nos obligd, en algunas oportunidades, a trabajar con eciertog
nifios, durante un menor numero de dias que el que hubiésemos
deseado. Queremos también hacer constar que algunas muestras
nos han fallado porque a pesar de haber tratado de llenar todos
los requisitos para evitar la hemdlisis, ésta se produjo en varias
oportunidades.

En cuanto a la determinacién de la relacién glébulo-plasma,
por medio del hematoerito, se hace con oxalato de potasio al 0.10 %.

La determinacién de las proteinas se verifie6, como hemos di-
cho, en suero. Para cada determinacién, haciamos tres pruebas con
la gota. Cuando habia alguna diferencia, sacibamos el promedio
del tiempo de recorrido de la gota en las tres pruebas, y con ese
promedio leiamos en la tabla el peso especifico y proteinas corres-
pondientes.

El aparato usado por nosotros en este trabajo fué el de Ka-
gan, con todo el equipo completo de frascos, pipetas y de la mez-
cla de parafina y salicilato de metilo. El tiempo de caida de la
gota lo tomamos con un cronémetro sensible al décimo de segundo.

Discusidn

Del estudio de nuestros resultados, podemos concluir que el
término medio de las cifras de proteinas totales en suero es algo
mas bajo en el recién nacido que en el adulto. Estos resultados es-
tan acordes con los obtenidos por autores que han estudiado este
problema en nuestro pais (Piantoni y Sosa Gallardo) y en el ex-
tranjero.

En cuanto a las lecturas de los hematocritos, ellos nos han re-
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velado notables diferencias entre las primeras horas del nacimien-
to y los dias posteriores. Como esperdbamos, bajaba la cifra indi-
cada por el hematocrito en cada una de las diferentes tomas de
sangre, ain en aquellas del mismo dia, donde se apreciaba diferen-
cia en la lectura a favor de la mafiana sobre la tarde.

Un hecho que se destaca nitidamente en nuestras determina-
ciones de las protefnas, relacionandolas con la curva de peso es el
siguiente: a medida que la caida de la curva de peso se produee,
va aumentando, en forma evidente, la concentracién de proteinas.
Tan pronto la curva se detiene e inicia el ascenso, se produce una
disminueién de las proteinas. Esta comprobacién la verificamos
hasta el dia que dejamos de tomar muestras. Esto ocurria alrede-
dor del sexto al octavo dia de la vida, época en la que la madre
era dada de alta. Otra particularidad, en lo que a las proteinas
se refiere, es su mayor concentracién encontrada en las muestras
tomadas a la tarde comparandolas con las de la mafiana. Podria
explicarse esta singularidad por la coincidencia con la époeca en
que realizamos nuestro trabajo: meses de febrero Y marzo, con
temperaturas muy elevadas durante el dia y algo menores de no-
che. Esto es aun més sensible en dicha Maternidad, dada la forma
de su construceion, orientacién v altura.
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