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INTRODUCCION

El estudio del Liquido Amnidt'co dasde el punto de visto inmuno---
bloquimico ha cobrado an iqs Gltimes afos gran importancia y constituye en la ac--
twalidad, un valioso pardmetro mediante el cual el médico puede conocer y valorar
ciertos ostados de potologic materno fetal .

En lo que a origen y fisiologia del Liguido amnidtico se refiere, los
conocimiantor son fragmentarios y las hip&tesis nurmercsas. Respecto a suorigen, se
considera que ¢ un diolizado de la sangre materma (), se ha sugerido también que
a3 un producto de seciecidn del epitelio emnibtico © , y algunos autores plantean-
la posibilided de que tenga ambos orfgenes. Re  .to o w fisiologle, clésicomen-
te se ha considt:mdc; que desempedna el papel de anortiguador © coifn protector, que
es un medio en el cual el feto pusde moverse con focilided y que le ayuda por otro
parte a montener una temperatura mbs o menos constonte. Sin embargo, los estudios
sobre su composicibn y lo que podrfa llamarse "Metobolismo del Liquido Amnibtico",
han aportado datos que dan base para supor.er Gue posea otro tipo de funciones.

En relacibn a este Oltimo punto, se ha demostrado que efectivamen-
te el Liquido Amnibtico, no es un medio estitico, ya que esth siendo renovado con-

tinuomente y con sorprendente rapidéz (3).  Se ho demostrado, que aproximedomen
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te el 37.4% del ogua del Liquido Amnibtico o3 reemplazada coda horo; este hecho
indice quo coda 2.9 horos el ogua total del LTquido Amnibtico es recambiada total
mente y 3i 0 recuerdo que en promedio la contided de Ifquido varfa de 500 a 1000
c.c., { aunque se considera como normal la contided de 2500 c.c. ), ol matabo--
fismo y la velocided con que o efectta ol proceso resultan sorprendentes (4).

Este ostado wmamente activo de flujo y reflujo, constituye por sl so
fo un hecho que ssfala la importoncia de conocer las concentraciones de diversas -
substoncias y elemantos quimicos en el Lfquido Amnibtico, e intentar corralacionar
los hollazgos con la fisiologfa normal y/o patolbgica de ta unidad matemo-fetal. -
Los estudios senalades sobre el particular han permitido conocer las concentraciones
amnibticas de: protefnas (530 mg.), nitibgeno no proteico (24 mg.), 8cido Grico -
(45 mg.), azbcar (11mg.), calcio ( 5 mg.), fosforo (3 mg. ), etc. (5), asf como, -
de las substencias orgénicas, fructuosa, bcido lactico, adrenaling, dcido cftrico, -
diostasa, lipasq, pepsina, y renina, impulsendo a la vez la investigacidn y evaluo-
cidn de las posibles ventajas diognbsticas que pudiera fener el estudio bioquimico -
del Lfquido Amnidtico (6).

Con esta finalidad, se ha reclizado en los Gitimos afos la determina
clbn y cuantificacibn de bilirmubines en el Liquido Amnidtico, intentando llegar a-
establecer el diagnéstico precoz de eritoblastosis Fetal (7).

En esta tesis, se ha realizado un estudio comparativo entre el con--
tenido protefco y sus diversas fracciones en suero matemao, Liquido Amnibtico y sue

ro fetal, con el objeto fundamental de aportar datos que permitan conceder el Liqui
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do Amnibtico, algln popel en lo fisiologfo normal de la unidad feto-materna, enfo
céndote espacial atencibn a la posibilided de que el Liquido Amnibtico pueda ser -
fuente de Gomma G lobuline y/o de protefnas en genoral, asf como que pueda refle

jor ol estado nutricional y en consecuancia el grodo do desarrollo y moduracibn fe-

tal.




ANTECEDENTES

.

5i dosde un punto de vista general, en relocidn a estruchura y fisio-
loglo celular puede considerone a los carbohidratos y 1Tpidos como el combustible -
dol harno metabdlico, las protelnas reprosenten el grupo de wbstancias quimicas de
mayor importancio bioldgica, ya que odembs de formar ol ormazbn estructural, cons
fituyen los engramajes y palancas de la moquinaria celular,

Estructuralmente, las protefnas formon la masa principal de las célu.
las y do todos tos 1ejidos animales como mGsculo, visceras y aln estructuras en que
la parte protelza es menos ostensible como en el hueso {11, 12).  Estos compuestos
de peso molecular vlevado, consisten principalmente o por completo de cadenas de
alfa aminohicidos unidos por enlaces peptidice: y aparte de llenar funciones estruc~
turales y formar la masa protoplasmbtica, intervienen en las siguientes funciones:

a).- La reproduccibn celular y el traspaso de las caracterlsticas he.
reditarlas.

b).- La actividod enzimbtica de todo el proceso metabblico celular.

c).- En los mamfferos el transporte de oxIgeno.

d).- Algunas hormonas especialmente hipofisiurias son protefcas y -
en la actualidad, conocemos las importantes acciones tréficas que ejercen al nivel -

celular,
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).~ Los onticuerpos pertenccen al grupo de protefnas plasméticas -
Homados globulinag.

1 f).~ Los protelnas contrictiles que tienen lo propiedad de acortarse
o alargorse como la miosina de los mGsculos (13),

Actualmente, o hon aislodo gron nGmero de aminobcido que tienen
en ol miwno corbono (el primero de w codena, un grupo amino y otro carboxile), -
De nstos se considero que intervienen vn fa formacida estructural de los protefnas, -
aproximadamerte veinte, por lo cual rewita que la probictitided de combinaciones-
es pricticamente infinite (14).  Esta propiedod de furar eipecies quimicas distin-
tas de acuerdo ¢ la wcuencia en que se dispongen les amincbeidas, asl como lo co-
pacided do formar macromolécules, confiere a les protefnas, propicdedes de gran~-
importancia de entre Tas cuales es importants senalar las siguientes:  Dependiendo-
del tomaio que alcence la molécula protelee puede quedar colocada dentro de los-~
Itmites del estado colcidal; esta caractulstice guardo relacién con lo facilidod o -
dificultad de la molt.ula a cruzar membrenas, en general se puede decir que las --
protefnas no atraviezan fas membraras.  En razén a w peso molecular es posible -~
sedimentarlas en un campo gravitacional el2vado, como el producido por la ultra--
centiffuga; las protelnas son susceptibles o la deshidratacion y a la accibn de car=-
gas eléctricas pudiendo pasar del estado de solucibn al de precipitacién o viceversa,
tal como sucede can cualquier coloide, Estas propicdades come se mencionar més
adelante, hon permitido 1 separacibn, estudio y clasificacibn de este importante -

grupo de substancias quim cas (15},
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La closificacibn de las protefnas basoda fundamentalmente en sus -
propiedodas ffsicat y en sus caracterlsticas de composicidn, puede resumirse en tér-
minos gencrales en tres grupos principoles:

1).- Protefnas simples, qua sblo contienen alfa aminoficidos o sus -
derivados, y que existen como tales en la naturaleza,

2).- Protefnas conjugadas, oqutllas que al ser sujetas a hidrélisis -
liberon tonto alfa aminoticidos como ofras substoncios.

3).- Protefna: deriveder, que representon los productos resultantes
de la degradacibn de los dos grupos anteriores.

En el siguiente cuodro, se encuentra esto clasificacién y sus subdi~
visiones mbs importantes ( 15, 1€),

1.- Protefnas simples.

a).- Albiminas

b).- Globulinus

c).- Glutelinas

d).- Prolaminas

e)..- Escleroprotelnas.
2.~ Protefnas Conjugadas.

a).- Nucleoprotefnas.

b).- Fosfoprotefnas.

c).- Porfirinoprotefnas.

1.~ Hemoporfirinas
2.- Clorofiloprotefnas.
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d).~ Glucoprotefnas

e).- Lipoprotelnas

t).~ Flavoprotelnas

g).= Metoleprotelnas diversas.,

3.~ Protefros Derivades:

a).~ Productos dal dedoblamiento ae protefnas conjugodas.
1.~ Protominas
2.~ Histonas
3.~ Otros compuestos

b).- Protelnas desnoturalizodas.

¢).- Productos de hideslisis

1.~ Proteosas y Peptonas
2.~ Ptptidos.

Dentro del grupo de los protefnas simples, existen los tipos y frac--
ciones de mayor interds en medicing ya que participen activamente en numerosas fun
clones orglnicas. La facilided con quo es posible obtener una muestra de sangre y
separar los glébulos rojos teniendo ast el plasma, ha permitido hacer amplios estudios
sobre las protefnas plasmbticas y ha contribufdo ampliamiente a la cifnica médica -
en general,

Al realizar el fraccionamiento del plasma con un método burdo como
es el de la precipitacién con sales neutras, se distinguen dos grondes.gmpos de pro-
tefnas: ALBUMINAS Y GLOSULINAS (17). E! advenimiento de técnicas més pre-

cisas como la ultracentrifugacidn, permitid reconocer diferentes subgrupas entre los
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cuales destaca por w interds mtdico tos alfa y beta lipoprotefna.  Finalmente la -

eloctroforfsis mbtodo que serb descrito en phrrafos posteriores, ha permitido recono_
cet los alfa, beta, gamma globulings, olbiminas y fibrindgeno. En el suero huma-

no normal, apieximodamente el sesenta por ciento de las protefnas totales osth cons
titufdo por albimineg cuys pewo molecular o4 de 65,000 y w concontracibn es de ===
& x 10 -7 molbcules / ml,

Lo athliming debido @ s concentracibn molecular relativamente al-
ta, tiene una importante funcibn como reguladora de la presidn osmbtica. La albl-
ming, produce cerca del 75-80% dal efccto owmbdlico de las protelnas totales ya qua'
a pesar de s corcentracibn mayor que los globulinas, tienen menor p;eso molecular-
que estas Gitimas,

La albCmina tiene un punto ioeléetrico de 4.9 o sea el més bajo de
los elementos protalcos del plasma, esto ademés de su carga neta relativamente alta,
explica porqué la migrocidn electroforética de esta fraccidn es més répida que la -
de los otros componentes en medio neutro o ligeramente alcalino.

Lo albOminag, fibrindgeno, protombring, y las alfa y beta globulina
plasméticas, son sintetizadas totalmente en ¢l hfgedo en una proporcidn aproxima=
da de 20 grm. diarios ( 18),

Las protefnas plasmaticas esttin en intercambio constante con las pro
tefnas tisulares (16).

La gamma globulina se forma principalmente en las ctlulas plasmé -
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ticos y parcialmante en el kfgado y se almacenan en las ctlulos retfculo endotelio-
los y linfocitarias,

Los estudioy dinmicos wbre sfntesis, almacenemiento, trensporte y
destruccidn protefca, om‘;:lcm-.do amincheidos marcodos, han permitido reconocer -
la incrofble velocidod de astos proceses.  Coma este punto ne constituye el ospec
to fundementel de lo tetis, citareros uno axcelente revisidn al respecto, que puede
ser consultedo por e interasado (19).

'S .

Las protelna: ploimbBiticos desempeiian diversas funciones toles como-
(20).

a).~ Contervar la presidn asmdtico dc.la tangre, sobre todo como -
se diho en plrrafos cmte,rio;cs, por efecto dela albimina,

b).- Formnar una rewsva de proteinas cara la regeneracidn y el cre_
cimiento de los tajidos.

).~ Actuar como amortigucdor del pH (mé&s que a protefnas plasmt
ticas este papal le corresponde a la hemoglobina).

d).~ Servir de transportadores, por ejemplo, para los Ifpidos y las-
substancias liposolubles (bilitrubinas, vitaminas A, 8 y E, hormonas esteroide:), los
metales (el fiorro por la siderofiling, y el cobre por la ceruloplasmina), odemds —-~
cerca de la mitad del calcio sangulneo estd unido a protefnas.  Los complejos al-

fa y beta globulinas, sirven en el transporte ¢ intercambio de liquidos y substancias

liposolubles; gran cantidad de colesterol, fosfolfpidos, &cidos grasos, y hormonas -
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en w mayor patte no te encuentran libres y swon tronsportodas por las alfa y beta glo.
bulinas, o las cualos so unen en wluciones de concentraciones relativamente altas,
considerando que ton virtualmente inolubles en aguo pura o wluciones acuosas sali
nos.

Una fraccidn de los beto globulings {beta-2), forma las substancias-
que dan las ceracterfsticaos o los distintos grupos songuTneos en lo especie humana: -
O, A, 8, AB, {(lwoglutininas).

Las olfa y beta globulings estén formadas por moléculas cuyo peso -
molecular oscila entre 90,000 y 1.000, 600 (21, 22).

¢).- Actuar como egentes inmunolbgicos, por ejemplo, las gamma-
globulinas conticnen los anticuerpos contra los microbios patégenos. Esta fraccidn,
esth formado por moltculas alarga de peso molecular aproximado de 140, 000 aunque
se han identificodo conjuntamente pequenas cantidodes de moltculas mayores. La-
gamma globulina humana tiene 10 a 15% de un componente de peso molecular igual

"a1.000, 000,

Por mBitodos recientes (Inmunoelectroforesis), se ha podido aclarar -
que la gamma globulina no es homogénea, por tanto no es posible hablar de su pun-
to osoel&ctrico, sino mbs bicn de un rango isoelbctrico que vade 6.3-7.3. Apro-

ximad smente un 20% de las protefnas plasm&ticas estbn constitufdas por gamma glo-

bulinas (23).
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f}.- Sumlinistrar los factores necesarios para lo coogulocién de lo -
sangre, como fibrndgeno, protrombina, globuling, antihemofflica, factor V y Vit,
foctor Chritmar (PTC), antecedente tromboplEstica (PTA), ctc.

g).- Finalmente, representa los o zimas mecesarios en lo sangre. -
Muychos de los factores de lo cocgulecibn funcicran como enzimas, ademés se en--
cuentron en la tangre proteinoios, peplidedes, omilosas, fosfatasas &cida y aleali -
na, desoxirribonucieass, histeminoio, colinesterosn, beto-glucouronidasa, tronsa-
minasa, deshidrogenaso, etc.

Todo lo seitalodo en parrafos anteriores, que prefende ser un resumen
de los cipectos mhs relacionodos ol tema de esta tesis, sedala en nuestro concepto -
que el estudio bioquimico de les protefnas y ws diferentes froccicones, posee capital
importancia y ha pemitido conocer con mayor precisidn diversos aspectos de la fi--
siologfa y fisiopatologfa humena.

En base o estudios realizados recientemente en relacibn al prodido-
grama fetal (24), asf como las determinaciones protefcas realizodas en lfquido amnid
tico (25), se considerd importante redizar esta tesis.

En diversas publicaciones al compararse el protidograma sérico ma--
tomo y fetal, se han senalado diferencias importantes, las cuales se hon relacionado
“a lo modurez serolbgica del feto”, y a aspectos tan importantes como la inmunolo-
gfa neonatal, la isoinmunizacibn matemo-fatal y los probables intercambios hormo-

narios entre madre-feto (26, 27).  Los diversos valores reportodes por diferentes in-
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vastigodores, no eittn del todo acordes, tin embargo, se puede decir que las pro--
telnas sbricos totales en la wengre fetal on mbs bajas que la del adulto normal, aun
que la relacitn ArG varfo poco en ombot cows.  Tombibn se soialo que durante -
los facas finales del embarazo sn encuentia en la medrd una elevaci®n de la frac--
cibn globultnico v una disninucién en lo refacién A/G (28).

Las determinacionas de protefnas en ol lfquido amnibtico de mujeres
normales @ nuestro medio se hon eportodo semejentes o la de otros outores principal
mente Europeos, por olia parte, los rewltodos obtenidos en embarazos patolbgicos -
no ton concluyentos ni poseen significacidn estodfstico en relacidn directa o sw es-
caso nimero; no obstante se wencla lo posibilidad de que en los embarazos patolégi
cos, la permechilidad placentaria se modifique importantemente,

Estos reportes fundementon lo investigacién realizoda en esta tesis -
que tiene la principal intencidn de conocer si existe o no relacibn fisioldgica entre

los protidogramas matemos, amnibticos y fetales.

CONCEPTO GENERAL SOBRE LA ELECTROFORESIS.

Influencia de la fuerza ibnica y el pH de la solucibn.

Se entiende por electroforesis la migracién que experimentan las par
tfculas eldctricamente cargadas en una solucidn coloidal, bajo la influencia de un
campo albctrico (29).

Cuando una substancia en solucién tiene carga eléctrico, y so colo

ca on un sistema que tiono dos electrodos, la substanzia emigra hacia el electrodo
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de cargo opuesta o la que ella tiena. De este modo, las protefnas de carga negati-
va emigron hocia el bnodo y las protefnas de carga positiva emigran hacia ol cétodo.

Tebricamente, el sitio en que las protefnas no smigron ni hacia un -
eloctrodo ni hacio otra {punto iwelbctrico), representa el estodo en que las corgas-
eléchicas de lot protetnas o no axisten o estln equilibredas por igual entre las posi_
tivas y las negativas (30). Por lo tanto, el pH de una solucibn es el factor determi_
narite de lg corge neta de las protefnas, y determinart por la neutralizacibn de los
grupos carboxilo (COOT), o omino (NH;), si la protefng queda cargada positiva o=
negativanente.

Las protefnas en soluciln tienen un comportamiento anfbtero, debido
a los grupos quimicos mencionodos. es decir segin el pH del medio en que se en-~-
cuentren se comportan como &cidos o blcalis.  Asl cuando la concentracitn de oi -
nes hidrbgeno del medio aumenta, las protelnas se comportan como bases y actbon -
como aceptadores de protones (ionas H"), odquiriendo carga positiva.

En combio, cuando la concentracibn de iones hidrbgeno disminuye-
del medio, las protefnas se comportan como &cidos, y ceden protones al medio, od_
quiriendo carga negativa, o mejor dicho perdiendo cargas positivas.

De un modo general, este es el meconismo aplicado en la seporacibn
de las protefnas. Las majores separaciones se logran con wluciones omortiguodoras

de pH entre 8 y 9, siendo el pH ideal de 8.6 (31).}
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TIPOS DE ELECTROFORESIS:

Exitton dos tipos de electroforésis:

1}.~ Elecrroforésis libre,

2}.- Electroforésis de “zoma". Sierdo este Gltimo unoc modalidad-

dal tipo libre,

En lo electoforésis tipo libre, las particulas coloidales (proteinas),
10 encuentran en un medio dispersante (solucién amortiguadora). Este método -
ideade por Tiselius (32), so describe como "ol método clésico o de los Ifmites-
méviles"™.

Consiste an un tubo en forma de "U", de paredes de vidrio, en -
ol cual se coloca lo solucién en estudio, que en este caso son los protelnas; -
encima de los cuales se coloca una solucién amortiguodora o un pH determina
do, procurundo que el Iimite entre ombos seo nftido .,

El experimento se lleva o cabo a bajas temperaturas (0 grodos cen
tgrados) para avitar perturbar fa movilidad de ias protelnas.

En cada una de lcs ramas del tubo, y dentro de la solucién amor
tiguadora se introducen los olectrodos haciendo pasar una carga eléctrica por -
un tiempo determinado, observéndose posteriormente una separacién en franjas,
de fracciones protéicas.

E! aparato de electroforésis no proporciona datos cuantitativos ab
solutos sobre la concentracién o la cantidad total de proteinas en una solucién.,

Para tal fin, es preciso determinar las proteinas con uno de los métodos con~ =
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vencionales, como el de Kjeldoh!,

El oporato deo electrofordsis puede determinar sélo la proporcionali
dod de coda una de los frocciones comprendidas en la totalidad de la solucién.

Evtandarizands el método, so seporan como minimo las siguientes-
fracciones en ol siguiente orden:

1.- Albdmings,

2.~ Globulinas Alfo 1,

3.- Globulinas Alfa 2,

4.- Giobulinas Beta.

5.~ Glcbulinas Gomma.,

los woleres porcanticles consideredos como nomales son respectiva
mente; 56-62, 4.7.9, 7.9-11, 11-15, y 12-16 (33),

Aunque por mucho tiempo el procedimiento de electroforésis libre
o de "frontera", ha sido el més usado para determinar la movilidod de las pro
talnas, en los Gltimos afios han demostrado su utilidad otras modalidades de es

te procedimiento, las que describiremos a continuacién,

ELECTROFORESIS DE ZONA:

Es la migracién de partfculas eléctricamente cargadas, estabiliza-
das por un soporte que inmoviliza el medio. Esto tiene la ventajo de evitar—
las corrientes de conveccién y fijon las frocclones separadas lo que pemite --

trabajor con allas de una manera sencilla y @ bajo costo (29, 30). Los medios
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fucidn electrolltica, en la cual se encuentran tos alectnsdor do ploting (28),

Las soluciones elechiolNicas vandos won ol deide dietillanbbiditen y
el barbiturato de sodio, yue mozclades poporcioms un phodia B8 Lo vanil-
dad do muestra que se roquiaio o3 mindma (0,07 mb, coomda e hatn s suma),
sin embargo se obtienen dates cuuntitativas bastunte pnaching, Se colbaen fer
muestra en al medio de sostén aplicando ta cortdents albutien oo volin]s
constante y por un tiempo deferminada .

Postoriormanta ta tiften las fracclones separadas con celummnin re.-
mo e! de b(omofqnoll nngro wnirles ﬂ, I mthwlaw,, Les tgnprnnmnlnn H, O

cuando se trata da protalnas toinles,
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ELECTROSMOSIS Y EVAPORACION:

Ademés del voltoje o intensidod, los substancias emigrontes que--
don bojo el efecto de uno fuerza eloctiosmética o puesta. Estos fendmenos de
actuscidn simulténen e deneminan "ferdmenos electrocindticos”,

Lo electdsmosis proviene en primer lugor, de lo corgo negativa -
que adquiore el popel filtro con respecto o lo wlucién omortiguadora.  Puesto-
que el papel filtro, como sistemo copilar, representa lo fose estacionoria se --
trosmite asl el efecto a la wlucidén omortigucdoro. Dicho solucién estd cargo-
da positivamente frente ol popel, y represento por lo tonto, uno corriente en-
direccién ol cétodo. Este fendmeno se evito aumentondo lo fuerza idnico del-
amortiguador .

Pueden existir otros elementos que influyen en el movimiento de~
la solucién, por ejemplo: puede suceder que por ser diferentes los niveles de -
la solucién amortiguadora se presente un efecto de sifén, entonces deben igua-
larse los niveles.

Puede presentarse un fenémenc de evaporacién de la solucién, de
bido al calor producido por la circulacién de la corriente. El calor crece con
voltaje cuando en la tira de papel permanece constante la conductibilidad y -
conduce a una concentracién de la solucién amortiguadora, modificando la fuer
za 16nica. Para medic la velocidad de migracién de los iones, el voltaje de-
be permanecer précticamente constante, mientras tiene lugar la electroforésis.-

Esto 16 favorece disninuyendo la evaparacién, para lo cual puede usarse glice-
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rina o alcohol propilico ol 5-15% mezclodo con lo solucién amortiguadora (29).
Tambidn oyuda o uno tdpids nivelecién con el medio oxterior, el uso de pare_
des delgadas en lo cémuma himeda y que esté fobricada con moterial que sea-
buen conducto del color,

Uwmando como solucién emortiguadora barbital con pH 8.6 y fuerza
ibnica de 0.075 a 0.1, ¢ seporen los siguientes frocciones: albimina (que po-
see mayor velocided de migroeién) y los globulings alfo 1, olfa 2, beta y - -
gomma, Cambicndo el pH, e obticnen hosto ocho fracciones que se superpo=--

nen a las Alfa, Beto y Gaewnmo glebulina (37).




MATERIAL Y METODOS

MATERIAL:

Se ostudiaron un totel de 29 mujeres cuyo emborazo habia tenido
una evolucidn rormal y con una durecién que varié de 38 o 41 semanos, Sus
edodes fluctuaron entre fos 18 y 3B chos con una media de 24 anos (ver tabla
nimers 1}, Comi e observard lo moyoric de ellas son madres multiparas.

El trebejo de porte fud nemmal, asl como el producto, descortén-
dote todos aguellos cosms en los que se hobio presentado clguno distosia o sufri
miento fatal,

En coda uno de los casos se procedid de lo siguiente manero:

).~ Recoleccién de 10 a 15 c.c. de Liquido Amnidtico por pun
cibn, uno ver que se habla iniciodo el trabajo de porto efectivo.

Unicomente las muestros sin contominacién con sangre y sin hemd
lists fueron incluidas en nuestro estudio.

b).- Toma de 5 a 10 c.c. de sangre matema por puncién venosa,
inmediatamente después de terminodo el trobajo de parto.

c).- Toma de 5 a 10 c.c. de sangre del cordén umbilical del re
cién nocido inmediatamente después de teminodo el trabajo de parto.

v 14 H en-
Unicamente los suaros de wengre no hemolizada se incluyeron
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nuastro eshudio.

Matece especial mencién la desinteresada oyuda brindada por el -
porsonal da la Seccién de Gineco-Obstatricia del Ceniro Hospitalario ™20 de-
Noviembre™, 1itio en el cual fueron otendidas los 29 madres do este estudio.

A tos dot muestros wonguineos de coda coso en estudio, es decir-
lo wongre materns v lo songre del recién nocido se let centrifugd a 1500 R.P.
M. en un lopio no mayor de 24 horas después de obtenidas.  Una conducta se
mejonte so obtersd con lay muestros de Liquido Amnidtico las cuales se centri-
fugaron o 2500 R.P.M,

Una wvaz seporcdos los sueros en los cosos de las muestras sangui--
neas y ol Liquido Amnidtico centrifugado, se procedid a determinarles proteinas
totales ~or el Método do Biuret (8). Este método tiene como fundamento lo si
guiente:

Cualquiera que sea 'a naturolzza de los ominoScidos que constitu
yen a lay proteinas, éstas contienen el enlace peptidico (-E-NH-). Puesto -~

[~
que este enlace peptidico se combina con el idn Cu en las soluciones alcalinas
fuertes, dando un complejo de color pirpura, lo intensidad del color producido

@3 proporcional al nimero de enlaces peptidicos y por lo tanto a la cantidad -

de protelnas,
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€l nombre de Biuret proviene de un compuesto sencillo que da es
to reaccibn y cuyo eitructura molecular os semejonte o la de un depéptido. --
Cualquier péptida, aln cuendo contengo blo dos bcidos aminados, da lo reac
cidn, pero en el woro o en ¢l plosmo lo contided de péptides libres es desde
Aaable en comparacién cen la de proteinas,

Los pasos seguidos en esta técnica fueron:

a).- En un tubo de ensaye se pusieron 1.9 ml. de cloruro de so-
dio al .9% y .1 ml. de suero problema o de liquido Amniédtico.

b).- En un segundo tubo que servirio de blanco de reactivos se -
pusieron dos ml. de cloruro de sodio al 9%,

¢).- Se les anadié o coda tubo 8 ml. del reactivo de Biuret, y-
se mezcld por inversién.

d).- Se dejaron reposar ambos tubos durante 30 minutos.

¢).- Pasado este tiempo se procedid a su determinacién, leyendo-
el tonto por ciento de Tronsmitancia en ol Fotocolorimetro Colemman Jr. Mo-—

delo G-A. o una longitud de onda de 550 milimicrones; (ajustando con el blo_r_\
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oo de reoctives ¢ 100% de T.) lo lectyrs obtenida e transfiere o lo curva de
calibrocibn para obtenet 23 gromor de proteine pot ciento de lg muestra,
Prstarior-ente 1@ reclizéd el fraccionomiento eloctioforético de - -
ocuerde con lc Técnica de Durrum (9},
£1 importante sesclice gque o muestroy fueron procesodas por casos,
es decir, gue <O <O eitohba integrodo por wero motema recpectivo suero

infontil y Liguido Amridtics .

5.~ Celde electrsfordtica de Durrum Spinco- Duostat, modelo R, ~
Serie d y zocewsrios.

kj.- Fegiodor de Jolimje Spinco- Duostat,

cho- Integrodsr tpincm= Anclytol RB.

.- Wicmpipetes Spinco- Pory. 30G-814, groduodc: o 0.006- -~

0028 i,

MATERIAL BIASLEALG PLEA FLECTHOFORESIS:
oi.- Tires de pepel filvs to. 120044 (5 and 5, 2043 A mgl.), -
e e reatigwlean e fuarza itmicn 4.075 y pH de 8.6;

divgiegr 2,70 o, e G diatii berivorineg 4 V5. 4 gr. de Larbital Wdico en

Goum detinedn, wlesge o, f S B
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¢).~ Solucién de Azul de Bromofenol; disolver | gr, del coloran-
te en metonol Q.P. y aforar 0 1,000 c.c.
d).- Matano! Q.P,

e).- Solucién de Acido Acético Glaciol ol 15%.

TECNICA
{METODO DE DURRUM).
0).- Fraccionomniento Electroforético
b).- Colorocién

¢).~ Valorociba

FRACCIONAMIENTO ELECTROFORETICO:

Lo celdo de Durrum con.iste, en un recipiente cuairangulor de ~
plastico acrflico formando dos compartimientos independientes en donde se col_c_:
ca lo solucibn umortiguodoro. £n coda compartimiento, se encuentra un elec-
trodo de platino comunicado al exterior con el regulador de voltaje.

La cubierta en forma de "™V* inverti. i, presenta una ronura en sy
porcién superior lo cual facilita fo introduccion de la micropipeta empieodc en
la aplicacién de la muestra. Se vierte la solucién amortiguadora en dichos -=
compartimientos, 3o igualan los voldmene: y se colocan las tiras en contacto di
recto con la solucién amortiguadora a través de dos tiras de papel filtro Beck-

man No. 320044 (5 and § 2042 A.), que astln sostenidas por una pequedd ho-

ja de pléstico que se inwerta on el intorior de lu celda,
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Colocadas las tiros en la celda y proviomente humedecidas en lg-
solucién amortiguodoro, deben permonecer durante quince minutos en o celda-
cerroda con ol objets de eliminar el excewo de liquido y soturar de vapor lo -
chmaro .

Se eplico la muestta en estudio (0.006 mi,), dejndose correr du-
ronts 16 horas ¢ 2.5 voltics con una intensidod conmstonte de 15 MA., (Varia--

ciébn mbxima da intensidad de 2%).

COLOPACION:

Este procedimiento conita do cinco fosess

a).~ Introducic los tiros ol homo y secar a 120-130 grodos centl-
grados duronte 30 minutos, con objeto do desaturalizar los protelnas,

b).- Después 1@ pasan o un boto de Metanol Q.P. durante seis -
minutos ,

).~ Someter los tiras o un bono de colorante de Azul do Bromofe
nol por treints minytes, y dar tras bofos weeslvos en solucién de bcldo ocético
glacial, al 5% con duracitn de cinco minutes en coda uno,

d) .~ Secar los vites nuevamente an hormo a 130 grados centljradas
durante quince minutes,

Gj.~ Someter los tiias steriomenta a vapores de anonlaco por un
Hempo minimeg, de quince mingtes, pana ievalue lay finsclones altenidas, y pro-

coder inedictamente g Vo eboracibn,




VALORACION:

So llowd o cobo por fotamettfa directo en el equipo Analytrol ca-

librodo con cbertura de 1 mi, (Slin 11, filtro B82), Backman- Spinco Division =

RIM-5 (10).
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TABLA |
DATOS MATERNOS DATOS DEL RECIEN NACIDO
No. de Samenot de  Edod  Gosta  Poro Sexo Poso an gr.

Caso embareio

1 3% 24 ] i F 3,050

2 38 32 \Y] v M 3, 400

3 38 Pd vi 11 M 3,100

4 4 25 " ] F 3,290

5 A 28 i 1 F 3,060

6 0 31 v Y M 3,800

7 40 33 v v M 3,100

8 40 35 Vi i M 3,200

? a9 28 v v M 3,340
10 39 23 1 1 F 3,500
1 40 32 vi v F 3,100
12 40 22 I [ F 2,900
13 40 34 Vi v F 3,450
14 38 38 X 1X F 3,300
15 40 32 Vi v M 3,800
16 4] 35 Vil Vil M 3,200
17 40 22 1 I F 3, 300
18 40 24 il [ F 2,850




DATOS MATERNOS DATOS DEL RECIEN NACIDO
Mo. de Serronor de Edod  Gesto  Poro Sexo Peso en gr,
caw errharszo,
19 39 3 vi v M 3,100
20 40 24 01 | F 2,780
2 4 3 Vi Vi F 3,300
22 40 20 i " M 3, 500
23 g 24 { | F 3, 400
24 40 38 vil Vil M 3,700
25 £ 21 " i M 03,120
24 40 23 ! o M 4,700
27 40 29 \' v M 3,140
28 38 35 Vil Vi F 2, 400
29 40 18 { 1 F 3,600
MEDIAS 39 24 v 1! F M 3,297

15 14




RESULTADOS.,

Con el propbiivo de hacer =& clora lo exposicién y poneriormerl
te 1o ditcutidn de lov rewltodos obrenidor en erte eritudio, éitos te onalizondn-
par grupoi: Sverot Matermoy, Jueron de lot Recién Nocidos y Liquides Amindti
ooy aclorende que el orden obierveds en coda une de los cuedros a que se ha
td mencidn fud tiemore el mivro, e decir, el cawe No. 1 del Suero Motemo
cotrewrande al coto Mo. | del Svero del Recién Necido y of coswe No. 1 del
Liquido Amniético.

En ol cuadro Mo, 1 emarecen loy valores cbiolutes de proteinas -

rotales considerodos en lo préctica médica como normales,

CUADRO No. |

Protelnos Albdominas Alta)} Alfa2 Beta Gamma
Totalas Glob, Glob. Glob. Glob.

6.00-8.00 3.24-4.32 36~ .48 .54-.72 .78-1,04 1.08-1 A4

SUEROS MATERNQS:

En témminos generales, como puede apreciarse on el Cuadro No.-

i emos se
2 los valores absolutos de protelnas y sus fracciones en los Sueros Matem

Sin embargo te observa ciertu ten=

encuentro dentro do los limites normales.
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doncin o presentar un aureste de lo froccién Beto Globuling, fendmeno que

por ot parte wnoen slan Mbieswodo por ohos avtores (385,

SUERCS INFANTILES:

En rotocidn o los rowltedos obtenides en este grupo, es importon-
ta setalor que en diez cown {como puede of iermre en ol Cuadio No. J), lo-
traceidn alboming o enguentra por encima do les volores nomoles y del valor-
medio obtenido en of grupo de los Suerot htatarnos. El resto de fos fracciones
protéicar ta encuentran en ol Pmite inferior de lo nommal, o bien, por obajo -
do bita. En este miuno tentido te puede obizrvar que de los diex casos que -
presentan valores ale.vdos de lo fraccién olboming, en ocho de ellos el peso -
al nacer, excede del promedio del grupo total y en todos los casos, las madres

son multiparas,

Llama la atencién que catorce sobre veintinueve de los casos 0 =
sea ol 48.2%, presentan valores de Gemma Globulina por abajo de lo unidod-

y en comsecuencia por abajo de los valores normales.

LIQUIDO AMNIOTICO:

Desdo el punto de vista de valores absolutos, los volores del LT—-

bles al
quido Amnibtico que 3e encuentran on el Cuadro No. 4 no ton compara

la discusién
resto de los resultados; sin embargo como 36 varé més adelante en '

H e gran interés.
los valores porcemualos obtenidos son on nueitro concepto de g

i albdmina que se
Mo obstante llama la atencién que los valores de q
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CUADRQ Mo, 2

VALORES ARSOLUTOS /100 ml. SUEROS MATERNOS.

l - T A kita 2 duta Gemma
|
i
f
|
|
\[

e aamereosias St e S 46 4T

_— R Glob Giab. Gleb. Glob.,
! 314 a7 e 1,06 975
2 3.e0 238 525 1.4 1.300
3 z.88 K8 416 £98 741
4 4.08 484 6 1.340 895
5 3.25% L3845 4B 1140 932
& 3.4 399 487 1,250 1.740
7 3.73 (439 953 1.510 1.610
8 342 86 1 3.370 1.330
9 3,304 A0 754 y.370 1.360
10 3.42 7 BN ¥ 1.78) 1.302
| 1 1.45% 203 832 1.112 1.007
12 3.13 1 515 769 1.014
13 .87 349 542 1.200 }.050
b4 .22 386 492 792 T2
15 1 .02 303 477 933 1.000
| 16 a0 367 .547 739 .933
| 17 3.33 249 L2 1.160 1.300
| 1¢ 4.0% 294 856 873 1.760
| 19 2.57 255 776 1160 1.167
| 20 3 .62 341 79 1.010 1.040
2 .80 .330 1,180 1.280 1.360
22 3.50 265 .854 1.210 1.010
23 3.5 296 861 .851 1,030
24 3.41 259 568 .834 675
; 25 1,08 262 .488 1.030 674
j 2 3.20 277 ,A13 972 .849
| 27 .81 190 457 2.080 1.840
t 28 2 .82 235 w's 965 1 :gg
| 29 .51 .27 .555 1.360 .
|
| Medias 3.33 330 681 1.214 1123
|
g
|
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CUADRO No . 3

VALCERES ABSOLUTOS /100 ML, SUEROS INFANTILES

- TAE Y Alfeg 2 Beta Gomma
No. de Casor  Albimina Glet. Gloh,  Glob. Glob.
! 3 .68 275 412 922 }.300
2 4.41 REX 306 L9 1.040
3 4.25 Pxl .338 .373 995
4 3.81 247 448 821 1.020
3 4.10 499 309 559 784
b 4,60 Jad ey 650 12150
7 3,50 204 287 1.7 1.380
5 kIR RE 359 844 848
9 3.04 a2 a2 49 829
10 3.74 234 A7 ,650 922
1 425 288 .a75 .05 1.208
12 4.03 AN 326 405 1.019
13 4.64 227 .335 Bl 872
14 5,44 276 3%7 0 1.130 1.240
15 4,69 O L2872 L4817 379
16 5.28 A7 290 .330 960
17 4.40 094 181 258 817
18 4.75 Jéd 310 .488 1.060
19 3.89 261 436 LAb4 718
20 4.05 173 .306 372 1.040
21 4.86 RE 469 .362 1.600
22 3.44 248 .335 .532 7R
23 3.33 167 278 528 .684
24 4.5 137 .263 314 518
25 3.10 170 .318 1.330 1.020
26 3.16 130 353 461 1.0
27 3.00 164 ,203 372 .841
28 3.99 324 .390 ,340 .948
29 3.84 149 243 445 .g}j
Madias 4.03 .203 343 612 1.
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CUADRO Mo, 4

WVALORES ABSOLUITOS o 10D =, LIQUIDO AMNIOTICO

Mo, de cowey Albalmimg i‘f".{x" e 2 ot Gamme
: A ol Glet:. Glab, Glob.
p‘ L2220 L0480 L0091 .05330 .03360
2 2700 03220 072sA2T0 1450
L A7 D87 08340 1210
4 785 0553 03741
5 3 08013 06412
b 2328 07992 07199
7 808 DREED 08274
4 07 52 0229% .03583
g N 682 RARRIS A124)
10 054 WBO7 .03093
! L0987 03224 3826
12 A5G 555 Qa3 08431
(! RE:N! 0328 L0328 05710
14 .3%08 O7eds LO9GED 09345
15 1289 01991 03762 0309
16 05908 01335 02061 02267
17 0545 02036 02376 .03657
18 A550 07774 L0599 08295
19 REET o1 .89 01953 . .023542 043
20 0172 02601 04220 .04485 06066
2] 1120 OV B&T 04079 02824 05022
22 0354 OudT? 01064 01301 ,02010
23 L0139 02154 02492 04308 .04847
24 L0903 01291 ,6270) 01696 03171

25 RATH: 01083 03410  .05113 ,03563
26 0992 01043 o141 04254 04776
27 RE 00826 00943 04810 .05203
28 0973 02488 03168 04526 .04075
29 2474 024772 03498 .07623 .0324%
1547 02113 03677 L3398 .05835

Medias
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VALORES OBTENIDOS EN 15 SUEROS DF RECIER
Ny 5 SLEROS DE RECIEN NACIDOS DEL SEXO FEME

Mo, de Cowo ?’1-\'}?¢?3‘.::1$ Totaie: Alblmings Glebuliras  Ralocién
1 PN 3.70 2.90 1.2-1
4 4.38 3.88 2.9 b.5-1
5 5.9 4,04 180 2,1+
{0 5,58 3.36 2.25 1,5-1
1 74 4.25 2.79 1.5-1
12 ) 3.3¢ 2.40 1.2-]
13 6.82 4,80 2.02 2.3-1 "
14 8 .48 5.4 3.34 1.5-1
,
17 5.9 i,80 1.5 2.8-1
18 6.82 4.40 2.42 1.8
0 5.95 3.88 2.08 1.8-1
2 7.26 4,40 2.86 1.5
23 4.98 3.70 1.28 2.8-1
28 6.00 4,00 2.00 2,01
29 5.30 3.88 1.42 2.7-1
Medias 6.20 4.71 2.26 1.8-1
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WYALORES OBTEMIDOS EN 14 SUEROS DE RECIEN NACIDOS DEL

SEXO MASCULINO,

Mo. do Cawe TloteTnor Totales KTeominar — Globolinas Relacién
I o " gt. T gt. % A/ G
? 4,38 4.0 1.98 2.2-1
J 6.20 4.24 1.96 2.1-1
6 7.26 4.58 2,48 1.7-1
7 6.82 3.18 3.64 .87-1
8 6,20 3.88 2.32 1.6-1
9 4,98 3.02 1.96 1.5-1
15 4.20 4.06 2.14 1.8-1
1é 7.04 5.34 1.70 3.1-1
19 5.74 3.18 2.5% 1.2-1
22 5,34 3.36 1.98 1.6-1
24 5.74 4.58 1.16 3.8-1
25 5.96 3.02 2.94 1.0-1
26 5.14 3.18 1.96 1.6-)
27 4.58 3.02 1.5 2.9-1
Medias 5.97 3.79 2.18 1.9-1
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CUADRO No. 7

VALORES ABSOLUTOS GR /™% DE GAMMA GLOBULINA EN
29 SUEROS INFANTILES,

No. de Cato MINAS No. de Cotwo NIROS
1 1,300 2 1.040
4 1.020 3 995
5 .784 6 109

10 922 7 1.380
1" 1.208 8 868
12 1.019 9 829
13 872 15 79
14 1.240 16 960
17 817 19 817
18 1.040 22 773
2 | 040 24 .518
2 | 400 25 1.020
” 684 2 1.031
28 948 27 .841
29 613

Media 1.0i0 Media 525
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DISCUSION ¥ COMENTARIOS

Indudoblemente 0! cipecto que més 1o presto o discusién de los (e

witodor oblenidar et ol hocho de que torrce existic una més estrecha relacidn

enlts probdogra~s = atema ¥ et del Uiquide Amnidtico, que entre el primero y

el protidegroma infantil . Lito et nuidente 33 1o obsenva to qidficoNo. | en -

lo que te han reproienteds eiquosdticomente lor volores porcentuoles relativos,

normeles y de codo une de ot gropos estvdiedos.  Este hecho senala en nues—

tro concepto que las proteient ensontradas en ol ilquido emnidtico son mds que
un diclizodo producto de una secrecién cetino de origen materno, Indudeble--

mente lo confirmacidn da etto podeia ter dodo 1i we eihndiasen con isdtopos mar

. Lo ce .
cados el desting, malchelivno y destruccidn de lot proteings maternas.

Lo hipdtesis anterior 12 ve aln més opoyeda al observor lo gréfi-

ca No, 2 en la que los valores de olbimina del Liguido Amnibtico y Sueros -
. . s

Matemnes son précticamente iguales, mientras que los volores encontrodos en lo

Sueros Infantiles iobrapasan con mucho o los anteriores.
i Smeno se--
En el resto de las fracciones se puede observar un fenome

mejante (ver grificas MNo. 3, 4, 57 6). Merece especiol atencién el hecho-

i el embarozo-
de que las Beta Globulinas cuyo ascenso se ha descrito al finol d

fqui mnidtico. Es
(39), en el Suero Materno, también se encuentra en el Liquido A

H lcanza
i : ia colac! { elevado nivel que @
innegable que este fernémeno gquarda relacién con e




g+ hdn do haemorat etterol i
a recred oot ettersidet maternos, ya que lo principal funcién de—
¢ 1dn Boto Giabeli it i i
ta froccidn fota Giobading e weridr como medio da transporte plasmético para
ettor productot da tecrecida interna, lov cuvales tombidn aparentemente se en—
. - - . . .

cventran an ol Liguids Amnibtico y podifo explicorse por el mismo meconising,
lo elevocidn de Bera Cloholimg en ol Hguido.

Crm de lov ballozgm woamente wgestiaos ¢3 que existe una cla

m cungue mo tignificati o difersscia en el protidogromo sérico de los recién -

rocidar de ascuerda can ol wwan do oy miwnos,

£a lor Cuadras Mo, § 4 & eperecen los valores individuoles y --

promedio oncontradar en 1ot sueros de nites y nidas respectivamente.  Es evi-

dente gue o pewar del mayor peso corporal de los nitos ol nacer sus velores ~

protéicot won en general menores o ioy encontrodos en los nings. Uno de los=

hechos mds importentas en nuestio concepto es lo diferencio encontreda en lo-

fraccidn Gomma Globulina (ver Cuadro No. 7), doto que por otra parte conil

deromo: podifa guardar relacidn con la cbrervocién clinice de que los recién-

. \ . i ia
macidos del sexo femenino son menos 16biles y presenton una mayor resistenc

a agentes agrewores pxtermos, que loy sujetos de sexo masculino.

i fores =
Por otra parte como s¢ observa en la gréfica No. 6 los valore

]
H Amnidti n e n
relativos de Gamma Globulina encontrodos en el Liquido Amnibtico en € i

H fendmeno ==
po total, son los més altos de las tres muestras estudiadas. Este

.ci idos, es decir que
odemds correlociona estrechamente el sexo de los recién nac .

. "yl Amrnidtico de produc-
los valores de froccién Gamma Globulina en el Liguido
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to1 de rwen fomenira a1 ™81 olto que on loy dol 1oxn maosculine.

Todar evtor dator sugieren en nueitro conceplo como ya se habfa =

sedlado que el origen del Hautdo emnifitice pornce corrosponder o ung secre--

cibn activa moterna y qua moy proboblerente aigunoy de sus fracciones protel-
oy ewpecialmente Guweo Glebaling, detempanten un importante popol que tie=
ne coma contscuencia que of producto uleence une maduracidn seroprotéica con
oy implicazicnes, particulamente en ls que owectas inmunolégicos se refiere.

Finglmante coamidetamos ieditpentable sedatar que si bien, los re-
s elevado grado de certeza las-

witadoy obtenidas no permiten establecer con un o

hipdtesls ya menzionodas, ; mé que responder plantean nuevas preguntas, si se

salon lo necesidad do profundizac y continear este tipo de invastigaciones,
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

£ » N
1.- Se raviwiton lot awmctor mby importantes y relacionados o ori

son y fitiologla det liguido amnibtico.

2.« Se reviwn bravoronts el Qﬁgcn' "w?obolizmo, dlmibucién,-

mbtodss de astwdio y fitielagfa de oy proteinas y sus divenos fracciones en ol

hexnbra .

3.- S realiza un evudio swbre la constitucibn protéica del Suero

Saterna, Suers del Hecidn Nocide y Liquide Amnidlico en un giupo de 29 my

jeros .

4 - S~ gncuentran que la froccién Albsming en los Sueros de los

Recién MNacidos sobrepama o loy otros doy muestres estudiodas. Este fenémeno -

patece conrelacionar con el peto corparol del recién nar ido.

5.- So encuentra una relaciée mas o menos clara eatre el conte-

nido protéico del Liquido Amnivtico y Jel Suwero Motemo,

& .- Parece existic una relacién entre los niveles de Gamma Glo-

. . e e | XO=
buling en Suero del Recién Nacido y Liquido Amnidtico con respecto al se

de los primeros.

7.- Se comenta la posible relocién inmunolégica peri y neonatal

que esta fendmeno pudicra tener.




- 4] -

B.- Se plantea 1o posibilidod deo que el origen do los proteinas en
of Liguide Amnidtico wen =8 que un diolizodo, producto de un procese de se-
rrecidn et materns ¥ oue pediare inletvenit on el procero de moduracidn -

reraprotbicg del reciéa mocide,
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