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I1.-GENERAL-DADES.

Las protefnas plasméticas consisten en albiminas y globulinas (Euglo-
btulinas y Pseudoglobulinas). .

Los valore: normales varfan de: albiminas de 3.8 a 5.2 gr.% j globuli
nas de 1.5 a 3.4 gr.% y fibrinégeno de 0.2 a 0.4 gr.%. La suma de éstas o -
sea el total de protefnas varfa de 6.3 a 8 gr.#. La relacién albimino-globu
lina es de 1.5 a 2.5.

El sitioc de formacién de las albiminas y globulinas no esta esclareci
do pero se presume que sean formadas en aguellos Srganos de los cuales pue-
dan ser difundidos rdépidamente a la corriente sangufnea, por ejemplo el hi-
gado,bazo y médula Ssea. El fibrinégeno parece tener origen Unicamente en -
el higado,

Albdminas y globulinas mantienen una presién osmética normal en los =
capilares haciendo guardar un balance correcto entre el plasma y los fluf—
dos de los tejidos. Como el plasma tiene un cont®nido mas alto de protefnas
que los flufdos tisulares se esperaba que &stos pasaran al plasma por Ssmo=-
sis hasta que ambos flufdos tuvieran la misma densidad.

La presién hidrostdtica en los capilares arteriales,como quiera,pre—
viene el paso de flufdos de los tejidos. Por el contrario la presién hidros
tdtica normalmente causa una corriente de flufdod desde los capilares arte-
riales al tejido.

Para mantener una presién propia para el balance de los flufdos es ne
cesaria una corriente de §stos desde los tejidos a la corriente sangufnea a
través de las vénulas. Esto tiene lugar por la presién hidrostética baja -
en las vénulas y por la gran concentracién de protefnas.

En un estado de falta de protefnas (hipoproteinemia) hay una reduc—-
0ién en la presién osmética en los capilares venosos y arteriales,lo ocual -
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contribuye al desarrollo del EDEMA.
Bn Hipoproteinemia,las albdminas usualmente muestran una mayor disminu
oién que las globulinas.

HIPOPROTEINEMIA.

Envuelve siempre una disminucién de albimina. Un valor total de protei
nas menor que 5.5 gr.$ favorece la formacién de EDEMA. '

Ocurre en las siguientes condicicness

1.~ Enfermedades del higado: cirrosis, atrofia amarilla, hepatitis té-
xica 6 en eclampsia.

2.~ Enfermedades renales: con albuminuria prolongada, nefrosis lipoi—
dea.

3,- Enfermedades del tracto intestinal: vémitos y diarrea prolongada.

4.~ Enfermedades que causan una mala nutricién: ocarcinoma, tuberculo——
sis y anemia prolongada.

HIPERPROTEINEMIA.
Se encuentra en las siguientes condicioness

1= Pérdida de flufdoss diarrea en nifios, vémitos, obstruccién alta =
del intestino, deshidratacién por falta de in-
gestién de fluidos y pérdida de flufdos por —
&uomadurss extensas.

2.~ Enfermedad de Adisson.

HIPERPROTEINEMIA DEBIDA A AUMENTO DE GLCBULINAS.
Se encuentra en:

1.- Infecciones: tuberculosis activas, pneumonfa, endocarditis bacte—-
riana, artritis reumética, osteomielitis, linfogranu-
loma venéreo, sifilis, lepra, lupus etitematoso, der—
matomiasitis y sarcoide de Boeck.

2.- Enfermedades parasitarias: malaria, leishmaniasis (Kala-Azar), fi-
lariasis, tripanosomiasis y echinosto—=
miasis.
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3.- Procesos neoplésicos: mieloma miltiple, leucemia y sarcoide de-
Boeck.

RELACICN A/G INVERTIDA.

Se invierten en aquellas enfermedades que causan una pérdida de al-
bimina y un aumento compendado de globulinas. Las enfermedades mas importan
tes que dan esta inversién de A/G son: nefrosis lipoidea y cirrosis del hi-

gado con ascitis.

Ya que el higado juega un papel muy importante en la produccidén de-
albdminas y globulinas,es de esperarse una reduccién en le produccién de eg
tos componentes en las enfermedades hepidticas

En enfermedades parenguimatosas (hepatitis hepatocelular, atrofia =
amarilla aguda y hepatitis téxica aguda y en cirrosis) el total de protef--
nas plasméticas y particularmente la fraccién albimina esta disminufda.

VALORACION DE PROTEINAS.

HISTORIA.- Uno de los primeros que desoribié un método préctico para apli—-
car la reaccidén del biuret a la determinacién cuantitativa de las concentra
oiones de protefnas séricas fue G.R.Kingsley.

En 1940 Kingsley introdujo también el uso del éter para efectuar -
la répida separacién de albiminas y globulinas mediante soluciones salinas-
Y demostré que la precipitaciém por salado se podfa efectuar a la temperatu
ra ambiente. El reactivo biuret de Kingsley fué modificado por Weichselbaum
(1946) para mejorar su estabilidad y disminuir la formacién de turbidez por
el suero. Por estas razones la modificacién se emplea en el método que se -
describird posteriormente.

Poco después de la introduccién del método electroforético para la-—
separacién de proteinas del suero se puso en claro que la solucién de sulfg
to sédico al 21.5% propuesto por Howe distaba bastante de hacer una separa-
ocién completa. Butler y luetchester han mostrado discrepancias en el método
Y recientemente Dole ha demostrado estos errores y ha comparado con la eleg
troforésis.

Majoor y Milne mejoraron la exactitud del procedimiento de separa—-
cién por saledo (salting-out) mediante el uso de concentraciones mayores de
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sulfato sédico concluyendo en que la concentracién de 21.5% de sulfato de——
sodio carecfa de una justificacién tedrica y sugirié que la concentracidén -
fuera de 26.8%. El investigdé que una concentracién de 19.6% separa la globu
lina en dos fracciones las cuales recibieron el nombre de Pseudcglobulina y
Euglobulina. Sin embargo las soluciones utilizadas por ellos cristalizan f§
cilmente a la temperatura awbiente y por tanto se requerfa emplearlas a —-=-
37°C. Esta desventaja se ha salvado en el presente método por el uso de una
mezola de sulfato y sulfito sédicos ocuyas solubilidades son aditivas. La so
lucién salina mixta se puede usar en combinacién con &ter para la rdpida se
paracién de globulinas y albiminas. Tiene la ventaja adicional de estar —--
bien amortiguada por el sulfito sédico,mientras que por el contrario las sg
luciones del sulfato sédico estan sometidas a grandes cambios en el pH en -
ocuanto se contaminan con pequefias cantidades de &cido 6 &lcali. Esta ha si-
do una causa ocasional de error en la aplicacién de los métodos antiguos.

Cohn y sus colaboradores han descrito diversos métodos basados en -
el empleo del aloohol para la separacién de fracciones protefcas segin los-
principios desarrollados en el Laboratorio de Cohn., El control preciso de -
las temperaturas en la zona de 5°C. es esencial en todas las fases de la 88
paracién salvo que se disponga de equipo adecuadamente refrigerado y suelen
ser poco precisos los resultados obtenidos con este método. Lo mismo puede-
decirse del método de Pillemer y Butchinson que sustituye el etanol por me-
tanol. Recientemente ha sido descrito por Rosenfeld y Surgenor el uso de la
hematina como reactivo especifico para la albdmiha.

Ahora bien, para determinar las fracciones alfa,beta y gama globuli
nas, Howe utilizé una solucién de sulfato de sodio al 22.4%. Sin embargo el
sulfato de sodio al 19% parece que separa las fracciones mas eficientemente
hasta dar resultados los cuales concuerdan muy bien con las fracoiones
correspondientes determinadas por electroforésis. Aparentemente la precipi-
tacién de todas las fracciones de globulinas del suero humano requieren del
26 al 27% de sulfato de sodio. Los datos de Majoor indicaron que la mayor =
cantidad de gama globulina es precipitada por 15% de sal. Esto es conforme-
a los descubrimientos de Gutman en que la gama globulina (fraccién) es sélo
parcialmente precipitada a una concentracién de 13.5% de la sal, mientras -
que el 17.4% destruyé una cantidad importante de beta globulira en adicién-
a la gama fraccién. Ademés el 15% de sulfato de sodio es aproximsdamente —
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. equivalente a 0.33 de sulfato de amonio saturado con respecto a su purifi=-
cacidn,

Jager y Nickerson encontraron una buena correlacién entre los va-
lores totales de la proteina precipitada por el método Ultimo y los valo=-
res de gama globulina valorados por electroforésis. A Hence se le opurrié-
que el suero humano puede ser analizado para albimina y para todas las ———
fracciones de globulina determinando la protefna precipitada con 15, 19 y-
264 de sulfato de sodio.
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METODO DE KINGSLEY.

REACTIVOS. =
1.- Reactivo de biuret de reserva segin Weichselbaum.

Se disuelven 45 gr. de tartrato sédico potésico (Sal de la Rochelle)-
en unos 400 ml. de solucién de NaOH 0.2 N, Se agregan oon agitacidén 15 gr.-
de CuSO4.5320 en forma de pequefios oristales y se contimfa la agitacién hag
ta que la sal odprica este completamsnte disuelta. Se adicionan finalmente-
5 gre. de KI y se diluye hasta 1000 ml., con NaOH 0.2K.

2.~ Solucién dilufida para la reaccién de biuret.
Se diluyen 200 ml. del reactivo de biuret de reserva hasta 1000 ml, =
oon NaOH 0.2 N. que contenga.5 gr. de KI por litro,

3.~ Hidréxido sédico.
a) Solucién 0.2 K. Se prepara a partir de una solucién concentrada de-
hidréxido libre de carbonato y se valora frente a un &cido 0.1 K.
b) Soluoién 0.2 N, con 0.5% de KI. A la solucién a) se agregan 5 gr. -
de KI por litro para obtener b).

4.~ Solucién de tartrato-yoduro para el blanco de sueroc.
Se disuelven 9 gr. de sal de la Rochelle en NaOH 0.2 N. ocon 0.5% de KI
¥y se diluye hasta 1000 ml,

Se= Suero patrén.

Se recolectan sueros normales y patolégicos y se normalisan per el mé-
todo de Kjeldahl o el gravimétrico. Se miden después porciones de 2 ml. que
se colocan en tubos de ensaye que se conservan perfectamente tapados en el-
oompartimiento mas frfo de la nevera.
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6.~ Eter.
Es preferidble la calidad reactivo para andélisis pero no resulta 1n§is—-
pensatle. Sin embargo no debe ser excesivo,en ningin caso,su contenido de -
alochol.

PITOTEINAS TOTALES.

PROCEDIMIENTO. -

Se miden 5 ml. del reactivo de biuret (& la mfnima cantidad requeride-
por la leoctura fotométrica) utilisando una pipeta volumétrioca & automitioca-
. seo vierte en una cubeta tipe.

Se agrega 0.1 ml. de suero medido exactamente con una pipeta calibrada-
Polin u otra de elevada precisién calibrada para expulsar el contenido to—
tal. Se lava la pipeta varias veces ocon el reactivo biuret y se colocan las
oubetas en un bafio de agua a 30-32'0, durante 10 min. Se mide después la ad
sorbancia (densidad de color) usando un filtro 555 mu. (se puede sustituir-
por un filtro 540 mu). E1 blanco de biuret se usa para fijar el cero de la-
lectura.

1.- Blanoco de suero.

Se miden 5 ml. (6 el volumen que de reactivo de biuret em el caso ante
rior) de la solucién blanco &o tartrato-yoduro en una cubeta colorimétrica-
¥ se agrega 0.1 ml, de suero. El blanco de suero es esencial solamente cuan
do se examinan muestras pigmentadas u opalescentes,aunque en todo caso se =
mejora la exactitud si se incluye en todas las determinaciones. Empléese la
solucién de tartrato-yoduro para la fijacién del cero.

2.= Blanco de biuret.

Se miden 5 ml. de reactivo de biuret (6 el mismo volumen que en la de-
terminacién general) y se agrega O.1 ml. de agua destilada. Procédase en la
forma indicada para el suero.

3.~ Patrén de suero.

Se trata un suero de conoentracidn protefnica concoida segin las direg
trices dadas para los sueros problema. Incliyase también en este caso un —
blanco de suero.



Protefnas en gramos por 100 ml. = (U-Bu)
8 - Bas)
dondes U = Absorbancia del problema.
S = » ¥  guero patrén.
Bs = s *  blaneco patrén.
Bu = » "  Ddblanco de suero.
C = Concentracién de protefna en el suero patrén en gramos por-
1(» .1.

PROTEINAS TOTALES, ALBUMINAS Y GLOBULINAS.

REACTIVOS,.-
1.= Sel, de biuret dilufdaj Sol. de tartrato yoduro.

2.- Sol. sulfato sulfito.

Bn un frasco o matraz de 2 litros de capacidad se colocan 208 gr
de sulfato sédico y 70 gr. de sulfito sédico. En un recipiente separado que
contenga 900 ml. de agua se agregan 2 ml. de 52504 concentrado y a continug
0ién el agua acidificada se vierte sobre las sales con agitacién. Una vesz -
disueltas se pasan a un matraz aforado y se diluye con agua hasta 1000 ml.=-
El pH tiene escasa importancia,supuesto que sea superior a T(antes de la de
terminacién de pH dildyase a 1 ml. de la solucidn basta 25 ml. oon agus).Se
debe guardar en frascos con tapén de vidrio a temperaturas no inferiores a-
25%c.

3.= Suero patrén.
En la misma forma desorita para protefinas totales.

PROCEDIMIENTO. -

A 1o largo de toda la metédica deben mantenerse todas las soluciones-
y material de vidrio a una temperatura superior a 2500. Si la temperatura =
ambiente es bastante inferior puede ocurrir la oristalizaocién del sulfato -
sédico,

Se miden 9.5 ml. de la solucidén sulfato-sulfito enm un tubo de ensaye.
Se ailaden despacio y mezclando continuamente 0.5 ml. de suero,se tapa y se-
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mezola por inversién. Inmediatamente se separan 2 ml. de la mezola para la-
determinacién de las protefnas totales y se ailaden a 5 ml. de reactivo de -
biuret contenido en una cubeta. En el tubo que contiene el resto de la mes-
ola de suero con la solucién sulfato-sulfito se agregan 3 ml. de éter,se tg
pa y se agita exactamente 40 veces en 20 segundos. Finalmente se centrifuga
durante 5 a 10 min., a 2,000 r.p.m.

Se destapa el tubo para permitir la introduccidén de la pipeta en la
solucién clara por debajo de la capa de globulina y sin agitar el prtgipits
do,se sacan 2 ml. de la soluocién que se llevan a una cubeta que contiene —
5 ml. de reactivo de biuret (u otro volumen conveniente).

1.~ Blanoo de suero.

Se afiaden 2 ml. de la suspensidn de suero a 5 ml. de la soluocié
tartrato-yoduro y se mezcla. Usualmente se puede omitir este propnrado\poro
se puede incluir si la muestra es opalescente o demasiado pigmentada. De to
das formas se gana en precisién ocon su inclusién rutinaria.

2.~ Patrén.
Se tratan 0.5 ml. del suero normalisado en la forma desorita an
teriormente y se toman 2 ml. de lfquido como se indica en la determinacién-
de protefnas totales. Omftase el resto del procedimiento de fraccionamiento

3.- Blanco de biurei.
Se agregan 2 ml. de la solucién sulfato-sulfito a 5 ml. de biu-
ret.

4.~ Desarrollo de color.

Se colocan los tubos que contienen las soluciones de biuret y =
de blanco en un bafio de agua a 30-32°C durante 10 min.3 después se enfria -
a la temperatura ambiente durante otros 5 min. y se efectia la lectura de =
la densidad de color a 555 mu. (se pueden emplear también 540 & 565 mu), —
Ledse primero el blanco de sueroj a continuacién con el blanco de biuret a=
jistese el fotocolorfmetro en la posicién cero antes de las lecturas de ——e
los problemas.

CALCULOS .~
Proteinas en gramos por 100 ml. = (V-Bu) [+]

[€=DN
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donde: U = Absorbancia del problema.
S = " * patrén.
Bu y Bs= Las densidades Spticas de los tubos en blanco para el
problema y ‘el patrén respsctivamente.
Albdmina = Protefna que queda en la soluocién sulfato-sulfito.
Globulina = Protefnas totales — AlWiminas.

COMENTARIOS SOBRE ESTE METODO.

No se presentardn dificultades debidas a la oristalizacién del-
sulfato sédico si las soluciones se preparan con sulfato sédico anhidro y -
se mantengan a temperaturas superiores a 25°C en todas las fases. Es conve~
niente también observar una temperatura de 37°C para las soluciones de sul-
fato-sulfito mientras no se esten usando. La precipitacién por salade puede
hacerse sin interrupcién ya que las demoras favorecen la cristalizacién y e
conveniente no analisar mfs muestras que las que se puedan manejar fécilmen
te en una sola tanda.

La operacién mfs orftica en el método es la agitacidén de la meg
cla de suero y mezcla salina con éter,que se debe realizar exactamente en -
la forma especificada. Hay que evitar la agitacién violenta ya que la exper
riencia ha demostrado que puede causar la desnaturalisaocién de la albdmina.
Un error de 2 6 3 seg. en el tiempo total de la agitacién no afecta los re-
sultados,pero la agitacién durante menos de 15 seg. 6 més de 25 seg. puede-—
ser causa de que el método proporcione oifras de albimina demasiado eleva—
das o bajas respectivamente.

Los tubos se deben tapar 6 cubir perfectamente durante la cen——
trifugacién para evitar la acumulacién de vapores de éter en la proximidad-
de la centr{fuga. Hay que centrifugar a una velocidad suficiente para que -
se origine una ocapa firme de globulina que no se desintegre cuando el tubo-
se incline para eliminar la solucién de albimina.

La introduccién de la pipeta para sacar la solucién de albimina
debe hacerse procurando tomar lo menos posible la capa de globulina. lLa glo
bulina precipitada se adhiere oon facilidad a la pipeta; si se produce este
ocontacto hay que desprenderla cuidadosamente.

El desarrollo de color es casi completo tras un calentamiento =
de 10 min. a 3o°c. ¥ los resultados son idénticos a los obtenidos cuando el
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color se deja desarrollar durante 30 min. como sugiere Weichselbaum. Aparte
del ahorro de tiempo que asf se consigue la turbidez se inorementa en algu-
nas muestras durante el perfodo de calentamiento y por ello es preferible -
un tiempo més corto.

El color formado por el reactivo de biuret por gramos de albimina es
tan semejante al formado por la globulina que se puede usar el mismo patrén
para ambas. La densidad de color ligeramente mayor producida por la albimin
o8 contrarrestada por el incremento en el volumen de la solucién causada —
por la saturacién por &ter.

METODO DE GREEMBER.

REACTIVOS. -
1.~ Solucién de NaCl al 0.85%.
Poner en un matras aforado 8.5 gr. de NaCl. Disolver oon agua destila
da y aforar a un litro.

2.~ Hidréxido de sodio 2.5 N.
Prepérese diluyendo ligeramente més que la cantidad requerida para la
solucidén concentrada de sosa., Titular ocon solucién standard de &ocido. Ajus—
tar a 2.5 N.

3.~ Reactivo de Fenol (PFolin & Ciocalteu).

Para prepararse en un matras Florence de 1,500 poner 100 gr. de tungs
tato de sodio y 25 gr, de moliBdato de sodio. Afiadir 700 occ. de agua desti-
lada, 50 co. de &oido fosférico de 85%. Mezclar. Afiadir lentamente 100 0c.-
de HCl. Poner a reflujo durante 10 horas. Afladir 150 gr. de sulfato de li=—e
tio. Afiadir de 5 a 10 gotas de Bromo. Enfriar a la temperatura ambiente. Di
luir a 1000 co. Filtar y al envasar poner en frasco obscuro. Guardar perfeg
tamente bien tapado. Este reactivo no debe de tener coloracién verdosa, ——

Cuando 8sta aparece volver a poner otras gotas de Bromo y volver a hervir.

PROCEDIMIENTO, -

BEn un tubo de ensaye poner 5 ml. de NaCl 0.85% y 0.5 ml. de suero & =
plasma. Meszoclar. Diluir a 10 ml. ocon solucién de NaCl 0.85% y mesclar agi—
tando vigorosamente. En un matraz EBirlemeyer de 50 ml. poner de la mescla -
dilufda de suero § plasma, 5 ml. de agua destiliada y mezclar. Afiadir lenta-
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mente y agitando el matraz 4 ml. de NaOH 2.5 N. Mezolar por agitacién. Po--
ner el matraz en agua hirviendo por 10 min. Enfriar a la temperatura del —
ouarto bajo chorro de agua. Filtrar el contenido del matraz a través de un-
buen papel filtro y sobre un matraz volumétrico de 100 ml. Lavar el matraz-
Eirlemeyer varias veces con pequeifias proporciones de agua destilada. Afadir
estos lavados al matraz volumétriso de 100 ml. por filtraoién.

En otro matraz volumétrico de 100 ml. etiquetado "Blank" poner 4 ml.
de NaOH 2.5 N. Llevar el volumen de cada matraz volumétrico a cerca de ———
50 ml. y afiadir 3} ml. de reactivo de fenol. Anotar el tiempo. Diluir cada -
matraz a 100 ml. y mezclar por inversién.

En exactamente 10 min. después de anotar el tiempo con el blank y a-
una longitud de onda de 700 mu. llevar a 100% de transmisién. Inmediatamen—
te reemplaszar el blank con el problema y leer.

Ver en la tabla la concentracién determinada y darla en ¥ de protef-
na total.

METODO DE AULL Y COLABORADORES.

FUNDAMENTO, -

Se hace la precipitacidén de las seroprotefinas por soluociones de fos-
fato y por simples métodos 6 medidas turbidiméiricas se dotorninaﬁ las con=
centraciones de estas sero proteinas.

REACTIVOS, -
1.~ Solucién Stock de fosfatos.

3.33 M.3 pH 6.5. Adicionar 2.268 gr. de fosfato de potasio monobdsi-
co a unos 4,000 ml. de solucién que contenga 335 gr. de FaOH. Agitar hasta=
que esté completamente disuelto. Ponerlo a la temperatura ambiente,entonces
dilufr a 5,000 ml. 6 afladir agua hasta el peso final de la solucién que es—
6,675 gr.

2.~ Soluciones dilufdas de fosfato.
¥o. 1.- Pesar 1,235 gr. de solucién stock de fosfato y ponerlo en un
matraz aforado de 1000 ml. Aforar ocon agua destilada.
No. 2.~ Pesar 1,000 gr. de solucién stock de fosfatos y ponerlo en =
un matraz aforado de 1000 ml. Aforar con agua destilada.



-13-

No. 3.- Pesar 785 gr. de solucién stook de fosfato y ponerlo en un mg
traz aforado de 1000 ml. Aforar con agua destilada.

¥o. 4.~ Pesar 625 gr. de solucién stock de fosfato y ponerio en un ma=
trag aforado de 1000 ml. Aforar con agua destilada.

PROCEDIMIENTO.

Colocar 5 tubos de colorfmetro marcados con B (blank),1,2,3 y 4. En el
tubo B medir 10 ml. de agua destilada y en los otros tubos medir 10 ml. de=-
las soluciones numeradas correspondientes de fosfato. Medir 1 ml. de suero~
y 1.5 ml., de agua en un pequefio tubo de ensaye. Afiadir 7.5 ml. de solucién-
stock de fosfato permitiendo ponerlo directamente en el suero dilufdo.

Invertir el tubo 5 § 6 veces mezclando,entonces transferir 1 ml. de la
megzola a cada uno de los tubos del colorfmetro previamente preparados permi
tiendo otra vez que la mezola del suero fosfato se ponga directamente. Mez-
olar el contenido de cada tubo completamente ya sea por rotaocién o inver——
sién del tubo pero evitando una agitacién vigorosa. Dejar en reposo cerca -
de 15 min., y entonces se mide la densidad Sptica de los tubos 1,2, y 4 a ~
650 mu. usando el tubo B para poner el especirofotémeirc a la densidad 6pti
oa de cerc. (100 por ciento T).

CALCULOS .- D,0.(densidad Sptica).

D.0. Tubo No. 1 F = Protefna Total.

D.0O, Tubo No. § = D,0, Tubo Fo. 2  F = Albimina.

D.0, Tubo Ko, 2 = D,0. Tubo No. 3 F = Alfa Globulina.
D.0. Tubo Nos 3 = D,0. Tubo No. 4 F = Beta Globulina.
D.0., Tubo No. 4 F = Gama Globulina.

CALIBRACION. -~

El faotor F usado en los cdlculos debe ser determinado para tipo parti
ocular de espectémetro usado.

Obtener una muestra clara de suero humano normal. Determinar la protef
na total contenida en ese suero por cualquier método exacto y conveniente.=-
Trabajar el suero segin el método previamente desorito usando el blank y el
tubo No.1 solamente (en triplicado). Dividir la proteina total del suero —
por el oflculo D,0. del tubo No.1 dado por el factor F. Para conveniencia -
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mostrar una tabla de calibracién de protefnas correspondientes a varios co-
lorimetros listos para ser preparados. Todas las medidas turbidimétiricas re
portadas en ese papel estardn hechas con un espectrofotémetro Coleman Mod.-
11 provisto de celdillas especiales para ser adaptadas a 22 mm.

Para el trabajo de esta tesis se usé el espectrofotémetro Bausch &-
Lomb. 20 Colorfmetro usando celdillas de prueba de media pulgada que indioca
que la mitad de las cantidades de sueroc y reactivos pueden ser usados por -
este procedimiento con resultados igualmente satisfactorios.
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5. RESULTADOS,

Se practicéd el método turbidimétrico compardndolo con el método -
de Kingsley y Greember y se vié que hay una buena correlacién entre los mé-
todos con un porcentaje pequerio de error.

Los resultados obtenidos se expresan en las siguientes tablas:



(Xingsley) (Greember) (Aull y Colab.)
METODO DE BIURET. METODO DE FENOL R

EXP.  NOMBRE. ENFERM.

mt. Alb.

AT 3 =
12262 M,P.B. 7.45 5.80 1.65 7.50 5.80 1.70 7.48 5.70 .60 «49 «69
28886 E.C.C. 7.80 4.85 2.95 7.80 4.86 2.94 7.73 4.86 .64 1.02 1,21
61820 V.S.E. 8,30 5.22 3.08 8.20 5.22 2,98 8.30 5.22 .95 T4 1.36
75564 M.R. 7.20 4.20 3.00 7.21 4.20 3,01 7.19  4.15 .84 91 1.26
19151 R,P.G. v 8,30 2,60 5.70 8.28 2.60 5.68 8.30 2.54 .92 1.73 3.1
32732 J.A.J.S. & 8,00 4.50 3,50 8.00 4.45 3.55 8.00 4.52 .60 .87  1.91
87174 M.R.S. g 7.80 4.50 3.30 7.90  4.53  3.37 7.90 4.58 .63 1.42 1.26
21776 M.P.M. o 8,80 5.02 3.78 8.80 5.10 3.70 8.79 5.02 1.17 1,02 1.57
19318  B.A.G. E 8.32 4.10 4.22 8.30 4.00 4.30 8,20 4.09 1.05 1.47 1.59
7917 R.M.L.A. 8.60 4.90 3.70 8.60 4.80 3.80 8.58 4.92 .79 1.19 1.66
11598  J.A.M. 7.10  4.00 2.90 7.0  3.95 3.15 6.87 3.80 Tt .82 «55
43260 M.R. ! 8.00 4.90 3.10 7.90 5.00 2,90 7.98  4.90 1.33 1.05 .70
33981 D.B.N. E 7.50 4.62 2.98 7.40 4.62 2.78 7.40 4.8} 1.05 .70 .84
75804 E.G.A. 8 1.0 4.20 2.8 7.15 4.20 2.95 7.09 4.37 .91 <79  1.01
78160 D.G.R. E 7.16  4.25 2.91 7.40 4.20 3.20 7.36 4.39 .84 .95 1.16
86723  B.S.R. 8.30 4.70 3.60 8.40 4.70 3.70 8.40 4.96 .96 .95 1.81
86163 C.R.C. 8% 9.10 5.80 3.30 9.10 5.80 3.30 9.40 5.89 .95 1.23 1.33
5311 F.V.R. w4 887 5.50 3.37 8.90 5.60 330 9.00 5.78 .59 .93 1.70
22955 L.F. gﬂ 7.50 5.10 2.40 7.52  5.02 2.52 7.60 5.11 .93 1.00 «5T
30870 A.0.J. 2E 820 5.20 3.20 8.50 5.20 3.30 8.49 5.13 .88 1.15 1.32
39578 J.E.J. 55 7.45 5.00 2.45 7.60 5.06 2.54 7.59 5,06 .46 1.03 1.03
41229 M.C,.G. 85 T.45 4.50 2.95 7.50 4.80 2.70 7.49 4.59 .91 1.14 .84
50867 C.S.R. o 8.40 6.00 2.40 8.60 6.09 2.51 8.60 6.12 .86 1.16 .48
38728 B.B. E"’ 6.80 4.00 2.80 7.20 4.10 3.10 7.20 4.00 1.30 1.00 «90
2562 C.R. 2 8.20 4.30 3.90 8.20 4.28 3.92 8.40 4.30 .93 1.30 1.87
76890 F.S.D. 2 6.90 4.00 2.90 6.90 3.90 3.00 6.89 3.80 1.20 1.30 50
73564 C.S.C. 3 T7.16 4.90 2.26 7.16  4.95 2.21 7.20 5,00 .70 1.00 .50
83753 V.G.S. 54 7.80 4.60 3.20 8.10 4.60 3.41 8.09 4.69 .92 1.19 1,28
85673 M.L.A.C. gg 7.16  4.00 3.16 7.20 4.09 3.1 7.10  4.00 .43 1.10 1.50
76089 M.L.R.P. 23 8.28 4.68 3.60 8.30 4.70 3.60 8.30 4.73 .83 1.21 1.53
2061 G.A.P. 8 T.45 430 3.15 7.60 4.30 3.30 7.56 4.36 .78 1.50 .88




(Kingsley) (Greember) (Aull y Colab,)

IBXP. NOMBRE. ENFERM. METODO DE FENOL.

Glob., Glob, Glob

85207 P.G.R. . 6.68 3,90 2,78 6.59 4,00 2.59 6.50 3.90 .99 1.00 .61
{69660  J.c.a. 3 7.65 4.05 3,60 7.70  4.00 3,70 7.90 4.05 .69 1.21 2.08
84576  A.C.M. 25 T.74 3.35  4.39 7.62  3.35 4.27 7.61  3.32 1.22 1.07 2.00
2059  R.O.D. aa 6.87 3.60 3.27 7.00 3.60 3.40 6,99 3.58 1.18 1.18 1.03
44801  J.M. 5‘§ 7.54 5.10 2.44 7.40 5.10 2.30 T.41  5.13 .91 .78 .58
%921  C.V.R. @ 6.58 2.30 4.28 6,58 2.38 4.20  6.59 2.11 .76 1.01 2.70
4536  M.L.T. & 8.00 4.58 . 3.42 8.00 4.60 3.40 7.98  4.59 .96 1.08 1.33
2059  R.O,D. 5 6.87 3.60 3.27 7.00 3,60 3.40 6.99 3.58 1.18 1.18 1.03
a
84197 P.P.M. Lo 8.20 6.90 1.30 8.10 6.87 1.23 8.10 6.90 .53 .36 .32
87445 M.A.A. EE 7.56 4.50 3.06 7.60 4.52 3.08 7.61  4.59 .84 .84 1.12
57739  Y.D.E.S. gz 7.95 4.60 3.33 8.00 4.60 3.40 8.00 4.93 .85 1.21 1,00
B
™
28233 F.D.LM. T4 8.65 5.28  3.37 8.65 5.25 3.40 8.80 5.27 .95 1.12 1.47
77906  S.S.R. SH 8.40 5.52 2.88 8.60 5.52 3.08 8.60 5.60 .94 1.14 .94
87224 I.M.A. o o 7.70 4.00 3.70 7.70  4.00 3.70 7.70  3.89 1.49 1.22 1.08
O &

86680 P.C.R. LEUCEMIA 9.77T 5.25 4.52 9.79 5.25 4.54 9.90 5.31 .88 .35 3.39
LINFOIDE.

1314 L.G.P. CARCINOMA 8,03 5.00 3.03 7.90 5.00 2.90 7.88 4.94 .85 1.14 .95
LARINGE.

18102 P.V.V.  FIBROMATO- 7.45 4.39 3.06 T-45 4.40 3.05 7.49 4.40 1.25 .18 1.04
SIS UTERINA.

65793 M.G.L. ICTERICIA 7.45 4.80 2.65 7.60 4.77 2.83 7.59 4.72 .44 1.07 1.34
HEMOLITICA.

83753 V.G.S. ICTERICIA 7.94 4.69 3.25 8.10 4.52 3.58 8.09 4.69 .92 1.19 1.28
HEPATOMEGALIA.




(Kingsley) (Greember) (Aull y Colab.)
EXP. NOXBRE ENFERM. METODO DE BIURET. METODO DE FENOL. METODO _TURBIDIMETRICO.

hggt. Alb. Glob. Ppgy, Alb. Olob.  hget- Alb- 453 Eels. o2,

86711 A.S.P. ICTERICIA 7.79 4.48 3.3 T.90 4.50  3.40 7.88 4.35 1.15 .74 1.63
OBSTRUCTIVA.

49398 E.S.C. HEPATOES- 7.16 2.23 4.93 6.90 2,20 4.70 6.88 2.23 .68 1.54 2.40
CLEROSIS.

79581 D.R.D. DIARREA T.74 4.80 2,94 1.80 4.79 3.01 7.80 4.72 .89 1.09 1.09
CRONICA. 4

72414 A.J.A. MONONUCLEQ 9.10 4,50 4.60 8.90 4.42 4.48 8.90 4.40 1.02 1.31 2.19
SIS INFESgIg

75305 R.P.F. EMBOLIA 6.80 4.02 2.78 6.80 4.00 2,80 6.78 3.92 .73 1.46 .67
CEREBRAL.

23263 F.A.C. ADENOMA 7.89 5.00 2.89 7.90 5.00 2.90 7.86 5.03 .83 1.03 .96
PROSTATICO.

86470 E.R.F. HIPERTROFIA 8.30 5.32 2.98 8.70 5.40  3.30 8.68 5.32 .90 1,00 1.57
DE LA PROS-
TATA.




' (Kingsley) (Greember) (Aull y Colab.)
. NOMBRE METODO DE BIURET. METODO DE FENOL. METODO _ TURBIDIMETRICO.

REgt- “Alb. Glob. Rgqt. Alb. Glob. REgt- AIb. Alfs  Bets (png)
SUEROS NORMALES.

79372 D.N.C. 7.60  4.78 2.82 7.58 4,76 2.82 7.60 4.76 .81 .88 1.15
47450  5.G.P. 7.60  4.90 2.70 7.59 4.92  2.66 7.60 4.93 .70 1.12 .84
61847  B.P.V. 7.10  4.48 2,62 7.08  4.51 2.57 ~ 7.10  4.50 .63 1.07 .88
B5686  B.M.L1, 7.30  4.50 2.80 7.29  4.50 2.79 7.29  4.48 .91 1.14 .76
B5106  M.A.A.S.R. 8.60 5.26 3.34 8.54 5.21  3.33 8.60 5.22 1.08 1.23 1.01
5146 R.M.A. 7.60  3.87 3.73 7.59  3.87 3.72 7.60 3.89 1.23 1.14 1.33
5630  F.B.K. 7.30  4.50 2.80 7.29  4.53 2.76 7.31  4.55 .89 .89 .96
B5426  V.O. 7.80  4.60 3.20 7.75 4.60 3.15 7.7 4.61 .88 297 1.29
6466  A.0.V. 7.10  4.10  3.00 7.08 4.20 2.88 7.09  4.12 .99 .90 1.07
0605  J.L.G. 7.30  4.37 2.93 7.30  4.40 2.90 7.30  4.40 .63 .76 1.51
947 S.G.U. 7.80  4.50 3.30 7.79  4.50 3.29 7.80 4.52 1.05 .86 1.36
B7150  C.R.G. 7.38  4.72  2.66 7.40 4.76 2.64 7.39  4.75 .19 .85 .99
64599  M.B.M. 6.78  4.00 2.78 6.80 4.18 2,62 6.80 4.20 .87 94 .19
75825  T.F.L. 8.32  5.09 3.23 8.10 5.00 3.10 8.10 4.97 .85 1.24 1.04
37495  M.P.G. 7.45 4.75 2.70 7.60 4.72 2.88 7.60 4.75 .86 1.00 1.00
H7193  C.A.P. 7.21  4.40 2.81 7.20  4.40 2.80 7.20  4.38 .90 .90 1.03
5258 M.G.M. 7.74  4.50 3.24 7.60 4.38 3.22 7.60  4.40 .92 ..62 1.15
5344  E.A. 7.45  5.40 2.05 7.61  5.40 2.21 7.60 5.40 .80 .80 .60
P0122  L.D.R. 7.45  4.29 3.16 7.60 4.30 3,30 7.58  4.29 .85 .85 .57
052 L.C. 7.16  5.50 1.66 7.10  5.50 1.60 7.04 5.55 .28 .16 .43
8568  D.C.P. 8.48  5.48 3.00 8.50 5.50 3.00 8.49 5.48 .89 .95 1.16
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IV.-CONCLUSIONES,

Una de las ventajas del método propuesto es que es el més apro——
ximado al método electroforético sobre todo tratdndose de la determinaw-—e
oién de alfa,beta y gama globulina.

En los métodos quimicos siempren resultan errores por incompleta
precipitacién de una fracoién que aparentemente esta nulificada por la =
precipitacién parcial de la siguiente y por eso se cree que esta clase de
errores estén disminuidos en el método propuesto por la alta dilucién del
suero usado. .

Otra ventaja es la rapides y simplicidad del método requiriendo-
poco material y reactivos en comparacidén ocon el método de electroforésis-
que resulta caro por la inversién inicial en el costo del aparato.

Otra gran ventaja de este método sobre los propuestos anterior—e
mente es la determinacién de las fracociones alfa,beta y gama globulinas =
que en los otros métodos compdrativos no se ha logrado separar.

Ademés este método es mucho més répido comparéndolo con los méto
dos quimicos también citados y oon el electroforétioo que dura 24 horas -
en proceso.
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