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TERCER CASO - SULFOPIRIMIDINA o
SULFODIAZINA — La formacion de microcristales es
relativamente lenta, produciéndose primero rapida-
mente formas amorfas que van adoptando, sobre todo
en los bordes de la preparacion, el aspecto de cris-
tales muy semejantes a los que se obtienen con
el sulfathiazol pero mucho mas pequerios, debiendo
utilizarse a veces mayor aumento para poder apre-
ciarlas (Microfotografia N.o 3).

El procedimiento microquimico descrito, permite a
nuestro juicip investigar estas sulfamidas en algunas
formas farmacéuticas que las contienen, y muy es-
pecialmente debe ser aplicado para la diferenciacion
de dos sulfamidados que poseen reacciones funcio-
nales idén'ticas, la sulfopiridina y la sulfopirimidina y
que solo difieren en su punto de fusion, (191° y
250°¢ respectivamente) pero para lo cual es necesa-
rio proceder a su extraccion y completa purificacion,

Ph

lo que no esta.exento de pequefios inconvenientes,
En cambio, las reacciones microquimicas pueden ha-
cerse ya sea directamente o basta una simple ex-
traccion por el alcohol o acetona para eliminar el
almidon empleado como excipiente en los comprimi-
dos u otro elemento capaz de reaccionar con el [0ODO,
evaporando luego.

En lo que respecta a su sensibilidad, hemos podido
constatar que puede alcanzar a veces hasta el 0,2
por mil, en soluciones acuosas, no siendo necesario
que las soluciones sean de reciente preparacion.

Debemos finalmente dejar constancia de nuestro
reconocimiento al Sr. Mario Santa Rosa, estudiante
de Quimico Industrial de la Facultad de Quimica y
Farmacia y Jefe del Laboratorio de Microfotografia
de la Facultad de Medicina a cuya gentileza y
atencion debemos las microfotografias adjuntas.

Montevideo, Noviembre de 1942.

Contribucién al Estudio del Contralor y Determinacién
del Nimero de Unidades en las Insulinas que se Em-
plean con Fines Terapéuticos

JUAN CARLOS CHIARINO OQuimico Farmacéutico

Laboratorio Central de Quimica del Ministeric de Salud Piblica

El contralor de las Insulinas que se emplean con
fines terapéuticos, constituye como es notorio, una de
las operaciones que por su complejidad y extension
presentan mayor namero de manipulaciones de indole
diversa, y delicada. A parte de que su ejecucion re-
quiere simultineamente la intervencion de varios qui-
micos, técnicos, v de personal de servicio, adiestrado
en el cuidado y manejo de animales de laboratorio.

Su técnica completa y detallada ha sido poco di-
fundida, por lo cual nos hemos propuesto en este
trabajo, contribuir a su difusion y exponerla con un
poco de método y con algunos detalles del “OUTI-
LLAGE” de Laboratorio que hemos empleado, asi
como una pequeiia modificacion que hemos introdu-
cido en el método para dosificar la glucosa en la
sangre, segilin la técnica de HAGEDORN y JENSEN,

Para dar una idea del proceso de esta serie de
manipulaciones, aunque sea a vuelo de pajaro, bastara
observar el formulario que debe ser utilizado para
hacer las anotaciones necesarias de ‘las mismas y
cuya copia adjuntamos con un solo ejemplo demos-
trativo, por razones de espacio, asi como una no-
mina del material necesario para las mismas, indican-
dose con nimeros, a fin de hacer las referencias res.
pectivas en el transcurso de esta exposicion, cuando
ello se considere necesario. '

NOMINA DEL MATERIAL NECESARIO

Ne 1 Agujas hipodérrhicas para hacer la puncion
: en la vena marginal de la oreja del conejo.
” 2 Hisopo con xilol. (Puede utilizarse una pinza
hemostatica con algodon)
” 3 6 Palillos hemostiticos y algodon hidrofilo.
* 4 1 Pipeta-pisseta, teniendo el pico -capilar

donde se recoge la sangre, un trazo que in-
dique 0,1 cc. (fig. 1)

i
»” 5 Tubos de ensayo de 20 cm. de altura por 15
mm. de didmetro, los cuales deberdn adaptarse
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e Bl E R P T R
Numero del conejo 1
Color e GITiS
Peso : 2.110
Promedio del N¢ de cc. de S:0, Na. N/200 1.93
para las sol. TIPOS (T).
Ne de cc. de S.0.Na. N/200 para la Glicemia INICIAL. (GL I) 1.35
Diferencia de los valores en la Tabla de GL. [ y T. 1.15
0.12
1.03
Valor de Gl. I en Glucosa. 1.03
Promedio del N° de cc. de S.0,Na, N/200 para las sol. TIPOS (T). 1.93
N* de cc. de S;0:Na: N/200 para la Glicemia Media. (Gl. M.) 1.60
Diferencia de los valores en las tablas 0.70 -
GI M. y Ts 0.12
0.58
Valor de Gl. M. en Glucosa 0.58
1.03
Diferencia entre Gl. 1. y Gl M. 0.58
0.45
Descenso = D. 0.45
D %
Descenso % (X = 100 X ———— ) 43.68
byl
Valor promedio de los 6 descensos de C/d 39.80
INSULINA A y S. y
40.80
Relacion del valor promedio de la Insulina A 39.80
y la Insulina S. A/S = «a = 0975
: 40.80
@ X dilusion de fa Insulina a analizar. . 0.975
X 20
19.50

N* de unidades de la Insulina analizada . 19.50
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todos perfectamente al tapon de goma de la
pipeta-pisseta y numerados del 1 al 12, por
duplicado. b

” 6 Un soporte de madera, de tres pisos, con
capacidad para 36 tubos de ensayo del tipo
antes descrito.

* 7 Tubos de ensayo chicos de 8,5 cm. de altura
por 1 cm. de diametro.

" 8 Un soporte bajo de madera para estos tubos
de ensayo.

” 9 Un soporte de metal para colocar 15 tubos de
ensayo grandes (N® 5) para llevar al B.M.

»” 10 30 embuditos de 3 cm. de diametro por 3 cm,

de altura.

” 11 24 pipetas de 10 cc. divididas en centimetros
y décimas de centimetro cibico.

” 12 12 pipetas de 1 o 2 cc. divididas en centésimas

” 13 Pipetas en general de 2, 5, 10, 25 cc. con-
trastadas,

” 14 4 buretas comunes de 25 cc. con lfave de
vidrio.

” 15 2 microburetas de 2 cc. divididas en centé-
simas de centimetro ctibico.

” 16 Filtros de papel chicos que se adapten exac.
tamente a los embuditos; en cantidad
abundante.

” 17T 6 matraces de Erlenmeyer de 300 cc.

? 18 2 jeringas para inyecciones, con agujas hipo-
dérmicas, de 2 y 5 cc. respectivamente.

> 19 1 BafioMaria grande, para introducir el so-
porte de metal citado en el parrafo N* 9.

” 20 Matraces aforados de 100, 200 cc., embudos

de vidrio, capsulas de porcelana, probetas, efc.
» 21 Jaulas individuales para conejos.

CONSIDERACIONES 'GENERALES

Actualmente el contralor de las Unidades de la
Insulina se efectiia siguiendo con algunas variantes
la técnica indicada por el “Codex Francés” de 1937,
con el aditamento de que para efectuar el dosage de
glucosa en la sangre, dicho Codex no indica método
alguno, quedando librada su eleccion a juicio del
operadort.

La unidad de Insulina segin ha sido establecido por
la Sociedad de las Naciones, es la cantidad de este
polipéptido que introducido en solucidn, por via sub-
cutanea, en el organismo de un conejo, es capaz de
hacer descender la glucosa normalmente existente en
la sangre, de este animal (alrededor de 1.14 'gramo)
en un 40 9%, vale decir que una glicemia normal
que tuviera esa cantidad, descenderia a 0,68 grs.

Un producto por consiguiente que declare en sus

envases poseer 20 Unidades por cc., debera ser diluido

para proceder al ensayo de forma tal que 1 cc. posea
una Unidad. Practicamente es mejor tomar 2 cc. y
llevar a 40 cc., obteniendo entonces una Unidad
el2ice.

De una manera general de acuerdo con el nimero
de Unidades, las diluciones. deberdn hacerse siguiendo
esta tabla:

Ph
10 U 2 cc. llevados a 20 cc.
20 U 2 " EE 23 40 L]
40 U 2 33 LR} 3 80 3
80 U 2 1 13 2 160 1]

Utilizando como disolvente suero fisiologico con-

teniendo V gotas de acido cresilico por litro. El des-
censo se constata sobre doce conejos machos o hem-
bras que posean dos kilos mas ¢ menos, de peso
natural, no- artificial y en buen estado de salud, ve-
rificando primero la glicemia de cada uno de ellos
en ayunas e inyectado de inmediato una Unidad de
Insulina o sea 2 cc. de la solucién obtenida en la
forma antedicha y realizando nuevamente la glice-
mia 1 hora y 2% horas después de la inyeccion.
(Codex 1937). _

Los conejos son colocados, (una vez que han sido
pesados y anotados su peso y color de la piel), en
jaulas individuales numeradas, permaneciendo 24 ho-
ras a dieta hydrica, por ejemplh desde las 7 de la
maifiana hasta las 7 de la maflana del dia siguiente,
en que se efectuard la operacion, pudiendo tomar
agua hasta antes de la primera extraccion de la san.
gre, después de lo cual se le suprime de inmediato.

La temperatura del lugar donde se encuentran los
conejos debe ser constante y superior a 18°

Para facilitar la interpretacion de esta exposicion,
la dividiremos en varias partes:

PRIMERA PARTE:

DETERMINACION DE UNIDADES

Una vez que se tienen los 12 conejos en condicio-
nes, se dividen en dos lotes de seis cada uno, seis
servirin para ser inyectados con la Insulina a en-
sayar-y seis con la Insulina “Standard”, se procedera
luego de anotar la hora en que se hace la operacion en
el formulario respectivo, a la extraccion de la sangre,
la cual se hace en la vena marginal de la oreja, pre-
viamente y débilmente friccionada con un pequefio
hisopo impregnado en xilol (N® 2). La toma de 0,1 cc.
de sangre se efectiia con una pipeta especial (fig. 1)
siguiendo la técnica que sera descrita en la 2.a parte
de esta experiencia y que omitimos aqui a fin «le tra_
tarla con mayores detalles, Esta sangre defecada sera
utilizada para determinar la glicemia inicial. (Ver
formularip adjunto) a la cunal designaremos “Gli-
cemia I,

De inmediato se inyectarda a cada conejo de dos
kilos de peso 2 cc. de solucidn de Insulina, conte-
niendo la concentracién antedicha o sea una Unidad,
y preparada en la forma ya expresada.

En los casos en qug el peso del conejo oscile alre-
dedor de dos kilos, vatiando entre 1,900 y 2,100 de-

_ beran inyectarse cantidades de solucion de Insulina de

acuerdo con el peso del conejo, asi por ejemplo, si
pesa 1,900, se le inyectara 1,9 cc.,, si fuera 2.100,
2,1 cc. (0,95 de Unidades 6 1,05 respectivamente) o
sean cantidades proporcionales al peso de esos conejos.

Deberan ser observados los conejos, una vez inyec-
tados, permanentemente, a los efectos de constatar si
sufren convulsiones, en cuyo caso se les suministrara
por via bucal, rapidamente, un poco de jarabe simple,
que debe tenerse a mano a fin de eliminar la accion
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hipoglicémica, que puede ser de resultados fatales
para la vida del animal. En el caso que hubiera ocu-
rrido el fenomeno arriba citado, el animal deberd ser
eliminado de las experiencias siguientes. Al término
de una hora, después de la inyeccion de Insulina, se
procede a extraer nuevamente de cada conejo una to-
ma de sangre de 0,1 cc., que sera reservada con la
sustancia defecante en la forma que se establecera
mas adelante, en un tubo numerado correspondiente
al ntmero del conejo.

Una hora y media despucs de esta operacion se
procede a hacer una nueva extraccion de sangre en
cada conejo, en forma idéntica a' la antedicha, re-
cibiendo 1a sangre en el mismo tubo correspondiente
a la anterior extraccion, agitando luego conveniente
a fin de homogeneizar bien.

Se procedera luego a tomar exactamente por medio
de una pipeta (N° 13) la mitad del volumen total, o
sea (6cc.2), el resultado analitico obtenido corres-
pondera al promedio de las glicemias 2¢ y 3¢ a la
cual denominaremos “Glicemia M”. Obtenidos ¢sos
dos datos se obtendra por diferencia, el descenso,
y el descenso por ciento se obtendra mediante un
sencillo cdlculo de regla de ‘tres. (Véase el formu-
lario adjunto).

Una vez que se han calculado todos estos descen-
508 porcentuales, se procede a sumar los correspon-
dientes a los seis primeros conejos, o sea los que
han recibido la Insulina a ensayar y esa suma divi-
dida por seis dard un factor promedial “A”.

Se hace lo mismo con los descensos porcentuales
de los correspondientes a los otros seis conejos, los
que han recibido Insulina Standard obteniéndose por
tanto un nuevo factor “S”

La relacion A/S, la cual debe oscilar alrededor
de 1, sera multiplicada por la dilucion que se ha
efectuado con la Insulina a dosificar, asi por ejemplo:
si fué de 2 en 40, o sea 1/20 sera multiplicada por
20 y se obtienen asi el numero de Unidades de la
Insulina sometida al control, por ejemplo: '

A/B = 0,08 0,98 X 20 — 19,60 Unidades
Para mayor exactitud se repite toda la operacion,
después de 15 dias, utilizando los conejos que se
emplearan para la Insulina a ensayar, con la Insu-
lina Standard 'y viceversa, tomando como resultado
el promedio de los dos datos obtenidos.

SEGUNDA PARTE

DOSIFICACION DE LA GLUCOSA EN LA SANGRE
(Método de Hagedorn y Jensen, Modificado)

A) SOLUCIONES NECESARIAS

SOLUCION N¢ 1 — Previamente a toda operacion,
el operador debe poseer, preparadas con un dia de
antelacion las soluciones reactivos que preceden y
conservados en la heladera hasta tanto llegue el mo.
mento de la operacion, a excepcion de la soda N/10
decarbonatada, la cual puede ser preparada algunos
dias antes y en la forma que es cofriente en los
Laboratorios de Analisis para obtenerla en estas con-
diciones, empleando legia de soda saturada (al 66 %
aproximadamente) ' a fin . de evitar la presencia de
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Carbonatos,  diluida en agua destilada hervida v to-

- mando acido oxdlico puro, como sustancia tipo para

su control. -

SOLUCION N* 2 — Selucion de 0,45 ¢ de Sulfato
de Zinc, puro cristalizado con 7 moléculas de H. O,
en 100 cc. de agua destilada.

SOLUCION N2 3 — Solucién de Ferricianuro de
“K’ N/200, preparado con un producto puro y en
la forma siguiente: el peso normal de esta sal es
320 y por consiguiente la cantidad para obtener un
litro de una solucion N/200 sera de 1.645 grs. y
para 200 cc. de 0,329, pero los autores aconsejan
pesar en realidad 0,330 grs.

Se pesa por tanto en la balanza de precision
grs. 0,330 de Ferricianuro 'de “K” y se pasa a un
matraz aforado de 200 cc., se agrega 2,12 de Car-
bonato de Sodio cristalizado puro, pesado en un
trebouchet y se completa a 200 cc. con agua desti-
lada hervida. Aconsejamos seguir esta técnica en la
forma expuesta estrictamente.

SOLUCION N¢ 4 — Se pesan en un Trebouchet 10
gramos de sulfato de Zinc cristalizado y 50 gramos
de Cloruro de Sodio puro, se pasan a un vaso de
Bohemia y se agrega agua destilada, se lleva a ebu-
llicion hasta disolver estas sales, se enfria, se filtra
si es preciso, se enrasa a un matraz de 200 cc. con
agua destilada.

En el momento de la operacion se agregan a

. estos 200 cc. puestos en un frasco, 5 gramos de lo-

duro de Potasio puro, pesados en un Trebouchet,
dado que este reactivo es alterable y suceptible de
poner lodo en libertad.

SOLUCION N¢ 5 —. Soluciéon de &cido acético al
3 % - preparado con acido acético cristalizado puro,
exento de trazas de hierro, en agua destilada.

SOLUCION N¢ 6 — Solucion de Almidon soluble
al 1 % preparado disolviendo 1 gramo de este pro-
ducto en 3 6 4 cc. de agua destilada, completando
hasta 100 cc. con solucion saturada de Cloruro de
Sodio. : : s

SOLUCION N° 7 — Solucion de Hiposulfito de
Sodio N/200, preparado disolviendo ;10 cc. exacta-
mente medidos de Solucion de Hiposulfito de Sodio
N/10 y llevando a un matraz de 200 cc. con agua
destilada hervida y enfriada. _

Esta solucion debe ser controlada mediante una
solucion exacta de lodo N/10 pues para 1 cc. exac-
tamente medidos de ¢sta, debera emplearse 20 cc.
de hiposulfito N/200.

Todas estas soluciones que solo servirdn para una
sola operacion, son conservadas en envases de color
caramelo y tapon al esmeril, dada Ia alterabilidad que
pueden experimentar en el transcurso de la misma
0 sea en 6 horas.

B) FUNDAMENTOS DE LAS
REACCIONES QUIMICAS DEL DOSAGE

La reaccion fundamental que sirve de base para el
método de dosificacion de la glucosa sanguinea y
que cnseguida describiremos, estd fundada en las pro-
piedades oxidantes que tiene el acido Férricianhidri(_:o,
el cual es capaz de poner un dtomo de iodo en li
bertad 'procedente del ‘joduro de potasio en medio
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dcido, vale decir que posee una unidad de oxidacion
y de oxidar también por via indirecta la glucosa, -
pasando el acido ferricianhidrico a ferrocianhidrico,

(A) ZEe = LGN ) - HR s
Acido + Acido
terricianhidrico iodhidrico

(B)  4Fe (CN).H, + 4H* + 40H-
Acido T fones
ferricianhidrico del agua

Ph

ocurriecndo los hechos de acuerdo con las siguientes
reacciones quimicas:

= L 1 2Fe (CNG H,
= lodo + Acido
ferrocianhidrico

= 4Fe (CN)H. + 2H, s (D
= Acido + Agua -+ Oxigeno
ferrocianhidrico

(E) 0O + Glucosa = Productos de oxidacion

C) PRUEBA EN BLANCO

De acuerdo con el mecanismo quimico de la ecua-
cion “A” se procede a efectuar una prueba en blanco.
Si las soluciones han sido correctamente preparadas
deberan emplearse 2 cc. de hiposulfito de Sodio N/200
o una cantidad muy proxima, siendo la diferencia al-
rededor de la centésima, por cuanto 2 cc. de solucion
de ferricianuro de potasio N/200 puestos en las con-
diciones que se mencionan, son capaces de reaccio-
nar en medio acético frente a la solucion de ioduro
de potasio y ‘poner el jodo correspondiente a 2 cc. de
una soluciéon N/200, las cuales deberan consumir a
su vez 2 cc. de solucion de hiposulfito de sodio
N/200, tomando engrudo de almiddn como indicador,

TECNICA DE LA PRUEBA EN BLANCO

. En un tubo de ensayo (N° 5) introducir 12 cc. de
agua destilada, fomar con una pipeta divida al cen-
tésimo 2 cc. de solucion de Ferricianuro de “K"” N/200,
llevar 2 B.M. 4 minutos, enfriar y agregar 3 cc.
de solucién (loduro de potasio, Sulfato de Zinc y
Cloruro de Sodio) Tuego 2 cc. de la solucién de Acido
Acético al 3 %, homogeneizar bien, y aparccera de
inmediato el color caracteristico del iodo puesto en
libertad, disuelto en el exceso de ioduro de potasio.

De una micro-bureta, se deja caer la solucion de
hiposulfito de sodio N/200 hasta débil coloracién
amarilla, se agrega en este momneto III gotas de
engrudo de almidon y se sigue agregando solucion
de dicho hiposulfito hasta completa decoloracion..

D) MECANISMO QUIMICO DEL DOSAGE

La reaccién principal o sea el dosage de glucosa
se fundamenta en que si se pone en presencia del fe-
rricianuro de “K” en exceso una cantidad X de glu-
cosa en un medio alcalino, ésta es capaz de ser oxi-
dada por aquel; bastara pues dosificar el exceso de
ferricianuro, no reaccionante para conocer por dife-
rencia la cantidad que se ha combinado con la glu-
cosa y como una molécula de ferricianuro de “K”
es capaz de oxidar media molécula de glucosa, los

valores serian tedricamente los siguientes, para una
solucién N/200:

Fe (CN)K: N/200
v/ Glucosa = 0,00180

Pero practicamente se toma como factor del Fe-
rricianuro de “K” en glucosa el de 0,00177 en lugar
de 0,00180, y dado que no es una reaccién absoluta-

mente cuantitativa, debe acudirse a las Tablas y to-
mar para cada caso el valor que le corresponde ex-
perimentalmente, utilizados en los ealculos del método
original,

E) CALCULO DEL DOSAGE

Para proceder con mayor exactitud dadas las
causas de errores que inevitablemente se producen
en los micrométodos, lo que debe hacerse es una
reaccidn en blanco tal como se indicd anteriormente
pero por triplicado y hallar el promedio y luego de
obtenido ese dato, se resta el valor que da la tabla
para aquel, al correspondiente de la cantidad de hi-
posullito, capaz de decolorar el lodo puesto en liber-
tad por el exceso de Ferricianuro, que ya ha reac-
cionado con la Glucosa.

Asi por ejemplo: si con la prueba a analizar se
gastaron 1,32 cc. de Hiposulfito y con la prueba en
blanco 1,98 cc. se obtendran los valores siguientes:
(Ver Tabla al final de este trabajo)
1.32:ce 1,20 gr. de Glucosa por litro de sangre
1,98 cc. 0,03 gr. de Glucosa por litro de sangre

1,17 gr. de Glucosa por litro de sangre

I

TERCERA PARTE:

DETALLES DE LA MARCHA DE LA EXTRACCION
Y MICRODOSAGE DE LA GLUCOSA EN LA
SANGRE EN EL ENSAYO DE LAS INSULINAS

Esta operacién, 1a mas importante del proceso de
la determinacion de las unidades de Insulina, y la
cual requiere el maximo de atencién, limpieza y con-
trol de material, debe ser considerada para su estudio
en varias etapas:

1* EXTRACCION DE LA SANGRE — Una vez fric-
cionada la vena marginal de la oreja del conejo se
hace una puncion con una aguja hipodérmica, y cuan-
do se observa que la cantidad de sangre es suficiente
para ser succionada, se hace una aspiracion por me-
dio de la pipeta en forma de pisseta, ya citada, y
la cual posee como recipiente un tubo de ensayo
del tamaifio’ grande (N® 5), ya referidos, de los cuales
se deberdn tener doce, colocados en un soporte gran-
de, que se adapten todos al tapon de goma, de la
pipeta.

Este dispositivo que presenta grandes ventajas para
poder hacer una toma de ensayo lo mas exactamente
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posible es el que; se sigue en casi todos los laborato-
rios que se dedican a este género de operaciones,
debiendo dejar por nuestra parte constancia que el
tnaterial que nosotros hemos utilizado ha sido con-
feccionado bajo nuestra direccién por la seccion que
para este tipo de material, posee la Cristaleria del

Uruguay, habiendo obtenido amplios resultados en

la practica.

2®* DEFECACION - Previamente a la extraccion,
deben disponerse colocados en un soporte de madera
bajo (IN* 8) o sea de los empleados para tubos de
Wasserman, 14 o mas tubos de los usados corriente-
mente para esa reaccién (N® 7) en los cuales se ha
introducido y mezclado convenientemente 1,1 cc. de
la solucion de soda N/10 y 5 cc. de la solucién de
Sulfato de Zinc al 0,45 %, sustancias que mezcladas
dan lugar a la formacidén de hidrato de zinc que
acttia como defecante. Una vez efectuada la toma
de ensayo segiin la técnica anterior, el operador debe
aspirar de inmediato (a fin de impedir la coagulacion
de la sangre en el tubo capilar de la pisseta), todo
el contenido del tubo pequefio conteniendo la sus-
tancia defecante, y pasarla al tubo de gran tama-
fio (N* 5). Procediendo, una vez efectuadas las 12
extracciones al calentamiento al B.M. de 4 minutos
para lo cual es necesario pasar todos los tubos gran-
des de ensayo que contienen la mezcla bien homo-
geneizada de sangre y de hidrato de zinc a un so-

TUBO A 508 S0.Zn 0,45 ¢
ar B 5 tE » ”r
E2) C 5 ” ] E¥
L O i " "
" E 5 L ¥ ¥

Debemos hacer constar que hemos observado que
e¢n €l tubo “E” se nota un principio de hemolisis y
que llevado al B.M. para proseguir la defecacién, el
iquido filtrado es completamente turbio lo cual ha
impaosibilitado el dosage por cuanto en esas condicio-
nes se obtienen cifras exageradas.

Efectuando el dosage de glucosa ¢n los tubos A,

B, C y D hemos hallado, repetidamente, que con la :

cantidad de soda N/10 empleada de 1,1 cc., se ob-

tienen las cantidades minimas de glucosa, lo cual

significa a nuestro juicio que las cantidades de sus-
tancias reductoras no fermentescibles en esas condi-
ciones Se encuentran en un minimo de concentracion.

Ahora bien determinado el pH de la mezcla defe-
cante hecha en esa proporcion hemso constatado que
le corresponde al valor de 7,5, pH éptimo, en el cual
se efectiia la defecacién en condiciones ecapaces de
no dejar pasar las antedichas sustancias perturbado-
ras del dosage, en lugar de 6,8 que es el que corres-
ponde para la mezcla primitiva 0 sea la del método
original.

De ahi la importancia enorme que tiene en este
método de dosage, la reciente preparacion de las dos
soluciones que forman la mezela defecanfe a fin de
mantener invariable el pH.

En nuestro dosage hemos tomado Ia cantidad 6pti-
ma de solucion de soda N/10 de 1,1 cc. obteniendo
siempre buenos resultados y creemos que puede sus.
tituir con ventaja al método de defecacion de So-

mogyi por cuanto la técnica original, no es alterada

fundamentalmente, consistiendo simplemente como se

A

HEa B A
porte de metal. A esta altura debemas ]]anl"}
réntesis de esta relacién para hacer notar laﬁﬁe
fias modificaciones que hemos introducido, o 'sta
técnica y que constituyen ‘la parte bésica de}‘m'
exposicion, prosiguiendo ldego con el metod?}g'

Hemos dicho antenormer‘m;\g;q la Wefeca€ion de
la sangre constituye und de las operaciones mas fun-
damenta'es, En efecto, en general, en todos los mé-
todos de defecacion, el ideal lo constituye emplear
una sustancia defecante que sea capaz de eliminar las
demds sustancias extrafias que acompafian a la que
se debe investigar o dosificar, dejando intacty Ia
misma.

Los autores de e‘;te método han hecho de esta
parte un ¢studio metédico habiendo llegado a adoptar
la mezcla antedicha, sin embargo, mas tarde Miguel
Somogyi, ha constatado que por aquel procedimiento
pasan sustancias reductoras no fermentescibles que
falsean los resultados dando cantidades mas altas,
proponiendo una defecacion en frio, no excenta tam-
bién de ciertos inconvenientes, y cuya modificacién
bésica la constituye el empleo de una sustancia de-
fecante que posea un pH alcalino. Nosotros hemos
podido constatar los resultados que mds abajo se
detallan modificando las cantidades de Na OH N/10,
unicamente dejando constantes las cantidades de so-
lucién de sulfato de zinc al 0,45 %) y 0,1 de sangre,

‘en la forma siguiente:

1,1 cc. NaOH N/10 0,1 sangre
5 [t i 0,1 %
12y i Ot
13t - ' 15 S
4. " Ry

ve, en una variacion a efectuarse en la toma de
solucion de soda N/10 siendo 1,1 cc. en lugar de 1 cc,

Prosiguiendo ahora a la descripcion del método
Hagedorn-Jensen, es decir una vez obtenida la defe-
cacitn; sin enfriar, se filtra la mezcla ‘sanguinea so-
bre papel de filtro liso previamente mojado’ con
agua caliente (N°® 16).

Debe lavarse el contenido del filtro dos veces con
J.ce. de agua destilada hirviente, recibiendo el liquido
filtrado en doce tubos numerados del 1 al 12, de
gran tamano, ya indicados (N 5).

3* DOSAGE — Una vez efectnada la anterior ope.
racién se agrega ahora a cada tubo 2 cc. de solu-
cion de ferricianuro de potasio N/200 exactamente
medidos, (para lo cual puede emplearse una pipeta
de 2 cc. graduada al centésimo o una microbureta)
aparte se introducen en tres tubos de ensayo iguales
a los anteriores marcados con la letra T, T. T
12 cc. de agua destilada y luego 2 cc. de la ante-

- dicha solucién de ferricianuro de potasio que servirdn
para la prueba en blanco indicada anteriormente, lle-

vandose los 15 tubos una vez sus contenidos muy
bien homogenelztdos al B.M. hirviente, durante 15
minutos.

En este intervalo se prepara una cuba grande o
mejor una pileta de Laboratorio llena de agua fria,

‘terminado el calentamiento anterior, el soporte de

metal conteniendc los 15 tubos se introduce en la

pileta durante tres minutos, para su enfriamiento.
Una vez frivs deberd adicionarse al contenido de

cada tubo 3 ce. de la solucion N* 4 (ioduro de potasio,
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sulfato de zinc y cloruro de sodio) agitando luego y
agregando después 3 cc. de la solucién de Acido
acetico al 3 9%, de inmediato el liquido adquiete un
color amarillo, lo cual es producido por el jodo en
libertad librado por el exceso de ferricianuro de po-
tasio que no ha reaccionado frente a la glucosa, Se
deja caer de una microbureta la solucion de Hiposul-
fito de sodio N/200 hasta débil color amarillo llegado
lo cual se adicionan Il gotas de la solucion de En-

Ph

grudo de almidén y se continfia agregando solucion
de hiposulfito de sodio hasta completa decoloracion.
Repitiéndose esta operacion en todos los tubos, de
acuerdo a la tabla adjunta, se procede al cilculo ya
expresado, al considerar el calculo del dosage,
Damos a continuacién un resumen que sintetiza
todo lo expuesto y que debe ser tomado como guia

. por el Quimico que tiene a su cargo la parte analitica

directiva de este complejo ‘método.

TUBOS TESTIGOS 1, 2 y 3 (Prueba en blanco)
Esta operacion se hace simultineamente con la dosi-
ficacion de Glucosa

Nimero de
Orden de la
[Operacién

Material

Reactivos que se utilizan y operaciones

I Tubos N¢ 5
I Pipeta N* 13

111 B.M. N¢ 19 15’ al B.M.
Sop. de metal N* 9
v Cuba o pileta con 3’ enfriar

agua fria.
V Pipeta N® 4

VI  Microbureta N¢ 15
VI oL

VIl —

12 cc. de agua destilada
2 cc. de solucion de Fe(CN).K, N/200

3 cc. de sol. de (80.Zn-NaCI-IK) AGITAR

2 cc. de sol. acido acético al 3 % AGITAR

Dejar caer solucion de S:0;Na: N/200

III engrudo de almidon casi al final agregando S;0,Na.N/200 hasta
completar decoloracién. ;

Calcular por las tablas.

TUBOS PARA EL DOSAGE

Ordeﬁ de la Material a

Operacién Emplearse

Soluciones reactivos

1 Tubo N* 7
Pipetas N2 12 y 13

I Pisseta N° 4 con
tubos N* 5

e

I Soporte N* 9
y B.M. N 19

v Embudos N¢ 10
Filtro N* 16 ¥y
Tubos N* b

v Pipetas N¢ 13

VI Soporte N* 9 y

1,1 de sol de NaOH N/10 y 5 cc. de sol. de Sulfato de Zinc al 0,45 %

Toma de ensayo de 0,1 de sangre y luego absorcion del contenido
total del tubo anterior, y pasarlo al tubo N° 5

Llevar al BM. 4’ y enfriar luego 3’ en agua fresca.

Filtrar y lavar dos veces con 3 cc. de agua destilada y caliente,
recogiendo en tubos de ensayo N* 5. Enfriese.

Agregar al tubo anterior 2 cc. de solucion de Fe(CN):K; agitar bien.

Llevar al B.M. 15" y enfriar luego en agua fresca 3'.

Agregar al contenido del tubo anterior 3 cm. de la solucién de
(IK-S(LZn_ y NaCl), luego 2 cc. de la solucion de acido acético al

Dejar caer solucion N/200 de S. O;Nas, tomando como indicadoi

B.M. N¢ 19
VII Pipetas N¢ 11
3 %, homogeneizar bien.
VII  Microbureta N° 15
engrudo de almidon.
X il Célculos,
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A.E. Q.

Tal es lo que acabamos de describir, a grandes
rasgos, la descripcion del contralor bioquimico de
la actividad farmacolégica de la Insulina en solucion
inyectable.

Nuevamente dejamos constancia que no nos ha
guiado otro propésito que el de contribuir en la me-
dida de nuestro esfuerzo a la difusion de este com-
plicado procedimiento de elevada trascendencia, para
la especificacion de las condiciones de pureza de ese
producto. :
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En lo que respecta a las reacciones y constantes
fisicas que trae el Codex 1937, para determinar su
ensayo, citamos los que a continuacién se expresan,
por cuanto a nuestro juicio son las que poseen mas
valor praactico y experimental, y cuya técnica omi- |
timos por ser conocida. {

a) Investigacion de amino-acidos :

b) Investigacion de proteinas inactivas

¢) Determinacion del pH

d) Determinacién del punto isoeléctrico.

TABBAY BE CALCHILOS

| | | [ | | | | i i

s LT e B BUA (s Benll T e Qe T EE R S S Al S R L

| | | | | | | | | | |
00 I 385 | 382 i 3,79 |. 3,76 I| 3,73 }I 3,70 || 3,67 |i 3,64 ll 3,61 '|| 3,58 1' 0,0
0,1 l 355 | 352 | 350 348 | 345 |1 3,43 ;[ 3,41 |l 3,38 |[ 3,36 || 3,33 |l 0,1
02 | 331 | 3,20 zl 3,27 |l 325 1 323 |J 3,21 |l 3,18 || 3,16 ;:' 3,14 ;| 3,12 |E 0,2
0,3 '. 3,10 i 3,08 || 3,06 |!l 3,04 {1 3,02 |L 3,00 ! 2,08 |: 2,96 1} 2,04 : 2,02 ;: 03
G0 9 e300 ndA ] 2B Lo2B0 | 278 2e o zasay ava o de
05 || 2,70 : 2,68 i: 2,66 ; 2,64 ﬂ 2,62 J: 2,60 |j 259 !E 2,57 |!| 2,55 |1|. 2,53 ||l 0,5
06 [+ 250 F 249 | 247 | 245 | 243 | 241 | 240 | 238 | 236 | 234 | 06
0,7 t 2,32 1 2,30 ;f 2,28 ; 2,26 |: 2,24 i 2,:22 ||[ 2,21 |[ 2,19 |: 2,17 |: 2,15 r: 0,7
8s (02,137 | 241 2,08 208 | 206 % 204 | 202 | 200.1 1,9 | 197 | 08
0,9 | 1,95 || 1,93 il 191 | 1,90 |] 1,88 | 1,86 I 1,84 ! 1,82 || 1,81 f 1,79 || 0,0
1,0 : 1,77 ]I 1,75 : 1,73 F| 1,72 : 1,70 1} 1,68 !:-1,66 E 1,64 i 1,63 |: 1,61 I! 1,0
LJo1se | 157 | 185 T 454 152 | 150 1 148 | 146 | 145 143 | 11
1,2 ; 1,41 Ii 1,30 : 138 | 1,36 { 1,34 |'[ 1,32 i 1,31 ;: 1,29 ; 1,27 |:\1-,25 I: 1,2
IR o2 U0 e T e s | e e hs
14 I| 1,06 |[ 1,04 !: 1,02 i 1,01 -{ 0,99 |:'0,97 : 0,95 1 0,03 1: 0,02 |: 0,90 1_: 1,4
1,5 11 0,88 I 0,86 ; 084 | 083 ll 081 | 07 ]| 0,77 || 0,75 1| 0,74 %I 0,72 || 1,5
16 | 070 | 068 | 066 | 065 | 063 | 061 | 05 | 057 | 056 | 054 | 1,6
1 |1 0,52 | 0,50 il 0,48 || 047 | 045 |[ 0,43 :" 0,41 || 0,39 |] 0,38 |i 0,36 || 17
1,8 i[ 0,34 lf 0,32 |: 0,31 'll 0,29 || 0,27 |: 0,25 |: 0,24 |: 0,22 1: 0,20 |: 0,19 |: 18
1,0 F 0,17 |1 0,15 |E 0,14 |1 0,12 |I 0,10 |' 0,08 ;| 0,07 |! 0,05 IE 0,03 |r 002 | 19

Los ntimeros de lg primera columna vertical repre-
sentan cc. y décimas de cc.; los de la primera hori-
zontal, centésimas de cc. En la interseccion de las
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