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INTRODUCCION.

Uno de los problemas de més diffeil solueidm -
que se plantean en un laboratorio elfnieo, es el de la de-
terminacidn ecuantitativa de las bilirrubinas llamadas: -
"directa" e "indirecta", este heeho es de particular im -
portancia en los hospitales donde se atiencen pacientes -
en el perfodo neonatal. Por un lado la falta de métodos
seguros y accesibles y por otro la eantidad de suero nece
saria en la determinaeién, complican el problema.

Mi interés al rezlizar este trabajo fué el de -
aplicar el prineipio analftico de un procedimiento qui-
mico muy ventajoso, que consiste en acelerar el acopla-
miento de 1a bilirrubina indireeta con el diszo-reactivo,
por medio de la cafe{na-benzosto de sodio-acetato de so-
dio, y analizarla fotométrieamente en medio alcalino.

Este principio fué descrito hace varios afios,
sin embargo a pesar de lo ventajoso de sus ceracter{sti-
cas fotoquimicas, ( de las cuales hago consideraciones -
posteriormente, ) no habfa sido aplicedo a la determina-
cidén en muestras capilares, que es ka forma en que comun
mente se toma el producto en la actuslidad en los nifios

recien naeidod.



Me parecid conveniente describir las ca-
racter{sticas del método empleado acuf, en lo relativo -
sl comportamiento espectrofotométrico, a la velocidad de
desarrollo de color, a 1la influencia de la concentracidn
de los reasctivos, a la estabilidad del compuesto colori-
do, la variaciém experimental en los parﬁmetros desvia-
cidén estandard, error estandard y coeficiente de varia-
c¢ién, en un rango de valores de 2.1 a 21.0 mg por 100 ml
y finalmente establecer la dispersidn de valores en po-

blacidén sparentemente sana de uno y otro sexo.



GENERALIDADES .

METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA.

La formacidn de 1s bilirrubina y su elimina-
c¢ién del cuerpo ecomo un producto de desecho del catabolig
mo del "heme" requiere una serie de procesos metabdlicos
y de transporte,

Aproximadamente el 85 % de la bilirrubins -
formada en el organismo humsno se deriva de la destrue-
c¢idn dentro del sistema ret{culo-endotelial de eritroci
tos seniles.

El resto de la bilirrubinas ( 15 £ ) provie-
ne de heme-protefnas, sintesis directa de bilirrubina a

partir de amillos de porfirina y degradacidn intrezcor

puseular de hemoglobins, durante la maduracidn de los
eritrocitos. (17).

Los pasos involucrados en la formacidn de

la bilirrubina se encuentran ésaouematizados en las figu
ras que aparecen en seguidsa,

El primer paso er la formacidn de la bili-
rrubina a partir de la hemoglobina es 1la escisidn de su
molécula por remocidn del puente =X meteno del anillo
de protoporfirina unido a la globina, dando lugar a un
compuesto llamado: VERDO-HEMOGLOBINA 4 FERRO-BILI-VERDIN
-GLOBINA,
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El siguiente paso es la remocidn del fierro
y de la globina para formar la BILIVERDINA v cde ésta la re-
duccidn del grupo y meteno a grupo metileno constituyén=-

dose la BILIXRUBINA.
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A la cadena de cuatro nicleos pirrélicos
as{ constitufda se le llama "bilirrubina indirecta", ya -
Jue no reacciona en medio acuoso con el diazo-reactivo, -
tambien se le llama "proteilnato de bilirrubina". Bsta bilji

rrubina es transportada en el plasma unida a las albuiminas



principalmente y es tomada por las células del parénquima
hepdtico por medio de aceptores especificos.

La afinidad del hfgado vor la bilirrubins
transportada en estas condiciones es muy grande, se ha po-
dido determinsr en ratas, que el 6% % de una inyeccién in-
travenosa de bilirrubina radiactiva desaparece en menos de
5 minutos. (17).

El mecanismo de esta répida transferencia
no esté dilucidado, sin embargo se sabe que estid encomen-
dado a dos protefnas que actuan como aceptores y que se -
les ha designado con las letras Y y Z, las cuales después
de separar a la bilirrubina de la albimina, permiten su -
entrada a la célula hepdtica. Este sistema parece ser tam
bien importante en la introduccién de ciertas drogas y eg
teroides en la misma célula. (16).

La conjugacidn toma lugar a través de la
utilizacidn del dcido glucurdnico en un sistema enzimiti-
co realizado por la enzima conocida comunmente como glu -
curonil-transglucuronilasa, 1la cual cataliza la transfe -
rencia del dcido glucurdnieco a varios receptores aminos,
carbox{licos y fenélicos. Ls bilirrubina forma un éster -
glucurbnico-carboxflico y su si{ntesis se efectia en una -

de las vias del metabolismo de la glucosa.
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El glucurdnido de bilirrubina aue es un com=-
puesto soluble en agua es transportado a través de la cé-
lula hasta el aparato de Golgi y los canaliculos biliares,
en donde es activamente excretado por un proceso en el --
cual la membrana plasmitica parece ejercer un papel impor
tante, en virtud de que su superficie es grandemente incre
mentada por la formacidn de microvellosidades y por la --
presencia de fosfatasas que estan relacionacdas con el ==
transporte activo de iones en otras células. (17).

La bilirrubina conjugada pasa a formar parte
de los componentes de la bilis, que es almacenada y con -
centrada en la vesfcula biliar. La eliminacidn de esta -
mezcla de compuestos se efectla por contraccidn de la ve-
sfcula bilisr gobernada por la enzima colecistoquimina -
pancreozimina (2). La bilis del hfgado es mucho mis diluf
da oue 1la de la vesicula biliar y el contenido de sales
biliares parece tener una gran importancia pars mantener
la solubilidsd de esta tGltima y evitar la formacidn ce --
cédlculos biliares, ya que se ha sugerido que la pérdida
de sales biliares aumenta el riesgo en el ecstablecimiento
de éicho proceso patoldgico (3).

La bilirrubina al ser conjugada se convier

te er un compuesto insoluble en solventes de lipidos -=-



y este hecho previene el regreso a la circulacidn a través
de la mucosa del intestino delgado. Las bacterias la redu-
cen en el colon transformindola en estercobilindgeno, del
cual un porcentaje peauefio es absorbido y excretado en la
orine como urobilinébgeno.

Una fslla parcial o total en cualauier =
punto de toda la secuencia descrita anteriormente puede -

dar como resultado la aparicibén de ictericia.



CUANTIFICACION DE BILIRRUBINA.

Para la determinacién de bilirrubinas los
métodos mis usados se han basado en los descubrimientos =
de Erlieh ( 1883 ), é1 deseribib el aecoplamiento de la bi
lirrubina eon el dcido sulfanflico diazoado para formar -
un pigmento rojo en soluciones neutras y un pigmento azul
en solueiones fuertemente 4cidas 6 alcalinas, VAN DEN -
BERGH Y SNAPPER (30) usaron este color para medieciones -
cuantitativas en suero,

Mis tarde VAN DEN BERGH Y MULLER (31) deg
cubrieron el efeeto "acelerador" del alcohol en la reae-
e¢ibén de acoplamiento.

ADLER Y STRAUS (1) encontraron acelera -
¢ién con cafeina-benzoato de sodio. JENDRASSIK Y GROF -
(15) eombinaron cafeina-benzoato de sodio con acetato de
sodio diazoado con §cido sulfanflico al 0.5 % (P/V) y --
formaron la azobilirrubina alcalina a pH de 13.4 WITH -
(32) FOG (12) NOSSLIN (21) Y MICHAELSSON (20) hieieron -
estudios detallados con resultados favorables para este
método. SCHELLONG Y WENDE (26) Y SCHELLONG (27) repor =-
taron favorablemente una miecromodifieacidn para usos pe-
didtriecos.

OVERBEEK, VINK Y DEENSTRA en 1955 (22) de-
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mostraron que en un sistema de solventes orgénicos la reag
eién de acoplamiento se efectia en dos fases, y que la pri
mera resccidn se produce a una considerable mayor veloci -
dad que la segunda.

La reaceién entre la bilirrubina y el fci-
do diazobencen p-sulfémieo ha sido postulada de acuerdo --
con lo expresado en la FIGURA 3,
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(Posteriormente BILLING Y LATHE en 1958, 1a modificaron).
Las flechas marcan las dos fases de la reaccidn,

Me = Metil.

V = Vinil,

R=H en bilirrubina no conjugads.

R = glucuronyl, en bilirrubina diglucurdnico.

Los dos isémeros azopigmentados tienen
idénticos espectros de absorcidn (22) y ellos comunmente -
se refieren a azobilirrubina.

‘Las curvag de absorcidn a diferente pH
han sido estudiadas sistemdticamente por FOG.

‘Bl diglucurénido de bilirrubina es fa-
cilmente soluble en agua e insoluble en cloroformo., Des -
pués de la separacidédn cromatogrifica es muy inestable y rf
pidamente se oxida a biliverdina. Tratando con 4lecali la =~
uniém éster rdpidamente se hidroliza formando bilirrubina
no conjugada y édcido gluecurédnico,

No obstante no ha sido posible aislar
o sintetizar cada uno de los pigmentos conjugados en su --

forma pura.

La primera contribucidén de importancia
fué hecha por COLE Y LATHE en 1953, (8) cuando separaron -
por cromatograffa los pigmentos de las reacciones directa

e indirecta del suero.
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Al mismo tiempo COLE, LATHE Y BILLING en 19954
(9) demostraron que el pigmento de la reaccidn directa eg
té4 formado por dos compuestos llamados provisionalmente:
Pigmento I y Pigmento II, Mis tarde ellos encontraron que
estos pigmentos eran conjugados de bilirrubina y dcido ==
glucurdénico. BILLING Y LATHE (5); BILLING, COLE Y LATHE
6).

Le presencia del deido glucurdnico en el pig-
mento de la reacciém directa fué demostrado simulténeamep
te por SCHMID (28) Y TALAFANT en 1956 (29).

En 1916 HIJMANS VAN DEN BERGH Y MULLER (31)
describieron las diazo-reacciones de bilirrubinss directa
e indirecta en suero.

Ellos encontraron la bilirrubina indirecta -
en sueros de pacientes con icterieia hemolftica. Bsta bi-
lirrubina dié reaccién tnicamente después de la adieién -
del etanol. La bilirrubina directa se encontrd en sueros
de pacientes con ictericia obstructiva y en estos sueros
pudo verificarse la reaceidn sin agregar etanol. La expli
c?cién para este diferente comportamiento de las bilirru-
binas en suero ha sido dado ahora por los trabajos de —=--
COLE Y LATHE (8), COLE, LATHE Y BILLING (9), BILLING Y ==
LATHE (5), SCHMID (28) y TALAFANT (29).

13



La bilirrubina conjugada con 4cido glucurdnico
tiene la propiedad de reaccionar directamente con 4cido dia-
zobencen p-sulfdnico mientras que la bilirrubina no ecorjuga-
da necesita la adicidn de un "acelerador" antes de acoplarse

La propiedad de clertas substancias para acele-
rar la reaccidn ha sido claramente explicada. Ello se atriby
ye a una accién’solubilizante” sobre la bilirrubina no con-
Jugada, al pH de la reaccidn es insoluble en agua. Otra ex-
plicacidn es que el diazo-acoplamiento de la bilirrubina no
conjugada es posible finicamente cuando alguno de los substi=-
tuyentes es movido de una posicidn de acoplamiento de la bi-
lirrubina (25). El efecto de las substancias aceleradoras de
be entonces de facilitar esta substitucidn.

Se conocen gran ntGmero de substancias acelera-
dores y han sido usadas en los diversos métodos y modifieca-
ciones de éstos, para la determinacidn de bilirrubinas en -
suero,Los aceleradores mis comunmente usados son: metanol,
etanol, cafefna-benzoato de sodio, benzoato de sodio, aceta

to de sodio y urea.

1



MATERIAL Y METODOS.

El trabajo fué realizado en el Hospital de Pediatrfa
del Centro Médico Nacional del I.M.S.S. y se dividid en tres
partes:

8).~- Anélisis de las caracter{sticas del método em -~

pleado.

b).- Influencia de diferentes factores.

¢).- Investigacidén de la dispersidn de valores en -

poblacidn aparentemente sana.

a).~- El método empleado se basa en el descrito por -
JENDRASSIK Y GROF (15) el cual ha sido modificado para hacer
un micrométodo, adaptando el principio general a la determi-
nacidn de la bilirrubina total y de la determinacién de bili
rrubina directa, con el objeto de obtener al final, el mismo
compuesto colorido en B. directa y en B.total, lo cual no ha
blamos visto deserito previamente,

La B. indirecta se obtiene por diferencia.

FUNDAMENTO DEI METODO.

Bilirrubina total.

El suero o plasma es agregado a una solucidn que es
una mezcla de acetato de sodio y eafefna benzoato de sodio.

El amortiguador de acetato de sodio controla el pH
de la reaccidn diazoica, mientras que la cafefna benzoato =
de sodio acelera la unién de la bilirrubina con el diazoieco

del Acido sulfanfilieo.
1%



Se agrega una solucidn fuertemente alcalina para
convertir el rojo de 1la azobilirrubina en azul, ya que esta
inversidn de color aumenta la especificidad en cuanto a su
comportamiento Sptico. A 600 nm., los pigmentos amarillos -
no bilirrubfnicos y otros rojos y pardos no muestran acti-
vidad éptica importante., El color aparece verde finalmente
porque la azobilirrubina alcalina de color azul se mezcla
con pigmentos amarillos derivados de una reaccidn entre ca
fefna y diazo-reactivo.

Bilirrubina directa.

La bilirrubina directa se acopla al diazo-reac-
tivo en medio deido.(:pH 1.5 ), y una vez terminado el ---
tiempo de reaccidn, se adiciona 4cido ascédrbico, reactivo
de cafefna, reactivo alcalino y se mide fotométricamente,

El 4cido ascdrbico actfia como inhibidor del acg
plamiento entre diazo-reactivo y bilirrubina afin en presen
ecia de aceleradores.

MATERIAL BIOLOGICO.- Suero.

Ei material bioldgico utilizado se obtuvo de --
319 nifios en edades comprendidas de 1 mes a 16 aflos, y en
condiciones lo mis cercanas a las basales,

El suero se separd por centrifugacidn dentro -
de 1os 30 minutos después de habver obtenido la muestra de

sangre,

16



MATBRIAL DE VIDKIERIA Y EQUIPO.

Pipeteadores Oxford modelo R y modeln S-A,
Miecropipetas tipo K M P de 0,025 ml.

Pipetas serolégicas de 0,1 ml,

Pipetas seroldgicas de 0.2 ml,

Pipetas seroldgicas de 2,0 ml,

Pipetas volumétricas de 1.0 ml,

Pipetas volumétricas de 3.0 ml,

Matraces aforados de 500 ml. y de 1000 ml.
Centrifuga,

Celdillas de 1 cm, de paso de luz.
Celdillas de sf{lica cuadradas de 1 cw., de paso de luz.
Absorcibmetro L. K. B. 7400,
Egpectrofotémetro P. M. Qs II de Carl-Zeiss.
Pipetas Pasteur.

Tubos de ensaye.

17



REACTIVOS.

1.- Mezcla de cafefna-benzoato de sodio, acetato de sodio para
B. total.

2,- Mezecla de cafefna-benzoato de sodio, acetato de sodio para
B. directa.

3.- Mezela alealina,

4,- Diazo A,

5.- Nitrito de sodio al 20 £ (P/V).

6.~ Diazo-reactivo.

7.~ Acido asedrbico al 5 &.

8.~ Aeido eclorhidrieo 0,05 N,

PREPARACION DE REACTIVOS.

l.- MEZCIA DE CAFEINA PARA B. TOTAL.

50g. de cafeina alcaloide purificada el Ny By
75 g. de benzoato de sodio C¢HCOO Na U.S.P,
125 g. de aecetato de sodio granular CH 5 COO Na 3 H,0

Disolverlos en agua destilada a 50°- 60° C
enfriar y aforar a 1 1t. Este reaectivo guardado en frascos de
vidrio 6 polietileno es estable por mds de 6 meses a 1la tempe
ratura ambiente.

2.~ MEZCLA DE CAFEINA PARA B. DIRECTA.

100 g. de cafefna alcaloide purifieada CaH, ¥, 05
150 g. de benzoato de sodio C., H,COO Na U.S.P.
250 g, de acetato de sodio granular CH , COO Na 3 H,0

18



Disolverlos en agua destilada a 50°- 60 C,-
enfriar y aforar a 1 1t. Este reactivo es igual ce estable --
que el anterior y se conserva en las mismas condieiones,

3,- MEZCLA ALCALINA,
100 g, de Na OH,
350 g. de tartrato de sodio y potasio K Na C4H¢O L4 H,0

Disolverlos en agua destilada y aforar a -
1 1t. Esta solucidén es estable y puede curar més de 6 meses
a la temperatura ambiente, guardada en frascos de vidrio 6 pg
lietileno.

4,- DIAZO A,
5 g. de dcido sulfanilico.
60 ml, de H Cl,

Se disuelven 5 g, de Acido sulfanilico en -
60 ml. de H C1 eonc. Se mezelan y se diluyen a 1 1t, con agua
destilada,
5= NITRITO DE SODIO.

Disolver 20 g. de nitrito de sodio en agua
destilada y diluir a 100 ml. Esta solueibn deberd guardarse =
en frascos de color 4mbar y en el refrigerador. La soluciédn
de nitrito de sodio puede guardarse indefinidamente, pero es
preferible descartarla si se vuelve ligeramente amarilla.
DIAZO B.

Diluir el nitrito de sodio al 20 %, 1:10 -

para usarse, Lste reactivo debe prepararse diariamente.

19



6.- DIAZO-REACTIVO.

Mezeclar 5 ml. de Diazo A mids 0.1% ml., de
Diazo B. Este reactivo es estable solamente 30 minutos.
7.~ ACIDO ASCORBICO al &5 §%.

Disolver 5 g. de Acido asedrbico en 100 -
ml. de agua destilads., Este reactivo debe guardarse en el re-
frigerador, es estable por 3 meses como m{nimo,
8.- ACIDO CLORHIDRICO 0,05 N

4,3 ml. de Acido clorhidrico concentrado y

aforar a 1 1t. con agua destilada.

20



PROCEDIMIENTO,

En tres celdillas marcadas:
1 B.directa, 2 B.total. 3 Blanco.

( Para cada determinacidn.)

‘lo- Se utilizd un pipeteador Oxford modelo R para medir en
las celdillas 2 y 3, 0,6 ml, de la mezcla del reactivo pa-
ra la cuantifiecacidén de B.total. En la celdilla 1 se midie
ron 0,3 ml. de H C1 0,05 N,
‘2.~ Se agregd a cada una de las celdillas 0.025 ml., de sue
ro en estudio, procurando la mayor exactitud posible,
3.~ A 1la celdilla 3 se agregaron 0,05 ml, de Acido asecdr -
bico a1l 5 $ y en seguida,
4,- Se agregd a cada una de las tres celdillas 0,2 ml, de
diazo-reactivo y se agitd perfectamente para mezelar los
reactivos.

Se dejaron 10 minutos a la temperatura am-
biente la celdilla 1 y 30 minutos la celdilla 2.
5.- Se agregaron 0,05 ml. de Acido asedrbico a las celdi-
llas 1 y 2. |
6.,- Se agregd en la eceldilla 1, 0.3 ml. de la mezcla ca -

fe{fna-benzoato de sodio para B, directa y se agité muy bien.

21.



7.- A cada una de las tres celdillas se agregaron 0.25 ml.
de la2 mezcla alcalina, agitando muy bien y se dejaron en
reposo 30 minutos, al cabo de los cuales se hicieron las

lecturas a 600 nm. de longitud de onda.

Las lecturas obtenidas en D.0O. se con-
virtieron a mg/% en las tablas de calibracién. ‘

Se corrié un patrén de concentracidn -

conocida diariamente,

22



B. directa, B.total. Blaneo.

Tubo No, 1 2 3

Ae. Clorhfdrico 0.05 N 0.3 ml, = ==m== —————
Cafefna (Total). ———— 0.6 ml. 0.6 ml.
Suero. 0,025 ml. 0.025 ml. 0,025 ml.
Acido asedrbico 5 % ————— ———— 0,05 ml.
Diazo-reactivo. 0.2 ml. 0.2 ml. 0.2 ml.

Agitar suavemente para mezclar los reactivos.

l,~- Se deja 10 minutos a la temperatura ambiente el
tubo de bilirrubina directa.

2.~ Se deja 30 minutos a la temperatura ambiente el

tubo de bilirrubina total.

Acido aseérbico 5 % 0.05 ml. 0.09 ml. —————
Cafefna (Directa). 0.3 ml. N ———
Mezcla alcalina. 0.25 ml. 0.25 ml. 0.25 ml.

Mezclar perfectamente los reactivos.

Se dejan en reposo 30 minutos y se leen contra el -

Blanco a 600 nm. de longitud de onda.



CURVA DE CALIBRACION.

La curva de calibracién se hizo con una solueidn
patrén de bilirrubina, (Versatol Pediitrico de 21,0 mg/%), -

haciendo las diluciones del Versatol con albiimina preparada -

al 6 %.
No./Tubo. ml., Versatol. ml. Albimina 6%. Cone. mg/%.
1 0.1 0,9 2,1
2 0.2 0,8 4,2
3 0.3 0.7 6.3
L 0.k 0.6 8.4+
5 0.5 0.5 10,5
6 0.6 0.4 12,6
7 0.7 0.3 14,7
8 0.8 0.2 16.8
9 0.9 0.1 18.9
10 ' 1.0 (¢} 21.0

De cada una de las diluciones anteriores se -
tomaron 0,025 ml. para la B,total y se efectusron las reac =-
ciones como las indica la microtécnica.- E1 Blanco llevas -
0.025 ml. de albiémina al 6 %.

Los valores obtenidos se grafiecaron eolocando
en la abcisa la concentraciédn en mg/$ de bilirrubina y en 1la -

ordenada la densidad éptica ( D.O. )
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RESULTADOS .

a,- ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DEL METODO.

1).- Espectro de absorcién.

Se estudid el espectro de absorecién del com-
puesto colorido con el objeto de determinar el comporta-
miento dptico del mismo y establecer la longitué de onda
en la cual se obtiene la méxima sensibilidad.

Se utilizd una solucidn valorada de bilirru-
bina de 20,0 mg. por 100 ml., y simultédneamente se leyd el
espectro de absorcién del blanco de reactivos., Ambos com-
puestos: la azobilirrubina alcalina y el blanco de reac-
tivos fueron lefdos contra agua destilada.

Se puede ver que la absorcién es paralela -
en la porcidn cercana del espectro visible, pero a partir
de MQO - 500 nm. se separan, produciéndose la médxima ab-
sorcidén para el problema a 600 nm., longitud de onda en -

la cual el blanco absorbe muy poca luz.

25
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2.- CURVA DE CALIBRACION.

Se puede observar que dentro del rango experi-
mental, que fué de 2.1 a 21.0 mg/%, la densidad Sptiea -
es directamente proporcional a la concentracibn, por 1o
que se obtiene una linea recta que une todos los puntos
de la calibracidn. Se obtuvo el factor de la pendiente -
de 1a 1fnea que resulté del estudio y el cual es de :

F = 0,039 mg/0.001 D.O.
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3.~ ANALISIS ESTADISTICO DE LA CURVA DE CALIBRACION,

En 1a tabla No., I se encuentran consig-
nados los valores paramétricos de la repeticidn de las
curvas de calibracién, cambiando diarismente las solu-
ciones patrdn y los reactivos.

Se establecid la desviacidn estandard,-
el error estsndard y el coeficiente de variscidn y se -
considerd como 1fmite de permisibilidad la dispersidn -
de * 2 desviaciones estandard, tomando en cuenta que
fenémenos sujetos al azar quecan comprendidos el 9% b 4
de los casos ent 2 desviaciones estandard (4).

Se puecde ver que entre 4 y 21.0 mg los
coeficientes de variacidn son muy semejantes y ademés -

muy bajos ya que se encuentran por debajo de 5 %.
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TABLA No. I

Con = Desviacién Error Coeficien- Linite de
centra- estandard. estandard. te de Va- permisibili-
cidn. riscién. dad + 2 &
ng/€. No. estandard.
2.1 32 0.17 mg/¥ 0.03 mg/% 8.2 % 0,34 mg/%
4,2 32 0,21 " 0,04 ™ 5.0 M 042 "

6.3 32 0,25 " o.04 3.9 " 0.50 "

8.4 32 0,29 " 0,05 " . " 0.58 "
10.% 32 0,33 " 0,06 " 32 0 0.66 "

12,6 32 0.35 " 0,06 " 2.8 " 0,70 "
14,7 32 O,47 © 0,08 " 3.3 " 0.9% "
16.8 32 0.60 " 0.10 " 3.6 " 1,2 "

18.9 32 0.69 " 0.14 " homn . 1.38 "
21.0 32 o.71 " 0.12 " 3. 1.42 "

No.- Némero de determinaciones.
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b).- INFLUENCIA DE DIFERENTES FACTORES SOBRE EL METODO.

l.- Especifieidad de la reaccidn.

Con el objeto de estudiar la especifi-
cidad de la absoreidn del complejo formado en el presen -
te m€todo, se compard el espectro obtenido en el siste-
ma coloreado con cuatro sistemas de trabajJo en los cua-
les se hieleron combinaciones de rezctivos sin suero 8
bien la reaccidn de éste y el diazo-reactivo habfa sido
previamente inhibida.

Utilizemos un patrdn de bilirrubina de
20,0 mg/100 ml.

29



SISTEMA 1I.

Cafefna ==eeeemeccmcmmecccac e 0.6 ml.
Sol, patrén =-=---- e T -~ 0,025 ml.
Diazo-reactivo =-=-ecmccconcccnccccaa- 0.2 ml.,

Dejar reposar 20 minutos,
Ac. asedrbico =—-ememmmcmcmcccceea——— 0.05 ml.
Mezela alcaling ——--emecccccmeccccaaa— 0.25 ml.
Reposar 5 minutos y leer.

Blaneo.- Agua destilada,

SISTEMA II.

Cafefna =—eceeeemmccmmcmcccccmcceceeea 0,6 ml.
Ae. asedrbico =~---mcmcccmcmconaan == 0,05 m1,
501, patrén =-—e—cmecccccm e 0,025 ml.
Diazo-reactivo =-=-=-=ew-w-- cemesce——- 0.2 ml.

Dejar reposar 20 minutos.
Mezela 8lealina —=---ececccceccccacaa- 0,25 ml,
Reposar 5 minutos y leer,

Blanco.~- Agus destilada.
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SISTEMA III.

Cafefna ==mmemmcceccc e 0.6 ml.
Agug ==emceccc e e 0.025 ml.
Diazo-reactivo —---ceccmcmccccccac e 0.2 ml.

De jar reposar 20 minutos.
Acido asclrbico =m=ececmccmcccccmcccaa——a 0.05 ml.
Mezcla 8lcaling =-—cecccmmcccccccc e 0.25 ml.
Reposar 5 minutos y leer.

Blanco.- Agua destilada.

SISTEMA IV,

Cafefna =-—-em—emecm e 0.6 ml.
Acido 25¢8rbico =e-mecmmcmccccec e 0,05 ml.
Agua -ememmemcce e e 0.02%5 ml.
Diazo-reactivo ~==ceccccccnccncccccanaaa - 0,2 ml.

De jar reposar 20 minutos.
Mezcla alcaling ee-cmcceccmccccacccccaaaa 0.25 ml,
Reposar 5 minutos y leer,

Blanco.- Agua destilada.
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SISTEMA V.

Cafefna ==emeeememoc e 0.6 ml.
S0l, Patrdn =eceemccccemcmccmmmeae e 0.025 ml,
Acido sulfan{lico -=ceecccmmmccccccccanacaax 0.2 ml.

De jar reposar 20 minutos.
Aci1do asclrbico =memmmcmcemcmee e 0.05 ml.
Mezcla alcalina -—--—--=meeea- e e L T 0,25 ml.
Reposar 5 minutos y leetr.

Blanco.- Agua destilada.

Los resultados obtenidos en un espectro-
fotémetro P.M.Q. II de Carl-Zeiss y un absorcibémetro -
L.K.B. 7400 se presentan en la gréfica No. 3.
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El estudio se realiz en 20 sueros =
problema. Se tomd particular interés en conoeer la diferen-
eia de absorcidén ecuando se adicionaba &cido sulfanilico so-
lo 6 diazo-reactivo en un sistema en que estaba inhibida la
formaeidén de azobilirrubina por la adicidén del deido asedr-
bieo ( Ver sistemas II y V ). La absoreién fué ligeramente
méds elevada en los problemas eon diazo-reaetivo que en los
que contenian decido sulfanf{lieo solamente., Sin embargo la -
magnitud de las diferencias es insignifieante a coneentra -
eiones muy elevadas ya que fué de 0.15 Nosotros nos ineli-
namos porvﬁsar el diazo-reaetivo en el blaneo, sobre todo =
en problemas de pequefia eoneentrseidn para eliminar comple-
tamente la influencia del eompuesto amarillo formado por la
mezela de cafeina diazo-reaetivo.

Como eonsecueneia de las observacio -
nes anteriores se estudié la importaneia que tiene el suero
como compuesto absorbente a 600 nm., para ver si era posible
utilizar un blanco de agua destilada,eliminando el suero -
problema y disminuyendo con ésto la eantidad de suero neee-
sario en la reaceidn, para lo eual se utilizaron los siste-
mas II y v,

Se estudiaron 100 sueros problema con
bilirrubina total que fluctuaba de O.4 a 5.0 mg. Se observd

que la absoreién de los blancos que econtenfan suero =-=e---

33



era mis elevada que la de los que contenfan agua solamente
y que la diferencia en D,0O, varib de 0.15 a 0.45 mg. por =
lo que no es posible prescindir del suero en los blaneos a
menos que la concentracidn de bilirrubinss sea muy elevada -
y que se haga una correccidn de esta magnitud. Sin embargo
creemos que ésto solo deberé realizarse cuando no se tenga

suficiente suero.
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Pudimos observar que a menos de 500 nm. todos
los sistemas muestran una gran absorcibén siendo menor para
el sistema I ( GRAFICA No. 3 ).

El sistema III en el eual se mezelan cafefna y
diazo-reactivo sin bilirrubina exhibe una extraordinaria -
absorcidén a menos de 460 nm. 1la cual disminuye rédpidamente
y es précticamente insignifieante a 600 nm.

Entre 500 y 600 nm, todos los sistemas del II
al V exhiben un descenso progresivo en la absoreibn, no -
as{ el sistema I que va incrementéndose hasta llegar a su
méximo que es de 600 nm,

Como podemos ver la especificidad de la absop
eidn de la azobilirrubina alealinas no deja lugar a dudas
eon relacidén a la absorcibén que puedan tener los reacti -
vos & el suero problema,

Cuando se adiciona diazo-reactivo a una mez -
cla en donde no se puede desarrollar la formacibén de azo-
bilirrubina como es en los sistemas Il y IV se forma un -
compuesto amarillo, mucho mayor que el que se observa en
el sistema V que contiene dcido sulfanflico en lugar de -

diazo=-reaetivo.
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2.- TIEMPO DE DESARROLLO DE COLOR PARA LA BILIRRUBINA
DIRECTA.

Para conocer el tiempo Sptimo de desarrollo -
de color para la bilirrubina directa o conjugsda, se proce-
d18 a efectuar mediciones a diferentes tiempos, utilizando
varios sueros con bilirrubina directa elevada, obtenidos de
pacientes con icterieia obstruetiva de diferente {ndole ---
( hepatitis, eolestasis, atresia de las vfas biliares ). Pre
vismente estos sueros habfan sido tratados con cloroformo -
con el f{n de extraserles la bilirrubine indirecta que es sg
luble en dieho eompuesto.

A continuacién tenemos una eurva tipo de las
obtenidas las cusles mostraron la misma tendeneis, eon pe-

quefias variaciones que no afectaron los resultados finales,
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Como se ve en la figura anterior, el tiempo
total de la reaccidn se efectda entre los 5 y € minutos y
después permanece estable hasta los 30 minutos. POr esta
razén se eligid el tiempo de 10 minutos. Desde luego no
aceptamos el tiempo de 1 minuto propuesto por algunos au-

tores,por considerarlo absolutamente insuficiente.
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3.= TIEMPO DE DESARROLLO DE COLOR PARA LA BILIRRUBINA
INDIRECTA.,

Con el objeto de econocer el tiempo Sptimo de
desarrollo de color para la bilirrubina indirecta, se proeg
dibé a efectuar medieciones a diferentes tiempos, para lo cual
se utilizaron varios sueros eon bilirrubina indirecta eleva-
da, procedentes de paeientes eon ictericia hemol{tiea por --
isoinmunizaeién y sueros patrones de procedencia comercial.

A todos los sueros se les extrajo la bilirry
bina indireeta en eloroforme, el eual se evapord y la bili-
rrubina se redisolvid en Na OH 0.02 N y albtimina al 6 §, --
utilizando uma variante del método deserito por =-ee-cece=
MICHAELSSON (20).

A eontinuaeidn se presenta una eurva tipo de
las obtenidas, todas las euales mostraron la misma tenden-
eia, eon pequefias variaciones que no afectaron los resulta-

dos finales.
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En la figura anterior podemos observar que el
tiempo total de la reaccidn se efectlia entre los 15 y 20
minutos y después permanece estable hasta los 60 minutos.

Para dejar un margen de tiempo muy tolerante =

se eligid como 1imite para detener la reaccidn el de 30 -

minutos.
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4,- ACOPLAMIENTO ESPONTANEO DE LA BILIRRUBINA INDIRECTA
CON EL DIAZO-REACTIVO.

Se ha deserito que la bilirrubina indireeta
se acopla en forma esponténea con el diazo-reactivo sin
la presencia de un acelerador, sin embargo em pH bajo eg
te acoplamiento es insignificante (14).

Para conocer la influencia de este hecho en
la cuantificacién de la bilirrubina directa en este métg
do, utilizemos una solueién patrén de bilirrubina indi -
reeta, obtenida eomo lo indiecamos anteriormente en el -
ineiso eorrespondiente at ( Tiempo de desarrollo de @o -
lor para bilirrubina indirecta), euyo valor fué de 13.0
mg por 100 ml. o sea de una eoneentracidn elevada, Se ip
cubd 1la bilirrubina indirecta en las condieiones en que
se determina la directa y se leyd la absoreién a diferep

tes tiempos.

40



Coneentraecidn Porcentaje de

Tiempo. Densidad éptiea. mg/%. la eoncentracién.
1 minuto. 0,002 0,076 0.6 %

3 minutos. 0.003 0,11 0.8 "

5 " 0.0035 0.13 1.0 "
10 H 0.006 0.22 1.7 ®
15 & 0.0065 0.24 1.85"
20 " 0.008 0.3 2,3 "
25 " 0.0085 0.32 2.4 ¢
30 ¢ 0.013 0.5 3.8 "
45 n 0,020 0.7 Solt "

Como de puede ver por los resultados obtenidos,
a2 los 10 minutos ( que es el tiempo utilizado en la reaceidn de
bilirrubina directa ), solamente se acopla esponténeamente al -
diazo-reactivo el 1.7 % de la bilirrubina indirecta contenida -
eﬁ la muestra. Esto nos indica que 2 pesar de la alta econcentra
cién de este compuesto en los sueros analizados, mis del 98 §
permanece inalterable por lo que no es posible la contaminaeidn
de resultados entre bilirrubinas, euando menos econ una magnitud
que pueda afectar la decisidén elinica en relseidn a un paciente,
¥a que se necesitam 45 minutos de incubaeiédn para éue se afecte

en 5 % el resultado.
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5= INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL DIAZO-REACTIVO.

Con el objeto de determinar la concen-
tracidén éptima de diazo-reactivo en el sistema, se adi-
cionaron cantidades crecientes de este reactivo.

. Como podemos observar en la grifica si
guiente la mejor concentracidén es la obtenida eon 0.2 -

ml., de diazo-rezctivo.

42



g3 3es
sige

i

it
i

FEH

it 353




6.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL ACIDO ASCORBICO,

El écido asedrbico es un potente inhibi~
dor del acoplamiento entre diazo-reactivo y la bilirru-
bina, afin en presencia de aceleradores. Se estudib 1ls -
concentracidén éptima para detener dicho acoplamiento, =-
pars lo cual se prepararon soluciones de dcido sscédrbi-
co en cantidades crecientes desde 1 » 20 .

Como se puede ver en la figura, desde ==
4 £ de concentraeién de écido asedrbico, se inhibe com-
pletamente el desarrollo de éolor, con el objeto de dar
un margen de seguridad se eligid el 5 % como la concen-

tracién a emplear.
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7.- INFLUENCIA DEL TIEMPO EN LA ESTABILIDAD DEL COMPUESTO
COLORIDO.

El compuesto ecolorido final va de un color
amarillo verde pélido a verde intenso, dependiendo de la
concentracidn de bilirrubina., E1 color verde se forma de
la combinacidén del amarillo produecido en la reaccibn en-
tre cafefna y diazo-reactivo y el azul de la azobilirru-
tina alcalina,

Con el fin de conocer la estabilidad del
color desarrollado, se midid a diferentes tiempos la dep

sided Sptica, lo cual aparece en la siguiente figura,
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Observamos una répids aparicién del color
con una ligera cafda paulatina de su intensidad, cuya pep
diente es mucho més rapids en los primeros diez minutos, -
para volverse mis estable posteriormente y el tiempo 6pti-
mo para leer se encuentra entre 10 y 30 minutos.

Posteriormente hay un descenso de color de

mucha menor importancia, a los 120 minutos.
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8.~ INFLUENCIA DE LA HEMOLISIS.

La hemblisis ha sido descrita como un factor
de interferencia en el acoplamiento entre el diazo-reac-
tivo y la bilirrubina. Con el objeto de conocer la in -
fluencia de dicha situseidén en el método aquf deserito,-
se rehidrataron soluciones patrén liofilizadas, eon hemg
1izados cuya concentracién en hemoglobina fué aumentén -
dose gradualmente hasta llegar a 4,6 g. por 100 ml.

En le figura siguiente podemos ver que sola-
mente concentraciones de hemoglobins tan bajas como ===
0.05 g/¥% producen inhibiciém de menos de 1 %, sin embar-
go de ah{ asciende répidamente hasta alecanzar el 10 % en
0.5 g/%, es importante tambien observer que la inhibicidn
se hace ce la misma magnitud a partir de 2,0 g. de hemo-
globina por 100 ml., en una cifra muy cercsns al 20 § de

inhibieidn.
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¢.~ INVESTIGACION DE Li DISPERSION DE VALORES EN POBLACION
APARENTEMENTE SANA,

Los resultados se encuentran a continuacién
en forma de listas para sexo masculino y para sexo femenino

en eada uno de los cuatro grupos estudiados.,

Edad 1 mes a 1 afio.

B.Total. B.Directa. B.Indirecta.

masculino femenino. masculino femrenino, masculino femenino.

le- 0.741 - 0.66 0,390 - 0,039 0.351 - 0.624
2.= 0,663 - 0,62 0.195 - 0.27 0.468 - 0.351
a.- 0.663 - 0,585 0.078 - 0.07 0.585 - 0,507
o= 0,663 = 0,585 0.039 - 0.351 0.62%4 - 0.234
Se= 0,624 - 0,507 0.156 - 0.390 0.468 - 0,117
6."' o.% e o.l“29 0;11? - 00351 0.’+29 - 0.078
7.= 0,546 - 0,390 0,039 - 0.156 0.507 - 0.234
80- 0.%8 b= 0.351 0.’+29 - 0.195 00039 - 00156
90' 0.390 - Oo312 0.312 - 00195 00078 - 00117
10.,- 0.390 - 0,312 0.234 - 0.039 0.156 - 0,273
11.- 0.390 - 0.273 0.078 - 0.078 0.312 - 0.195
12,- 0.390 - 0.195 0.117 - 0.039 0,273 - 0,156
1 { Ted 00351 0.039 00312
o= 0.27 0.039 0.234
15.- 0023 0'195 00039
16‘- 0.195 00078 0‘117
17.- 0.195 0.039 0,156
180"' 00195 0.11? 00078
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RESULTADOS OBTENIDOS.

Nifios mayores de 1 afio y menores de 2,

B.Total., B.Directa, B.Indirecta.
masculino femenino. masculino femenino. masculino femenino,
1.- 0,702 - 0,819 0,039 - 0,195 0.663 = 0,624
a.- 0.546 = 0.624 0.078 - 0.117 0.468 - 0,507
o= 0,546 - 0,507 0.039 - 0,078 0,507 = 0.429
Se= 0,546 = 0.390 0.312 - 0.195 0.23% = 0.195
6.=- 0.507 - 0.390 0.390 - 0,195 0,117 - 0.19
7.= 0,460 = 0.390 0.156 - 0.312 0.3 - 0,07
8.= 0.429 - 0,351 0,039 = 0,078 0.390 - 0,273
9.- 0.!‘.29 - o.351 00039 - 0.078 00390 Lad 0027
10~ 0.390 - 0.312 0,078 = 0,156 0.312 - 0,1
1l1.- 0,390 - 0.312 0.234% - 0.19 0.15% - 0,117
12.,= 0,390 - 0,312 0.078 - 0.17 0,312 - 0.234
13.~ 0.390 - 0,234 0.117 - 0,078 0.273 - 0.156
1he= 0,351 = 0.195 0.117 - 0.078 0.234% - 0,117
150" 00351 00078 0127
16.,- 0.312 0.234 0,07
17.~- 0.312 0.19% 0.117
18.- 0.27 0. 078 0.195
19,- 0.23 0,039 0.195
20,~ 0.234 0,156 0,078
21,- 0.199 0.039 0,15
22,= 0,156 0,078 0.078
a 0.156 0,039 0.117
2 0,117 0,039 0.078



RESULTADOS OBTENIDOS.

Nifios mayores de 2 afios y menores de 6.

B.Total. B.Directa. B.Indirecta.

masculino femenino. maseulino femenino., masculino femenino,

l.= 0.975 = 0.975 0.195 - 0,741 0.780 - 0,234
20- 0.897 - 00975 o. 12 - 0.312 o. 585 - 00663
E.- 0.858 - 0.858 0.429 - 0.348 0,429 - 0,510
.= 0,858 - 0,858 0.117 - 0,078 0.741 - 0,780
5.= 0.819 - 0.819 0,702 - 0,429 0.117 = 0.&20
6,- 0,819 - 0.819 0,273 = 0.351 0.546 - 0,468
7.- 0.780 - 0.819 0.234 - 0,468 0.546 - 0.351
8.- 0.780 - 0.780 0.15% = 0.039 0.62% = 0,741
9.- 0,741 - 0,780 0,078 - 0.1%6 0.663 - 0.624
10,- 0.702 - 0.780 0.312 - 0,15 0.390 - 0.624
11.’ 00702 2 0.7'+1 0.156 - 00)"’68 o;% - 0027
12,- 0,702 - 0,702 0.039 - 0.468 0.663 = 0,23
13,- 0.702 - 0,702 0.195 - 0.195 0.507 - 0.507
14.- 0,702 - 0.66 0.039 - 0.429 0.663 - 0,234
15,- 0.663 - 0,62 0.312 - 0.468 0.351 - 0.1%
16.- 0.663 - 0.624 0.351 - 0.351 0.312 - 0.273
17.- 0,585 = 0.624 0.234 - 0.195 0.351 - 0.429
18.- 0,585 - 0,585 0.078 - 0.390 0.507 - 0.19%
19."‘ 00585 & 0.585 00195 - 00231+ 0.390 - 00351
20.,=- 0,585 - 0.585 0,039 - 0,234 0,546 = 0.351
2l.~- 0,546 - 0.585 0.351 - 0.312 0.19% = 0.273
22,- 0,546 - 0.546 0.078 - 0.273 0.468 - 0,273
23.- 0.546 - 0,507 0.312 - 0.195 0.23% - 0,312
2 ' aad c.% - 00507 00039 - 0.351 00507 - 00156
25.= 0.546 - 0,507 0.312 - 0,078 0.234% = 0.429
26,= 0,507 - 0,507 0.429 - 0.078 0.078 - 0.429
27.=- 0.507 - 0.507 0.273 - 0.039 0.234 - Q0,468
28,~- 0,507 - 0,504 0,117 - 0.192 0.390 - 0,312
29." 0. 507 - 00%8 Oo156 - 00117 00351 L 00351
30.~- 0.507 - 0.468 0.117 = 0.156 0,390 - 0,312



Nifios mayores de 2 afios y menores de 6,

B.Total, B.Directa. B.Indireecta.
masculino femenino. masculino femenino, maseulino . femenino,
31.- 0,468 - 0.429 0.351 - 0.234 0.117 = 0,195
32,- 0,468 - 0.429 0,078 - 0.039 0,390 = 0,390
33.~ 0,468 - 0.429 0.078 - 0.039 0.390 - 0.390
3k.- 0,468 - 0.429 0.19% - 0,078 0.273 - 0.351
35,- 0,468 - 0,429 0.156 - 0.156 0.312 - 0,273
360- o.'+68 - 0.390 0.078 - 0.195 00390 L 00195
37.= 0.429 - 0.390 0,078 - 0.312 0.351 - 0.078
38.,= 0.429 - 0.390 0.156 - 0.156 0.273 = 0,234
9." 0014’29 - 00390 90156 - 00078 0027 - 00312
O.= 0.390 - 0.390 0.156 - 0,039 0.234% = 0,351
41,- 0,390 - 0.390 0.117 - 0.195 0,273 - 0,195
42,- 0,355 - 0.390 0.273 - 0.156 0.082 - 0,234
ha.- 0.351 - 0.351 0.195 - 0,039 0.15 - 0,312
{ 00351 . 0'351 00195 - 0.117 0.156 - 0023)'"
45,- 0,351 - 0.351 0,312 - 0.039 0.039 = 0.312
o= 0,351 = 0,312 0.039 = 0.273 0.312 - 0,039
47,= 0,312 - 0,312 0,078 - 0,039 0.23% = 0.273
o= 0,312 = 0,312 0.078 - 0,117 0.234 = 0,195
49,- 0,312 - 0,312 0,078 - 0,078 0.23% - 0.23%
51.- 0,312 - 0,27 0.039 - 0,117 0.273 - 0.156
52.= 0.312 = 0.23 0.156 - 0.156 0.156 - 0,078
;&.- 0.273 = 0.234 0.039 - 0.078 0.234 - 0,156
Chad 0027 - 0.23l+ 0.039 - 0.078 0023'+ - 0.156
5%~ 0.234% - 0.195 0.039 - 0,039 0.195 - 0,156
56.= 0.234 - 0.156 0.117 - 0.039 0,117 - 0,117
£57.= 0,234 = 0.117 0.039 - 0.039 0.195 - 0.078
.= 0.23% - 0,078 0,078 - 0.039 0.15% - 0.039
590' 00195 09078 00117
600" 0-156 01039 0-117
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RESULTADOS OBTENIDOS.

B.Total.

masculino

10-
2,-

bo
Sem

7"

9.‘
10.~-
11--
120-
1 [ ad
130-
150‘
16.-
170“
18.~
19.-
20,=
210'
22,-
23,=
213.-
25 =
260-
27.-
28,.-
29,.-
30.-
310'
32.-

3.
35.‘
36.-

0. 897
0.897
0.858
0.819
0.819
0.780
0.780
0.741
0.741

C)C)C)C)C)()f)()C)C)C)()C)

Nifios

femenino.

o. 975
0.858
0.858
0.819
0.819
0.819
0.819
0.819
0.780
0.780
0.780
0. 741
0.741
0. 741
0.702
0,702
0.702

0.663
0.663
0. 663
0,660
0.624
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0.156

femenino.

O.l"29
0.195
0.156
0.507
0.290
0,117
0.234
0,663
0.039
0.117
0.468
0,039
0,078
0.078
0.663
0.27

0015

0.351
0.429
0.27

o. 07

0. 546
0.039
0.156
0.195
o. 27

0,07

0.312
0,078
0.039
0.234
0,078
0,039
0.390

B.Indirecta.
masculino femenino.
0.741 =~ 0,546
0,702 - 0,663
0.66 - 0,702
0.62 - 0,312
0.351 - 0,429
0,624 - 0,702
0.117 - 0,585
0,702 - 0.156
0.390 - 0.751
0.585 - 00663
0. 585 - 0,312
0.582 - 0,702
0.429 - 0,663
0,624 - 0,663
Ocu68 - 0.039
0.585 = 0,429
0.468 - 0,546
0.507 - 0,351
0.468 - 0,234
0.507 - 0.234%
0.23% - 0.585%
0. 507 - 0.11k%
0.156 =) 00585
0.117 - 0,468
0.390 - 0.429
0312 - 0,212
0.23% - 0,517
00039 = 00273
0,312 - 0,507
0,078 - 0,546
0.390 - 0,312
0,351 - 0,468
0. )+29 . oo 507
Oo 273 - Oo 1 56
0.273 = 00507
0.312 - 0.390



Nifios mayores de 6 afios y menores de 16,

B.Total, B.Directa. B.Indirecta.
\

masculino femenino. masculino femenino. masculino femenino.

37.~ 0,468 - 0,468 0.078 - 0.234 0.390 - 0,234
38.~ 0.468 - 0.468 0.234 - 0.156 0.234 - 0.312
9.~ 0,468 - 0.468 0.390 - 0,078 0.076 - 0,390
O.- 0,468 - 0,468 0.:117 - 0,117 0.351 =~ 0.351
l"l.‘ OO%B = O.’+6O 0.078 - 00039 00390 - o. 21
)+2.- 00%8 - 0.”29 0.23"” - 0.351 0.231" - 00078
tﬁ'- 0.429 - 0,429 0,039 - 0.039 0.390 - 0,390
o= 0,429 - 0,429 0.156 - 0.273 0.273 - 0,156
45,- 0,429 - 0.429 0.156 - 0.039 0.273 - 0.390
o= 0,429 - 0,390 0./078 - 0.195 0.351 - 0.1995
47,- 0,390 - 0,390 0.078 - 0.234 0.312 - 0,1%6
48,- 0,390 - 0,390 0.039 - 0.039 0.351 - 0.351
'+9.- 0.390 - 0.390 0-039 - 00156 00351 - 002314’
50e~ 0.351 - 0,351 0.078 - 0.039 0.273 = 0,312
51~" 0-351 - 00190 0.078 - 00039 0-273 - 00351
52.= 0,351 = 0.312 0.078 - 0,039 0.273 - 0,272
o= 0,351 - 0.312 0.117 - 0,039 0.234 - 0.273
4o~ 04351 - 0,312 0,117 - 0.039 0.23% - 0.273
5% = 0,351 - 0,312 0.234 - 0,039 0.117 - 0.273
o= 0,312 - 0,273 0.039 - 0.195 0.273 = 0.19%5
57e= 0.312 - 0,273 0.078 - 0,078 0.23 - 0,195
e= 0.312 - 0,27 0.117 - 0,039 0.195 - 0,234
59.= 0,312 - 0,23 0.078 - 0.1%6 0.234 - 0,078
60.,- 0.312 - 0,234 0.039 - 0.039 0.273 - 0,195
61.- 0.273 - 0.117 0.078 - 0,078 0.195 - 0.039
62,- 0.273 - 0,078 0.117 - 0.039 0.15%6 - 0,039
6&.‘ 00273 0.039 0.231"’
o= 0,27 0.039 0.23%
65.- 0.23 0.039 0.195
66,~ 0,234 0.078 0.156
670- 0.195 0.039 0.156
68,- 0,195 0.039 0.156
69.- 0.156 0.039 0.117
70.- 0.117 0-078 00039
71.' 00078 0.039 00039
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Por los resultados obtenidos podemos con-’
eluir que desde 1 mes hasta los 16 afios el sexo no esta
blecib ninguna diferencia.

Una vez que fué estableeida la igualdad -
entre sexos se compararon los resultados de los dos se-
xos en cada uno de los grupos eon el resto de los gru -
pos eon el objeto de saber si la edad a su vez estable-
efa alguna difereneia significativa,

Los datos relativos a la comparacidn en -
tre grupos se eneuentran consignados en la TABLA No. IV
y se puede ver que solamente el grupo II fué diferente
estad{sticamente de 1os demds en lo referente a B. to-
tal y B. indireeta.

El resto de los grupos no fueron diferen-

tes y hubo dos ocasiones en que fueron idéntieos.
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RANGO

Bilirrubina

Directa

1 mes a

1 afio 0.039-0.429
21 ano
< 2 afios 0.039-0.585
7 2 afnos
< 6 afios 0.039-0.702
76 afios
<16 afios 0.078-0.663

Todos los

grupos 0.039-0.702

En la

TABLA No. 2

Bilirrubina

Indirecta

0.039-0.624

0.039-0.624

0.039-0.741

0.039-0.751

0.039-0.780

TABLA No. 2

(

Bilirrubina

Total

0.195-0.741

0.195-0.819

0.078-0.702

0.078-0.975

0.078-0.975

en los dos sexos
MEDIA

Bilirru- Bilirru-
bina bina In-
Directa directa
0.16 0.28
0.14 0.26
0.18 0.32
0.17 0.35
0.17 0.32

)

Bilirru-
bina
Total

Se concentran los valores de todos los grupos.

Valores encontrados en diferentes edades

DESVIACION ESTANDARD

Bilirru-Bilirru Bilirru-
bina bina In bina
Directa directa Total
0.12 0.17 0.18
0.14 0.16 0.16
0.14 0.16 0.20
0.14 0.18 0.19
0.13 0. 17 0.19



En la TABLA No., III se hace un anilisis
en cada grupo entre los pacientes del sexo femenino y =
los de sexo masculino para establecer si el sexo fué de-
terminante en diferencias estad{sticsmente significati-

vas, tanto para la B. total como para sus fraceiones,
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M AS

Casos
" "

18

18

18

24

24

24

TABLA No.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

DIVISION DE BIOMATEMATICAS

PRUEBA DE

Promedio Desviacidn
X estandard

EDAD DE 1 MES A 1 ARNo

B, total M vs F
0.44 0.19

B, directa M vs F
0:15 0.12

B. indirecta M vs F
0.29 0.19

EDAD MAYOR DE 1 ANO Y MENOR DE 2

B. total M vs F
0.38 0.:15

B. directa M vs F
0.11 0.09

B. indirecta M vs F
0.27 0.16

5 &

n t "

E M E N
Casos Promedio
lln" X
12 0.43
12 0.18
12 0.25
14 0.42
14 0,17
14 025

Desviacidn
estand ard

0.16

0.18

0.13

0.16

Prueba de
"t n

0.185
0.967-

0.740

0.909-
1.681001-

0.371781

P

NS*

NS

NS

NS

NS

NS

Grados de
Libertad

28

28

28

36

36

36



M A S

' Casos
"n"

60

60

60

71

71

71

¢c U L I N O

Promedio
x

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA
DIVISION DE BIOMATEMATICAS

PRUEBA DE

Desviacidn
estandard

EDAD MAYOR DE 2 ANOS Y MENORES DE 6

B.total M vs F
0.50

B.directa M vs F
0.17

B.indirecta M vs. F
0.33

0.19

EDAD MAYORES DE 6 ANOS Y MENORES DE 16

B, total M vs F
0.49

B.directa M vs F
0.16

B.indirecta M vs F
0.33

* No significativa.

0.19

0.13

0.17

LU

Casos

"n"

58

58

58

62

62

62

”"

Promedio

X

0.50

0.18

0

Desviacidn
estandard

0.15

Prueba P
"t"

0.000000 NS

0.801956-NS

0.637267 NS

1.773206-NS

0.795576-N8§

1.281722 NS

Grados de
Libertad

116

131

131



TABLA No.
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

v

DIVISION DE BIOMATEMATICAS

PRUEBA DE " t ".
Casos Promedio Desviacidn vs Casos Promedio Desviacidn Prueba de P Grados de
" X estandard Grupo "nt X estand ard g libertad
GRUPO I B.directa
30 0.16 0.12 2 38 0.14 0.14 0.622587 NS 66
30 0.16 0.12 3 118 0.18 0.14 0.718442- NS 146
30 0.16 0.12 4 133 Q.17 0.14 0.362266~ NS 161
30 0.16 012 5 319 0.17 013 0.405564~ NS 347
B.indirecta
30 0.28 0.17 2 38 0.26 0.16 0.498144 NS 66
30 0.28 Q417 3 118 0.32 0.16 1.207729- NS 146
30 0.28 0.17 4 133 0.35 0.18 1.944444- NS 161
30 0.28 0.17 5 319 032 0.17 1.232703- NS 347
B. Total
30 0.44 0.18 2 38 0.40 0.16 0.969015 NS, 66
30 0.44 0.18 3 118 0.50 0.20 1.495811~ NS 146
30 0.44 0.18 4 133 0.52 0.19 2.103104~- PL.05 161
30 0.44 0.18 5 319 0.49 0.19 1.384121- NS 347
GRUPO II B.directa
38 0.14 0:14 3 118 0.18 0.14 1.532860- NS 154
38 0.14 0..14 4 133 0.17 0.14 1.165999- NS 169
38 0.14 0.14 5 319 0.17 2.13 1.334994- NS 357
B.indirecta
38 0.26 0.16 g 118 0,32 0.16 2.012342- P<.05 154
38 0.32 0.16 4 133 0.35 0.18 0.928045- NS 169
38 0.26 Q:16 5 319 0.32 0.17 2.070250 P<£.05 357



DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION CIENTIFICA
DIVISION DE BIOMATEMATICAS
PRUEBA DE " t "

Casos Promedio Desviacidn vs Casos Promedio Desviacidn Prueba de P Grados de
“a" X estandard Grupo "a" x estandard L libertad
B. Total

38 0.40 0.16 3 118 0.50 0.20 2.806072- P<.01 154

38 0.40 0.16 4 133 0.52 0.19 3.549455- P<,001 169

38 0.40 0.16 5 319 0.49 0.19 2.804349- P«.01 357
GRUPO III B.directa

118 0.18 0.14 4 133 037 0.14 0.565259 NS 249
118 0.18 0.14 5 319 0.17 0.13 0.700182 NS 435

B.indirecta

118 0.32 0.16 4 133 0.35 0.18 1.389725- NS 249

118 0.32 0.16 5 319 0.32 0. 17 0.000000 * 435
B. Total

118 0.50 0.20 4 133 0.52 0.19 0.812446- NS 249

118 0.50 0.20 5 319 0.49 0.19 0.482253 NS 249

GRUPO IV B.directa

133 017 0.14 5 319 017 0: %3 0.000000 * 450
Bindirecta

133 0.35 0.18 5 319 | 032 0.17 1.682368 NS 450
B. Total

133 0,52 0.19 5 319 0.49 0.19 1.531002 NS 450

* Idénticos.



DISCUSION,

El estudio de las caracter{sticas fotoquimi-
cas de un cromdgeno y su relaciédn con las substancias quf -
micas utilizadas en la reaccidn, el cual es formado durante
la investigacién de un compuesto biolégieo normal en el or-
ganismo, as{ como la concentracidn que este compuesto alcan
za en personas ausentes de patologf{a, plantea un anilisis -
sistemdtico, que a la vez que resulta fascinante ocasiona -
problemas de solueidn a veces diffeil.

La euantificacién de bilirrubina ha sido mo-
tivo de miltiples discusionos.acerca de las ventajas y des-
ventajas de los numerosos métodos que actualmente existen,
particularmente cuando ésto se refiere a muestras bioldgi-
cas provenientes de pacientes 2 los que hay necesidad de -
hacer varias determinaciones en corto tiempo, y en los ecug
les solamente es posible tomar peéueﬁos volimenes, como --
sucede en el recien nacido. Este es el problema que he tra
tado de analizar en este trabajo.

El primer obstéculo aue se plantea en este
tema es el de preparar un patrdn que reuna las caracter{s-
ticas sefialadas por la American Academy of Pediatrics, el
College of American Pathologists, la American Association
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of Clinieal Chemists y el National Institute of Healt, -
el cual si es preparado en el laboratorio, puede conver-
tirse en una limitacién grande al estudio en gran escals,
por lo tedioso que resulta la preparacidén del estamdard.

El haber contado con soluciomes valora-
das de procedencia comercial, cue reunen las caracter{s-
ticas mi{nimas recomendadas por dicho comité y que somn --
las siguientes:
a),~ Tiene éue estar liofilizado.
b),- Envasado en fraseo émpula sellado y de color émbar.
¢).~ Que contenga protefnas en una concentracidn minima

de 5.0 gramos por ciento y '
d)e=- Que pueda ser usado inmediatamente después de pre=-
parado,

Lo que permitid estudiar con facilidad
el comportamiento éptico a diferentes concentraeiones y
lograr de esta manera trabajar con curva de calibracién
6 bien relacionar la lectura de la solucidn patrén a la
coneentracidén del problema, en base a la linearidad =--
obtenida,

Por los resultados obtenidos se puede -
ver aue ambas situaciones son factibles de manera abso-
luta dentro de un rango clfnico muy Gtil, con el estan-

dard comercisl empleado.
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Los coeficientes de variacidn obtenidos a
eoncentraciones superiores a 4.2 mg/% indican oue la reprg
ducibilidad del método es b;stante satisfactoria ys aue se
encuentrz por abajo del 5 %, bastante cercanas s las obteni -
das por MICHAELSSON para un mscrométodo nue utilizabas el -
mismo principio cue yo emplee (20),

A concentraciones menores de 4 mg el coe-
ficiente de variacidn se incrementa por lo aue es recomen-
dable cuando se trabajan problemas de pacientes sin icterji
cia o muy ligera, duplicar si es posible la cantidad de --
suero.

En relacidn a la especificidad de la reag
eién colorida, se puede ver aue a la longitud de onda em -
pleada solamente absorbe luz en grandes cantidades la azo-
bilirrubina alcalina, sin embargo a concentraciones muy bg
jas el resultado puede ser afectado por la coloracién ama-
rilla obtenide de 1la combinacidén de diazo-reactivo-cafefna
y ademés por la absorcién natural del suero, de lo que se
deduce nue es conveniente oue ambos elementos absorbentes
se encuentren presentes en é1, partieularmente los de baja
concentracién en bilirrubina.

El estudio del tiempo suficiente para de-
sarrollo del color de la bilirrubina directa demostré que

el tiempo de 1 minute sugerido por DUCCI Y WATSON (10),-
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es totalmente insuficiente para que el glucurdédnido de bili-
rrubima reaccione con el diazo-reesctivo, lo cual ya habfa -
sido observado por varios autores. (13) y (14).

La determinacién del tiempo Sptimo de -
desarrollo de color considero que puede ser un aspecto muy
importante en la cuantificacién de las fracciones.

Asf mismo fué Gtil conocer en las condi
eiones experimentales del disefio descrito aquf, el tiempo -
de desarrollo de color para la B. indirecta que como se dig
cute en el capf{tulo de generalidades, requiere de un acele-
radoy para acoplarse al diazo-reactivo, eomo el color desa-
rrollado es muy estable se puede contar con un mérgen para
la medicibén fotométrica.

La preocupacidén que sugiere el acopla-
miento esponténeo entre la B, indirecta y el diazo-reacti
vo quedd eliminada en el método por la incapacidad que --
tiene dicha bilirrubina para acoplarse en un pH extremada
mente bajo, lo eual ya habfa sido descrito por HENRY (1k4)
atribuyéndose este hecho a que la bilirrubina indireeta -
es insoluble en 4cido.

Con relaeidén a la concentracién de dia-
zo-reactivo, cantidades creclentes producen un desarrollo
Sptimo a partir del ecual no se mejora la reaceidn sino --

que la inhiben en parte, probablemente porque el icido -~
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clorhf{drico en exeeso de este reactivo, transforma el ben-
zoato de sodio en &cido benzoieo, el cual es inhibidor de
la reaceidédn de aeoplamiento.

El dcido asedrbico que inhibe completa -
mente la reaceidén de la bilirrubina con el diazo-reactivo
debe ser manejado econ cuidado para evitar la contaminaeidém
en la muestra 6 en los reactivos, ya que pudiera produeir
error en la determinaeidén. Por 1o que se cree conveniente
respetar el érden de adieién de la muestra y de los reae-
tivos en los tubos "blanco™ y "problema" para eliminar es
ta posibilidad. Esta recomendaeidn es tambien de importap
cia en lo que se refiere a cafeina,

Con relacién a la estabilidad del color
formado por la azobilirrubina alcalina se pudo estable =
cer que es bastante satisfactoria ya que solo hay un deg
censo de 3 % en un lapso de 2 horas, lo que no altera el
resultado final ni la interpretaeién clinica.

La hemblisis econstituye uno de los pro-
blemas més importantes en la determinacién de la bilirry
bina por la gran inhibicién de eolor que produce, En es-
te estudio se ha podido llegar a demostrar que ésta puede
ser hasta de 20 £ y que por lo tanto débe tenerse espe -
eial cuidado en la toma del producto para evitar el error

de este factor.
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Este fendmeno ha sido descrito previamen-
te aunaue econ resultados ligeramente diferentes; GAMBINO -
obtuvo un méximo de 15 % de inhibicidn (13) y MICHAELSSON
de 6 a 8 % (20).

Con relacién a las cifras encontradss en
poblacidn aparentemente sana, dos tipos de consideraciones
es necesario hacers:

La primera se refiere a la diferencia epn
tre sexos. Por los resultados obtenidos aguf, a ninguno de
los grupos estudiados se enecontrd diferencia estadistica -
mente significativa, eondicionada por el sexo.

No pudimos encontrar literatura que con-
firmara o negara este hecho por lo que no hacemos més econ-
sideraciones al respecto y simplemente se asientan los re-
sultados obtenidos.

Se sabe que en el recien nacido en con-
diciones normales la concentracién de bilirrubina alcanga
el méximo valor. Sin embargo estos valores descienden ré-
pidamente después de los primeros 7 dias de vida hasta s}
canzar la cifra que orécticamente se mantiene estable du-
rante toda la vida. En estos casos no se estudiaron pacien
tes menores de 1 mes porque no podemos hacer consideracio-

nes en este sentido. Sin embargo 1llama la ateneidn que un
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grupo fué estad{sticamente significativo en lo que se -
refiere a B. indirecta y total, que fué el grupo com -
prendido entre 1 y 2 afios (GRUPO II), No tengo explica-
cién para este fendmeno, sobre todo porque esta diferep
cia fué en el sentido de un valor méds bajo y por lo tap
to totalmente dentro del rango de valores normales para
todos los grupos.

En el resto de los grupos no existié nin-
guna diferencia lo cual confirma lo anteriormente dicho
de 1la estabilidad de esta constante bioldgica a través
de los afios.

Con relacidén a los valores encontrados =
en todos los grupos, éstos son ligeramente menores a -
los reportados por autores como GAMBINO (13) que da va-
lores entre 0,15 y 1.2 mg o los sefialados por GARTNER
(17) que da el valor de 1la B. total normal hasta de 1.5
mg y estd de acuerdo con los reportados por Mac DONALD
que dan de O a 1 mg. '

No tengo explicacidén precisa para estas -
diferencias, sin embargo se puede aducir oue la gran --
sensibilidad del aparato usado en este estudio, el cual
puede medir hasta 0,001 de unidades Spticas, podria re-
presentar una mayor po#ibilidad de acercamiento a1 valor

exacto.

66



RESUMEN Y CONCLUSIONES.

l.- Se tratan generalidades sobre los pigmentos biliares.
As{ como una breve historia sobre la metodologia empleada
para la determinacidén de bilirrubinas.
2,- Se describe el método JENDRASSIK Y GROF que se siguid
en este trabajo y que difiere del original en la eantidad
de muestra utilizada, ya que aqui utilizo 0,025 ml. en --
vez de 0,05 ml, determindndose tambien el espectro de ab-
soreidén para saber a qué longitud de onda deberian hacer-
se las lecturas. GRAFICA No. 1.La longitud de onda obteni
da fué de 600 nm,
3.~ Se estudib la influencia de diferentes factores sobre
el método, como estid sefialado en la GRAFICA No., 3 en don-
de se hacen variar los distintos reactivos utilizados.
Por los resultados obtenidos en este tra-
bajo se concluye lo siguiente:
Dependiendo de 1la influencia de los diferentes fastores -
en el método, las cantidades usadas de los reaetivos no -
producen variacidén alguna en la reaeccién, pero deberi =
usarse siempre un blanco de suero para compensar 1as ab-
sorciones no espeeificas.
El método estudiado presenta la ventaja -
de su simplicidad, dada las pocas manipulaciones necesa.=

rias para su ejecucién.
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