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I INTRODUCCION

El recién nacido puede presentar elevadas cantidades
de bilirrubina (Bb) en padecimientos como la incompatibilidad

de grupo ABO y Rh.

Se ha establecido que la Bb circulante se une a la -
alblmina del suero y que el kernicterus resultante de la neu-
rotoxicidad de aquella en el infante hiperbilirrubinémico, no
‘tiene correlacidén directa con la cantidad de Bb no conjugada-
(indirecta), pero si depende de la presencia de la Bb libre, -

difusible, la cual no estd unida a las proteinas del suero. (1)

Sin embargo, la presencia de esta Bb libre puede ser
el resultado de deficiencia de albGimina, modificaciones en -
sus sitios de fijacidén o por alteraciones del equilibrio &ci-
do-bédsico, ya que la reduccién en el pH produce un incremento-
en la concentracidn de Bb libre. (2)

En el presente estudio se pretende correlacionar la-
concentracidén de Bb libre con el porciento de saturacién, ya

que se sabe que aniones orginicos como las fenolsulfoftaleinas,



dcido sulfanilico, salicilato de sodio, (2] oleato de sodio, -

diuréticos (5) y antibioticos, (4] producen un desplazamiento

de la Bb previamente unida a la albGmina.

En base a este tipo de desplazamiento, se ha utiliza
do una cantidad estandarizada de solucidn de salicilato de -
sodio que ha sido afiadida . a sueros de neonatos ictéricos-
para conocer en forma indirecta el grado de saturacidén de la-
albGmina con la Bb, (2) con la finalidad de proporcionar al -
neonat6logo una informacidn mis que le facilite tomar medidas
que mejoren el estado del infante Y permita un control adecua

do en el transcurso de estas hiperbilirrubinemias.



II. GENERALIDADES

A) EL CICLO METABOLICO NORMAL DE LA BILIRRUBINA.- -
Involucra tres pasos fundamentales: a) Formacidn, b) Circula-

cién y c) Conjugacidn.

a) Formacidn.

El eritrocito del recién nacido es de mayor tamafio -
que el del adulto normal y posee mayor fragilidad osmbtica co
mo consecuencia de su forma esferocitica, lo cual disminuye -
su vida media a 60-80 dias; es decir, 2/3 de la del eritroci-

(5)

to adulto normal.

Consecuentemente, existe una mayor oferta de Hemoglo
bina (Hb) al metabolismo, la Hb es transportada por via plas-
mitica mediante un transportador especifico, la alfa-2-hapto-
globina, al sistema reticuloendotelial, (SRE) donde el hierro
y la globina son liberados y reaprovechados, pero el grupo --

hem es metabolizado a Bb luego de varias etapas.

Se ha demostrado que solamente la Hb unida a hapto--

globina se transforma a Bb; el resto permanece circulando en-



el plasma como pigmentos no plenamente identificados afin, co-
nocidos como hemina hematina, cuyo acarreador plasmiatico es -
la "albGmina". Este complejo albdmina-hematina puede identi-
ficarse en el plasma por la absorcién espectrofotométrica a -

415 nm,

Considerando que un gramo de Hb produce 35 mg de Bbjs
se producen al dia 23 mg de Bb que, para la volemia del re- -
cién nacido de 85 ml/kg, representa una concentracién de .9 -
mg/1 (%)

A esta produccidén normal debemos afiadir que el neona
to posee otras fuentes de produccién de Bb, llamadas de '"cor-
tocircuito'", provenientes del metabolismo de proteinas que po
seen también grupos hem, cuyo retorno neonatal es mayor que -
el del adulto. Ejemplos de ellos son la mioglobina, el cito-

cromo C, las catalasas, (6) etcy

Se ha calculado que el aporte de Bb por esta via - -

constituye alrededor del 20% de l1a bilirrubina total.
b) Circulacién.

La Bb es casi insoluble en medio acuoso y con tenden

cias a producir soluciones sobresaturadas y/o coloidales.



Como tal, debe ser disuelta para ser transportada. De alli -
que se una a la alblimina sérica y forme con ella un complejo-
macromolecular hidrosoluble reversible que en ciertas condi--
ciones puede disociarse. La Bb libre puede difundir fuera --
del espacio vascular y ejercer su accidn téxica sobre las es-

tructuras nerviosas (5).
c) Conjugacidn.

Para su defensa, el organismo dispone de un sistema-
destoxificante cuyo objetivo final es la eliminacién de la --
Bb mediante su hidrosolubilizacidn, reduccién Yy posterior ex-
crecidn, que para su mejor estudio puede dividirse en tres --

etapas:

1. Captacidn
2. Conjugacidén

3. Excrecidn
c.1 Captacidn

Seglin Odell (2), basado en los estudios de Martin, -
existe una relacidn estequiométrica entre la Bb libre, la al-
bimina, y el complejo Bb-Alb, y por medio de dicha relacidn -

se conoce la concentracién de la Bb libre (texicalls



Del mismo Martin son las sig. ecuaciones:

[35) + (M) T——= [Bb-a13) (1)

(Bb-A1g) _ " (10
Bafad

Donde Bb es igual a la Bb libre, potencialmente difu

sible, cuya molécula es ultrafiltrable.

El complejo Bb-Alb es igual a un complejo anién-pro-
teina que, ademds, es una molécula no ultrafiltrable. La - -
constante de asociacién de la Bb unida a 1la proteina es alta-

y sus cifras son 5.6 x 10’ mol/litro (7).

La Bb circulante en el plasma es conducida al higado
y captada por dos proteinas del citosol interno del hepatoci-
to. Estas proteinas, denominadas "Y" (principal) y "z" (acce
soria), captan selectivamente todos los aniones de cierto ta-
mafio que atraviesan la circulacién hepdtica, tales como colo-

rantes, medicamentos (salicilatos) y aniones téxicos como la-
Bp (3

Estas proteinas no son especificas del higado pero -
si se encuentran en mayor abundancia en el hepatocito. El1 --
neonato posee un contenido mds bajo de lo normal, que facil--

mente puede aumentarse con tratamiento a base de fenobarbital

(5)



Pueden interferir con la capacidad de la alb@imina pa
ra unir Bb en el plasma, factores como aniones orgdnicos (he-
matina), &dcidos biliares, incrementadas concentraciones de --
iones hidrdgeno, drogas anidnicas y dcidos grasos (2). Se ha
demostrado que la alblimina en los nifios puede tomar una confi
guracidén cuaternaria y que la albGmina humana cristalizada tic
ne una configuracidn terciaria que es mis adecuada para unir-

la primera mol de Bb (8).

Athanassiadis y colaboradores (%) han demostrado por
una técnica electroforética que la Bb es captada por alfa1 ==
-globulina, alfaz—globulina, y betaz—globulina; la Gnica glo-
bulina que no capté Bb, afin a niveles elevados, fué la gamma-
globulina. Cuando ya se han saturado todos los sitios de la-
molécula de albdmina, entonces aparecen las fracciones globu-

linicas fijando Bb.

Neesby y colaboradores Ca desarrollaron la técnica-
de la capacidad residual de fijacién de la Bb dando a un pa--
ciente alimentos grasos y observaron que la interferencia que
existia entre la Albfimina y los 4cidos grasos no esterifica--
dos no era tan grande, es decir, que la albdmina tiene mayor-
afinidad por la Bb que por los &4cidos grasos y que, ademis, -
la capacidad residual de fijacién de la Bb no varia dando es-

te tipo de alimentacién.



C.2 Conjugacibn.

Una vez dentro del hepatocito, una serie de enzimas-
del sistema reticuloendotelial cataliza una cadena de reaccio
nes entre la Bb, uridindifosfoglucosa (UDG), adenosintrifosfa

to (ATP) y nicotinadenindinucleotido (NAD) .

Figura No. 1

UDP-GLUCOSA + NAD*  UDPG-DESHIDROGENASA , ¢ ypp_GLUCURONICO

€
<

+ NADH' + H*

GLUCURONILTRANSFERASA .
2AC : UDPG-GLUCURONICO + Bb = = 2UDP '+

Bb-DIGLUCURONIDO

De este complejo enzimitico se destacan la UDP_gluco
sa-deshidrogenasa y la glucuroniltransferasa (GT) (6). Los -
prematuros sufren kernicterus con mds frecuencia que los ni--
flos a término por un retraso en la actividad de la GT del hi-
gado inmaduro de todos los recién nacidos, por lo que apare--

ce la Bb libre no conjugada.

La Bb libre normalmente estd en una concentracidn de
1/20 000 de la Bb total del suero, y en la concentracién de -

20 nanomoles/litro o .117 microgramos/litro de Bb libre. L7



Mas, seglin la adaptacidén del neonato a su nueva vida
y a medida que aparecen,la proteina hepdtica "Y" y la GT, se-
incrementa el grado de conjugacidén de la Bb con el dcido glu-

curdnico.

Este sistema, cuya actividad comienza perceptiblemen
te a partir del primer dia de vida, se encuentra casi inacti-

vo en la vida intrauterina.

Sin embargo, en los mamiferos este mecanismo se acti
va prematuramente ante una oferta también prematura de Bb, co

mo ocurre por ejemplo, en la ictericia materna.

La Bb conjugada por esta via corresponde a un 90% de
la captada por el higado, y el resto es conjugada con sulfato

(5)

y otros aniones

c.3 Excrecibdn

El producto formado, hidrosoluble, es segregado por-
el hepatocito dentro de los sinusoides mediante el mecanismo -
usual: sistema vascular citoplasmitico, aparato de Golgi y --

exocitosis.

Cuando este sistema falla, las vesiculas de producto

se acumulan en el citoplasma del hepatocito y el higado adquie
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Te un tinte amarillo-verdoso; microscdpicamente el lobulillo-
hepdtico se ve invadido de depdsitos caracteristicos, conoci-

dos como grdnulos de lipofuscina (5).
c.3.1 Excrecidn extrahepdtica

Conjugada y excretada dentro de los sinusoides, la -
Bb se encuentra en forma de complejo macromolecular de compo-
sicién no definida y naturaleza coloidal, solubilizada en la-

bilis junto con sales biliares, fosfolipidos, y colesterol.

El contenido biliar es descargado en el duodeno por-
medio de las vias biliares extrahepiticas, donde la flora bac
teriana intestinal reduce la Bb conjugada a urobilindgeno, el

cual se excreta finalmente como urobilinégeno fecal.

Parte del urobilindgeno se reabsorbe en el intestino
Yy pasa a la circulacién, de la cual es dépurado por medio del
rifion y excretado en la orina como urobilina urinaria. Figu-

ra No. 2
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1 Circulacidn

| Bb-alb-Bb

/
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1
! Intestino )
1

:Urobilinégeno

Urobilina :
fecal J

]
'
L3
i
1

Metabolismo normal de la Bilirrubina.
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B) METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA EN EL RECIEN NACIDO.

Presenta una variante respecto a lo anteriormente ex
presado por la esterilidad del intestino neonatal Y su mayor-
actividad beta-glucuroniddsica, por lo que en lugar de urubi-
lin6geno se obtiene Bb libre por hidr6lisis del diglucurénido
Y, dada la liposolubilidad de aquella, se reabsorbe en el in--
testino y regresa al higado por medio de la circulacién por--

tal.

Se cierra asi un circuito conocido como "recircula--
cidén enterohepdtica', que disminuye la eficiencia en la excre

cién del pigmento (5). Figura No. 3.

Una porcidén menor de la Bb escapa a la reabsorcidn, -
se oxida al aire yse elimina como biliverdina en las heces --

neonatales, dindoles a &éstas su color verdoso caracteristico

(6]
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r- A Circulacién — =
:Bb-alb-Bb | portal o= == {Bb conjugada:

I
i /Q?\\.)' Higado | | ! |

Ky

Y

A Y
3

&\\ Absorcidn_
. Hematies Intestinal.

3

'
' ' P ==
/ | Intestino i

Meconio 7

> --
/
v

- — St “
[ J = i
: B111verd1na: . Beta-glucuronidasa

Figura No. 3.- Metabolismo de la Bilirrubina en el..recién

nacido.

C) METABOLISMO FETAL DE LA BILIRRUBINA.

El sistema de conjugacién fetal casi no posee activi
dad en la vida intrauterina, pero puede activarse ante una --
oferta anormal de Bb, ya sea por ictericia materna o por hemo

lisis propia acelerada (incompatibilidad ABO y Rh).

Por lo tanto, hay dos formas de excrecidén del exceso
de Bb: 1) La circulacidn placentaria puede captar Bb fetal -
debido a su mayor concentracidén de albfimina, proceso poco efi
ciente por que requiere mucha energia. 2) La excrecidn fetal

hacia el liquido amnidético. De aqui la utilidad de la amnio-
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centesis en los casos de incompatibilidad de Rh y ABO, parti-
cularmente la de Rh, pues la ictericia del liquido amnidtico-
da una medida bastante exacta del estado de gravedad de la --

afeccidn (5).

La presencia de ambos tipos de Bb (libre y conjugada)
sugiere no s6lo que existe excrecién del pigmento por el higa
do, sino que es también un reflejo de la capacidad hepitica -

de conjugacidén. Figura No. 4

Plasma materno Plasma Fetal Liquido amnidti-
CO.
2Bbe ; e
——2Bb~ 2Bbe—
i + Al b2+ * o
A}E ap? BL ArpH* Alb
Bb-alb-Bb 1 l
- Bb-Alb-Bb
Placepta igado
fej?l
Bb Bb
Conjugada e e Conjugada

Figura No. 4. Metabolismo Fetal de la Bilirrubina.



15

D) PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA BILIRRUBINA.

Molécula de bilirrubina

?OOH COOH
CH H

H3 l 2 2
H

2

/\CH
!

La Bb posee una cadena tetrapirr6lica abierta, con -

|

varios dobles enlaces conjugados que explican su hidrofobici-
dad y su caracter crombgeno. En condiciones fisiol6gicas - -
(pH = 7.4 y 300 mOsm) y en ausencia de proteinas, se disuel--
ven 6.10‘5 g/litro de Bb; en presencia de ellas la solubili-

dad es de alrededor de 0.1 g/litro.

Sin embargo, los datos obtenidos son bastantes con--
tradictorios dada la tendencia de la Bb a formar soluciones -
sobresaturadas y a la disparidad de los procedimientos emplea

dos.

La solubilidad de la Bb aumenta en presencia de 41-
calis, pues es un dcido débil. También es soluble en cloro--
formo y &éter, pero poco soluble en metanol. Ademds, puede di
sociarse o disolverse en soluciones acuosas de urea, benzoato

0)

de sodio + cafeina, (1 acetamida etc.



Posee también propiedades espectrofotométricas, con-
un mdximo de absorcidén a 453 nm en cloroformo, con una absor-
tividad molar de 60 100. En solucidn acuosa alcalina presen-
ta un pico de absorcidn entre 420 y 440 nm, que sufre un des-
plazamiento hacia 460 nm en presencia de seroalb@mina huma- -

(2),

na

La diferencia de las densidades 6pticas entre Bb con
jugada y Bb libre se interpreta como la cantidad de Bb despla
zada de la albGimina. Los aniones orgdnicos como el salicila-
to de sodio, oleato de sodio, dcido sulfanflico, sulfisoxazo-
le y fenolsulfoftaleina producen este desplazamiento de la -

Bb, pero el mejor en este aspecto es el salicilato de sodio.

La naturaleza del complejo Bb-Alb se ha discutido am
pliamente y, por la ecuacidn de la ley de accidén de masas, --

existen acuerdos generales sobre los siguientes puntos:

_El complejo posee, a pH fisioldgico e in vitro, dos -

moles de Bb por mol de albtmina.
_La unién seria de tipo electrostdtico, uniéndose los
carboxilos de la Bb a los grupos amino libres de la albGmina.-

Esto explicaria su pH dependencia.

La formacidn de este complejo, o su disociacidn, si-
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gue la ley de accién de masas. Figura No. 5

(5] + [ap*] — [Bb-a1p] **

[Bo-a1g™* (85" —— [Bb-A1b-BD)

as _ [Bb-ain] ** . 8
K.l [W 1 X 0
o el e

1 K?s
as _ [Bb-A1b-Bb]  _ 4
%2 [8b7%] [Bb-a16""] Sl
di d
< —*K%s =0 Vi

Figura No. 5. Disociacién del Complejo Bb-Alb (Ley de
Accidén de masas).

En soluciones acuosas la Bb se oxida ficilmente a bi
liverdina, mds rdpidamente la conjugada que la libre, aunque-
€sta lo hace facilmente en medio alcalino Yy en presencia de -
trazas de metales bivalentes; esta oxidacidn puede evitarse -

con dcido ascérbico, EDTA y alb@imina humana.

Por debajo de pH = 7.8, la solubilidad de la Bb 1i--

oo 11
bre, asi como su unidén a 1la proteina, se reducen ( ),



18

La Bb no unida es un anién orgdnico débil que migra-
en un campo eléctrico en forma diferente a la Bb unida (9).

(12)

Trevin y Cols efectuaron estudios de la accién
del ditiotreitol en soluciones de Bb, encontrando que este --
producto protege a la Bb de la oxidacién por lo menos durante

6 dias.

Ademds, el ditiotreitol no modifica la unién de la -
albiimina con la Bb en concentraciones de 194 mmol/litro, pero

si la formacidén de azobilirrubina.

El mismo Trevin y Cols (453 efectuaron un estudio so
bre la accibén que pueden tener los diferentes anticoagulantes

en caso de emplearse para la determinacién de la Bb.

Con las sales de sodio del anticoagulante probado, -
la formacién de la azobilirrubina fué igual a la producida en

Suero.

La cinética fué independiente de la clase de acelera
dor; en cambio, con la sal de potasio de todos los anticoagu-
lantes probados, especialmente con EDTA, se observd una ciné-
tica de diazoreaccién mds baja. El miximo fué alcanzado des-
pués de 16 minutos y el efecto fué dependiente de la concen--

tracidn de potasio. Se ha observado el mismo efecto con el -



19

amortiguador de fosfato de potasio, por lo que deben usarse, -
en el caso de emplear algun anticoagulante, aquellos que con-

tengan sales de sodio.

Neesby y Cols (7 determinaron que en una muestra --
tratada por fototerapia la Bb determinada en forma fotométri-

ca puede declinar mds que la determinada quimicamente a tanto

como .3 mg/l.
E) TOXICIDAD DE LA BILIRRUBINA.

La Bb no conjugada posee efectos téxicos manifestdn-
dose como inhibidor de la fosforilacidn oxidativa Yy, por lo -

tanto, de la respiracidn celular (5).

Estructuras bioldgicas como los mitocondrias captan-
in vitro Bb libre (14), con evidente alteracidn estructural -
caracterizada por hinchazdén y aumento de tamafio, hialiniza- -
cidn de sus crestas y pérdida del contenido de su matriz lo -

cual la incapacita para cumplir su funcién endocelular.

Los hechos experimentales inducen a creer que el me-

canismo de accidén téxica se produce en dos etapas:

a) A bajas concentraciones la Bb debe completar algfin catidn

: . . i
esencial para el control respiratorio (supuestamente Mg )
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sito en la membrana mitocondrial, creando un complejo no-
disociado. El control de la respiracién.se pierde y su -

velocidad aumenta.

b) A altas concentraciones la Bb, puede inhibir enzimas res
piratorias unidas a la membrana mitocondrial, tales como-
la NADH-oxidasa, succinato-Oxidasa, citocromo C-oxidasa,-

(fielei

Ademds, la liposolubilidad de la Bb favorece su fija
cidén sobre la membrana y la fijacién de Mg++, que estd involu
crado en el control de la permeabilidad de la misma, distor--
sionando asi la selectividad osmética, con lo que se produce-
una absorcidn inespecifica de electrolitos, seguido de un - -

transporte pasivo de agua al interior de la mitocondria (5).

El poder tdxico se pierde por oxidacién, ya que, se-
gin se demostrd, la biliverdina no es téxica (10). En cambio,
poseen efecto depresor sobre la respiracidn tisular la hemati

na y la mesobilirrubina.

La liposolubilidad de la Bb determina su distribu- -
ci6én, ya que es captada preferentemente por los tejidos con -
abundante contenido lipidico, como el celular subcutdneo (cau
sando la ictericia clinicamente visible) y el nervioso, cuyos
oligodendrocitos y células de Schwann elaboran la mielina, --

fosfolipido que cumple importantes funciones de sostén, aisla
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- . . : : 5
miento, y conduccién del impulso nervioso ( ),

MOLECULA DE BILIVERDINA

Ya que la mielina determina la divisién del tejido -
nervioso en la sustancia gris y blanca, siendo la primera la-
que posee mayor abundancia de sustancia intercelular lipidica,
se comprende que la Bb se fijard con preferencia sobre la sus

tancia gris.

Al afectar la Bb los niicleos grises del sistema ner-
vioso central (SNC), se produce la enfermedad conocida como -
"kernicterus", caracterizada por dafios neuroldgicos irreversi
bles de diversos matices de gravedad que, inclusive, pueden -

(2)

causar la muerte

Athanassiadis proporciona como limites peligrosos y-
de alto riesgo de aparicién de kernicterus, los niveles de Bb
libre de 2.0-2.5 mg/1 y Neesby de 20 nanomol/l & 0.17 micro--
gramos/1 de Bb libre. La Bb directa no tiene importancia pa-

ra la produccién de éste padecimiento.
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F) DIFUSIBILIDAD DE LA BILIRRUBINA.

La toxicidad de la Bb estd condicionada a sus posibi

lidades de difundir fuera del espacio vascular.

Analizaremos ahora una serie de conceptos bdsicos pa
ra entender el problema. Son de uso comiin Bb total (BT), di-
recta o conjugada (BD) e indirecta (BI), mal llamada libre, -
clasificacién basada en la diferente reactividad frente al --

dcido p-diazobencensulfénico (reaccién de Van den Bergh).

Sabemos que la BD es el diglucurénido de Bb, hidroso
luble, transportada en el plasma por la albfimina y las alfaz-
globulinas (no es tdéxica y, en caso de sobreproduccién, puede
ser eliminada facilmente por el rifién y aparecer en la orina).
Reacciona con el dcido p-diazobencensulfénico directamente en

(15)

medio acuoso

Se conocen como BI a todos los pigmentos que reaccio
nan con el dcido p-diazobencensulfénico en medio hidroalcoh6-
lico, comprendiendo asi a la Bb no conjugada transportada por
la albGmina plasmitica, y la no conjugada y ni unida a la albd--
mina, es decir, realmente libre, potencialmente difusible, --
que estaria en forma idnica, con sus dos carboxilos no proto-

(5)

nados
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Una comunicacién reciente sefiala los valores de las-
constantes de asociacién para los sitios activos de la alblmi

na (figura No. 5).

De los valores K1 Yy KZ pueden extraerse sus recipro-

cos,es decir, las constantes de disociacién del complejo: que

9

serian: K1 = 2 x 10S M para el primer locus, Yy K2 =7 x 107 °M

para el segundo, lo que demuestra la gran afinidad existente-

(5)

entre la Bb y la albGmina

Estudios de este complejo mediante espectros de ab--
sorcién sefialan que la alblimina envuelve a la Bb, que se uni-
ria mediante sus carboxilos a los restos bdsicos hidrofébicos
de lisina, histidina, arginina y tiroxina; evidencias de que-
estos grupos estidn envueltos en los sitios activos pueden ob-
tenerse midiendo la pérdida de afinidad ante modificaciones -

quimicas de los mismos.

Queremos insistir sobre la pH-dependencia del comple
jo, ya que es comlin que el recién nacido presente acidemias, -
ya sea de tipo metabdlico o respiratorio. Eso explicaria la-
menor capacidad de transporte del suero neonatal frente al --
suero del adulto normal. Ademds, debe recordarse que el re--
cién nacido prematuro presenta frecuentemente hipoproteinemia
con hipoalbuminemia, que evoluciona de acuerdo a la alimenta-

cidn.
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G) LA BARRERA HEMATOENCEFALICA Y EL PASAJE DE BILIRRUBINA.

El concepto de barrera hematoencefdlica, antes atri-
buido a los "pies chupadores'" de los astrocitos, es ahora con

cebido de una manera funcional (5).

Se sabe actualmente que los capilares que irrigan el
SNC presentan fenestraciones o perforaciones de pequefios tama
flos, que dejarian pasar pequefias moléculas pero no células ni
macromoléculas, lo que podria explicar la formacidn de 1liqui-

do intersticial a este nivel.

Adquiere asi gran validez el modelo de Odell (D)
(Figura No. 6), segiin el cual la Bb difusible existiria en --
equilibrio entre el plasma endovascular e intersticial, de --
acuerdo a las respectivas concentraciones de alblmina, y po--
dria ser captada desde el plasma intersticial por alguna pro-

teina endocelular citoplasmdtica que tuviera alta afinidad --

por ella.
PLASMA LIQUIDO INTERSTICIAL CITCPLASMA
g 2 < -2
gBp F ST e Lok S Bb
+ + 3
P
Alb4+ N > Alb4+ Proteinas
lT celulares
Bb-Alb-Bb Bb-Alb-Bb Eab-proteinas
celulares

Figura No. 6. Modelo de 0dell sobre difusidén de la bilirru-
bina.
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Los hechos experimentales de algunos autores afirman

esta hipdtesis y conducen a las siguientes conclusiones:

— En ratas Gunn (ratas Wistar con ictericia idiopadtica trans
mitida genéticamente por un gen recesivo) no se pudieron-
demostrar diferencias significativas de permeabilidad a -
la Bb entre animales adultos y recién nacidos. (Sin em--
bargo, debe tenerse en cuenta que se emplearon concentra-
ciones séricas de Bb entre 3.0 y 5.0 mg/1l, mucho mis al--
tas que las que normalmente se encuentran en una icteri--
cia neonatal). Esto desafia el concepto de inmadurez neo

natal de la barrera hematoencefdlica.

— Se sabe que el desarrollo de la barrera hematoencefdlica-
y hematocefalorraquidea (hem-LCR) guarda un estrecho para
lelismo. De alli el uso que han hecho de la Gltima los -
investigadores para establecer algunas conclusiones sobre
pasaje de Bb al SNC.. Se ha encontrado que la concentra--
cién de Bb en el liquido cefalorraquideo (LCR) guarda una
correlacién directa con su concentracidn proteica, pero -
no con la Bb en el plasma. El hecho de que el LCR neona-
tal normal posea mayor concentracidn proteica que lo nor-
mal y que en presencia de dafios neurolégicos la concentra
cién proteica del LCR aumente, ha servido de base, junto-
con otros experimentos, a fortificar la creencia en la in

madurez neonatal de la barrera hematoencefdlica. Otra --
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evidencia puede encontrarse en el paralelismo entre -
los proteinogramas del suero y el LCR de neonatos que

no posean enfermedades inflamatorias del SNC.
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III. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.

El material biol6gico utilizado en éste estudio estu

vo constituido por 115 muestras divididas en dos grupos.

GRUPO #1.

48 muestras obtenidas por puncidén venosa de pacientes adul
tos del servicio de Gastroenterologia del hospital general --
del Centro Mé&dico la Raza del I M S S, sin problemas hemoliti

cos y con ictericia de origen hepdtico y posthepdtico.

GRUPO #2.

60 muestras obtenidas por puncidén capilar del taldn de ni-
fios de entre 1.y 7 dias de nacidos, internados en el servicio-
de Neonatologia del mismo hospital, los cuales presentaban ic

tericia por incompatibilidad ABO y Rh.

Los sueros fueron separados por centrifugacidén den--

tro de la primera hora después de haber obtenido las muestras.
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Las determinaciones se llevaron a cabo en un tiempo-

no mayor de una hora, protegiéndolas de la luz.

En todas las muestras se determinaron bilirrubinas -

por el método dehhlhw‘ﬁmlm1-(1s) y el desplazamiento de la -

Bb por salicilatos empleando el método de Odell (2).

El objetivo de la determinacién de las bilirrubinas,

conjuntamente con la prueba del desplazamiento, fué tratar de

correlacionar el desplazamiento con la cantidad de Bb libre -

existente.

MATERIAL Y REACTIVOS.

1. Material com@in de laboratorio
2. Espectrofotémetro modelo PM2DL
3. Reloj marcador de tiempo

4. Centrifuga clinica.

1. Metanol absoluto, grado reactivo

2. Solucidn de dcido sulfanilico.- Disolver 100 mg de
sulfanilico-en 1.5 ml de &cido clorhidrico y afiadir
hasta un volumen final de 100 ml.

3. Solucién de nitrito de sodio.- Al 25% guardar en el
gerador.

4., Nitrito de sodio al 0.5%.- Disolver la solucidn de

dcido

agua-

refri

nitri
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to de sodio en una proporcidn de 1:50 con agua. Preparar
justo antes de usar.

Diazo reactivo.- Mezclar 0.3 ml de nitrito de sodio al -
0.5 % con 10 ml de dcido sulfanilico (solucién de dcido -
sulfanilico) al instante antes de usar.

Solucidén de Diazo blanco.- Diluir 0.5 ml de dcido clorhi

drico concentrado a 100 ml con agua.

EQUIPOS COMERCIALES EMPLEADOS. -

A)

Versatol-Pedidtrico de 1.8 mg/1l de Bb total.
Usado como control diario. Grdfica No. 1
Bilirrubina cristalizada marca Sigma

AlbGmina humana cristalizada

Determinacidén de bilirrubina por el método deMalloy-Eve--

lyn.

Fundamento.

La Bb copula con el sulfonato de p-bencendiazonio pa-

ra formar azobilirrubina. La Bb directa se determina por me-

dicién fotométrica del color plrpura desarrollado después de-

la diazoacidén con el dcido sulfanilico en solucidén acuosa, y-

la Bb total después de agregar metanol (15). Fig. No. ?%.



DE' CALIBRAC
BEDIATRICO. e
DEL 'VERSATOL- PEDTATRICO: .
mg/1 de BILIRRUBINA TOTAL

CONCENTRAGION:

ION D

i

ity

GRAFI{:{E" ‘No. 1

E LA BILIRRUBINA GON

D.0. : %" FACTORES

i Wg/Y . . 0.053.3/2085 = 80.90
SiMg/y . . 0.064 [5/.064 = 75,12
o ' = 65.69
MH
e
Fu
ey —— 5

14

15

mg/$



BILIRRUBINA el AL

00H COOH

it

HZ CHZ Me Me v M

\ DIAZOTACION CON
| ACIDO 2

LE Al ngy/N SULFANILICO i
H H H

+ UDPGA GLUCURONIL TRANSFERASA
-OH

H
HCOH ,
HOLH b

p HCoH

fo; e ]

\V 00H
Me Y \e Me \(

/J DIAZOTACION CON
NS Q§)ACIDO SULFANiLICO

1 H

v

P

MONOGLUCURONIDO DE BILIRRUBINA
(HIPOTETICO)

(Actualmente una mezcla de 2 isémeros, ya que el &dcido glucurdnico
puede conjugar a cualquiera de los 2 grupos carboxilo)

Higado Alcali
H 0 Beta-glucuronidasa
H 0
HOCH ' OEC H
HCOH HGOH l
oty HOLH
HCOH
o— — 00—
H H2 HZ H
Me S Me vV
04?\\w//L§ ) . NN \}) DIAZOTACION CON 5
i H : >
1 ¢ H H ACIDO SULFANILICO

DIGLUCURONIDO DE BILIRRUBINA

OOH 00k
H
o oH gz
I 2, e He
HOSS
/4 N==N —_
N %CH/ N SOBH + N=N “/ \o
H H G 4

U
AZOPIGMENTO "A" (MEZCLA DE 2 ISOMEROS)

N

AZOPIGMENTO "B"

Alcali o

Beta-glucuronidasa

AZOPIGMENTO "B'" =+

AZOPIGMENTO B

NO. i Relacl()]l entre la 1 l1rrubina sus Elu\. -JLOll.ldO-.; Y
B l i > 3
105 aZODlQmeIlI.OS.

Bio.



31

PROCEDIMIENTO.

Bb Directa Bb Total

BD BT

B
TUBO 1 2 3 4
IAGUA DESTILADA .4 ml .4 ml .4 ml .4 ml
SUERO 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
DIAZO REACTIVO - .2 ml - .2 ml
DIAZO BLANCO .2 ml - o2 mi -
AGUA DESTILADA .5 ml | .5 ml - -
METANOL - = <5 ml .5 ml

Esperar 15 minutos y leer a 550 nm

contra su blanco respectivo.
CALCULOS.

BT - BD = BI
Cdlculo de la absortividad molar de la bilirrubina empleada.

Muestra pesada: 20 mg, disuelta en 100 ml de carbona
to de sodio (Na2 COS) al .20%, en ausencia de la luz, usado a

los 10 minutos.
Lectura a: 545 nm.

Lectura de la absorbencia: 0.208
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" 584
CALCULOS. Absortividad = A545 X 0700002 x 100 X 0.97
Absortividad = 0.208 X 283 240
Absortividad = 58913

B) Determinacién del desplazamiento de Bb por salicilatos.
Método de Gerard B. Odell (2).

Fundamento.

El salicilato desplaza a la Bb unida previamente a -
la alblimina; la cantidad de Bb liberada por el salicilato es-
directamente proporcional al grado de saturacién de la albGmi

na con la Bb.

La técnica se basa en la diferencia de absorcidn es-
pectral de la Bb libre y la Bb unida a la proteina en solucio

nes acuosas.

El pico de absorcién mdxima de Bb libre es de 440 nm
mientras que el de la Bb unida a la albfimina es a 460 nm, co-

mo se muestra en las graficas 2 y 3.
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ESPECTRO DE ABSORCION DE LA BILTRRUBINA
CONJGGADA., .
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REACTIVOS. -

1. Amortiguador de fosfato 0.1 M, pH = 7.37

2. Solucidén de salicilato .7 M diluido con el mismo amorti--

guador. Grdfica No. 4

(16)

Caracteristicas fisicoquimicas del salicilato de sodio

FORMULA

C7 H5 Na 03

COONa
OH

Acido salicilico 86.26 %. Es al menos 99.5 % puro
Protegerlo de la luz.

Peso molecular: 160.11
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Microtécnica
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CONTROL PROBLEMA
SUERO SIN DILUIR 20 p1 20 pl
IAMORT IGUADOR 1 ml 1 ml
SOL: DE SALICILATO - 50 pl
IAMORTIGUADOR 50 pl =
Mezclar por inversidn -suave .
Leer contra el blanco de agua desti-
lada a 460 nm.
CALCULOS.
D.0. control - D.0. problema = AD.O.
A D.O. equivale a la Bb desplazada de la albf-
mina.
i.2 £0.0. X 100
D.O. control
EJEMPLO. D.0. contrel = 153
D.0. problema = .150
A D.O. = 0.003
1.8, = =000 60 = 1,86
0.153
I.S. = 1.96 %
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IV RESULTADOS
TABLA I
Primer grupo.- Constituido por sueros de 48 pacientes adul--
tos sin problemas hemoliticos, con ictericia-

de origen hepdtico y posthepédtico.

Unidades dadas en mg/1

Muestra No. BD BT BI $de Saturacidn
1 .218 .318 .10 0.0
2 .176 .315 .139 0.0
5 .31 « D7 .26 0.0
4 .080 .16 .080 0.0
5 .161 .214 .053 0.0
6 s .161 .046 0.0
7 .35 .49 .14 0.0
8 .35 .52 ol 7 0.0
9 .16 .24 .080 0.0

10 022 233 <1 0.0
11 957, 1530 .368 0.24
12 .302 .466 .164 0.50
13 2356 .53 .194 0.50
14 .78 1.10 52 0.52
15 .44 017 023 0.62
16 .236 .623 .387 0.96
17 <73 1.060 2 1.0
18 .42 1.06 .640 1.0
19 ild 1.06 28 1.0
20 .28 .40 iz 1.1
21 .90 1.59 .690 1.14
22 .62 .93 Sl 1.15
23 1.50 2,54 1.04 1.26



Muestra No.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
S
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

BD

491
.40
464
.52
.44
.73
.41
.336
.82
.96
1.16
.571
.62
.70
1.27
.713
Y2l
1.34
2.30
2557
.73
1.79°
2.03
1.87
1.87

517

CONTINUACION
BT BI
.827 .336
<73 ~33
.79 .326

1.10 258
.81 .36
1,27 .54
835 425
.932 .596
1.463 .643
1.38 .42
1.82 .66
1.202 .631
1.46 .84
1.26 .667
2,26 .99
1.55 .837
2,26 % 1,42
2.40.  1.06
3,55 RS
1.50 .943
1.70. .97
3.08 1.29
3.46 1.43
3.05.  1.182
2.46 .69

%de Saturacidn

1.30
1.66
1.70
1.70
1.70
1.87
225
2.40
2.50
2.70
2290
3.00
3.10
3.12
3.14
3.21
3.86
3.87
4,10
4.30
4.30
4.70
4.75
4,83
5.10
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TABLA 1II
Segundo grupo.- Constituido por sueros de 60 pacientes re- -
cién nacidos con problemas de incompatibili-

dad ABO y Rh.

Unidades dadas en mg/1

Muestra No. BD BT BI %de Saturacidn
1 202 .18 .16 1ol
2 .06 S T4 .64 1.30
3 .06 .38 o2 1.60
4 .06 & 1A% .67 1561
5 .14 .36 22 1.70
6 .060 .49 .430 1.90
7 .10 o S .45 710
8 .06 .46 .40 210
9 OB BRI Fu2E 2525

10 .06 .42 .36 2.40
11 .06 .93 .87 2.40
12 .04 1. 150 1506 2.50
13 2 .48 .36 2450
14 .08 .584 .504 21e52
15 .06 .564 .504 2.7
16 .06 .98 .92 2.80
17 .15 .81 .66 2.90
18 .06 .48 42 3.20
1) .08 .70 .62 3.30
20 .08 -~ .95 .87 3.40
21 .06 10407 1434 5.65
22 .10 1.06 S0 3.70
23 .09 12 2035 SIS
24 .06 « 135 .675 3.89
25 .06 .84 .78 3.97



Muestra No.

26
27
28
29
30
31
32
33
34
55
36
37
38
59
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
Sl

BD

.16
.06
.11
.086
.10
.164
.110
.08
.120
.109
.060
.040
.080
.107
.696
.076
.12

.10
.14
.12
.060
S5
.080
.06
.050
.09
.06
.06
<12
.08
o 1174
.08

39

CONTINUACION
BT

1.14°
.62
.89
1.00
1.15
{8123
1.353
1.70
1172
1.122
=240
.90
1.353
1.156
2.653
.037
.60

.84

-

1.14
1.36
1.556
2,10
1,34
1.00
IFR95
1.13
1.14
2.207
2.12
29215
1.86

BI

.98
.56
.78
2914
1.05
.95
1.243
1.62
1.072
1.013
1.180
.86
152173
1.049
155957
.961
1.48
.74
1.06
1.02
1.30
1.426
2.020

1028 =

<95
1.86
185,07
1.08
2.087
2.04
2 1)
1.78

%de Saturacidn

4.00
4.00
4.46
4.50
4259
4.60
4.80
4.90
4.96
4.99
5.00
5.10
5545
5.60
5.60
5.76
6.20
6.40
6.90
7.00
7.00
7.00
7.26
7.80
8.20
8.80
8.90
9.00
Sheese)
9875
9.80
10.00



Muestra No.

58
59
60

BD

212
.08
e

40

CONTINUACION
BT BI
550 3.118
2505 e 97
2.68 2.560

%de Saturacidn

1= 20
12.00
13.80
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DISCUSION

Odell y Cols.(z) sugieren que el salicilato de sodio
produce un mejor desplazamiento de la Bb unida a la alblmina.
Al efectuar esta técnica, encontramos que la concentracién re
portada en la literatura de 25 mM de salicilato no fué sufi--
ciente para causar tal desplazamiento, por lo que se buscd la
adecuada, encontridndose que era de 0.7 M, como se muestra en-

la grdfica No. 3.

Esta concentracién elevada pudo requerirse por la --

presencia de impurezas o al envejecimiento del reactivo.

La curva espectral de la muestra de Bb que contenia-
el salicilato presentd un decremento en la densidad 6ptica a-

460 nm.

Odell reporta que a 460 nm estd el pico de absorcidn
de la Bb conjugada (grdfica No. 3) y a 440 nm el de Bb libre-

(grdfica No. 2).

Conociendo la molaridad se procedié a determinar el-
porciento de saturacidén en las 108 muestras y, al mismo tiem-

po, se hizo la determinacién de la BD, BT, calculandose por -
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diferencia la BI. Se empled la técnica deMalloy-Evelyn, que-
se adaptd a otras condiciones, usando como patron diario Ver-

satol-Pedidtrico (grdafica No. 1.

En los resultados obtenidos del ler. grupo (tabla I),
formado de 48 sueros de pacientes adultos con ictericia hepd-
tica y posthepdtica, observamos que valores altos de 3.55 - -
mg/1l de BT (paciente No. 42), con una BI de 1.85 mg/l presen-
taron un % de saturacién de 4.1 y valores de BT de .57 mg/l y
BI(.26 mg/1. (paciente No. 3) el indice de saturacién fué 'ce-

ro".

En estos pacientes Odell utiliza una macrotécnica; -
nosotros la utilizamos también y observamos que la cantidad -
de BT es menor y por lo tanto, el indice de saturacién tam- -

bién.

Athanassiadis y Cols. (9) indican que otras molécu--
las proteicas captan también Bb, por lo que el adulto tiene -
mids posibilidad de conjugacién y eliminacién de &sta lo que -
evitaria por elevada que fuese la BT, un kernicterus, lo que-
estd de acuerdo con nuestros resultados del ler. grupo, cuyo-

maximo indice de saturacidén fue de 5.1%.

Seglin Trivin y Cols; (t2) la capacidad residual de -

fijacién de la Bb no se encuentra excedida. Podemos explicar
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la disminucidn del indice de saturacibén, a pesar de la eleva-
da cantidad de BT, por la presencia de las proteinas "Y" y --
proteinas "Z'" mds abundantes en el adulto que en el nifio. En
este grupo de adultos el coeficiente de correlacidén de Pearson

fue de 0.85.

En el segundo grupo estudiado (tabla II), donde se -
presentan los datos de recién nacidos con problemas de incom-
patibilidad ABO y Rh, encontramos valores del porciento de sa

turacidén de 1.12%hasta 13.8%con cantidades variables de BI.

Odell encontrd que en pacientes con problemas hemoli
ticos (nifios) son, frecuentemente, menos efectivo en unir Bb -
con la albGmina. La razdén por la que en este grupo los por--
cientos de saturacidn sean elevados es que seglin, Bennhold y-
Cols; LS} hay sustancias como la hematina, que se unen a la -
albGmina in vivo, que pueden alterar la estructura terciaria-
de la albimina y, consecuentemente, la Bb unida a esta albfimi
na seria mds suceptible de ser desplazada por aniones como el
salicilato de sodio, por lo que se tendria un poréiento de sa
turacién mis elevado y habria mds Bb libre circulante, ocasio

nando en los pacientes el Kernicterus.

El coeficiente de correlacibén encontrado en nuestro-
grupo entre la BI y el % de saturacidéu fue de 0.82, lo que no

manifiesta un factor de seguridad en cuanto a que pudiera de-
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terminarse tan s6lo uno de los dos indicadores, es decir, BI-

o el % de saturacidn.

Si admitimos que, de acuerdo a lo establecido por --
Odell en cuanto al % de saturacidn, el factor de seguridad de
que el recién nacido no presentard una encefalopatia téxica -
por Bb tiene valores menores de 6.9 %, tendremos que concluir
que pacientes con valores sobre 7% hasta 14% deberdn tratarse
con exsanguino-transfucién y sobrevigilancia por el peligro -

de dicha afeccibn.
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CONCLUSION

Por los resultados obtenidos en nuestro estudio, en-
el que se tratdé de correlacionar la Bb libre con el % de satu
racidén y en el cual se encontrd una correlacidén de Pearson de
0.82 (grupo No. 2), concluimos que si &sta correlacidn no es-
completamente satisfactoria, si se puede utilizar este % de -
saturacién como una llamada de atencidén al médico tratante, -
como un indice de seguridad en aquellos nifios que presentan -
incompatibilidad de grupo y Rh pudiendo aparecer el Kernicte-

rus cuando dichos valores excedan de 7 $%.

En este trabajo se propone dar un campo abierto al -
problema en cuestidn, asi como establecer otros estudios que-
complementen el factor de seguridad, tales como la capacidad-
residual de fijacidén de la bilirrubina &) y la capacidad re-

n

sidual de fijacidén de la albtmina
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RESUMEN

El aumento de la Bb en la corriente sanguinea se ha-

llamado hiperbilirrubinemia y cursa con ictericia.

La Bb se transporta unida a diferentes tipos de molg
culas proteicas, especialmente: albdmina, alfa1 -globulinas,

alfa2 -globulinas y beta2 -globulinas (9).

En el recién nacido la eliminacidn de la Bb es mas -
tardiajque en el adulto debido al inicio del funcionamiento -
de muchos de sus sistemas enzimdticos hepdticos; por ésto, la
hiperbilirrubinemia en el neonato puede ser mids grave que en-
el adulto. En casos de ictericia hemolitica del recién naci-
do, si &sta es elevada y sostenida produce alteraciones del -
SNC, llegando en ocaciones hasta el kernicterus cuyas, secue-

(5)

las son irreversibles

La valoracién de la cantidad de la Bb libre es impor
tante, ya que, seglin se sabe, es la que ocasiona mayor toxici-

dad.

En el presente estudio se llevd a cabo la determina-
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Ci6én de bilirrubina por el método de Odell del desplazamien--
to de Bb por salicilatos en 48 casos con ictericia hepdtica y
posthepatica de pacientes adultos, y 60 casos con problemas -

de incompatibilidad ABO y Rh de recién nacidos.

En los 48 pacientes adultos el coeficiente de corre-
lacién encontrado entre la BIyel % desaturacidén fué de 0.85-
en el grupo de 60 nifios recién nacidos el coeficiente de co--

rrelacidon fué de 0.82.

Por lo que concluimos que la técnica de Odell es con
fiable, rdpida, econdémica y Gtil en los casos de hiperbilirru

binemias.
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