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INT RODUCC ION



En el siglo XI una descripci6n Anglo- Sajo

na hace referencia a los síntomas de la cirrosis. - 

El pigmento amarillo al que se hace referencia fué- 

aislado en forma cristalina por Virchow en 1847 y - 

llamado bilirrubina por Stadeler en lb64. Su estruc

tura fue determinada por Siedel y Fischer en 1933 Y

confirmada por síntesis total por Fischer y Plienin

ger en 1943, y más recientemente por Plieninger en- 

1972. Mucha de la química básica del pigmento fué - 

elucidada hace más de dos décadas, principalmente - 

por la escuela de Fischer. Hoy a pesar de que la bi

lirrubina es un desperdicio que no tiene ninguna u- 

tilidad práctica que no sea el valor de su diagn6s- 

tico, el interés científico en el pigmento no ha -- 

disminuido. 



GENERALIDAD"ES



BILIRRUBINA. 

La bilirrubina es el producto final del ca

tabolismo de la Heme. ( Complejo ferroso del ácido -- 

1, 3, 5, 8- tetrametil- 2, 4- divinil porfina- 6, 7- dipropio- 

nico). La destrucción normal de células rojas circu- 

lantes, pro.)orcionan del 80 al 90,t de la ziroducci6n- 

de bilirrubina en los adultos. El catabolismo de lg. 

de hemoglobina produce 34 mg. de bilirrubina. Los -- 

eritrocitos que envejecen son removidos de la circu- 

lación y destruidos en el sistema retículo endote--- 

lial, donde la hemoglobina es catabolizada y conver- 

tida en bilirrubina. ( 1). 

La vía metabólica precisa para la conver-- 

si6n de hemoglobina al pigmento biliar es todavía in

cierta. Fisher y sus colaboradores elucidaron la es- 

tructura química de la hemoglobina y de la bilirrubi

na y mostraron su estrecha relación a una estructura

de tetrapirrol. La bilirrubina es una cadena abierta

de tetrapirrol. La formación de bilirrubina a partir

de la hemoglobina involucra un proceso metab6lico -- 

oxidativo, en el cual el puente del metino alfa se - 

abre, se pierde un átomo de carbono y se forma una - 

molécula de mon6xído de carbono ( Fig. 1) ( 1) ( 2). 
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La forma ci6n de monóxido de carbono a partir de la - 

Heme en el hombre es escenci:almente equimolar, una - 

mol de CO se forno á partir del catabolismo de una - 

mol de Heme. 

El primer pigmento biliar se forma en el - 

sistema retículo endotelial por oxidaciún de la he- 

moglobina, con pérdida de un átomo de carbono es la

biliverd.in>a. 

La biliverdina eo reducida por NADPH y -- 

una enzima. reductora.. La reacci6n inicial requiere - 

la presencia de fierro en el anillo de la porfirina

lo cual_ indica que la ruptura del puente meti.no es - 

antes de ser removida de la globina y el hierro. 

Una vez que la bilirrubina deja el siste- 

ma retículo endotelial es transpoAuda en el plasma, 

estrechamente ligada a la albúmina. A pesar de ésta

estrecha ligadura, las células del y rénquima del - 

hígado tienen una selectiva y eficiente capacidad - 

para remover la bilirrubina no conjugada, y otros - 

aniones orgánicos del plasma. 

Después de uno o dos minutos de inyectada

una bilirrubina radioactiva en una rota, el 58 de- 

le d6sis es eliminada del plasma. En el hombre, una. 

eliminación parecida toma alrededor de 18 minutos. 

N. 



La concentra.ci6n de bilirrubina en el alas

ma normalmente se determina por análisis espectrofo- 

tométrico de los derivados obtenidos por copulaci.6n- 

del ácido sulfanílico diazoado. En 1916 Van Der - - 

Bergh y Muller observaron que en suero de paciFntes- 

con ictericia obstructiva dá inmediatamente una colo

ración roja con ácido sulfanílico diazoa.do ( reactivo

directo de bilirrubina), mientras oue en pacientes - 

con ictericia hemolítica, era necesario agreg,rr ai.co

hol antes que la reacción de copulaci6n pudiera efec

tuarse ( reactivo indirecto de bilirrubina). 

No fué hasta 1956, sin embarpo, nue se de- 

mostró la diferencia entre los dos pigmentos. El - - 

reactivo directo del pigmento biliar fué identifica- 

do como un conjugado de bilirrubina, el cual es solu

ble en agua, mientras que el reactivo indirecto de - 

bilirrubina no conjugada es insoluble en solución -- 

acuosa, pero altamente soluble en lípidos. 

La conjugación de bilirrubina para formar - 

el glucorónido de bilirrubina es considerado como es

cencial para la excreción de bilirrubina, no obstan- 

te pequeñas cantidades de reactivo indirecto de bili

rrubina pueden ser detectadas en la bilis. En ratas - 

Gunn recibiendo fototerapia, cantidades relativamen- 

te altas de bilirrubina no conjugada y derivado: so - 
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lubles en agua pueden ser encontrz.idos er la bilis, 

lo cual sugiere que existen vías excretoras alter- 

nas. 

La evidencia experiment+l sugiere que la

conjugación se lleva a cabo en el retículo endo--- 

plásmico liso de las células del híg-ldo y es ea-ta- 

lizado por un sistema enzimático, la bilirrubina - 

glucoronil transferasa, induciendo la formaci6n de

ambos monoglucor6nidos y diglucor6nido así como -- 

otros conjugados, tales como los sulfatos. 

Después de la conjugación, la bilirrubi- 

na es rápidamente excretada por las células del hi

gado. 

La bilirrubina conjugada no es reabsorbi

da en el intestino. En el adulto, la bilirrubina - 

conjugada es considerablemente reducida a urobili- 

na en el intestino por bacterias y hay una mínima- 

circulaci6n enterohepática de la bilirrubina. 

En casos de altos niveles de bilirrubina

no conjugada en el plasma ' y una pobre excreción, - 

existirá un gradiente de bilirrubina no conjug da- 

del plasma a la cavidad intestinal. En éstas oca— 

siones es posible que cantidades apreciable9 de bi

lirrubina no conjugada pueda ser quitada por difu- 

sión de la pEred intestinal. 

En la Fig. 2, se ilustra el metL+bolismo- 

del pigmento biliar en el recién nacido. 

8
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T,a mayoría de los niños recién_ nacidos, ma

nifiestan una hiperbilirrubinemia no conjugada tran- 

sitoria, la cual en muchos casos no puede ser atribuí

da a la. reducida supervivencia de células rojas o a - 

una sobreproducción del pigmento. : Mientras nue la hi

perbilirrubinemia es solo de menor grado, ocasional- 

mente se descubre una marcada elevación de bilirrubi

na no conjugada en el plasma, particularmente en los

bebés prematuros. La máxima concentraci6n de bilirru

bina en el plasma genere.lmente se alcanza dentro de - 

la primera semana después del nneimiento, y después - 

los niveles del pigmento gradualmente regresas a lo - 

normal. 

Experimentos realizados in vitro indican - 

que en muchas especies mamíferas, la actividad de -- 

UDP- glucoronil tra.nsferasa y la concentraci6n de áci

do UDP- Glucor6nico en el hígado del feto son más re- 

ducidas, comparado con los valores en los adultos. 

Los mecanismos de conjugación gradualmente maduran - 

durante los primeros días á las dos semanas del naci

miento. Se ha concluido, por lo tanto, que la icteri

cia fisiol¢gica del recién nacido resulta de una in- 

capacidad del hígado neonatal para formar glucor6ni- 

do de bilirrubina a una velocidad suficiente para. -- 

igualar la producción de bilirrubina. Investigacio-- 
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nes directas del metabolismo de la bilirrubina en - 

fetos y niños recién nacidos, sugiere que este con- 

cepto puede ser simplificado. Se encontr6 que ade- 

más de una conjugaci6n deteriorada, un defecto ex-- 

cretorio puede jug.r un paf:el pgr: cor_tribuír en la

evolución de la ictericia fisiológica. 

La bilírrubina no conjugada e3 soluble en

cloroformo, pero soluble en agua. En so

lución acuosa a pH levemente alcalino, la precil;ita

ci6n del pigmento puede ser inducidr. por una ligera

reducción en el pH o en la concentraci6n i6nica, y - 

por la presencia de trazas contaminantes. Solucio- 

nes acuosas del pigu,ento son est- bilizadas por la - 

presencia de taurocoU.to. Realmente lea bilis contie

ne una concentración suficiente de sale. biliares - 

par<+. mantener la bilirr•ubina en solüci6n, aíul si no

estuviese conjugada. _ pío obstante el cambio más ob- 

vio que se lleva a cabo por acoplamiento del pigmen

to con el ácido glucor6nico, es la transformación - 

de la molécula de bilirrubina soluble en lípidos a- 

un conjugado soluble en agua. Parece razonable el - 

asumir que la estabilidad de la solución bilirrubi- 

na- ácido biliar es aumentada por conjugación, redu- 

eiend. de éste modo 1<< tendencia de preeipitrición y

formación de los cálculos biliares. 
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La excreción biliar efectiva es dependien- 

te de mecanismos que previenen o limitan la reabsor- 

ci6n intestinal. En estudios con el pigmento marcado

con carbono 14 en hombres y ratas, se encontr6 que - 

la bilirrubina no conjugada, es facilmente absorbida

en el intestino grueso. Por lo tanto, si la bilirru- 

bina no conjugada fuese excretada inalterada en la - 

bilis, la eficiencia de excreci6n del pigmento seria

disminuida por reabsorción y circulación enterohepá- 

tica del pigmento. Este proceso sería aún más exage- 

rado por absorción de bilirrubina no conjugada de la

vesícula biliar. Substancias orgánicas polares con - 

peso molecular superior de 200, no son transferidas - 

en un grado significante a través de membranas biol6

giras lipoides a no ser que sean transportadas por - 

un mecanismo activo. De éste modo, no es sorprenden- 

te encontrar eue en contraste al pigmento no conjuga

do, el glucor6nido de bilirrubina C- 14, no es reab- 

sorbido por el intestino. Un segundo efecto de la -- 

conjugación del glucor6nido es la prevencí6n de reab

sorci6n intestinal de bilirrubina, el cual permite - 

una eliminación eficiente del pigmento en los excre- 

mentos. 

Finalmente la esteríficaci6n de bilirrubi- 

na con ácido glucor6nico, parece ser un mecanismo ge

12



neral que facilita la excreci6n biliar de diversos - 

ácidos orgánicos débiles. Característicamente pero - 

no invariablemente, tales metabolitos aparecen en la

bilis conjugados con moléculas , polares más pequeñas. 

Estos conjugados con frecuencia muestran una configu

rací6n molecular polar no polar, son secretadas en - 

la bilis a pesar del apreciable gradiente de concen- 

tración. 

Algunos de éstos ácidos orgánicos parecen - 

competir por ser transportados en la bilis y con és- 

tas bases ha sido sugerido que el mecanismo de excre

ci6n involucra transporte de membrana. activo. Puede - 

postularse que la conjugaci6n con ácido glucor6nico- 

condiciona la molécula del pigmento para el acarreo - 

de membrana. De tal :nodo permitiendo la secreci6n ac

tiva de bilirrubina a la bilis. Con esta considera-- 

ci6n, es algo sorprendente que por lo menos un deri- 

vado tetrapirr6lico de bilirrubina, el mesobilirrubi

n6geno ( 3) es excretado sin conjugación. 

Estudios recientes han demostrado que a -- 

pesar de sus similitudes estructurales, el pigmento- 

tetra.pirrólico biliar puede diferenciarse debido a - 

los enlaces internos de hidrógeno y a la formación - 

de polímero. Por lo tanto es j)osible nue la estructu

ra molecular del mesobilirrubiri6geno es apropiada pa

13



r, 1< eícrecj :,n ::•.ctiv en lv bilis, mientr:As que la

de bilirrubina debe ser químicamente modi- 

ficuda p¿.rL condicionar el :^Ec,.:rrian;o de tra: s', orte. 

Con relaci6n al est_rid: rd adulto, c_ -:ni ca

d: niño recién nacido revelo ictericia ( bilirrubina

no conjugizda en el suero, mayor de 2 mg. por 1%')0 ml) 

durante le primera semana de vida. 

F:st< hiperbilirrubinemia es casi siempre- 

conyider.ida normal en los recién nacidos y ha :--,ido- 

llamada ictericia fisiológica., 1.: cu : ;. puede ser de

finida, como una elevación de bilirrubina en el :que

ro noexcediendo 12 mg. por 100 ml., en recién naci- 

dos 6 15 m¿;. r,or 100 ml. en nitros prematuros duran- 

te la primesa remi:,na de vide. 

En varios casos, se hn enfocado la aten— 

ci6n a diferentes mecarlismos como posibles re.i. onsa

bles de la ictericia fisiológica ( 1). 

Siendo una combinación de f<,ctore.s, inclu

yendo la inmaduraci6n del hígado y la corte supervi

vencia de los gl6bulos rojos. jin emborFo, 1¿ icte- 

ricia de los recién nacidos a menudo L -s caausadr-1 por

unn. varied¿J de desórdenes como la incompatibilidad

de sangre entre e)_ feto y la madre e infecciones. 

En altos niveles, la bilirrubina cnusar un

14



patrón de danos neurol6gicos conocidos como iCernicte

rus, o encefalopatia de bilirrubina. Este caso es ea

racterizado por el tenido del cerebro por bilirrubi- 

na, particularmente en el basal de niños en - 

asociación con severos daños neurol6gicos ( 4). 

Varios métodos de tr-t<amiento han sirio de- 

sarrollados par:a reducir el nivel de hiperbilirrubi- 

nemia. 

Desde 1947, se ha usado ampliamente la - - 

transfusión para eliminar la bilirrubina. Administra

ci6n de fenobarbital y agar, son algunas veces de -- 

ayuda. Más recientemente la aplicación de luz para - 

degradar la bilirrubina ha llegado a ser el trata --- 

miento más aceptado ( 4). 

15



BILIRRUBINA Y L ÈRIVADOS
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La bilirrubina tiene una estructura de me- 

tilenbispirrometeno, se fragmenta como es de esperar

se de acuerdo a la estabilidad de los puentes metile

no y metino. 

Se ha obtenido el siguiente espectro de ma

sas por introducción directa de la bilirrubina ( Fig. 

3). 

m/ e

585 15

584 50

301 14

300 41

299 100

288 13

287 19

286 95

241 14

239 14

226 45

224 18

223 12

210 20

163 14

145 12

110 55

17
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ristuciioc; re lizados obre pirrometerios y- 

pirrometanos ( 5), han sido ce gr_,n utilidzad en la - 

inter,,retaci6n de la fra.gr:entHei6n de 10.9 igmentos

bili-ct. re:. 

Los ti, os de fr.,f;: i- µcit. 1. ci6li Ce los ¡ Arrome

tino:-, _.ueden elasific,_rse co: iver, ient<:mente en tres- 

gru, os :- rinciziales: frc,.I,,: f•nta.ci6n en las cadenüs -- 

unidi s  los núcleos pirr6licos, fru, ;rient i.ci6n : hn-- 

ternucle- r para dar frEt&-lentos monopirr6licos y for

maci6n de fragmentos tricielicos. La segii,enta.ci6n - 

entre los dos núcleos regul¿,.rr:,ente es el iroceso -- 

predominünte, pero la fragmentación sobre las csde- 

nas puede ser predominante, especiUmente si varios

gruros c:! rbonilos se encuentran presente. 

Considerando que en el espectro de masas - 

de la bilirrubina ( Fig. 3), los 2 iones fragmento - 

principales provienen de la fr,-;grr.entaci6n entre los

núcleos, el i6n de m/ e 299 por ser n6n y tener dos- 

nitr6genos sufre una fragmentaci6n simple sin trans

posici6n, el i6n de m/ e 286 por ser par y tener dos

nitrógenos neces- rian.ente debe involuerrr la tr ns- 

posici6n y se puede explicar por el mecL:.r_ismo de lc. 

Fig. 4. 

Otro mecanismo nue se propuso iué el de — 

la migrrci6r del Stomo de Hidr6gerio del NH de un -- 

19
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anillo al otro, pero en experimentos con —irrometa- 

nos N- dideuterados, se observó nue el deuterio es - 

reteaido ea el fru¿nento que contiene el puente del

metileno. 

Los fragír,entos , jrinei. : le > son aiirronete- 

nos. La caritcterlgticn m' a not : ble del_ e .; estro le- 

los pirrometer:o ez, ski gr=an intFnsidad relativa piel

i6n molecular, e» to se refleja de la grin estabili- 

dad del sistema diZ:irr6lico complet iaente conjugado. 

En general, la fragmentaci6n en leas c, denas latera- 

les predomina. sobre la ruptura en el puente metino. 

21



E1 es ) ectro de i: ^: a de los ;) i,-mentos bi

liares dipirr6licos de tos .• rofiuctos de legrad>lci6n

muestr:in que la ruptor., bet-- de lo cadena del pro-- 

pionato es la fra , iiant- ci6n ,, redox i.ri unte y el i6n - 

molecular es raalmente intenso. Los iones fr:<tT,i,eato

iroducidos de la ruptur- izttrnuclear, a menudo son

muy dévileG. 

3e j-)uedt usar como modelo el espectro de - 

masas del compuesto análogo al i6n m/ e 286 obtenido

de la fractura de la -bilirrubina, pero teniendo un - 

grupo etilo en lugar del vinito, que tiene e7. si--- 

guiente espectro de masas obtenido por introducción

directa ( Fig. 5)• 

m/ e g6

289 17

288 100

273 22

259 47

313 10

199 14

22
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Mostrando iones metaestables: 259 ( 288 —273) 

233 ( 288- 259), 205 ( 288- 243), 182 ( 288- 229). 

Con el uso de los iones metaestables se ob- 

serva un M- 15, de la pérdida de un metilo extraído del

grupo etilo, la pérdida de un etilo, la pérdida de un- 

carboxilo y la pérdida de un CH2- 000H, la cual tiene - 

el i6n más intenso después del pico base del espectro- 

que es el del i6n molecular. 

En el espectro de masas de la bilirrubina, - 

el í6n molecular m/ e 584 es relativamente grande compa

rado con los obtenidos en otros estudios ( 6). 

La mayor parte de los otros picos de menor - 

intensidad pueden ser derivados de la fragmentación de

2 picos más intensos en el espectro correspondientes a

los fragmentos m/ e 286 y m/ e 299, pero el origen del - 

i6n m/ e 110 no es conocido. 

Para los iones de mayor intensidad existen 2

someros para cada uno, que contribuyen en un solo pí- 

co en el espectro, dependiendo de la manera que ocurre

la ruptura y parece no haber razón para suponer que -- 

una pueda ser más favorecida que la otra ( 5). 

24



Lí estructura del bili_+r, d- uro- 

bilina, que es un metabolito de la bilirrubina toda

via es incierta, pero parece ser que por un acuerdo

generad queda mejor rres,;nt<íd« como uno u otro de - 

los dos análogos tetrahidro de la bilirrubina. 

Se ha obtenido el siguiente espectro de - 

masas par::t el derivado d- urobilina ,, or introducción

directa, y solo re•)ort+.in los bicos : nuy intensos úba

jo de m/ e 300 ( Fig. 6), ( 5)• 

m/ e m/ e

590 5 181 6 000

589 14 180 3 600

588 36 167 15 000

467 9 166 9 600

466 26 139 14 000

386 13 125 70 000

369 11 124 21 000

368 30 122 46 000

366 14 110 69 000

364 10 108 97 000

348 28 95 100 000

328 18 93 23 000

322 25 82 31 000

320 20

25
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Los result arios de la e.spectrometría de ma

sas pares las estructuras antes propuestas soportan— 

esta sujosici6a. Para el ión molecular en m/ e 588 - 

ip del pico base) y un ión en m/ e 466 ( ausente en

el espectro de la bilirrubinca), se puede su, oner -- 

que proviene de la fisión de uno de los anillos ( de

aquel que todu0a lleva un sustituyente vinilo). -- 

Los iones m/ e 288 y 301, sou , posiblemente los a" l

gos etilo del vinilo substituido de los iones m/ e - 

286 y 299 observados en el espectro de lea bilirruiíi

na, pero la estructura exacta del otro fr rento di

pirr.6lico intenso en m/ e 302 es menos evidente. 

Es claro cue el ión m/ e 466, puede ser -- 

considerado por la ruptura de una de leas uniones -- 

del puente metilenoj pero la formación del i6n dipi

rr6lico antes mencionado debe involucrar la fisi6n- 

de una unión mucho As fuerte del metino central, 6

alternativamente una amplia transposición de hidr6- 

genos. Es probablemente significante en este respec

to que los fragmento, c. onopirrólicos m/ e 181, 180,- 

167, 166, 125, 122, 110, 108, etc., son mucho mis - 

intensos que en In bilirrubina, y los fragmentos co

rrespondientes a los dos anillos centrales ( loa cua

les están unidos por un puente metino y del cual se

pudiera esperar que fuese relativamente estable) -- 

son virtualmente inexistentes. 
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L ¡ e_ obilir,.•ubina -- z un deriv:j.io d 1... L

bilirrubina r.ue se obtiene por reducci6n de los - 

gru:,o:, vinilo. ' 3e puede obt rier jor nidrot;tnaci6n

a p , rtir de la bilirrubina us;. nflio paladio e i car- 

bón. Los hidr6genos sc adicion-in de dos en dos, - 

primero en el gru, o vinilo- exo y posteriormente - 

en el gru.)o vinilo -endo par,, dar la tnesobilirrubi

na. La aiesobilirrubina puede ser un met bolito de

la bilirrubina, y3 nue si se excreta bilirrubina- 

al intestino, esta puede ser reducida por enzimu..s

y bacterias de la flor. intestinal ( 3)• 

El espectro de la mesobilirrubina puede

ser interpretado por compa.r...ci6n con el de la bi- 

lirrubina, los iones mas intensos en el espectro - 

de masas, son m/ e 301 y 299 respectivainente. El - 

segundo i6n más abundante en éstos ( los compuestos

es una transposición del i6n que aparece a m/ e -- 

288 en la mesobilirrubina y 286 en la bilirrubina. 

En la mesobilirrubina como en la bilirrubina, se - 

observa la pérdida de 15 iinidi5des de ma.3a del - - 

fratpento m/ e 288 y 301, la pérdida de carboxilo, 

la pérdida del CHL- COOü, y otras fragmente.ciones- 

al igual que en la bilirrubina. En la figura 7 se

muestra el espectro de masas de 1— mesobilirrubi- 

na ( 7). 
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L,, bilirrabina suede oxide,r3e r obte-- 

ner bil_iv,,:rdin o :; e ) ue;' e obtener r, or otros méto-- 

aos. Lit bil.iv ,rc'. in::t e s el ;, roducto anterior a la -- 

formt,.ci6ri de lc, bilir ubin ) or el c_.taboli.,mo de - 

l_: Heme. áu h: -?n hecho e., tuaio:. por c. spectrometría - 

de mtasa;.3 de !. o:-; é2tere,3 dimetílico.s, de la bilivordi

na y la mesobiliverdina .' ig. d y 1' i 9 ( 7), ( 8), - 

La, bi.liverdina y la mesobiliverdina mues- 

tr-3n un i6n molecular muy intenso como pico ba:. e -- 

del ejpectro, muest rjn un gran parecido a los dipi- 

rrilmetenos que tienen sustituyentes alquilo Beta - 

5). Los dipirrilmetenos son particul•}rmente est--- 

bles a la frag.r,entzjción del fuente del e- írbono meti

no y muestran iones debido principalmente a la fraf, 

mentaci6n de los sustituyentes beta. Los picos que - 

se observan en los espectros con una alta relaci6n- 

de masa - carga se estima aue provienen de una sucesi

va frggmenti.ci6n de la cadena del aropionato ( CH 3,- 

OCH3, COO - CH 3, CH2- COOCH3 y CH2- CH2- C00- CH3). Se ob

serv6 la existencia de iones metaestables para la - 

mesobiliverdinf en 584 ( 614- 599) calculado 584. 4 y - 

otro i6n metaestable en 553 debido a la transici6n- 

614- 583). Los iones m/ e 454 y 450 parr: la mesobili

verdina respectivamente, se ruede suponer ; ue su --- 
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fren dos fractura3 en 1_tis c--tden:3s del _ iro ioaato, - 

con pérdida de CH2- 000- CH3 y posterior pérdida de - 

CH2- CH2- C00- CH3, sin embargo, l+a natur- leza de loc- 

iones m/ e 467 y 463 respectivamente es ob:-;cura. 

En 1w figura. 10 se r uestran _:1Qur1os iones

que se obtienen en lo: espectros y al.-:uno3 3' r:-;inen- 

tos que sufren .la ru;.rtura en el carbono metino del - 

puente central, aunque estas estructurar solo fue -- 

den resultar de una considerable transferencia de - 

hidr6geno. Cada uno de los fragmentos dieirr6licos- 

pueden , rovunir de cualquiera de las doc: mitades -- 

del tetra Arrol. No hay indicación en el espectro - 

de masas de que el i6a es el favorecido y solo se - 

indica uno por conveniencia. Otros iones di, irróli- 

cos á m/ e 227, 229, 241, y 243 para la mesobiliver- 

dirla y iones en m/ e 225, 227, 239 y 241 pare la bi- 

liverdina, pueden ser derivados por una fragmenta-- 

ci6n posterior del lado de la cadena del pro. iionat o. 

No se observan picos entre m/ e 350 y 400, lo cual - 

indica la ausencia de ionés reuresentetivos de la - 

unidad del dipirril meteno. El i6n en m/ e 123 para. - 

la uiesobiliverdina puede ser representado por un -- 

i6n monopirr6lico. (). 

Los espectros de rnas: is de la biliverdina- 

y me:3ooiliverdina ( leido libre), deben oer muy pare
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cidoti, a los de lor• -{•-ta es tr. tados — iti rior:n ente,— 

sol o qut. : io se tiener las ptlr •id. s de los metoxilos. 
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DsRIVAll05 U3ADOS EN

ESPECTROi1FE." RIA DE MASAS
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Para identificar la existencia de los mono y

diconjugados de la bilirrubina en la bilis, se han rea

lizado dos estudios por espectrometría de masas, uno - 

de ellos hace la identificación de monoconjugados de - 

bilirrubina en la bilis como derivados de amida ( 10),- 

y el otro se efectúa por una transesterificaci6n de -- 

glucor6nidos ( 11). 

En el estudio efectuado pare la identifica-- 

ci6n de los conjugados de bilirrubina como derivado de

amida, aquellos se sometieron a una amon6lisis. La sus

tituci6n nucleofílica es en el átomo de carbono del -- 

carbonilo de la cadena del propionato esterificada de - 

la bilirrubina, para la formación de la amida de la bi

lirrubina. Se hizo reaccionar las dos monoamída.s de la

bilirrubina con azóantranilato de etilo para la forma- 

ci6n de sus respectivos derivados. 

Las monoamidas de la bilirrubina fueron estu

diadas por espectrometría de masas, se observa un i6n- 

molecular intenso a m/ e 583. La fragmentaci6n princi— 

pal resulta de la fisión del puente del metileno cen- 

tral de la bilirrubina, dando iones intensos a m/ e 300

y 299 y a m/ e 286 y 285. Los iones en m/ e 299 y 285 -- 

son consistentes con la mitad de la bilirrubina que -- 

contiene el grupo amida. Otros iones son idénticos con

los que se encuentran en la bilirrubina y se producen - 

principalmente de la fragmentaci6n de la cadena de la- 

amida. El i6n en m/ e 267 probablemente resulta de la - 
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pérdida de agua del grupo de la amida a 285, esta trans

posici6n es poco común en las amidas, y es probable que

resulte del efecto térmico, esto no sucede cuando se co

rre la muestra a 2000C. 

Se muestran los espectros de masas de las mo- 

noamidas en la figura 11 ( 10). 

Otro estudio fué llevado a cabo por transeste

rificaci6n de los conjugados de la bilirrubina extraí— 

dos de bilis de rata. Estos conjugados sufren una tran- 

sesterificaci6n cuando se exponen al metanol. 

Los productos de la transesterificaci6n fue- 

ron trimetil sililados y estudiados por espectrometría- 

de masas. 

El espectro de masas de la mezcla de tetrapi- 

rroles sililados contiene picos de i6n molecular en m/ e

756 y 814, acompañados por los picos M- 15 a 741 y 799 - 

respectivamente. Estos pesos moleculares sugieren que - 

la muestra sililada es una mezcla de los ésteres dime -- 

til bis ( trimetilsilil) bilirrubina y el monometíl tris

trimetilsilil) bilirrubina. Los picos intensos en m/ e- 

371 y 385 en el espectro del éster dimetílico de la bi- 

lirrubina trimetilsililada, se forman por la fragmenta- 

ci6n del puente el metileno central. En la figura 12 se

muestran parte de los espectros de masas de una muestra

auténtica del éster dimetílico de la bis ( trimetilsi- - 

lil) bilirrubina y de los derivados trimetilsilil de - 
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los productos de transesterificaci6n, 
así como la fra£ 

menta.ci6n del metileno de lcs derivados sililados de — 

la bil.irrubína ( 11). 

Por estos estudios se puede corcluír que co— 

mo las reacciones son específicas
para ésteres, resul— 

ta evidente que en la bilis existen los mono y di—con— 
jugados de bilirrubina y eue los mono conjugados son — 

excretados en dos formas isoméricas. 
Estos estudios -- 

pueden ser interpretados como indicativos de que el mo
noglucor6nido de bilirrubina existe como una entidad — 

química en la bilis. 

39



a

o c— oll

Hr_ 

I (

My CF11

CNy1
11

o, CIN CNp
INI CMy CM CNA

cm

H

00

1M

39) ( M+) 

27

to

11 I

Al

xls xo

1s

20
SOo gD

d
Mac c MNy

I I

1y INy CMI CMy
I I 

CND cm CH. C iy CH. CND CNy CM

II I I n
N [ M p^ c i 1 CM N o

N G G N

O

2W

1v 2IR

i0 Elj 711 
7 1M

SON') 

0
31e

I 1 1

10

m/ e

FIGURA 11



e M OC c 00 c m, 

N / N \ / 
N

TMSo

H H

Mx

100
371

ses
TRIMETIL SILIL DERIVADOS D E L O S

S BO
PRODUCTOS DE TRANSESTERIFICACION

a

r qo
z

N
rn i29 4-43

20- 
407 . 

360 360 400 420 440 4

M/ E

FIGURA 12



Se ha demostrado que la copulación de bi

lirrubina con la sal de diazonio dfl ant.ranílato - 

de etilo divide la molécixla de la bilirrubina en - 

el puente del metileno central, originando dos mo- 

léculas de azobiliriubina antranilato de etilo -- - 

12). 

El espectro de masas en los ésteres metí

licor de los azopigmentos antranilato de etilo y - 

anilina ( compuestos I, II, III, IV Figural3), mues

tran i6n molecular a m/ e 476 para los azopigmentos

del antranilato de etilo ( compuesto I y II) y a -- 

m/ e 404 para los azopigmentos de la anilina ( com-- 

puestos III y IV), como se muestran en sus espec- 

tros de masa en la figura 14. El patrón de fragmen

taci6n es consistente con la estructura teórica de

los ésteres metílicos de la azobilirrubina antrani

lato de etilo. Aunque los cuatro espectros fueron - 

corridos bajo idénticas condiciones, se observan - 

ligeras diferencias. El espectro del compuesto I y

III, muestran i6n molecular a m/ e 476 y 404 respec

tivamente con intensidad relativa aproximadamente - 

de 50%. El pico base está registrado para los io- 

nes a m/ e 165 y 93 respectivamente, resultantes de

la fragmentación del enlace N= K con migraci6n de - 

dos átomos de hidrógeno a la parte del éster antra
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ílico ó a. ái i. in r e_, , ectivc,,:icntc; el fz :-~rento rlel

Zóri di _irrólico apI*.rece a m/ e 312 en todos 1o:_; es- 

pectros. El ión : no?.ecular <%. m/ e 476 y 404 es el L: i

co base en los espectros ne lotr, conpu.: stos II y IV. 

La fr guientaci.ón del lcdo de la cadenei dc: 7 pr•o, Ao- 

nato de metilo del azopigmento a.ntr{nilato de eti- 

lo, resulta en la formación de los iones: m/ e 445 y

403 por pérdida del metoxilo y del grupo CH2- 000 - 

CH3 respectivamente. Un patrón de fri+gznentación :: i

milar fué observado par« los a.zopiginentos de la- -- 

anilina dando iones a m/ e 373 y 331. El ión frag- 

mento m/ e 312 resultante de la fragmentación del - 

azopigmento en el enlace N= N, sufre fr gmentacio-- 

nes adiciona.les con pérdida de metanol y de los -- 

grupos C00- CH3 y CH2- C 00- CH3, además de un átono - 

de hidr6geno paz-,i dar los iones a m/ e 280, 252 y - 

238 respectivamente. Los iones a m/ e 165 en los es

pectros de los compuestos I y II, pierden un grupo

etóxi o etanol para dar iones abundantes a m/ e 120

y 119 respectivamente. Los iones a m/ e 389 y 317 - 

para los compuestos del antranilato de etilo y ani

lina respectivamente, son consistentes con la pér- 

dida completa de la cadena del propionato de meti- 

lo y sólo se observan en los espectros de masas de

los compuestos II y IV. La medición exsctb de las - 
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masas de é„ tos ¡ ente, dá 389. 1584 ( culculadn poro - 

C22 H21 03 N4 389• 1612) Y 317. 1385 ( cuculado ara

C19 H17 01 N4 317. 1400) reprectivcmente. Esta fen6

meno fué observado primero pc= los ésteres, metíli- 

cos de ir a.zobilirrubina entranila.to de etilo ( 12), 

de la cual se sugiri6 que era el resultado del iso- 

merismo syn -anti ccuuado por el enlace N= N o cel. -- 

isomerismo vinil isovinil o un cambio en la conjue

ci6n del sistema, del doble enlace. La última posibi

lidad puede ser descartada, en base de un desplaza- 

miento en el sistema de la doble lindura conjugada

en un desplazamiento en la absorci6n máxima del vi- 

sible y ultravioleta, el cual es similar Nara. los - 

antranilatos y ambos is6merow de la aniline cuando - 

el espectro de absórci.6n de cada par de isómeros se

corrí6 en el mismo disolvente. Ligeras diferencias - 

reflejan la diferente conjugaci6n del grupo vinilo - 

en los dos isómeros. En el isómero isovinilo, éste- 

Mpo está linealmente conjugado con el crom6foro,- 

pero en el ís6mero vinilo; éste tiene una conjuga-- 

ci6n cruzada. Por lo tanto, hay = a diferencia en - 

el espectro, la absorción máxima para los isómuros- 

isovinil está bactocr6mica.mente desplazado compara- 

do con los isómeros vinilo. La estructura de los -- 

compuestos isoméricos no pueden ser determinados so

lamente por espectrometría de masas ( 12), ( 13). 
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Algunos autores han rezortado espectros - 

de masas de la bilirrubina Que contienen ión molecu

lar relativamente intenso ( 5) ( 7), pero no en todos

los espectros de masas aparece el pico del ión mole

cular digno de confianza ( 6). La presencia e inten- 

sidad del pico del ión molecular cuando son detecta

bles, dependen del diseño del espectómetro de masas

la temperatura del sistema de introducción y el - - 

tiempo entre la introducción de la muestra y la me- 

dición del espectro. 

Varios ésteres y derivados de ésteres de - 

la molécula del tetrapirrol se presentan, ya Que pª

rece ser preferible analizar la molécula completa. 

En la figura 15, se muestra el porcentaje

Que corresponde al' ión molecular de todos los iones

de cada espectro. Se puede ver Que el ión molecular

de la bilirrubina a m/ e 584 es menos del 2/ de to- 

dos los iones detectados en el espectro medido para

su estudio. El pico del ión molecular más intenso, - 

es el del derivado tetrakis ( trimetilsilil) de la - 

bilirrubina a m/ e 872, fue corresponde al 22% de to

dos los iones en el espectro ( figura 16). 

El segundo ión molecular más abundante es

el del derivado del éster metílico trimetilsilil fe

nilazo a m/ e 476. El ión molecular es el pico base - 
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en el espectro dr L,. figura:: ( 17). 

El espectro de masas del derivado tetr.kis

trimetilsilil) de la bilirrubina ( Fig. 16), contie— 

ne pocos ion -:s fragmentoo, de hbundancia, moder;, d::. 

Hay peque: os picos d- 15, M- 73 y 1,- 90 caro:eterí:hicos

de los grupos trimetilsilil. La ruptur— del metileno

central origina dos picor de ion;:. dipirr6licos a -- 

m/ e 443 y m/ e 249• Entre estos dos pico:; de los fr—Z

mentos diljirr6licos en el espectro, está un grupo de

iones que representan 1<,s especies de iones molecula

res de doble carga. Se don los iones de doble carga - 

en 1a siguiente tabla del espectro de la figura 16 y

del mismo derivado d36* 

ESPECIES DE IONES ; IGLECUId1 Res: 3 DL DOBLr; Ca -?G' 

ION. FIG. 16 d36. 

M) 436 454

M+ 1 436. 5 454. 5

M+ 2 437 455

M+ 3 437. 5 455. 5

M+ 4 438 456

Las especies moleculares de doble carga, - 

han sido observadas frecuentemente en compuestos aro

máticos. 
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En el espectro de musas del derivado te-- 

trakis ( d3 trimetilsilil) de bilirrubina, se obser

v6 nue el peso molecular de este compuesto se incre

menta va ; ó unidades de :*: i3a atómica y la mesa de - 

cu.+louier fra ,mento aue lleva áto.:os de deuterio se

incrementa relativamente al compuesto izo marcado. - 

dl i6n 1- 15 se vuelve M- 18, confirmando aue su for- 

maci6n es por pérdida de un grupo metilo unido al - 

silicio. Las masas de los iones formados por fragme

ntaci6n ne cualquier lado del puente del metileno - 

central, se incrementa lb unidades de masa a 347 y

3e1, confirmando la presencia de dos grupos trime- 

tilsilil en cada mitad de la molécula. 

Para examinar el patrón de iragnenta.ci6n- 

del derivado del éster metílico trimetilsilil fenil

azo de la bilirrubina, se compar6 con un análogo -- 

con nueve átomos de deuterio en el grupo trimetilsi

lil. El radical metilo se pierde de ambos grupos, - 

del grupo trimetilsilil y del éster metílico. El me

toxi y el radical metoxicarbonil se fragmenta del - 

lado de la cadena del éster metílico para formgr -- 

los iones M- 31 y M- 59. 

El pico M- 73 a m/ e 403, con una intensi- 

dad reletiva de t2j, representa la iormaci6n de los

unes por ruptura oe la cadena del é^ ter perdiendo - 
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el grupo (; H2-<: 00- CH3 . i 1 uerivado trimetilsi7.i.L -- 

con nueve átomos Lie deuterio, mantiene el ión M- 73, 

con masa de 412 en el espectro del dex•iva-:o mercada. 

El ión m~ 92 de masa } 84 en 1- í fiFura 17, - 

aparentemente se forma por ? érdida de Hsi- Ct)H5 del - 

grupo fenilazo ( 6). 
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Basándose en anteriores estudios realiza- 

dos sobre el derivado tetrakis-( trimetilsil.il) bili

rrubina ICC pC ( 6), se sigui5 el mismo proceso de -- 

trimetilsililación y diazoaci6n para caracterizar - 

por espectrometría de masas los isómeros y— 

de la bil.ir.rubina ( 14). 

nn la siZuiente tabla se enlistan l.os pi- 

cos predominantes de los espectros de masas de los - 

derivados tetrakis-( trimetilsilil) de la bil.i.rrubi- 

na IX oC IX ir y meso - IX j . 
VALORES m/ e L IígT?.l' JIDAD R"r' LATIVA. 

ION IX oC IX ( r meso - IX d' 

M+ 872 ( 100) 872 ( 100) 876 ( 100) 

M2+ 

436 ( 13) 436 ( 6) 438 ( 9) 

M- Cil3 857 ( 8) 857 ( 23) 861 ( 10) 

M- COOTras+ 755 ( 0. 8) 755 ( 2. 5) 759 ( 1. 0) 

M- CH2COOT1,13+ 741 ( 1. 5) 741 ( 4) 745 ( 1. 1) 

M- CH2CH2000TIL[ S 727 ( 3. 5) 727 ( 0. 8) 731 ( 1. 6) 

Dipirrol+ 429 ( 30) 429 ( 6) 315 ( 17) y 547( 8) 

Dipirrol+H+ 430 ( 14) 430 ( 17) 548 ( 9) 

Dipirrol+CH2 443 ( 28) 443 ( 32) 329 ( 40) y 561( 15) 

El mismo procedimiento no es útil para - 

los derivados trimetilsilil de la bilirrubina Ix , 

IX O , y meso - IX %3 . 
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E1 espectro de gnus<, s de tos derivados tri

P.etitsilil de la, Yilirrubini, IX o< y IK er , son si- 

ilatre-. , A ion n,- lcciztsr es el pico base del espec

tiro « m/ e 872. La en el puente del me

tilcno central oriFinb los picos de los dipirroles

a n./ e 443 y 429. P¿ rece ser c; ue hcay una transposi-- 

ci6n a m/ e 430 flue es más importante para el is6ine- 

ro IK ( . Las fraguentaci,;nes comunes de éstos es- 

pectros son el , pico VI- CH3 y el ion molecular de do- 
ble carga a 436. Frafrmentacione.s en el lado de la - 

cadena del propionato, origina los picos a m/ e 727, 

741 y 755. La fragmentaci6n vinílica a m/ e 727 es - 

más importante para el is6mero IK -C , mientras vue- 

la fragmentaci6n alílica a m/ e 741 predomina para - 

el isómero IX (' , la frae-7nentaci6n vinílica observa

da para el isómero IÁcC , probablemente está rela- 

cionada a la interacci6n de los dos grupos volumino

sos de la cadena del propionato- TMS. 

El espectro de masas uel derivado meso - IL,. 

Cr, muestra unq f'r ía,: nent:ici6n análoga. La hidrogena

ci6n de los dos ir:riipos vinilo se rel le ja en el des- 

laza:niento de varios picos por cuatro unidades de - 

mesa st6mica. Debido - t una sustituci6n más asixétri

ca con dos grupos etilo en una mitad del dipirrol y

dos ésteres propi6nicos ne la otra pitad del dipi-- 
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crol, la iragmentaci6n dN cu2alcuier lado del puente

del metileno central origina iones fragmento a m/ e

315, 329 y a m/ e 547, ; 41. La extracci6n cie hi(Ir6ee

no ( m/ e 54d, análogo al. m/ e 4- í-) aura el I>C ó y ZY, 

a ), se observa solo para l<: mitad riel dipirrol. -- 

que lleva las dos e., denas del propionato. . se pa -de

concluir nue el carbox.ilo de uno de los grupos I'UO- 

TMS es el aceptor del hidrógeno. 

Los espectros de masas de los productos - 

de reacción -ie las bi.lirrubinas con la sal de diazo

nio del antranilato de etilo de la figura 18, se en

listan en la tabla 1, así como la composición de -- 

los iones y los espectros de los compuesto:, meso -- 

14). 

Las estructuras y los espectros de masas - 

de los compuestos 1 y 2 fueron reportados previamen

te en otros estudios ( 13). 

57



H O= c
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MI - CH ) + 

M- C2H5)+ 

161- OCH3 + 

Sti c 2 H 5 ) + 

M- HOC2H5). 

M- CH2COOCH3)+ or

a ( 11- COOC2H5 ) + 

K- CH2- C( OH) OCH3) ó

M.- CH2CH2COOCH3)+ 

M- C6H5( COOEt) NH)+ 

C6H4( COOEt) xu2) a

C6HA( COOEt) NH2- OEt)+ 

C6H4( COOEt) NH2- HOEt); 

T A 8 L A.# 1. 

1 Nso- 1 2 seso -2 5 seso -5 6 seso -6 meso -4 weso- 7 3

476 478 476 478 476 478 476 478 420 420 536

100) 100) 100) 100) 5) 100) 100) 100) 100) 100) 10c) 

461 463 461 463 463 461 463 405 405 521

0. 8) 3) 0. 7) 3) 1. 5) 5) 0. 7) 3) 5) 0. 5) 

391 391

5) 1) 

445 447 445 447 445 447 445 447 505

6) 5) 5) 6) 0. 5) 6) 6) 6) 8) 

431 433 431 433 431 433 431 433 375 375 491

1) 1. 5) 1. 1) 1. 5) 0. 2) 0. 6) 1. 5) 1. 1) 3) 1) 2) 

430 432 430 432 430 432 430 432 374 374 490

0. 7) 3) 1. 5) 3) 0. 3) 0. 5) 2) 0. 8) 7) 3) 3) 

403 405 403 405 403 405 403 405 463

7) 15) 7) 16) 1) 8) 15) 12) 33) 

403 405 403 405 403 405 403 405 347 347 463

7) 15) 7) 16) 1) 8) 15) 12) 24) 12) 33) 

462

5) 

389
449

6) 15) 

312 314 312 314 312 314 312 314 256 256 272

45) 85) 32) 80) 0. 3) 18) 11) 5) 8) 65) 8) 

165 165 165 165 165 165 165 165 165 165 165

40) 30) 45) 22) 60) 13) 15) 12) 7) 15) 40) 

120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120

32) 30) 35) 21.) 35) 15) 20) 12) 10) 20) 36) 

119

65) 
119

40) 
119

60) 

119

24) 

119

100) 

119

16) 

119

30) 
119

16) 

119

12) 

119

24) 

119

70) 



L_a bi irrubin.: pue, e rier oxidiida : or me-- 

dio:. fotonuíi<ic. os cuawi se encuentra en solucic5n y

se ex : one la luz visib1p. El n?iecuni iio y lo.: l ro- 

ductoj; de la foto- cxid.,ci6n varían con 1C. nr- ttzral.e- 

za del disolvente, pero la rei;ccióii r:l,: oi;.in:ante en

muchos disolvente parece ser un _ roce_.o ñe foto--- 

oxigena.c i 6n en el rue la bilirrubin: ::.ctá, cono un- 

fotosensibilizador. ( 15), ( 3)• 

La a.bsorci 6n de luz _ or el. l i> r.•..< nto, gene

ra una molécula en estado exitL,do que ruede tr=+nsfe

rir su energía a una molécula de oxít7eno de lc, : iolu

ci6n. El oxígeno singulete reacciona icor adición - 

al doble enlace del puente, o tr,nsvers-•! mente a -- 

los anillos centr—les tetr pirrol. Los principales- 

productor, que se feirm:in en la foto -oxigenación de - 

la bilirrubina en met, nol amoniacal son: metil-vi-- 

nil, rn:lleimida, ácido hemático y met:-.nol propendio- 

pent, como también se ha.. enecntr<:do bilíverdina ob- 

tenida por la foto- oxidaei6n. ( 15), ( 16). 

La metil- vinil maleimida fué caracteriza- 

ara de una foto -oxigenación de bii_irrubina en meta— 

nol con hidróxido de amonio, con un rendia:iento de - 

5%. El es_,ectro de mases de 1º! s etil-vinil maleimi- 

da es: m/ e 137 ( 35'Y-) M+ r m/ e 119 ( 3%), m/ e 109 ( 8%), 

m/ e 94 ( 5%), m/ e 66 ( 101p). ( 15)• 
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El ácido hemático fué aislado de una foto - 

oxigenación en metanol con hidróxido de amonio, fué- 

aislado como el éster metílico, Que muestra el si--- 

guiente espectro de masas: m/ e 197. 0681 ( 4q) M+ para

C9H11NO41 m/ e 165 ( 1001116) y m/ e 137 ( 85á). El ibn a - 

m/ e 165 probablemente se debe a la pérdida de alco- 

hol metílico. De la misma reacción se identificó el- 

aducto del metanol propendiopent como su éster metí- 

lico con el siguiente espectro de masas: 

m/ e 346. 1526 ( 19%) M+, m/ e 327 ( 5%), m/ e 315 ( 90/6) -- 

M- OCH3), m/ e 259 ( 17%), m/ e 255 ( 21%) y m/ e 212 - 

51q). Se observó por resonancia magnética nuclear - 

que correspondía al isómero con el vinilo exo y Que - 

también se forma el isómero con el vinilo endo que - 

muestra un espectro de masas semejante al del isóme- 

ro exo. ( 16),( 17). 
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