UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS QUIMICAS

Separacion de los Pigmentos Biliares
por Cromatografia en Fase Reversa

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO
BIOLOGO

PRESENTA

JOSEFINA SANCHEZ MACEDRO

MEXICO, D. F.
"MCMLIX

WA



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL. AUTONONIA DE MEX[CO

ESCUEI_A NACIOI\AI_ DE CIENCIAS OUIMICAS

Separacion de los Pigmentos Biliares
por Cromatografia en Fase Reversa

TESIS

QUE FARA OBTENER EL. TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO
PIOLOGO

PRESENTA

JOSEFINA SANCHEZ MACEDO

MEXICcO. D. F.
MCMLIX



04 nis @acl nEL

Con catiiio y that[tucl.



04 mis ::V.—:znzanos

Pavicntes Yy ::4/;21’301



Ests tra 1a/'o se wealizd en el Onstituto
Nacional ds la =N utricion, =n el Ds/za'ztamsnto
Bioqu[nz[ca [3a/'o la divecaidn del Dr. GHuillenmo

» , )

:So[nszo:z, a quisn /za(/o /zatsrzte nui /J'Lo][wzc[o

agq radsaimisnto.



..(f)ot u ua[[o;a colalzozaaw'n.

54[ JAYS :Ricwulo :l’{a'zciaq



CAPITULOS

]—GENERALIDADES.
I1—MATERIAL Y METODOS.
IIL—RESULTADOS.

IV —DISCUSION.
V.—CONCLUSIONES.
VI—BIBLIOGRAFIA,



[—GENERALIDADES.



GENERALIDADES

Desde que el botdnico Tswett en 1916 (1) logré
separar algunos pigmentos vegetales por medio de lo
que él llamé cromatografia, muchos autores han in-
troducido multitud de modificaciones a este método
original. La cromatografia no es sino un método de
separccidn de substancias, en el que interviene un
sistema de solventes compuesto de dos fases: una mé-
vil vy oira estacionaria. En la actualidad las técnicas
cromcnogrthczs se clasmccm en cuatro grupos prin-

cipales que son:

a). Adsorcién cromatogrdfica—La fase mévil
es una masa flulda y la esiacionaria es la superticie
intertacial de un adsorbente.

b). Pariicién cromatogréfica.—La fase mdvil es
una masa flulda y 1 fase estacionaria estd suspen-
dida en un material 1erte.

c) Separacién oor espuma y emulsién.—Este
tipo de cromatogralia utiliza como lase mévil una
masa fluida y como fase estacionaria una pelicula in-
terfacial formada de burbujas o gotas.

d). Intercambio idnico.—En ésta se realiza in-
tercambic de iones entre la masa fluida mévil ioniza-
da v la lase estacionaria cue generalmente es una
resina.

Estos cuatro tipos de cromatografia pueden efec-
tuarse en papel o en columnas cromatogrdficas,

En el presente trabajo se le dedicard particular
atencién a la particién cromatogrdlica en columna,
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en la que se usa un sisiema de solventes constituido
de dos fases liquidas. A una de ellas sostenida, por
un material inerte (Kieselhguhr, silice, etc.) se le da
el nombre de fase estacionaria, la otra toma el nom-
bre de fase mévil v es la que corre a través de la co-
lumna. La separacién depende de la distribucién de
los diferentes componentes de la mezcla analizada
entre las dos fases.

El soporte utilizado puede ser de muy diversas
clases y su polaridad varia desde la del agua hasta
la de hidrocarburos parafinicos. La fase mévil debe
tener como requisiio el ser opuesta en polaridad a la
iase estacionaria. La fase mévil puede correr a través
de la columna ya sea por influencia de la gravedad,
aplicando presién o por succidn, siempre y cuando el
pagquete de material inerte no pierda su uniformidad.

A este tipo de cromatogratia pertenece el siste-
ma diseniado por Howard y Martin en 1950 (2) quie-
nes describen de una manera precisa la cromatogra-
tia en fase reversa, aunque previamente Boscott y
Bolding (1) hacen referencia a este procedimiento,

En este trabajo usan un sistema de solventes en
el cudl la fase mds polar es la mévil v la menos polar
la estacionaria. Para obtener esto es necesario un
soporte hidrofébico, lo que logran haciendo pasar
una corriente de diclero-metil-silano a través del
Kieselguhr hasta que el material flote en agua. Des-
pués de este tratamienio lavan dicho material con
alcohol metilico hasta neutralizarlo al azul de bromo
timol.

El sistema de solventes que utilizan es una mez-
cla de agua-acetona-parafina ligquida. Las columnas
son de 12 mm. de didmetro y contienen 4 gr. de Kie-
selguhr siliconizado que ha sido homogeneizado con
3.8 ml. de la fase menos polar. De este modo logran
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separar y analizar mezclas de dcidos grasos que con-
tienen por ejemplo: palmitico, miristico y ldurico.

Este tipo de cromatografia ha permitido a Cole y
Lathe (3) instituir las bases que permiten distinguiz
los diferentes pigmentos biliares y establecer la re-
lacién de éstos con los dilerentes tipos de ictericia.

Por ser la bilirrubina el principal pigmento pre-
sente en la bilis su metabolismo ha estado sujeto a
numerosdas investigaciones gracias a las cuales se
han dilucidado numerosos hechos de gran trascen-
dencia en la patologia humana.

Cuando los glébulos rojos han llegado al térmi-
no de su vida son destruidos en el sistema reticulo-
endotelial del higado, bazo y médula ésea, donde
liberan la hemoglobing, substancia cuyo grupo heme
por diferentes transtormaciones da origen a los pig-
mentos biliares.

La degradacién de la hemoglobina se inicia por
rearreglo de las valencia del heme y oxidacién de las
cadenas metinicas, pero sin pérdida de la globing, ni
del fierro. Estos cambios hacen inestable a la molécu-
la, la cual se rompe entre sus anillos pirrdlicos I v I
con pérdida de anhidrido carbénico v formacién de
un compuesto llamado coleglobing, el cual por pér-
dida del fierro se transforma en biliverdina-globina
y por separacién de la globina de la biliverdina. Por
. accién de una dehidrogenasc, la biliverdina se redu-
ce para producir la bilirrubina que pasa al torrente
circulatorio donde es transportada al higado unida a
albtimina plasmdtica (5). En esta gldndula la bilirru-
bina se conjuga con el dcido glucordnico para former
los pigmentos biliares conjugados. Este proceso se
verifica en los microsomas de las células parenqui-
matosas en donde el dcido uridin-di-fosfato-glucurd-
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nico se escinde para donar su dcido glucorénico a la
bilirrubing, siendo catalizada esta reaccién por la
enzima glucuronil-transferasa. (6, 7).

De esta manera se forman el mono y diglucuro-
nidato de bilirrubing, llamados también pigmentos 1
y II respectivamente, aungque no se tiene la certeza
de si el pigmento I es precursor del pigmento 11 o no.
Por medio de estos dos pigmentos se excreta la bili-
rrubina en la bilis, de modo que al hacer pasar ol
intestino delgado son reducidos por accién bacteria-
na a urobilindgeno, el cual se excreta en forma de
urobilina, substancia responsable del color de las
heces. Cierta cantidad de urobilinégeno es reabsor
bida y pasa « la circulacién portal v al higadeo para
ser oxidada a urobilina y mds tarde ser eliminada por
la orina. (8).

Lo anterior se observa en condicicnes normales
pero hay situaciones en que los pigmentos aparecen
en exceso en la sangre ya sea: per incapacidad para
eliminarlos o por aumento en su produccién, dando
origen a la hiperpigmentacién biliar o ictericia. Esta
puede pues deberse al exceso de produccién de pig:
mentos como en el caso de ictericia hemolitica o pre-
hepdtica; a la falta de conjugacién del deide glucuréd-
nico como sucede en la llamada enfermedad de Gil-
bert, en la lamada ictericia fisiclégica del recién na-
cido y del prematuro y en la ictericia del recién na-
cido tipo Crigler Najjar. También puede deberse a
un defecto en su eliminacién: ya sea por hepatopatia
o por obstruccién de las vias biliares extrahepdticas,
en cuyos casos se tiene la ictericia hepatocelular y
la de tipo obstructivo o posthepdtica respectivamen-
te. (9).

Es interesante hacer notar que en las hepatopa-
tias aumenta proporcionalmente el pigmento I y en

— 4 —



Na NO, + H¢l ———> 20.0\4' HNO.

xzol;, mo.;.llwe M= N~ \ao.

i\ \(C - h v

§C/>y




las ictericias obslructivas se incrementa también pro-
porcionalmente, el pigmente II. (17).

El estudio de los pigmentcs biliares da comienzo
en 1913 cuando Van den Bergh v Snapper (10) vie-
ron la necesidad de desarrocllar un método para de-
terminar cuantitativamente lg bilirrubina en sangre,
para lo cual aplicaron la prueba de Erhlich para la
orina. Esta reaccién en la que se basan todos los mé-
todos existentes hasta la fecha, consiste en romper la
molécula de la bilirrubina en dos partes, por medic
de un agente diazotante que se obtiene al tratar dei-
do sullanilico con nitrito de sodio. Para gue esia rece-
cién resulte positiva se necesita gue el compucsto a
reaccionar tenga una unién —CH.— la cual segtin
Fischer y Haberland (10) sufre una hidrélisis prelimi-
nar. Ordinariamente sélo uno de los dipirroles resul-
tantes reacciona con la sal diazotante vy da los azobi-
lirrubindégenos, pero con suficiente cantidad de agen-
te acoplante reacciona la otra mitad de la bilirrubina.
Para el desarrollo de la reaccidén se necesita que la
bilirrubina v el agente acoplante se encueniren en la
misma fase vy puesto cue la primera es insoluble en
agua se adiciona alcohol al medio de reaccidn.

Van den Bergh y Muller (10) omitieron acciden-
talmente el alcohol, enconirando que habia desarro-
llo de color sobre todo cuando se usaba bilis como
fuente de pigmentos biliares. Este tipo de reaccién
era también positiva en el plasma de pacientes con
ictericia obstructiva v hepatitis, pero no asi en los que
tenian ictericia hemolitica, casos en los quec era nece-
sario agregar alcohol para producir desarrollo del co-
lor. A esta Gltima se le dié el nombre de recaccidn in-
directa y a la primera reaccién directa. En razén de
estos hallazgos se hicieron pruebas para diferenciar
los dos tipos de bilirrubina y encontraron los siguien-
tes hechos.
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Propiedades Bilirrubina

indirecta  directa

Solubilidad en agua.

Solubilidad en CHCIL

Presente en la bilis.

Presente en la orina de ictéricos.

Afinidad con las prot. desnaturaliz.

Unidén con proteinas plasmdticas.

Oxidacién.

Asociada con ictericia hemolitica.

Asociada con ictericia obstructiva

Hepaiitis.

P+

S

+
+

N

+ +

Mdés tarde Cole y Lathe (3) aplican la cromato-
grafia particional de fase reversa a sueros ictéricos
v logran separar dos pigmentos: uno que reacciona
de manera indirecta y otra de manera directa.

Esta separacién la hicieron en columnas de vi-
drio de 18 mm de didmetro, usando Kieselguhr como
material inerte v soporte de la fase estacionaria, en
fa cual estd previemente trstsdo con silicons con objeto
de impermeabilizarlo. El sistema de solventes consis-
te en la mezcla de 25 paries de clorolormo, 25 de te-
tracloruro de carbono y 58 partes de alcohol metilico,
6 partes de agua y 6 partes de solucién amortiguac-
dora de iosfatos pHE. El suero se desproteiniza con
alcohol vy sulfatc de amonio, se seca al vacio y se
pasa por la columna con lo qua se obtienen dos tipos
de pigmentos, uno, cue se mueve mds rdpidamente
y por consiguiente es mds soluble en agua vy da una
reaccién directa a la prueba de Van den Berght, el
oiro es mds soluble en solventes orgdnicos y corre
mds lentamente en la columna y da una reaccién in-
directa.
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En 1954 estos mismos autores (11) legran sepa-
rar del pigmento que se mueve mdés rédpidamente en
el sistema anterior, dos fracciones que lamaron Iy
II. Para ello usan amortiguador de fosfatos pH6 v bu-
tanol como sistema de solvente, ambos pigmentos I
y Il dan una reaccién directa y el mdés soluble o sea
el que corre mds répidamente se encuentra en mayor
proporcién en la bilis y estd presente junto con el
pigmento I en la orina de pacientes con ictericia obs-
tructiva v hepatitis.

En el mismo trabajo informaron que si se corren
los sueros previamente diazotados en cromatografia
de fase reversa, con Kieselguhr tratado con silicona y
usando un sistema de solventes de butanol agua so-
lucién amortiguador de lfostatos de pH4 aparecen dos
tipos de pigmentos diazo positivos que llamaron A y
B. Posteriormente Billing mosird (13) que el pigmento
IT da lugar al azopigmento B, mds soluble y que corre
mds rdpidamente que el ozo-pigmento A que se ori-
gina a partir de bilirrubina. El pigmento 1 produce
una mezcla de aze pigmentos A y B.

Tanio el azo piomento A como el B a causa del
arreglo asimétrico de las cadenas laterales de les pig-
mentos biliares, conslan de unga mezcle de isémercs
que se diferencian Gnicamente en la posicién de los
grupos vinilos vy metilos en la cadena. Estos isémercs
se han podido separar cromctogrdiicumente pero
como se comportan de manera similar en el sistema
descrito se les toma como si fueran una sola substan-
cia.

De estudios cromatogrdiicos, enzimdticos y de-
terminaciones cuantitativas se ha llegado o la conclu-
sién de que los pigmentos biliares que reaccionan di-
rectamente en la prueba de Van den Bergh, estdin
formados de bilirrubina v dcido glucorénico. Talefant
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(8) al irciar bilis purificada de perro por electroforesis
ccmprold que el pigmento Il esid siempre asociado
al écido glucurdnico en una proporcién de 1 a 2. Esta
unién es de tipo éster y en ella participan los grupos
carboxilincos de la bilirrubina (7). Shachter ha com-
probade que la unidén es de tipo carboxil glucurénico,
por su capacidad de reaccionar con la hidroxil amina
para formar hidroxamatos.

También se ha observado que el tratamiento
con dlcali da lugar a una conversién completa de pig-
mento directo a bilirrubina. En el pigmento | se iden-
fifica dcido glucurénico en proporcién de 1 a l y d
diazotar produce los azopigmentos A v B por lo que
se ha llegado a la conclusién de que el pigmento 1 es
¢l monocglucuronidaio de bilirrubina. Fuesto que en
¢l pigicenio I el acido glucurdnico esid en mayor
caniidad (relacién 1 a 2 vy sélo produce pigmentc B al
diczotarse) se ha concluide cue el pigmento 11 es el
diclucurénico de la bilirrubina.

Fn el Institvto Nacional de la Nutricién donde
hay gran cencentracidn de enfermos hepdticos, existe
gran interés en estudiar la distribucién de los pig-
mentos bilicres en los mismos, por lo cual se estudid
el método de separacién de los compuestos por cro-
matografia en fase reversa segtn lo han descrito
Cole, Lathe v Billing (3, 8).
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MATERIAL Y METODOS

El méicdo desarrollado est& basado en la téeni-
ca descrita por Cole, Lathe v Billing (3, 8) en la que
se usa el evaporado de un suero desproteinizado que
se pasa a través de una columna cromatogrdfica don-
cde se separan los pigmentos [ y I

A un ml., de suero ictérico, se le adicionan 0.18
ml. de sclucién saturada de sulfato de amonio vy 2.5
ml. de aleohal etilico, se agita y se deja reposar en
la obscuridad por medio hora, se centrifuga, v se to-
ma una alicuota. Esia se evapora al vacio « menos
de 40 grades C. El evaporado se trata con 0.5 ml. de
ler fase acuosa de un sistema de solventes compuesto
de: butanol, agua y amortiguador de {osfatos pH6 (50,
45 v 5 paries respectivamente).

Les pigmentos biliares disuelios en medio mili-
litro de la fase acuosa, son transieridos a la parte su-
perior de la columna, la cual estd formada de tubos
de vidrio de 12 mm. de didm. cue contienen 1.5 g. de
Kieselguhr tratado con silicona. El Kieselguhr ha sido
homogeneizado con 0.8 ml de la fase menos polar y
10 ml de la mds polar del sistema de solventes usado.

Los pigmentos se separan al hacer pasar a tra-
vés de la columna 4.5 ml de la fase acuosa. Una vez
separados, s¢ sacan en fracciones para determinar
la intensidad de color segin la reaccién de Van den
Bergh pero en el que se usa diazo reactivo unido a
alcohol v o una solucién amortiguadora de fosiato
dikdsico, dando un pH de 4.1. Estas soluciones elu-
yen los pigmentos de la columna.
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Ademds de los reactivos empleados en el méto-
do anterior se describen otros que fueron usados al
estudiar la influencia de algunos factores que pue-
dan modificar la determinacién, segin se verd en re-
sultados.

Alcohol etilico de 989,
Alcohol metilico absoluto.
Cloroformo Q. P.
Bilirrubina cristalina.
Acido sulianilico.

Nitrito de sodio.

Sulfato de amonio.
Fosfato di bdsico anh.
Fosfato monobdsico, anh.
Acido tricloroacético.
Acido clorhidrico.
Alcohol butilico.

Celita.

Syl Gard 17.

Azul de bromo timol.

Solucién de dcido sulfanilico.
1 gr. de dcido sultanilico levado a un lt. con

HC1 0.25 N.

Solucién de nitrito de sodio.
0.5 gr. de nitrito de sodio en 100 ml. de agua
destilada.

Diazo reactivo.
0.3 ml de solucién de nitrito de sodio con 10.0
ml. de solucién de dcido sulfanilico. Este reac-
tivo debe ser de reciente preparacion.

Diazo Blanco.

Solucién 0.25 N de HCI.
— 10 —



Solucidn de lesiate al 1.489%,.

14.3 gr. de foslaio dibdsico en un It. de agua
destilada

Diaza recactivo alcohdlico.

 Solucién de deido sulfanilico. 10.0 ml.
Solucidn de nitrito de sodio. 0.3 ml.
Solucién de fosiatos 1.439%, 20.0 ml.
Alcohol etilico. 90.0 ml.
Modificaciones:
Diazo reactive aicohdlico (a).
Solucién de dcido sulfanilico. 10.0 ml.
Solucién de nitrito de sodio. 0.3 ml
Solucién de losfatos 1.43%, 20.0 ml
Alcechol etilico 50.0 ml
Diazo blanco dalcohélico (o).
Solucién de deido clorhidrico 0.25 N 10.0 ml.
Solucién de fosfatos 1.43% 20.0 ml.
Alcohol etilico. 50.0 ml.
Diazo alcohdlico (b).
Solucién de deido sulfanilico. 20.0 ml
Solucién de nitrito de sodio 0.06 ml.
Solucién de fostatos 1.43% 20.0 ml

Alcohol etilico. 50.0 ml

Acido sulfanilico “doble”.
0.2 gr. de dcido sulfanilico en 100 ml. de solu-

cién 025 N de HCL
Diczol clcchol doble (c).

Acido sulfanilico doble. . 10.0 mlL
Selucion de nitrito de so<:}1o 0.06 m}
Solucién de foslatos 1.43% 388 $1

Mleohel eiflico.
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Acido tricloroacético.
Soluciones de dcido tricloroacético al 10, 20, 40,
y 60%.

Amortiguader de fosfatos 0.5 M.

Solucién A.
0.69 gr. de losiato monobdsico en lOO ml. de
agua destilada.

Solucién B.

0.71 gr. de fosiato dibdsico en 100 ml. de agua
destilada.

Solucién amortiguadora de
fosfatos pHB6

Solucién A 8.7 ml
Solucién B 1.4 ml
Sistema de solventes.
Butanol. 500 ml.
Agua. 450 ml.
Amortiguador de fosfatos pHE 5.00 ml
Diazo alcohol metanol doble.
Solucién dible de dcido sulfanilico. 10.0 ml
Solucién de nitrito de sodio. 0.6 ml
Solucién de fostfatos 1.43%. 20.0 ml.
50.0 ml.

Alcohol metilico.
Solucién saturada de sulfato de amonio.

— 12 —
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RESULTADOS

Se estudiaron algunos factores que pueden in-
fluenciar la técnica anteriormente descrita a fin de
precisar gue tanto alecta a la determinacién las va-
riaciones que se intrcducen, de modo de hacer el
método lo mds reproducible rosible asi como también
para tener especial precaucién en €l manejo de aque-
llos fazteres gue tengan una influencia més marcada.

Los factiores estudiados son:

a). Preparacién de la columna.

b). Precipitacién de proteinas.

c). Variaciones al eliminar el alcohol del sis-
tema.

d). Variacicnes en el desarrollo de color.

a). Preparacién de la columna.

Debido a gue no fué posible adquirir el I_{iﬁsel-
gurh usado por Cole y Lathe se probaron otro tipo de
materiales como son: Caolin Atapulgite, Attasorb, ¥
celita que fue la que dié mejores resultados. E;tcx de-
be siliconizarse previamente, para lo cual se hizo uso
del Syl gard 17 de Dow Chemicgl, que se dllu*{e pre-
viamente en agua caliente y a este liquido se %cma-
de la celita, se agita, se deja reposar y s€ flltra.l udne-
do ha quedado seca se ve Sl Iflota en crgu:t, o qt;e
indica que la siliconizacién fué efectiva, dvf_pu;s s
comprueba si estd neutrd el azul de brp;no 1§n  en
caso contrario se lava con alcohol mehhco. e Srse
a 110 grados centigrados ¥ queda lista para usarse.
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Se emplearon como columnas tubos de vidrio de
8 mm. de didmetrc interior con un tapén horadado
en su parte inferior que se cubre con una pequena
capa de algeddn, se llenan con una mezcla homoge-
neizada de 1.5 g. de celita con 0.8 ml. de butanol y
10 ml. de la fase acuosa del sistema de solventes. La
celita se hcmogeniza primero con el butanol y des-
pués sc¢ le anade la {ase acuosa. La columna se em-
paca por corriente de aire a una presién constante. ¥
al terminar ésta se coloca en la parie superior un
circulito de papel {iliro con objeto de gue al agregar
el problema. it columna no pierda su uniformidad.

Las columnas hiechas con 1.5 g. de celita quedan
muy pequenas (8 cm.) vy al hacer la separacién del
pigmento Il por correr mds rdpido, se sale de la co-
lumna, cor le que mejor se hicieron de 2 g. Para estas
se utiliza | ml de iase estacionaria y 13ml de la mo-
vil: se obtiene asi la colurnna de 10 cm. de lengitud
que permite separcr mds nitidamente los pigmenios.

La separacién aueda de la manera siguiente:

1 ——L bilirrubina libre, que no corre y s€ quedg
en la parte superior de la columna. En esia determi-
nacién no se toma en cuenta la bilirrubina libre.

2.El pigmento [ que se encuentra en el primer
tercio.

3—Fl pigmento Il que se localiza en la parte
inferior.

Las tres bandas son apare
elucién vy desarrollo del color.

ntes qun anies de la

La columnc se sacd del tubo de v1dréo ylfljg i;
vide en ires porciones due ccmts-nglctrcli C%igﬂo 0 un
pigmento y se les exiras con 2.5 ml. be na:iante e
alcchol, se centrifuga, se separd el sobre ,

——— 14 ——



residuo se vuelve « exiraer con 2.5 ml. de etanol, se
juntan los dos extractores y se leen en Bausch &
Lomb. Co. a una longitud ce onda de 525 mu.

La Preparacién de la zclumna es uno de los fac-
tores importantes en la de‘erminacién. Se debe pre-
parar la celita en pequencs cantidades (alrededor de
50 g.) Yy aun asi no todos 1 s lotes resultan convenien-
tes, sin que havya sido posible precisar las causas de
las fallas.

b). Variaciones al precipitar proteinas.

l.—Se precipitaren las proteinas con una can-
tidad fija de etenol: 2.5 ml., vy cantidades variables as
solucién saturada de sullctc de amonio de 0.09 a 0.36
ml. y se observé que apcarecia turbidez en algunos
tubos gue impedia el correc'o desarrollo de .IICI reac-
cién colorimétrica. Al parecer la combinacion mas
~onveniente fué aquella en la que se usé 0.18 ml. ain
cuando con 0.05 y 0.27 ml se encuenira mayor por-
centaje de recuperacién hecho que por lo demds no
iué constante.

2 —Con una cantidad fija de etanol de 2 ml. y
naciendo lc¢ s mismas variaciones de sulfato de amo-
nio se observa una turbidez en tedes los tubos a
excepcién de los que contienen O..18 ml. de la solu-
cién saturada de suliato de amonio. El mayor por—1
centaje de recuperacién para las mezclas de etano
v sulfato de amonio fué de 80%.

3 Se estudié también la precipitacion de pzio—
teinas con diferenties concentraciones de ac11dc:jtr1;:t§:
ro acético, para este objeto se usaron 2.5 1rn baiético
nol y 0.18 ml. de soluciones de dcido triclor

al 10, 20, 40 y 60°,. Solament= se observé desarro'lo

S nor int -
al 109, pero en me
de color en la solucidon /o 4 suliato de ¢ O-

sidad comparada con la que se uso
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nio. Con las otras concentraciones se observd un co-
lor verde debido tal vez a la transformacién de los
pigmentos.

4 —También se hicieron experimentos variando
las cantidades de alzohol de 0.5—4 ml. sin usar sul-
fato de amonio, se obtuvo buen desarrollo de color
en los tubos gue contenian 2. 2.5 vy 3 ml. de alcohol.

Debido a gue la mavyor estabilidad de la reac-
cidén se obtiene con 0.18 ml. de suliato de amonio y
2.5 ml. de clcohol etilico, los experimentos pcsterio-
res se hiciercn con estos cantidades.

Variaciones en el tiempo de reposo.

5—Se investigé el electo de la luz, obscuridad
¢ enifriamientoc durante el tiempo de reposo antes de
desarrollar ¢l color. Se enconiré que los pigmentos
no se conservan en la luz v a lo que parece es para-
ddjico tamroce en frio.

6.—Variacién del tiempo de precipitacién de
proteinas. Se observd una variacién minima entre los

30 v 60 min.

¢).—Variacién al eliminar el alcohol del sistemar.

] ] ] » .
Por la necesidad de eliminar el alcohol del so

brenadante que se obiiene al precipitar las protel-

nas, se empled liofilizacién y evaporacion al vacio.

(evaporador Vollrath. Co.) Se de;idié por el segundo
por ser menos claborade. Se h1c1'e§ror1 pruebas va-
riando la temreratura de evaporacion desde 30 hasta
50 grados C auncue por supuesto la rapidez cliel pro-
ceso est& en funcion de la temp«e;atura y de vcxc12,
la bilirrubina so estruyé mas rapidamente aéempv-
raturas elevadas O comprobo que el tiempo edeavgxc;
poracién os imperiante, ya que el plgmenti SE’E dana
cuando 1 Aure ién Ael método es mayor. a temp
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ratura escogida iué de 38 gradeos a la cual se efectia
la evaporacién en unocs cuanios min,

d). Variaciones en el desarrolio de color.

] —Pcra los experimenios gue se hicieron al
precipitar las proteinas se usé un ml. de diazo reacti-
vo v 5 ml de zlcohel Se uiilizé aleohol etilico y
alcohe! metilicc, <inndo mejores resultados el alcohol
metilico.

2—Mas 1z “e zcuerdo con la téenica origi-

nal, se emvlezron 8 ml de diazo reactivo, mezclado
previamern:e -on alcohel etilico v festato al 1.43%

pero con meznor canidad de etanol (80 ml) va cue
con 90 cuosic subio. También se comprobd que si se
agrega un ml cxira de diazo reactivo, el color se in-
tensiliza v para no tener un exceso de volumen se

A Ll

hizo el "Airre doble”

Cemo «n un principio se obtuvieron mejores re-
sultados 1 viihizar alechel meidlico, se hizo un diczo
alcohdlico ~cn meoiancl pero se observéd que al agre-
aarle 1 preblemes Ante gueda turkio, por lo que se

. AEP. IR ] "| '
siguis rrbaicnds en ol diazo alechol etilico "doble

e). Porciento de recuperacion. y

Prre gaoar ol porcentaje de recuperacion, Se
tomd ~ome 10070 4 lectura chicnida en el suero ori-
ginci seqin lo téonica de Meilloy Evehng (18), a la
que s= refirieron s lecturas obtemdqs en las dife-
tog ~ondiciones anteriormente descritas.

’ o
lcos porcentajes obtenidos {luctian de 50 a ?O 7.
03 porcontaje nuct :
Fsics Aizrcrepanaiogs ol parecer se deben, no tanto, :
S como ol suero en si, @
inaciones -} mismo
Ciue S 'r‘,;r‘-ic.rcn flr}rifxs (]el(—‘rm1nq‘,10n05 con C} )84 1C;?1
Orocediraiento, poro 2on Aiferente suero, no enr g
N S, nelencia igual en lag recuperacios

lzs mediticaciones hechas,

trande raanccruna e

nes ohtenidas,
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Enfermo Diagnéstico

F. N Metdstasis de adenocarci-
noma poco diferenciado.

2 L Cirrosis hepdtica.

A D. Hepatitis por virus.

. M Ca del péncheas®

Hepatitis reactiva.

] V. Colrsiitis crénica

S. C. Hepatitis, Latiasis vesicu-
lar v coledosicner.

Ma. V Hepatitis.

* El padecimiento tenia un tiempo de

Comprobado por

Biopsia
Clinica, biopsia
de higado, la-
boratorio.
Laboratorio
clinica.
Bicpsia
Radiografia
peritoneos-
copla.
Autopsia la-
Biopsia

boraterio.
1 aboratorio
clinica.

evolici én prolongado

Bilirrubina

Directa Indirecta

19.8 1.62
9.30 3.72
2.66 0.40*
5.0 1.37

12.16 0.28
6.52 0.85

57.40) 9.20
3.48 0.70

Cromatogradia
pig. biliares
Yl %l
57.5 42.5
65.5%  34.5%
66.1 339
59.4 45.1
62.2 37.8
58.0 42.0
35.7 64.3
04.4 35.6
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En la tabla I se presentan los datos de 8 enfer-
mos en los que se realizd el procedimiento.

DISCUSION

El desarrollo de esta técnica es de gran impor-
temcia en la clinica, ya que es prometedora en el sen-
tido que con ella se puede obtener una diferenciacién
entre las ictericias hepatocelulares y las de tipo obs-
tructive, seglin se encuenire una mayor proporcién
de pigmento I 6 Il en el suerc del paciente.

Se ha encontrado que en cada uno de los facto-
res que intervienen en la reaccién presentan fallas de
dificil solucién, por lo cual se debe tener especial cui-
dado durante el desarrollo de este método.

Es necesario tomar en cuenta los siguientes he-
chos:

Hay pérdida al precipitar proteinas, ya que sa
nota la presencia de color amarillo en el paquete de
proteinas precipitadas, v ademds da una reaccién
positiva a la prueba de Van den Bergh. (Se traté de
exiraer el pigmente perdido, probando diferentes sol-
ventes, pero no se obtuvieron resultados satistacte-
rios con ninguno de ellos.

Por ser muy pequena la cantidad de ligquide en
la que se disuelve evaporado, no llega a ser suficien-
te v parte del pigmento se queda adherido a las pa-
redes del matraz donde se evapora. Esta pérdida se
atribuye mds bien a bilirrubina libre vy no a pigmen-
to I v II, ya que el liquido en el que se disuelven es
agua saturada con butanol en la que los pigmentos
I v II son bastantes solubles, y la bilirrubina se di-
suelve en solventes orgdnicos.



Por otro lado no es posible aumentar la canii-
dad de liquido de disolucién ya que se afectarian las
condiciones de la columna.

Por todo lo anterior puede decirque aunque la
técnica no es absolutamente cuantitativa, es de gran
importancia ya que puede precisar cual de los dos
pigmentos [ y Il se encuenira en mayor proporcién.

En vista de que la técnica presenta dificultades
para su desarrollo que son dificiles de vencer, es pre-
ciso, en vista de su importancia, seguir trabajando en
este campo hasta chiener un procedimicnic de mdés
{&cil manejo que esté al alcance de los laboratorios
de andlisis clinicos.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.—Se estudié la técnica de separacién de los
pigmentos biliares (monoglucurénico y diglucurénico
de bilirrubina por cromatografia en fase reversa se-
(g?:.lnl 2ellgl método descrito por Cole, Lathe y Billing.
12, 13).

2—Se logré la separacién de los pigmentos que
dichos autores han descrito, v se estudiaron algunos
tactores que intervienen en la determinacién: Precipi-
tacién de proteinas, variaciones durante la evapora-
cién, durante la preparacién de la columna, y varia-
ciones durante el desarrollo del color.

3.—Muchos de estos factores afectan de manera
importante, con pequehnas variaciones que no son {&-
ciles de controlar por lo que hay que ajustarse extric-
tamente al método descrito.
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