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1.1 OBJETIVOS. 

Objettvo General 

1. INTROOUCCION. 

• Implementar un método seguro y sensible para dctermin;ir las especies moleculares de 

bll1rrub1na en b1lrs por HPLC. par.a su empleo en tnvesngac16n 

Objetrvos Particulares 

• Estandanzar las cond1c1ones de operación del método 

• Demostrar la connab•ltdad del ml!todo .11 cst;-ibleccr su hneahdad. prec1s10n. e:itactrtud. 

sen~b1hdad y especificidad 

• Evaluar el comportam1•.!nto del mCtodo con muestra!. de bilis de seres humanos y 

roedores 

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En los úttlmos .anos se ha incrementado el interés por la 1rl'IJestJgac10n del metabolismo de 

la bd1rrubina. con el nn de obtener conoc1m1entos que nos permitan una meJor compren

S16n de los mecanismos involucrado-:. en aquellos padec1m1entos propios del higado o el 

tracto billar donde sufre attcrac1oncs enfermedades congl!mtas (corno el slndrome de Gii

bert). formación de c~tculos billares. etc Este es un campo donde nos fatta mucho por 

saber 

En el l~tJtuto Nacional de Nutnc16n tamb1é-n se realizan contnbuc1ones al res.pecto. y du

rante e1 desarro1:0 de los estudios se hil hecho necesario contar con un método connable 

para la determ1nac10n de b1hrrub1na y cada una de sus especies rnoleculares en la bdrS 

Los métodos comúnmente empleados para la determinación c1lnica de b1hrrub1na en sue

ro. permrten obtener una esbmac16n r~pida. pero no distinguen entre las especies molecu

lares. lo que 1mposib1lrta su uso para la determinac10n en b11ts 

Por lo que se propone unllzar para su determ1nac10n un método por HPLC debido a su 

sensibilidad y eJtactrtud. que permrte cuantificar cada especie molecular por separado 

Para obtener res.uttados de calidad. es necesano documentar y demostrar pnmero que 

este método es connable y de verdad su·\le para determinar y cuantJflcar lo que desea

mos 



2. GENERALIDADES. 

2.1 METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA. 

2.1.1 Propiedades gulmicas. 

La bd1rrubina es un tctTap1rro1 lineal. que consiste de dos d1p1rrometenonas aSlmétncas 

unidas por un puente mctJleno (10) Su rormula condensada es C ,~Hy,N1Q... .. y su P M es 

58.C. 68 En rorrna cnstahna se presenta como pnsmas romboides monocllmcos de color 

naran1a el.ira o café-<OJIZO Se oscurece al ca1entam1ento y no tunde Presenta un ma.ll'lmo 

de absorc10n entre 451-453 nm. con un coetic1ente de ertinc16n molar de 60.700 L I Mol 

cm (16) 

La b1llIT\Jb1na y sus con1ugados son muy lábiles sufren rj¡p1damente de oridac1ón. des

compo!Mc10n rotoqulm1ca o mtercamb10 d1p1rróhco Adem:ts. los conjugados de b1/1rrub1na 

pueden sufnr h1drOllsr.> no enLtm:thca y transrerencra de Ja porción carbohidrato ac 1a po5'

c10n 1-0- a fas pos.1c1ones 2-0- o 3-0- (14') 

Es insoluble en agua. pero soluble en d1clorometano. cloroformo y metanol Los meJores 

sohfentes son aquellos capaces de romper puentes de hidrógeno formam1da d1men1-

formam1da y d1metJISUlf'óX"ldo Tamb16n es soluble en :tlcahs y ac1dos ( 1 O) 

La forma natural predominante 1n vrvo es la b1firrubma IXu:-Z Z. que cont>ene dos grupos 

cart>o.,etll en las pos.1c1ones 8 y 12, y cuyos dobles enlaces .\4 .5 y .\15. 16 poseén configu

rac10n Z.Z (fig 1 a) La molécula es ligeramente as1métnca porque el grupo vinilo en el ani

llo A se encuentra en po5'c16n endo (C3). mientras que el vm110 en el anillo D se encuen

tra en pos.1c10n e.ro (C 1 8) En su forma d1ac1da los dos grupos car"bOlt1fo rorman puentes 

de hidrógeno 1ntramolcculares con el oxigeno de la cetona y los dos nrtTOgenos del anillo 

dip1rrometenona en la mrtad opuesta de la molécula formando dos trfos de puentes de 

hrdrOgeno. plegando la estTuctura de la b1llrrubina cng 1b.1c) (10) 

Los valores de pKa de los dos !JTUpos carboxflicos son muy afecicldos por el sotvente 

empleado para la determ1nac1on Se han obtenido pKa de 4' 3 a 5 3 para cada carbo:inlo 

en dlmetltsulfO:indo y de 6 2 a 6 5 en soluciones acuosas con olc1dos b111a,-e9 (10) 
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Figura No 1 a) estructura plana de la b1hrn.Jbina b) estructura de la bll1rTUb1na con 
los puentes de hidrógeno e) estructura plegada 

Vanac1ones estructurales La b1hrrubma puede presentar 1somerfa estruCtl.Jral por cambio 

en la pos1c16n de los grupos vm1!0 o carhovietll ( 1 O) 

La 1somerfa confcrmac1on.a1 se puede presentar en uno o ambos puente meteno. forman

do los isómeros Z.E. E,Z, y E.E (10) 

Diferentes confórmeros resuttan de la rotación de los anillos p1rr6hcos alrededor del 

puente rnetlleno central B.aJO casi tudas las cond1c1ones el anillo e1'o y endo de cada d1-

p1rrometenon<.1 es coplan;'lt Cuando se forTT1an los enlaces 1nUamoleculares las dos mrta

des planas 01p1rrometenona se encuentran en una contormac1ón s1n-s1n con respecto at 

puente met:lleno central con un angulo interplanar de 1 00 · (f1g i e) ( 1 O) 

2.1.2 Slntcsis. 

La b1ltrrub1na es producto de la degradación del grupo hem El 70nl'b de la bd1rrubina ercre

tada proVlenc de la hemoglobina El resto se produce a partJr de drvcrsas hemoprotefnas 

presentes en las células de todo el cuerpo m1oglob1na. catalasa. los crtocromos m1croso

ma1es P.C.50 y b5. el crtocromo mrtocondnal b, c1clooX"lgenasa. guan1Jc1clas.a. peroX'ldas.as. 

Oxtdo nftnco smtetasa, etc (19) Con elícepc1ón del tllgado la concentrac10n de estas 



hemoprotelnas en ros tejidos es tan baja o su recambio tan lento. que su contnbuc10n a la 

síntesis de b1fln-ub1na es pract:Jcamente 1nStgnrncante ('C.} Los Organos donde se sintetiza 

pr1nctpalmente la b1llrrub1na son el b .. tzo hlgado. médula osea y r1nones (4) 

El grupo hfo:!m es catabol1zado con 1 .. 1 part1c1pac10n de tres enzimas la hemooiogenasCJ m1-

crosóm1ca. la b1!1Verd1na reductasa y la NAOPH-c1tocromo e P.C.50 rcductas.a ( 19) 

La hemooJttgenasa microsómrca catahza la ruptura o:indatrva del punte u-meteno produ

ciendo b1lrverd1na JXr.i y !Jberando una molécula de monórido de carbono que es elimina

do. y un 10n de t'llt!tTO que es reutilizado Esta reacción constttuye el paso l1m1tanre en la 

slntesr.s de b1lltrub1na ( .C) 

La actlv1dad de la hemoolt'1genasa es dependiente do orlgeno moleculiilr y NAOPH cuya 

oXJdactOn es catahzada por el crtocromo P.C.50 También presenta inducc10n enZlma:t:Jca 

med1ada por sustrato (4) 

En la mayorla de los vertebrados no mamlferos la degradac10n del grupo hem tenmna 

con la formación de b1lrverdma. que es ercretada en la bllts. En los mamíferos la b1lrverdl

na es reducida en el puente meteno central por la enzima crtosObca b1/rverdina reductasa 

La bllrverd1na reductasa es dependiente de NADPH y t:Jene prererenc1a estereoqulm1ca 

por el rsómero IXo: de la bdNerdrna (4) 

2.1.3 Transporte plasmático. 

Se transporta en el plasma unida a la albümma Esta un10n es reve~ble y se produce en 

un srtio de alta anmdad rela1lvamente h1drofób1co (.C) 

La fracctOn de b1lllTt.Jb1na circulando libre en plasma es muy baJa. pero es muy importante. 

porque en esta forma puede atravesar la barrera hematoencef~llca y causar da,.,o en el 

sr.;tema nef'V1oso central (3) 

Muchos compuestos pueden desplazar a la b1hrrub1na unida a albúmina 3c1dos grasos de 

cadena larga, algunas sulfonamidas (sultaturozola). antibiOt:Jcos {denvados de pen1c1lrna). 

agentes antJ~nnamatonos y analgé~cos no esteroldeos (saUcllatos. 1ndometac1na. fenilbu

tazona). adrnvos de alimentos (parabenos). diuréticos (rt.Jrosem1da). y agentes para medio 

de contraste para co1ang1ograna por rayos X ( 4) 



La b11inubina conjugada también puede ser transportada unida a la albúmina. aunque la 

anmdad de la umOn es menor que pé1ra la b1llrrub1na no conjugada ("4.) 

En pacientes con h1perb11!nubrnem1a conjugada severa so ha detectado una f'Tacc10n de 

b1hrrub1na unrda 1~re\le~1blcrr'1ete a la albumina Esta fracción se denomina .')....b1!1rrub1na o 

bll1protelna y no puede ser el1m1nad~1 libremente por el r1non como la b1hrrub1na conjugada 

(3) 

2.1.4 Captación hcpt!tica y transporte intracelular. 

La b1hrrub~nd es depurada del plasn1;1 por el hlgado Las proteinas plasm3t:Jcas llegan al 

espacio de Orsse, en donde entran en contacto con el hepatoc1to (4) 

Es aceptado que la b1hrrub1na se disocia de la albúmina antes de ser transportada al inte

nor del hcpatoc1to. pero aún no se sabe ~ el mecanismo se debe a un receptor localiza

do en la rnernbrana o Sl es es s1n1plemente un mecanismo fls1coqulm1co (4') 

Las 1nvestJgac1oncs del tl'a"'l'Spcrte de la bll1rrubina en el hlgado han sido obstaculizadas 

paf' la 1nestab1hdad y ba1a solub1l1dad del ptgrnento. por lo que muchos estudios se han de

sanollado con antones org:tn1cos que pre~entan propiedades de tT ansporte sumlares ( 1 8) 

Se han caractenzado al menos tres protelnas que son respons~bles del transporte de la 

bl11rTUbina al interior del hec atoc1to 

La b1lrtranslocasil (BTL) es un monórnero de 37 k:O y un pi cercano a 9 O Reconoce y 

transporta formas 1onrzaaa:;. de aniones org~rncos cnalelnas) sin una compensación de 

carga. por lo qu~ es elcctrogCrnca La utihzac1ón c1e anticuerpos contra ta BTL 1nh1be la 

captac10n de bromosutfona1e!nas y b1l1rrub1na pero no de ac1ctos billares (3 16) 

La protelna f'IJadora de aniones orgtln1cos (OABP), con un peso molecular de 54--55 kO, 

transporta b1hrn.Jbina y bromosulfof'talelna a ba1as concentraciones Su actJvidad transpor

tadof'a es electroneutr a y dependiente de iones cloruro No se sabe si el efecto de iones 

cloruro es directamente sobre la OABP o si aumenta la hberac10n de bll1rT\Jb1na de la 

albúmina al producir cambios conformaclonales Es muy probable que se dé un transporte 

Inverso de iones h1droX'llo (3.18) 



La protelna njadora de bromosutfona1e fna/b1Urrubina (BBBP). con un pes.o molecutar de 

55 kO. es d1sttrrta de la OABP aunque esta relac1onada Realiza un transporte electro

neutro cioru..-o tndcpendtantc, que present.a gran aftnldad .a concentr.ac1ones altas de btU

rTI.Jbma y bromosulfonalelna C:\.18) 

Una vez en el crtoplasma. la b1hrrub1nd se une a la protelna Y (hgandtna) y la pro te In a Z 

(4) Se piensa que esta unión Slrve para dtsminufr el renu10 de la brhrnJbtna hacia el 

plasma y la d1fus.ión inespeclfica a ctistJntos compartimentos celulares. aunque no partJc1pa 

directamente en el proceso de captación La b1llrrub1na es tra~ortada 1ntracelularmente 

al retJculo endop1asm1co por lc"lS pratelnas crtosóllcas En casos de exce$0 de b1hrrub1na 

las protelnas c1tos6llcas también pueden cumphr una runc10n de almacenamiento La 

b1l1rTUb1na también puede llegar al retlculo endop1asm1co aprovechando el contaco directo 

con membranas (4.3) 

2.1.5 Mecanismo de con!ugación. 

Antes de ser secretada en la b1lr.1 la btllrn.Jb1na debe ser conjugada con carbohídratos La 

con1ugac10n se realiza por la enzima uOP-glucuromltransferasa (ftgura 2) 

La estenncación de uno o ambos grupos carboruo de la molécula de b1t1rn.Jb1na con ac1do 

gtucurOrnco u otro carbohidrato (gtuco~ y Jr1losa). da como resultado una molécula mas 

polar e h1drosoluble. fac1lrtando el transporte a través de la membrana canalic:uJ.ou (4) De 

esta manera &e pueden ronnar una gran vanedad de monoconJUgad05 y dlcon1ugados de 

un sólo carbohidrato o mirtos (gtucosa-Jt'llosa. gtucurónico-glucosa. etc,} 5'endo los mas 

Importantes por su cantidad los gtucurórndos Por lo tanto en la btlts la b1hrrub1na se en 

cuentra en una gran vartedad de especies moleculares. hgeramente dtstJntas entre sf 

Las proporciones de los dtstmtos con1ugados en la b1hs varfa entre las drstmtas especies 

de mam(feros. conftnendo patrones dtstJrrtos a cada especie Los d1con1ugados predomi

nan en la bllts de mono. perro. gato y caballo (13) En el hombre adulto se secreta un 65-

850.Ai. de bilrrrubtna en fonna de Chcon1ugados. y el resto como monoconJugados (14).Los 

monoconJugados predominan en los roedores (ratón. hamster. cobayo) (13) En las ratas 

algunos autores indican que predominan los dtcon1ugados (1.C.). pero la controversia se 

debe a que la proporc10n de mono y dlcon1ugados es pracbcamente igual ( 1.C.) 

6 
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~laura 2. Mecanismo de con1ugactOn de la biftrrub.na. 

Oada la estructura asimetrica de la b1l1rrubtna. se pueden formar distintos isómeros de 

monogfucurOn1do (u otro), dependiendo., la estenncactón se produce en ca o C12 (ngura 

2) (4). Lil concentracJOn de billrrublna no afecta Ja formaciOn del tsOmero ca respecto a la 
del isómero e 12 tn YTVo. lo que apoya la idea de que ambos isómeros se Stntebzan en el 

mtamo sttio de la enz1ma. Sin embargo la relactOn de formación diconjugados monocon

jugados decrese progresrvamente con el incremento de la concentracfOn de btlirrubina 

relativo a la concentraclOn de enZ1ma (4) 

La UOP...glucuronil tranaferasa se encuentra en fonna de múltiples rso3nz1mas, y sólo 

algunas de eHaa catalizan la conjugaaon de la bilinublna (4). 

7 



La bdlnubina-GT (gtucuron1ttranteras..a) es una enzJma que se encuentra unida a membra

na. por lo que su acnvtdad es dependiente de la presencia de tost0Hp1dos (.C). La acción 

de agent~ permeablllzantes aumenta la act1vtdad de la enZJma. por lo que se han pro

puesto dos modelos para erpllcar cómo es regulada la actTvtdad de la b11Jrrub1na-GT y las 

demcls gtucuromltransterasas por el ambiente membrana! 

El modelo compartamental propone que la UDP-gtucuromttransteras.a se srtüa en la 

reg10n interna del retfculo endopl.ásm1co por lo tanto la acción de los agentes 

permeab1llzantes aumentarla la acbvldad en21m:Hlca al facdrtar el acceso del sustrato al 

lntenor (3) 

El modelo de rcstncc10n contormac1onal postula que la glucuron11transterasa en su forma 

nativa (estado membran~I inatterado). se encuentra en estado de latencia debido a que 

los fosf0Hp1dos a los que esta asociada eierccn un efecto constnctor AJ perturbarse o 

alterarse la membrana se artera el estado de constncc10n. produciéndose cambios 

conformac1onales en la en21ma. hOerando ol estado de latencia y aumentando la act7vtdad 

catalltlca (3) Ninguno de los dos modelos se ha aceptado como verdadero (3) 

La actJv1da de la UDP-glucuromttransterasa 1n vivo se ve disminuida por h1p0Xla. agentes 

anestéS1cos (éter). etanol y acetam1nof6n. que drsmmuyen los nrvcles de UOP- glucurona

to hepatJco (.c.) 

La acttvidad de la UDP-glucuronlttransterasa en el hlgado fetal se encuentra reducida a un 

1% de la aciJvldad normal del adutto entre las 30.....C.O semanas de gestación Después del 

nac1m1ento la acbv1dad en21ma.t1ca aumenta ell'ponenc1armente hasta alcanzar los nrveles 

del adulto normal a las 1.C semanas de edad (.C) 

En el sexo femenino la acbv1dad de la b1l1rrub1na-GT es mayor que en sexo masculino 

También se ha detectado acttvldad de la b1l1rrubina-GT en corteza renal y mucosa gastro

intestmal (.c.) 

2.1.6 Secreción al conducto biliar. 

Los conjugados de b1llrrub1na se secretan a los canalfculos b1l1ares por un proceso depen

chente de energfa (3) 



Las protefnas ligantes crtosOIJcas, como la t1gandina, fac1r1tan el transporte Intracelular de 

los conjugados hacia los canallculos (4) 

El s.tstema de secrec10n de b1l1rTUb1na Jo comparten otros amones orgciirncos (bromosulfof

talelna. rosa de bengala. verde de 1ndoc1~1nrna etc) pero no los ac1dos b•lrares (3) 

At parecer t?:JiOSfc una sola protclna transportadora para todos estos compuestos La 

cMOAT (cana!ICular Murt10rgamc Anron Tran?;porter) "~'!:i un.1 proteln.a integra/ de la mem

brana plasmdtlCd canahcular del hepatocrto. y se pren5.a es IJ rc~ponsable de la secreción 

de los C:1ntones organ1cos (3) 

2.1.7 Excreción billar. 
Una vez secretadados JUnto con la br/15 fos conjugados de bll1rrub1na se mantJenen en 

soluc10n en form;t pnnc1paJmente de m1celas rn1rtas o agregados m.acromoleculares (4) 

La bd1rrub1na no con1ug~1da se encuentra como monoamón en el pH fi~ológ1co de la bfllS 

(PH 5 0-8 0) agreg~ndose a 1as rrncelas de s~11es btl1ares t 14) 

La cantJdad de b1hs producida por el híg."JdO es de 800 a 1000 mL por dla La b1l1s pasa 

por el conducto b1l1ar comun y llega a la ves/cu/a b1har donde es concentrada de 5 a 10 

veces por un mecanrsmo de transporte acoplado de iones (sodro y b1camonato) cJCOmpa

nado por d1--Us1ón pasl\:a de agu;i fuera de la vcs.Jcul."J Otra runc1ón de la veslcu/a billar es 

almacenar la btlts t1asta que es requerida para la d1gcsnon (7,9,8) 

La b1hs esta compuesta en un 95'Yu por agua La composic10n de los soltJtos en porc1ento 

en peso es la s.1gu1entc 

Sales billares 
Fosfollp1dos 
Protefna 

Colesterol 
B1l!rrub1na 

4'}\, 
03% 

Durante la d'1gesf10n. la vesfcula bHlar se contrae por 1nnuenc1a hormonal y ncnnosa por 

acción de la colec1stoc1mna y el nervio vago. Clfpulsando hasta el 80% efe su carga al 

duodeno (7 9 8) 



2.1.8 Metabolismo Intestinal y circulación enteroheptttlca. 

Debido a su tam01no molecular y c~ir.;"f;cter polar los conjugado~ de b•hrrubina no pueden 

ser absorbidos por la mucosa billar e 1nte!.tJna1 (-') 

AJ llegar a la porc10n tern11na1 del lleon y .al colon son h1dro11zados a b1hrrub1na no con1uga

da por acuón de la ¡\--glucuronrdasa b;,.1cter1ana (•) A d1ferenc1a de los conjugados, la b11i

rrub1na no conJugaaa puede ser reabsorbida en el HTtestlno '.:'.Jelgado y colon ( i) 

La brhrrubrna es reducrd."J por .1cc1ón bacteriana a una gran vanedad de tetrap1rroles 

1nco1oros dcnom:nados urob1llnógcnos ( 4) 

Los urob1hn6genos put_•den sufrir tarnb1en de c1rculac16n enterot1epábca pero menos del 

2onA. de Ja cantJdad producida diariamente es reabsorbida. ya que se forma pnnc1palmcn

te en el coton donde la absorción es baja El 90'~..;, de los urobthnOgcnos absorbidos son 

eitcrctados r.tip1a~1n1ente en la bdis por el t1fgado y la cant?d.ad restante es eitcretada en la 

onna (•) Los urob1hnOgenos son muy inestables y se o:it1dan f;\c1tmente l"ormando com

puestos colendos llamados urob1l1nas 

Las urob1ilnas se forman por de'Sh1drogenac1ón C!el puente mct'lleno central Son muy 

h1drosolubles. y sólo ligeramente solubles en solverrtes no polclres La cantldad que se 

reabsorbe es muy ba1a ( 1) 

2.1.9 Alteraciones de-1 meta:bolismo de fa bilirrubina. 

En 1ndrv1duos sanos ra bll•rn.Jb1na senca se encuenrra pracncamcnte toda en forma no 

conJUQada La concentrac10n normal de b1hrn.;b1na s~nca ~e encuentra entre O 3-1 O 

mgJdL (5 1-17 1µM) y varia dependiendo del método empleado para la cuantJflcac10n (4) 

El signo clfnico caractedstJco de los transtornos h1pertJrlrrrub1ném1cos es la 1ctenc1a. que se 

hace aparente cuando la concentractOn sénca de brlirTUb1na alcanza o rebasa los :3 mg/dL 

(50 pM) Se aprecia como una co1orac16n amanlla de las es.cleras. mucosas y piel (4) 

La h1pertulln-ub1nem1a perse raramente causa dano secundano a te¡1dos (encefalopatfa. 

hemOllsis. dtsfuf"r9f0n renal tubular), pero es la pnnc1pa1 manrfestac1on de una gran vane

dad de enfermedades heredadas o adqu1ndas en donde se artera el metabohsmo de la 
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btlirrubina. Para su estudio estas alteraciones se dMden hlperblliR1.Jbinem1a conjugada y 

no conjugada(•) 

!:::i!Q.9rbtl1rrubmom1as no conrugadas 

- HemOlts1s 

En pacientes donde se presenta hemOhs1s o gran cantidad de hematomas. se produce 

una hrperb1J1rrub1nem1a de grado vanable La mayor compltcac16n debido a 1.a b1llrrubina en 

eptsod1os t1er-:-1ollh--os prolongados es la colelltJas1s (A.) 

- Errtropoyes1s 1r.eflc.az 

El 1ncrernento en la destrucción temprana ae errtrocrtos por t!I sistema retfculo endotellal 

también produce h1perb1hrrub1nem1a Esto !:>e debe pr1nc1palmcnte a desóraenes en la sln

te5'S del grupo hem o la rormac16n de los entroc1tos (esrerocrtos1s heredrtana. defic1enc1a 

de p1ruvato c1nas~1 etc) LJ entrop0yes1s 1nefic;iz t.arnb1én pred1~pone a la c:.:ire11hasr.; (") 

- 1ctenc1a fisio10g1ca 

Es una elevac10n t1al'l'51tona de Jos niveles s~ncos de tl1brrub1nd no cOnJU~¡;1da a 6-8 mg/dL 

(103-137p.M) curJnte la pr1rncra semana dt.! vida La causa de esta cond1c1C·n es mu1nrac

tonal cese aorupto de la depuración realizada por Ja placenta. 1ncapa(:1dad temporal para 

la captación. transpofte intracelular y conJugac10n por parte del hlgado circulación entero

hepoU1ca perststente ne b1hrrub1na (<() En casos severos. donde ra b11trrubrna llega a \.'alares 

mayores a 25-27 mgJdL e:inste el nesgo de que se procwzca c:iano 1rrevers1ble al cerebro 

(kcrn1cter~~- por dcpó~to de b1hrrutlina en el tejido nervioso ( 18) 

Uttlmamente se na valorado el empleo de rnetaloporfinnas s.1ntétlcas para prevenir los 

ep1sod1os de 1ctencra severa 1nh1b1enc10 Ja producción de bll1rruo1na a nivel de •a hemoo:in

genasa ( 19) Las metalopornnna:;. que mas se han estl.Jdiado son las de esta no zinc y 

cromo 

- Sfndrome de Cr1gler-Nauar tlpo 1 

Es un padec1m1ento congémto extremadamente raro y severo. frecuentemente mortal Se 

hereda de forma autosóm1ca reces.Na Se man1nesta durante los pnmeros tres di.as de 
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vida como una lcter1c1a severa Los nrveles plasmatlcos de b1l1rrubina por lo regular e.:tce

den los 20 mg/dL (340 i1M). vanando entre 18-50 mgldL (308-855 11M) (4) 

La b1lts presenta un color amanllo ltrnOn la c:ircrec10n de b1lirrub1na se encuentra marca

damente reducida a mc'1o5 de 4 mgJdL \ 68pM) Lil proporc10n oc t11l1rrubma no con1uga

da se incrementa a un 30-57'Yó', de la cantldacJ total de pigmento excretada comparada 

con menos de un 1~~. cncontt¡H1;J e'"' suietos control Sólo se llegan a encontrar trazas de 

monoglucurOn1do de b111rrubma (.C) 

El defecto metabOl1co prirn.ano se ericuentr.1 en IJ con1ug.ac1ón de b1hrrub1na Los ensayos 

1n vnro de b1op5'as oe hlgado muestran una ausencia completa de 1a tormac10n de 

con1ugados de b1llrrub1na (4) 

- Slndrome de Cngler-Na11ar tipo 11 

E~ un padec1m1ento heredrtano poco ccmun cuyo único signo cfln1co es una 1ctenc1a asm

tomabca Se 01agnostlca en los primeros anos de vida Se hereda como un caracier auto

sóm1co dominante de penetranc1a \lanabte (4) Los nrveles plasmtltJcos de b1hrrubina se en-

cuentran entre 6-:25 mgJdL (103-428~.llTl) (4) 

La b1lls contiene una cantldao considerable de b1l1rrub1na pero se encuentra pnnc1palmen

te en forma de monoconJugétdos con soro pequef"las cantidades de drcon1ugados y no 

conjugada La velocidad de excrec10n de b1IJrrub1na est:J: reducida (4) El slndrome se debe 

a una defic1enc1a parcial de la actrv1dad de UDP-glucurorn/tranferasa (4) 

~ Síndrome de Gilbert 

Es un padec1m1ento crOn1co benigno caracterizado por una 1ctenc1a 1ntcrmrtente e h1pertu

Urrubinem1a moderada en auscns.ia de daf"lo hcpatico e h1pcrb1lirrub1nuna 

Tiene una incidencia de 3-7ºA. en la población. con una prevalencia en el sexo masculino 

de .e 1 La htperb1hrrubinem1a se reconoce trecuentcmente hasta Ja segunda o tercera dé

cada de V1da. En un 30º/b de los pacientes la 1ctenc1a escleral es el ünico 5'gno (4) 

Por dennic16n en el slndrome de Gilbert la h1perb•llrrubinem1a es menor a 6 mg/dL (103 

µM), pero la mayorla de los paocntes se encuentra por debajo de 3 mg.JdL (50 µM) (4)_ 
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La blhs presenta un color normal, con un incremento relativo de monoconJugados y una 

d1sm1nuc10n de d1con1ugados (•) En la biopsia hepatica la actlvtdad de UOP-GT esta s1em· 

pre reducida ( .c.) 

H1perb1hrrub1nem!aS coniugadas 

- Slndrome de Dubin-..Johnson 

Es un desorden ccangén1to benigno poco frecuente. cilrJctenzado por 1ctenc•a crónica o 

1nterm1tente y una "'asta p1gmcntac10n del tlrgado Se hereda como un car3cter autosóm1-

co receS1vo (4) 

La h1pert>11trrub1nemra es de /lgcra a mo(1er."Jda y presenta nuctuacaones En la mayorla de 

los pacrentes es menor a 5 mg/dL (86 pM) En promedio el 60"A• de la b1hrrub1na total se 

encuentra con¡ugada $e observa un patrón caracterlstJcc de mayor canndad de d1con¡u

gados que monoc-on¡ugados En cr pla~ma también se encuentra ,..;._b1hrrub1na (.C.) 

El defecto p11mano del síndrorne pJrccc ser uri transporte deric1entc de amones org.lnicos 

a los canatlculos billares probablemente debido a un derecro en eJ sistema de acarreo a 

nrvel de la membrana<•) 

- Sfndrome de rotor 

Es un desorden cono~nrto benigno. rnuy raro que se caracteriza por una 1ctenc1a crónica 

moderada nuctl.Jante. que usualmente aparece antes de los 20 anos Se hereda en forma 

autosóm1c.1 reces1va (4) 

La h1perb1lirrurJ•ncrnm se encuentra t:ntrc 2-5 rngldL (3.C~86 pM). con una mayor cantJdad 

de conjugados (4) Tal parece que el defecto pnmano se encuentra en la captación o 

almacena1e nep~hco de aniones organ1cos {•) 

2.2 PRINCIPIOS DE CROMATOGRAFIA. 

El término cromatografTa comprende una ramilla de métodos de separación relacionados 

entre sf donde la separación se logra por la d1stnbuc1ón de los componentes de la mezcJa 

entre dos rases una fase estac1onana y una fase mOvJI Cada componente es retenido 
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selectivamente por la rase estac1onar1a, alcanzandos.e la separacJOn por el distmto grado 

de retención de cada uno (6) 

La cromatograna se puede emplear como un método cualrtatrvo. cuantrtatrvo y 

p~eparatlvo ~ el eluyente es mon1tor~ado con un sistema apropiado de detccctOn que 

responde ara masa o concentrac16n de Jos componentes (15) 

2.2.1 Tipos de cromatoqrafla. 

La cromatograrla se d1v1de en base a la forma fiSJca de las fases empleadas (ng 3) 

ln1c1almente en dos clases primarias. por el estado ns1co de la fase móVll crom.atograna 

de gases y cromatografa de líquidos Posteriormente por el estado nSJco de la fase esta

cionaria. que puede ser tfqu1da o sólida La cromatograf~ líquida se drv1de ademas por la 

superficie en que se localiza la fase estacionana. ya sea plana o en columna 

CROMATOGRAFIA 

GASEs----------~--------LIOUIDOS 

Gas-LJqu1do~as-SOlido 
{CGL) (CGS) COLUMNA----~--- PLANA 

J_ CCF_l__ PAPEL 
LfquJdo-Sólldo LfquJdo-Lfquído 

(CLS) (CLL) 

Figura 3 Tipos de cromatograna 

Cada bpo de cromatograna tiene un area especrnca de apllcac10n 

La cromatografla gas-sólido (CGS) se usa excfUS1Vamente para el análisis de gases 

estables: oxrgeno. nttrogeno e h1ctrocarburos de bajo punto de ebulllclOn 

La cromatografla gas-Hquido (CGL) se usa para compuestos volatiles termoestables, 

cuya polandad no sea muy elevada. como aceites escenclales. solventes dorados. 

ésteres de a: el dos grasos. etc 
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La cromatograna llqu1do-sOhdo nene un gr-an campo de apllcac10n cubnéndo un amplio 

intervalo de pesos moleculares y polandades Pero su ufllldad para compuestos de eleva

do peso molecular. como las protelnas. es l1m1tada 

La cromatografla llqu1do-Hqu1do (CLL) se empica para la scpartac1ón de compuestos de 

origen b1o!Og1co. 1deJlmente aquellos que son l:ib1les ( 15) 

2.2.2 Mecanismos de retención. 

Cuando arribas rases son nuldas la separac10n se da por reparto de los salutes entre 

ambas fase~ Cuando 1a f'ase est&1c1onartJ es sólida la scparac10n se debe a un mecanis

mo de adsorción de los so1utos en '!.u ~up~rfic1e (6) 

Las interacciones moleculares entre los salutes y ambas fases pueden ser de cuatro tlpos 

• Interacciones lónicas Ocurrcr. cuando las moléculas de sotuto y la f'ase correspondien

te poseén una carga neta permanente es decir c.isten como iones produciéndose 

atracciones y repulsiones electrostatlcas 

• Interacciones Polares Resuttan cuando partlc1pan moléculas neutras con una d1stnbu

ct6n as1métnca de cargas 

• Interacciones Drspersantes Basadas en las tuerzas de d1s.pers10n de London. caracte

rizadas por las 1nteracc1anes entre hidrocarburos. y que en cierta medida son función 

del 'IOIUmen rnolecular 

• lnteracc1oncs de Exclu~On Resuttan de la poro~dad de la f'Jse estac1onana Depen

den de la!. d1merl'Slones de poros y moléculas de soluto Las moléculas que pueden 

entrar por los poros son exclufdas de las mt.s grandes y son retenidas por mas tlempo 

(15). 

2.2.3 H P L C. 

La cromatograna Uqu1da se deflne como un método n~coqulm1co de separación casado 

en la d1stnbuc1ón de los componentes de la mezcla entre dos fases una fase móVll liquida 

y una fase estacionana que puede ser llqu1da o sólida (12) 



A pnncip1os de los sesentas la cromatograna liquida enfrentaba dos problemas pnmero. 

la falta de detectores con llmrtes de detecc10n tan bajos como los empleados en CG se

gundo. la ratta de columnas de alta enc1enc1a 

A mediados de los sesenta se introducen y des.anollan el detector de ultravioleta y el 

detector de Indice de rcrraccrón En 1966 K.Jrkland y MaJors separadamente desarrollan 

técnicas para crnpacar en las columnas matenales con tamano de partfcula muy 

pequeno. lo cual incrementó apreciablemente la cnc1enc1a de fas columnas 

También es K.Jrktand quien rntroduce por pnmera vez el término H1gh Performance L1qu1d 

Cromatography (HPLC) o cromatagratla liquida de alta resolución para refenrse a este 

ststema mas av01nzado. en donde. por el apoyo ertraord1nano de la tecnologfa se logran 

mejores cond1c1ones de reproduc1b1ildad y e)."actltud. comparables a las obtenidas eri 1a 

cromatograna de gases ( 15 6) 

2.2.4 Componentes del equipo de HPLC. 

Los componentes escenc1ares de un sistema HPLC son reservonas. srstema de bombeo 

de atta pre5'0n. inyector columna. detector y registrador Partes opcionales son progra

madores de gradiente, controles de temperatura para columna, S1Stema recolector de 

tracciones. etc 

La separación se produce al bombear la fase mOVll y los solutos a través de la columna 

Cada compuesto que cluye de la columna es detectado. y la respuesta regrstrada en un 

cromatograma 

RESERVORIO Son los rec1p1entcs que contienen la fase móvil Se fabncan de 'Wldno. 

acero 1nolt'1dable o plasncos inertes ( 12) 

SISTEMA DE BOMBEO AJ estar las columas rellenas de matenales con tamano de 

partlcuJa muy pequcl'"lo ofrecen una gran res1stenc1a al nujo de Ja tase mOVJJ. por lo que el 

StStema de bombeo debe e1ercer una gran presión ( 11) 

Las caractcrlsnc.as mtJs Importantes de un sistema de bombeo son 

-Pre~on ma)(lma de operac1on 

-Intervalo de nuJo o 5-10 mUmm 

~Flujo continuo hbre de puts..ac1ones 

-Res.istencra a lfqurdos corrostvos 
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-Reproducibllldad de nuJo -Facilidad para cambio de tase mOV11. 

-Constancla de nuJO -Fac1hdad de hmp1eza 

Los tres tJpos de bomba empleada y sus pnnc1pales c;iracterlsbcas se presentan a 

conbnuacion ( 1 1 ) 

Bomba 

Reciproca 

t

Oesplazam1ento 
contrnuo 

Tabla 1 Tipos de bombas empleadas en HPLC 
Prcs1on 

l_~.~-~ma __ (PSI) l 
Ventajas Desventajas 

8820 

.C.998 

Fac1/ mantenimiento 
Cambio racrl y r3p1do de 

i tase móvil 
; Flujo de volumen cons
. tante 

FlUJO en pulsos 

Tiempo de ana:hs.rs llmrta-
' FIUJO uniforme y continuo do 

D1ficuttad para cambiar . -~-m-i FluJ-O libre de pulsac1oneS ~ Capacidad - · 11m1tad3: de-
1 y pres10n constante volumen para bombear 

INYECTOR. Es el medio por el cual se rntroduce la muestra al cromatOgrato Debe res.istir 

altas presiones. tener un volúmen pequeno y sus caVldades deben ser rac1lmente bamdas 

por la fase mov11 

En los inyectores se introduce fa muestra con una m1cro1ennga (puede ser oc 25 50 o 

1 OOpL) Por medio de una va1vula manual se desvla el nu10 mientras se aplica la muestra 

a la camara de carga (loop). y luego se reanuda el Mujo 

En la actuahdad también se cuenta con inyectores automat:Jcos que poseén un control 

eJectrOn1co y benen un atto grado de reproduc1b11tdad ( 12. 1 1) 

COLUMNA La columna es el corazón del sistema cromatogrtlfJco Co~ta de un tubo de 

acero 1nQ)ndable de longrtud vanable (desde 5cm hasta 25cm o mas). y un d1ametro inter

no uniforme (de 3 a .c. mm por lo regular) capaz de resistir attas presiones, relleno con la 

fase estac1onana El material de empaque bene un ta mano de partlcula de entre 3 y 1 O 

µm (12.11) 
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La rase estac1onar1a varia según el método cromatogránco empleado y los compuestos a 

separar Las rases estacronanas mas empleadas son la sdrca(S10,;.o) y alúmina(Al70J) 

Paro lograr una rnayor \ranodod qulm1ca fase e:stac1onana :se han elaborado fa30s qul

m1camente unidas a parnr de sf/1ca Las partrculas de sílice poseen una carTbdad de 

grupos sirano (S1-0H) en su super1'ic1e. los cuales son qufm1camente reactivos y se 

aprovechan como punto de parbda para la njac10n de radicales organrcos (Sl-R) en la 

superftc1e ae1 slllce (6) 

Las rases estac1onanas obtenrdas de esta rorma son 

FASES POLARES 

Amino S1-NH.- (normalmente alqutlpropll amina pnmana) 

Ciano Si-c:N (alqu1/prop1lnrtnlo) 

Gllcol Sl-Oiol 

FASES NO POLARES 

Octadecd5'fano S1--{CH;;1)1r-CHJ 

Octllsdano Sl-{CH2),-CHo 

Tnmebtsalano S1-(CH..1).1 

FASES OE POLARIDAD INTERMEDIA 

Fenil, nuoréter. alilreníl 

L.as columnas de HPLC tienen una gran duración, a menos que se utilicen en condiciones 

inb'"fnsecamente destrucbvas. como fo son uso de sorventes elt'tremadamente ácidos o al

calinos o rnyecctones contrnuas de muestras brolOgrcas crudas Cuando una columna no 

se emplea se deben colocar tapones en sus ell'tremos para evrtar que se seque. Oeben 

guardarse alejadas de fuentes de calor y Vibración ( 12, 11) 

DETECTOR: EvalUa la composacíón de la rase móvd al salir de la columna durante todo el 

tiempo de anélisis. 

Un detector ideal deber fa reunir los stgU1entes requtSttos 

• Alta serlSlb1Hdad. 

• Respuesta a todos los componentes de la muestra. 
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• Amplio intervalo de ltnealldad 

• Respuesta no mod1ncada por cambtos en la velocidad de nujo o temperatura. 

• Respuesta 1ndepend1ente de la fase mOvll 

• No destruir la mue-,tra 

• Respuesta r~p1da 

• Ba10 nivel ce rurdo 

• Fácil oper.1c10n y a0Quas1c10n ( 12.11) 

Los detectores rnt.I~ empleados en HPLC son 

• Espectrofotómetro UV-V1s1ble 

• Detector de lndrce cte refraccrón 

• Oeh:~ctc r de nuorescenc1a. 

• Detector electruqulm1co 

• Detector de arreglo de totod1odos 

• Detector conductlml!tnco (12.11) 

REGISTRADORES La sena1 transmrtJda por el detector es rec1b1da por un reg1strador. el 

cual la transfcrma en una grahca llamada cromatograma También se us.a un integrador 

que permite calcular el :Jrca baJO los picos gauSManos del cromatograma Jumo con el 

regrstrado .. e integrado .. se usa una gran vanedad de graficadores. computadoras y 

paquetes para cromatografla para el procesamiento de datos. los cuales dependen de la 

marca y Mcdelc particular del cromatOgrafo (11) 

2.2.SFasc móvil. 

Las caracterfstJcas que debe reunir un solvente p~-ira emplearse como fase mOvil son 

• Alto grado de pureza (grado HPLC) 

• No degradar la fase estac1onana 

• Ser compattble con el detector empleado 

• 01sorver la muestra 

• BaJa VtSCo~dad 

• Permrnr fo1:c1I recuperacaon de la muestra 
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• Estar comercialmente dtspomble a baJO precio 

• Tener la poi.andad necesana para permrnr ra retención adecuada de la muestTa en la 

columna (6. 11) 

Antes de emplear la rase mó\111 se debe nttrar por una membrana de por lo menos 2pm de 

poros.1dad para cflm1nar partlculas Tamt,.én se deben eliminar las burt>u1as de aire. esto 

se logra por sonicaciOn aplicando \iijcfo con un calentamiento ligero o desplazamiento 

con gases inertes como el helio ( 12) 

Cuando se emplea una compos1c10n constante de la rase mOv11 para la separac10n ae la 

muestra. se realr.za una operación 1socrát:lca. cuando se cambia la compos.ic1ón durante el 

tiempo de análrs1s se realiza una elución por gradiente La eluc1ón por gradiente se usa 

pnnc1palmente con mezclas CU)'os componentes benen polandaaes drstJntas (6) 

2.2.6 Métodos en fa cromatografla por HPLC. 

CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL, Se caractenza por empicar una rase estac1ona

na pol;ir y una fase m0\111 no polar ( 12) Las muestras polares son m:ts retenidas en Ja 

columna que las menos polares. primero eluyen los compuestos menos polares y al nnal 

los mas polares (6. f 1) 

Como fase estacionan a se empican s1/1ca. a/Um1na y rases qu/m1camente unidas amino 

c1ano. drol y nrtTo (6. 11) Como rase móvil se empican principalmente heptano. herano. 

c1cfohe>rano. cloroformo. d1clorometano y dfoll:'"ano (11) 

Su pnnc1pal aphcac10n es para separar desde sustancia~ no tónicas apolare"5 hasta com

puestos débilmente polares (6) 

CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA En este caso Ja fase estac1onana es de natu

raleza apelar mientras que la fase móvil es polar (6) Eluyen pnmero Jos compuestos mas 

polares y al final los menos polares 

Como rase estacionan.a se emplean fases qufm1camente unidas tnmeotsdano. octJls1fano 

(C8). octadecllsilano (C18) fenJ/o c1ano. d10J y poi/meros hidrófobos (18) Como fase mó

Vil se emplean pnnc1pa/mente metanol. acetonrtnlo. agua y soluciones tampón ( s,i es ne

ces.ano con ad1c1ón de THF o d1orano) ( T 1) 
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es muy UtJI en ra separación de compuestos org.1n1cos con pequenas d1tercnc1as en sus 

esqueletos do carbono o cadenas laterales (6) 

CROl\.1'ATOGRAFIA DE~ERCAMe.LQ~ :::;'.:! emple.:J una fase estac1onana que 

sea capaz de 1ntercamb1ar iones con ra rase rnO\t•I p"..:duciénr1ose un fenómeno reversible 

de rctenc10n por urnvn 1ón1c.:t Como rase móvi! se ernplean sistemas acuosos tampona

dos Cuanto mayor !:.e .. 1 1.1 carga; oe la muestra. m:.s ~ ... er:-cmcnte ser~ Fctcnsda por la fase 

estac1onar1a ( 11) 

Como rase estacionana se crnoloan resinas pol1rnénc..:.s J.as cuales dcpond1endo de.> sus 

grupos 1onizables se clJs1ncan en rntcrcamb1adores aeb1le5 o fuertes Como intercamb1a

dores catlOn1cos fuer-res ~<:.: erT:p1ean resmas ccn ~rupos ttc1dos sulfOnico (R-SO .H). y 

como 1ntercamb1actores c.itlOnicos dCblfes con gf1.Jpos carbo:irll1cos (R-COOH) Las resinas 

de 1ntercamb10 .an1on1...:.0 fuerte c.ont1enen con10 ~+tlo!> Jctlvos gf1.Jpos amino cuaternano (R.

N.R .) mientras que las de 1r.tercamb10 1ón1co debil tenen aminas tercianas (R·NH.R.') 

Se crnpieJ pard Id sep.-¡rac1ón de iones o con1pues.to~ ionr7ablcs rones morgtin1cos 

ac1dos org.lnicos bases org~nrcas proteínas y tJcidos nucleicos (6.11) 

CROMATOGR.AFJA Q~XCLU§..!9~ Aqul las n10lécu1.as se separan deacuerdo a su 

tamano Se emplea una fase estac1onana especialmente drsenaoa para contener canales 

rfg1dos v poros de .apro"<!rnadamcnte el mssmo c:J1ámetro Las moléculas menores son 

retenidas al pasar por los poros ~,,,_!ntr01s que l.""ls m."lyores permanecen en Ja rase mOvd y 

eluyen primero Cor-io f~sc estacionaria se emp!f.:a~ ~d1ca s1hc01 rnod1ficada polímeros 

organices y carboh1dratos po11méncos 

Como tase mOv11 se emplean tanto sotventes acuosos como or!:Jánrcos dependiendo de la 

solub1hdad de los compuestos prueba 

Se emplea para separar moléculas de alto peso molecular ( b1opolfmeros y pollmeros sin

téticos). determinación de reparto de pesos moleculares y peso molecular medio de 

polfmeros. etc (6. 11) 
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2.2.7 Venta!as y llmitacionos del HPLC. 

Es la elección lógica para materiales tcrmol:Jb1/es o no volt.tnes. complementando a la 

cromatograna de gases Sobre IJ trad1c1onal cromatograna rrqwda ofrece las slgutentes 

ventajas 

• Rapidez. art01 resolución y e1evae1a scns1b1lldad 

• Columnas reut11rzabfcs 

• Ideal p•ua molécuJ.1s grandes y especies 16n1cas 

• Factl recuperación de rnuestra 

Sus llmrtac1ones son 

• No e:inste un detector unrvers.al y sensible 

• Elevado costo de operación 

• Expenenc1a indispensable en su rn.ane10 e 1mplementac1ón 

2.3 METODOS PARA DETERMINACIÓN DE BILIRRUBINA. 
En fa cf(mca la determinación <1e rutn1a de b1l1rrubrna en suero se realiza comUnmente por 

espectrototometr/a directa o por fa d1a7oreacc16n 

En la espectrorotometrfa directa 5e aprovecha que la b1/1rrubina unida a la albúmina ab

soroe radsac1ón a 460nm Es un método rtip1do para obtener la estmac•on de fa b1lrn-ub1na 

total. pero es 1rrtcrfcrldo por hcmó/151s y J1pcrn1a (4) 

La d1azoreacc1ón se bas., en l.l rormac1ón de azop1gmenfos por la reacción de b•hrn.Jbina 

con sales ª"" <11azc.nio de aminas aromatlcas (p e ácido suiran/!1co) y la oostenor determ1-

nac10n espectrorotomctnca de éstos Los con1ugados reaccionan 1nmed1atamente con el 

ac sulfanOico diazoado (b1/1rrub1na directa). mientras que /a b1/1rn..ibrna no con1ugaaa reac

ciona muy lentamente. por Jo que se a nade un solvente para acelerar Ja reaccsón (bd1rrub1-

na 1nd1recta) Los aceleradores mas empleados son el metanol etanol y benzoato de ca

rerna. La sens.ibd1dad del método se reduce porque se requiere diluir el prasma para evitar 

la prec1prtac16n de proteínas. y es intetfendo por hemOUs1s y l1pemra (4) La es11mac16n de 

conjugados es menos e.racta que la de b1J1tn..ib1na no con1ugada Sin em~argo la estJma

ción obtenida es sunc1ente para propósrtos clfnicos (4) 
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Se han propuesto mod1ncac1ones al método que emplean p~yodoan111na o etJlantranllato 

diazoado en lugar de ac1do sulfann1co. Los pigmentos obtenidos pueden emaerse en 

solventes org.3rncos. separ .. 1rse y ¡;uanuncarse por cromatograna o espectrofotometrfa 

Son mas sensibles que la reacción cl~s1ca y permrten el an31ts1s 1n01Vtdual de los conjuga· 

dos No s~ hJ,.., adoptaao para el anal1s1s de rutina (4') 

Con 1.:1 d1vulg~1c16n de los motados de HPLC. se han dcs...irrollado métodos para la cuan

tJf'icac10n de b!hrrub1na y sus con1ugados en suero 

Un m~todu muy sensible y preciso es el d.-.!sarrorraoo por Blanckaert en el cual se realiza 

una tT.-insestcnflcac16n alcalina en metano! seguida de una e)l'"fTatracc10n en cloroformo y 

la posterior !.eparac16n y cuan~f1c.ac1C.n d~ 10~ rnehl ésteres por HF>LC("') 

Con este rn~toao se han Jnal1Lado muestras de pacientes y se ha comparado con la 

d1azoreacc1G'1 Los 'Watoro::?s de bilrrn.1t".nna tvtal ;. conjugada son mayores aetermmados por 

la drazorea .... c1Cin (:iprox el doble) eio~tiend<J una correlac10n l!neat entre ilmbos m~tocos 

Esto ref1e101 !a posible presenu,j de cornpLa:~tos d1.1zopos1t1 ... as en el suero (5 4J La 

d1azoreacc16n es 1nexac!a para deterrmnar cein¡ugados d concentraciones menores a 

GOµM (5) 

Con éste método ~·.: ha determ1nadc- que en su1ctos sanos y pacientes cor. síndrome de 

G1Joert fa cantldad de ccn1ugaoos en suero es pr:tcncamcnte indctectable En una com

paración hech.-i con sujetos sano"' y r>ac1en~es ca., sindrorne de Gilbert por el método de 

d1az.:-reacc1~n se encontró una proporc10n de: t:1lirr:..;br!"la drrecta del 65':.-í, ilustrando la llm1-

taoa capacidad de lil a1azoreacc10n para deterriinar 0111rrub1na con1ugada a roncentra

crones baJaS de b1l1rrubma total (4) 

También se han descnto métodos de HPLC para cuantJncacrón en bilis 

El método dcscrtto por Sp1vak y Carey (13) emplea como eluycntes un amortJguador de 

acetato de amonio pH .d. !:l en un gardrcnte llneal 60-1 00'~4> con mctanol en una columna 

C-18 y un nujo de 1 O mUmtn En este traoaJO se lograron separar y cuannftcar los 

distJntos con¡ugados de b1lirn.Jb1na rápidamente (25 minutos) La muestra no requerfa 

tratamiento previo 
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Postenormente se h1c1eron mod1ncac1ones al método por Sprvak y Yuey (14). haciéndolo 

mas enc1ente logrando la separac10n y cuannnc.ac10n en 12 minutos Se demostrO que el 

método funciona en dctcrm1nac1ones en bll~ de ~res humanos También se demostrO 

que las curvas de caJ1brac10n de b11lfTl.Jb1niJ no con1ugada. monoglucurOnido Ce b1hrrubrna y 

d1glucur6n1do de b11trrub1na son tan s1m1lares que se puede usar sólo una de ellas como 

referencia para l;w cuannf'kac10n Este método es el que se emplea en el presente trabaJo 
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3. DISEÑO EXPERIMENTAL. 

Se implemento el método dcscrrto por Sprva!< y Yucy (1.C.). el cual parece ser ercctJVo 

pero que carece de 1ntormac1ón acerca de su contlab1hdad 

Estandanzac16n de las cond1c1ones de operac1Cn 

Se probaron las cond1c1ones 1nyet::tandv al menos cinco rnuestras de un estándar de b1h

f'Tl.Jb1na no conJUQada. hasta obtener una linea basal estable y un tJempo de retención re

producibles para el pico del estt¡nOar 

Ltneahdad del sistema 

Se realizo construyendo por tripllcado una curva de ca11brac1ón de bll1rn.Jb•f'a r.o 

cOnJU9dda LCn cinco cuncentrac.:1ones distinta!:> prt::"paradas a partir de una mrsma so1uc1ón 

patrón Se determino el coenc1ente de corrclac10n de la curva y el ractor de respuesta 

con'S'der~ridn 1a concentr.Jc1ón de 1os estana.ire'!:. y el cJr•.:J integrada 

Prec~On del SJStema 

Se anal1z6 por se:ctupllcado una m1sma so!uc1ón estándar de b1hrrub1na no con1ugada. 

cuya concentrac10n se t!ncontrara dentro del intervalo lineal del sistema $e obtuvo el coe

nc1entc de vanac10n del 3.rea baJo cada pico 

Um1te de cuant:JM.:ac1ón 

Se construyó por tr1pl1cado una curva de caJ1brac1ón de b1hrrub1na no con¡ugada, con sers 

distintas corcentrac1one"' bajas prep;iradas a partir de una misma soluc10n patrón Se 

observó si el cornportam1ento lineal s.e conservJba a tan bajas concentraciones También 

se observo si aun se podla cuantificar la concentrac1ón mas baJa empleada. y en base al 

coencaente sena11ru1do del StStema (SIN). s.i se podra d1snngu1r perfectamente o no como 

un prco 

Porc1ento de recobro 

Se determino por se:irtupl1cado una muestra de b1hs humana. reforzada con una cantidad 

conocida de estancar de b1hrrub1na no con1ugada Se ca1culO ~¡ porc1ento de recobro y 

coenciente de vanac1on 



Escecrncidad. 

Pr1mero se degrado Ja b11irrub1na presente en una muestra de b1hs de hamster. 

someti6ndola a congelaciOn por cuatro dfas. expuesta a la luz y aire La muestra de

gradada se reforzo con una canbdad conocida de est.-.ndar de b1llrrub1na no con1ugada 

anallzandose por sertuphcado Se determinó el porc1ento de recobro y coenc1ente de va

naciOn 

Análl'SIS de muestras de brhs de humanos y roedores 

Se anal,zaron con el método muestras frescas de bills obtenida de cuatro pacientes hu

manos. doce hamsters y doce ratas Se m1d1ó la concentración total de b11Jrrub1na, asf co

mo la fracción de b1llrTUbana no conjugada, monoconJugada y dicon1ugada presentes, 

comparc\ndose con lo esperado según la b1bhograna 
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4. MATERIAL Y METODOS. 

• Ptpetas volumétricas de 1,2,3.5.1 O mL 

• Matraces volumétncos de 1 L 

• Vasos de pp 1L 

• Ptpetas Pasteur el bombilla 

• Vasos pp 50 mL 

• Matraces K1tasato SOOmL 

• Piseta 

• Prop1peta 

• Ptpeta graduada 1 OmL 

• Matraces volumétncos 5 , 1 O 50 mL 

• Tubos Eppendorf 0.5 y 1.0mL 

• Tubos ensaye 13x1 OC mm 

• M1crop1petas P100,P200. PSOO 

• Puntas plm1crop1peta 

Reacttvos 

• B1llrn.Jbma no conjugada grado reac

tivo 99 9"...<. pureza Merck (BNC) 

• Soluc10n NaOH O 1N. volumétrica va

lorada Sigma 

• Acetato de sodio cnstallno Baker 

AnaJyzed 

• Actdo acético glacial Baker Anatyzed 

• Espátula 

• Pinzas de plasbco 

• M1cro1cnnga Ham1tton 25µL 

• Membrana Milliporc O 5¡11TI t:lpo FH 

• Membrana M11hpore O .C.5ilJTl tJpo HA 

• Papel a1umm10 

• canula 

• Jenngas msuHrncas 1 mL 

• AJgodOn 

• Tabla de d1secc10n 

• lnstnJmental p/dJS.ecc16n 

• Hilo de sutura 

• Masklng tape 

• H1dróindo de amonio 29.•% Baker 

Anatyzed 

• Metanol grado HPLC Baxter 

• Agua d~onizada 

• Pentobartutal sódico 

• Etanol al 70°.<. 

• Hielo 
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• Equipo Milltpore p/fHtraciOn 

• Balanza analltica A&O Whatman 

•2g'll0.01mg 

• Potenc10metro 

• Agrtador magnébco 

• Agrtador vorte'lt 

• Microscopio p/drsecc10n con 1a:mpara 

• Computadora 486166 con paquete 

Gold para cromatograna 

Fase reve~ en gradiente 

• Equipo para HPLC eeckman modulo 

de sotventes 1255 y módulo detector 

166 

• Rel'ngerador 

• Endoscopio 

• Jaulas p/an1mates con bebederos 

• Alimento comercial piratas y nam-sters 

• L-11mpara con lupa p/disecc10n 

• Cronómetros 

Bomba: reciproca. preS1ón de operación 0-6000psJ. 

Inyector: Wrvt.da de 1nyecc10n rheoctyne 

Detector: uttravtoletaMs,,ble 190-700nm 

Guan::Jaeolumna: acero tnoltldable 3.0cm de largo y 4..6mm di3metro lntemo. 

Columna: acero 1noWJdable 8.3cm de largo y• 6mm dl~metro tntemo. 

Fase estaCJonana Sfllca mocttncada C1 e. tama,,o de partlcula 3µm. 

Par.tmetros de operac10n 

Flujo: 1 mUmin. 

PreSl6n: Errtre 2~ kpsl. 

Temperatura: Ambiente. 

Longitud de onda: •50nm. 

Volúmen de inyección. SµL. 



Fsse Móvil Disolvente A. acetato de amonto 1 ·~ en soluc10n acuosa pH "" 5: 

d1sotvente B. acetato de sodio O 04M en metano/ 

Grsa1ente de eluCJón Estado 1nic1al .35'\.{. drsolvenre A 65ºA· disolvente B 

Al .nyecre1r comienza gradiente hneal durante 7 minutos hasta 5°.4.A 95".-óB R:etor

no en gradiente hneal durante 5 minutos hasta 25"/.>A 75'X,B Ze mantiene por 3 

minutos mas a 25".kA 75ºA•B Regresa al estado in1c1a1 35ºA>A 65%8 

Tiempo del programa de gradiente 1 5 mrnutos 

Tratarn1enro prev10 de lo mue~tra ninguno 

Tiempo cJe equ1l1tH10 de la coíurnn.1 .30 rmnutos c.on un nuJo de O 5 mUmin. con 

las condiciones 1rnc1a/es del gradrt!n!•-' (35º.<.A 65",,.UB) 

Tiempo de lavado 45 minutos. usando metano! grado HPLC nu;o de 1 mlJmin. 

empleando ambas bombas 

Preparación de d1sotventes para cromatograrra 

Disolvente A (acetato oe amomo 1 % en sol acuosa pH 4 5) 

Se mider: 1 CmL de <\c1do acétJco glacial y se diluyen con agua des1onizada hasta 950mL 

apro>0madamente 

Se ajusta el pH de la so1uc16n con la cantidad necesaria de h1drOXJdo de amomo 29 4% 

hasta un pH .e 5 : o 02 Se afora en matraz volumétnco ta solución a1ustada a 1 L 

01sof\l'ente B (acetato de sodio O O.CM en metanol) 

Se pesan apro.rtmadamente 2 28:2g de acetato de sodro y se dJsuetven en metano! grado 

HPLC Se afora en matraz vofumétTJco a 1 L 

Los sof\l'entes ya preparados. se desgasincan y limpian de partfculas nttr:mdolos dos 

veces con vacfo en un equipo M1llipore. usando una membrana de O 51Jm bpoFH para la 

dssoluc10n metanOllca y una O 451un bpo HA para la drsoluc16n acuosa 

Preparación de ras drso1uc1ones estandar 

Se pesa apro>0madamente la cantidad calculada de bd1rrub1na no con1ugada para una 

disolución 10001.tM (5.8mg) en /a balanza anaHtica Esta cantJdad se disuelve en el menor 

vohlmen po5'ble de una dl'SOIUctOn acuosa de NaOH O 1 N. agitando v1gorozamente en un 
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vOrtex. Una vez solubdtzada la b11Jrrub1na. se lleva a un aforo de 10mL en matraz volumé

tnco con metanol grado HPLC 

A portJr de esto d1301uc10n, tto rcnllzoron latt d1luc1ono3 nocottona!!i poro obtener los 

concentraciones conespond1entes de ros est.3ndares que son empleados en cada oeter

mmac10n aforando Slcmpre con metanol grado HPLC 

La preparac•On de los patrones y estandares se realiza a temperatura ambiente y en pe

numbra. cubnéndo los rec1p1entes emplcado5 con papel aluminio Los est:tndarcs se man

tJenen en retngerac10n. protegidos de la luz Ceben permanecer en estas cond1c1ones por 

no mas de .e horas antes ae emplearse e 1nyectar.le al cromatógrafo 

Obtenc10n de muestras de b111s hum;ina 

Se obh..IVteron de pacientes que l"ueron sometidos a endoscopia para reahzar1es una co

lang1ograna La muestra se obtuvo dol colédoco a través del endoscop10. antes de inyec

tar el medio de contraste Se conservó en refngeraciOn y protegtda de la luz hasta em

plea~ e inyectarse al cromatOgrafo 

Los cuatro pacientes (2 mascul!nos y 2 femernnos). se sometJeron al estudto por una 

probable colelrtJasr.¡. que en ninguno de los casos rue connrmada 

Obtenc10n de las muestras de b1lrs de roedores 

Se usaron doce h:tmste~ machos de entre 9-12 semanas y ratas macho de entre 15-18 

semanas Se mantuvJeron normalmente con agua y ahmento comercial, s.m sometertos a 

ninguna vanable expenmental 

La muestra de b1hs se obtuvo practicando una canulac10n del colédoco Para ello tos ani

males fueron anestes.tados con pentobarbrtal y sujetados en una tabla de drsecc10n 

Se practJcO una 1nc15'0n en el abdomen. de entre 1-2cm de largo, a través de la cu:t:I se lo

cal1zo el 1ntestJno y el punto de urnon con la veslcula b1har. Se SUJetO y arslO el colédoco y. 

observando a través oe un m1croscop10 de d1secc10n. se practico una pequena perfora

ción con una aguja. por donde se 1ntrodu¡o una c:t:nula nna. de tal forma que Ja brhs nuyera 

libremente por ella Se aseguro la canula con hilo, y se suturo la inc1S10n del V1entre del 

roedor 
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Durante media hora se recofectó ta bilis que nula por la c<inula en un tuoo Eppendorf de 

0.5 mL.. et cual estaba cub1erto con papel a1umm10 y se encontraba en un rec1p1ente con 

hielo Toda fa operación se realizó en penumbra para evrtar la degradación de la b1h

rrub1na 

Terminada la colecta los anima/tJs son sacnflc;idos por sobreooS15 de pentobarb1tal y aes

nucac10r. 

La b1'1s se rnar1tuvo prorer;idJ de la luz y en rcl'ngcrac1ón h.-is~a usarse o inyectarse al ..:-ro

matógral'o por no m~s de 4 1'lorc1s 

Preparac10n de las mucstr¡1s de bd1s rBl'rH~a~.!JS con estandar 

Las muestras de b1l1s se mezclaron con vollimenes pequcnos (del orden de pL). de estan

dares de oif•rn..it:"na no con;ugaaa d1suctta en metanol. m1c1énclosc el vo1Umcn con m1cro

p1pera 

Las muestras se conservaron en un tubo Eppenaor1 de O 5 o 1 SmL cerrado. proteg1ao 

de la luz y en retngerac10n por no mas ele .c. horas antes ae 1nycct;Jrse 

Tratamrento de las muestras de b1hs 

A las muestras de roedores no se tes reahzó rnngún tTatam1ento previo (e .. cepto las 

muestras carg."ldas con esr~ndar), y se inyectaron tal como se colectaron al cromatógrafo 

Las muestTas humanas. por tener una mayor concentrac10n de proteínas. se diluyeron 

previamente 1 4 o l 6 con mctanot grado HPLC. se agrtaron en vórte:t', y se dejaron 

repesar por :l-..C nunutos en rerngerac16n El sot>renadante es el que 'ie empleó para in

yectar al cromatógrafo 
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5. RESULTADOS Y ANALISIS. 

5.1 Estandarización de las condiciones de operación. 

LO'S esta:ndares empleados se prepararon dtsotv.endo aprorimadamente 3mg de btllrrubl

na no conjugada (BNC), llevando a 1 OmL en matraz a rorado De allf se tomo una alfcuota 

de 1mL y se arorO a 10mL nuevamente. usando siempre metano! HPLC 

A contJnuac16n se muesrran los resuttados de 5 cstólndares d1shntos inyectados consecuti

vamente, asf como sus bempos de retenc10n 

Tabla 2 Estandanzac16n de las condioones de oº' erac1ón. 

Estandar 

1 
2 
3 .. 
5 

nempo de 
retenc10n 
(minutos) 

9 33 
9 30 
9.30 
9 31 
9.29 

Promecho=9 306 
DE=0015 
C.V.= O 16% 

En las ftguras' y 5 se muestran los cromatogramas obtenidos 

Como se puede observar el coenciente de var1aci6n es pequeno, y el tiempo de retención 

obtenido es reproduc1ble AJ inyectar mas estandares bajo las mrsmas concuc1ones que Jos 

presentados pero en dfas drstintos. el tiempo de retención continuó s-endo reproducible 
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·' .• _.~. l.2.:.: 

\ .:: .·.,z,· ... :l.:· 

Absor-b.anc• 
l.IHI 1.1111 ...... •.1311 i.1411 

.::~~,-;-:~~-·-~~~--~~ 
t.:. UCI 

Ab•ar-b.nce 
t.HH ... ,... .., .. 1.:,.. 

l.H ; _ ___J__ - _..,L___l_-.J....._ -1--L-_l,._____i---L--L 

11 ... -

J.ICI 

--~ª.J.•· 8.76 

Flaurn .C.. Cromatogramaa do la estandartzaetón de 1811 condiciones de operaaón. 
a) estandar 1. b) estandar 2. e) estandar 3. 
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5.2 Linealidad del sistoma. 

Se preparó un patron pesando aproll'Jmadamente 29mg de blflrrub1na no con1ugada 

(BNC). llevando a un atoro de SOmL en matraz volumétnco (1000pM) A partrr de ~ta di

solución se prepararon las tres curvas de callbractón por separado. haciendo las dlluc10-

nes necesanas en matraces de 1 OmL para preparar estandares de concentraciones 

50.100.150.300 .c.0011M {tabla 3) 

Tabla 3 Drluc1ones para la curva de calibrac16n 

Concentrac10n Alfcuota Aforo Concentrac10n 

__ l!"~_l ____ ú~J ______ _ (é"~ 
____ lO_OO __ _ .. _ 10 

>---~1~º~º~º-- - ______ 3 __ . _j ____ ,_o_ 
--~ºº 

30_0 - -

--~P-º-----·- -- 5 10 150 
1 --f--·- 10 ; 100 

5 ---¡--~;¡- -¡------;;-º- --, ____ 1~º~º-º ·----~·--
100 

Las tres curvas se inyectaron en una mrsma sestOn. comenzando deSde los estandares 

mas ddurdos y tenn1nando con los mas concentrados. 

En ta tabla <4- se muestran los resultados de la curva de callbrac10n. promediando los datos 

de ras tres repenc1ones de cada concentrac10n La curva se muestra en la gr.anca 1 en 

las nguras 6 a 1 O se presentan los cromatogramas obtenidos 

Tabla .C. Cun1a de callbractOn 
Concentración 

(µM) 
Are a 

PromeÓ'o 
Tiempo de retenc10n 

promedio 
_(m~.~'!f~S) 

Catos de R:egres.iOn m-= 1 35846. b= -2.10252, r= O 999833 
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Para la determlnac10n de bllltTUb1na por HPLC no e.iasten pan1meb"os o cntenos de acep

tación establecidos, como sucede con rarmacos o compuestos de tnterés comercral (1 7) 

La curva de caJ1braclOn se comporta linealmente en el intervalo de concenb"ac1ones proba

das (50 ...... 001JM). lo cual se aprecia claramente en Ja granea y el coenc1ente de con-elac10n 

obtenJdo El valor de la pendiente es el factor de respuesta a partir del cual se calcula la 

concentrac10n de las muestras. rnultJpllc"11ndolo por el area de cada pico. 

Concentrac10n = Area x Factor de respuesta ( f .3S848) 

S.3 PrecfsJón del sistema. 

Se preparo un pab"On pes.ando apro:iomadamente 5 7mg de BNC. flevando a un atoro de 

10mL en matraz volumétrico (98-' µM) Se realizó una chluc•On para obtener un estandar 

ftnaf de 1..a"µM 

Tabla 5. 01luc1ones para el est~ndar. 

Concentraclon AH cuota Aro ro 

1 
ConcentraciOn 

lnlclal luM\ (mL) (mL) ~-
98' 3 10 1 29~-

295 5 10 1 1'8 

Esta solución esrandar se inyecto sets veces consecuttvas en el cromatOgrato. en una 

mtsma sesión. En Ja tabla 6 se muestran Jos resultados. En las nguras 11 y 12 se mues

tran los cromatogramas de Jos estc11ndares obten1dos 
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Para un método cromatogn1nco. por lo regular se pide como crtteno de aceptación un 

C.V s: 2.0ºA. (2,17) Como podemos observar. el metodo presenta un C V menor a uno 

por lo que quod.a demostrado que es precrso 

5.4 Lfmtte de CuanttficacJ6n. 

Se preparo un patrón pesando apro)(lmadamente 2 9mg de BNC, aforando a SOmL en 

matraz volumétnco (1 OOp.M) A partir de ésta drsoluc16n se elaboraron tres curvas tnde

pendientes, naciendo las dlluc1ones necesanas para obtener 1 OmL de las s.1gu1emes con

centTac1ones. 50, 30. 20, 1 O, 5 y 2 SiiM (tabla 7) Los dos Utt:Jmos se prepararon a partJr 

do la dilución antenor 

Tabla 7 01luc1ones para los est:andares. 

Concentrac10n ¡ AUcuob i Aforo 1 Concentración ¡ 1 
1 

1n1cial (pM1 (mL) 
(m_L) t="' r,.Ml 

100 5 1 __ 1_0__ ~e_ ___ 
100 3 ¡ 10 i 30 

100 2 10 1 20 1 

100 1 1 10 1 10 

10 5 1 10 1 5 

5 5 1 10 1 2.5 

! 
1 
¡ 
I 
l 
/ 



Las tres curvas se inyectaron en una misma se5'0n. comenzando por los est:Jndares mas 

dtluídos y terminando con los mas concentrados 

En la tabla 8 se presentan los resultados promedranoo los datos obtenidos de las tres cur

vas En la granea 2 se muestTa la curva y en las nguras 1 3 a 1 e los cromatogramas obte

nidos para los estandares 

Tabla e Curva oara llmrte de cuant1ncac10n 
Concentrac10n Area Tiempo de retención 

,__ __ {L~L__--~-- Promc:_~- _..__ .E.~9_"!1.~~__!_0_~~~~-- _ 

---2ºs-----+--,-3-,°359· .. J-- - - 9 •ae 

-=-~5g~ . -~=~;21~~~~+~~::-H!f~-= 
---30-ó---·--20·1is1-.. ··-.----· 9·.401-··--
---500------¡--35 9521"2·----- -9-~7- --
Catos de la regre~on r - O 9986707 

m = 1 38203 . b = 1 25466 

Como se puede apreciar. el comportamrento lineal del método se conserva aun a concen

traciones tan baJaS como 2 SµM A.5'mrsmo. 5e demuestra que podemos cuantJftcar b1l1nu

bina a una concentrac10n mlnima de 2 5 pM 

Por medto del paquete para cromatograna se obtuvo el coe1'1c1ente senaUruido del sts

tema (SIN). para el estándar mas dlluldo (2) Para tener un ünico. dato se promediaron 

Jos coencientes de los tres esttmdares 

Dato 1 (2.5µM) 
Dato 2 (2.5µM) 
Dato 3 (2 5,>M) 

SIN= 21 99 
SIN= 23 12 
SIN= 25 96 

Promedio = 23.69 para conc 2 SµM 

Con este dato podemos apreciar que la senal dada por el estándar 2.SJ!M se encuentra 

mas de 20 veces por encima del nNel de ruido en el SJStema. por lo que claramente se 

destaca como un pico que se puede integrar y cuannncar por el equipo (2) 
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5.5 Porclento de recobro. 

Se preparo un patrón pesando aproximadamente 5 9mg de BNC, Ueva:ndo a un aroro de 

1 OmL en matraz volumétnco ( 1O1 7JtM) Ce ésta se tomo una allcuota de 3mL y se llevo a 

un aforo de 1 OmL en matraz volumétr1co. resultando en un estandar nnar de 305. 1 µM 

Se empleó una muestra de blUs humana, que corresponde a Ja muestra del paciente 4 de 

fa secctón de análtsrs de muestras de bilts, la cual mostró tener una concentrac10n de BNC 

de 12.l!µM (página 7") 

En un tubo de ensaye de 13x1 OOmm se preparo una muestTa reforzada mezclando 500µL 

de la muestra de blhs. 50011L del estandar 305 1 ~,M y 500pL de metano! HPLC (volumen 

nnal 1500p..L). lo cual de Ja una concentrac1on nnal 1 0611M de BNC La mezcla se agito. y 

guardó en retrlgeractón hasta usarse 

EJ sobrenadanto se inyecto setS veces al cromatOgrafo. anauzandose en una misma se

s.ton. En la tabla 9 se muestran los resultados del analtst5 y el porc1ento de recobro de 

BNC. En Jas nguras 19 y 20 se muestTan los cromatogramas de la muestra reforzada. 

La concentraciOn se obtuvo direct;;¡¡mente del reporte del cromatograro. el cual empleo el 

factor de respuesta 1 35846 (calculado en la linealidad del srstema). 
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Este método nos proporciona un por ciento de recobro del 1 00 85ª/b, con una vanac10n 

pequena En general. el crrteno de aceptac10n para la e .. actrtud en un método cromato

granco es de un promedio de recobro de 98-102(>,{, (2. i 7) Con esto se demuestra que el 

método es e:racto 

5.6 Especificidad. 

Para la prueba de espcc11'ic1dad se decidió tratar de reproducir la s:ruac1ón mas común 

por la que se prescntarlan productos de dcgradac10n que pudieran 1nterlertr mala 

conserva-c10n de la muestra 

Para ello hemos mantenido en conge1Jo...tún durante .C. dlas una muestra de b1lrs de hams

ter (correspondiente al numero 1 del ana11s1s de muestras de bilis). c.-puesta a la luz del 

laboratono y al aire De esta forma esperamos obtener no sOlo productos de degradación 

de b1lirrubina sino también de los demas componentes de la bilis que pudieran 1nterfenr 

con el método 

AJ descongelar la muestra de b1hs se analizó para comprobar la degradación de b1hrrub1-

na El cromatograma se pr~scnta en la figura 21 a (comparar con la ngura 2.C.a. hamster 

número 1) Los resultados del an.ahSJs fueron los siguientes 

Concentrac10n 1nic1al de b1llrrub1na total = 303 .Cp.M 

ConcentTac1ón nnal de b1hrrub1na total = 7 1 3p.M 

Conccntrac10n nnal de BNC..::: 7 511M (Tiempo de rctenc10n 9 531m1n) 

Como se puede observar se prodUJO una apreciable d1sminuc16n en la canbdad de b1hrru

bina total, lo Que demuestra que hubo degradación en la muestra de b1Hs. Ademés, ~ 

importante tomar en cuenta que e:inste una cierta concentración de BNC antes de reforzar 

con el estandar. para hacer el calculo de recobro 

Para reforzar la muestra de b1hs se preparó un estándar pesando aproX'lmadamente 

"· 7mg de BNC. aforando a 1 OmL en matraz volumétnco (81 O 3µM) 



En un tubo Eppendorf de 1 OmL se mezclaron 2.C.OJJL de bilis degradada (7 51JM BNC). 

con 60µL de esttmdar et o :31t.M de BNC. con Jo que se obbenc una concentrac10n nnal de 

BNC de 1611 11.M 

Se anabzaron seis 1nyecc1oncs consccutJvas de la b1hs reforzada en una misma se5'0n En 

la tabla 1 O se muestran los resultados obtenidos y el porc1ento de recobro Las concentra

c1oncs se obtuvieron directamente del reporte del cromatOgraro. el cual empleó el factor 

de respuesta de 1 :35846 para los catculos En ras nguras 21 22 y 2:3 se presentan los 

cromatogramas obtenidos 

Tabla 1 O Muestra reforzada oara la esoec1tic1dad del método 
lnyeccron Concentrac10n % Recobro 

- --,--- ~---.~~{- -¡' ·73-2-----2--------1' -----12_0_8 _____ . 71-9 
-· 3 -------·- - .. ·1-30_9_ - ---- 77·9-. 

-----.---, --·12s ;¡---~-¡ ----75~---
---·5- ----- -----,20-s-- __ ,.__ _____ 11 r 

6- 1088 -5 ... -7 

El C.V. es elevado y el recobro es muy ba¡o. ~ lo comparamos con el obtenido en Jos 

resultados de porc1ento de recobro del método El método demuestra ser poco especfnco 

en presencia de productos de degradación. los cuales 1ntcrneren drsmuyendo aparente

mente la concentrac1on de b•llrrub1na 

Es conocida la labilidad de ta b1/1rrub1na y sus con¡ugados. por lo que se cor?SfderO 1nnece

sano reahzar una prueba de estabilidad de muestra En su lugar hemos optado por 

demostrar que bajo las condiciones propuestas de manejo y conservac10n de muestra no 

se produce degradación ele la misma. evitando asl Interferencia en Jos resurt:::ados Durante 

todo el trabajo se ha mantenido el lfmrte de conservación de 4.h en refngeractón, con 

'ª 



protecciOn de la tuz y en recipiente cerrado, lo cual al parecer no ha afectado en ta exac

utud y precisión de los resultados obtenidos. Por k> tilnto se demuestra que mlenb"as no se 

exceda de este lfmtte y no se aneren las condiciones de conservación no se prea.entar•n 

problemas de lnterferenaas. 
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5.7 An.dillsfs de muestras de bilis de humanos y roedores. 

Debido a la falta de est:mdares de bllUTUb•na mono y dicOnJugadn, se realizó la 1dentinca

c10n por el patrón de eluc10n caracterlstsco descrtto para el método (14). Dicho patron 

corresponde a que en pnmcr lugar eluyen los dJconJugados (dentro de los 3 primeros 

minutos) seguidos de los monoconJugados (a los 5-6 minutos aprox ). y finalmente la b1h

rrubina ne conjugada 

Las muestras de bilrs s.e analizaron en distintos dfas conforme se obtuvieron de las drstm

tas fUentes 

A continuación se presentan los resultados de las muestras ele b1hs de hámster. rata y 

humano En cada grupo se muestran pnmcramcnte los cromatogramas obtenidos. y pos

tenormentc una tabla con los datos de bempo de retención. concentracaón y porcentaje en 

la bdts para cada especie molecular de b1hrr-ub1na (d1conJugada. monocon1ugada y no 

conjugada) Las conccntrac1ones se obtuvieron directamente del reporte del cromatOgra

fo el cual empleó el ractor ae respuesta de 1 358,,.6 para el calculo Hay que recordar 

que las muestras de roedores se inyectaron sin dilufr. mientras que las de humano se dilu

yeron preVJamente 1 .,,. o 1 6 con metanol grado HPLC 

En ra gránca 3 se representa la d1stnbuc1on de las especies moleculares de brlirrubina en 

la b1lrs de las tres especies de mamlreros. deacuerdo con los datos de las tablas 
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TABLA 11 

~ ---- - -- - MUESTRAS DEBILIS ---- - - -----1 

1 
1 -- a1lirrüb:íla- - __ DE ~1~~~r~R__ a11irrubmá ña-- - í a1t1rrub1na~ 

l _ --+-- __ ºc_on.i!Jgada __ M(J_!!_~Q_njuga~_ f _ cc~¡ugada . ; _ T~-j 
1 ¡ T'"'l'º de , T"mpo dt ' T•mro Oe ' 1 ¡ 

L~ª~~~'. r•:jº"_ ·-~on~- _ "_ ,_":~~: . : __ '. \ ·-"~:r_ .~-:;! , __ " . _:i __ 
r--~--: ~m--~-~r--:~:~-~~~~- ~~H-r-;~~ i-~;;;-: ;!-:%-~ ~~i r- -. _.,_ ------ -·-- ' -·- -- - -- -\-- -- -+-- ·-· . -¡ - -·------
~-3--r--!~ (JiQ3_ ·-~----~-~1~ -· ~-LlJ02_: ·_ : · 1 · ( _102E__j 
~- ~_.212º_~_.zs1 ,:9o,_4~s ___ ~8}L~-~01_, ~~L: 2}.;Q~ ___ ]m 
\-- 5 _; 2692 l 7~5 : 318. 4858 ' 1597 L 674 ; 9425 ' 18 i 08 ¡ 23Z!__ 

~~-+~~_J·-fsf-L;~{:--4~~; -:ilH-\-~~i -L' rn~- l 1~ : ~~ ;~~ 
!__L _____ ------- ----------...... --·-t----- - - ---·- - ·--- ---·--

e : 2s19; s10 ,245, 46"2 • 1725' 746 1 9558' 1s ! os 231.3 

L-~--f~{~~~l~f~-}~f=-!~}; -~-1\ff14ff\~~~i~; ·¡ ~ j--~~~ 
\-,,-- • -2 73¡--;--53 3 -.-211 • --4-84-f T1tf7 f-1--12 o ·t9-34a-1 -2·0·1 o-n--Tu--o 

~r--~ -f660'47~2f3 :--fs29 -1 1w ,---1-11 d---:-~- -:--· 1 -:-: -1s1_4 
__ 1_ ----~----_.._ ___ ¡ ____ L.----~ ·----l.-- _ _J _____ _J __ _..._ 

l'l°'11e<l-;-'- 2689 T581T275r-w2-;---¡53¡) ~ 720-l 9;i9-,---r-20 r (fgr 213.1 

heivFo~I _c~s-L:ü]__:]_o_~-=\=~~-~~1_s __ LJ.~flo_U 01-1--so~ · 
@:1-.1 L _ _1__I~ _¡ 2ss _ _L_8!.._L __ o?l __ L2~_L-3_5_l __ o_eo __ ._ 1s_o_ 1 1-1___1__¡__ ~ 1 
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TABLA 12 
~-------- ----------- ----·-- ---- --- . - .. --·------

MUESTRAS DE BILIS 

r--·-¡-----s;¡,;¡iJbiña· - D~'''~~~~-S . B1hrrubinaño ·-- 1B1hrrubina 

\

-- ~.~~~ª-·.- ___ M~~~-~o_nJuga!l<J, __ . .. . ~o.n1u~d!_ ___ LTotal 
Torrpodt 1

1 
i T~mpodt ' i T~rr~oa• 1 

1 1 

R~.-~;_¡_~d ~ . ~·~~~--·,_:_'. '>. j r~:~ -~~- ~~-----~ 
_1 _u~ __ 598_..¡._4~7 ; __ 4~§_ r1_0 __ ~~3 +-· : __ 1_:. ..,_13Q! 
2 ! 2.359 ' 48 9 1 47 3 . 4 549 52 7 ' 51 o 1 9 333 1.8 1 1.7 ' 103 4 

!-T~f~-~1-:::~~ l ~ :;~i--:.-~;-; :-~~=1=-: -~--: r~~~~~~~= 
-5-r rns :-fü · si 9 :- T6o8-- : 445~ ·3.11 ~- - : --+ ~--' -:·-:-- me 
~-------·-- .. ------~--- -··----·------ --·¡----,-·-
.L..:-1~...lQ..!_~6_ . ..J-6~!. _T. S§LL4_5 4 _J __ : __ L . ..: ___ ¡_·_, _J28 3 
_7 -~2434 :___R§_¡_~6 \-!59_?_ •. §_12 _; __ 49~ ¡ __ .....:...,.....:..._J._:_¡. 1238 
-ª-'-· ~~.l3.U.1!ª;_4soa_ : __ 3.§9 __ ¡__s12_l_· _¡ ...: _) __ : __ 

1
1 __ 6º1 

9 i 2372 1 365 : 390' 4550 ¡ 554 ¡ 591 ! 9:.'90 • 1.8 ! 1.9 93.7 
10 ¡ 2.412 +1~J-1J9-G f51T-_Un.:=C5ºóT 921sJ 5s'102 _ 646 

n -;~b=::l:1~~_! -:~;;_~ 11~-J_~g~-+-9-~7~~-L!!i 1•1 ±-1~; 
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TABLA13 
~--------- --·-----·- ------------

MUESTRAS OE BILIS 
DE HUMANOS 

1 -- Bil1ílubina ___ T __ ._8i11rrubina---·-¡··-¡¡;¡¡rrubinano 1 Bilirrubina 
-r: __ Q..iS".n.i!J9a~a 1 __ ; __ .t.lonc:conjuga~~ _¡ __ . .E.º."Jº9~

1 
____ T_o_\aJ 

T11fll)Odt , ' T1tfll!Ode 1 ! ! Tttmpode ; 

Paciente l rotll\CiOn 'l Cor<. \ \ '. relelltlÓll i Cor< i, \ '· "'""iOcl CQO(. '4 CQr< 

r+-f"fü--.~t-¡-gff ¡-fra~ '--~·-+= 86+ \~L l-~ -:-1~ 
ITI~3 l 34sfr.913T s3or::.-r-m-,-5IT----~-=._1_ - r~-~l~~l. 
CIJ.139 1 250.S ~ 95 9 l 5177 r--w-1 T41 . 1 . 1 • ~ 261.5 
4_u036]_JI!Ll6ff~_.s_052~"J.. t36 1 6.!_Cit4[:r~_s4) 1002 

!'romeé<l \-rno 13414 ¡ sE\ 5206 -F~2 r 1tf-_ 1~==f 
OmE~ \_Q_t~+~~!_¡_.3.Z ¡'-º.11.L ... ~p-2 =~ 
C.V.('li) _3_.3_..i~!..l_!~~.ll_L 738 310 ' -==---..! 
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11.H 

Figura 32 Cromatogramas de muestras de bilts de humanos ¡i) paciente 4 

Bajo nuestras cond1crones de matenaf y dtsol\fentes. Jos tJempos de retenc10n de ras dtsbn

tas especies son un poco mc'is cortos que los ongtnalmente reportados para el método 

descnto por Sprvak y Yuey (14) 

En las muestras de hamster. como podemos notar, hay un claro predom1mo de los mono

conjugados sobre las demás especies. lo cu-11 concuerd.a con lo que preVlameme se ha 

determinado y pubhcado (1'4.13,'4) La bd1rrub1na no con1ugaaa no se encuentra p,.eseme 

en todos los casos, y cuando lo es~. aparece sólo en trazas 

En las muestras de rata la proporc10n de dtconiugados es mayor que en las de hc'imster. 

encontrándose práctJcamente una proporc10n monocon1ugados d1con¡ugados 50 .50 Esto 

coincide con 10 reportado por Sprvak y Yuey (14). 

SOio se encontraron trazas de bJl1n-ubtna no conjugada en tres casos. y en uno de eHos 

una proporcion extranamente elevada En este LittJmo. la concentrac16n total de b1l1rrubina 

est~ ligeramente drsm1nulda. sm embargo, se conserva la proporciOn de mono y d1conju

gados. 

76 



La concentTaciOn de b1llrrub1na total es menor que la presente en la bllts de hamster. y se 

debe pnncípalmente a una mayor cantJdad de monoconJugados (56 1 µM en ratas y 153.0 

µM en hamster) 

En las muestras de pac1entes humanos podemos observar que la proporc10n de mono y 

d1con1ugados es muy d1sbnta. la mayor par1e de la blhrrub1na se encuentra en forma de d1-

con1ugados (promccjjo e 91 .C.ºk) 

La proporción de especies en los tres primeros casos esta deacuerdo a los esperado y 

reportado (1_.) En el tercer caso encontramos una baja cantidad de btl!rrub1na total, y una 

cantidad excessva de b1l1rrubma no con1ugadn El patrón de con1ugac10n se mannene. pero 

la proporción de cada especie esttJ hgerarnente d1sm1nu1da Este patrón ertrano probable

mente sea un resultado falso y no un ~gno de anormalidad en la conJugac1ón de b1hrrub1-

na. ya que la toma de muestra en este paciente fué muy d1ncultosa. y muy probablemete 

se contaminó con llqu1do intestlnal o gtJstr1co el cudl pudo d1luir1a y producir la h1drOllSls de 

los conjugados 

La concentración de b1l1rrub1na total y de cada especie molecular no es muy constante. lo 

que se reneJa en un coenc1ente de vanacrOn mayor al 2onA. en las tres especies de maml

reros. Stn embargo, la proporc10n de d1conJugados y monoconJugados de cada mamffero 

es muy uniforme 

La concentración de b1hrrub1na total e5 mayor en los humanos que t!n los roedores debido 

pnnc1palmente a una mayor cantidad de d•con¡ugados 

Los bempos de retenc10n se mantJenen comstantes dentro de cada grupo de muestras. sin 

embargo, es ligeramente distinto entre las especies de mamlferos estudiadas. ~endo ma

yor en los humanos El patrón de eluc10n de las espectes se conservó 

Los patrones de elucson y las proporciones de especies moleculares obtenidos coinc1den 

con lo esperado para el caso de SUJctos sanos. lo que nos permtte demostrar que el 

método se comporta adecuadamente y es útil tanto en muestras de seres humanos como 

en las muestras de los roedores más f'recuentemente empleados en expenmentaciOn 

sobre bll1rrub1na. 
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Estandartzac10n de 
Jas condiciones de 
operación 

Lmealidad 

ANALISIS DE RESULTADOS 

R_E:SUL TACOS C)B.IEl'llDOS 

Se obtuvo una •~nea base establo 

Tiempo de rctcnc10n = 9 :JOG m1nuto:t, C.V. = 0.16% 

El tJempo de retención es reproduc1ble 

m = 1 350.C.6 
b = -2 10252 
r =O 999833 

Intervalo lineal 5~00pM 

o-------------------- - ---- -------------------------1 

PrectS10n C.V =O 71ªÁ> 

---------- ------------ ·-----·-- - ---------------
l..fmrte de 
cuantJncaci6n 

Exactrtud 

2.5 µM Se detecta claramente como l.#1 pico. 

-----------------~ 

Promedio de recobro= 100.85% 
C V =2.18ª...b 

1-----------t--------------------------------------~ 

Espec1ftcidad 

An-11istS de muestras 
de brlls de humanos 
y roedores 

• No hay 1nterferenc1a baJo las condiciones de maneJO y con
servac16n de la muestra. 

• Los productos de degradacJOn generados por un lnadecua
óa o exces.N"a conservaclOn de la muestra causan 1nterfe
rencra. 

• Patrones de eJuc10n y proporc16n de espeoes molecUlares 
de biln11Jb1na de acuerdo a los esperado y reportado en la 
lrteratura 
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6. CONCLUSIONES. 

ESTA TESIS 
':AUR DE tA 

En resumen, el método es UtJI y connable para ser empleado en 1nvesbgac1ón 

HO DEBE 
11!BL;.D fEGJ. 

Mantiene su hneahdad en un amplio intervalo de concentrac1ones. lo que permrte su utJlrza

aón para la determ1nac16n de b1hnub1na en b1lrs Es un método muy cYacto, preciso y con 

un Um1te de cuuntlncac10n muy bajo Este Ultimo ofrece el potenciar para determinar b1U

rrubina en muestras b1olOg1cas donde se encuentra en cantidades muy pequertas( heces. 

suero. teJ1dos. etc ). Siempre y cuando se pueda adaptar la muestra y su tratamiento a las 

c.aracterfsbcas del método cromatograricc 

El método no presenta problemas de interferencias SI es conservada adecuadamente la 

muestra, y es analizada poco después de obtenida. Sin embargo, una mala y e.rcesrva 

conservación causa 1nterferenc1as. proauc1éndo valores baJOS en la determinacrOn 

EJ método es capaz de separar y cuanbncar a la b1llrrub1na y sus con1ugados Se compor

ta adecuadamente con muestras de b11fs, permrbéndo obtener los patrones de eluc10n es

perados para fas especies de mamlferos probaoas 
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XXVIII. EXPECTACION 

No sabrla decir por qué algunas cosas me producen 

Una sensación de maravillas 1ne..µlorae1as por venir 

O de griura en el muro del horizonte 

Que se abre a mundos donde sólo lo!> dioses pueden vtv1r 

Es una espectac•ón vaga. sin .ahento 

Como efe grandes pompas antiguas que recuerdo a medias. 

O de aventuras sah1a1es 1ncorpOreas 

Plenas de értasrs y libres con10 un ~nsuel"'lo 

La encuentro en puestas de sol y en crtranas agujas urbanas. 

En Viejos pueblos y bosques y canadas brumosas. 

en los Vientos del Sur. en el mar. en coitados y ciudades 1lurmnadas. 

En v1e1os J&Ud•nes, en canciones entreoldas y en los fuegos de la luna 

Pero aunque sólo por su encanto vale la pena VTVlt la VTda 

Nadie alcanza n1 adfVlna el don que insinúa 

Hongos de Yuggoth 
H. p_ Lovecran 
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