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1. INTRODUCCION.
1.1 OBJETIVOS.

Objettivo General
» Impliementar un Mé&todo seguro y sensible para determinar las especies moleculares de
biimubina en bilis por HPLC, para su empieo en inveshgacion

Objetivos Particutares

« Estandarnzar ias condiciones de operaciéon del método

+ Demostrar la confiabiidad del método al establecer su lineahdad. precisién, exactitud,
sensibiidad y especificidad

« Evaluar el comportarmiento del método con muestras de bils de seres humanos y
roectores

1.2 PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA.

En los uthmos aftos se ha incrementado el interés por la inveshgacidon del metabolismo de
la biirrubina, con el fin de obtener conociMiernos que NOS permitan una mejor compren-
st6n de los mecarmsmos involucrados en aguelios padecimientos propios del higado o el
tracto bikar donde sufre alteraciones. enfermedades congéntas (corno el sindrome de Gi-
bert), formacién de ciiculos biiares. etc Este es un campo donde nos falta mucho por
saber

En el insttuto Nacional de Nutncaion también se realizan contnbuciones al respecto. y du-
rante el desarrolio ce ios estuchos se ha hecho necesano contar con un Método confiable
para la determuinacion de bidirrubina y cada una de sus especies molecuiares en [a birs

Los metodos comunmertte empleados para la deterrmmnacion ctirica de biimubina en sue-
ro, permiten obtener una estimacién rapida, pero no distnguen entre las especies molecu-
lares. 1o que imposibita su Uso para la determinacion en bilis

Por lo que se propone utilizar para su determinacdén un meétodo por HPLC. debido a su
sensibiidad y exactitud, que permite cuantficar cada especie molecular por separado

Para obtener resuftados de cahdad, es necesanc documentar y demostrar grimero que
este método es confiable y de verdad sirve para determinar y cuantificar o que desea-
mos



2. GENERALIDADES.
2.1 METABOLISMO DE LA BILIRRUBINA.

2.1.1 Propiedades quimicas.
La biutubina es un tetrapiro!l ineal. que consiste de dos dipirrometenonas asimeétncas

umdas por un puente metleno (10) Su formula condensada es C.:HWN:O- ySUP M es
584 683 En forma cristalina se presenta cormo pnsmas romboides monociimcos de color
naranja claro o café-rojzo Se oscurece al calentamiento y no funde Presenta un maxmo

de absorcion entre 451-453 nm, con un coeficiente de extncidn molar de 60.700 L 7/ Mol

cm (16)
La bdirutina y sus comugados son muy lables sufren rdapidamente de ondacién, des-

composicidn fotoquimica e intercambio cipirrdilco Ademas, ios conjugados de buduTubina
pueden sufnr hidrOlisis No enamatbca y ransferencia de la porcidon carbohidrato ae ia posi-

c16n 1-O- a {as posiciones 2-O- 0 3-O-(14)
Los mejores

Es insoluble en agua, pero soluble en diclorometano, cioroformo y metanol
solventes son aqguellos capaces de romper puentes de tidrdgeno formarmcda. dimetd-
formamida y dimetisulféade También es soluble en alcalls y acidos (10)

La forma naturai predominante in vivo es 1a bilirrubina IXu-Z2 Z, que contiene dos grupos
carboxebl en las posiciones 8 y 12, y cuyos dobles enlaces A4 5y A15 16 paoseen configu-
racion Z.Z (g 1a) La molécula es igeramente asimétnca porque e! grupo vinilo en el ar-
Ho A se encuentra en posicidén endo (C3), mMientras que el vinilo en el anillo D se encuen-
tra en posicidén exo (C18) En su forma aiacida Jos dos grupos carboxio forrman puentes
de hidrogeno imtramcleculares con el oxigenoc de ta cetona y los dos nirégenos del anillo
dipirrometenona en la mitad opuesta de a molécula. formando dos trios de puentes de
higrégeno, plegando |13 estructura de ta birrubina (ig. 1b.1c) (10)

Los valores de pKa de los dos grupos carboxfllicos son muy afectados por el sotvente
empleado para la deterrminacion Se han obtenido pKa de 4 3 a 5.3 para cada carbowlo

en dimetisulféndo y de 6 2 a § 5 en soluciones acuosas con acidos biliares (10)



Figura No 1 a) estructura plana de la birrutina b) estructura de 1a biTubina con
ios puentes de hidrégeno c¢) estructura plegada

Vanaciones esttucturales La biirtubina puede presertar isomerfa estructural por cambio

en la posicién de los grupos virtto o carbometi (10)

Lasomeria conformacional se puede presentar en uno o ambos puente meteno,. forman-
do los isémeros Z E EZ y E.E (10)

Diferentes conférmeros resuitan de la rotacidn de los anifios pirrélicos alrededor oel
puente metileno central Bajo cas: todas las condiciones el anillo exo y endo de caaa di-
pyrometenona es coplanar Cuando se forman los entaces intramolecuiares 1as dos mita-
des planas aiprrometenona se encuentran en una conformacién sin-sin con respectc al

puente metleno central con un angulo interplanar de 100 (fig 1c) (10)

2.1.2 Sintesis.

La bilimubina es producto de la degradacion del grupc hem Ei 70% de la bdirrubina excre-
tada proviene de la hemogiobina. Ei resto se produce a partir de diversas hemoprotelinas
presentes en las células de todo el cuerpo mioglobina, catalasa, ios ctocromos MICroso-
mailes P450 y bS. el citocromo mrtocondnal b, ciciooxigenasa, guanicictasa, peroxidasas.
6xido nitrico sintetasa, etc (19) Con excepcion ael higado la concentracion de estas



hemoprotelnas en los teqidos es tan baja o su recambio tan iento. que su contribucion a la
sintesis de biirrubina es practicamente insigrmificante (4) Los organos donde se sintetiza
principatmernte ta bidimubina son el bazo higado. méduta 6sea y rifones (4)

El grupo hem es catabolizado con (4 partucipacion de tres enzimas  |a hemooxigenasd mi-

crosédmica. ia bilrverdina reductasa y la NADPH-citocromo ¢ P450 reductasa (15)

La hemooxigenasa microsémica catahza 1a ruptura ondativa dei punte «-metenc produ-
ctendo biltverdina IX y hberando una molécula de monéndo de carbono que es eliiMina-
do. ¥y un 16n de hierto que es reutihzado Esta reaccidn constituye el paso limitante en la

sirtesrs de biirmubina (4)

La actvidad de ila hemooxngenasa es dependiente de oxigeno molecular y NADPH cuya

omdacidn es cataizada por el crtocromo P450 También presernta mnduccién enzimatca

Mmechada por sustrato (4)

En ia mayor!a de ios vertebrados no mamiferos la degradacién del grupo hem termina
on la formacién de biiiverchna, que es excretada en la bihs En los mamiferos la biivercs-

na es reducida en el puente meteno central por la enzima crtosOhca bilvercina reductasa

La biwverdina recuctasa es dependiente de NADPH y tiene preferencia estereoguimica

por el 1sémero I Xcx de la birverdina (4)

2.1.3 Transporte plasmatico.
Se transporta en el plasma umda a !a alburmina Esta umén es reversibie y se produce en

un sitio de alta afincrdad relatvamente hidrofdbico (4)

La fraccion de biirrubina circulando iibre en plasma es muy baja. pero es muy mportante.
porque en esta forma puede atravesar la barrera hematoencefalca y causar dafo en el
sistema nenioso central (3)

Muchos compuestos pueden desplazar a ta bifrubina umda a albarmina acidos grasos de
cadena larga, algunas sulfonamidas (sulfafurozola), antibidticos (denvados de pemcilina),
agentes antivnfNamatornos y analgésicos no esteroideos (saliciatos, indometacina, fenitbu-

tazona). agmvos de alimentos (parabenos), duréticos (furosemida), y agentes para medio

de contraste para colangiografla por rayos X (4)



La pbilirubina conmugada también puede ser transportada umda a 1a alburmina, aungue la
anmdad de [a urion es menor que para la bilirrubiNa No conjugada (4)

En pacientes con tuperbihrrubimema conjugada severa se ha detectado una fraccién de
bilirrubind umda sreversibie™mete a la albummna Esta fraccadn se denomina S-piltrubina o

biliproteina. y no puede ser ehminada hibremente por el nfion comao la bilvTubina conjugada

)

2.1.4 Captaciédn hepatica y transporte intracelular.
La biirrubina es depurada ael plasma por el higado Las proteinas plasmatcas llegan al

espacio de Disse, en donde entran en contacto con el hepatocito (4)

Es aceptado gque la bilirrub:na se disccia de ja albumina antes de ser transportada at inte-
nor cel hepatocito. pero aun No se sabe s ef mecarmsmo se debe a un receptor locahza-

do en la membrana o s es eS sunplemente un Mecamsmao fisicoquirmico (4)

Las investigaciones del tanspcerte de la biirrubina en el higado han sido obstacutlzadas
por la inestabiidad y baja solubiidad del pigmento. por lo gue muchos estudios se han de-

sarrollado con amones organicos que presentan propiedades de transporte sirmidares (18)

Se han caractenzado al menos tres proteinas que son responsables del transporte de ta

biirrubina al interior del necatocito

La biltransiocasa (BTL) es un mondémero de 37 kD y un pl cercano a 9 0 Reconoce y
transporta formas lomzadas de amones organicos (Maleinas) sin uNa compensacién de
carga. por 10 que es electogémca La uthzacidén de anticuerpes contra la BYL mhibe la

captacidn de bromosulfoftaieinas y bilutubina pero no de acidos bihares (3 .18)

La protelna fllagora de amones organicos (OABP), con un peso molecular de 54-55 kD,
transporta biirrubina y bromosulfoftaieina a bajas concentraciones Su actividad transpor-
tadora es electroneutra y dependiente de lones cloruro No se sabe si el efecto de jones
cloruro es directamente sobre la OABP o si aumerta la beracion de bidimubina de la
albumina al producir cambios conformacionales. Es muy probable que se dé un transporte

inverso de iones hidroxiio (3.18)



La protelna fijadora de bromosulfoftaleina/Mdilimubina (BBBPF), con un peso molecutar de
55 kD. es distirta de la OABP aunque esta relacionada Realkza un transporte eiectro-
Meutro cloruro iNdependionte, que presenta gran afinidad a concertraciones attas de bili-

mubina y bromosulfoftaleina (3.18)

Una vez en el crtoplasma. 1a bilrrubind se une 3 la proteina Y (hgandcina) y la proteina Z
(4) Se piensa que esta umon sive para disminuir el refflujo de la brhirrubma hac:a el
plasma y la difusion inespecifica a astintos compartmentos celulares, aunque no parbcpa
directamente en el proceso de captacién La biirrubina es transportada intraceiularmente
al reticulo endoplasmico por las proteinas citosohcas En casos de exceso de birrubina
las protelnas citosdlicas también pueden cumplir una funcién de almacenamento La
biirrutina tamben puede llegar al reticulo endopidsmico aprovechando e! contaco directo

con membranas (4.3)

21.5 canismo de conjugacién.

Antes de ser secretada en la bilis la biirrubina debe ser conjugada con carbohidratos La
conugacion se realiza por la enzima UDP-giucuroniltransferasa (figura 2)

La estenficacién de uno o ambos grupos carbomio de la molécula de biirubina con acido
giucurémco u otro carbohidrato (glucosa y mlosa), da como resultado una mMmolécula mas
polar e hidrosolubie, faciitando el ransporte a través de |1a membrana canahcular (4) De
esta manera se pueden formar una gran vanedad de MonNoconNugados y ciconjugados de
un sélo carhohidrato o mixtos (glucosa-nmlosa, glucurdnico-ghicosa. etc,). siendo ios Mas
importantes por su canbdad los glucurémmdos Por lo tarmto en |la bilrs 12 bilmubina se en
cuentra en una gran variedad de especies moleculares. igeramente distirtas entre si

Las proporciones de los adistintos conjugados en la birs varia entre las crstintas especies
de mamiferos. confinenao patrones aistintos a cada especie LOs diconjugados predomi-
nan en la bilis de mono. perro, gato y caballo (13) En ei hombre adulto se secreta un 65-
85% de birrubina en forma de diconjugados, y el resto como monoconjugados (14).Los
monoconjugados predominan en fos roedores (ratén. hamster, cobayo) (13) En las ratas
algunos autores indican que predorminan los diconjugados (14), pero I3 controversia se
debe a que |a proporcién de mono y chconjugados es prachcamente igual (14).
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Eigura 2. Mecarmsmo de conjugacion de la bilirubina.

Dada la estructura asimetrica de Ia biirrubina, se pueden formar distintos isémeros de
monogilucurénido (U otro), dependiendo st 1a estenficaciéon se produce en C8 o C12 (figura
2) (4). La concentracién de bilirubina no afecta la formacion del isémero C8 respecto a la
del isémero C12 1n vivo, lo que apoya ia idea de que ambos isémeros se sintetizan en el
mismo sitic de la enzima. Sin embargo la relacién de formacion diconjugados monocon-
jugados dgecrese progresivamente con el incremento de la concentracién de bilimubina
relativo a !a concentracion de enzima (4)

La UDP-giucuronil transferasa se encuentra en forra de multples rso3nzimas, y solo
algunas de ellas catalizan la conjugacion de la bitirrubina (4).



La bilimubina-GT (glucuronitranferasa) es una enzima que se encuentra unida a membra-
na, por 1o que sy actividad es dependiente de la presencia de fosfollpidos (4). La acciéon
de agentes permeabilizantes aumenta la actividad de |la enzima. por o que se han pro-
puesto dos modelos para explicar cOmo es regulada la acthvidad de la biirrubina-GT y las
demas glucuromiransferasas por el ambrente membranal

E! modelo compartamental propcone que la UDP-glucuronittransferasa se stua en (a3
region nterna del reticulo endoplasmico. por lo tanto, la accdén de los agentes
permeabilizantes aumentaria la actvidad enzomatica al faciitar el acceso del sustrato al
intenor (3)

El modelo de restnccion conformacional postula que !a glucuromitransferasa en suU forma
nattva (estado membranal malterado), se encueritra en estago de latencia debido a que
los fosfollpidos 3 los que estd asociada ejercen un efecto consnctor Al perturbarse O
alterarse ta membrana se altera el estado de constncadn, produciéndose Ccambios
conformacionaies en la enzima. hberando ¢l estado de latencta y aumentando fa actrvigad
catalitica (3) Ninguno de los dos modelos se ha aceptado como verdadero (3)

La actvica de la UDP-glucuroniltramsferasa 1n vivo se ve disminuida por mipoxa, agentes
anestésicos (éter), etanol y acetaminofén, que disminuyen ios Nrveles de UOP- glucurona-
to hepatico (4)

La actividad de la UDP-glucuroniitransferasa en el higado fetal se encuentra reducida a un
1% de la actimdad normal del aduto entre las 30-40 semanas de gestacion Después ael
nacimiento ia actvidad enzimatica aumenta exponencialmente hasta aicanzar los nrveles
del adulto normal a las 14 semanas de edad (4)

En el sexo femenino la actvidad de la blirubmna-GT es mayor que en sexo masculino
También se ha detectado acttvidad de la bilirrubina-GT en corteza renatl y mucosa gastro-

intestinal (4)

2.1.6 Secrecién al conducto biliar.
Los conjugados de bilirubina se secretan a los canaliculos biliares por un proceso depen-

diente de energlfa (3)



Las protelnas ligantes citosdlicas, como la igandina, faciitan el tramsporte intracelutar de

los conjugados hacia fos canallculos (4)
El sistema de secrecion de bilirrubina lo comparten otros amones orgamcos (bromosulfof-

talelna. rosa de bengala, verde de indocruimna. etc ) pero no 10s acidos biares (3)
Al parecer existe una sola proteina fransportadora parad todos estos compuestos La

cMOAT (canalcular MumQrgamc Anon Transporter) £s ungd proteina mtegral de la mem-

brana ptasmatca canalicular del hepatocrto, y se prensa us 1a responsable de la secrecidn
de los armones organicos (3)

2.1.7 Excrecién biliar.

Una vez secretadados junto con ia bihs
solucidn en forma principalmente de micelas rmixtas © agregados rmacromoleculares (4)

fos comugados de biirrubina se mantenen en

La bilrrubina no comugada se encuentra como monoanidn en el pH fisiolégico de la bitis
(pH 6 0-8 0) agreganaose alas micelas ge sares bihares (14)

La cantidad cde bilis producida por el higado es de 800 a 1000 mL por dia La bilis pasa
por el conducto bilar comun y llega 3 la vesicula bihar donde es concentrada de 5 a 10
veces por un mecanrssmao de transporte acoplado de iones (sodio y bicarbonato). acompa-
flado por aitusidn pasiva de agua fuera de la veslicula Otra funcidn de ta veslcula bihar es
almacenar la bilis hasta que es requerida para la aigesthon (7.9.8)

La bits estd compuesta en un 35% por agua La composicién de los solutos en porciernto

en peso es 13 siguente

67% Coiesterol 4%,

Sales bihares
22% Bilirrubina 0 3%

Fosfoilpidos
Proteina 4 5%
Durante la argestion, la veslicula biliar se contrae por influencia hormonal y nerviosa por

accién de ia colecistociina y el nervio vago, expulsando hasta el 80% de su carga al

duodeno (7. 9. 8)



2.1.8 Metabolismo intestinal y circulacion enterohepatica.

Debido a su tamafto molecular y cariacter poiar los conjugados de bilirrutina no pueden
ser absorbidos por 1a Mucosa biliar e iNtestinail (4)

Alllegar a la porcidn terminal ael lleon y at colon son higdrolizados a biliMrubina no conjuga-
da por accidn de la (t-glucuromdasa bactenana (4) A aiferencia de los conjugados, la bili-

Tubina No conjuEada pucde sef reabsorbida en elurmeshno delgado y colon (1)
La birrubina es reduc:dad por accidn bactenana a una gran vanedad de tetraparoles
nNcoloros denominados urobiindgenos (4)

Los urobiindgenos pueden suftir también de circutacién enterchepabhca. pero menos del
20% de la caridad producida dianamente es reabsortnda . ya que se forma pnncapalmen-
te en el coton donde la absorcidn es baja €1 90% de los urobthndgenos absorbidos son
excretados rapidamente en la bils por ¢l higado y |a cantdad restante es excretada en ia

onna (4) Los urobundédgenos son muy iNestables. y se cxndan facimente formando com-

puestos colondos lamados urcabilinas
Las urobiinas se forman por destndrogenac:on cel puerte mehleno central Son muy

nidrosoiubles . y sélo hgeramente solubles en solvertes no polares La cantdad que se

reabsorbe es muy baja (1)

2.1.9 Alteraciones del metabolismo de ta bilirrubina.
En mnamauos sanos [a tilrmubina senca se encuentra prachcamente toda en forma no
bilirmubina sérica se encuentra entte 0 3-1 0

conjugada La concentracion normai de
mgJ/dl (5 1-17 1uM) y varia dependiendo del método empleado para !a cuarttficacion (4)

El signo clinico caracteristico de tos ramstornos iperbiirrubinémicos es 13 ictencia. que se
hace aparerte cuando la concentracidon sérica de biirrubina alcanza o rebasa los 3 mg/dL

(50 uM) Se aprecia como una coloracidn amaniia de ias escieras. Mmucosas y piel (4)
La hiperilirrubinermia perse raramente causa daffo secundanc a tejdos (encefalopatia,

hemolisis, disfuresdn renai tubular), pero es la prnncapal manifestacion de una gran vane-
dad de enfermedades heredadas o adquindas en donde se alkera el metabolismo de ila



biirrubina. Para su estudio estas alteraciones se dividen hiperbilifrubinermnia comugada y
no conjugaaca (4)

Hiperbilimubinermas no conugadas

- Hemohsis

En pactentes donde se presenta hemdéhisis o gran cantcdad de hematomas, se produce
una hiperbiirrubinemia de grado vanable ta mayor complicacién debido a 'a biimubina en
episotos Nemolihcos prolongados s la colehtasis (4)

- Enttopoyesis ireficaz

El incremerto en 13 destruccion temprana de eritrocitos por el sistema retficulo endoteral
también produce uperbiirrubinemia Esto se debe principalmente a desdrdenes en la sin-
tesis de! grupo hem o 1a formacién de los entrocitos (esferocrtos:s hereditana. deficiencia

de prruvato cinasa etc ) La entropoyesis ineficaz también preaispone a la coleltasis (4)

- Ictencia fisicidgica

Es una elevacion trarsitoria de 10s niveles s&ncos de bilirrubina no comugaaa a 6-8 mg/al
{103-137;::M) curante la primera semana de vida La causa de esta conaicién es multfac-
tonal cese arrupto de la gepuracidn reahzada por la placenta. ncapacicdag temporai para
la captacidn. ransporte intracelular y conjugacidn por parte dei nigado circulacidn entero-
hepatica persistente de birrubina (4) En casos severos, donde 13 birrubina llega a valores
mayores a 25-27 mg/al exnste el nesgo de gue se proguzca gafio nreversible al cerebro

(kernicterus  por depdsito de bilirubina en el tejido nervioso (18)

Utimamente se ha valorado el empleo de metaloporfinnas sintéhcas para preverur 10s

episodios de ictencia severa inhibjiendo la produccion de birmuoina a ruvel de Ia hemoon-

genasa (18) Las metaloporfinnas que Mas se han estutiado son fas de estafio. zinc y
cromo

- Sindrome age Crnigler-Najjar tipo !

Es un padecimiento congénito extremadamernte raro y severo. frecuentemente mortal Se

hereda de forma autosémuca recesiva Se manifiesta durante 10s pnmeros tres dlas de



vida como una ictericia severa. Los nrveles plasmatcos de bilirmubimna por o regular exce-
den jos 20 mg/dL (340 uM). vanando entre 18-50 mg/dL (308-855 1M) (4)
ia excrecidn de bibrrubina se encuentra marca-

proporcién de bilirrubina no conjuga-

La bills presenta un color amarnlio tmon
damente reducida a menos de 4 mgial. { 68, M) La
4da se incremernta a un 30-577% de 13 cantidaag total

con menos de un 1% encontrada en sujetos control

de pigmento ercretada. comparada
S6lo se llegan a encontrar razas de

manogiucurémao de biiirrubina (4)
El defecto metaboélico primaro se encuentra en 1a conjugacion de biirrubina Los ensayos
N vitro de biopsias de higado muestran una ausencia compieta de Ia formaciéon de

conugados de bilirrubina (4)

- Sindrome de Cngler-Najar tipo I!

Es un padecumiento hereditario poco comun cuyo UNco signo cllmico es Lna ictencra asin-

tomatca Se ailagnostica en los primeros anos de vida Se hereda como un caracter auto-

sOmICO dormmnante de penetrancia vanable (4) Los ntveles plasmancos de bdirmubina se en-

cuentran entre 6-25 mg/al (103-428um) (4)

La bilis contene una cantdad considerable de biiTubina. pero se encuerntra pnncipaimen-

te en forrma de monoconjugados con sélo pequefias canhdades de diconjugados y nNo
onugada La velocidad de excrelion de birrubina esta recducida (4) E) sindrome se debe

a una deficiencra parcial de ja actncdad de UDP-glucuromiitranferasa (4)

- Sindrome de Gilbert

Es un padecimiento crénico bemigno caractenzado por una icternca intermitente e iperbi-

lirubinemia moderada en ausensia de dafio hepatico e miperbdirrubinuna

Tiene una incidencia de 3-7% en la poblacién, con una prevalencia en el sexo masculino

de 41 La hiperbilirubinemia se reconoce frecuertemertte hasta la segunda o tercera dé-

cada de wida. En un 30% de los pacientes la ictencia escieral es el Gmco signo (4)

Por defimcitén en el sindrome de Gilbert la hiperbilirrubinemia es menor a 6 mg/dl. (103
nM), pero Ia mayoria de ios pacierntes se encuentra por debajo de 3 mg/dL (50 uM) (4).



La bilfs presenta un color normal, con un INCremento relativo de Monoconjugados y una
disminucidn gde diconjugados (4) En !a biopsia hepatca jla actividad de UDP-GT esta siem-

pre reducida ( 4)

Hiperbiirrubinem:as contugadas

- Singrome ae Dubin-Johnson
Es un descrden congémito benigno poco fTecuente . caractenzado por ictencea crénica o

mtermitente y una vasta pigmentacion del higado Se hereda como un caracter autosdm-
CO recesivo (4}

La mperbtiirrubinema es de hgera @ moaeraaa y presernta fluctuaciones Enia mayoria de
los pacrentes es menor a 5 mg/dL (86 M) En promedio el 60°%, de la bilirrubina total se
encuentra conjugada Se observa un patrén caracteristicc de mayor cantdad de diconju-
gados que monacomugados En e! plasma también se encuentra S-bilrtubina (4)

El defecto pnmano del sindrome parece ser yn transporte deficiente de amones organicos
a los canaliculos bihares, probablemente demido a un defecto en el sisterna de acarreo a
nrvel de la membrana (4)

- Singrome gde rotor

Es un desorden congémto berugnc, muy raro. que se caractenza por una ictericia crémca

moderada fluctuante, que usuaimente aparece antes de los 20 afios Se hereda en forma

autosomMIca reces:va (4)
La hiperbilvruninemuia se encuentra entre 2-5 mg/dal (34-86 M), con una mayor cantgad

de conjugados (4) Tal parece que el defecto pnmano se encuentra en {a captacién o

almacenaje hepatico de aniones organicos (4)

2.2 PRINCIPIOS DE CROMATOGRAFIA.

El término cromatografila comprende una familta de métodos de separacion reiacionados

entre sI. donde la separacion se logra por la distnbuci6n de los componentes de la mezcia

entre dos fases una fase estacionana y una fase mowvi Cada componente es retemdo



selectvamente por la fase estacionaria, alcanzandose la separacion por el distinto grado
de retencion de cada uno (6)

La cromatografia sec puede emplear como un meétodo cualtativo. cuantitativo y
preparativo si el eluyente es monitoreado cont un sistema aproplado de detecaién que

responde a la masa o concentracion de los componentes (15)

2.2.1 Tipos de cromatografia.

La cromatografla se divide en base a la forma fisica de las fases empleacas (fig 3)
Imctalmente en dos clases prnimanas. por el estado fisico de la fase moéwvi! cromatografla
de gases y cromatografa de liquidos Posterniormente por el estado fisico de la fase esta-
cionaria, que puede ser liquida o sdlida La cromatografa llguicta se divide ademas por la

superficie en que se localhiza ja fase estacionana, ya sea plana o en columna

CROMATOGRAF!IA

GASES LIQUIDOS
Gas-LIquido. as-Solido
{CGL) (CGS) COLUMNA PLANA
CCF_L PAPEL
Liquido-Séhdo Liquido-LIquido
(CLS) (CLL)

Figura 3 Tipos de cromatografia

Cada tipo de cromatografia tiene un drea especifica de aplicacion.

La cromatografla gas-sélido (CGS) se usa exciusivamerte para el andlisis de gases
estables: oxigeno, nitrogeno e hidrocarburos de bajo punto de ebullicion

La cromatografla gasdiquido (CGL) se usa para compuestos volaties termoestables,
cuya polandad no sea muy elevada, como aceites escenciales. solventes cilorados,

ésteres de acidos grasos. etc.



La cromatografia liqudo-sdlido iene un gran campo de aplicacién. cubnéndo un amplio
intervaio de pesos moleculares y polandades Pero su ubhdad para compuestos de eleva-
do peso molecutar, como las protelnas, es imitada

La cromatografia ilquido-iquido (CLL) se emplea para la separtacidén de compuestos de
ortgen bioldgico. idealmente aquelios que son labides (15)

2.2.2 Mccanismos de retencion.

Cuando ammbas fases son fluldas. la separacion se da por reparto de ios solutos entre
ambas fases Cuando la fase estacionarna es sélica la separacidn se debe a un Mecans-
mo de adsorcién de los solutos en su superficie (6)

Las interacciones moleculares entre los solutos y ambas fases pueden ser de cuatro tpos

e Interacciones I6nicas QOcurrer cuando ias molécuias de soluto y 13 fase cormespondien-
te poseén una carga neta permanernte e©s decrwr. ensten como jones. produciéndase

atracciones y repulsiones electrostaticas

¢ Inmtetacciones Polares Resuttan cuando particpan moléculas neutras con una distnbu-
ctébn asimémca de cargas

« Interacciones Dispersantes Basadas en las fuerzas de dispersidn de London. caracte-
rizadas por las imeracciones enfre mdrocarburos. y que en cierta mechida son funcién
del volumen molecular

+ Interacciones de Exclusién Resuttan de la porosidad de |a fise estacionana Depen-
den de !as dimemnsiones de poros y moléculas de solutc Las moléculas que pueden
entrar por los poros son exclufdas de las mas grandes y son retenidas por mas aempa
(15).

223HPLC.

La cromatografia liqguida se define como un método fisicoquimico de separacion basado
en la cistnbucion de los componentes de la MmezZcla entre dos fases una fase movil liguida
y una fase estacionana que puede ser liguida o séiida (12)



A principios de los sesentas la cromatagrafia liquida enfrentaba dos problemas: pnmero,
la faita de detectores con limtes de deteccion tan bajos como fos empleados en CG. se-
gundo. la falta de columnas de aita eficiencia

A mediados de los sesenta se intoducen y desarrollan el detector de ultravioleta y el
detector de indice de refraccidn. En 1968 Kuirkland y Majors separadamertte desarrollan
técrucas para ernpacar en las columnas matenales con tamafo de particula muy
pequefio, lo cual incrementd apreciablemente {a eficiencia de las columnas

También es Kirkland quien mntroduce por pnmera vez el término High Performance Liguid
Cromatography (HPLC) o cromatografia iiquida de afta resolucidn para refenrse a este
sistema mas avanzado. en donde,. por ¢l apoyo extraordimano de la tecnologia se logran
mejores condiciones de reproducibilidad y exachtud. comparables a las obtentdas en i1a

cromatografia de gases (15.6)
2.2.4 Componentes del equipo dec HPLC.

Los componentes escenciales de un sistema HPLC son reservonos, sistema de bombeo
columna, detector y registrador. Partes opcionales son progra-

de afta presion, inyector
madores de gradiente, controles de temperatura para columna, srstema recolector ge

fracciones, etc

La separacion se produce al bombear la fase moéwvl y los solutes a través de la columna
Cada compuesto que eluye de la columna es detectado, y la respuesta regrstrada en un
cromatograma

RESERVORIO Son los recipientes que corienen la fase moévil Se fabncan de wvidno.
acero mnondable o plasticos inertes (12)

SISTEMA DE BOMBEO ™ Al estar i1as coiumas relienas de matenales con tamano de
particula muy pequefic ofrecen una gran resistencta al flujo de la fase mowl, por lo que el
sistema de bombeo debe ejercer una gran presion (11)

Las caracteristicas mas importantes de un sistema de bombeo son

~Presion maxima de operacion -Flujo continuo ibre de pulsaciones
-intervalo de flujo 0 5-10 mL/mun -Resistencia 3 liquidos COmosivos
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-Reproducibilidad de fiujo -Facihdad para cambio de fase mowvil.

-Constancia de fujo -Faciidaa ge 'mpieza
Los tres tipos de bomba empleada y sus principales caracterishcas se presentan a

contnuacion (11)

Tabla 1 Tipos de bombas empleadas en HPLC
Bomba Presion \ ventajas Desventajas
Manma (PSI) | . .
i Facil mantenmimierto
. Cambio facd y rapido de

Reciproca ' 8820 i tase mowil Flujo en pulsos
s ; Flujo de volumen corrs-
e . i tante e ———m
Costo elevado
Desplazamiento | . Tiempo de analists hmrta-
continuo 4998 ' Flujo umforme y continuo  do

Dificutagd  para cambiar
o . : . . . de Tfase mowvil _ o
5880 !Flu;o Iibre de pulsaciones . Capacidad umitada de

! y presion constante volumen para bombear

INYECTOR. Es el medio por el cual se introduce la muestra al cromatégrafo Debe resistr
altas presiones. tener un volumen pequefio ¥ sus cavidades deben ser faciimertte bamdas
por la fase mowvil

En los inyectores se introduce ia muestra con una microjennga (puede ser de 25 50 o
100nLl) Por medho de una valvula manual se desvia el luyjo Mentras se aphca la muestra
ala camara de carga (loop). y luego se reanuca el Nujo

En la actuahkdad también se cuenta con nyectores automatcos. que poseén un control
electronico y ienen un afto grado de reprogucibilidad (12.11)

COLUMNA La coiumna es el corazén de! sistema cromatografice Consta de un tubo ce
acero inondable de longitud vanable (desde Scm hasta 25cm o Mas). y un cilametro inter-
no umforme (de 2 a 4 MM por lo regular). capaz de resistir altas pres:ones, relleno con 1a
fase estacionana. El material de empaque tiene un tamafic de particula de entre 3 y 10

pm (12.11)




La rfase estacionaria varia segun el método cromatografico empleado y los compuestos a
separar Las fases estacionanas mas empleadas son la sihca(S102) y atomina{Al202)

Parg lograr una mayor vanedad quirmica fase estacionana sc han claborado fases qul-
micamente umcas a partr de siica Las particulas de silice poseen una cantidad de
grupos sdano (Si-OH) en su superficie. 108 cuales son quimicamente reactivos y se
aprovechan como punto de parhida para la fijacién de radicales orgamcos (Si-R) en ia

supetficie gel silice (6)
Las fases estacionanas obtenidas de esta forma son

FASES POLARES
Ammo Si-NH. (normatmente aiquilpropi anuna pnmana)

Ciano
Glicol Si-Diot

Si-CN (alquilpropdnstio)

FASES NO POLARES
SiH(CH2)17-CHi3

SHCH2z)-Crt:
SiI{(CH3):s

Octadecisiano

Octitsdano

Tnmettsiano
FASES DE POLARIDAD INTERMEDIA

Fenil, fluoréter, alilfenil
Las columnas de HPLC tienen una gran duracién, a menos que se utilicen en condiciones

intrinrsecamente desbuctvas, como o san Uso de solventes extremadamente dcidos o al-
calinos o inyecciones contfnuas de muestras biologicas crudas Cuando una columna no
se emplea se deben colocar tapones en sus extremos para ewvitar gue se seque. Deben

guardarse alejadas de fuentes de calor y vibracién {(12,11)

DETECTOR: Evaiua la composicién de ia fase mowvil al salir de la columna durante todo el

tiempo de analisis.
Un detector ideal deberfa reunir 10s siguientes requisitos

* Alta sensibilidad.
* Respuesta a todos los componentes de la muestra.



Ampiio intervalo de linealidad

Respuesta no modificada por cambios en la velocidad de fiujo o temperatura.
Respuesta independiente de la fase moéwvil

No adestruir la muestra

Respuesta rapida

Bajo nivei ce rurdo

Facy operacion y agquisicion (12.11)

Los detectares mdas empleados en HPLC son

Espectrofotdmetro UV-Visible
Detector de indice de refraccién
Detectcr de Nluorescencia.
Detector electroquimico

Detector ge arreglo de fotodiodos
Detector conduchmeétnco (12.11)

REGISTRADORES La sefial transmritida por el detector es recibida por un registrador. e!
cual la transfcrma en una grahca llamada cromatograma También se usa un integrador

que permite calcular el area bajo los piCcOs gausianos del cromatograma Junto con el

registrador e integrador se usa una gran vanedad de graficadores,

computadoras y

paquetes para cromatografia para el procesamiento de datos. Jos cuales dependen de la

marca y mcdelc parhcular del cromatégrafo (11)

2.2 5Fase movil.
Las caracteristicas que debe reunr un solvente para emplearse como fase moévil son

Alto grado de pureza (grado HPLC)

No degradar |a fase estacionana

Ser compatible con el detector empleado
Disotver la muestra

Baja vrscosidaad

Permirtr facit recuperacion de la muestra



Estar comercialmente aisporible a bajo precio

-
Tener la polandag necesana pard permmr |a retencidon adecuada de la muestra en la

-
columna (6.11)

Antes de emplear !a fase mowil se gebe filtrar por una Mmembrana de por {0 menes 2um de

porosidad para ehrmunar particutas También se deben eliminar las burbujas de arre, esto

se logra por somcacidn aplicando vaclio con un calentamiento hgero o desplazamuiento

con gases mnertes como el helio (12)

Cuando se emplea una composicidn constante de la fase mowvil para la separacion de la
rmuestra, se realtza una operacién socrahca. cuando se cambia la composicién durante ef
tiempo de analisis se realiza una elucidn por gradiente La elucién por gradiente se usa

principalmente con mezclas cUyos componentes enen polandages arstntas (6)

2.2.6 Métodos en la cromatografia por HPLC.
CROMATOGRAFIA EN FASE NORMAL Se caracteriza por emplear una fase estaciona-
na polar y una fase mowvii no polar (12) Las mueslras polares son mas retemdas en la

columna que las menos polares. primero eluyen los compuestos menos potares y a! final
los mas polares (6,11)

Como fase estacionana se ernplean siica. alimina y fases quimicamente unidas ammno
ciano. diol y nitro (6, 11) Como fase méwvi se emplean principaimente heptano. hexano.
ciciohiexano, cloroformeoe. diclorometano y dioxano (11)

Su pnncipal aphcacion es para separar desde sustancias nNo WOMcas apolares hasta com-

puestos débimente polares (6)
CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA E£n este caso la fase estacionana es de natu-
raleza apolar mientras que ia fase mowvil es polar (6) Eluyen pnmero los compuestos mas

poiares y ai final los menos polares

Como fase estacionana se emplean fases quimicamente umdas. tnmebisilano, octisiano
(C8). octadecisiiano (C18) femio. ctano, diol y polimeros hidréfobos (18) Como fase mo-
vil se emplean pnncipalmente metanol. acetonitnio. agua y soluciones tampoén ( st es ne-

cesano con agicién ge THF o dioxano) (11)
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Es muy Gtl en [a separacion de compuestos organcos con pequenas diferencias en sus

esqueletos de carbono o cadenas laterales (6)
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO Se emplea una fase estacionana que
sea capaz ge ntercambar iones con g fase movy proguciénadose un fendmeno reversible

ge retencién por umon idmca Come fase Mowvii se emplean sistemas acuosos tampona-
dos Cuanto maycr sea la carga de la muesira. mas fuertemente serd -etemda por i fase

estacionana (11)
las cuales Qepenciendo de Sus

Como fase estacionana se emplean resinas pohiméricas
grupos iomizables, se clasifican en intercambiadores debiles o fuertes Como intercambua-
dores cationicos fuertes so enplean resinas ccn jrupos acides sulfénico (R-SO.H). y
come intercambpragores cahdricos débiles con grupos carboxihcos (R-COOH) Las resinas
de intercambio amomco fuerte contienen como 5hos aclivos grupos amino cuaternario (R-
N.R .} mientras que las de intercambio 1druco debii tenen ammas tercianas (R-NM.R.}

Se empiea para la separacidén de iones o compuestos jomzables 1ones Norgamicos

acidos orgaricos. bases organicas protefnas y acidos nucleicos (6.11)

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION Agqui las moléculas se separan deacuerdo a su
tamafoc Se empiea una fase estacionana especialmente aisefadga para contener canales

rigidos ¢ poros ge aprowmadamente el rmismo adtdmetro Las moléculas menores son
retermdas al! pasar por los poros. Mrentras gue las mayores permanecen en ta fase movil y
eluyen pnmerso Como fase estacionana se emptean sihca sihca modificada pollmeros
organicos v carbohiaratos poliméncos

Como fase méwvil se emplean tanto solventes acuosos CcOmMoO orgamcos dependiendo de la
solubiidad de los compuestos prueba

Se emplea para separar moléculas de alto peso molecutar ( bropolimeros y polimeros sin-

téthcos). deterrmnacion de reparto de pesos moifeculares y peso molecular medio de

polimeros. etc (6. 11)
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2.2.7 Ventajas y limitaciones del HPLC.
Es la eleccidn I6gica para matenales termolabiles o no volatiies, compiementando a la

cromatografia de gases Sobre la tradicional cromatografia tiquida ofrece las siguerntes

ventajas

+ Rapidez, alta resolucién y elevada sensibihdad

Columnas reutizables

-
ldeal para moléculas grandes y especies idnicas

» Facil recuperaci6n de muestra

Sus limntactones son
No existe un detector unrversal y sensible

Elevado costo de operaciéon

» Experiencia indispensable en su manejo e implementacién

2.3 METODOS PARA DETERMINACION DE BILIRRUBINA.

En Ia cfimca ia gdeterminacién de rutina de biirrubina en suero se realhza comunmente por

espectrofotometria directa o por la ciazoreaccion
En la espectrofotometria diracta se aprovecha que la birrubina umda a la albumina ab-
sorte radiacidn a 460Nm £s5 un Mmétodo rapido para obtener ta eshimacion de [a bilrrubina

total. pero es merferide por hemdhsis y ipermia (4)

La diazoreaccidén se basa en la formacién de azopigmentos par la reaccidén de bilirrubina
Aciado sulfanilico) y la postenor cetermi-

con sales dn chazonio de amunNas aromatcas (p ¢
nacion espectrofotometnca de éstos LoOs conjugados reaccionan inmed:atamente con el
ac. sylfanflico ailazoadao (bilirrubina arrecta}. mentras que 1a birrubina no comugaca reac-
ciona muy lentarnente . por lo Gue se afiade un solvente para acelerar la reaccién (biliruby-
na indirecta) Los aceleradores mas empleados son el metanol. etano! y benzoato de ca-
feina. La sensubiidad del método se reduce porque se requiere diulr el piasma para evitar
la precipitacidn de protefnas. y es interfenco por hemohlsis y hperma (4) La estimacion de
conjugados es menos erxacta que la de bilirrubina no comugada Sin embargo ta estima-

cion obtenida es suficiente para propostos climcos (4)
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Se han propuesto modificaciones al método que emplean p-yodoaniina o etlantranilato
azoado en lugar de Scido sulfanfico. LOS pigmentos obtenidos pueden extraerse en
soiventes organicos. separdarse y cuantificarse por cromatografia o espectrofotometria
Son mas sensibles que la reaccidon clasica y permiten el anditsis individual de tos conjuga-
dos No se har adoptado para ef anahsis de ruhna (4)

Con ia awulgacidn de los métocdos de HPLC . se han desarrollado métodos para la cuan-
tficacion de biirubiNna y sus CONjUQados en Suero

Un mdtodo muy sensible y preciso es el d2sarroilade por Blanckaert en el cual se reahiza
una transestenficacidn aicalina en metanol seguida de una extratraccion en cloroformo y

la posterior separacidon y cuantficaciin de ios meh! ésteres por HPLC(K)

Con este matodo se han anabzado muestras de pacentes y se ha comparado con la
aiazoreaccitn Los valores de biheruibing total y conjugada son mayores determnados por
la drazorea.cion (Aprox et doble) exishendo una coarreiacion i'neat entre AMbos metodoes
Esto refleja !a posible presencra de compuestos diazopositivos en el suero (54; La
digzoreaccidn es inexacta para ceterminar conugados d& concenfraciones menores a
&0uM (5)

Con éste método s ha determinadc que €n sujetos Sanos y pacientes con sindrome de
Gipert ja carmtigad de cenjugados €n suerd es prachcamente indetectable En una com-
paracién hecha con sujetos sanos y pacientes con sindrome de Gibert por el método de
Qiazereaccidn se encontrd una proparcion ce blirrubima directa del 65%,. Jdustrando 1a imi-
taga capacidad de 1a adigzoreaccidn para determrunar blirfubrna conjugada a concentra-
ciones bajas de bilirrubina total (4)

También se han descrnito métodos ae HPLC para cuantficacidn en bihs

El método descrito por Spivak y Carey (13) emplea como eluyentes un ameortiguador de
acetato de amonioc pH 4 % en un gardiente hneal 60-100% con metanol. en una columna
C-18 y un flujo de 10 mi/mn En este ttapajo se lograron separar y cuantficar los
distrntos conjugados de bilwTubina rapidamente (25 minutos) La muestra no requeria

tratamiento previo
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Postenormente se hucieron modificaciones al meétodo por Spivak y Yuey (14}, haciéndolo
mas eficiente logrando ia separacidon y cuantificacidén en 12 minutos. Se demostré que el
método funciona en determnaciones en bilis de seres humanos. También se demostrd
que 1as curvas de calbracidn de biimubtina no comugada. rmonogilucurémado ce biirrubina y
digiucurdénido de bifrrubina son tan similares que se puede usar 5010 una de ellas como
referencia para la cuamficacion Este meétoao es el que se emplea en el presente trabajo
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3. DISENO EXPERIMENTAL.

Se implementd el método descrito por Sprvak y Yuey (14). el cual parece ser efectvo

pero que carece de iNnformacidn acerca de su confiabihcaag

Estanganzacién de _ias conciciones de operac:tin

Se probaron las condiciones Nyectando al menos cNco Mmuestras de un estdnaar de bih-
mubina no conyugada. hasta obtener una linea basal estable y un hempo de retencidén re-
progucibles para el pico del estangar

Linealidad Jdej sisterma

Se realizé construyende por tnplicadge una curva de cahbracién de birrubira ro
conjugaca e CnNco cuncelitraciones arsiintas preparadas a partr de una mMIsma sowcon
patron. Se determinG el coefictente de correlacidon de 13 curva y el factor de respuesta
consigerandn 1a concentracdn de i0s estandares y el arsa ntegraca

Precrsion del sisterma

Se anahzd por sextuphcado una misma soiucidonN estiandar de biirrubina No comjugada,
cuya concentracidn se encontrara dentro del intervalo hineat del sistema 5Se obtuvo el coe-
ficente de vanacion del area bajo caca pico

Limite de cuantificacion.
Se construyd por mphcado una curva de calibracién ge biirrukina NO conjugada, con sers

aistintas corcentraciones bajas preparadas a partr de una misma solucidn pattén Se
observd si el comportamiento hineal se conservaba a tan bajas concentracicnes También
se observé s; aun se podia cuantficar ta concentracidén mas baja empleada. y en base at
coeficiente sefal/nndo del ststema (S/N), st se podia disunguir perfectamente o 10 como
un prco

Porciento de recobro

Se determiné por sextuplicado una muestra de bilis humana. reforzaca con una cantdad

conocida de estandar de biirrubina no conjugacda Se caiculd el porciento de recobro y

coeficiertte de vanacion
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Espectficidad.
Primero se degradd Ia bilirfubina presente en una muestra de bilis de hamster,

sometiéndola a congelacidén por cuatro dias. expuesta a la lux y aire La muestra de-
gradada se reforzé con una canbdad conocida de estandar de bilirrubina no conjugada,
anahzandose por sextuplicado. Se deterrmind el porciento de recobro y coeficiente de va-

riacion

Anabksis de muestras de bilis de humanos y roedores
Se analizaron con el método muestras frescas de bilis obtemda de cuatro pacientes hu-

manos. doce hamsters y doce ratas. Se midid la concerracidn total de bilirrubina, asi co-
mo i{a fraccién de buirTubina no conjugada, mMonoconjugada y diconjugada presemntes,

comparandose con lo esperado segun la bibhografia
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4. MATERIAL Y METODOS.

Material:

® & 0 0 0 ¢ 0 0 0 2 4 0 0 0

Pipetas volumétricas de 1,2,3.5.10 mL
Matraces volumeétricos de 1L
Vasos de pp 1L

Pipetas Pasteur ¢/ bombilla

Vvasos pp 50 mL

Matraces Kitasato 500mL

Piseta

Propipeta

Pipeta graduada 10mL

Matraces volumeétnicos 5 ,10 S0 mL
Tubos Eppendorf 0.5y 1.0mL
Tubos errsaye 13x100mm
Microptipetas P100,P200. P500

Purtas p/micropipeta

Reactvos

>

Buirrubina no comjugada grado reac-
tivo 99 974 pureza Merck (BNC)
Soluciéon NaOH O 1N, volumetrica va-
lorada Sigma

Acetato de sodio cnstalino Baker
Analyzed

Acido acético glacial Baker Anatyzed

*

*

* & 5 0 o o

e o6 o o

Espatula
Pinzas de plashco
Microjennga Hamulton 25ul.

Membrana Millipore 0 S;:m tipo FH

Membrana Milipore 0 45m tpo HA

Papel alumimo

Canuta

Jenngas insullnicas 1mi
Algodoén

Tabla ge aiseccioOn
Instrumenmntal p/drseccion
Hilo de sutura

Masiking tape

Hidréndo de amonio 294%
Anatyzed

Metanol grado HPLC Baxter
Agua desiomzada
Pentobarbital séaico

Etanol al 70%

Hielo

Baker
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Equipo;
Equipo Milipore p/nitracion -
Batanza analltica AZD Whatman

Equipo para HPLC Beckman modulo
de solventes 125S y modulo detector

42g x 0.01mg 168
+ Potencidmetro ¢ Refngerador
& Agrtador magnétco ¢ Endoscopio
e Agitador vortex & Jaulas p/animales con bebederos
¢ Microscopio p/drseccidn con iampara * Almento comercial p/ratas y hamsters
e Computadora 486/66 con paquete ¢ Lampara con lupa p/diseccion
Gold para cromatografia e Cronémetros
Método cromatografico:

Fase reversa en gracente

Bomba: reclproca. presién de operacion 0-6000psi.

inyector: valvula de inyeccion rheodyne

Detector: ultravioletafvisuble 190-700nm

Guardacoiumna. acero inoxidable 3.0cm de largo y 4. 6mm diametro intermo.
Columna: acero inoxdable 8.3cm de largo Y 4 6mm ciametro intemo.

Fase estacionana Slica mocificada C 18, tamafio de particula 3um.

Parametros de operacion
Flujo. 1ml/min.

Prusién: Ertre 2-4 Kpsi.
Ternperatura: Ambtente.
Longitud de onda: 450nm.
Volamen de inyeccién. Sul.



Fase Mdvil: Disolvente A. acetato de amonto 1% en solucidn acuosa pH 4 5

disoivente B, acetato de socio 0 04M en metanol
Gradiente de elucidn Estado mcial 35% drsolvente A 65% disolvente B

Al inyectar comienza graadtente lineal durarnte 7 rminutos hasta 5%A 95%B Retor-
no en gradiente lineal gurante 5 minutos hasta 25%A 75%8 Se manthene por 3
minutos Mas a 25%A 75%8 Regresa al estado nicial 35%4A 65%48

Tiempo del programa de gradiente 15 minutos

Tratemento previo de /a muesira mnguno

Tiermnpo ge equiibrio de /3 coiurnng 30 minutos con un Aujo de 0 5§ mU/run. con

ias condiciones iictales del gradriente (35%A 65%8)
Trempo de /lavado 45 minutos, usando metanci grado HPLC Nlujo de 1 mlsmin,

empleango ambas bombas
Preparacion de disolventes para cromatoqrafia

Disolvente A (acetato de amornio 1% en sol acuosa pH 4 5)
Se mider 1CmL de dcido acético glacial y se ailuyen con agua desiomzada hasta 950mL

aprommadamente
Se ajusta e! pH de la sowucion con {a cantdad necesana de hidréoxdo de amorio 29 4%.

hastaun ptt 4 5 :002 Se afora en matraz volumetnco ta sofucion ajustada a 1L
Disolvente B (acetato de sodio 0 04M en metanol)

Se pesan apronmadamente 2 282g de acetato de sodio y se cisuelven en metancl grado
HPLC Se afora en matraz volumeétnco a 1L

Los solventes ya preparados. se desgasifican y lmpian de particulas filtrandolos dos
veces con vaclo en un equipo Millipore, usando una membrana de O S5um tpoFH para la

darsolucion metandhca y una O 45um tpo HA para la disolucion acuosa

Preparaction de las disoluciones estandar
Se pesa aproximadamente la cantidad calculada de biitubina no comugada para una

disolucion 1000uM (5.8mg) en la balanza anallitica Esta cantidad se disuelve en el menor
volumen posible de una disolucion acuosa de NaOH 0 1N, agitando vigorozamente en un



vortex. Una vez solubilizada la biwrubina, se lleva a un aforo de 10mL en matraz volumeé-
trico con metanol grado HPLC

A partir de osta disciucidn, se rcahzaron las diluciones necesanas para obtener las
concerntraciones corresponaierntes de los estandares. que son empleados en cada deter-
minacdn aforando stempre con metanol grado HPLC

La preparacion de fos patrones y estandares se realiza a termperatura ambiente y en pe-
numbra, cubnéndo los reciprentes empleados con papel aluminio. Los estandares se man-
tenen en refrngeracidon, protegidos de la luz Deben permanecer en estas condiciones por
no Mas de 4 horas arrtes e emplearse e inyectarse al cromatégrafo

Obtencion de muestras de burs hurmana

Se obtuvieron de pacientes que fueron somehdos a endoscopia para realzaries una co-

langiografia La muestra se obtuvo dui colédoco a través del endoscopio, antes de inyec-
tar el mecio de contraste Se conservéd en reMmgeracidn y protegida de la luz hasta em-
plearse e inyectarse al cromatégrafo

Los cuatro pacientes (2 masculnos y 2 fememnos) se sometieron al estudic por una
probable coleltiasts. que en ninguno de 10s casos fue confirmada

Obtencidn de las muestras de birs de roedores
Se usaron doce hamsters machos de entre 9-12 semanas y ratas macho de entre 15-18

semanas Se mantuvieron normalmente con agua y alimento comercial, sin someterios a
mnguna vanable expenmental

La muestra de biis se obtuvo prachcandoc una canulacidon dei coliédoco Para ello tos am-
males fueron anestesiados con pentobarbrtal y sujetados en una tabla de diseccién

Se prachcd una incisidn en el abdomen. de entre 1-2cm de largo, a ravés de 1a cudl se lo-
cahzo el intestino y el punto de umén con ia vesicula bihar. Se sujetd y arsid el colédoco y,
observando a través de Un MICrOScOpio de diseccidn, se practicé una pequefia perfora-
c16n con uNa aguja. por donde se IMtrodujo una canula fina, de tal forma que la biis fluyera

libremente por ella Se asegurd ia canuta con hilo, ¥ se suturd la incrsidn del vientre del

roedor
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Durante media hora se racolectd la bilis que fula por 13 canula en un tupo Eppendor! de
0.5 mL. el cual estaba cubrerto con papel FIUMIIO y Se encontraba en un recipiente con
hnielo Toda (a3 operacidn se reahzd en penumbra para evitar (3 degradacion de ia dili-

mubina
Terminada la colecta 1os armmales 50N 5acnNficados por sobregosis de pentobarpital y des-

nucacion
La biis s¢ mantuvo protequda de a2 luz y en refrigeracidn hastia usarse o inyectarse al cro-
matégrafo por nc mas de 4 horas

Preparacion de las muestras de bilis reforzagas con estandar
Las rmuestas de bilis se mezclaron con volumenes pequefios (del orden de ul), de estan-

dares de bilrrubmna no conjugada disueita en metanol. miciéndaose et voltmen con micro-
pipeta

Las muestras se conservaron en un tubo Eppendorf de G5 ¢ 3 SmL. cerrado. protegido
de 13 juz y en refngeracion por no Mmas de 4 horas ames de inyectarse

Tratarmreoto de las muestras de biis
A las muestras de roedores no se les realizd nmngdn tratamiento previo (excepto las

muestras cargadas con estandar). y se nyectaron tal como se colectaron al ctomatografo

Las rmuestras humanas. por tener una mayor concentracion de proteinas. se diluyeran
previamente 1 4 o 1.6 con metanol grado HPLC. se agraron en vortex. y se dejaron

repcsar por 34 minutos en refngeraciéon El sobrenadante es el que se empled para tn-

yectar al cromatografo
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5. RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1 Estandarizacién de las condiciones de operacién.

Los estandares empieados se prepararon cdisohvendo aproximadamertte 3mg de bilirrubi-
na no conjugada (BNC), llevando a 10mL en matraz aforado De alll se tomd una allcuota
de TmL y se aforé a 10mL nuevamente, usando siempre metanol HPLC

A comtnuacion se muestran los resuftados de 5 estangares distimtos INyectados consecut-

vamente, asl como sus ttempos de retencién

Tabla 2 Estandanzacién de las condiciones de operacion.
Tiempo de
Estandar retencion
minutos)
3.33
3 30
$.30
31

9.29
Promedio=9 306
DE=0015
CV.=016%

Wnlwn]-

Enias figuras 4 y 5 se muestran los cromatogramas obtenidos

Como se puede observar ei coeficiente de variacion es peguefio, y el iempo de retencién
obtenido es reproducible Al inyectar mas estandares bajo las mismas conadiciones que los
presentados pero en dias distintos. el tempo de retencién continué siendo reproducible
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gura 4. Cromatogramas de la estandarizacién de las condiciones de operacion.
a) estandar 1. b) estandar 2. ¢) estandar 3.
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S, Cromatogramas de |a estandartzacion de las corxiciones de operacion.
a) estandar 4. b) estindar
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§.2 Linealidad de! sistema.
Se prepard un patrén pesando aprommadamente 29mg de biiirrubmna no conjugada

(BNC). levando a un atoro de S0mb en matraz voiumeétnco (1000uM) A partur de esta di-
solucién se prepararon |as tres curvas de cahbracidn por separado, haciendo Jas dilucio-
nes necesanas en matraces de 10mL para preparar estandares de concentraciones

50.100.150.300 .400::M (tabla 3)

Tabla 3 Drluciones para fa curva de cahbracion

Concentracion Allcuota f Aforo : Concentracién
__imcal (uM) o Amb) (mL) [ _Fmat (uM)
_..teoco RS, .19 . _ 400 _
1000 . 3 10 . 300 __

360 5 il i 150
1000 1 i 1ol 100
100 ' 5 ! 10 : 50

Las tres curvas se myectaron en una Misma sesidn, comenzando desde los estandares
mas ailuldos y terminando con los mas concentrados.

En la tabla 4 se muestran los resuitados de la curva de calibracidn, promediando los datos
de las tres repehciones de cada concentracién La curva se muestra en la grafica 1 En

las figuras 6 a 10 se preserttan ios cromatogramas obtemaos

Tabla 4 Curva de cahbracion

Concentracion | Area ; Tiempo de retencidn
(M) l Promedio promedio
| .. _(mndtos)

1
150 TiTTI5 45844
. 300 | 22094313

400 1295 51504

Datos ge Regresion m= 1 35846, b= -2.10252, r= 0 999833
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Grafica 1. Linealidad del Sistema Curva de calibracidn considerando 1as tres

muestras de cada concentraciéon.
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Figura 6. Linealidad del sistema. Cromatogramas de bilimubina no conjugada
concentracién SOuM.
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Figura 8. Unealidad del sistema. Cromatogramas de biirrubina no conjugada

concantracion 150uM.
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Para la determinacién de bilirrubina por HPLC no existen parametros o cntenos de acep-
tacion estabiecidos, como sucede con farmacos o compuestos de interés comercial (17).

La curva de cahbracién se comporta linealmente en el intervalo de concentraciones proba-
das (50400uM), lo cual se aprecia claramente en la grafica y el coeficiente de correlacion
obtenido. El valor de la penciente es e factor de respuesta a partr de! cual se calcula la

concentracion de las muestras, multiplicandolo por el area de cada pico.

Area x Factor de respuesta ( 1.35848) j

( Concentracion =

5.3 Precision del sistema.
Se prepard un patron pesando aproamadamente 5 7mg de BNC, flevando a un aforo de

10mi en matraz volumeétrico (984 uM) Se realizé una dilucién para obtener un estandar

final de 148pM.

Tabla 5. Diduciones para el estancar.

Concentracion Allcuota ] Aforo ] Concentracion
Inicial_ (M) (mL) {mL}) Final (M)
984 3 TN 295
295 ] s 10 | 148

Esta solucidon estandar se inyecté sels veces consecutivas en el cfomatégrafo. en una
misma sesion. En la tabia 6 se muestran los resuitados. En las figuras 11 y 12 se mues-

fran los cromatogramas de los estandgares obtenidos
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Tabla 6. Estandares empleados en la precision del método.

Irryeccion

! Tiempo de
.fetencion (miny
89.334

107 13968
_1cT 83582

10646834
108 68309

106 89836

107 34354

se pide como criterno de aceptacion un

Para un meétodo cromatografico, por lo regutar

C.V. £ 2.0% (2,17) Como podemos observar. el método presenta un CV menor a uno

por lo que queda demostrado que es preciso

5.4 Limite de Cuantificacién.

Se preparé un patrén pesando aproxmadamente 2 9mg de BNC, aforando a 50mbL en

matraz volumétrico (100,:M) A partr de ésta drsolucién sc elaboraron tres curvas mde-

pendientes, haciendo las duuciones necesanas para obtener 10mL de las siguientes con-
centraciones: 50, 30, 20, 10, § ¥ 2 5uM (tabla 7). Los dos Gihmos se prepararon a partr

de la dilucién anterior

Tabla 7 Diuciones para los estandares.

Concentracién | Allcuota i Aforc | concentracion
imcial _(1aM) (mi) (mL) f Fina!l (M)
| 100 5 r 10 f s0
100 3 10 J 30
100 2 10 ! 20
100 ! 1 10 10
10 ! s 10 5
s | 5 | 10 25
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Las res curvas se inyectaron en unNa NMISMa sesionN, comenzando por los estandares mas
diluidos y terminando con ios Mas concentrados
Enia tabla 8 se presentan los resultacos promediando 10s datos obtemdos de las tres cur-
vas En la grafica 2 se muestra la curva y en las figuras 12 a 18 ios cromatogramas obte-
mdos para los estandares

Tabla 8 Curva para limite de cuantificacién

Concentracion Area © Tiempo de retencién
Promedio  _  promedio (mn) |

2011814

T Tases;iz T 9 347

Oatos de la regresion.r = 0 9988707
m=138203, b =1 25466

Como se puede apreciar, el comportam:ento lineal del método se comnserva aun a concen-
traciones tan bajas como 2 5uM. Asimismo . se demuestra que podemos cuantficar bilirmu-
bina a una concentracidn minma de 2 5 uM

Por mecdio del paquete para cromatografia se obtuvo el coeficiente seftalruido del sis-
tema (S/N), para el estandar mas ciuido (2) Para tener un tmco, dato se promediaron

los coeficientes de los tres estandares

Dato 1 (2.5uM) S/N =21 99
Dato 2 (2.5uM) S/N =23 12 Promedio = 23.69 para conc. 2 5uM

Dato 3 (2 5;:M) S/N = 25 96
Con este dato podemos apreciar que |13 sefial dada por e! estandar 2.5uM se encuentra
mas de 20 veces por encima del mivel de ruido en el sistema, por lo que claramente se

destaca como un pico que se puede mntegrar y cuantificar por el equipo (2)
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5.5 Porciento de recobro.
Se prepard un patron pesando aproximadamente 5. 9mg de BNC, llevando a un aforo de

10mL en matraz volumeétnco (1017;:M) De ésta se tomoé una alicuota de 3mL y se llevo a

un aforo de 10mL en matraz volumeétrico, resultando en un estandar finai de 305. 1M

Se empled una muestra de billis humana, que corresponde a la muestra del pacierte 4 de
la seccion de angdlisis de muestras de bilrs, 1a cua!l mostrd tener una concentracion de BNC
de 12.8uM (paAgina 74)

En un tubo de ensaye de 13x100mm se prepard una muestra reforzada mezciando S00ul
de la muestra de bilis, S00uL del estandar 305 1M y 500l de metanol HPLC (volumen
final 15004uL), lo cual deja una concentracion final 106.M de BNC. La mezcla se agitd, y
guardé en refrigeracidn hasta usarse

El sobrenadante se inyectd sers veces al cromatdgrafo, anaiizandose en una msma se-
si6n. En la tabla 9 se muestran los resultados del analtsis y el porciento de recobro de
BNC. En tas figuras 19 y 20 se muestran los cromatogramas de la muestra reforzada.

Tabla 8. Muestra cargada para el % de recobro
inyeccion ‘ Concentracién | % Recobro

’
T
!

|
-

_Promedio
__ Desvest
CcVv I

La concentracion se obtuvo directamente del reporte del cromatsgrafo, el cual empled ei
factor de respuesta 1.35846 (calculado en la linealidaa de! sistema).
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Este meétodo nos proporciona un porciento de recobro del 100 85%, con una vanaciéon
pequefia. En general, el cnteno de aceptacién para la exactitud en un método cromato-
grafico es de un promedio de recobro de 98-102% (2.17) Con esto se demuestra que el
método es exacto

5.6 Especi ad.

Para la prueba de especificidad se decidid tratar de reproducir 1a situacidn Mas comun
por ia que se presentarian productos de degradacion que pudieran interfenr maila
conserva-cion de [a muesta

Para ello hemos mantenido en congelacion durarnte 4 dias una muestra de bilrs de hams-
ter (corresponaiente al numerc 1 de! analsis de muestras de bilis), expuesta a la luz dei
laboratono y al are De esta forma esperamos obtener no séic productos de degradacion
de bilvmubina sino también de los demas componentes de la biks. que pudcheran interfenr
con el método

Al descongelar la muestra de bilis. se analizé para comprobar 1a degradacidn de bilirrubi-
na E! cromatograma se presenta en la figura 21a (comparar con la figura 24a, hamster
nimero 1) Los resultados del analists fueron los siguerntes

Concentraciéon tnicial de bitirrutina total = 303 4pM
Concentracidn final de bidirTubina total = 71 3uM
Concentracién final de BNC = 7 5:M (Tiempo de retencidon 9 531min)

Como se puede observar. se produjo una aprec:able disminuciIdON en la cantidad de bidirru-
bina total, lo gue demuestra que hubo degradacidn en ia muestra de bilis. Ademas, es
importante tomar en cuenta que exaste una cierta concentracion de BNC antes ce reforzar
con el estandar, para hacer el calculo de recobro

Para reforzar la muestra de biis se preparé un estandar pesando apronmadamente
4.7mg de BNC, aforando a 10mL en matraz volumeétnco (810 3uM)
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En un tubo Eppendorf de 1. 0ml se mezciaron 240ulL de bilis degradada (7.5uM BNC),
con 60ul. de estandar 810 3,:M de BNC. con lo Que se obtiene una concentracion final de
BNC de 168.1uM

Se analizaron seis inyecciones consecutvas de la bis reforzada en una misma sesion En
1a tabla 10 se muestran los resultados obtemdos y el porciento de recobro Las concentra-
ciones se obtuvieron gdirectarmente del reporte del cromatégraro, el cual empled el factor
de respuesta de 1 35846 para los calcutos En las figuras 21. 22 y 23 se presentan 1os

cromatogramas obtermdos

Tabla 10 Muestra reforzada para la especificidad del método
Concentracidbn . % Recobro

tnyeccion

Promedio
Desv Est

El C.V. es elevado y el recobro es muy bajo, si1 1o comparamos con el obtemdo en los
resuitados de porciento de recobro del método El método demuestra ser poco especifico
en presencia de productos de degradacion. 10s cuales interfieren dismuyendo aparente-

mente ia concentracién de bilirrubma

Es conocida la labilidad de (a biirrubina y sus conugados. por lo que se considerd innece-
sano realhzar una prueba de estabihdad de muestra E£n su lugar hemos optado por
demostrar que bajo las condiciones propuestas de manejo y conservacién de muesta no
se produce degradacidn de la misma, evitando asl interferencia en los resuttados. Durante
toda el trabajo se ha marntenido el Himite de conservacion de 4h en refngeracién, con
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proteccion de 1a luz y en recipierte cerrado, lo cuat af parecer no ha afectado en la exac-
titud y precision de los resultados obtenidos. Por lo tanto se demuestra que mientras no se
exceda de este limite y Nno se alteren las condiciones de cConservacion NO se presertaran

probiemas de interferencias.
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Eigura 21. Especificidad del método. a) muestra degradada de bills de hamster.
b) Imyeccién 1.
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5.7 Andlisis de muestras de bilis de humanos y roedores.

Debido a la falta de estandares de blirubina mono y diconjugada, se realizé la «dentifica-
10N por el patron de elucidn caracteristico descrito para el método (14). Dicho patrén
corresponde a que en pnmer lugar eluyen los diconjugados (dentro de los 3 primeros
minutos). seguidos de los monoconjugados (3 los 5-6 minutos aprox ), y finalmerte la bili-
rmubina no conjugada

Las muestras de bilrs se analizaron en distintos dias, conforime se obtuvieron de las distin-

tas fuentes

A contnuacidén se presentan los resuitades de las muestras de bilis de hamster. rata y
humano. En cada grupo se muestran pnmeramerte los cromatogramas obterndos. y pos-
tenormente una tabla con los datos de tempo de retencidn. concentracién y porcentaje en
ia biis para cada especie molecular de bilirrubima (diconjugada. monocomnugada y no
conjugaca) Las concentraciones se obtuwvieron directamernte del reporte del cromatogra-
fo el cual empled el factor de respuesta de 1 35846 para el calcuio Hay gque recorgar
que las muestras de roedores se inyectaron sin dilulr, mientras que las de humano se ditu-
yeron previamente 14 0o 16 con metanol grado HRPLC

En la grafica 3 se representa ia distnbucion de las especies moleculares de bilirubina en
la bilrs de las tres espectea de mamliferos, deacuerdo con jos datos de las tabias
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TABLA 13
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GRAFICA 23
DISTRIBUCION DE LAS ESPECIES MOLECULARES DE
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Figura 32 Cromatogramas de muestras de bilrs de humanos. a) paciente 4

Bajo nuestras condiciones de maternal y disolverntes, los tiempos de retencién de las disbn-
tas especies son un poco MAas cortos que los ongmnalmente reportados para el método
descrito por Spivak y Yuey (14).

En las muestras de hamster, como podemos notar, hay un claro predomimo de 1os mono-
conjugados sobre las demas especies. Jo cudl concuerda con lo que previamente se ha
determinado y pubiicado (14.13.4) La bihrrubina no conjugada No se encuentra preserne
en todos los casos, y cuando lo estad, aparece s6lo en traZas.

En ias muestras de rata la proporaion de dicomugados es mayor que en las de hamster,
encontrandose practicamente una proporcion monoconjugados diconjugados 50.50. Esto
coincide con o reportado por Spivak y Yuey (14).

S0lo se encontraron trazas de bilimubma no conjugada en tres casos, y en uno de efios
una propofrcion extraftamente eievada. En este Gtimo, ia concentracién total ae bimubina
esta ligeramertte disminulda, sin embargo, se cornserva la proporcion de mono y ciconju-

gados.
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La concentracién de bilirmubina total es menor que la presernte en |a bilis de hamster, y se
debe pnncipalmente a una Mayor cantdad de monoconjugados (56 1uM en ratas y 153.0
uM en hamster)

En las muestras de pacientes humanos podemos observar que 1a proporcién de mono y
diconjugados es muy drshrta, 1a mayor parte de la bifrubiNa se encuentra en forma de -
conjugados (promedio = 91 .4%)

La proporcién de especies en los tres primeros casos estd deacuerdo a los esperado y
reportado (14). En el tercer caso encontramos una baja cantidad de bilnTubina total, y una
cantdad excesiva de biirrubina no conjugada E! patrén de conjugacidn se manbene, perc
la proporcidn de cada especie esta hgeramente adisminuida Este patrén extrafio probable-
mente sea un resultado falso y rno un signo de anormaldad en la conjugacion de bilrTubi-
na, ya que la toma de muestra en este paciente fué muy dificultosa. y muy probablermete
se contarmind con liquido mtestinal 0 gastnco. el cual pudo diluirta y producir la hidrobsis de
los conmugados

La concentracién de bilrtubina total y de cada especie molecular no es muy constante, lo
que se refleja en un coeficiente de vanac:on mayor al 20% en las tres especies de mami-
feros. Sin embargo, 1a proporcidn de ciconjugados y monoconjugados de cada mamifero

es muy uniforme

La concentracién de bilrrubina total es mayoer en los humanos que en los roedores debido
prnncipalimente a una mayor cantidad de diconjugados

Los tempos de retencién se marttenen constantes dentro de cada grupo de muestras, sin
embargo, es ligeramente distinto entre las especies de mamliferos estudiadas, siendo ma-
yor en los humanos El patrém de elucion de las especies se conservd

Los patrones de elucidn y las proporciones de especies molecutares obtenidos coinciden
con lo esperado para el caso de sujetos sanos, lo que nos permite demostrar que el
métédo se comporta adecuadamente y es Ghl tanto en muestras de seres humanos como
en las muestras de los roedores mas frecuerntemente empieados en experimentacién
sobre biwTubina.



ANALISIS DE RESULTADOS

_.RESULTADOS OBTENIDOS. = |

Estandarizacion de
las congiciones de

Se obtuvo una linea base estable
Tiempo de retencion = 9306 minutos, C.V. = 0.16%

El tempo de retencidn es reproducible

intervaio lineal 50-400.:M

2.5 uM_ Se detecta claramente como W PiCo.

100.85%

operacion
m = 135046
Linealidad b = -2 10252
r=0 939833
Prectsion CV =071%
Limite de
cuantificacion
Exactritud Promedio de recobro =

CVv =218%

Especificidad

» No hay interferencia bajo las condiciones de manejo y con-

servaciéon de la muestra.
Los productos de degradacién generados por un inadecua-
ga o exceswva conservacion de la muestra causan interfe-

renc:a.

Analisis de muestras
de bilis de humanos
y roedores

Patrones ae elucion y proporcion de especies moleculares
de bilimubina de acuerdo a los esperado y reportado en la

Interatura




ESTA TESIS MO BDEBE
SALR DE LA B!BLOTECA

6. CONCLUSIONES.

En resumen, el método es Utl y conflable para ser empleado en investhgacion
Mantiene su linealidad en un amphio intervalo de concentraciones, lo que permite su uhliza-
cidn para la deterrmnacién de bilyrTubina en birs £s un método muy exacto, preciso y con
un limite de cuantficacion muy bajo Este Gitimo ofrece e! potencial para determinar bili-
rrubina en muestras biolégicas donde se encuentra en cantdades Muy pequefias( heces,
syero. tepidos. etc ). siempre y cuando se pueda adaptar |1a muestra y su ratamiento a las
caracterfsticas del método cromatografice

El! método no presenta problemas de interferencias st es conservada adecuadamertte la
muestra, y es analzada poco después de obtemaa. Sin embargo, una mala y excesva
conservacion causa interferencias. produciéndo valores bajos en ta determnacion

Eil método es capaz de separar y cuantificar a la bilirrubina y sus conjugados. Se compor-
ta agecuadamente con muestras de biis, permiténdo obtener los patrones de elucidn es-

perados para las especies de mamifergs probadas
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XXV, EXPECTACION

No sabria decir por qué algunas cosas me producen

Una sensacion de marawviilas inexploradas por vemr

QO de grieta en el muro del hornzonte

Que se abre a mundos donde s50i0 108 dioses pueden vivir,
Es una espectacidn vaga, sin akento

Como de grandes pomMpas antiguas que recuerdo a medias,
O de aventuras salvajes Ncorporeas

Plenas de éxtasis y ibres como un ensuefo

La encuentro en puestas de sol y en extrafas agujas urbanas,

En viejos puebios y bosgues y caftadas brumosas.

En ios vientos del Sur. en el mar, en coltados y ciudades lurmmadas,
En viejos jardines, en canciones entrecidas y en Jos fuegos de 1a luna
Pecro aunque solo por su encanto vale la pena vivir la vida

Naae alcanza rm adrvina el don que INsINGa.

Hongos de Yuggoth
H. P.Lovecran
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