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INTRODUCCION



En el siglo XI una descripcidén Anglo-5ajo
na hace referencia a los sintomas de la cirrosis. -
£1 pigmento amarillo al que se hace referencia tué-
aislado en forma cristalina por Virchow en 1847 y -
l1lamado bilirrubina por Stadeler en 1864. 5u estruc
tura fue determinada por Siedel y Fischer en 1933 ¥y
contirmada por si{ntesis total por Fischer y Plienin
ger en 1943, y mds recientemente por Plieninger en-
1972. Mucha de la quimica bdsica del pigmento fué -
elucidada hace mds de dos décadas, principalmente -
por la escuela de Fischer. Hoy a pesar de que la bi

"lirrubina es un desperdicio que no tiene ninguna u-
tilidad prdctica cue no sea el valor de su diagnds-
tico, el interés cient{fico en el pigmento no ha --

disminuido.
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BILITRRUBINA.

La bilirrubina es el producto final del ca
tabolismo de la Heme. (Complejo ferroso del dcido ~--
1,3,5,8-tetrametil-2,4-divinil porfina-6,7-dipropio-
nico). La destruccién normal de células rojas circu-
lantes, proporcionan del 80 al 90% de la produccién-
de bilirrubina en los adultos. E1 catabolismo de 1lg.
de hemoglobina produce 34 mg. de bilirrubina. Los --
eritrocitos gue envejecen son removidos de la circu-
lacibén y destrufdos en el sistema retfculo endote---
lial, donde la hemoglobina es catabolizada y conver-
tida en bilirrubina. (1).

La via metabélica precisa para la conver--
8ién de hemoglobina al pigmento biliar es todavia in
cierta. Fisher y sus colaboradores elucidaron la es-
tructura quimica de 1a hemoglobina y de 1la bilirrubi
na y mostraron su estrecha relacidén a una estructura
de tetrapirrol. La bilirrubina es una cadena abierta
de tetrapirrol. La formacién de bilirrubina a partir
de la hemoglobina involucra un proceso metabélico —--
oxidativo, en el cual el puente del metino alfa se -
abre, se pierde un dtomo de carbono y se forma una -

molécula de monéxido de carbono (Fig. 1) (1) (2).
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La formzcidn de mondxido de curbono @ partir de la-
Heme en el hombre es escencialmente equimolir, uanc-—
mol de CO se forme & partir del catabolismo de une-
mol de Heme.,

Bl primer pigmento biliwr se forma en el-
sistema reticulo endotelial por oxidacidn de 1la he-
moglobina, con pérdida de un dtomo de carbono es 1la
biliverdini.

La biliverdina es reducida por NADPH y —-—
una enzima reductora. La resccidn inicial requiere-
la presencia de fierro en el anillo de la porfirina
lo cual indica que la rupturs del puente metino es-
antes de ser removida de la globina y el hierro.

Una vez que la bilirrubina deja el siste-
ma reticulo endoteiial es trunsportuds en el plasma
estrechamente ligada a la albimina. A pesar de ésta
estrechs ligadura, las células del perénguima del -
higado tienen una selectiva y eficiente capacidad -
para remover la bilirrubina no conjuguzda, y otros -
aniones orgdnicos del plasma.

Despuéds de uno o dos minutos de inyectada
una bilirrubina radioactiva en una re«ta, el 50% de-
1l désis es eliminada del plasma. En el hombre, una

eliminacién parecida toma alrededor de 18 minutos.



La concentracibén de bilirrubina en el plas
ma normalmente se determina por andlisis espectrofo-
tométrico de los derivados obtenidos por copulacién-
del dcido sulfanilico diazoado. kn 1916 Van Der - -
Bergh y Muller observaron que en suero de pscientes-
con ictericia obstructiva d4 inmediatamente una colo
racién roja con dcido sulfanilico diazosdo (reactivo
directo de bilirrubina), mientras aue en pacientes -
con ictericia hemolftica, era necesario agregur alco
hol antes que la reaccién de copulacién pudierzs efec
tuarse (reactivo indirecto de bilirrubina).

No fué hasta 1956, sin embargo, oue se de-
mostréd la diferencia entre los dos pigmentos. E1l - -
reactivo directo del pigmento biliar fué identifica-
do como un conjugado de bilirrubina, el cual es solu
ble en agua, mientras que el reactivo indirecto de -
bilirrubina no conjugada es insoluble en solucién —-
acuosa, pero altamente soluble en 1{pidos.

La conjugacién de bilirrubina parz formar-
el glucorénido de bilirrubina es considerzdo como es
cencial para la excrecién de bilirrubina, no obstan-
te pequefias cantidades de reactivo indirecto de bili
rrubina pueden ser detectadas en la bilis. En rates-
Gunn recibiendo fototerapia, cantidades relativamen-

te altas de bilirrubina no conjugada y derivados so-



lubles en agua pueden ser encontrados en la bilis,
lo cual sugiere gue existen vias excretoras alter-
nas.

La evidencia experiment:l sugiere que la
conjugacibn se lleva a cabo en el reticulo endo---
pldsmico liso de las células del higado y es cata-
lizade por un sistema enzimdtico, la bilirrubina -
glucoronil fransferasa, induciendo la formacién de
ambos monoglucorénidos y diglucorénido asi como --
otros conjugados, tales como los sulfatos.

Después de la conjugaciébn, la bilirrubi-
na es rdpidamente excretada por las células del hi
gado.

Ta bilirrubina conjugada no es reabsorbi
da en el intestino. En el adulto, la bilirrubina -
conjugada es considerablemente reducida a urobili-
na en el intestino por bacterias y hay una minima-
circulacién enterohepdtica de la bilirrubina.

En casos de altos niveles de bilirrubina
no conjugada en el plasma y una pobre excrecién, -
existird un gradiente de bilirrubina no conjugeada—
"del plasma a la cavidad intestinal. En éstas oca--
siones es posible que cantidades apreciables de bi
lirrubina no conjugada pueda ser quitada por difu-
sién de 1la psred intestinal.

En la Pig. 2, se ilustra el metwbolismo-
del pigmento biliar en el recién nacido.
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Ta mayoria de los nirios recién nacidos, ma
nifiestan una hiperbilirrubinemia no conjugadz tran-
sitoria, 1la cual en muchos casos no puede ser atribui
da a la reducida supervivencia de células rojas o a -
una sobreproduccién del pigmento. ¥Mientras cue la hi
perbilirrubinemia es solo de menor grado, ocasional-
mente se descubre una marcada elevacidén de bilirrubi
na no conjugada en el plasma, particularmente en los
bebés prematuros. La mdxima concentracidén de bilirru
bina en el plasma generzlmente se alcanza dentro de-
la primera semana después del nacimiento, y después-
los niveles del pigmento gradualmente regresas a lo-
normal.

Experimentos realizados in vitro indican -
que en muchas especies mamiferas, la actividad de --
UDP-glucoronil trunsferasa y la concentracién de dci
do UDP-Glucordénico en el higado del feto son mds re-
ducidas, comparado con los valores en los adultos.
Los mecanismos de conjugacién gradualmente maduran -
durante los primeros dias a las dos semanas del naci
miento. Se ha conclufdo, por lo tanto, gque 1la icteri
cia fisiolggica del recién nacido resulta de una in-
capacidad del higado neonatal para formar glucoréni-
do de bilirrubina a una velocidad suficiente para --

igualsr la produccidén de bilirrubina. Investigacio--
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nes directas del metabolismo de la bilirrubina en -
fetos y nifios recién nacidos, sugiere cue este con-
cepto puede ser simplificado. Se encontrdé que ade--
mds de una conjugaciébn deteriorada, un defecto ex—-
cretorio puede jug:ir un papgel p=r: contribuir en la
evolucién de la ictericia fisiolégica.

La bilirrubina no conjugada es soluble en
cloroformo, peroc escasamentc soluble en agua. En so
lucién acuosa a pH levemente alczlino, la precipgita
cién del pizmento puede ser inducid:s por una ligera
reduccidén en el pH o en la concentracidn ibnica, y-
por la presencia de trazas contaminantes. Solucio—-
nes acuosas del pigmento son estabilizadas por la -
presencia de taurocolato. Reclmente la bilis contie
ne unz concentracién sufieciente de sales biliares -
pars mantener la bilirrubinz en solucidn, aun si no
estuviese conjugada. No obstante el cumbio mis ob—-
vio que se lleva a cabo por acoplamiento del pigmen
to con el &cido glucordnico, es la trensformacidn -
de la molécula de bilirrubina soluble en lipidos a-
un conjugado soluble en agua. Parece razon2ble el -
“a2sumir que la estubilidad de 1la solucién bilirrubi-
na-dcido biliar es aumentada por conjugacidén, redu-
ciend. de &ste modo 1z tendencia de precipiteacidn y

formacidn de los cdlculos biliares.
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La excrecién biliar efectiva es dependien-
te de mecanismos que previenen o limitan la reabsor-
cién intestinal. En estudios con el pigmento marcado
con carbono 14 en hombres y ratas, se encontrdé que -
la bilirrubina no conjugada, es facilmente absorbida
en el intestino grueso. Por lo tanto, si la bilirru-
bina no conjugada fuese excretada inalterada en la -
bilis, la eficiencia de excrecién del pigmento seria
disminufda por reabsorcién y circulacién enterohepd-
tica del pigmento. Este proceso serfa ain mds exage-
rado por absorcidén de bilirrubina no conjugada de la
vesicula biliar. Substancias orgdnicas polares con -
peso molecular superior de 200, no son transferidas-
en un grado significante a través de membranas biol¢
gicas lipoides a no ser gue sean transportadas por -
ﬁn mecanismo activo. De éste modo, no es sorprenden-—
te encontrar que en contraste al pigmento no conjuga
do, el glucorénido de bilirrubina C-14, no es reab--
sorbido por el intestino. Un segundo efecto de la —-
conjugacién del glucordnido es la prevencidén de reab
sorcién intestinal de bilirrubina, el cual permite -
una eliminacién eficiente del pigmento en los excre-
mentos.

Finalmente la esterificacidén de bilirrubi-

na con dcido glucorédnico, parece ser un mecanismo ge
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neral que facilita la excrecidén biliar de diversos -
4cidos orgdnicos débiles. Caracteristicamente pero -
no invariablemente, tales metabolitos aparecen en la
bilis conjugados con moléculas polares més pequefias.
Estos conjugados con frecuencia muestran una configu
racién molecular polar no polar, son secretadas en -
la bilis a pesar del apreciable gradiente de concen-
tracién.

Algunos de éstos dcidos orgdnicos parecen-
competir por ser transportados en la bilis y con és-
tas bases ha sido sugerido que el mecanismo de excre
cién involucra transporte de membrana activo. Fuede-
postularse que la conjugacidén con 4cido glucordénico-
condiciona la molécula del pigmento para el acarreo-
de membrana. De tal modo permitiendo la secrecidn ac
tiva de bilirrubina a la bilis. Con esta considera—-
cién, es algo sorprendente que por lo menos un deri-
vado tetrapirrélico de bilirrubina, el mesobilirrubi
négeno (3) es excretado sin conjugacién.

Estudios recientes han demostrado que a --
pesar de sus similitudes estructurales, el pigmento-
"tetrapirrélico biliar puede diferenciarse debido a -
los enlaces internos de hidrégeno y a la formacidén -
de polimero. Por lo tanto es posible aue la estructu

ra molecular del mesobilirrubinégeno es apropiada pa

13



Y@ . excreciin =-ctiv. en la bilis, mientras aue la
nordculs de bilirrubina debe ser auimicamente modi-
ficuda pore condicionar el mecunismo de transporte.
(2).

Con relzcidn al est-ad:zrd adulto, casi cz
d= nifio recién nacido revela ictericia (bilirrubina
no conjug«da en el suero, mayor de 2 mg. por 100 ml)
duraznte la primera semana de vida.

wste hiperbilirrubinemia es casl sienpre-—
considersda normal en los recién nacidos y ha sido-
llamuada ictericia fisiolbgicz, 1l.: cu:! puede ser de
finida, como una elevacibén de bilirrubina en el sue
ro noexcediendo 12 mg. por 100 ml., en recién naci-
dos 6 15 mg. por 100 ml. en ninos prematuros durun-—
te la primesa remena de vidi.

¥n varios casos, se ha enfocudo la aten——
cibn a diferentes mecunismos como posibles res.onsa
bles de la ictericia fisioldgica (1).

Siendo una combinacién de fazctores, inclu
yendo la inmaduracién del higado y la cort: supervi
vencia de los glébulos rojos. 3in emburgo, la icte-
riciz de los recién nacidos @ menudo e¢i ciausads por
uns varied«3d de desérdenes como lu incompatibilidad
de sangre entre el feto y la madre e infecciones.

BEn altos niveles, 1ls bilirrubina causa un

14



patrén de datios neurolégicos coanocidos como Kernicte
rus, o encefalopatia de bilirrubina. Este caso es ca
racterizado por el teniido del cerebro por bilirrubi-
na, particularmente en el ganglio basal de nifios en-
asociacién con severos dafios neurolégicos (4).

Varios métodos de tr2tamiento han sido de-
sarrollados para reducir el nivel de hiperbilirrubi-
nemia.

Desde 1947, se ha usado ampliamente la - -
transfusién para eliminar la bilirrubina. Administra
cién de fenobarbital y agar, son algunas veces de —-
ayuda. M4s recientemente la aplicacidén de luz para -
degradar la bilirrubina ha llegado a ser el trata——-

miento m4ds aceptado (4).

15



BILIRRUBINA Y LmRIVADOS
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La bilirrubina tiene una estructura de me-
tilenbispirrometeno, se fragmenta como es de esperar
se de acuerdo a la estabilidad de los puentes metile
no y metino.

Se ha obtenido el siguiente espectro de ma
sas por introduccién directa de la bilirrubina (Fig.

3).

m/e %
585 15
584 50
301 14
300 41
299 100
288 13
287 19
286 95
241 14
239 14
226 45
224 . 18
223 12
210 20
163 14
145 12
110 55

17
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sstudios rezlizados sobre pirrometenos y-
pirrometancs (%), hsan sido de gran utilidzd en la -
inter retucidn de la frigeentacidn de los igmentos
biliares.

Los ti_os de fr.guientecidn ¢e los pirrome
tanon _ueden clasificarse convenientemente en tres—
gru_os .rincipales: frug.¢ntacién en las cadenas —-
unides « los ndcleos pirrdlicos, fraguentacidén in--—
ternucleur pare dar fragmentos monopirrélicos y for
macidén de fragmentos triciclicos. La seguentacidn -
entre los dos nidcleos reguleariente es el proceso —-—
predominante, pero la fragmentacidn sobre las cude-—
nas puede ser predominunte, especiulmente si varios
gruzos carbonilos se encuentran presente.

Considerando gue en el espectro de masas-
de la bilirrubina (PFig. 3), los 2 iones fragmento -
principales provienen de la fragmentacidn entre los
nicleos, el ién de m/e 299 por ser nén y tener dos-
nitrézenos sufre una fragmentacién simple sin trans
posicidn, el ién de m/e 286 por ser pur y tener dos
nitrégenos necesariamente debe involucraer la trsns-
posicién y se puede explicar por el mecunismo de 1&
Fig. 4.

Otro meccnismo cue se propuso iué el de -

la migr:ciér del “tomo de Hidrdégeno del NH de un --

19
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anilio al otro, pero en experimentos con pirrometa-
nos N-dideuterados, se observd que el deuterio es -
retenido en el frugmento gue contiene el puente del
metileno.

Los fraguentos princi:«les son »irromete-
nos. La caricteristics m’s not-:ble del esjectro de-
los pirrometenos es su gran intensidad relativa del
ién molecular, esto sc refleja de la gran estabili-
dad del sistemz dipgirrélico completzwente conjugado
En general, la fragmentacidén en las c.denas latera-

les predomins sobre la ruptura en el puente metino,

21



El essectro de inesns de los

plesmentos bi

liares dipirrélicos de los roductos de degrad+cién

muestrin que la rupturs betu de 1o cudena del pro--

pionato es la fraszuentzcidn

molecular es resalmente

oredominante y el idn -

inteaso. Los iounes friigmeato

producidos de la ruptur: iaterauclear,

muy déviles.

3e puede usar como modelo el

maszs del compuesto andlogo =1 idén m/e

de la fractura de la vilirrubina, pero

a menudo son

espectro de-
236 obtenido

teniendo un-

grupo etilo en lugar del vinilo, cue tiene el si-—-

guiente espectro de maszs obtenido por introduccidn

directa (Fig. 5).

m/e

289
283
273
259
313
199

22
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Mostrando iones metaestables: 259 (238 —273)
233 (288 —-259), 205 (288-243), 182 (288-229).

Con el uso de los iones metaestables se Ob--
serva un M-15, de la pérdida de un metilo extrafdo del
grupo etilo, la pérdida de un etilo, la pérdida de un-
carboxilo y la pérdida de un CH2-COOH, la cual tiene -
el ién mds intenso después del pico base del espectro-
que es el del ién molecular.

En el espectro de masas de la bilirrubina, -
el ién molecular m/e 584 es relativamente grande compa
rado con los obtenidos en otros estudios (6).

La mayor parte de los otros picos de menor -
intensidad pueden ser derivados de la fragmentacidn de
2 picos mds intensos en el espectro correspondientes a
los fragmentos m/e 286 y m/e 299, pero el origen del -
ién m/e 110 no es conocido.

Para los iones de mayor intensidad existen 2
isomeros para cada uno, que contribuyen en un solo pi-
co en el espectro, dependiendo de la manera que ocurre
la ruptura y parece no haber razén para suponer que —-

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

24



La estructura del pigmeanto biliar, d-uro-
bilina, que es un metubolito de 1a bilirrubina todz
viz es incierta, pero parece ser gue por un acuerdo
general queda mejor presuntada como uno u otro de -
los dos andlosos tetrahidro de 1la bilirrubina.

Se ha obtenido el siguiente espectro de -
masas paras el derivado d-urobilina .or introducciébn
directa, y solo reportun los picos muy intensos «bi

jo de m/e 300 (Fig. 6), (5).

m/e % m/e %
590 5 181 6 000
589 14 180 3 600
588 36 167 15 000
467 9 166 9 600
466 26 139 14 000
386 13 125 70 000
369 11 124 21 000
368 30 122 46 000
366 14 110 69 000
364 10 108 97 000
348 28 395 100 000
328 18 93 23 000
322 25 82 31 000
320 20

25
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Los resultidos de la espectrometria de ma
sas para las estructurzs antes _.ropuestas soportan-
esta suposicibén. Para el idén molecular en m/e 588 -
(10% del pico base) y un ién en m/e 466 (ausente en
el espectro de 12 bilirrubina), se puede su. oner —-
gue proviene de la fisidn 42 uno de los anillos (de
agquel aque todavia llevi un sustituyente vinilo). —-
Los iones m/e 288 y 301, sow posiblemente los andlo
gos etilo del vinilo substituido de los liones n/e -
286 y 299 observados cn el espectro de la bilirrubi
na, pero la estructurs: exacta del otro fr-gmento 4Ai
pirrélico intenso en m/e 302 es menos evidente.

Es claro oue el ién m/e 466, puede ser —-
considerado por la ruptura de unz de las uniones —-
del puente metileno, pero 1la formacidn del ién dipi
rrélico antes mencionado debe involucrar la fisidn-
de una unién mucho mds fuerte del metino central, 6
alternativamente una amplia trunsposicidn de hidré-
genos. Es prob:ublemente significunte en este respec
to cue los frugmentos condpirrélicos m/e 181, 180,-
167, 166, 125, 122, 110, 108, etc., son mucho mds -
intensos que en 12 bilirrubina, y 1los fragmentos co
rrespondientes a los dos anillos centrzles (los cua
les estdn unidos por un puente metino y del cual se
pudiera esper4ar que fuese relativamente estable) --

son virtualmente inexistentes.
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Tz mesobilir-ubinz es un deriveao d¢ la
pilirrubine cue se obtiene por reduccibn de los -
grujos vinilo. 3e puede obtuner or aidrogeaacidn
a pirtir de la bilircubina us:ndo paladio e car-
bén. Los hidrégenos sc adicion=n de dos en dos, -
primero ea el grugo vinilo-exo ¥y posteriormente -
en el grupo vinilo-endo par: dar la mesobilirrubi
na. La mesobilirrubina puede ser un net bolito de
la bilirrubina, ya oue si se excreta bilirrubina-
al intestino, estu puede ser reducida por enzimass
y bacterias de la flora intestinal (3).

El espectro de la mesobilirrubina puede
ger interpretado por compari:cién con el de la bi-
lirrubina, los iones mds intensos en el espectro-
de masas, son m/e 301 y 299 respectivamnente. E1 -
segundo ién mds abundante en éstos dos compuestos
es una transposicidn del ién que aparece 2 m/e —-
288 en la mesobilirrubina y 286 ea 1z bilirrubina
En la mesobilirrubina como en 1la bilirrubina, se-
observa la pérdida de 15 unidades de masa del - -
frasmento m/e 283 y 301, la pérdida de carboxilo,
"la pérdida del CHZ-COOH, y otras fragmentzciones-
al igual que en la bilirrubina. En la figura T se
muestra el espectro de masas de 1t mesobilirrubi-

na (7).
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Lo bilirrubina juede oxidurse par- obte—-
ner biliverdina o se huele obtener por otros méto—-—
dos. Lia biliv:'rdini 2 €l _roducto anterior a4 la —-
formicidn de Lli. bilirrubinz sor el citabolismo de -
15 Heme. s¢ hin hecho estuiios por cspectrometria -
de masas de los ésteres dimetflicos de la biliverdi
na y 1la mesobiliverdinz RPig. 6 y *ic. 9 (7), (8), -
(3).

La biliverdina y la mesobiliverdina mues-—
tren un ién moleculur muy intenso como pico base --
del espectro, muestran un gran parecido a los dipi-
rrilmetenos gue tienen sustituyentes alquilo Beta -
(5). Los dipirrilmetenos son particulsrmente estu—-
bles a la fragrentacidn del jpuente del carbono meti
no y muestran iones debido principalmente a la frag
mentucida de los sustituyentes beta. Los picos gue—
ge observan en los espectros con una alta relacién-
de masa-carga se estima cue provienen de una sucesi
va fragmentacidn de la cadena del propionato (CH3,—
OCH CO00-CH

CHZ-COOCH y CH2—CH2—COO—CH3). 3e ob

32 3? 3
servd 1la existeancia de iones metaestables para la -
mesobiliverdin: en 584 (614-599) calculado 534.4 y-
otro idén metaestable en 553 debido a la transicidn-

(614-583). Los iones m/e 454 y 450 par=z la mesobili

verdina respectivamente, se juede suponer gue su---—
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fren dos fracturas en las cidenas del _ro-ioazto, -
con pérdida de CHZ-COO--CH3 y posterior périida de -
CH

—CH2—COO—CH sin embargo, 1l natur=leza de lous-

2 3
iones m/e 467 y 463 respectivamente es obscura.

¥n 1z figura 10 se muestran z:lgunos iones
que se obtienen en los espectros y alsunos fraigmen—
tos aue sufrea la ruvtura ea el carbono metino del-
puente central, aunque estas estructurus solo jue--
den resultar de una considerable transferencia de -
hidrdgeno. Cada uno de los fragmentos di.irrélicos-
pueden provenir de cualguiera de las dos mitades —-—
del tetra.irrol. No hay indicacidén en el espectro -
de masas de que el ibn es el favorecido y solo se -
indica uno por conveniencia. Otros ivacs dipirrdli-
cos u m/e 227, 229, 241, y 243 puara l« mesobiliver-
dina y iones en m/e 225, 227, 239 y 241 par= la bi-
liverdina, pueden ser derivados por una fragmenta--
cién posterior del lado de la cadena del progpionato
No se observan picos entre m/e 350 y 400, lo cual -
indica la ausencia de iones representetivos de la -
unidad del dipirril meteno. El idén en m/e 123 para-
la mesobiliverdina puede ser representado por un --
ién monopirrélico. (8).
Los espectros de masss de 1la biliverdina-

y mesooiliverdina (#4cido libre), deben ser muy parg
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cidos a los de lou éute es tr. tados «ntoriormente,-—

solo que 0 se tiene: las pérridas de los metoxilos.
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DZRIVADOS UsADOS EN

ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Para identificar la existencia de los mono y
diconjugados de la bilirrubina en la bilis, se han rea
lizado dos estudios por espectrometria de masas, uno -
de ellos hace la identificacidén de monoconjugados de -
bilirrubina en 12 bilis como derivados de amida (10),-
y el otro se efectda por una transesterificacién de --
glucorénidos (11).

En el estudio efectuado para la identifica--
cién de los conjugados de bilirrubina como derivado de
amida, aquellos se sometieron a una amonélisis. La sus
titucién nucleofflica es en el dtomo de carbono del --
carbonilo de la cadena del propionato esterificada de-
la bilirrubina, para la formacién de la amida de la bi
lirrubina. Se hizo reaccionar las dos monoamidas de la
bilirrubina con azoantranilato de etilo para la forma-
¢ién de sus respectivos derivados.

Las monoamidas de la bilirrubina fueron estu
diadas por espectrometria de masas, se observa un ién-
molecular intenso a m/e 583. La fragmentacién princi--
pal resulta de la fisién del puente del metileno cen--
tral de la bilirrubina, dando iones intensos a m/e 300
y 299 y a m/e 286 y 285. Los iones en m/e 299 ¥y 285 —-
son consistentes con la mitad de la bilirrubina que --
contiene el grupo amida. Otros iones son idénticos con
los que se encuentran en la bilirrubina y se producen-—
principalmente de la fragmentacién de la cadena de la-
amida. E1 ién en m/e 267 pfobablemente resulta de la -
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pérdida de agua del grupo de la amida a 285, esta transg
posicién es poco comin en las amidas, y es probable que
resulte del efecto térmico, esto no sucede cuando se co
rre la muestra a 200°C.

Se muestran los espectros de masas de las mo-

noamidas en la figura 11 (10).

Otro estudio fué llevado a cabo por transeste
rificacién de los conjugados de la bilirrubina extrai—
dos de bilis de rata. Estos conjugados sufren una tran-
sesterificacién cuando se exponen al metanol.

Los productos de la transesterificacién fue--
ron trimetil sililados y estudiados por espectrometria-
de masas.

El espectro de masas de la mezcla de tetrapi-
rroles sililados contiene picos de ién molecular en m/e
756 y 814, acompafiados por los picos M-15 a 741 y 799 -
respectivamente. Estos pesos moleculares sugieren que -
la muestra sililada es una mezcla de los ésteres dime—
til bis (trimetilsilil) bilirrubina y el monometil tris
(trimetilsilil) bilirrubina. Los picos intensos en m/e-
371 y 385 en el espectro del éster dimetilico de la bi-
lirrubina trimetilsililada, se forman por la fragmenta-
cién del puente el metileno central. En la figura 12 se
muestran parte de los espectros de masas de una muestra
auténtica del éster dimetflico de la bis (trimetilsi- -

1il) bilirrubina y de los derivados trimetilsilil de -
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los productos de transesterificacién, as{ como la frag
mentzacién del metileno de 1los derivados sililados de -

la bilirrubina (11).

Por estos estudios se puede corcluir que co-
mo las reacciones son especificas para ésteres, resul-
ta evidente que en la bilis existen los mono y di-con-
jugados de bilirrubina y cue los mono conjugados son -
excretados en dos formas isoméricas. Estos estudios —-—
pueden ser interpretados como indicativos de gue el mo
noglucorénido de bilirrubina existe como una entidad -

quimica en la bilis.
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Se ha demostrado que 1z copulacién de bi
lirrubina con la sal de diazonio del antranilato -
de etilo divide la moléculza de la bilirrubina en -
el puente del metileno central, originando dos mo-
léculas de 2zobilirrubina antranilato de etilo - -
(12).

El espectro de masas en los ésteres meti
licos de los azopigmentos antranilato de etilo y -
anilina (compuestos I, II, III, IV Figurai3), mues
tran ién molecular a m/e 476 para los azopigmentos
del antranilato de etilo (compuesto I y II) y a —-
m/e 404 para los azopigmentos de la anilina (com--
puestos III y IV), como se muestran en sus espec—-—
tros de masa en la figura 14. El patrdén de fragmen
tacibén es consistente con la estructura tebrica de
los ésteres metilicos de la azobilirrubina antrani
lato de etilo. Aunque los cuatro espectros fueron-
corridos bajo idénticas condiciones, se observan -
ligeras diferencias. El1 espectro del compuesto I y
III, muestran idén molecular a m/e 476 y 404 respec
tivamente con intensidad relativa aproximadamente-
de 50%. El pico base estd registrado para los io--
nes a m/e 165 y 93 respectivamente, resultantes de
la fragmentacidén del enlace N=N con migracién de -

dos 4tomos de hidrégeno a la parte del éster antra

42



v{lico & aaiiina reouectivuacntes el fr: omento del
16n @i irrélico ap.rece a2 m/e 312 en todos los es-
pectros. El ién molecular = m/e 476 y 404 es el ;1
co bise en los espectros de los compu-stos II y IV
La fragmentacidn del lcdo de la cadena del propio-
nato de metilo del azopigmento antrunilato de eti-
lo, resultz en lz formacidn de los iones m/e 445 y
403 por pérdida del metoxilo y del grupo CH2-COO -

CH, respectivamente. Un patrdén de frugmentacidn si

3
miler fué observado pars los azopigmentos de la —-
anilina dando iones a m/e 373 y 331. El idn frag--
mento m/e 312 resultante de la fragmentacién del -
azopigmento en el enlace N=N, sufre freogmentacio--
nes adicionsles con pérdida de metznol y de los —-—
grupos CO0-CH3 y CH‘2—COO—CH3, ademds de¢ un dtomo -
de hidrégeno parw dur los iones a m/e 280, 252 y -
238 respectivamente. Los iones a m/e 165 en los es
pectros de los compuestos I y II, pierden uﬂ gTrupo
etéxi o etunol para dar iones abundantes a m/e 120
y 119 respectivamente. Los iones a m/e 389 y 317 -
para los compuestos del antranilato de etilo y ani

" 1lina respectivamente, son consistentes con la pér-
dida completsz de la cadenu del propionato de meti-
lo y sbélo se observun en los espectros de masas de

los compuestos II y IV. La medicidén exucts de las-
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masas de éotos iones, dd 389.1584 (czleuludn pors —

o H N4 3589.1612) y 317.1385 (calcul=do para

i

21 %3
04 N4 317.1400) re:pectivimente. Estoe fen

22
C1g Hyg
meno fué observado primero pcre los écteres metili-
cos de 1l: szobilirrubine zntrenilsto de etilo (12),
de la cual se sugirib que erc el resultado del iso-
merismo syn-anti czucado por el enlace N=N o cel —-
isomerismo vinil isovinil o un cuzmbio en la conjugs
cidn del sistems del doble enlace. La ultima posibi
lidad puede ser descartada, en base de un desplaza-—
miento en el sistems de la doble ligeadura conjugade
en un desplazamiento en la absorcién_méxima del vi-
sible ¥y ultravioleta, el cusl es similar pura los -
antranilatos y @ambos isémeros de la anilins cuando-
el espectro de absorcidn de cad= par de isémeros se
corrié en el mismo disolvente. Ligeras difercncias—
reflejan la diferente conjugacidén del grupo vinilo-
en los dos isémeros. En el isémero isovinilo, éste-—
grupo est:d linealmente conjugedo con el croméforo,-
pero en el isémero vinilo, éste tiene una conjuga--
cidn cruzada. Por lo ta2nto, hay una diferercia en -~
" el espectro, la absorcién mdxima para los isbmeros—
isovinil estd bzctocrémicemente desplazado compara-
do con los isdmeros vinilo. La estructura de los —-
compuestos isoméricos no pueden ser determinzdos soO

lamente por espectrometria de masas (12), (13).
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Algunos autores han recortado espectros =-
de masas de la bilirrubina que contienen i6én molecu
lar relativamente intenso (5) (7), pero no en todos
los espectros de masas aparece el pico del ién mole
cular digno de confianza (6). La presencia e inten-
sidad del pico del ién molecular cuando son detecta
bles, dependen del disefio del espectémetro de masas
la temperatura del sistema de introduccién y el - -
tiempo entre la introduccién de la muestra y la me-
dicibén del espectro.

Varios ésteres y derivados de ésteres de-
la molécula del tetrapirrol se presentan, ya que pa
rece ser preferible snalizar la molécula completa.

En la figura 15, se muestra el porcentaje
gue corresponde al ién molecular de todos los iones
de cada espectro. Se puede ver que el ién molecular
de 1la bilirrubina a m/e 584 es menos del 2% de to--
dos los iones detectados en el espectro medido para
su estudio. El1 pico del ién molecular més intenso,-
es el del derivado tetrakis (trimetilsilil) de la -
bilirrubina a m/e 872, que corresponde al 22% de to
dos los iones en el espectro (figura 16).

El segundo ién molecular més abundante es
el del derivado del éster metilico trimetilsilil fe

nilazo a m/e 476, El1 idén molecular es el pico base-
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- en el espectre ¢e la Ffigurs (17).

Bl ecpectro de masas del derivade tetrikis
(trimetilsilil) de l& bilirrubins (#ig. 16), contie-
ne pocos iones fragmentos de abundanciz2 moderidi.
Hay pecueiios picos M-15, #-73 y k-90 caracteriuticos
de los grupos trimetilsilil. Le rupturc del metileno
central origina dos picos de ioncs dipirrélicos a4 —-—
m/e 443 y m/e 249. Entre estos dos picos de los frug
mentos dipirrélicos en el espectro, estd un grupo de
iones gue representan lss especies de iones molecula
res de doble carga. Se dan los iones de doble carga-
en la siguiente tabla del espectro de la figura 16 y

del mismo derivado d36’

ESPECIES DE IONES MOLECULARES D& DOBL: CaiGA

ION. FIG. 16 d36'
(i) 436 454
M+1 436.5 454,5
M+2 437 455
M43 437.5 455.5
Wl 438 456

Las esgecies moleculares de doble carga, -
han sido observadas frecuentemente en compuestos &Iro

méticos.
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mn el espectro de misacs del derivado te--
trakis ( d9 trimetilsilil) de bilirrubina, se obser
vé que el peso molecular de este compuesto se incre
menta e 36 unidades de misa atbémica y la masza de -
cuzlouier fra:mento cue lleva dto.os de deuterio se
incrementa relativamente al compuesto no m#rcado. -
1 ién #-15 se vuelve §-18, confirmando aue su ror-
macidn es por pérdida de un prupo metilo unido al -
silicio. Las masas de los iones rormados por rragme
ntacién ce cualouier lado del puente del metileno -
ceatral, se incrementa 18 unidades de masa a 347 y
3vl, confirmando 1la presencia de dos grupos trime--
tilsilil en cada mitad de la molécula.

Para examinar el patrén de fragmentacién-
del derivado del éster metflico trimetilsilil fenil
azo de la pilirrubina, se compard con un andlogo --
con nueve dtomos de deuterio en el grupo trimetilsi
1il. E1 radical metilo se pierde de ambos grupos, -
del grupo trimetilsilil y cdel éster metflico. El me
toxi y el rraical metoxicarbonil se iragmenta del -
lado de la cadena del éster metilico para formar --
los iones M-31 y M-59.

E1l pico M-73 a m/e 403, con una intensi--
dad relstiva de 82#%, representa la Lrormacién de los

iones por ruptura ae la cadena cel éster perdiendo-

53



el grupo G}iz—'JOL)—(}H3 « Bl derivado trimetilsiiil --—
con nueve dtomos de deuterio, mantiene el ién w-73,
con masa de 412 en el espectro del deriva:o marcado,

£l ién M-92 de m2sa 384 en la firura 17,-
aparentemente se torma por pérdida de HH_CDHS del -

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

dos sobre el derivado tetrakis-(trimetilsilil) bili

rrubina IX &4 (6), se siguid el mismo proceso de —-

trimetilsililacién y diazoacién para caracterizdar -

cor espectrometria de masas los isémeros /3, Y, v-

C; de 12 bilirrubina (14).

kn la sifuiente tabla se enlistan los pi-

cos predominantes de los espectros de masas de los-

derivados tetrakis-(trimetilsilil) de la bilirrubi-

na IX o< IX r y meso-IX J .

VALORES m/e 5 INTSW3IDAD RELATIVA.

ION IX &

m* 872 (100)
#=* 436 ( 13)
M-CH 557'( 8)
M-coorms”* 755 (0.8)
M-CH,CO0TM5™ 741 (1.5)
M-CH,CH,CO0TS 727 (3.5)
Dipirrol” 423 ( 30)
Dipirrol+H* 430 ( 14)
Dipirrol+CH} 443 ( 28)

x [y

872
436
857
755
741
727
429
430
443

(100)
( 6)
( 23)
(2.5)
( 4)
(0.8)
( 6)
(17)
( 32)

: meso-Ich

3876
438
861
759
T45
731
315
548
329

(100)
«( 9
( 10)
(1.0)
(1.1)
(1.6)
(17) y 547( 8)
« 9)
(40) y 561(15)

El mismo procedimiento no es dtil para -

los derivados trimetilsilil de la bilirrubina IX(3,

IX é‘ y meso-IX/3 .
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Bl espectro de ipusas de los derivados tri
met11311il de 1la bilirruvine IX O y IX 5’, son si-
iilares, &l ion molecular es el pico buse oel espec
vro a m/e 872. La Irs;menticidn en el puente del me
tileno central origina los picos de los dipirroles-
a n/e 443 y 429. Pcrece ser cue huy una transposi--
cidn a m/e 430 aue es mds importante para el iséme-
ro IX K . Las fragmentaciocnes comunes de éstos es—-—
pectros son el pico I\'L—CHj y el 1on molecular de do-
ble carga 2 436. Fragsmentzciones en el lado de 1A -
cudena del propionuto, origina los picos a m/e 727,
741 y 795. La fragmentacién vinflica a m/e 727 es -
mds importante para el isdbmero IXoC , mientras que-
la fragment=zcibén alflica a m/e 741 gredomina para -
el isémero IX 51, la fraementacidén vinflica observa
da para el isémero IXo< , probablemente estd rela—-
cionada a la interaccidén de los dos grupos volumino
sos de 1la cadena del propionato-TMS.

El espectro de masas uel derivado meso-IX
dﬂ, muestra una frisaeatacidn andloga. ILa hidrogzena
cidn de los dos grusos vinilo se relfleja en el des-
.lazamicento de vurios picos por cuatro unidades de-
masa «tbémica. Debido a una sustitucibn mds asimétri
ca con dos grupos etilo en una mitad del dipirrol y

dos ésteres propidbnicos ve la otra mitad del dipi--
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rrol, la tragmentacién de cualauier lado del puente
del metileno central origina iones fragmento a m/e
315, 329 y a m/e 547, %bl. La extracciba de hidrége
no (m/e 548, andlogo al m/e 439 vara el 1X Y v Ix
=< ), se observa solo para le mitad ael dipirrol --
que lleva las dos c-denas del propionato. e pucde
concluir que el carboxilo de uno de los grupos CUO-
THMS es el aceptor del hidrégeno.

Los espectros de masas de los productos -
de reaccién de las bilirrubinas con la sal de diazo
nio del antranilato de etilo de la figura 18, se en
listan en la tabla 1, asf como la composicidbdn de —-
los iones y los espectros de los compuestos meso —-
(14).

Las estrﬁcturas y los espectros de masas-
de los compuestos 1 y 2 fueron reportados previamen

te en otros estudios (13).
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TABLA, # 1.

1

meso-1 2 BRe§om2 5 meso=5 6 meso=6 meso-4 meso=7 3
(M 476 478 476 478 476 478 476 478 420 420 536
(100) (100) (100) (100) (5)  (100) (100) (100) (100) (100) (10C)
(»cua)‘ 461 463 461 463 463 461 463 405 405 521
(0.8) (3) (0.7) (3) (1e5)  (5) (0.7 (3) (5)  (0e5)

(»-czns)’ 391 391

(s) (1)
(s-ocu,)’ 445 447 445 447 445 447 445 447 505
6) {s) (5) (6) (0.5) (6) (6) (6) (8)
(»-oczns)’ 431 433 431 433 431 433 431 433 375 375 491
(1) (1.5) (1e1) (145)  (042) (0.6) (1.5) (1e1)  (3) 1) (2)
(»-uoczns)f 430 432 430 432 430 432 430 432 374 374 490
(0e7) (3)  (1.5) (3) (0.3) (0.5) (2) (0.8) (7) (3) (3)
‘(n-cuzcoocu3) *or 403 405 403 405 403 405 403 405 463
(7 (15) (1) (16) 1) (8 (15)  (12) (33)
‘(»-cooczus) * 403 405 403 405 403 405 403 405 347 347 463
(&) as) (7 (16) 1) (8) (15) (12) (24) (12) (33)
(u-q:z-c(on)oai3)§ 462
(5)
(M=CH,CH,COOCH, ) * 389 449
(6) (15)
(MG gl (COOEE)NH) * 312 314 312 314 312 314 312 314 256 256 372
(45) (85) (32) (80) (0e3) (18) (11) (5) (8) (65) (8)
(Csﬂ‘(COOEt)IHZ): 165 165 165 165 165 165 165 165 165 165 165
(40)  (30) (45) (22) (60) (13) (15) (12) (7) (15)  (40)
(CgH, (COOEE) NH,~OEt) b 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120
(32)  (30) (35) (21) (35) (15) (20) (12) (10) (20)  (36)
(CgHg (COOEL)NH,—HOEE) ¢ 119 119 119 119 119 119 119 119 119 119 119
(65) (40) (80) (24) (100) (16) (300 (&) (120 (24) (70)



Ta biiirrubin: puede scr oxidada for me--—
dios fotoouimicos cuindo se encuentra en solucidn ¥
se ex one 2 12 luz visible. E1 mecuinismo y 105 .T0-
ductos de 1z rotc—cxiducidn varisn con le naturale-
za del disolvente, pero la reasccidu gredoxininte en
muchos disolvente parece ser un groce=o (e foto--—-
oxigenuacidn en el gue la bilir:ubin setd. como un-—
fotosensibilizador. (15), (3).

Lz absorcidn de luz por el Li-wonto, gone
re una molécula en estado exitudo cue puede transfe
rir su energia a una molécula de oxigeno de 12 solu
cién. E1 oxigeno singulete reacciona por adicién -
al doble enlace del suente, o transvers: lmente & -—
los anillos centr:-les tetr pirrol. Los principales—
productos que se formin en la foto-oxigenacidn de -
la bilirrubina ea met:nol amoniacul son: metil-vi--
nil, mcleimida, dcido hemdtico y metanol propendio-
pent, cono también se ha encentrsdo biliverdina ob-—
tenida por la foto-oxidacién. (15), (16).

La metil-vinil maleimida fud curacteriza-—
3~ de una foto-oxigenacidén de bilirrubina en meta-—
nol con hidréxido de amaenio, con un rendimiento de-
5%. E1 espectro de masas de 1l uetil-vinil maleimi-
da es: m/e 137 (35%) M*, m/e 119 (3%), m/e 109 (8%),
m/e 94 (5%), m/e 66 (10%%). (15).
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El &cido hem&tico fué aislado de una foto-
oxigenacién en metanol con hidréxido de amonio, fué-
aislado como el é&ster metilico, que muestra el si---
guiente espectro de masas: m/e 197.0681 (4%) M* para
C9H11N04, m/e 165 (100%) y m/e 137 (85%). E1 ibén a -
m/e 165 probablemente se debe a la pérdida de alco--
hol metflico. De la misma reaccidn se identificé el-
aducto del metanol propendiopent como su éster meti-
lico con el siguiente espectro de masas:

m/e 346.1526 (19%) M', m/e 327 (5%), m/e 315 (9%) --
(M-OCHB), m/e 259 (17%), m/e 255 (21%) y m/e 212 - -
(51%). Se observd por resonancia magnética nuclear -
que correspondia al isémero con el vinilo exo y que-
también se forma el isbémero con el vinilo endo gue -
muestra un espectro de masas semejante al del iséme-

ro exo. (16),(17).
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