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Sol)re una léecnica para la investigacion
Y Josificacién Je la l)iilirrul)ina

en la orina G)

Por los Sres.

Dr. MIGUEL C. RUBINO y NICOLAS VOJEVODSKY

En las aplicaciones del Laboratorio a la clinica, tiene siempre
interés, el disponer de metodos de andlisis, seguros, sensibles y a
la vez sencillos.

Hasta hace pocos anos, solo se disponia, para las investigacio-
nes de la bilirrubina en la orina, de métodos muy poco sensibles,
tales los de Gmelin y Grimbert. Posteriormente se introdujeron al-
gunas modificaciones a esos métodos, tales que los de Rosenbach,
Huppert, Huppert-Cole, Naumann, etc., con lo cual la investigacion
de la bilirrubina para la clinica hizo progresos apreciables.

Desde hace algunos afios, nosotros venimos trabajando, en el
Laboratorio Jenner, una técnica que consideramos muy sensible y
sencilla vy por lo tanto muy adecuada para los andlisis clinicos ha-
bituales.

(1) El presente trabajo fué presentade a la Sociedad de Biologia de Monte-
video, en sesién del 17 de Noviembre de 1932, segin acta respectiva. Pero no fué
publicado; razén por la cual hemos hecho su presentacion en las las. Sesiones de
Quimica Rioplatenses (Mont. 1940), segin lo advertimos al inscribirlo.

En- el correr del presente mes, Diciembre de 1940, se recibe en N? 2 Vol. 26
de Noviembre de 1940 del The Journal of Laboratery and Chimical Medicine que
contiene un interesante trabajo de los sefiores William H. Goodson y Charles
Sheard, de la Mayo Clinic-Rechester, relacionado con la investigacion y dosifica-
cién de la bilirrubina en la orina fundado en el usc del Reactive Diazo Ehrlich
y el método ‘Photelométrico”.

En la bibliografia del mismo trabajo, se menciona otro de George Hunter (Ca-
nadad M. A. J. 23-823-1930), relacicnado con el mismo tema.

Es la primera vez, que enconiramos en la bibliografia datos relacionados con
la aplicacion del reactivo Diaze, para despistar v dosificar la bilirrubinag en la orina.

Debemos agregar, por ofra parte, que nuesira técnicg difiere de la descripta
en el mencionado trabajo, porgue ella implica la separacion previa de la bilirru-
bina al estado de bilirrubinato de bario, a fin de evitar la interferencia de otras
reacciones por el mismo reactivo y el poder de detencion de las sustancias de la
orina,. para loa visibilidad de la Azorrubina. — En cambio los cutores nombrados,
parece obtienen andlogo resultado por el agregado de una solucién Tampén y de
benzoato de cafeina. s
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Tomamos como base la Diazo-reaccién de Enrlich, utilizada
para la dosificacion de la bilirrubina en el suero sanguineo, la que
es capaz de denunciar fracciones de miligramos por 100 c.c. de
suero.

Las dificultades que se presentaban para la aplicacién del re-
activo Diazo, eran varias: en primer lugar las orinas presentan la
propiedad, en algunos estados patolégicos, de reaccionar con el re-
activo, independientemente, al parecer, de la presencia o ausencia
de bilirrubina; en segundo lugar y esto es muy importante, hay
numerosas orinas, que mismo agregdndoles contidades apreciables
de bilirrubina, ya sea en forma de bilis, o de otra orina rica en bili-
rrubina, no reaccionan francamente con el Diazo, cuando este reac-
tivo se agrega directamente.

Sin con una misma bilis, tomamos dos series de diluciones cre-
cientes, una con solucién fisiolégica de Cloruro de sodio y otra con
crina normal, agregando a todos los términos una misma contidad
de reactivo Diazo, observaremos, que en la serie con suero fisiold-
gico la reaccién es POSITIVA a diluciones mucho mayores que en
la serie con orina; por ejemplo. En una experiencia con bilis B, la
reaccién en la serie con solucién fisioldgica era atn positiva en la
dilucién 1/160; en cambio en la serie con orina era ya NEGATIVA
en la dilucién 1/40.

Para obviar esos inconvenientes; es decir la posibilidad de sus-
tancias reaccionantes independientemente de la bilirrubina y el po-
der de detencidén de la misma orina para la reaccion, ensayamos el
aislamiento previo de la bilirrubina por el Cloruro de bario, tal cual
se hace en el Grunbert y ofras técnicas. En el precipitado de bilirru-
binato de bario asi obtenido y lavado hicimos actuar el reactivo
Diazo con excelente resultado.

Como el reactivo Diazo, da la recccién caracteristica sélo con
la bilirrubina, es decir no oxidada, es necesario hacerlo actuar en
primer término sobre el precipitado de bario, agitando bien y espe-
rando algunos instantes para que la reaccién tenga lugar; sdlo des-
pués se hard actuar el alcohol acido para la liberacion de la ya
czorrubina.

Es interesante constatar que para la liberacion de la azorrubing,
o sea su pase a solucion, es necesario la presencia de alecohol vy
que no es indiferente el dcido a emplear. Tratando el precipitado
bdrico, por alcohol clohidrico en la misma concentracion que para
el Grunbert, sélo una parte de la azorrubina pasa en solucién, que-
dando siempre en el fondo el precipitado barico més o ‘menos colo-
reado por la azorrubina. En cambio el uso del dcido sulfirico en
cierta concentracién se muestra muy favorable, pasando la azorru-
bina totalmente en solucidén, dejando en el fondo del tubo el preci-
pitado bdrico completamente blonco. Probablemente esta accidn
favorable del dcido sulftrico se debe a la insolubilizacion del bario

al estado 'de sulfato.
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TECNICA
Reactivos necesarios

1° Reactivo Diazo, de la siguiente formula:

SOLUCION A
Node atilloniifyg: - e e i gr
Acido ‘clothidrlce: - D148 v o s
Agua destilada: hasta - . v o 7 00 e
SOLUCION B
Nitrito . 'de gbdio = . e etk 0gr. 50
Agud destiloda haster o 2 e

2° Solucién de Cloruro de Bario al 5 %.

3° Solucién de Acido Sulftrico al 10°% (en peso).

PROCEDIMIENTO

10 c. c. son colocados en un tubo de centrifuga y se le ggrega
5 c.c. de la solucién de bario; se agita bien y se centrifuga. Se arroja
el liquido sobrenadante y se agrega agua destilada, mezclando vy
agitando bien para incorporar el precipitado. Se vuelve a centrifugar
se arroja el agua de lavado y sobre el sedimento se agrega un c.c.
del reactivo Diazo recién preparado, obtenido mezclando un c.c. de
solucién A con una gota de solucion B. Después de mezclar se
agrega un c.c. de la solucion de dcido sulftirico, se vuelve a mez-
clar y se agrega un c.c. de alcohol, se agita y se deja sedimentar
o se centrifuga.

En el caso de la presencia de bilirrubing, el liquido sobrena-
dante toma una coloracién violeta caracteristica, mads o menos in- .
tensa. Si no hay bilirrubina el liquido es incoloro o amarillento.

Hemos ensayado esta técnica desde el afio 1932 hasta la fe
cha y jamds hemos enconirado un resultado discordante con la
clinica.



