Estudio comparativo de la bilirrubina indirecta
seglin diferentes métodos *

B. A. MENDIOROZ; E. CASTRO y M. E. CAMIOU

En comunicaciones anteriores mostramos como se pueden obtener
valores -erréneos de bilirrubina indirecta cuando se usan topes.

En el presente trabajo se estudia la bilirrubina indirecta obtenida por
calculo de la diferencia entre la cantidad de pigmento obtenida en una
reaccién total con alechol y otra reaccion llamada directa sin alcohol o sus-
tancias directizantes.

Particularmente nos referiremos al método Malloy y Evelyn,’ quie-
nes han introducido el estudio de la bilirrubina indirecta en base a dife-
rencias de la velocidad de reaccién en la reaccidon directa, tomada al ca-
bo de plazos variables y arbitrarios.® # *

Ademas estudiamos algunos sueros por diversos meétodos de distinto
fundamento para mostrar la heterogeneidad de valores y la dificultad de
su interpretacion

METODOS USADOS.— Usamos el método de Malloy y Evelyn tal cual
lo hacen sus autores. Consideramos la lectura de 10 minutos como de bi-
lirrubina directa, porque después de ese plazo hay demasiada indirecta
que reacciona en forma directa.”

Obtenemos la lectura de 1 minuto segin Ducci y Watson en base a
este argumento y a que consideran la bilirrubina directa retardada como
indirecta.” :

Adaptamos la técnica de Varela Fuentes® al fotocolorimetro Evelyn
con 0,5 c.c. suero y volumen final de 10 c.c.

Hacemos la téenica de Castex, Lopez Garcia v Zelasco,” y la de Rap-
paport y Eickhorn y Gray y Whidborne adaptandolas ambas a un volu-
men standard de 10 c.c. con una toma comun a todos de 0,5 c.c. y conser-
vando las proporciones de los demas reactivos que usan los autores.’:?

Estas adaptaciones tienen la finalidad de poder usar el fotocolorime-
tro Evelyn y de comparar la bilirrubina en concentracciones similares en

#
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tos distintos métodos. Los blancos se hacen todos con los solventes corres-
pondientes, con 0,5 c.c. de suero y 1 c.c. de diazo “A” en vez del diazo
reactivo completo, con lo cual se obtiene el maximum de transparencia e
igualdad.

RESULTADOS.— En el cuadro I se muestran los valores de bilirru-
bina, directa e indirecta obtenidos en 596 sueros clasificados clinicamente,
'y de acuerdo a sus concentraciones en bilirrubina, asi como en 33 bilis,
22 orinas y 6 liquidos céfalorraquideos ictéricos.

En el cuadro II se muestran los resultados obtenidos con bilirrubina
pura diazotada en concentraciones crecientes en distintos solventes.

Cuadro II.
Sol. acuosa Densidad Densidad 6ptiea
bilirrubina  Concentr, optica G — lativ
Tubo -y relativa 30 540 “]-l_l, oncentracion relativa

1* Serie: Sol, Bil. 4 agua c.s.p. 2 ¢.C. 4 8 ¢c.c. NJOH 005 N.+1 cc. D. R.

1 0.25 1 . 0099 .0099
2 0.5 2 .0269 .01345
3 1.0 3 .0642 .0214
4 1.5 4 .1010 .02625
5 2.0 5 .1221 .0244

2% Serie: Sol. Bil. 4+ agua c.s.p. 2 ¢.C. -- 5 c.c. etanol - agua 3 ¢.c + 1 cc D, R

1 0.25 1 .0269 .0269
2 0.5 2 .0494 .0247
3 1.0 3 .0956 .03183
4 1.6 4 .1675 .04187
5 2.0 5 .2265 .0451

2% Serie: Sol. Bil. 4 agua c.&p. 2 c.c. -+ 5 c.c. metanol - agua 3 c.c. + 1cec. D R,

1 0.25 1 .0235 .02356
2 0.5 2 .0982 .0491
3 1.0 3 L1973 .0657
4 1.5 4 .3050 .0762°
5 2.0 5 .38560 0770

Estudio de la desviacién de la ley de Beer en la diazotacién.de la.bilirrubina en dife-
ventes medios en funeién de su concentraeién.
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Cuadro IIT.

Snera N° Téenien B. total B. directa B. indireeta
I) R C. Malloy y Evelyn (107) ... 12,20 8.40 3.80
Ducci y Watson (1) ...... 12.20 5.51 6.70
Varela Fuentes ............ 12.20 0.58
C—L & y 2 ., .iciviuiane 7.38 2.67 4.62
II) 8.d. 8. M E.-D. W, (1) ......... 3.01 1.40 1.61
Varela Fuentes ............ 3.01 D. R. Amarill
C—L. G. v 2. ............. 2.88 0.91 1.97
III) L. C. M.EyD yW. (1) ....... 0.47 0.094 0.38
Varela Fuentes ............ 0.47 0.15
CmT s ¥ For < oe v srasla 0.49 0.0 0.49
V) E. M. M B L0 ol i mms dinieen 6.08 4.41 1.65
M.EyD yW (1 ....... 6.06 3.57 2.49
Varela, Fuentes ............ 6.06 0.49
Rappaport y Eickhorn ., ..... 5.31 4,80 0.51

Estudio de la bilirrubinemia por distintos métodos en 4 sueros.

En el cuadro III se muestran los resultados comparativos de bilirrubi-
na directa e indirecta obtenidos con los métodos mencionados en algunos
sueros humanos. :

En el cuadro IV se dan los valores de la bilirrubina indirecta calcula-
dos segin Malloy y Evelyn y los de bilirrubina cloroformo extraible se-
gin Varela Fuentes, con sus diferencias y los diagnosticos corres-
pondientes.

COMENTARIOS.— Observando las cifras promedio del cuadro I se
ve que puede establecerse una diferencia entre los sueros provenientes
de ictericias hemoliticas, por derivacion biliosanguinea y los normales,
en base a la cantidad de hilirrubina que reacciona en forma directa en
los primeros minutos.

Sin embargo, el analisis de las cifras que integran esos promedios
muestra una dispersion tal, que no permite en muchos casos distinguir
el origen de un suero, borrando la distincion clara y neta que se extable-
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Cuadro IV,

Método Malloy ¥ Evelyn Bilivrubina  Bilirrub. 1
Cloroformo  que s¢ dice
Billrrubina extraible “perdida’ :
Bilirrubina  Bilirrubina  indirecta  Varela B.L— B.CLE,
total dirvecta 10" B.T.— B.D. Fuentes Ext.
Caso mgs. Y mgs. % mgs. G mes. % mes. 9 Dingndstico
1 0.35 0.17 0.18 0.12 0.06 Normal.
2 1.2 0.81 0.38 0.17 0.22 Normal.
3 2.1 0.60 1.5 1.02 0.48 Icterica hemolitica.
4 2.1 0.80 1.3 0.47 0.83 Cirrosis portal.
5 3.4 0.59 2.81 1.55 1.26 Icterica hemolitica.
6 7.8 5.62 2.18 0.61 1.57 Hepatitis virédsica,
7 11.78 7.64 4.14 1.69 2.45 Cirrosis con hepatosis,
8 8.38 5.16 3.22 0.50 2.72 Hepatitis virésica.
9 16.48 11.22 5.26 1.77 3.49 Hepatosis grave.
10 17.70 11.84 5.86 1.63 4.23 Hepatosis grave.
11 17.1 11.8 5.3 0.32 4.96 Obstruceién biliar sin le-
sién del parénquima,
12 32.4 22.5 9.9 0.81 9.09 Colédocolitiasis sin lesién
parenquimatosa.
13 37.4 19.2 18.2 0.75 17.45 Obstruceién biliar sin le-
sién parenguimatosa.
14 73.2 50.1 20.1 1.18 18.92 Obstrue. biliar con hepat.
15 68.8 47.6 21.2 0.68 20.54 Ictericia obtsructiva pura

sin hepatosis.

Estudio de la diferenein existente entre la bilivrubing indirceta caleulada segin
Malloy y Evelyn y la bilirrubina indirecta extraible por el eloroformo. Nétese que la
cantidad de pigmento que se dice se pierde por “insuficiente extraceion” osti en rela-
eibn directa con la concentracién de bilirrubina total del suero ¥ que cifras de tal mag-
nitud son hasta cuarenta veces superiores a las pérdidas reales ecomprobadas por diversos
investigadores, En cambio, la B, 1. CL Bxtr. se vineula al diagndstico independiente-
mente de la concentracion.

ce con la simple y rapida diazoreaccién directa de Vanden Bergh hecha
con un poco de suero y una gota de diazo reactivo, La razén de este fe-
nomeno esta en que, como lo hemos demostrado en trabajos anteriores,
el porcentaje de pigmento que reacciona en forma directa Y su aprecia-
cion colorimétrica, depende no solamente de las verdaderas condiciones

del suero, sino también de otros factores no tenidos en cuenta hasta
ahora.
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. Estos promedios son mayores a medida que aumenta la concentra-
¢ion de B. en la toma de ensayo. Esto esta comprobado ademas en el
euadro II, donde se muestra, dividiendo la densidad 6ptica méaxima al-
canzada en el periodo de estabilizacion, entre la concentracién relativa
de bilirrubina en la muestra, que donde mayor es la concentracién, ma-
yor es el porcentaje de pigmento que se combina al diazonio.

. Considerando, de acuerdo a los promedios de porcentajes de reac-
cién directa que hay: 20, 43, 61, 69, 73 y 58 % de bilirrubina directa en
sueros hemoliticos, normales, de derivacion bilio sanguinea, y en bilis,
erina y liquido cefalorraquideo, respectivamente, habria que admitir que
los valores de 80, 57, 39, 31, 27 y 42 7% son de bilirrubina indirecta, lo
cual no concuerda con los conceptos fisioldgicos sostenidos hasta el
presente.

En el cuadro III se muestran los valores comparativos de bilirrubina
indirecta segin Malloy y Evelyn y los de bilirrubina cloroformo-extrai-
bles, de Varela Fuentes. Las diferencias entre ambos valores muestran
gque no pueden atribuirse, como hacen algunos autores, a insuficiencia
de extraccion por el cloroformo o a pérdidas por evaporacién. Sepilveda
y Osterberg® han demostrado que no hay grandes pérdidas por extrac-
cién insuficiente. Heilbrun y Hubbard ? dicen que las pérdidas por evapo-
racion no aleanzan al 50 % del pigmento. Estas cifras las hemos confirma-
do en experiencias personales, y anadimos ademas que las pérdidas son
de ese porcentaje en las concentraciones bajas de pigmento, del nivel de
las cifras normales, pero en concentraciones mayores las pérdidas son atin
relativamente menores.

Por consiguiente, no puede admitirse que se pierdan cantidades ta-
les como 17, 18 y 20 mg. de bilirrubina que representana de 20 a 30 veces
la cantidad de pigmento hallado por la extraccién cloroférmica.

;De doénde proviene esta cantidad “extra” de bilirrubina indirecta
calculada? Recordando experiencias anteriores,'” donde se muestra la
influencia de la naturaleza de los solventes sobre los coeficientes de ab-
sorcion de la bilirrubina diazotada y sobre la posicion de las bandas de
maxima absorcion, llegamos a la conclusion de que la bilirrubina indi-
recta calculada es solamente un factor de relacién entre la densidad 6p-
tica de los colores obtenidos con la misma cantidad de bilirrubina en
distintas condiciones y las diferencias de velocidad de reaccion que ellas
determinan.

En efecto, el método de Malloy y Evelyn compara una reaccién di-
recta en medio acuso y que no ha llegado a su fase de estabilizacion con
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una reaccion total en alcohol metilico al 50 % medidas con una calibra-
cion hecha en alcohol etilico con trazas de cloroformo y agua, y luego
resta las dos primeras entre si. Las experiencias de Miguel Garecia y
Betolazza,'' realizadas precipitando la bilirrubina directa de la bilis con
sales a saturacion, extrayendo con cloroformo el pigmento liberado de
esa manera de sus complejos lipidicos'® y determinando sucesivamente
la bilirrubina directa e indirecta por el método de Malloy y Evelyn des-
pués de cada extraccion cloroférmica, hasta casi agotamiento del pigmen-
to de la bilis, muestran que nada tiene que ver el pigmento cloroformo
soluble con la cifra constante de bilirrubina indirecta hallada por dichos
autores después de sucesivas adiciones de sal, y de sucesivos agotamien-
tos con cloroformo. Esta cifra casi constante de 12 mg. hallada cuando
la bilis tiene 93 mg. % y cuando tiene 43 y 33 y 18 y 17 mg. %, repre-
senta objetivamente nada mas que una relacién constante entre dos cir-
cunstancias distintas en que se coloca al mismo pigmento.

En sueros humanos ictéricos hemos hallado casi lo mismo: después
de agotar con cloroformo se obtienen los mismos valores diferenciales
de bilirrubina indirecta que antes de la extraccién, lo cual demuestra
que la pequenez de la cifra de la bilirrubina indirecta cloroformo-extrai-
ble no interviene en los porcentajes de la reaccién directa y que es otro
el factor que los determina.

En el cuadro IV se muestran algunos valores de sueros estudiados
paralelamente con las técnicas sefaladas y se aprecian las dificultades
para interpretar los resultados.

La técnica de Castex, Lopez Garcia y Zelasco® se funda en que la
bilirrubina indirecta reacciona en forma directa en un 60 % de la can-
tidad total. Hace una reaccién directa a pH 1,7, aproximadamente y una
reacciéon total a pH 5,7, aproximadamente, con cafeina-benzoato. Tiene
el mérito de que se restan reacciones obtenidas ambas en su fase de equi-
librio por lo cual sus porcentajes de reacciéon directa tienen un caracter
erréneo pero sistematico. Aplicando la férmula de los autores al calculo
de la bilirrubina en mg. %, se obtienen valores de B. indirecta superio-
res a la bilirrubinemia total, lo cual prueba que el color medido lleva un
incremento extrano a la concentracion del pigmento y que nosotros atri-
buimos a las diferencias de solventes y de condiciones.

La técnica de Rappaport y Eickhorn ya fué comentada en comunica-
ciones anteriores, y mostramos también la artificiosidad de la bilirrubi-
na indirecta calculada, con soluciones de bilirrubina pura en topes.
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Después de haber realizado este estudio tuvimos conocimiento de la eomunicaeitn
de Duecei y Roeschmann confirmando nuestras conelusiones, por lo cual omitimos muchos
datos referentes o la lectura de 17,

Especificidad de la ponzofia de Il.oxosceles laeta *

JUAN E. MACKINNON y JASKEL WITKIND

La gravedad de los accidentes provocados por la mordedura de la
arana L. leeta en el hombre '+ % * * nos ha inducido a probar diversos sue-
ros antiponzonosos, antiofidicos y antiaracnidicos contra el emponzona-
miento por L. leete a la vez que un suero especifico.

METODOQO.— Para preparar el suero antiloxosceles se hizo picar re-
petidamente en las orejas a tres conejos de mas de 3 kilos de peso por
ejemplares hembras de L. leeta. El intervalo entre una y otra mordedura
fué de siete a quince dias. Al cabo de un numero variable de morde-
duras (6 a 14) ya no se observo la producciéon de necrosis y éscaras ni
de edema equimético. Se realizaron sangrias parciales y el suero fué
conservado en la refrigeradora a 2°/C con mertiolato al 1/10.000. Los
otros sueros probados fueron los siguientes:

1) Suero antilatrodectus. Preparado contra Latrodectus mactans
o “arana del lino” en el Instituto Bacteriologico C. Malbran, de Buenos
Aires.

*  Departamento de Parasitologia del Instituto de Higiene. Facultad de Medi-
eina. Montevideo, Uruguay. Presentado en sesiéon del 28 de abril de 1953.
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