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1 TRODUCCION

A partir de la inl·roducción de la reacción dillZO para la determinación de
la bilirrubina y desde que inicialmente VAN DEN BER(;H Y Si'\APPER, citados en
BULlJNG (5), la usaron par" la medida !'cmicuélntitativ<1 eL b misma. Y" .MALLOY

y EVELYN en 1937 (22), la adaptaron para fotocolorirnc:tría, se han sugerido
muchas modjficacionc~· para c~a prueba c"bica. La~ dderminacionc~ corrccLls de

la bilirrubina pueden ser difíciles; Wi1 mucha razón s(: ha dicho <'Jue tl ani!lisis
de la bilirrubinernia es en química clínica, uno de los procedimientos menos dig­
nos de wnfianza. Sin embargo, l1l~:todos sin:ples, exactos y factibles de reproducir,
están ahora a nuestra alcance, si ponemos especial atcnción a los detalles técnicos,
utilizamos productos químicos dc: alta pureza y usamos soluciones de trabajo re­
cientes y patrones adecuados.

En vista del intcrés de todo lo concerniente a la bilirrubinometría sanguínea,
creemos conveniente mencionar algunos h('ch05 de importancia (:n relación con
este tema, así como señalar al,gunas investigaciones recientes en este interesante

campo de la química clínica.

De los varios métodos astquibles para la medida de la bilirrubinemia, el de
MALLOY y EVELYN (22), sigue si(ndo el más satisfactorio y el más difundido. Se
han propuesto muchas modificaciones al método original de los autores, sin em­
bargo, pocas se apartan del fundamC:l1to técnico originalmente propuc.sto. Con­
seruentemente, la gran mayoría de los métodos disponibles para la determina­
ción de la bilirrubina, tanto en suero como en otros líquidos orgánicos, se basan

en su reacción con el ácido sulfanílico diazotado. Cuando el ácido sulfanílico en
solución de ácido clorhídrico es tratado con nitrito de sodio, se convierte en
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ácido diazo-beoctl1osulfónico, L1suatmmte jlamado ácido sulfanílico diazotado o

simplemente dialO reactivo. ERHUCH en 1883, citado en BILLING (5), descubrió
que lllando 'Se trataban con este reactivo soluciones de bilirrubina, se producía

Wl <.Olor que variaba con el pH del medio, por ejemplo, rojo a baja acidc.:z.

En la fé<lcción de Van Den Bergh la bilirrubina se conjuga con el á(:iciu
sulfanílico diazotado, para formar la erróneamente llamada azo·bilirrubina (10).

En clIanto a la naturaleza de l::t reacción Cluímica <-1l1t se produce ai reaccionar la

bilirrubina en medio alcohólico con el reactivo diaza, se han suscitado varias

opiniones. Se dice que la habilidad de conjugación cit" una sustancia con el ácido
sulfanílico diazotado, es una propiedad de los compuestos pirrólicos que posccn

posiciones alfa o bt'ta libres, Los compu(;stos pil'rólicos sin posiciones alfa o beta

libres, pueden conjugarse solamente si el grupo sustituible en su molécula, por

ejemplo grupos carboxllos, es rápidamente desplalado. Si tenemos en mente la

fórmula de la bilirrubina. recordaremos que no hay posiciones alfa o bt:ta libres

}' qU(' los grupos OH no podrían ser fá<..ilmf'-nte reemplazados. Por lo tanto se

ha su,gerido que en la reacción del diaza del ácido sulfanílico con la bilirrubina,

la molécula se "parte" en dos compuestos dipirrólicos, ácido vinil-neoxantobili·

rrúbico }' ácido vinil-isoneoxantobilirrúbico. Estos dos compuestos tienen posi­

ciones alfa libres y pueden por ello dar fácilmente la reacción con el diazo (10).

Quienes interprt-tan en otra forma la naturaleza de e-stas reacciones, seña­

Jan que fundamentalmente son dos las reacciones químicas de la bilirrubina con

ti reactivo diazo. En la primera e\c tIlas, la bilirrubjna se "parte" en dos Jipi­

rrol~s, uno de los cuales se une al diaw inmediatamente (azo-bilirrubina); se­

guidamente y en prestnda de un exceso de reactivo diazo, el formaldehido es

liberado del otro dipicrol, con la formación inmediata de otra molécula de azo,

bilirrubina. De hecho, las dos a,.o-bilirrubinas no son idénticas, pero se compor­

tan cspcctrofotométricamcntc igua!. Entol)cc:s la reacción global consiste, ell la

interacción de una moléC1IJa de bilirrubina (on dos moléculas de reactivo diazo_

para formar dos moléculas de azo-bilirrubina, esto de acuerdo con la interpretación

química de la reacción diazo de EHRLiCH, citado en BILLING (5).

La bi!irrubina permanece soluble al 1'1-1 de la sangre y es llevada en el

plasma, unida principalment-e:: a la alblllllin<l y en menOr proporción a la globulina

alfa¡ (3i). La bilirrubina en esta forma, es decir nO conjugada, es virtualmente

insolublE en agua bajo las condiciollC5 el<. la Ra«( ión directa de Van Den Bergh

y por ello no puede acoplarse con d re:l.ctivo diazo de Ehrlich (reacción directa

negativa). La ligera reacción directa (menos de 0,25 mg5í) que puede encontrar­

se en sueros normales, puede ser atribuida <l la acción disolvente de sustancias como

la urca, :ícitios biliares y citrato, a la regurgitación desde el hígado de pequeiias

cantidades de bilirrubina conjtl.~ada }' a monoglucurónidos formados por conju­

gación bilirrubínica en tejidos extrahep:Hicos (31). ta adición de sustancias

tl11C contienen ,~rupos alcohúJicos (alcoholes metílico)' etílico), es entonces esc:n­

(ial para que la reacción completa in vitro tenga lugar, tanto en sueros norma!c:s

como en Jos de pacientes con hipcrbiJirrubincmia por h(.m{llisis aumentada. La

bilirrubina libre o no conjugada, reaccionará con el reactivo diazo solamente en

solución alcohólica, tal}' como suc.ede en el procedimiento de MALLOY }' EVElYK

y en la gran mayoría de las modificaciones que se han introducido al método,

Como ambas forlllas de bilil.'rubina son solubles en alcohol, (uando se utiliza el
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alcohol metílico en los procedimientos cuantitativos, el color obtenido representa
la bilirrubina total (28). El alcohol metílico se n~a ti) Ena concentración nece­
saria (40 . 50%) tanto para disolver la bilirrubina, como para evitar la precipi­

tación de las proteínas séricas y la pérdida de pigmento por absorción (19).
Aunque otras sustancias pueden usarSE para asegurar la reacción entré la

bilirrubina libre o no conjugada y el reactivo uiazo, entré ellas cafeína, urea y
benzoato de sodio, el alcohol metílico es el más satisfactorio.

Los factores responsables de las reacciones directa e indirecta de Van Den
Bergh, han sido motivo de controversia por muchos años. Evidencias relativa­

mente recientes, han abolido completamente la idea de que tales diferencias se
deben a la participación de las proteínas séricas, toda vez que ambos tipos de
bilirrubina se encuentran normalmente unidos a la albúmina (25). Como el

complejo bilirrubina-albúmina se disocia a un pHinferior a ") y la reacción clá­
sica de Van Den Bergh se lleva a cabo a un pH entre 2 y 4, ambas bilirrubipas se

encuentran libres de la proteína, por lo que su acoplamitnto con el reactivo diazo,
con o sin alcohol, no dep~nde de una difert.ntc unión con las proteínas séricas
(25). Como veremos más ad-:lante, después de las exptricncia~ cronntográficas
realizadas por varios autores, se demostró que la rcacci(ll1 directa se debe a los
mOlla y diglucuronatos de bilirrubina, solubles en agua y que la bilirrubina libre
no conjugada es responsable de la rfacción indirecta.

COLE r LATHE (11) prepararon en 1953, extractos libres de proteínas de
sueros de paciEntes ictéricos, que analizaron por procedimientos especiales de

cromatografía, logrando separar un pi,~m:nto de movimiento lento y otro más rá·
pido. El pigmento lento dio la reacción ínuirecta de Van Den Bergh y era el
mayor componente en los sueros df' pacientes con ictericia hemolítica. El pig­

mento rápido, más polar, era soluble en ar;na y daba la rf>acción directa, estando
presente en pequeñas cantidades en los sueros df' IHcientes con enfermedad hemo­
lítica y muy abundante en lo:> casos de ictericia obstructiya. A partir de estas no­

tables investigaciones, se llegó a la conclusión de que la naturaleza de la reacción
de Van Den Bergh dep:=nde fundamentalmente de la existencia de dos tipos de
pigmento. BILLING el al. (6) lograron establecer la naturaleza completa de la

reacción diazo de la bilirrubina y de sus glucurúnidos, también por procedimientos
especiales de cromatografía. De esta manera encontraron la formaci(lO de un
pigmento A, dipirrólico, a partir de la bi!irfllbina libre diazotada, de un pigmento
B, dipirrólico, a partir de la bilirrubina monoglu'_'urcnada (pigmento 1). Pos­
teriormente BILLING (5) refinó la técnica y logró cuantificar cada fracción (libre,
mono y diconjugada), aplicando su método a la interpretación clínica de las
ictericias.

Luego POLITTE }' LUCAS (29) adaptaron el proccdimiento de BILLING para

uso rutinario y llegaron a la conclusión de quc los cambios en el pigmento I1, refle·
jan fielmente el grado de daño hepatocelular. De esta forma, conforme la ictericia
progre-a, la cantidad de pigm':nto II disminuye, mientras aumenta la de pigmento 1
}' la bilirrubina no conjugada. El pigmento 1 se eleva primero, seguido de un
aumento de la bilirrubina no conjugada. Esto sugiere que el pigmento II es un
indicador sensitivo de la capacidad conjugadora del hígado, lo cual refleja la
integridad funcional del órgano. BILLING (5) ha sugerido que además de la
obstrucción que prevé la excreción adecuada de los pigmentos biliares, ~xistc tam-
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bién un impedimento a nivel hepático en la conversión de la bilirrubina a mono­
glucuronato y de ésta a diglucuronato. Por otfa parte, en pacientEs con ictericia
obstructiv3 se han encontrado altos niveles de diglucuronato en la obstrucción
aguda, mientras que en la ictericia hepatógena se scilala elevaci6n de los rnonoglu·
(manatos. Sin embargo, en la actualidad no pm:ecmos tina témita analítica
cuantitativa simple, para el fraccionamiento de la bilirrubina en sus formas lihre

y conjugada. En esto uno de los más importantes ob:tácu195 es la falta de prepa­
rados puros de bilirrubina conjugada, que puedan servir como patrones de rde­
rencia (19, 26).

En vista de que no contamos en la actu'llidad con faCilidades para estu­
dios cromatográficos, seguimos utilizando el procedimiento de MALlOY }' [VELYN

para la estimación de los ni\-eles de bilirrubina directa y total, aunc¡ue no tengan
ningún valor para el diagnóstico diferencial de las ictericias obstr"uctiva y hepa­
tóg.:na, aunc¡ue sí en el de las hipcrbilirrubinemias pre hepáticas"y las hepáticas
y post hepáticas.

En ciertos especímencs de sueros ictéricos, la rfacción directa toma lugar
más lentamente que en otros y este tipo de reacción ha sido la base para la cla~i­

[¡cación de la bilirrubinemia en pronta, bifásica y retardada. Estos término_, han
llegado a ser anticuados y de poca utilidad práctiL'a a pesar de la opinión de au­
tores de tanto fénombre como DUCCI y W ATSON (13).

Las principales modificaciones al método 'químico de MALLOY y EVELYN

(22), consisten en la variabilidad de los pasos que permiten el desarrollo de la reac­
ción de color, tanto en la d~terminación de la bilirrubina total como de la directa_

Hay procedimientos c¡ue determinan b bilirrubir.a total, leyendo el color desa­
rrollado quince minutos después de que la muestra en estudio entró en contado
con f'l diazo reactivo de Ehr1ich en solución alcohólica; el1 otros la lectu"fa .del

color debe hacerse a los veinte o treinta minutos. Respecto a la lectura de la
bilirrubina directa, la falta de uniformidad es aún mayor, puesto q_llC se reco­
mienda hacerla a plazos muy diferentes y que fluctúan entre uno y treinta mi­
mItos (19). QL!,icnes recomiendan plazos breves, lo hacen por temor a que si
se deja reaccionar demasiado tiempo, cierta fracción de la bilirrubina libre logre

dar reacción directa; q.uicnes sugieren los plazos prolongados se basan en el te­
mor de que no toda la bilirrubina conjugada alcance a reaccionar en plazos de­
masiado breves. En todo caso <''5 indudable qu,,:, la reacción diazo, especialmente
para la fracción directa, es bien compleja, na esteqL1iométrica y se ve afectada
por muchas variables (26).

ARJ-fAS et al. (2), con el fin de adarar esto:, puntos hicieron un estudio,
basado fundamentalmente en la infonn1ción que aporta la separación cromatográ­
fica de los pigmentos biliare" t:s decir, no en la clásica reacción de color obtenida

por diazotación, sino en la separación lograda gracias a las difcrentts propiedades
físico-químicas de los pigmentos, como lo preconizaren BILLING el al. (6), lo­
grando obtener resultados variables, en cuanto se refiere a la correlación entre

los valores de bilirrubina directa estimada Cjuímicamcnt= y la estimación ~erni­

cuantitativa por separación cl'omatogrHica. En todo caso, los autores estimaron
que la bilirrubinemia detErminada a los treinta minutos, representa fielmente la
bilirrubina total. Si se toma como adecuada la proporción de bilirrubina directa
e indirecta f:stimada crornatográficamente, se encuentra que en la determinación
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química, esta proporcIOn aparece a plazos muy variables. Cualquiera de esos
plazos recomendados, puede ser insuficiente en algunos casos y excesivo en otros.
En fin, la demora variable en reaccionar totalmente, no guardó relación con la
cantidad ni la proporción de bilirrubina düecta. Esto lleva a lo~ autor<.'S a la
conclusión de que es posible que existan factores 3(e!eradores o inhibidores ele
la reacción.

En el pasado no se le daba suficiente atención a la e3tabilidad de la 'bili·
rrubina en el plasma o suero; actualmente se sabe, que los c--sp~cLmenes de SltCrO
deben analizarse tan pronto como sea posible después de tomada la muestra y
que en ningún caso deben dejarse expuestos a la luz O al aire, }'a <-llle los pig­
mentos bilirrubínico5 son _slimam~ntc lábiles y se desnaturalizan, por lo que
los valores que se obtcnga~ en esas condiciones serán bajos. La exposición de
los sueros por varias horas a la luz ordinaria de los Jaboratorios, puede re~l1cir

el contenido de bilirrubina en un 10% O más (3); pérdidas hasta de un 5070
en una hora, pueden ocurrir en sueros cxpuesto~ a la luz solar (27). La má·
xima sensibilidad ocurre 0:>0 luz de una longitud de onda de 460 mu (12). Estos
cambios probablemente se deban a lLOa oxidación de la bil¡rrubil~a a bilivcrdina,
por u.n incremento dd potencial oxidación-reduccijo con un aumento de Ja
absorción a 600 mu (8). Si los Sllf.ros no van a ser analizados inmediatamente,
entonces pueden refrigerarse o congelarse sin que la luz sea problema, ya que se
considera que la pérdida de bi~rrubina es muy ligera cuando los sueros se guar­
dan a 4'/ c: por toda una noche (A).

Por otra parte, los procedimientos con diazo para bilirrubina sérica dan
grandes errores en presencia "de hemoglobina, posiblemente como resultado de
la conversión de la hemoglobina a metahemoglobina por el ácido nitroso pre·
sente en el tubo de prueba, pero no en los controles o patrones (8). Ademá,
se han señalado muchas sust<l-ncias, drogas en especial, que pu.eden modificar las
pruebas por bilirrubinemia, sfa elevando O disminuyendo los valores rtales o pro­
vocando falsos pO'Sitivos o negativos (14).

NormaJmente en el suero humano se f'vcuentra sólo bilirrub~na, sea con­
jugada o libre. Sin embargo, la biliverdina se ha reportado o reconocido en el

suero de pacientes ictéricos (11). Este punto es muy importante, ya que la
exposición del suero ictérico a la luz y al aire pued~ causar oxidación de la bij¡·
rrubina a biliverdina, con lo ;e¡u~ los valores serán más bajos que los reales, por
cuanto la biliverdina no responde a la reacción diazo. Por este motivo, ZARADA (33)
considera que la medida única de la bilirrubina no es un reflejo del total de pig.
mentas biliares o bilirrubinico; presentes en los sueros ictéricos. De ahí c¡ue
este' autor, entre otros, haya diseñado un procedimientc para m'2dir cuantitativa·
mente todos los pigmentos biliares del suero, lo cual en su opio ián es de mayor
valor clinico, por cuanto permitirá comprender absolutamente la severidad del
cuadro ictérico.

La bilirrubina se ha cuantificado también por otros métodos aparte de
la diazotación con ácido slllfanílico, incluidos en é~to, procedimientos seU1H..uan·
titativos con tabletas reactivas (20).

La determinación ele este pigmento por oxidación a biliverdina en medio
ácido, ha sido aplicada desde hace muchos año5 tanto para bilirrubioc:mia como
para bilirrubiouria. Sin embargo estos métodos tienen varios inconvenientes, en·
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trc ellos, la extracción incompleta de la bilirrubina unida a proteínas, la turbidez
provocada por lípidos en la solución coloreada final y lo más importante, la pepo
ducción de una reacción de color incontrolable.

FERRO y HAM (15) han propuesto un método en que usan alcohol isopra­
pílico acidificado, para la completa extracción de la bilicrubina de la'S proteínas.

Luego se disuelven los lípidos COn metil cellosolve y s~ USa cloruro férrico
como agente catalítico para la oxidación de la bilirrubina, 10 cual produce un
color azul estable. Los autores consideran que la hemogloQina no interfiere en
esta reacción si ~u cantidad no es excesiva y que la vitamina e en concentraciones _
normales no inhibe la reacción básica de oxidación; posteriormente, los autores (16)
modificaron su método. La bilirrubina libre también se ha cuantificado mediante
una serie de procedimientos de extracción con solventes 'Orgánicos (31), espe­
cialmente con el uso de cloroformo y posterior r·eacción con diazo (7).

En la témica de ]endrassik-Gróf, citada en BlLLlNG (5), la bilirrubina se
hace soluble con cafeína y con benzoato de sodio. En el procedimiento de MEITES

y FAULKNER, preconizado por DE LA HUERGA y SHERRICK (31), se utiliza metanol
acidificado COn ácido clorhídrico, procedimiento muy ventajoso porqne no pro­
voca turbidez en las reacciones finales de color, es adaptable a pequeñas cantida­
des de SLL~ro y poco afectado por hemólisis. Desde el punto de vista fluorométrico
también se ha determinado ruantitativamente la bilirrubina del suero y orina.
Por ejemplo ROTH (30) constató que la bilirrubina en presencia de concentra·
ciones apropiadas de albúmina y de iones H, se transf<'rma en una forma fluores·
cente, de fácil medición, fácil de reproducir y de gran sensibilidad.

la determinación de la bilircubina sérica tiene muchas aplicaciones en
medicina clínica, no sólo por los altos niveles usualmente encontrados en enfenne·
dades hepatobiliares, donde su determinación forma parte del llamado "mosaico
hepático", sino también en condiciones hemolíticas, en las cuale5 la acumulación
del pigmento en sangre se debe al incremento en su forma.ció'n. En una condi­
ción de este tipo, la enfermedad hcmolítica del recién nacido, .la determinación
de la bilirfllbinemia es la base fundamental para el establecimiento de las me­
didas médico terapéuticas, así como también lo es en todos aquellos casos Gue
cursan con "ictericia fisiológica grave" (32).

El valor de los análisis espectrofotométricos de líquido amniótico en el
ante parto de pacientes con problemas de iso-inmunización,: ha sido ampli~mer!~~

aceptado. la mayor cantidad de pigmento bilircubínico en esos líquidos es de
bilirrubina y por ello, ensayos químicos con diazo pueden ofrecer también datos
de igual valor a los obtenidos por análisis espectrofotométricos (17). Sin em­
bargo, los niveles de bilirrubina de importancia clínica en líquido amniótico ~on

tan bajos, que una estimación por los métodos químicos tradicionales puede no
ser aplicable en ciertos casos y por ello McNAY 1ft al. (21) han llegado a la con­
clusión de. que es más útil y sensible el método espectrofotométrieo.

En los niños con problemas de iso·inmunización materno-fetal, la apari·
ción de la ictericia impone las determinaciones cuantitativas frecuentes de los
niveles de bilirrubina antes de que el niño alcance la cifrre de 20 rng%. Como
se sabe, la prueba de Coombs negativa, la ausencia de anemia O la evidencia de
iso inmunización, no invalidan esta indicación. La importancia de las estima­
ciones repetidas de este pigmento, ha impuesto la necesidad de desarrollar mé·
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todos satisfactorios que requieren muy pequeñas cantidades dc plasma o de suero,
siendo todos ellos, oen su mayoría, procedimientos adaptados del método 'Ori·

ginal con diazo, de MALLOY y EYELYN (1,4, 18,28,31).
En la actualidad hay varios métodos (lue cacn dentro de la categoría de

micro y ultramicrotécnicas (9, 23) en los que se utilizan volúmenes de 'Suero ü

plasma tan pequeños' como 50 lambdas. En la modificación al método dc 1fA­
LLOY y EVELYN que hemos utilizado en el presente trabajo, se ofrecen todas las
alternativas que exige d trabajo rutinario en un laboratorio clínico, cuando por
múltiples factores resulta imposible obtener volúmenes dc sangre (Ille nos pc~·­

mitan llevar a cabo 'la prueba con el macrométodo.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de suero fueron obtenidas de estudiantes universitarios de

uno y otro sexo, con edades comprendidas entre los 17 Y los 25 años.
Para la determinación cuantitativa de la bilirrubina sérica se siguió el mé·

todo de MALLOY y EVELYN (22), con ligeras modificaciones introducidas por di­
versos autores, especialmente MEITES y F AULKNERJ según D.E LA HUERGA y
SHERRJCK (31).

REACTIVOS

l' Metanol (Q. P.)

2l? Acido slIlfrinílico: 2,5 g de ácido sulfanílieo 'se transfieren a un frasco vo·
lumétrico de 500 mI, se agregan 400 mI dc agua dcstilada y 25 m] dc ácido
clorhídrico normal. Se mezcla por agitación circular hasta que todo el ácido
suifanílico entre en solución y se afora con agua destilada. Esta solución

es estable a temperatura ambiente.

39 Nitrito de JOdio (209{, pEso/volumen): Este reactivo es estable 51 se man­
tiene en botella ámbar y en el refrigerador.

49 Acido clorhídrico (1,5%)

5Q Reactivo drazo: Este reactivo 'Se prepara en un volumen determinado, de
acuerdo con el número de pruebas que se vaya a efectuar. Por ejemplo, para
10' pmebas, agregar 0,02 mI de la solución concentrada de nitrito de sodio
a 10 mI del reactivo de ácido sulfanílico; para 5 pruebas, mezclar 0,01 mI
de nitrito de sodio y 5 mI del ácido sulfanílico; si se van a hacer menos de 5
pruebas, mezclar 0,2 mi de nitrito de sodio concC"ntrado con 2,0 mI de agua
destilada. Esta última dilución de nitrito es estable por una semana a 49C

y en botella ámbar. Para cada prueba que 'se vaya a realizar, se toman 0,02
mi del nitrito de sodio así diluido, se añade 1 mI del reactivo de ácido sulfa~

nílico Y' se mezcla bien. Debe usarse enseguida.

6(1 Solución patrón de bilirrubinct: En el prcsc:nte trabajo Se utilizó como refe-
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reneia el reactivo patrón, de suero humano liofilizado con una concentración
definida de bilirmbina de la casa Hyland. Asimismo, para la aplicación del
mismo en nuestro fotómetro Lumetrón, utilizamos un suero diluente libre
de bilirrubina, también de la ca5a Hyland.

METODO

Procedimiento de rutina (0,4 011 de suero).

1. En cada uno de dos tubos o cubetas del colorímetro, que puedan contener
un volumen final de 12 011, se colocan 0,4 011 de suero bajo prueba y 4,6 011
de agua destilada.

2. A uno de los tubos (blancos del suero), se le agrega \,0 mI de ácido clor­
hídrico al 1,5%.

3. Al tubo d(: prueba se le añade 1,0 011 del diazo reactivo fresco, se mezclan
ambos tubos por rotación y se pone en marcha el cronómetro.

4. Con el blanco del suero a 100% de transmisión y utilizando una longitud de
onda de 540 mu, leer la ab"orción del tubo de pmeba, exactamente al minuto
de haber agregado el reactivo diazo. Se calcula la concentración corrcspon­
dientt, en la curva patrón elaborada para estos efectos. Este será el valor
correspondiente para la bilirrubina directa. Los valores obtenidos en esta
ocasión, deben dividirse entre 2 a efecto de corregir la diferencia volumétrica
con respecto a la bilirrubina total.

5. Para bilirrubina total, se agregan 6,0 mi de alcohol metílico a ambos tubos,
se mezcla delicadamente por inversión y se dejan reposar durante treinta mi­
nutos. Al cabo de ese tiempo se lee la absorción del tubo de prueba contra
el blanco del suero. La concentración de bilirrubina total se obtendrá directa­
mente de la curva patrón. La bilirrubina indirecta será el resultado de sus­
traer a la total el valor correspondiente a la directa.

NOTA: Cuando los sueros en estudio presentan un índice ictérico anormal, la
aplicación del método permite obtener resultados de gran exactitud, aún

con diluciones 1 :100 del suero problema. Por este motive es factiblE l1eva( a
cabe la prueba rutinaria del macrométodo, si se parte de una dilución dE suero
previamente establecida, para obtener lecturas calorimétricas dentro del margen
de mayor exactitud. Esto nos permite trabajar muestras de 'Suero ictérico bajo el
procedimiento corriente, con la única condición de multiplicar los valores que
se obtengan en la curva, por el respectivo factor de dilución. Bajo otras condi­
ciones el procedimiento que hemo;- seguido permite trabajar con 20 microlitros
de suero, es decir bajo c~ndiciones de ultramicrométodos o de ultramicrotécnicas_
Para ello se aplica un verdadero procedimiento microtécnico con el uso de volú­
menes de reactivos y de suero muy pequeños, todo en concordancia con la pro·
porcionalidad que c'Xige el procedimiento de rutina o macrométodo (pueden con­
sultarse los trabajos de DE LA HUERGA Y SHERRICK (31) o la literatura correspon­

diente de la C..a Hyland).
Cuando lo consideramos pertinente, hicimos control de la curva patrón,

así como de Jos reactivos correspondientes, utilizando suero bilirrubínico de refe­
rencia de la Casa Hyland y suero liofilizado Enzatrol de la Casa Dade Reagcnts.
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En el Cuadro 1 se indican los valore:; promedio}' márgenes con las reS d

ptctivas ,desviaciones "standard" de la bilirrubinemia, tanto total como directa,
de aCuerdo con el método de MAuoy y EV~LYN (22) ligeramente modificado. Es­
tos. hallazgos _correspOnden a 429 muestras analizadas, sin hacer diferencia en
cua-nto a sexo. En todos los casos se siguió d procedimiento rutinario (0,4 mI
de "Suero), consignado en el capítulo correspondiente a tvíatC'rial y Métodos.

CUADRO 1

BlLIRRUBlNA TOTAL Y DIRECTA EN SUERO
(Método de MAno\' y EVnYN (22), modificado)

1l11..ll\RVB1NA (mg%)
1'otal Directól

Promedio OC)
Desviación "standard" (S)
Margen (*)
Número de mUC$tras

0,49
0.15

0,2)3 - O,S71

429

O,lll
O,06l

0,016 - 0,262

429

'" El margen induye aproxirnarlarn~nte el 95 % de Jos casos.

DISCUSION y CONCLUSIONES

Se comentan en general los aspectos básicos de la rE-acción diazo para la
determinación de la bilirrubinemia total y fraccionada, considerándose que de to­
dos los métodos asequibles para la determinación, el de MALLOY y EVELYN (22),
cOn las varias modificaciones que se le han introducido, sigue siendo el más
satisfactorio. De esas modificaciones hemos usado, para obtener los valores de
bilirrubina total y fraccionada en la población universitaria normal, la mayoria
de las preconizadas por DE LA HUERtiA y SHERRICK (31), con b;lse en las indica­
ciones de MEITES y FAULKNER, Con este procedimiento de reacción con diazo se
obtienen determinadones fidedignas tanto de la bilirrubina indirecta como de la
directa; es suficientemente sensitlvo para la medida adecuada de valores norma­
les, relativamente rápido para adaptarlo a <:mergencias, utiliz:l volúmenC"S peque·
ños de suero, nO requiere precipitaciones de proteínas, todas las determinaciones se
realizan en un solo tubo, no se prEsentan problemas por turbidez, utiliza react.ívos
estables, el.margen de exa.ctitud en las lecturas es bastante amplio de acuerdo con
la Ley de Beer (0,1 _ 20 mg%) y el color es estable hasta por dos horas, gracias
al uso de reactivo diazo concentrado. Uno de 10"5 principales problemas que se
han suscitado en torno a la cuantificación de bilirrubina, es el inherente a la ca­
lidad, pureza, estabilidad}' facilidad de reproducción dt las soluciones patrón para
calibración y para patrones de referencia (24). Se ha d{:ffiostrado. que la absor­
ción de la diazo-bilirrubina. es diferente en presencia de proteínas (como en las
muestras de suero), que sin ellas (como en los patrones cloror6rmicos). Oc
allí que los buenos métodos para preparar curvas patrón, sean los que usan dilucio­
nes de sueros control liofilizados, tal como se procesan las muestras incógnitas (19).
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Dado que el método de MALLOY y EVELYN es sensitivo a la concentración de pro­
teínas, resulta preferible no usar meramente diluciones en salina o en agua de
aquellos sueros ictéricos, sino más bien mezclas de éstos con otros de baja con·
centración en bilirrubinaJ a efecto de mantener el contenido de proteínas apro­
ximadamente constante (3). A pesar de que el método permite establecer muy
sensiblemente las diferencias entre la bilirrubina directa y la indirecta, no existen
en la actualidad preparaciones estables de biJirrubina conjugada g.ue nos faciliten
la medida exacta de la forma conjugada (19, 26, 31).

El alcohol metílico se utiliza en este procedimiento en una concentración
de 500/c, sin que hayamos observado turbidez al~lJ1a. Aquellos procedimientos
que incluyen precipitación de proteínas, sea con alcohol ti otros reactivos, tienen
el inconveniente dc gue algo del pigmento se pierde por absorción (19). En el
procedimiento original de MALLOY y EVELYN (22) la dilución final del suero es
dc 1:40, que no es muy sc:nsible para bajas concentracjones de bilirrubina. En el
presente trabajo la dilución final Jel suero es de 1: 30, lo que nos permite obtener
fácilmente valores bajos dentro de los límites normales de acuerdo con la curva
de calibración. En el pasado no se le daba mucha importancia a la estabilidad
de la bilirrubina en los especímenes sanguíneos y en las soluciones patrón (3).
Ahora sabemos que las muestras deben analizarse tan rápido como sea posible
después de su obtención y en ningún caso mantenerse expuestas a la luz, ya que
estos pigmentos, especialmente la bilirrubina conjugada y la azobilirrubina son
sumamente lábiles y se transforman por oxidación en otros derivados (3, 8, 12,
27). Asimismo, la presencia de hemoglobina más allá de trazas, provoca grandes
errores en la medida de la bilirrubina sérica por la producción probable de meta·
hemoglobina (8), que condiciona la obtención de valores bajos. En la enfermedad
hemolítica del recién nacido pueden estar presentes en el plasma, hematina )'
metahemalbúmina junto con la bilirrubina, lo cual puede causar serias interfe·
rencias. A pesar de ello, la mayoría de los autores encuentran que el método de
reacción con diazo de MALlOY y EVELYN es satisfactorio para el control, pronóstico
y tratamiento de aqu~l proceso hemolítico (19).

La mayoría de los micrométodos para cuantificar bilirrubina se basan en
la reacción con diazo de 0,2 a 0,5 mi de suero (1, 4, 18, 28, 31). En los niños
recién nacidos, con hematocrito alto, deben recolcctarse al menos 1,8 mI de san·
gre, para obtener el volumen de suero necesario para la mayoría de las técnicas.
La consecución de 'Suero no hemolizado, a menudo consume mucho tiEmpo y por
la necesidad de repetir las pruebas, se traumatizan demasiado los talones de los
niños, si la fuente de sangre es esa región. De allí que algunos autores utilicen
plasma en vez de su.ero en los procedimientos microtécnicos, diluyendo una peque·
ña cantidad de sangre en solución salina (1, 4) con posterior utilización del
sobrenadan te de plasma diluido. El método que nosotros hemos utilizado nos
permite también trabajar con pequeños volúmenes de suero. En rcalidad el pro­
cedimiento de rutina es un rnicrométodo, de acuerdo con la definición de volú·
menes (9, 23). Por otra parte, la técnica se adapta a volúmenes menores de
suero ictérico que por lo tanto pueden diluirse y para los cuales puede aplicarse
con gran exactitud el mismo método y la misma calibración patrón. Asimismo es
perfectamente factible realizar ultramicrotécnicas con volúmenes de suero de 0,050
mI o menos, si se toman las medidas técnicas del caso}' se cuenta COn fotómetros
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y rubetas aderuadas para volúmenes pequeños.
Los valores normales para adultos jóvenes, dados por diversos autores,

difieren ligeramente según el método empleado. En los trabajos que no s~ apartan
del fundamo::nto básico del procedimiento de MALLOY y EVELYN (22), es decir,
[{-acción con diazo con ácido sul.fanílico y disolución en alcohol metílico, encon­
tramos valores de 0,54 ± 0,24 mg?é de bilirrubina total (19); 0,2 - 1,1 mgSl
pra bilirrubina total (X= 0,62 mg%) y 0,1 - 0,6 l11gj{, eX= 0,31 mg%) paro
bilirrubina directa (31); 0,1·0,4 mg% de bilirrubina directa y 0,3 - 1,3 mglft;
para la total (3); 0,1 - 1,0 l11g% para tota'-y °-0,2 mg % para la bilirrubina
directa (25); 0,05 _ 0,24 mg% de directa (X= 0,10 mg%) j' 0,26 - 1,4 mg%
(~ 0,60 l11g%) para bilirrubina total (26).

En nuestro eshidio sobre valores de bilirrubina total y fraccionada en po­
blación universitaria adulta, no encontramos entre los seX03 variacion€.~ en el
contenido de estos pigmentos. El valor medio de las muestras analizadas fue de
0,49 mg%, con valores margen de 0,25 . 0,87 mg% para b~lirrl1bina total y de
0,13 mg% con 0,02 - 0,26 mg% de margen, para la dirEcta. Los resultados
obtenidos, a pesar de que concuerdan en general con los de los autores consul­
tados, tienden a ser ligeramente más bajos para la población estudiada, guardando
un estrecho paralelismo con los de NOSSLlN (26) y MIALE (25), especialmente.

RESUMEN

Se comentan aspectos generales sobre los procedimjento.• técnicos para
bilirrubinometría y se señalan conceptos sobre bilirrubina directa e indirecta y
la interpretación clínica de estas fracciones.

Se hacen determinaciones séricas de bilirrubina total y directa en pobla­
ción universitaria adulta de uno y otro sexo, con edades Fntre los 17 y los 25
años, de acuerdo con el procedimiento de MALLOY y EVELYN (22), modificado.
No se señalan diferencias en cuanto a sexo. Los valore" encontrados en 429
muestras analizadas, fueron los siguientes:

Bilirrubina total:

Bilirrubina drcecta:

X 0,49 ± 0,15

)(:= 0,131-+-0,061

(2 S.D.)

(2 S.D.)
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