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Ex uno plures: la oculta complejidad de las especies de bilirrubina
en las muestras sanguineas neonatales

Anthony F. McDonagh, phD

Para el tratamiento de los recién nacidos con ictericia
neonatal los neonatélogos clinicos confian en gran me-
dida, pero no exclusivamente, en las mediciones de bili-
rrubina. Las concentraciones especificas de bilirrubina
también pueden tener una importancia crucial en las
consideraciones medicolegales sobre la encefalopatia
bilirrubinica y la ictericia nuclear. En este contexto, la
bilirrubina se refiere especificamente a la forma biosin-
tética no conjugada y potencialmente téxica del pigmen-
to, denominada por los quimicos de forma casi incom-
prensible 47, 15Z-bilirrubina IXa.

Las concentraciones de bilirrubina pueden ser estima-
das por técnicas transcutdneas, aunque es mas habitual
la medicién por el andlisis de la sangre, el suero o el
plasma. Estos andlisis pueden consistir en la espectrofo-
tometria directa del suero o de la sangre total lisada, o
en métodos menos directos en los que las muestras se
tratan con un reactivo denominado diazo para convertir
la bilirrubina en derivados coloreados que luego se mi-
den espectrofotométricamente. Los métodos diazo son
de dos tipos: los realizados por completo en una solu-
cién homogénea y aquellos en que los reactivos se en-
cuentran en una matriz sélida a través de la cual se fil-
tran la muestra y otros reactivos. Los métodos suelen
estar normalizados por referencia al patrén de bilirrubi-
na del National Bureau of Standards (NBS). De forma
bastante extrafia, el material del NBS no es puro, sino
que contiene, ademds de la forma natural de bilirrubina,
una escasa proporcioén de dos formas no naturales (bili-
rrubina Illa y bilirrubina XIIIa) que se generan durante
su aislamiento a partir de la bilis animal o los célculos
biliares (fig. 1, cuadro). Afortunadamente, estas impure-
zas, que tienen propiedades similares a la bilirrubina, no
parecen producir errores significativos en las medicio-
nes clinicas de la bilirrubina no conjugada.

Pese a la plétora de métodos, las mediciones de bili-
rrubina se han considerado poco fiables'?. La escasa
satisfaccion con su exactitud y reproducibilidad ha en-
gendrado numerosos estudios y una voluminosa biblio-
grafia. Recientes investigaciones indican que la exacti-
tud y la consistencia de la mayoria de los métodos
ampliamente utilizados son aceptables, especialmente
en las muestras que sélo contienen bilirrubina no conju-
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gada®’. Sin embargo, estos estudios comparativos han
sido realizados principalmente mediante patrones elabo-
rados por la adicién de bilirrubina al suero, en lugar de
con muestras reales.

Un jefe de Neonatologia me consulté hace poco sobre
ocasionales y desconcertantes discrepancias en sus me-
diciones de bilirrubina. Su unidad habia cambiado re-
cientemente de un método diazo “himedo” a medicio-
nes espectrofotométricas directas realizadas en un
analizador de gases sanguineos por el menor tiempo de
obtencion de resultados. Antes del cambio, los estudios
comparativos habian demostrado una buena correlacién
entre los dos métodos, aunque luego algunos casos cu-
riosos habfan demostrado discrepancias de hasta 90 uM
(5 mg %). La fig. 1A muestra el andlisis por cromato-
grafia liquida de gran rendimiento (HPLC) de una de
esas muestras, correspondiente a un recién nacido so-
metido a exanguinotransfusién y fototerapia. Bajo ella
(fig. 1B) se muestra, para comparacion, un andlisis simi-
lar de mi suero, bastante mds senil que neonatal, pero
que muestra principalmente un pico amarillo principal
correspondiente a bilirrubina no conjugada. En princi-
pio, es de esperar que un nifio con ictericia neonatal
pura no complicada por enfermedad colestdsica muestre
un perfil similar, con un solo pico de bilirrubina, pero
mas intenso. Entonces, ;qué son los demads picos (1-4)
de la muestra del paciente?

Los numerosos picos de la fig. 1A son distintas for-
mas isoméricas de bilirrubina no conjugada®’. Es decir,
comparten la misma constitucién, pero tienen distintas
disposiciones espaciales de los dtomos y diferentes pro-
piedades. El pico principal (pico 5) es el isomero biosin-
tético natural y los demds picos, que en este caso alcan-
zan el 27% de la bilirrubina no conjugada presente, son
bilirrubinas isoméricas producidas durante la fototera-
pia. Estos isémeros no se forman s6lo durante la fotote-
rapia, sino también, aunque en menor medida, durante
la exposicién normal de los recién nacidos a la luz am-
biental (fig. 1C). La breve exposicién accidental de las
muestras sanguineas a la luz también puede desembocar
en su formacién. En ausencia de estudios detallados, no
sabemos si la complejidad de las especies de bilirrubina
de la muestra de la fig. 1A fue responsable de los valo-
res discordantes (182 uM y 148 uM, respectivamente)
obtenidos con los métodos de gases sanguineos y diazo
en la misma muestra, aunque es probable que hayan de-
sempefiado un papel.
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Fig. 1. Cromatografia liquida de gran rendimiento de suero de:
A) recién nacido tras exanguinotransfusion y fototerapia. Todos
los picos numerados corresponden a isémeros de la bilirrubina
no conjugada. Los picos 1-4 son isémeros de la bilirrubina for-
mada durante la fototerapia y el pico 5 es el isomero biosintéti-
co normal de la bilirrubina. Véase que las alturas o las dreas
de los picos no reflejan con exactitud las cantidades relativas
de cada isomero, porque los cinco isomeros no tienen los mis-
mos coeficientes de absorcion molar a 450 nm. Las proporcio-
nes reales de los picos 1, 2 'y 4 son mayores que lo que parece
en la cromatografia. Los isomeros 1-4 constituyen ~27% del to-
tal de la bilirrubina no conjugada. B) Voluntario adulto sano.
El pico cercano a 18 mm es hemo. C) Recién nacido con icteri-
cia neonatal no sometido a fototerapia. El cuadro muestra la
cromatografia del patron de referencia bilirrubina del National
Bureau of Standards. (Todas las cromatografias fueron norma-
lizadas a la misma altura del pico 5, 4Z, 15Z-bilirrubina IXc.
Columna, C-18 fase inversa; disolvente di-n-octilamina acetato
0,1 M en metanol con un 8% de agua; flujo 0,75 mi/minuto; de-
teccion a 450 nm.)

La potencial complejidad de las bilirrubinas no conju-
gadas en la sangre de los neonatos, demostrada en la
fig. 1A, se conoce de antiguo, aunque no suele ser esti-
mada. En general ha sido ignorada u omitida por los fa-
bricantes de instrumentos analiticos y en los estudios
comparativos de los distintos métodos. En las cromato-
grafias mostradas en la fig. 1, los isémeros eluyen en or-
den inverso a su lipofilia. El isémero biosintético nor-
mal de la bilirrubina (pico 5, fig. 1A) es el mas lipdfilo,
mientras que los demds son relativamente hidréfilos.
Sobre esta base, quizd débil, se ha asumido que tienen
menos probabilidades de ser captadas por el cerebro y
posiblemente sean menos toxicas que el isémero biosin-
tético. De ser cierto, la concentracion de bilirrubina mas
importante para el clinico es la del isémero biosintético
aislado (pico 5 de la fig. 1A). Desgraciadamente, los ac-
tuales métodos clinicos de medicién de la bilirrubina
son incapaces de determinar especificamente esta frac-
cién y no es seguro hasta qué punto los distintos méto-
dos incluyen o excluyen a los isémeros en sus estima-
ciones de la bilirrubina total. Incluso la HPLC, a
menudo proclamada como el patrén oro en la medicién
de la bilirrubina, puede omitir la presencia de isdémeros
si las condiciones cromatograficas no son idéneas.

Aunque estos recénditos detalles de la bilirrubino-
logia pueden ser de escaso interés para el clinico atarea-
do, debemos reconocer que la cifra ofrecida por el labo-
ratorio clinico puede ocultar la complejidad real de las
especies de bilirrubina presentes y no constituir una me-
dicién exacta del valor realmente necesario. Afortuna-
damente, la mayoria de las actuales mediciones de bili-
rrubina en los recién nacidos cometidos a fototerapia
constituyen probablemente sobrevaloraciones, y no in-
fravaloraciones, de la verdadera concentracidén del is6-
mero mds toxico de la bilirrubina, lo que provoca un so-
bretratamiento en vez de lo contrario. En cualquier caso,
deberiamos recordar que la rapida conversion de la bili-
rrubina a los isémeros presumiblemente menos téxicos
empieza en cuanto se inicia la fototerapia y mucho antes
que cualquier declinacién de la aparente concentracién
de bilirrubina en la circulacién.

Excepto una diminuta fraccion, practicamente toda la
bilirrubina circulante forma un complejo con la albimi-
na sérica. La concentracién de esta fraccién no ligada a
la albimina ha sido propuesta como mejor factor de pre-
diccién del riesgo de ictericia nuclear que la concentra-
cién total de bilirrubina, propuesta que goza de cierto
apoyo experimental'®. La multiplicidad de las especies
de bilirrubina, evidente en las figs. 1A y 1C, indica que
puede ser dificil medir selectivamente sélo la fraccién
no ligada del tipo no isomerizado ni conjugado de la bi-
lirrubina en algunas muestras clinicas.
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