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Introduccidn

Las bases experimentales para de-
mostrar que la bilirrubina proviene
de la destruccién de los hematies,
fueron  establecidas por Virchow y
comprobadas  posteriormente  por
Aschoff y Mann (7), quedando asi
abierto un amplio campo de investi-
gacién en la fisiologia y patologia del
manejo de estos pigmentos por el or-
ganismo humano.

La desintegracion de los hematies
en sus componentes, globina, biliver-
dina y Fe, se efectla en el sistema
reticulo endotelial por accién de
un sistema enzimdtico identificado
como una hemooxidasa (1, 28). Esta
biliverdina es répidamente converti-
da a bilirrubina no conjugada (Bili-
rrubina indirecta de Van den Berg)
por acciéon de una reductasa. La bili-
rrubina no conjugada es un com-
puesto insoluble en agua y no pue-
de, por tanto, ser transportada por
via sanguinea en forma libre. Su mo-
vilizacién se hace por fijacién de su
molécula a una molécula de proteina,
especialmente albUmina, asi se trans-
porta al higado en donde se conjuga
con el &cido uridin difosfoglucurénico
(UDPGA) (9), formando el compues-
to diglucurdnico de bilirrubina, que,

por ser altamente soluble en agua, es
facilmente eliminado por la bilis.

La bilirrubina no conjugada, es li-
pofilica; su presencia en forma libre
en los tejidos, conduciria a su fija-
cion celular (5) produciendo graves
dafios intracelulares irreversibles, co-
mo sucede en el Kernicterus.

A diferencia del adulto, el higado
fetal es incapaz de conjugar la bili-
rrubina (6) por tener niveles muy
bajos de deshidrogenasa, pirofosfori-
lasa y glucorinil transferasa, enzimas
indispensables para la conjugacién de
bilirrubina (véase Fig. 1), y forma-
cién de UDFGA. La capacidad de con-
jugacion de bilirrubina se  aumenta
al final del embarazo y se completa
en los primeros dias de vida del re-
cién nacido.

A pesar de la incapacidad del hi-
gado fetal para conjugar la bilirru-
bina, los niveles del pigmento en la
sangre del corddén umbilical del re-
cién nacido son muy bajos, lo cual
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FIGURA N? 1 — Reacciones bioquimicas que se efectan en la formacién de la bilirrubi-

na conjugada. (Schenker, 9).

sugiere otra via de eliminacién de la
sustancia durante el periodo de vida
intrauvterina.

Schenker, Dawber y Schmid (1)
han demostrado en cobayos, que in-
yectando bilirrubina conjugada C14
al feto, ésta no era eliminada por la

placenta hacia la circulacién materna,
pero si se inyecta bilirrubina no con-
jugada C14, ésta si pasa libremente a
la sangre materna, via placenta; es-

te traspaso se hace por gradientes de
concentracién a ambos lados de las
membranas vellocitarias (véase Fig.

2). Este intercambio fue observado
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FIGURA N? 2 — La figura representa la via de eliminacién de la bilirrubina a

través de la vellosidad placentaria hacia la sangre del espacio intervelloso y la co-
rriente sanguinea materna, se ve la via de acceso hacia la cavidad amniética.
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también en los experimentos efectua-
dos por Lester (2). En los primates,
el traspaso de bilirrubina es mas ra-
pido cuanto mayor sea la madurez de
las vellosidades placentarias.

La bilirrubina en el Liquido Amnié-
tico. — La inyeccién de bilirrubina
marcada, al feto, no eleva los valores
de bilirrubina en el liquido amnidti-
co, ya que es eliminada por la bilis
materna. No se ha demostrado bili-
rrubina en la orina fetal (10) por
cuanto el rifdn sdélo elimina pigmen-
tos conjugados. Tampoco hay elimi-
nacién de bilirrubina por materias
fecales, salvo los casos de expulsidn
meconial. La bilirrubina presente en
el liquido amnidtico no proviene di-
rectamente del feto segin puede de-
ducirse de estos hechos.

Bashore (11) inyectd bilirrubina no
conjugada a primates en la circula-
cién materna y encontrd, casi inme-
diatamente, niveles de concentracién
iguales en la sangre fetal y en el li-
quido amnidtico; estos niveles dis-
minuyeron, a igual velocidad, en los
tres compartimentos a medida que
fue eliminada por la bilis materna. La
presencia de bilirrubina en liquido
amnidtico es debida a una circula-
cion retrégrada desde el espacio in-
tervelloso hacia el liquido, a través de
la placa amniocorial de la placenta,
este paso estaria regulado por gra-
dientes de concentracién a ambos la-
dos de la membrana.

Las variaciones de concentracidn
en liquido amnidtico no podian ser
medidas con precisién con las técni-
cas usuales, pero desde que Bevis
(12) aplicd la utilidad de la investi-
gacién de la banda de Sorel, por
métodos  espectrofotométricos, en el
estudio de los pigmentos pirrdlicos,
multitud de estudios aparecieron pa-
ra demostrar que la titulacién de es-
te elemento en el liquido amnidtico
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es de gran valor como indice de ma-
duracién fetal (10, 36, 17, 26, 20).

Brazie y cols. (36) y Halitzky (37)
han descrito una nueva técnica, por
extraccién con cloroformo, de facil
ejecucidn en los laboratorios de ruti-
na y que brinda resultados compara-
bles a las técnicas espectrofotométri-
cas.

La titulacién de bilirrubina en el
liquido amnidtico ha resultado de
gran valor en los casos de eritroblas-
tosis fetal y en cualquier caso en
que se sospeche hemdlisis fetal y se
ha demostrado que es un indice pro-
ndstico, de alta fidelidad, que sirve
como guia en el manejo y conduc-
cién de las pacientes que sufren de
esta grave patologia (27, 36, 14, 15,
16, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 29, 28).

Naturalmente, existen factores de
error que han sido claramente ex-
puestos por Liley (41) Bjerre (42),
Halitsky (37) y que deben tenerse en
cuenta en la interpretacién de los re-

sultados. Los factores de error fre-
cuentes son: presencia de contami-
nantes, oxihemoglobina, metalbdmi-

na, meconio o bilirrubina provenien-
te de niveles exagerados en la ma-
dre, hepatitis, hemdlisis materna,
etc.

La patogénesis de la enfermedad
hemolitica en el recién nacido fue
descrita por Levine y Stetson (31,
32), simultdneamente con el descu-
brimiento del factor Rh, hecho por
Landsteiner y Wiener (33). Se hizo
indispensable desde entonces, tratar
de valorar el grado de hemdlisis en
el feto, para adoptar una conducta
que permitiera la disminucién de la
morbimortalidad en esta enfermedad.
Liley (13) demuestra la utilidad de la
espectrofotometria y traza en nomo-
grama que inter-relaciona el estado
fetal y la edad de gestacién con la
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absorbencia de la luz monocromati-
ca a las 450 nm, lo que le permite,
posteriormente  efectuar la primera
transfusién fetal in utero (34). Otros
investigadores han descrito otros tipos
de nomograma entre ellos, Freda (35)
Campbell (18) y Robertson (26); es-
te autor opina que en cada medio
debe establecerse un nomograma lo-
cal de acuerdo a los recursos hospi-
talarios para la atencién del parto vy
del recién nacido.

Bowman (38, 39) estudia la inci-
dencia y especificidad de anticuer-
pos maternos en la  sensibilizacion
por otros grupos sanguineos ABO,
Mn, Kell, Lutheran, Lewis, Duffy,
Kidd, Diego, |, pero no ha reportado
la utilidad del estudio de la bilirrubi-
na en estos casos. Freda (3, 40) es-
tudia los casos en los cuales seria
necesario la titulaciéon seriada por

incompatibilidad de grupos del sis-
tema ABO.
La finalidad del presente trabajo

es establecer la concentraciéon de la
bilirrubina y de las proteinas totales
en nuestro medio, en pacientes nor-
males, a diferentes edades de gesta-
cién para delinear su utilidad como
indice de maduracién estableciendo
las curvas de valores promedios, dia-
grama de dispersién y correlacidon
(43). Con los datos obtenidos se
correlacionaréd la relacién que exista
entre proteinas y bilirrubina que se
describié bioquimicamente.

El conocimiento de los valores
normales serd base de comparacion
con estudios posteriores de casos pa-
toldgicos.

Material y Métodos

Ochenta muestras de liquido am-
nidtico fueron obtenidas por amnio-
centesis transabdominal de ochenta
pacientes con embarazo normal entre
22 y 42 semanas de gestacién. Las
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pacientes provenian del servicio pre-
natal del Instituto Materno Infantil
“"Concepcién Villaveces de Acosta” de
Bogotd. La normalidad fue estableci-
da por evaluacién clinica y compro-
badion por examenes paraclinicos:
Serologia, cuadro hematico, orina. Se
descartaron pacientes con Rh negati-
vo.

Después de la amniocentesis se si-
guié su embarazo hasta la termina-
cién espontdnea del mismo y se va-
loré el recién nacido descartdndose
los casos que terminaron con nifio
prematuro, ictericia o cualquier otra
patologia, se descartaron asi mismo,
los embarazos prolongados.

De esta manera se analizaron 65
resultados de pacientes y nifios abso-
lutamente sanos. La edad de gesta-
cion en el momento de la puncidn
se establecié de acuerdo al dato del
primer dia de la dltima menstrua-
cién. Las muestras de liquido amnié-
tico obtenido fueron centrifugadas a
3.000 RPM o filtradas, inmediatamen-
te después de obtenidas, para evitar
contaminacién de sangre en la pun-
cién. Una porcidn del liquido obteni-
do se envié al laboratorio de bioqui-
mica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional, debidamente
protegido de la luz, el contenido fue
anelizado inmediatament, dias des-
pués de su almacenamiento en neve-
ra. Los andlisis espectrofotométricos
se hicieron en aparato marca Bauer
& Lomb; los resultados obtenidos,
estudiados segin método recomenda-
do por Liley (13), en papel semilo-
garitmico, buscando el pico de la bi-
lirrubina a los 450 nm y establecien-
do la linea basal entre los datos ob-
tenidos a los 375 y 450 nm.

Otra porcién del liquido se envid
al laboratorio del Hospital San Juan
de Dios en donde se procesd el li-
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quido con la técnica de Looney (47)
para titular las proteinas totales.

Para el analisis final se agruparon
los datos obtenidos de acuerdo a la
edad gestacional en grupos de dos
semanas a partir de la vigesimasex-
ta.

Los datos obtenidos por espectro-
fotometria fueron trasladados a pa-
pel milimetrado (44) y se configurd
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la curva de variacidon de acuerdo a
la edad de gestacion.

Se estudiaron los valores prome-
dios, variacién standard y gréfica de
correlacion de bilirrubina y protei-
nas, separadamente.

Posteriormente se compararon las
dos variantes, bilirrubina y proteina
entre si, para establcer el coeficien-
te de correlacidn, ecuacién de regre-
sion y linea de regresion.

Semanas de

Bilirrubina D.O.

Proteina Mgrs. %

gastacion N° Casos X Sx X Sx
— 26 7 .088 .035 424 94.8
26y 27 3 .054 .015 372 37.7
28 y 29 10 .041 .014 323 129
30 y 31 8 .037 .019 256 98
32 y 33 6 .027 .022 205 94
34 y 35 10 .021 .019 208 58
36 y 37 5 .020 .007 165 57.8
38 y 39 6 .017 .006 173 53.9
40 y 41 [ .014 .006 163 43.4
42 y 43 4 .024 .017 171 51
TABLA N? 1 — Valores de concentracién de bilirrubina y proteinas en las pacientes estu-

diadas. Variacién standard de las mismas.

Resultados

Los ‘resultados obtenidos con la ti-
tulacion de bilirrubina en el liquido
amnidtico (Tabla 1) representan va-
lores descendentes progresivos (Gré-
ficas 3 y 4). El valor promedio en
la 362 semana corresponde a un di-
ferencial dptico de 0.20 (Sx 0,007).
Teniendo en cuenta la variacién stan-
dard solamente dos casos mayores
de 36 semanas dan cifras mayores;
siete casos por debajo de esta cifra
son embarazos de menos de 36 se-
manas.

La linea de regresién, descendente,
se encontré con la ecuacién Y =
0.19 - 0.0048 X. El indice de corre-
lacién entre valores de incremento
de densidad dptica y semanas de ges-
tacién es: r = - 0.90.

La linea de regresién estd en limi-
tes similares a los establecidos en el
nomograma de Liley en la zona A.

Las proteinas también se encon-
traron correlacionadas con la edad
gestacional, de una manera descen-
dente (Gréficas 5 y 6). Tomando la
edad 36 semanas como limite de ma-
duracién fetal, encontramos que la
concentracién promedio en este pun-
to es del 165 mgrs.% (S x 57). So-
lamente dos casos mayores de esta
fecha demuestran cifras mayores. En
ningdn caso menor de esta edad
gestacional las cifras fueron meno-
res a las enunciadas.

El indice de correlacién fue r =
- 0.77.

La linea de regresién, descendente
se encontrd con la férmula Y = 808
- 16.85 X.
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GRAFICA N? 3 — Representacién de los valores promedios y variaciones standard de Ila

bilirrubina en el liquido amnidtico. Curva de promedios francamente descendente. Se hace
netorio el limite de D.0 a 0,02 en la semana 36.
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CGRAFICA N° 4 — Grifica de dispersién y linea de regresién. Se anota una correlacién de
—0,90, que demuestra una franca y muy buena correlacién entre concentracién de bili-
rrubina y edad de gestacién.
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proteinas a la semara 36 = 165 mgrs.%.
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liquido amniético. Véase la relacién notoria y paralelismo en el descenso de las dos sus-
tancias.
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GRAFICA N? 8 — Grifica de dispersién y linea de regresién positiva en la correlacién entre

bilirrubina y proteinas totales. R — 0,664 R universal al 5%

Los valores de las proteinas tota-
les son inferiores a los relatados por
otros autores noérdicos (45 y 46).

Correlacionando la bilirrubina con
la proteina (Graficas 7 y 8) en uni-
dades cuantitativas, dispuestas en pa-
res de valores para las dos variables,
fue posible calcular la constante del
cceficiente de correlacién que nos
permite expresar el grado de asocia-
cién entre ambas variables. Se elabo-
ré el diagrama de asociacién que nos
demuestra una disposicién recta y
con pendiente positiva.

El coeficiente de correlacién fue

r = 0,664.

El Es de r fue de 0,125 y el p
<L 0,00005.

Por prueba Fischer al 5% dentro
de un coeficiente de correlacién de

= 94, 99 (Fischer).

0,94 y 0,99 va a encontrarse la co-
relacién del universo. La correlacién
es muy intensa y significativa.

La recta de regresién fue trazada
con la ecuacion: Y = 156 + 2768 X.

Conclusiones

Los valores de concentracién de
bilirrubina y proteinas representan
un excelente indice de maduracion
fetal. La cifra de A.D.O. de 0,020 pue-
de considerarse como limite de ma-
duracién, cifras por encima de ella
serian de embarazos menores de 36
semanas y por debajo, embarazos ma-
yores de 36 semanas. Esta cifra es
un poco mas alta que la presentada
por otros autores como Belitzky vy
Pose, quien la fija en 0.015, Mandel-
baum en 0.012.
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Para las proteinas el Iimite de la
maduracién presenta cifras de 165
mgrs. que estdn por debajo de las
cifras encontradas por investigado-
res nérdicos. Esta deficiencia puede
ser debida a limitaciones dietéticas
caracteristicas en el nivel econdmico
de estas pacientes.

La correlacién entre bilirrubina vy
proteinas no es sorprendente por
cuanto la bilirrubina es captada por
las proteinas.

El descenso de la bilirrubina en el
liquido amnidtico es explicable por
la facilidad del manejo del pigmento
a medida que la placenta madura,
permitiendo un mayor intercambio
materno fetal; por otra parte la ma-
yor maduracién del higado fetal per-
mite un aumento en la conjugacién
de la bilirrubina al final del emba-
razo.

No se conocen a fondo las vias de
acceso de las proteinas al liquido
amnidtico pero se cree que aumenta
progresivamente hasta la semana 25
y que de aqui en adelante empieza a
disminuir por degluciéon fetal.

Conclusions

The concentration values of biliru-
bin and proteins represents an exce-
llent index of fetal maturity. The fi-
gure of 0,20 of A.D.O. may be consi-
dered as a limit of maturity, figures
exceeding such would correspond to
pregnancies of less than 36 weeks
and below same for pregnancies of
over 36 weeks. This figure is some-
what higher than the one given by
other authors such as Belitzky and
Pose, who fix it in 0.015, and Man-
delbaum in 0.012.

In the case of proteins the limit
of maturity shows figures of 165
mgrs., which are below the figures
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encountered by northern investiga-
tors. This deficiency may be due to
dietetical limitations which are cha-
racteristic within the economic stan-
dard of these patients.

The co-relation between bilirubin
and proteins is not surprising since
bilirubin is BINDED by the proteins.

The decrease of bilirubin in the
amniotic liquid is understandable by
the facility in the handling of the
pigment as the placenta matures, per-
mitting greater maternal-fetus exchan-
ge; furthermore, the greater maturi-
ty of the fetal liver enables an in-
crease in the CONJUGATION of bili-
rubin and the end of the pregnancy.

The routes of access of the pro-
teins to the amniotic liquid are not
known well, but it is believed that
it progressively increases up to the
25th week and thereafter begins to
progressively decrease through fetal

deglutition.
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