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Nowva teenica para dosagem das duas bilirrubinas directa e indirecta, dos
soros ictericos — por Varela Fuentes e Recarte, da Sociedade de
Biolozia de Montevidéu (sessdo de 15 de Marco de 1934).

Extraete de “Comptes Rendus des Séances de la Société de Biologie de Paris”,
tomo 116, pg. 1193. Conforme separata gentilmente enviada pelos autores
e Dezembro de 1934,

Os autores relatam modificacdes sobre a tecnica por eles ja apresen-
tada sobre a cromocolemimetria. Com referencia ao primitivo processo
tive oportunidade de realizar uma conferencia perante a Sociedade de
Medicina de Porto Alegre no decorrer deste ano. Nessa comunicacao
ressaltei o merito dos antores uruguaios que souberam concatenar os di-
versos aperfeicoamentos progressivos na evoluciio da dosagem da bifirru-
bina desde Van den Bergh. Varela Fuentes e Recarte, investigadores
beneditinos, wvém dedicando-se particularmente de tempos a esta parte
ao estudo experimental desse campo infinito que sfio as funcdes hepati-
cas. Todos os seus trabalhos absolutamente pessoais revestem-se de um
cunho de originalidade. Muito devem a clinica e a ciencia em geral a seus
descobrimentos. Nos primeiros artigos puseram em relevo o valor da
dosagem da bilirrubina directa no diagnostico das ictericias. Abordaram
a interessante questfo da diversidade de bilirrubina pela solubilidade em
diferentes liguidos. Asim firmaram a diferenca das bilirrubinas, hidro-
soluvel, cloroformosoluvel e eterosoluvel, com as respectivas significa-
cOes patognosticas.

A teenica empregada de inicio, levava muito tempo, apesar de sim-
ples. A presente ¢ ainda mais simples e nfio se leva mais de vinte minu-
tos na execucdo. Além disso, a extracedo da bilirrubina é mais acentua-
da. O emprego do sulfato de sodio na extracciio da bilirrubina dissolvi-
da no sbro atinge a 80%, quando o cloroformio consegue apenas 55—60%.

E’ digno de lowvor o trabalhe paclentissimo que tiveram na verifi-
cacdo de dissolventes outros habituais das provas e mesmo com diversos
outros sais e solucdes coloidais.

As tecnicas antferiores tornavam difieil uwma leitura colorimetrica
com menosg de vinte miligramas de bilirrubina por litro de séro sangui-
neo. Actualmente pode ser precisa mesmo com cinco mers. %o, tanto
no inicio como no declinio das ictericias.

Nos soros hemolisados, a hemoglobina perturbava a leitura cromo-
metrica pelo tom café que acarretava. No presente metodo, essa difienl-
dade é completamente removida pelo sulfato de sodio que precipita a
hemoglobina.
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Finalmente nfo empregam o efer na extraccio da bilirrubins, como
o faziam, mas sémente no caso de cancer da cabeca do pancreas que pa-
rece influir na formacio de uma segunda bilirrubina indirecta denomi-
nada pelos autores de eterossoluvel.

Os autores recommendavam na primitiva teenica que o soro fosse re-
cente e absolutamente livre de hemoglobina. Agora dispensam esse cui-
dado alids custoso, dizendo, outrosim, que soros trabalbhados mesmo vin-
te horas depois de colhido o sangue nao manifestavam diferenca guanto
ao computo da bilirrubina.

A)  Separacio da bilirrubina indirecta.

Introduzir 1 ce, de sbro em tubo centrifugador (marcado p
mente até 10 ce.).

Ajuntar 2 ec. de sulfato de sodio a 12% (preparado com sulfato
anidro). Misturar. Ajuntar 5 ce., ou mais, de cloroformio. Algtar al-
guns instantes o tubo de modo energico, fechada a extremidade com o
dedo. Centrifugacio breve.

Vé-se o cloroformio, amarelado, sob o soéro turvo. Introduzir até o
fundo do tubo a ponta afilada de uma pipeta de Pasteur (provida de
bola). Aspirar todo o cloroformio (eolocar sob o tubo um espelho ineli-
nado que permita controlar o limite s6ro-cloroformio).

Transferir o cloroformio para um tubo de ensaio com o diametro
minimo de 2 cm.

Repetir a extraccio do s6ro com nova poredo de cloroformio. Trans-
ferir este ultimo para tubo de ensaio.

Saindo o cloroformio apenas amarelado, o que aliis acontece geral-
mente, nfo é necessario fazer nova extracciio. Mas ha casos excepeionais
em que a gente & obrigado a executar até quatro extracedes consecutivas.

B) Dosagem da bilirrubing indirecta.

Reunidos os extractos cloroformicos no tubo de ensaio evapora-se
rapidamente o cloroformio pela trompa d’agua e mergulhando o fundo
do tubo (mas agitando-o de modo continuo) em banho maria a 809,

Dilue-se o residuo aderente com 0Oce.2 de coroformio e lee.7 de al-
cool a 96°, que dissolvem a bilirrubina.

Ajontar em seguida Oce.,l de veactivo diazo fresco (volume final de
2 c.c). A ebr rubiin da azobilirrubina nfo se desenvolve completamente
sindo ao cabo de dez minutos. O reactivo diazo empregado é o de Van
den Bergh.

Nota: soluclio A: acido sulfanilico 1 gr.; acido clorhydrico (densi-
dade = 1,19) 15 c. ¢.; agua distilada q. s. para 100. Solucio B: Nitri-

to de sodio Ogr..5: agua distilada 100 e. e. Misturar pounco antes do em-
prego: 25 c. ¢. de A e 0,c.c.Th de B.
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C)  Dosagem da bilirrubine directa.

Extraida a bilirrubina indirecta em A, fica no tubo a centrifugar
2 mistura séro-sulfato turva pelo cloroformio.

Ajuntar a esta mistura Oc.e.,4 do reactivo diazo utilizado em B.
Agitar o tubo e deixar repousar alguns minutos, emquanto a bilirrubina
tvermelha ja se vai formando. Completar entio o volume com alcool a
96° até que atinja o nivel de 10 ¢. c. no tubo. Agitar. Ao cabo de al-
guns minutos, si a ¢ér produzida é bem vermelha, devemos ainda ajun-
tar Oec.c.,2 de reactivo diazo e agitar de novo. Filtrar. Obtem-se entdo
um filtrado vermelho completamente transparente. Corresponde este
filtrado a uma diluicdo a 1/;4 do sbro.

D) Leituras colorimetricas.

Ag leituras deverdio efectuar-se a4 luz do dia. Nota: Tambem nfo é
de conveniencia deixar o séro até o outro dia para a dosagem, Pois os va-
lores das duas bilirrubinas se modificam 15 a 20 horas apls a extraccio
do so6ro.

— Deixa-se, no caso de necessidade, a bilirrubina indirecta desse-
cada no tubo de ensaio apés a evaporacdo do cloroformio. A redissolu-
¢80 no alecool-cloroformio conforme B e o tratamento pelo diazo efectuar-
se-A0 antes de proceder 4 leitura. Quanto 4 bilirrubina directa, deixé-la
a resguarde da luz no tubo gue contém o soro-sulfato, apds a extraccio
da bilirrubina indirecta até o momento de fazer a leitura. B’ sémente
entdo quando se deverd executar toda a operacio em C.

Diluigdes — Para fazer as leituras, serd preciso diluir os liquidos
assim obtidos até que se atinja coloraciio vermelha tio semelhante quanto
possivel 4 do padriio. No caso da bilirrubina indirecta serd suficiente
a diluicdo em B na maioria dos casos: 1 para 2. Si for preciso diluir
mais, faca-se com alcool a 96°. Dard o volume final, directamente, a di-
luicdo efectuada, porque se parte de 1 e. e. de sdro. Serd preciso levar
em eonta esta diluicdo ao efectuar os calculos.

Si a ¢br da bilirrubina directa é muito intensa, diluir-se-4 numa parte
do liquido final de C (que é jA uma diluicfio do sdro a /1) com aleool
a 75° (alcool mais forte ou mais fraco turvaria o liguido e seria preciso
filtrar de novo). Em alguns casos deveremos diluir até '/sg0.

Colorimetria. Os autores empregam o colorimetro de Autenrieth,
que da resultados muito exactos, dispensando outrosim a feitura de pa-
drdes. Na falta, pode-se utilizar o colorimetro de Dubescq. O processo
para preparacio do padrdo encontra-se em Durupt, Micrometodos. Pode-
ge tambem lancar mio do dispositivo de microcolorimetria de Duboseq.

Resultados habituais dos awtores.

Bilirrubina indirecta: Valores entre 0,1 e 5 mgrs. (¢ nas lctericias.
Bilirrubina directa: chegaram até 50 mgrs.0, mas sémente nas icte-
ricias por obstrugio neoplastica.
MARIO BERND.
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Cmopostos organicos sinteticos com agio estrogentca. Rev. de Organo-
terapia, n.° 4, pag. 109, 1934.

A foliculina parece ter a mesma estructura geral que a colesterina

e os acidos biliares. Parece, conforme Butenandt, que segundo a formu-

la empirica teria o peso molecular de 270. Considera-se um aleool ceto-

monoamonico. A soma de seus atomos di Cis Hae O% A expressio cons-
titucional seria

O Hste hidroxilio é fenolico,

” pois que o hormonio da rea-

¢oes do fenol, eterificando-se

com sulfato de metilio. N&o

houve, todavia, reacdes que

desdissessem desta estrutura.

O “theelol” estreitamente
relacionado com esta disposi-
¢do, mas com  hidroxilios su-
peracrescentados tem a for-
mula empirica Cis5 Haq Os.

Parece que a acdo estroge-
nica como todas as demais
_ acoes dos hormonios ndo é
HO espeeifica dos principios se-

gregados pelas glandulas en-
carregadas. Dependerd apenas de certos grupos das moleculas que se
responsabilizam pela virtude farmaco ou organodinamica. Com o tem-
po quer-me parecer que a sintese quimica colocar-nos-a senhores de to-
dos os recursos farmacologicos eficientes no tratamento das endocrinopa-
tias. Dodds e Hemet obtiveram acio estrogenica definida por meio de
1 — ceto — 1:2:3:4 — tetrahidrofenantremio:
(0 Injectada em animais castra-
dos, esta substancia eonseguiu o
’ mesmo efeito que o hormonio fo-
licular ovarico.

A estructura deste corpo sinte-
tico parece de constituicdo acen-
tuadamente semelhante 4 de com-
postos essenciais 4 vida.

Kogl conseguiu provar que o
| \ geo e o fototropismo plantar é de-
i vido a uma substancia que ele
eristalizon e a gue den o nome de
. auxina.

/ B’ um acido trioxicarbonico

N que existe na urina dos animais de
sangue quente, mas cuja acdo ain da se desconhece.
Por outro lado Schéller e Goebel mostraram que 2 administracio de
Dequenas porgoes de foliculina ovarica acelera o florescimento de jacin-
tog, lirios, ete. MARIO BERND.




