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A los mios



Hemos estudiado en el presente trabajo,las
téonicas de determinacién fotométrica del indoxilo,as{ como
algunos de sus caracteres oromAticos de las reacciones con
que se lo dosa habitualmente,

El estudio del indoxilo se ha mostrado de gran interés en
el mejor conocimiento del metabolismo del triptofano y su de
terminacién sistemftica en pa‘éologia es Gtil en el Aiagnésti
co y pronbstico de las im_uficien'ciaa renales de distinto o-
rigen. (1) (2) .~

Antes de considerar en detalle la reaccifn de Jolles,nos o-
cuparemos someram nte del origen del indoxilo en el organi{smo
y de algunas de sus propiedades fisicas y quimicas,

Como se sabe el indoxilo se origina en el triptofanc de las
ppoteinas alimenticias; este aminofcidosufre por accién bacte
riana una transformacifn a indol el que es oxidado en el higa

do a indoxilo.
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El indoxilo en parte se combina con el



&cido sulflirfco produciendo el éster indoxilsulffirico cuya sdl
pothsica es el indichn urinario o indoxilsulfato de potasic.

Es posible también que,en ciertas condiciones patolégices
el indol se forme por la destruccién de las proteinas del or-
ganismo en efecto,se ha demostrado el aumento de indoxiluria
en la neumonia,pleuresias purulenteas etc.(3).-

Las etapas del metabolismo del triptofano a indoxilo son
algo inciertas Morse W ( 4) admite una desaminacién formAndo
se Acido indol-propiénico del cual se separa luego &cidc acé-
tico ¢ indol,el primero se oxida hasta CO2 y H20,y el indol
se¢ conjuga con el &cido sulfGrico y glicurénico eliminAndose
en esta forma no tSxica,Peter y Van Slyke (5) admiten en cam
bio una descarboxilacibén con produccién de indol-etilamina,

Las siguientes reacciones indican los productos intermedios
formados hasta el indol,
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Los estudios de Houssay y colaboradores (6) han con-



triduido a aclarar el origen,setencifn y exorecién dsl indoxi
1o en el organismo,

El indoxilo es ina substansia aristalina d4e color amarillo
elaro fusidble a 865°.En solucién &cida se tramsforma én una ma
sa resinocsa,Posee propiedades fenblicasj se disuelve en los al
calis cafisticos.Las solucionses alcalinas se exidan fhcilmente
por el oxigeno del aire formando el indigo.En ciertas reaccio
nes actfia con su forma tautémera por ejemplo en presencia de
isatina para dar indigo rojo o indirrubina (7).~




Beagcifn de Jolles. El indoxilo se oxida fhcilmente dando
una materia colorante azul la indigotina de Basyer ¢ hemi
indigotina 4e Maillard.A parte de indigotina segfin 1las con-
diciones de oxidacién se forman proporcionas variables de
indirrubina y pardo de indigo; si la oxidaciln es intensa
la indigotina desaparece y se origina isatina incolora.Es-
ta reaccibén fué descubierta por Jaffé )g)

ac/

c\/

Indexile Indigetina deBaeyer

En 1913,Jolles da un método mAs preciso que re
sulta de oxidar simlténeamente el indoxilo y el timol con
produccibn de una substancia roja que pasa a violeta por
accibn de los Acidos concentrados y corresponde a la conden
sacifn de una molécula de indoxilo con una de timol

En 1915 (9) publica este mismo método para o-
rina y establece,que la estructura del compuesto violeta es
del tipo de una cerulignona,pués por desdoblamiento hidré-
litico,da fcido antranilico y p.timolaldehida,en lugar de
o.timolaldehida que se farmaria si aquélla estructura fue-
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mol-2 indolignona,y por otra parte afirma que el ® lor wio-

leta de los extractos cloroférmicos se debe a la accibdn del
&cido elorhidrico sobre la timol-indolignona.

Los esquemas siguientes expresan la reaccibn de Jo-
1les y la estructura de la molécula 4-cimol-2 indolignona

Reaccidn de Jolles
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Estructura de 1la timol-indolignona
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En esta reaccifn se basan una serie de téoni-
cas para el dosaje de indoxilo entre éllas la de Monias y Sh
piro modificada por el Dr.Mazzocco,
Iécnica de Monias v Shapiro (10).

Estos autores aconsejan usar como anticoagu-
lante de la sangre el oxalato de litio,pués el de potasio pa
rece interferir en ol color de la reaccién.En un frasco de
Erlemmeyer se colocan 5 cc.de plasma oxalatado,se agrega i-
gual volumen de agua destilada y se pre¢cipita con 10 cc. de
fcido tricloracético, Despubs de § minutos el contenido es
filtrado en un tubo graduado y se le agrega 1lo gotas de so-
lucibn alcoholica de timol al 6 % mhs el oxidants (percloru-
ro de hierro en solucibn clorhidrica),se agita bien la mez-
cla y se deja reposar 2 horas al cabo de las cuales se le
agregan 5 cc.de cloroformo que disuelve el campuesto violeta

Tformzdo 7ue 2¢ separua er. sl Tondo del tubo,



La téonica modificada por el Dr.Magzzoco (11) es la
siguiente : A un tubo graduado que contiens 5 cc.de agua des
tileda se le agrega § cc.del plasma oxalatado,se precipita
con 10 gc.de fcido tricloracético al 20 3 y se filtra sobre
papel Schleicher y Sechfill n® 575 o bien se centrifuga.Se pue
den recoger alrededor des 15 ec.El filtrado medido cuidadosa-
ments se coloca en un tubo de decantacibn,se agrega 1 cc.ds
la solucifn de timol al 5 % se agita,y luego se afiaden 10 cc
de la solucién clorhi;drica de percloruro de hierro,se mez-
cla y se deja reposar 2 a 3 horasj es preferible dejar mfs
tiempo (10 a 15 horas).Simultfneaments se preparan dos testi
gos que contengan 0.05 agc.y 0.02 e¢c.de la sclucibn de indi-
cano en 10 cc.de a.tricloracético al X0 % operando en la mis
ma forma que con los filtrados .Transcurrido el tiempo nece-
sario se extras on 2 ¢c.de cloroformo,se agita suavements y
se los deja decantar efectuando finalments una segunda extra
geibnoon 1 ce.de cloroformo,

Generalmente bastan dos extracciones.lLa solucibn cloro
f6rmica a veces o8 ligeramente turbia por la presencia de
agua esto dificulta y altera las lecturasjes conveniente fil-
trar sobre un pequefio embudo usando papel Schleicher y Sdfull
n? 598 o Whatman n® humedecido previamentes c¢on 6 0 7 go-

tas de cloroformo,



Una vez fl 1trada la selucién clereférmica celereada 8¢
lava ¢l papoi de filtre cen 0.05 ae.ds clereferme y 8¢ cem
pleta a un velumen dade segfin la intensidad de coler,se va
lera lusge el indicane per celorimetria estableciends rela
cién al testigo llevade a igual velumen,

OTras técnicas.-(12).~Las técnicas de Obermayer y Pepper,
Resemberg,Klepsteck y Kewarski ,Bélm y Grinsr,Rappepert y K
gelberg tambien emplean la reaccién de Jelles.-

Obermayer y Popperjyusan ceme precipitants del suere alcehel
ds 95%,luege evapera el alcehel a bafie-maria,recuperands el
velumen cen sgua déslildada.Para eliminar las substancias
perturbader.c defecan cen subacetate de pleme al 10% ne eb=-
servhndese precipitade,agregan selucibn fesfetingstica de se
die al 10%,filtran,y 1llevan a velumen de lOcs.luege agregan
igual cantidad de reactive de Obermayer (perclerure de hie-
rre on solucifn clerhidrica que actfia ® me exidante),per Glt:
me 8¢ hacs extraccién cen clereforme en calients,

Resemberg basa su técnica en el limite de la sensibilidad de
1a reaceifn de Jelles.El suere se fsfeca con fcide tricler-
acbtico y se cclecan en una seric ds tubes cantidades erecian
tes del filtrado,a cada une se agrega 1 cc.de selucibn alce-
helica de timol al 6§ Z ¢ igual velumen de reactive de Ober-
mayer,Despufs de veinte minmites se extrie cen clereferme y

& lae cvatre liorusa se hacen las lecturas.



Klepsteak y Kewarski emplean tambien ceme precipitante el
&cide tricleracétice al 20 3. A 2.5 6o del filtrade se le
agregan 1 c¢c.de una selucién de timel al 5§ ¥ y 10 ec.del
roa.ct:l.v" de Obermayer ,Al cabe de 20 minutes se extrae cen
2 ec.de clersferme y se les ¢l resultado después de trein
ta mimtes,

Bdm y Griner (13) jdesalbuminan cen tricleracétice tratan
per timel y reactive de Obermayer,la celeracién violeta eb-
tenids se compara fetamétricamente,

Sharlit en 1932 (14) describe una técnica que emplea Ganti-
dades pequefias de sangra: A 2 co.de plasma diluides cen 3
gec.de agua e¢ le agregan 5 co.de trigleracétice al 25 %,se
gentrifuga 10 minvtes,se filtra,a € cc.de oste filtrade se
le agregan 5 getas ds persulfate de petasie al 1¥,selucioa
de acide tricloracético en Acide clerhidrice cemcentrade,=
megzclascentrifuga,y se separa el liqudie sebrenadante al
que se le agrega 2 cc.de Acide acétice glacial pesterior-
mente se efesctfian las lecturas.
Determinaciép de ipdexile en erina.- Se defeca la orina can
1/10 de su velumen cen reactive de Teurtennejse agita y sc
filtra,5e teman 2 a 4 qgc.de filtrade que se celecan en el
misme tube de decantacibn que se usa para plasma (se uti=
11z6 les tubes de Grigaut para Celesterel),se cempleta a

15 ece.con triclarichtice al 100 se acreg:z: 1 cc.de la seln



cién aloshélica de timel al 6 3 y se lleva a 30 ee.cen ¢l
reactive exidants,

Se esperan 6 a 8 heras ¢ mfs sin incenvenientess y se ex
tras la timel-indelignena cen clereferms,s¢ hage tres ex-
traccienss sucesivas hasta cempletar un velumen de €6 cec.en
un tibe de hemblisis graduade.Filtrar para eliminar la tur-
Bidez en papel deble humedecid cen clereferme.lusge se can
para celerimstricamsnte cen una selucién testige.




Nuestrs téonicg.-En las determinacienes de indexile emplea-
mes la téonica medificada de Memias y Shapire,y para sfectus
las lecturas reemplazames sl celerimetre per el fetémetre.

El fetémetre d¢ Pulfrieh permitié fheilments el de-
saje de indexilc evitamde ¢l use de selucienes testiges en
cada determinacién celerimétrica le que es una ventaja,puébs
esta substangia es gara y de impesible ebtemeién en la $peca
astual ,ademés sus solucionss no pueden utilizarse despueb de
diez dias de preparadas debido a qus varian su titu;.o.

r Elegei «-El uso de ﬁlt.ros
espectrales en los fotémetros permite efectuar lecturas en
las zonas de mAxima absorcibn de la substancia,eliminando 1l
colores parfsitos que pudieran sobreagregarse cuando las de-
terminaciones se efectfian en liquidos orgkndsces.

Las lecturas fotométricas suelen expresarse como ex-
tinciones (E),camo logaritmo de las extinciones © como por-
gcentajes ds transparencia (15 )

Hemos construido la curva tipiea de absorcién de una
solucifn pura de indolignona (Fig.n® 1) producto de oxida-
eibn del indoxilo en la reaccibén de Jolles,que nos ha per-
mitido conoger el filtro 6til para muestras determinacio-
nes,en $11a dibujamos los logaritmos de las extinciones en
func 16n de las longitudes de onda del filtroy como se obser
va en la misma el mAximo de absorcj.&n estf en el Si155,.Para
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Fig. l.- Curva tipica de absorcibén de la timol-
indolignona de extraccibn cloroférmica.
El miximo de absorcibén corresponde al
filtro S:55 del fotbémetro de Pulfrich.-




algunos filtrados de plasma el filtro éptimo es el S: 53,Egte
hecho proviens ,sin duda,a otras substancias mas ¢ menos bien
determinadas presentes en dichos filtrados; el urobilindgenoc
por ejemplo en cantidades superiores a 1 mgr %0 en plasma y ox
dado por el reactivo de Obs rmayer,modifica la curva de la in-
dolignona aumentando la absorcifn en las pequefias longitudes
de onda (el mAximo de aborsién del urobilinbégeno puro tratado
de la misma manera que el indoxilo se encuentra em S150 (fig.
nt 2) (16),

Hemos estudiado también espectrogrificamente la curva de
absorcién de 1la indolignona.Su solueiln cloroférmica de ex-
tracoién presenta guatre puntos mlximes en 4,400, 6,000, §,50C
Y 6.160 UAo (17 ), (Figen® 3).Esta curva difiere de¢ la efectua
da ®n el fotlmetro de Pulfrich en el mdximo observado en los
6,000 U,A.al exfimen espectrogr&fico.Se ha encontrado en efec-
toy que el centro de gravedad de S350 del Pulfrich,estf des-
plasado hacia la longitud de onda de 4,900,

Chlaulos.-Las deteminaciones fotométricas estin basadas en la
ley de Lambert-Beer que establece lo siguientes (18),
log T - kC,
© expresado en palabras: E1 logartmo de las extinc iones es
proporsional a la congentracién de la solucibm,
Ts 8 la relacibén que exists entre la lus incidente y la
lug trasmitida o sea coeficiente de extinciédn cuando se
trabaja con 1 cm de espesor,

3
L 1]

eg un factor de proporcionalidad que depende de la lon-
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gitud de onda,
LX) soncentracién de la solucidn,

Se comprobd la validesz de esta ley oalculando el coeficien
te de absorcibén de Vierordt,observando que todos 1o0s valores
que s8¢ obtiensn son présticamente constantes

A__C
E

As coeficiente de Vierordt

Cs concentracién de la soluciba

B coeficiente de oxtincién para 1 om.de espesor,
Tomamos las siguientes scluciones testigos

10 testigos de 0,66 mgrs % T.M.de E 0,260

10 tastigos de 1.37 mgre % T.M.d¢e E 0,638

luego de (1)
0,66

A_ _ 2.54
0,260
1.37

Al . _ 2,47
0.538

Considerando el término medio de esos valores re-
sulta igual a 2.5 para cubas de 5 mm.y 12,5 para cubas de
1 om.,

iultiplieando A por el coeficiente de extincién



de la solucién desconocida se tiens su concentracibn.

La fig.n® 4 representa grificaments la ley de Lam-
bert y Beer,como se observa ¢s una recta que pasa por el o-
rigen de coordenadas; en la abscisa se tiens la concentra-
cién,y en la ordenada los coeficientes de extinel 6n,
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Fig.4.-Representacibén grafica de
la I.ey de Lambert-Beer,-




Pruebas de recuperacifn en suero sanguineog.-
E1l agregado de indoxilo en solucibén pu-

ra a una misma cantidad de suero no se recupera totalmente
por el contrario hay pérdidas variables seghn se desprende
del cuidro n® 1, Tales pérdidas podrfan atribuirse a la a-
coibn de las proteinas del suero,que al ser precipitadas
¢on el &foido tricloracético arrastrarian el indoxilo agre-
gado,

La experiencia se efectud corn suero de
ca0allo al cual se le agregbd cantidades crecientes del tes-
tigo,dosando_luego el indoxilo,segflin 1a forma expuesta en
ia phg.

Estos hechos esthn confirmados poer los resultados
obtenidos en los ultrafiltrados de plasma o suero en los
guales hemos observade una pérdida considerable en relacién

con les ultrafl 1trados trieloracéticos.-



- 1€ o-

CUADRO N®
Tube 8.de ecab, | Test. | E (10 mm).| Mgrs,.indox.%|Mgrs,.indox.% %
(x) (tebrico) recuperado reeuper.

1l 5 ce. (o) 0,070 0.87

2 " 1l ca. 0.102 1.9 1.2 63
3 wan 2" 0,187 2.9 1.9 66
4 “e 3" 0.190 3.4 2.3 70
5 "o 4 v 0.247 5.8 3.1 51
6 " ou 6" 0.300 6.2 3.7 50

(x) sSelucién testigo de indican Merck al 10 mgrs % dilufda al 1/1(
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Pruebas de recuperaciédn en orina.-

itepetinos para crina la experiencia rea
lizada con suero sanguineo,y a diferencia de éste se obser-
va que el indoxilo agregado se recupera casi el 1U.. segfin
ge ve en el cuadro adj'mto en el que se consignan los resul
tados de varias determinacicnes realizadas eon distintas
orinas y a las cuales se les ha agregado la misma ecantidad

de la solucibn testigo al 1C nmgrs .Je.-




CUADRC ¥ o

Cantidad de indoxilo en mgrs %

Tube erina erina testige testipe Porcentaje recuperado
l 18,26 24,89 8,7 96 %

2 19,20 26,50 8,7 21 %

3 26.20 31.60 8,7 93 ¥

4 20,60 27.20 8,7 80 %




Accibn del £gido trigloragétice en la reaccién de Jelleg.-

Cristol y Portes (1) han estudiade la aesién
de los Aistintos defecantes sobre la reaccién del indoxile
de todes 6llos el mas oonveniente es el tricloradétiaco,

. Seghn Derrieu y Mlle., Girand (19) el heido triclor-
acético aumentaria la solubilidad de la indigotina on el
eloroformo por lo cual este defecante intemsificaria el co-
lor de la reaccién.-

El cuadro a°® 3 demuestra que los agregades varia-
bles de diche Lcido a una misma cantidad de una solucién pu-
ra de indoxilo produce una intensificacién de color que es
proporcional a ese agregade; y a partir de uma congentra-
cién igual a 0.8 grs 7 de aquél esa intensificacibén permane
ge prfécticamente constante,

Los porcentajes de recuperacién correspondientes
a los tubos testigos nos indican que sin el agregado del 4-
cido, hay pérdidas en el color casi del 80 % lo que induce
a error en la apreciacién real del o ntenide de indoxile y
equivale a suponer incompleta la reaccidn,.-

(1) ,~Citado por el Dr.,Biasotti en su trabaje: "Indoxilemia"



CUADRO N®* 4

Tubo Sol.indic.al 1/5 | As.triclor.en | E(10 mm)| Indox.en| % recu

(1) grs. agrs perac.
Test. 1 cc. - 0.060 0.003 14
" u " - 0.060 0.003 14
b & “w « 0.1 0.100 0.006 24
2 “ n 0.2 0.120 0.006 28
3 "n o= 0.3 0.,2C0 0.011 50
4 “ = 0.4 0.220 0.014 &3
5 “ = 0.5 0.300 0.016 556
6 n o 0.6 0.350 0.019 76
7 n = 0.7 0.340 0.018 7e
8 “ = 0,8 0,400 0.021 100
9 non 0.9 0.400 0.021 100
10 nou 10 0.400 0.021 100

(1) e=Solucibn pura de indoxilo (10 mgrs %) diluida al 1/5.-



Ageibn de] antigoagulante.-

La téonica de Monias y Shapire (8) usada por noso-
tros,aconseja usar gomo anticoagulante el oxalato de litio,pués
el de potasio pareae interferir en ¢l golor de la reaccién,

Experimentalments no se ha podido ecmpreobar la ven
taja anotada por aquélles autores, pués las condiciones en que
se efectfia la reaccién de Jolles son las mismas para ambos an-
ticoagulantes, por otra parts, no se ha observadoinfluencia no-
idblo en la intensificaciédn de color segln se desprende prfcti-
camente de la constancia en los valores de los coeficientes de
oxtincibén (E),

En el cuadro n® 5 se especifica una serie de an-
ticoagulantes usados agregados a distintes plasmas y se indi-
can los valores de E obtenidos, sin calcular la cancentracién
de indoxilo teniendo en cuenta que ésta es proporcional a los
coeficientes de extincibn seglin 1a loy de Lambert,



CUADRO N®* §

Pll:ll Ceeficients de extincibén (E) para

n

(Co0)2 K2 (CO0)2 Na2| (CO0)2(NH4)2 (Coo)2 142 Citrat.Na

; e

1l L.170 1,160 1.160 1,180 1.170

0.890 0.870 0,890 0,860 0,890
3 0,636 05620 0.640 0.680 0,560

Ceeficiente de extinciém (E) para

suere sole
1.190
0,900
0.650




A994i6p de 1a hemoglobing.-

Heits Boyer M, y Grigaut A, afirman
qQque la hemoglobina se opone a la reaccién de Jolles., Préc-
ticamnete se comprobd que el agregado a soluciones acuosas
de indoxile,atenfia notablements la reaccién (dsspués de ha-
ber precipitado con &6id0 tricloracétieo).Esta reaccién a-
tribuida a la hematina del pigmento sanguineo es de natura-
leza cuantitativa aunque no modifica la forma de la curva
de la indolignona, al agregar cantidades erecientes ds he-
moglobina se atenfia el color producido por la reacciém lle-
gando a anularlo,

En el cuadre n* 6 se observa que en el plas-
ma normal la presencia de hemoglobina libre a la dosis de
0.14 grs % atenfa la reaccién en un 8 % para cantidades ma-
yores de hemoglobina agregada ,ease porcentaje se eleva con
siderablements alcanzando a un 72 % y puede decimse que no
aparege el color viocleta de la reaccibn.-

Al observar las curvas del gr&fico n® 5§ ge ve
que el paralelismo entre las dos no es absolute; en efecto,
existe un mhximo de absorcibn en S:53 de la curva con hemo-
globina ,mAximo que presentan todos los filtrados de plasma
Y que no se observa cuando la reaccién de Jolles se efectfia
econ soluciones acuosas puras de indoxile,dicho mhximo se en

cuentra entonces en S3 55,-
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CUADRO KR® 8§
Cantidad de¢ plasma Hb,agregada (1) E (10 mm) % (2}
5 ee. - 0.530
65 ee. S ec. (0,14 ge % ) 0,480 8
5 ee. 6 es, (0,28 g8 % ) 0.445 17
5 ee. 5 e8, (0056 g8 % ) 0.410 23
5 es, 65 ea, (1.‘ g8 %) 0.160 72

(1) «=Se prepararea selucienes de hemeglebima que centemian en grs.
las cantidades anetadas en el cuadre,

(2) s=Se refiere a les pereentajes en que se atemfia la reaccién de
Jelles,
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Fig,5.-Curva tipica de absorcibébn de la
timol-indolignona a) #in hemoglo-
bina b) con hemoglobina,.-



Cenclusién.-De Las presentes experienscias puede dedusirse:
1% ,-Cuande la reaccibn de Jelles se efectla en plasma u
erina,siempre hay pérdidas de indexile es decir éste ne 3l1-
canza a desarse cuantitativamente.
2% ,-Es necesaris una cantidad éptima de &cide tricler-
acétice para ebtener el celer mixime de la reaccién.
38%,=Ne es muy netable la influencia del antiseagulanic
aconao,jqio per la técnica,

4Y.-La presencia de hemeglebina atenfia censiderablemen-
te el celer de le reaccibn.-
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