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Bilirrubina: mecanismos toxicos de una

molécula antioxidante

Bilirubin: The toxic mechanisms of an antioxidant molecule

Dra. Constanza P. Soto Conti®

RESUMEN

Lahiperbilirrubinemiaes el motivomas frecuente
de consulta e internacién en el periodo neonatal.
Requiere la instauracién oportuna de un
tratamiento eficiente, ya que los recién nacidos
son especialmente vulnerables alos dafios que la
bilirrubina puede causar en el sistema nervioso
central, debido a caracteristicas propias de esta
etapa de la vida.

La bilirrubina en altas concentraciones produce
neurotoxicidad y estrés oxidativo. Sin embargo,
estudios de biologia molecular demuestran que
lamismamoléculase comporta como un potente
antioxidante.

El objetivo de esta actualizacién es revisar
cudles son los procesos por los que la bilirrubina
genera dafio celular y cudles son sus efectos
antioxidantes beneficiosos. Conocer estos
mecanismos facilitaria una indicacién mads
precisa deluminoterapiaindividualizada, eficaz
y oportuna. Hasta nuevos avances cientificos,
la prescripcién de este tratamiento debe ser
orientada por consenso de expertos.

Palabras clave: bilirrubina, sindromes de
neurotoxicidad, antioxidantes, estrés oxidativo,
recién nacido.

http:/ /dx.doi.org/10.5546/aap.2021.e18
Texto completo en inglés:
http:/ /dx.doi.org/10.5546 /aap.2021.eng.e18

Cémo citar: Soto Conti CP. Bilirrubina: mecanismos
téxicos de una molécula antioxidante. Arch Argent
Pediatr 2021;119(1):e18-e25.

GLOSARIO

ADN: dcido desoxirribonucleico.
ARN: 4cido ribonucleico.

BiD: bilirrubina directa o conjugada.
Bii: bilirrubina indirecta o no
conjugada.

BiiL: bilirrubina indirecta libre o

no unida a albimina.

BiS: bilirrubina sérica total.

BLVR: biliverdina reductasa.
HMOX: hemo oxigenasa.

RL: radicales libres.

RN: recién nacido.

RNPT: recién nacido prematuro.
SNC: sistema nervioso central.
TNF-a: factor de necrosis tumoral «.
UDP GT 1A1: uridindifosfato
glucuroniltransferasa 1A1.

INTRODUCCION

La hiperbilirrubinemia es el
motivo mds frecuente de consulta y
de admisién hospitalaria en recién
nacidos (RN), en quienes genera
el riesgo de sufrir consecuencias
neuroldgicas, en algunos casos, graves
e irreversibles, especialmente, si son
prematuros (RNPT).! Los mecanismos
celulares y moleculares por los que la
bilirrubina produce dafio en el sistema
nervioso central (SNC) se describieron
a lo largo de los afios. Sin embargo,
quedan muchos interrogantes por
resolver.>”

Sus efectos beneficiosos como
antioxidante fueron descritos
mediante biologfa molecular. En los
adultos, el aumento de bilirrubina
sérica total (BiS) es un factor de buen
prondstico en algunas afecciones;
incluso se especula con su empleo en
futuras alternativas terapéuticas.®"!

Es notorio que, en la especie
humana, la bilirrubina aumente luego



del nacimiento, cuando ocurren cambios bruscos
en las presiones de oxigenacién y oxidacién
celular.”? A su vez, sorprende que este potente
antioxidante, en algunas circunstancias, se
comporte de modo téxico.

Los RN deben ser controlados de manera
cercana y recibir tratamiento oportuno y eficaz
seguin la mejor herramienta que se posee:
recomendaciones de expertos, hasta tanto sean
develados los interrogantes que permanecen
sin respuesta.’® Actualizar los mecanismos de
produccion de darfio y potenciales beneficios de la
bilirrubina puede resultar 1til a quienes indican
luminoterapia a diario para reflexionar acerca de
cémo la bilirrubina opera en el contexto de las
caracteristicas individuales de cada RN.

Metabolismo de la bilirrubina

La bilirrubina se origina a partir de moléculas
que contienen hemo. E1 80 % del hemo proviene
de la hemoglobina liberada de los eritrocitos
senescentes y de la eritropoyesis ineficaz. El resto
corresponde a fuentes enzimdticas no eritroides:
citocromos, catalasas, peroxidasa y triptéfano
pirrolasa.'

En las células del sistema reticulo-endotelial,
la enzima hemo oxigenasa (HMOX) hidroliza
la molécula de hemo y la convierte en una de
mondxido de carbono y otra de biliverdina. Esta
reaccion libera hierro y consume oxigeno. Luego
la enzima biliverdina reductasa (BVLR) reduce
la biliverdina en bilirrubina. Asi constituida, la
bilirrubina es denominada bilirrubina indirecta
(Bii) 0 no conjugada. Esta molécula es hidrofébica,
por lo que debe unirse a la albtimina para ser
transportada hasta el higado, donde es conjugada
con acido glucurénico. La glucuronizacién la
convierte en bilirrubina directa o conjugada (BiD)
y le otorga hidrosolubilidad para ser incorporada
en la bilis, a través de la cual llega al intestino.

La flora bacteriana intestinal convierte la BiD
en estercobilinégeno y urobilinégeno, pigmentos
eliminados a través de la materia fecal y la orina.
En el intestino, antes de ser eliminada, existe
la posibilidad de reconversién de BiD en Bii
por la accién de una enzima denominada beta-
glucuronidasa y reingreso de la Bii a la circulacién.
Esto constituye el circuito enterohepdtico de
bilirrubina®'? (Figura 1).

Los valores de bilirrubina dosados en sangre
expresan los niveles de BiS, suma de la Bii y BiD.
La cifra de BiS incluye las dos fracciones de la Bii:
libre (BiiL), que constituye el 0,01 % de la Bii,’ y
unida a albimina. Ante la falta de un método de
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laboratorio accesible en la préctica clinica para
dosar BiiL, las decisiones terapéuticas se basan en
el valor de la BiS.»

La bilirrubina es liposoluble, atraviesa las
membranas y se incorpora a células y érganos. En
la vida intrauterina, esta caracteristica le permite
atravesar la barrera placentaria en direccién del
feto a la madre, quien la excreta a través del
higado.™

Caracteristicas de vulnerabilidad en los recién
nacidos

La especie humana es la tnica en la que el
aumento de la bilirrubina en la etapa neonatal
es fisiolégico. Lo es por dos motivos: uno es
la hemdlisis fisiolégica generada por estrés
oxidativo debido al cambio de oxigenacién
placentaria a pulmonar. A este aspecto se
agregan, ocasionalmente, en algunos individuos,
hemolisis inmunoldgicas o hereditarias. El otro es
de origen metabdlico, ya que es a expensas de Bii.
La enzima uridindifosfato glucuroniltransferasa
1A1 (UDP GT 1A1) conjuga la bilirrubina en el
higado. Existe evidencia de que esta enzima est4
presente en el intestino delgado y de su papel
en la glucuronizacién de la bilirrubina en el
enterocito.

Fujiwara y col., encontraron, en los RN
alimentados exclusivamente con leche humana,
supresién sobre la expresiéon de la UDP GT 1A1
en el enterocito, menos glucuronizacién,
aumento del circuito enterohepético y mayor
disponibilidad de Bii. Este mecanismo, no
observado en RN alimentados con férmula
lactea, destaca el rol fisiolégico, antioxidante,
de la bilirrubina ante el estrés oxidativo del
nacimiento.' Ademds, algunos RN pueden
presentar reabsorciéon de hematomas, bajo nivel
de albimina o disminucién de la capacidad
de unién Bi-albamina y/o dificultades en el
establecimiento de la lactancia, eventos que
favorecen el aumento de la bilirrubina.’

A lo descrito, en los RN, se suma
la vulnerabilidad del SNC. La barrera
hematoencefélica de los neonatos es 1dbil, mds
adn en circunstancias perinatales patolégicas
que aumentan su permeabilidad capilar: asfixia
perinatal, acidosis, sepsis.'®

En el SNC, la bilirrubina ejerce efectos tdxicos,
dafio por oxidacién y lesiones irreversibles.
Las consecuencias incluyen impacto transitorio
(disfuncién neuroldgica inducida por
bilirrubina) o crénico y devastador (encefalopatia
hiperbilirrubinémica crénica), hipoacusia central
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e, inclusive, la muerte. En los RNPT, estos cuadros
pueden ocurrir con niveles bajos de bilirrubina,
generar discapacidades neurolégicas sutiles y
presentar manifestaciones que varfan, incluso,
entre pacientes de igual edad gestacional.'”'®

Unién de la bilirrubina a la albamina

La albimina es la proteina sérica mds
abundante. Comprende del 50 % al 60 % de
la proteina plasmaética total en humanos. Se
une a una amplia variedad de ligandos
enddgenos y exégenos a los que transporta.”
La unién albdmina-bilirrubina es el principal
factor protector de las células; depende de las
concentraciones de ambas y de la afinidad de la
albdmina por la bilirrubina.’®?

Solo la BiiL,, no unida a albtimina, atraviesa la
barrera hematoencefdlica, cruza las membranas e
ingresa a las células.”” La BiiL aumenta a medida
que la Bii alcanza la capacidad total de unién de

la albiumina (1 g de albimina sérica humana se
une a 8 mg de Bii en RNT, cifra que disminuye
en los RNPT).

La unioén es reversible. El equilibrio
unién-disociacién es dindmico; varia segin
el pH y la temperatura.’” Condiciones como
hipotermia, hipoxia, acidosis, asfixia favorecen
la neurotoxicidad al disociar la unién y generar
BiiL.?"* Drogas como ceftriaxona e ibuprofeno
compiten con la bilirrubina por la unién con
la albiimina.” El aporte de lipidos por encima
de 1,5 g/kg disminuye significativamente la
capacidad de unién albtimina-bilirrubina y
aumenta la concentraciéon de BiiL en los
prematuros menores de 28 semanas de edad
gestacional.?! En estos pacientes, la relacién
albdmina-bilirrubina seria mejor predictor de
neurotoxicidad inducida por bilirrubina que
el valor de BiS, aunque son necesarios mads
estudios.”?*!

FiGura 1. Metabolismo de produccién y recuperacion de bilirrubina
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En la mitad superior derecha de la figura, se observa el nivel en el que ocurre el proceso en sentido inverso por el cual la bilirrubina
es convertida en biliverdina y capta radicales libres de oxigeno, lo que constituye el efecto antioxidante. (Elaboracién propia).



Toxicidad celular de la bilirrubina

La neurotoxicidad por bilirrubina involucra
complejas cascadas de eventos moleculares y
celulares. Altera la barrera hematoencefélica y
afecta algunas regiones del SNC en particular.
Produce multiples efectos en las neuronas y las
células de la glia, en las membranas celulares y
mitocondriales, y en el reticulo endopldsmico.
Genera falla en la produccién de energia
mitocondrial y excitotoxicidad por estimulaciéon
de los receptores de glutamato, aumento de
concentraciones de calcio intracelular, necrosis
y apoptosis. También desencadena cascadas de
factores inflamatorios y estrés oxidativo, que
pueden producir anomalias e, incluso, detencién
del ciclo celular? (Figura 2).

Bilirrubina y membranas celulares

La bilirrubina es anfipdtica, lo que implica dos
propiedades. Una es que posee dos extremos de
caracteristicas diferentes (uno polar o hidrofilico y
uno no polar o hidrofébico). La otra es la longitud
suficiente para que cada extremo manifieste sus
propias caracteristicas de solubilidad.”

FIGURA 2. Mecanismos de toxicidad celular por bilirrubina
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Varios estudios sugieren que las membranas
celulares son el sitio inicial en el mecanismo de la
toxicidad por bilirrubina. El extremo hidrofébico
de la bilirrubina tiene alta afinidad por los lipidos
de las membranas.>**?* Zucker y col., demostraron
que, por la naturaleza anfipdtica de la bilirrubina,
la interaccién con las bicapas de fosfolipidos
sucede en la region polar mds externa de la célula,
cercana a la interfaz membrana-agua.?* Luego de
la unién con la membrana, ocurren alteraciéon
molecular de los fosfolipidos, inhibicién de
ATPasas unidas a membrana y peroxidacion
lipidica, entre otros eventos adversos.”

En las membranas mitocondriales, la
bilirrubina genera cambios andlogos al descrito,
con interrupcién de la produccién de energia.*® La
inhibicién de diversos sistemas enziméticos y de
la sintesis de dcido ribonucleico (ARN), proteinas
y carbohidratos en el SNC contribuyen al dafio
celular.?® Son necesarios mads estudios acerca de
las caracteristicas de la unién de la bilirrubina a
las membranas, de su localizacién exacta y de las
posibilidades terapéuticas que pueda brindar su
conocimiento.?

Exposicién del SNC a niveles peligrosos de bilirrubina libre

L
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SNC: sistema nervioso central; SRE: sistema reticulo-endoplasmatico; Ca: calcio.
Conjunto de mecanismos téxicos de la bilirrubina: dafio neuronal, necrosis y muerte celular programada, instancias en las que la
lesion es irreversible. Tomado de Watchko J. Bilirubin-Induced Neurotoxicity in the Preterm Neonate. Clin Perinatol 2016;43:297-311.
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Neuroinflamacién

Las afecciones asociadas con inflamacién
sistémica grave, como sepsis, enterocolitis
necrotizante y el sindrome de respuesta
inflamatoria fetal (corioamnionitis con funisitis),
favorecen la neurotoxicidad de la bilirrubina.?
Estos efectos son mayores en las células
inmaduras de los RNPT.#?® El entorno celular
proinflamatorio generado por la bilirrubina activa
la microglia y libera el factor de necrosis tumoral
o (tumor necrosis factor a; TNF-a, por sus siglas en
inglés), interleuquina 1b e interleuquina 6, que
potencian su neurotoxicidad'®* (Figura 2).

Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefédlica, interfaz compleja
y dindmica entre el SNC y la sangre, mantiene
la homeostasis del SNC. Su integridad estd
garantizada por las caracteristicas de unién y
adherencia de las células endoteliales que la
componen.

Palmela y col. demostraron que el efecto de
la bilirrubina en la barrera hematoencefélica
dependia del tiempo de exposicién. En este
estudio, una exposicién de 4 horas incremento,
en las células endoteliales, los niveles del factor
de crecimiento del endotelio vascular y de las
caveolinas. Estas, que son protefnas contenidas
en pequefas invaginaciones de la membrana
plasmadtica denominadas caveolas, modulan la
permeabilidad, la transduccién de sefales y la
endocitosis. Son importantes en la alteracién de
la barrera hematoencefélica y serian claves para
futuros hallazgos terapéuticos.

En la exposicién prolongada, de 24 horas,
desaparecieron la unién y la adherencia celular,
y aumenté la permeabilidad. La exposicién
de 72 horas gatill6 respuestas de autofagia y
apoptosis. Estos resultados permiten inferir la
importancia de instaurar el tratamiento precoz,
incluso con presencia de dafio neurolégico sutil,
antes de la alteracién de la permeabilidad de
la barrera hematoencefdlica e instalacién de la
apoptosis en las células endoteliales y en las del
SNC, con manifestaciones neuroldgicas graves e
irreversibles.*

Estrés oxidativo

El desequilibrio entre la produccién de
radicales libres (RL) y la capacidad de defensas
antioxidantes genera estrés oxidativo, al que
los RNPT son especialmente vulnerables.
La bilirrubina en concentraciones de bajas a
moderadamente elevadas es un potente

antioxidante.*"' Pero, de modo paradéjico, cuando
supera cierto umbral, es daflina para el cerebro en
desarrollo. Diferentes estudios demuestran que
el estrés oxidativo es un mecanismo clave en la
neurotoxicidad por bilirrubina.®®

Vodret y col. refirieron que el 6rgano mads
dafiado por estrés oxidativo e inflamacidén
por altas concentraciones de bilirrubina era
el cerebelo.” Rawat y col. demostraron,
en su estudio, translocaciones y deleciones
cromosomales que producian darfio oxidativo en el
dcido desoxirribonucleico (ADN) y detencién del
ciclo de funciones celulares que se incrementaban
segun el tiempo de exposicién a la bilirrubina.”
Basu y col. describieron estos dafios frente a
niveles inclusive bajos de bilirrubina® (Figura 2).

Efecto antioxidante

Los efectos biolégicos mds conocidos de la
bilirrubina son los dafiinos para el SNC de los
RN cuando se encuentra en altas concentraciones
séricas. Sin embargo, estudios de biologia
molecular en adultos evidencian que la bilirrubina
es un citoprotector antioxidante.®!!

Los RL se originan en la cadena respiratoria
mitocondrial y son responsables del dafio celular
oxidativo.*’ En los organismos aerdbicos, la
respiracién celular origina moléculas de ATP y
agua. En situaciones de privacién de oxigeno, esta
funcién metabdlica genera RL (anién superdxido,
per6xido de hidrégeno, radical hidroxilo), que
producen peroxidacién lipidica de las membranas
celulares y estan implicados en la fisiopatologia
del cédncer, el envejecimiento, la enfermedad
cardfaca, la inflamacién crénica y las infecciones.™
En los RNPT, participan en la patogénesis de
enfermedades, como displasia broncopulmonar,
leucomalacia periventricular, enterocolitis
necrotizante, conducto arterioso permeable y
retinopatia del prematuro.®

El nacimiento es un evento que genera
oxidacién por los cambios de presiones de
oxigeno que implica. En los RNPT, se suman la
alta velocidad de crecimiento de los tejidos y la
inmadurez o ausencia del conjunto de moléculas
antioxidantes, tales como superdxido dismutasa,
catalasa, las vitaminas E y C, y -carotenos.*

En 1937, Najib-Farah fue pionero en sostener
que la bilirrubina formaba parte de un mecanismo
protector disefiado para superar infecciones.®
En 1989, Glazer present6 su hipétesis acerca
del papel de los productos finales de las vias
metabdlicas como agentes de proteccion celular
(el dcido trico, producto final del metabolismo



de las purinas, la taurina del metabolismo de la
cisteina).’® En este contexto, Stocker observd, en
un estudio in vitro, que la actividad antioxidante
de la bilirrubina aumentaba a medida que la
concentracion de oxigeno disminufa del 21 %
(concentracién ambiental) al 2 % (concentracién
fisiolégicamente relevante, ya que correspondia
a la de los tejidos). Stocker documenté que la
bilirrubina superaba la accién del a-tocoferol,
el antioxidante liposoluble mds eficiente en
los humanos. Postul6 el rol beneficioso de la
bilirrubina como producto de desecho metabdlico,
disruptor de la cadena biolégica de oxidacion.”

El nivel del metabolismo de la bilirrubina
implicado en las funciones de antioxidacién
es en el que acttan las enzimas HMOX
y BLVR (Figura 1). La HMOX, inducida por
el hemo y por lesiones proinflamatorias,
tiene efectos antiapoptdticos, antioxidantes
y antiinflamatorios. Transforma la molécula
de hemo en biliverdina. La via metabdlica se
completa cuando la biliverdina es reducida por
la BLVR a bilirrubina.??

Nuevos postulados sugieren que las células,
segun el grado de oxidacion al que estén expuestas
y para mantener su homeostasis antioxidante,
tienen vias de recuperacién de bilirrubina. Estas
son el ciclo redox biliverdina-bilirrubina en el
sistema reticulo-endoplasmatico y la via de la
enzima citocromo P450 en las mitocondrias,
ambas con accién en sentido inverso al del
metabolismo de la bilirrubina'®® (Figura 1). En
estas rutas metabdlicas, la bilirrubina es oxidada
a biliverdina, que, mediante la enzima BLVR, serd
reducida nuevamente a bilirrubina. En virtud
de estas secuencias de oxidacién-reduccién,
la bilirrubina capta los RL, detoxifica hasta
10000 veces el exceso de estos y protege de la
peroxidacion a los lipidos de las membranas.*

En los anfibios, reptiles y aves, el metabolismo
del hemo se detiene a nivel de la biliverdina.
En los mamiferos, la potencia antioxidante de
la bilirrubina justifica que la via metabdlica del
hemo progrese hasta la formacién de bilirrubina,
aunque requiera mayor cantidad de agentes
enzimdticos, mayor consumo de energfa, unién
a la albtimina para su transporte y conjugacién
para ser eliminada.®®

En los adultos, numerosas publicaciones
relacionan la propiedad antioxidante de la
bilirrubina con mejor prondstico en enfermedades
que generan estrés oxidativo: enfermedad de
Alzheimer, lesiones por isquemia-reperfusion,
enfermedad cardiovascular, diabetes,
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inflamacion, cdncer. En el sindrome de Gilbert,
que presenta altos valores de Bi, la frecuencia de
enfermedad isquémica coronaria es inferior a la
de la poblacién general (el 2 % vs. el 12 %).%

La ciencia avanza en el estudio del dafio
celular por estrés oxidativo. Descifrar con
precisién el rol de los RL y de las moléculas que
constituyen las defensas antioxidantes es un
enorme desafio. En ese contexto, profundizar el
conocimiento de la capacidad antioxidante de
la bilirrubina, de sus metabolitos intermedios y
de su complejo entramado enzimadtico, quizds,
permita explotar su potencial beneficio para los
RNPT.

Excitotoxicidad

Segun estudios in vivo e in vitro, la
excitotoxicidad seria otro de los mecanismos a
través de los cuales la bilirrubina lesionaria el
SNC. Estan involucrados el glutamato, principal
neurotransmisor excitatorio del SNC, y su
receptor glutamato N-metil-D-aspartato.*

El glutamato aisladamente es necesario,
pero no suficiente. La excitotoxicidad estaria
precedida de la falla sostenida en la produccién
de energfa en las mitocondrias, que propiciaria
la despolarizacién neuronal y luego la apertura
pasiva de los canales de glutamato NMDA.*>*! Con
estos canales abiertos, se manifiestan los eventos
posteriores propios de la excitotoxicidad:

a. Aumento intracelular de sodio y cloro, que
producen inflamacién celular.

b. Entrada de calcio a la célula y su liberacién
desde los compartimentos intracelulares.

c. Activaciéon de enzimas dependientes de calcio
que activan la apoptosis y/ o la necrosis.*?

La falla de energfa mitocondrial y la
excitotoxicidad justificarian la naturaleza regional
del dafio del SNC inducido por bilirrubina.>*! En
los RN, las neuronas del globo pélido muestran
caracteristicas que las hacen susceptibles a todos
los eventos descritos: el alto nivel de actividad
neuronal basal las hace susceptibles a las fallas
agudas de energfa mitocondrial y la alta densidad
de receptores neuronales de glutamato acentuarfa
la excitotoxicidad®® (Figura 2).

CONCLUSIONES
Los RN presentan caracteristicas que los hacen
vulnerables a la hiperbilirrubinemia. Por ser una
condicién clinica peligrosa para estos pacientes,
es imperioso tratarlos oportuna y eficientemente.
La bilirrubina es una molécula de
comportamiento dual. Es un potente antioxidante,
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presente en un momento de gran exposicion al
dafio oxidativo: el nacimiento, especialmente, si
el paciente es prematuro. Pero, ante determinadas
condiciones, tiene la capacidad de generar dafio
celular grave e irreversible, posible de evitar con
la terapia adecuada. Quedan por develar cudles
son los niveles precisos de BiiL o las condiciones
del medio en el que actda para que produzca uno
u otro efecto.

Para refinar las indicaciones para el
tratamiento, es necesario superar varios desaffos:
obtener métodos para medir los niveles de BiiL,
detectar precozmente la disfuncién neurolégica
minima por bilirrubina y profundizar el
conocimiento de sus potenciales beneficios
antioxidantes para ser ponderados con los riesgos
de dafo celular que la misma molécula puede
producir.

Cuando ocurran estos avances, probablemente,
las indicaciones de luminoterapia deban ser
adaptadas a estos logros de la ciencia para mayor
exactitud en las indicaciones de tratamiento.
Mientras tanto, la decisién de tratamiento debe
ser individualizada y reflejar las recomendaciones
del consenso de expertos. B
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