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Resumen

La hilirrubina no es simplemente el producto final del metabolismo del hem. En la actualidad, se considera
que es una sustancia fundamental como antioxidante y antiinflamatoria del suero. Por su capacidad de neu-
tralizar radicales libres evita la peroxidacion de los lipidos y hay evidencia de que posee efectos protectores
cardiovasculares, neuronales, hepatobiliares, pulmonares e inmunoldgicos. Recientemente se ha considera-
do que la utilizacion de agentes farmacoldgicos que aumenten la expresion de la hem oxidasa 1 (HO-1) y por
ende de sus metabolitos como el mondxido de carbono (CO), la biliverdina (BV) y de la bilirrubina (BR) puede
ser una estrategia terapéutica para diferentes enfermedades inflamatorias.
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Summary

Bilirubin is more than just the final product of heme catabolism. Today it is considered to be a fundamental
substance which acts as an antioxidant and anti-inflammatory agent in the serum. It can neutralize free radi-
cals and prevent peroxidation of lipids. In addition there is evidence that it protects the cardiovascular system,
neuronal systems, the hepatobiliary system, the pulmonary system and the immune system. Recently the use
of pharmacological agents which augment expression of Heme oxygenase 1 (HO-1) has been considered.
Consequently its metabolites such as carbon monoxide (CO), biliverdin (BV) and Bilirubin (BR) could become
parts of a therapeutic strategy for treatment of various inflammatory illnesses.
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Clésicamente se ha considerado que la bilirrubina (BR) es
simplemente un “producto final” del catabolismo del hem
y adicionalmente, que los recién nacidos normales tienen
elevadas concentraciones como resultado del rompimiento
de los eritrocitos fetales y de la incapacidad transitoria del
mismo para conjugarla con el dcido glucurénico y ademas,
que muy altos niveles en ellos puede producir su acumula-
cion en el cerebro causando dano irreversible en diversas
dreas como los ganglios basales, ocasionando el kernicterus
o mas ampliamente hablando, encefalopatia por bilirrubina
(1, 2). Sin embargo, desde hace més de veinte afios, tam-
bién se ha considerado que la bilirrubina tiene funciones

fisiologicas, a concentraciones normales especificamente
como un potente antioxidante y antiinflamatorio y como
tal puede evitar la oxidacién de lipidos y de otras sustancias
de manera més eficiente que la vitamina E (3, 4), postulén-
dose que es uno de los principales mecanismos de defensa
presentes en el suero contra el estrés oxidativo (S, 6) y
puede tener efectos protectores pulmonares (7), cerebrales
(8), hepatobiliares (9), inmunolégicos y cardiovasculares
(1,3), como veremos mas adelante.

El concepto de la bilirrubina no conjugada como un
poderoso antioxidante puede ser la respuesta a la reflexién
desde el punto de vista teleoldgico, sobre cuél seria la nece-
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sidad de los mamiferos para involucrar la produccién de
bilirrubina y no detener la cadena catabdlica del hem hasta
biliverdina (BV) como lo hacen los anfibios, reptiles y aves
(10), teniendo en cuenta que la biliverdina es una sustancia
hidrosoluble y ficilmente excretada en la bilis, y no utilizar
de manera adicional una gran cantidad de energfa y otros
sistemas enzimdticos como la biliverdina reductasa para
producir finalmente bilirrubina, una sustancia insoluble
en agua, que para su transporte necesita albumina y para
poder excretarse conjugarla con el dcido glucurénico porla
enzima UDP glucuronil transferasa 1, la cual la hace hidro-
soluble y de esa manera puede ser excretada en la bilis e
intestino delgado (11). En este articulo se revisar la evi-
dencia que apoya el concepto de la bilirrubina como una
sustancia protectora para el ser humano.

Diariamente se producen aproximadamente 4 mg de bili-
rrubina por kilogramo de peso, a partir de moléculas que
contienen hem, el cual estd presente en la hemoglobina de
los glébulos rojos y otras hemoproteinas como citocromos,
catalasas, peroxidasa y triptofano pirrolasa (11, 12). E180%
del grupo hem proviene de la hemoglobina liberada de
los eritrocitos senescentes y de la eritropoyesis ineficaz y
el 20% restante corresponde a las fuentes enzimdticas no
eritroides mencionadas (11, 12).

Después de la administracién intravenosa de radiomar-
cadores de precursores de porfirina, como son el dcido
v-aminolevulinico o la glicina, se han demostrado dos picos
en la produccién de bilirrubina: alas 72 horas por eritropo-
yesis ineficaz y a los 110 dias por destruccion de eritrocitos
senescentes (11-13).

Elhem es un grupo tetrapirrélico, unido por cuatro puen-
tes de metano, los cuales no son iguales debido al tamano
de las cadenas y su distribucién asimétrica (14).

El hem libre es peligroso en cantidades excesivas
(15), por lo cual es rapidamente removido de los tejidos
mediante su hidrolizacién por la hem-oxigenasa microso-
mal, especificamente en el puente a-metano resultando en
la produccién de biliverdina y una molécula de monéxido
de carbono (CO), liberando hierro, consumiendo oxigeno
y requiriendo un agente reductor, NADPH (16). E1 CO es
un neurotransmisor y un potente antiinflamatorio (17-19).
Hay tres isoformas de hem-oxigenasa, la isoforma HO-1
que es inducible por estrés o por el mismo hem; la HO-2
que es una proteina constitutiva principalmente en el tes-
ticulo y el cerebro y la HO-3 que tiene muy poca actividad
catalitica y su principal funcién es la de ser una proteina de
unién al hem (17-19). La HO-1 tiene elevadas concentra-
ciones en el bazo y es la responsable de la rdpida elimina-
cién del hem de la circulacién yla HO-2, al parecer, protege
las neuronas del dafio oxidativo (20). La hem-oxigenasa
hace parte de un sistema regulador de la integridad de la
célula endotelial y el estrés oxidativo. Es un grupo de enzi-
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mas de suma importancia para la célula endotelial porque
regula la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GCs),
¢éxido nitrico sintetasa (NOS), citocromo P450 (CYP450),
monooxigenasas, ciclooxigenasas (COX) y catalasas (21,
22). Como se discutira mas adelante, su induccién o sobre-
expresion juega también un rol protector sobre la lesion
celular mediada por estrés oxidativo. La HO-1 puede ser
expresada no solamente por el estimulo de sus sustratos, el
hem libre, sino también por diversos estimulos proinflama-
torios, de manera tal, que sus funciones no son solamente la
degradacion del grupo hem, sino la eliminacién de la infla-
macién (23) y sus efectos antioxiodantes y antiinflamato-
rios, se deben en gran parte a la formacién de biliverdina y
bilirrubina (24).

La biliverdina posteriormente es reducida a bilirrubina
por la accién de la biliverdina reductasa (BVR) (13, 21)
(figura 1). A pesar de la presencia de varios grupos polares
como el dcido propidnico y los grupos aminos, la bilirru-
bina es insoluble en agua y esta paradoja se debe a la inter-
nalizacién de los hidrogeniones (21) (figura 2).
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Figura 2. Internalizacion de los hidrogeniones de la bilirrubina.
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Una vez formada la bilirrubina puede interactuar con
radicales libres de oxigeno, produciéndose la oxidacién de
la misma y convirtiéndose nuevamente en biliverdina (1,
13). Esta reconversion es catalizada por la BVR y en virtud
de la misma, la bilirrubina detoxifica hasta 10.000 veces
el exceso de oxidantes (1) (figura 3). Cuando la bilirru-
bina actia como antioxidante es convertida a biliverdina.
Teniendo en cuenta que la bilirrubina es soluble en lipidos,
puede proteger las células contra la peroxidacién lipidica
y los oxidantes solubles serdn neutralizados o detoxifica-
dos por el glutation mediante un ciclo que requiere dos
enzimas: la glutatiéon peroxidasa y la glutation reductasa
(1, 25). Asi, las proteinas hidrosolubles son protegidas de
la oxidacién principalmente por el glutation y los lipidos
principalmente por la bilirrubina, por lo cual, se considera
que estas dos sustancias ejercen funciones antioxidantes y
citoprotectoras fisiolégicas complementarias (1), aunque
pueden tener actividades superpuestas ya que el glutation
también protege contra la oxidacién de lipidos (1, 2, 13).
Otros mecanismos de defensa antioxidante conocidos son

las enzimas superdéxido dismutasa y la catalasa, que con-
vierten el anién superdxido en agua (1, 2).

En la naturaleza, el puente de hidrégeno es hidrolizado
por la glucuronizacién del carboxilo del dcido propidnico,
y como resultado la bilirrubina se vuelve hidrosoluble (bili-
rrubina conjugada) y es excretada en la bilis. En tanto que
la bilirrubina no conjugada reacciona muy lentamente a los
reactivos de Diazo por tener el hidrégeno internalizado y
el puente de metano poco accesible al reactivo, la bilirru-
bina conjugada reacciona répidamente por tener el grupo
metano central asequible, por medio de la reaccién de Van
den Bergh (VdB) (13, 21). La bilirrubina total puede ser
medida por aceleradores que rompen puentes de hidrogeno
(VdB) yla diferencia entre estas dos reacciones se considera
la bilirrubina no-conjugada. Menos del 4% de la bilirrubina
total normal es conjugada, pero los métodos basados en la
“diazo-reacciéon” como VdB, dan resultados de la bilirru-
bina directa falsamente elevados, del orden del 10 al 15%
de la total, por lo cual cldsicamente se ha considerado que
este tipo de reaccién sobreestima la bilirrubina conjugada
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(13). La exposicion al sol rompe los puentes de hidrégeno,
cambiando la configuracién de la bilirrubina no-conjugada
pudiendo de esta manera ser excretada en la bilis (26).

SISTEMA CARDIOVASCULAR

En la actualidad hay evidencia sobre el efecto protector de
los niveles leve a moderadamente elevados de bilirrubina,
los cuales se asocian con un mejor prondstico de enferme-
dades relacionadas con el estrés oxidativo, como sucede,
entre otras, con la enfermedad isquémica cardiovascular,
la enfermedad de Alzheimer y la lesién por isquemia-re-
perfusion, sugiriendo que la produccion incrementada de
bilirrubina es una respuesta adaptativa contra la oxidacién
(27). Diversos estudios han encontrado que los niveles ele-
vados de bilirrubinas estan relacionados con disminucién
del riesgo de enfermedad coronaria (28, 29). La asocia-
cion inversa entre la bilirrubina y el riesgo de enfermedad
coronaria fue analizada en el estudio europeo “Prospective
Epidemiological Study of Myocardial Infarction (PRIME)”
(30). En este estudio, la bilirrubina fue medida en 216 suje-
tos quienes habian desarrollado enfermedad coronaria alos
S afos de seguimiento y en 434 controles. Los niveles de
bilirrubina fueron significativamente menores en los casos
(media de 0,46 mg/dL rango de 0,31-0,72 mg/dL) compa-
rados con el grupo control (0,53 mg/dL rango de 0,36-0,75
mg/ dL). Con base en estos hallazgos, se ha sugerido que
la bilirrubina es un nuevo marcador de riesgo coronario
en hombres de mediana edad (30). En las personas con
sindrome de Gilbert, la frecuencia de enfermedad isqué-
mica coronaria es inferior a la poblacién general (2% vs.
12%) (31) y al parecer, el efecto protector de la bilirrubina
es superior al nivel de la HDL, cldsicamente considerada
la fraccion protectora del colesterol (31). También se ha
encontrado que los altos niveles de bilirrubina preservan el
flujo coronario y las funciones coronarias microvasculares.
Hakan y cols (32) encontraron que el flujo diastdlico pico
estuvo directamente relacionado con los niveles de bilirru-
bina total y en cambio, cuando se compar6 con los niveles
de proteina C reactiva (PCR) ultrasensible se comportd
de manera inversamente proporcional, confirmando que
niveles elevados de bilirrubina pueden prevenir la ateros-
clerosis. El 12% de la poblacion tiene niveles elevados de
bilirrubina (33), los cuales al parecer estdn genéticamente
determinados.

En un reciente estudio con 55 familias (33), se aleatoriza-
ron pacientes con varios factores de riesgo cardiovascular,
para determinar si bajos niveles de bilirrubina estén relacio-
nados con eventos cardiovasculares tempranos (hombres
hasta 55 afios y mujeres hasta 65 afios). En 188 hombres
y 140 mujeres, altos niveles de albumina y bajos niveles de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) fueron relacionados
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con niveles altos de bilirrubina en mujeres pero no en hom-
bres; bajos niveles de bilirrubina fueron relacionados con
leve incremento de evento cardiovascular en hombres pero
no en mujeres. Genes “secretadores” de bilirrubina fueron
encontrados en el 23% de la poblacién. Se concluy6é que
los altos niveles de bilirrubina tienen un efecto leve en dis-
minucién del riesgo cardiovascular en hombres y no hubo
diferencias en mujeres debido posiblemente a niveles bajos
de HDL-C (33). En el estudio Framingham Heart Study,
el homocigoto alelo UGT1A1*28 se relacion6 con altos
niveles de bilirrubina y fuerte asociacién con bajo riesgo
cardiovascular (34). También los niveles bajos de bilirru-
bina estdn independiente e inversamente relacionados con
deterioro de flujo carotideo mediado por vasodilatacion e
incremento del grosor de la zona intima-media de la caré-
tida en hombres y mujeres, los cuales son predictores de
aterosclerosis (35). En enfermedad arterial periférica, se
ha encontrado correlacién entre los niveles mas altos de
bilirrubina y menor riesgo de esta entidad. En el National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)
1999 a 2004 (36), en 7.07S sujetos, se analizaron los nive-
les de bilirrubina total y factores de riesgo para enfermedad
arterial periférica (EAP) y se encontré que un incremento
de 0,1 mg/dl de bilirrubina fue asociado con una disminu-
cién del 6% de EAP (OR 0,94, 95% IC 0,9-0,98). Los resul-
tados de hiperbilirrubinemia no fueron debidos a enfer-
medad hepatica crénica o ingesta de alcohol. Una relacién
inversa se encontrd entre EAP y niveles de bilirrubina en
hombres (OR 0,90; 95% IC 0,85 a 0,96) comparado con
mujeres (OR 0,97; 95% IC 0,91 a 1,04); hubo asociacién
fuerte entre fumadores (OR 0,81; 95% IC 0,73 2 0,90) y no
fumadores (OR 0,97; 95% CI 0,93 a 1,02). Los resultados
del estudio permitieron concluir que niveles altos de bili-
rrubina estdn asociados con menor prevalencia de EAP. En
un metandlisis, también se encontrd una asociacién nega-
tiva entre los altos niveles de bilirrubina y la severidad de la
arterioesclerosis (37).

La bilirrubina no conjugada, ademds de neutralizadora
de radicales de oxigeno, también actiia como agente reduc-
tor de ciertas peroxidasas, incluyendo la prostaglandina H
sintetasa (PGH) en presencia de peréxido de hidrogeno o
hidroxiperéxidos orgénicos (38). Recientemente, Mazza
y col han demostrado los efectos antioxidantes y citopro-
tectores de la bilirrubina al dano de la célula endotelial
mediada por angiotensina II (38). Asi mismo, otros autores
han encontrado que la angiotensina II estimula significati-
vamente la formacién de peréxido en monocitos y que al
aplicarle la bilirrubina exégenamente no solo se suprimié
la formacién de peréxido, sino también la actividad qui-
miotéctica de la angiotensina II en estas células (39), por
lo cual, se considera que su accién bioldgica puede ser par-
ticularmente relevante para prevenir las acciones vasocons-
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trictoras mediadas por mecanismos de oxidacién. Dentro
de los mecanismos de accién en esta via, se ha demostrado
que al inhibir la NADPH oxidasa y la actividad de la PKC,
ambas han mostrado mediar el dafio vascular sobrevenido
por la angiotensina II (40, 41). Desde hace mucho tiempo
se sabe que la angiotensina II esta frecuentemente elevada
en personas hipertensas y se asocia a niveles elevados de
radicales libres de oxigeno, los cuales aumentan el dano
renal (42) y por lo tanto, los antioxidantes naturales como
la bilirrubina tendrian efectos protectores (figura 3).
Recientemente, se ha encontrado que tanto la biliver-
dina como la bilirrubina pueden preservar la integridad
de la célula endotelial y prevenir su muerte, aumentando
la reactividad vascular en ratones diabéticos (43, 44), asi
como también la re-estenosis vascular (45, 46). En diabe-
tes experimental, la bilirrubina estd implicada en reduc-
cion del estrés oxidativo al aumentar la biodisponibilidad
del 6xido nitrico (NO) necesario para la integridad de la
célula endotelial (46). Al mediar en la inhibicién de PKC
y NADPH oxidasa, la HO-1 atenta la generacién de oxi-
dantes por diabetes y desacoplamiento de ¢xido nitrico
sintetasa (NOS) en la célula endotelial (43, 46). La glucosa
aumenta la produccién de productos de reaccién NO/0O2,
los peroxinitritos. Los peroxinitritos inactivan al precursor
de 6xido nitrico sintetasa (NOS) aumentando desacople
de la enzima: mayor cantidad 02" (peréxido), que de NO
(47-49).La NOS funcional puede aumentarse con HO-1,
los peroxinitritos estimulan la expresion de HO-1 en per-
sonas no diabéticas, pero en diabéticos la glucosa suprime
los efectos en la expresion genética de HO-1. La HO-1
aumenta la expresion de la superéxido dismutasa que puede
proteger contra el desacoplamiento de la NOS (47-49).
En los vasos renales de roedores tratados con biliverdina,
la expresion de selectinas E y P, por el lipolisacérido (LPS)
fue reducida significativamente, confirmando que la biliver-
dina y bilirrubina tiene propiedades antiinflamatorias (50).
En modelos experimentales de endotoxemia en roedores,
Want y colaboradores (51) demostraron que la bilirrubina
es un mediador clave en la citoproteccién al mejorar las
lesiones celulares en respuesta a infusién de LPS, ya que
disminuyeron los niveles de ON y TNF-a y la sintetasa
inducible de ON hepatica fue significativamente menor.
La arterioesclerosis es una enfermedad inflamatoria de
las paredes de las arteriolas de grande y mediano calibre,
precipitada por niveles elevados de lipoproteinas de baja
densidad en la sangre (52). La modificacién oxidativa en
plasma de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), prin-
cipalmente a nivel de las paredes arteriales, aumenta de
manera marcada la aterogenicidad de estas (53) y, junto
con el depésito de LDL oxidadas, forman parte de lalesion
crucial de la aterosclerosis (54). Las LDL minimamente
modificadas inducen a la proteina-1 quimiotactica de

monocitos y al factor estimulante de colonias, con lo cual,
se produce reclutamiento y diferenciacién de macréfagos
en la pared arterial (54). La disfuncién de las células endo-
teliales inducida por LDL oxidadas es uno de los prime-
ros pasos en el desarrollo de aterosclerosis, por lo que las
respuestas vasculares adaptativas y/o protectoras al estrés
oxidativo son importantes en la prevencion de la aterogé-
nesis (55). Dentro de las propiedades antiaterogénicas de
la bilirrubina, se incluye la inhibicién de la oxidacién de las
LDL, como neutralizante de los radicales libres de oxigeno
generados a partir de fosfolipidos, triglicéridos y ésteres de
colesterol (56, 57) e incluso en bajas concentraciones su
capacidad para inactivar radicales de oxigeno in vitro redu-
ciendo el dafio celular oxidativo y atenuacion del estrés oxi-
dativo in vivo (58-60). Los mecanismos por los cuales la
bilirrubina reacciona con los radicales de oxigeno no estin
completamente dilucidados, sin embargo, su estructura
tetrapirrélica hidrofébica ha sido reportada como inhibi-
dor de la NADPH oxidasa, protein cinasa C (PKC), entre
otros mediadores de factores proaterogénicos (58-60).

SISTEMA INMUNOLOGICO

Experimentalmente la bilirrubina tiene efectos inmunosu-
presores al actuar sobre linfocitos y granulocitos (61). In
Vitro, la bilirrubina en concentraciones de 100 a 200 micro-
moles inhibe la actividad de linfocitos T citotéxicos (62).
Asi mismo, altera la proliferacion de células T inducida por
fitohemaglutinina (63). La HO-1 tiene importantes efectos
inmunosupresores y su induccion disminuye los episodios
de rechazo agudo y crénico en los trasplantes de érganos
solidos (64, 65) y esos efectos, como se menciond, parecen
ser mediados por la biliverdina y la bilirrubina (BV/BR)
(62, 65). La expresion de los efectos antiinflamatorios de
la BV en los trasplantes de drganos es la menor prolifera-
cion de células T, menor infiltracién de leucocitos y mayor
sobrevida de los transplantes cardiacos (66). La BR inhibe
la activacién de células endoteliales, al suprimir las molé-
culas de adhesién E-selectina (67). Un importante efecto
del sistema BV/BR es la inhibicién del factor nuclear kB, el
cual es necesario para la transcripciéon de genes proinflama-
torios (66, 67). Ambas sustancias son antiapdpticas y pue-
den suprimir las respuestas involucradas en la disfuncién
crénica de los trasplantes (24).

EFECTOS HEPATOBILIARES

Experimentalmente se ha encontrado que el sistema BV/
BR evita la toxicidad por acetaminofén (68) al neutralizar
los radicales libres téxicos producidos por el metabolismo
de este medicamento (69). En ratas se han demostrado los
efectos citoprotectores de la biliverdina contra las lesiones
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producidas por la reperfusién hepatica posisquemia (70).
Se ha probado que el CO modula la formacién y el flujo de
bilis (71).

CONCLUSIONES

No obstante existir evidencias sobre el efecto antioxidante
de la bilirrubina, es importante destacar que este ocurre
fundamentalmente en el suero, y los mecanismos protec-
tores celulares mds importantes, se producen dentro de los
tejidos, porlo cual, aun falta por dilucidarla interrelacion de
las actividades de la bilirrubina en el suero, con la que esta
en el interior de las células, ya que en el primero, la concen-
tracion de bilirrubina es 100 a 1.000 veces superior (1). El
desafio del conocimiento de estos eventos fisioldgicos seria
la aplicacién terapéutica del mismo. Recientemente, se han
revisado los resultados de la aplicacion terapéutica de bili-
verdina y bilirrubina en trasplantes de ¢rganos sélidos (1,
72). La utilizacién de agentes farmacolégicos que aumen-

ten la expresion de HO-1 y por ende de sus metabolitos
(monéxido de carbono, biliverdina y bilirrubina) puede
constituirse en una estrategia terapéutica para el manejo
de diferentes enfermedades inflamatorias (24), asi como
para evitar los episodios de rechazo agudo de los trasplan-
tes (24). Esta ultima posibilidad adquiere mayor relevancia
si se tiene en cuenta que la Unica estrategia actualmente
disponible es la utilizacién de medicamentos inmunosu-
presores, los cuales aumentan la incidencia de tumores en
pacientes trasplantados (73), asf como un mayor riesgo de
enfermedades infecciosas bacterianas, micéticas y virales.
Una hipoétesis médica sobre la utilizacién de la bilirrubina
no conjugada como agente terapéutico serfa inducir un “sin-
drome Gilbert iatrogénico” administrando inductores de
HO-1 (74). De igual manera, la HO-1 se est4 considerando
como un potencial blanco terapéutico para hepatoprotec-
cién (9). En la figura 4, se muestran los efectos benéficos de
los metabolitos involucrados en la cadena metabdlica del
metabolismo de hem (CO, BV/BR).
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Antiinflamatoria
Antiapoptosis

Citoproteccion

Bilirrubina

4 mglkgidia

Antiinflamatoria
Antiproliferacion
Antiapoptosis

Biliverdina reductasa

Antioxidante
Antiinflamatoria
Antiapoptosis

Figura 4. Beneficios del metabolismo del hem.
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