Toxicidad de la bilirrubina para los hematies humanos:
una vision mas sanguinea

En 1962, Watson observé que en la sangre de recién
nacidos con ictericia una pequefia fraccién de la bilirrubi-
na se asociaba con los hematies!. Unos pocos afios mds
tarde, Wan Ho Cheung et al? revelaron que, cuando se in-
cubaban con bilirrubina en la solucién amortiguadora, en
particular a concentraciones > 340 pM (20 mg/dl),

los hematies experimentaban cambios dependientes del

tiempo y la concentracion en la morfologia y metabolis-
mo, con una hemdlisis final. (Retrospectivamente, pare-
ce muy probable que las soluciones de bilirrubina a las
que se expusieron las células estuvieran sobresaturadas
y hubieran contenido formas agregadas de bilirrubina*
’.) Los cambios morfoldgicos inducidos por la bilirrubi-
na se ilustraron con fotografias sorprendentes similares
a las publicadas unos 30 afios mds tarde por otros®’, sin
una referencia a la investigacion previa. Fueron reversi-
bles mediante la adicién de albimina sérica al medio de
incubacién y no se produjeron cuando esta proteina es-
tuvo presente desde el principio en el medio. Mds tarde,
Brito et al han confirmado y extendido estas observacio-
nes y recientemente han revisado la toxicidad de este
pigmento para los hematies'® (una vez mds, sin hacer
alusion a la investigacion previa fundamental). Para el
neonat6logo, un problema importante es si la hemolisis
inducida por bilirrubina es clinicamente sustancial en la
ictericia neonatal o en otras hiperbilirrubinemias no
conjugadas. La revisién implica que lo es'?. Sin embar-
go, disponemos de un nimero abundante de pruebas de
que no es asi:

1. Las ratas Gunn y los pacientes con sindrome grave
de Crigler-Najjar presentan una hiperbilirrubinemia no
conjugada de por vida, aunque no una hemdolisis anéma-
la. De hecho, originalmente el trastorno en el ser huma-
no se describié como una “ictericia no hemolitica”!! y se
ha mencionado que, a pesar de una exposicion prolon-
gada a concentraciones plasmadticas altas de bilirrubina,
en los pacientes no se identificé una morfologia anéma-
la de los hematies, reticulocitosis u otras pruebas de he-
molisis'*!4. En las comparaciones entre ratas sin y con
ictericia y portadoras de bilirrubinemia no conjugada
congénita (ratas Gunn) no se demostraron diferencias en
los valores del hematocrito en los machos y s6lo valores
ligeramente mds bajos en las hembras'>. No se detecta-
ron diferencias en la fragilidad osmética de los hematies
de animales con y sin ictericia. Si produce algiin efecto,
la bilirrubina es protectora'>16,

2. Puesto que la hemdlisis da lugar a una mayor for-
macidn de bilirrubina, serfa de esperar que, si la induci-
da por bilirrubina es significatival®, sus concentraciones
en ratas Gunn y en pacientes con sindrome de Crigler-
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Najjar aumentaran a un ritmo constante con el tiempo
pero este aumento no se ha observado.

3. Por lo que respecta a las pruebas de un efecto toxi-
co de la bilirrubina sobre los hematies en lactantes con
ictericia, Brito et al mencionan una mayor proporcién
de hematies de morfologia anémala en aquellos compa-
rado con recién nacidos “sanos”!®!’. Sin embargo, en
dicho estudio la sangre “sana” era umbilical, mientras
que la sangre con ictericia era sangre venosa obtenida
2-4 dias después de nacer, lo que hace que la compara-
cion sea cuestionable. Ademads, la asociacion entre icte-
ricia y aumento del nimero de células anormales no im-
plica necesariamente que lo primero diera lugar a lo
segundo. Brown et al observaron hematies de morfolo-
gia anormal, picnocitos en sangre neonatal, pero no
identificaron una asociacién entre su nimero y las con-
centraciones de bilirrubina'®!®, Cuando expusieron los
hematies adultos al suero de un lactante con ictericia
grave y picnocitosis, no observaron cambios de la mor-
fologfa, lo que sugirié que la picnocitosis original no se
debi6 a la bilirrubina'®.

La picnocitosis se ha observado sobre todo en lactan-
tes con ictericia y la mayor parte de autores han llegado
a la conclusion de que se debe a un factor o factores ex-
tracelulares endGgenos de la sangre?*?. Sin embargo,
las investigaciones no han implicado claramente la bili-
rrubina como factor. Sigue siendo una pregunta sin res-
puesta si ésta es la causa o el resultado final de la picno-
citosis, o incluso ambos.

4. Vest y Grieder no encontraron una relacion entre la
concentracion de bilirrubina y la tasa de destruccién de
hematies en recién nacidos o que la hiperbilirrubinemia
prolongada se correlacionara con una menor supervi-
vencia de los hematies. Estas observaciones coinciden
con los datos previos que también han indicado que la
bilirrubina plasmadtica no es responsable de la fragilidad
mecdnica de los hematies del lactante®*.

5. En el pasado la inyeccion intravenosa de bilirrubi-
na no conjugada se usaba ampliamente como prueba de
funcién hepética y en muchos estudios experimentales
se ha inyectado a lactantes y adultos sin observarse una
hemolisis destacada®*-33,

La hipétesis de que la bilirrubina induciria hemdlisis
de los hematies se basa sobre todo en los estudios sobre
su citotoxicidad in vitro. En la mayor parte de estos es-
tudios, el pigmento se presentd a las células como una
solucién en un neutralizador o medios de cultivo en pre-
sencia o ausencia de albimina u otras proteinas. Puesto
que la bilirrubina cristalina no se disuelve en estos sol-
ventes, invariablemente las soluciones se producen afia-
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diendo una solucién concentrada de bilirrubina a un pH
alcalino fuerte ~ 13 (o en ocasiones en dimetilsulf6xido
[DMSO] o etanolamina) al medio, con frecuencia segui-
do de una neutralizacién con un 4cido fuerte. En gene-
ral, se supone que la estructura y propiedades de la bili-
rrubina en las soluciones finales son idénticas a las de la
bilirrubina presentada a los hematies u otras células in
vivo. Sin embargo, esta asuncién no siempre es vélida
debido a su capacidad para formar complejos con la al-
bimina de diferente estoiquiometria y estereoquimica; a
su labilidad conformacional y a su capacidad para for-
mar complejos unidos al hidrégeno; y a su tendencia
bien conocida a agregarse**. De casi todos los estudios
in vitro sobre toxicidad de la bilirrubina faltan datos so-
bre la estructura, molecularidad y estabilidad de la bili-
rrubina en los medios usados, tanto en presencia como
en ausencia de células. La mayor parte de estudios don-
de se han observado efectos téxicos significativos, in-
cluidos los que han usado agentes de desplazamiento, se
emprendieron en condiciones no fisiolégicas en las que
habria estado presente bilirrubina. Sin embargo, no dis-
ponemos de pruebas de la presencia de agregados de bi-
lirrubina en los hematies o en el plasma de recién naci-
dos o de pacientes con sindrome de Crigler-Najjar,
incluso con concentraciones altas de bilirrubina, y hay
pruebas de que es muy improbable que ocurra’¥. La
sorprendente lesién de los hematies inducida por bilirru-
bina y representada en la figura 1 de una revisién re-
ciente!® llega a ser menos considerable desde un punto
de vista clinico cuando se reconoce que se obtuvo por la
exposicion de las células a concentraciones de bilirrubi-
na cuyos ordenes de magnitud eran mayores que las de
bilirrubina libre a la que se exponen los hematies en lac-
tantes con ictericia. Ni habria ocurrido si en el medio
hubieran estado presentes concentraciones fisiologicas
de bilirrubina®. Ademads, puesto que las soluciones acuo-
sas de bilirrubina a las que se expusieron los hematies
tuvieron mds probabilidades de estar sobresaturadas, su
mezcla con las células podria haber multiplicado la nu-
cleacidn, agregacién y precipitacién del pigmento origi-
nando mezclas multifdsicas no fisiolégicas®**53’. En san-
gre completa se han efectuado pocos estudios sobre los
efectos téxicos de la bilirrubina sobre los hematies. Al-
gunos se han emprendido con hematies lavados recons-
tituidos hasta un hematocrito del 10%. En dichos estu-
dios no parece haberse reconocido que la carga total
de bilirrubina presentada a las células para la misma
concentracidon plasmadtica de bilirrubina sea mucho ma-
yor con un hematocrito del 10% que con el normal de
~ 45%. Petrich et al describieron que la bilirrubina afia-
dida a la sangre heparinizada de un adulto a una concen-
tracién de sélo 70-80 uM (~ 4-5 mg/dl) indujo hemdlisis
después de 4 h a 37 °C*. Sin embargo, esta observacién
aislada no coincide con otras efectuadas en hematies in
vitro en los que no se identific6 hemélisis con concen-
traciones incluso mds altas de bilirrubina en presencia
de albimina sérica®®. En estos estudios sélo se utiliza-
ron hematies de un adulto, y no se verificé la posible in-
terferencia de la bilirrubina en el método espectroscopi-
co usado para estimar la hemdlisis®, un fenémeno
documentado por Watson'.

De las pruebas clinicas e in vitro publicadas, con la ex-
cepcion del articulo mencionado previamente, es dificil
negar la conclusién de que la hemdlisis inducida por bili-

rrubina es insignificante in vivo incluso con concentracio-
nes plasmadticas del pigmento asociadas a quernictero o
con concentraciones mayores que con las que se conside-
ra forzosa una intervencion terapéutica. Incluso se dispo-
ne de pruebas de que la bilirrubina refuerza la membrana
de los hematies y los protege frente a la lesién oxidativa
que podria dar lugar a una hemdlisis®!>16%°, Naturalmen-
te, es dificil sustanciar una negativa. La documentacién
de la hemolisis de caricter leve en recién nacidos es com-
pleja, e incluso un grado insignificante de hemdlisis, in-
suficiente para producir un efecto sustancial sobre las de-
terminaciones del hematocrito, podria aumentar de
manera destacada la reserva de bilirrubina circulante*+,
Necheles et al y, més recientemente, Maisels y Kring han
demostrado que el aumento del catabolismo del hem es
importante en el desarrollo de la hiperbilirrubinemia en
lactantes sanos en los 5 primeros dias después del naci-
miento*?, La causa es desconocida y merece una inves-
tigacion adicional, pero serfa prematuro atribuirlo a la he-
molisis inducida por bilirrubina.

Sin duda, la hipétesis de que la unién de la bilirrubi-
na predispondria a la hemdlisis o fagocitosis de los
hematies de recién nacidos es verosimil y parece res-
paldada por algunos estudios in vitro'®. Incuestionable-
mente la bilirrubina puede separarse en las membranas
celulares, modificando sus propiedades. No obstante,
las extrapolaciones precipitadas a partir de los estudios
in vitro a la vida real han enturbiado previamente las
aguas del metabolismo de la bilirrubina; dando lugar,
por ejemplo, a sugerencias de que su fotodegradacién
es la via mas importante en la fototerapia y que la foto-
hemolisis seria un efecto adverso sustancial del tra-
tamiento, sugerencias que hoy dia se consideran inco-
rrectas**®, Parece haber pasado desapercibido que la
bilirrubina tiene las caracteristicas de un inhibidor pro-
miscuo**8, Los inhibidores promiscuos son moléculas
que dan lugar a falsos positivos en el cribado de alto
rendimiento de los farmacos potenciales in vitro. Al
igual que la bilirrubina, en general, los inhibidores pro-
miscuos son moléculas hidréfobas con una tendencia a
agregarse, y muchas veces la agregacion es la causa de
la inhibicién in vitro promiscua, no fisiolégica. Aunque
los efectos téxicos de este pigmento sobre los hematies
y otras células in vitro puedan ser interesantes desde un
punto de vista cientifico con respecto a sus propiedades
quimicas y los efectos inespecificos de las moléculas li-
pofilicas y agregadas sobre las membranas, se requie-
ren pruebas mds potentes que las presentadas reciente-
mente'? o las disponibles en la actualidad para respaldar
la hipdtesis de que la lesién de los hematies inducida
por bilirrubina es suficiente alguna vez para suscitar
preocupacién clinica.
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