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La secrecién biliar de pigmentos ha sido estudiada en
profundidad durante las dltimas tres décadas. Diversos trabajos -
ponen de manifiesto que en los mamiferos es la bilirrubina el -
pigmento que se excreta de forma mayoritaria, aungue existen espe
cies en las que el predominio no es tan claro y otras en las -
gue incluso se invierte en favor de la biliverdina. Asi mismo es-
tas publicaciones coinciden en sefialar cuatro etapas clave en la=
excrecién hepética de pigmentos: formacién de la bilirrubina, -
captacién por el hepatocito, transporte y conjugacién intrahepato
citaria y excrecién canalicular. Estas cuatro fases, presentan pe
culiaridades en las diferentes especies en las que se han estudia
do y a su vez estdn modificadas por los fenémenos intrahep&ticos=
involucrados en la formacién de la bilis., Asi, por ejemplo, dife-
rentes dcidos biliares pueden competir con los pigmentos bien en=
los procesos de captacién hepé&tica, bien en los de excrecién cana

licular.

Entre las técnicas empleadas para estudiar los meca—
nismos de excrecién de pigmentos, se encuentra la administracidén=
endovenosa de aniones orgénicos captados selectivamente por el hi
gado (colorantes colé&filos) que parecen tener vias de salida co
munes con lés de aquellos. E1 .m&s ampliamente utilizado ha si-
do la BSP, por la facilidad de su administracién y su determina-

cién.

En nuestro Departamento, durante los Gltimos diez -
afios, hemos estudiado la fisiologfa biliar desde el punto de vis-
ta de los mecanismos de secrecién de sales biliares y electroli——
tos, asf comn de los factores que los regulan. En los dGltimos a—-

fios se emprendié ademds, la investigacién de la excrecién de pig-
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mentos. Ambos aspectos se han desarrollado fundamentalmente en el
conejo, animal muy peculiar en su fisiologfa biliar. En una tesis
doctoral paralela a la presente y leida el pasado mes de Junio en
esta Facultad (Excrecién Hepética de Pigmentos Biliares en el Co
nejo: Interaccién con las Sales Biliares. Javier Gonzé&lez Gallego.
Universidad de Granada, 1981), se estudiaron los aspectos bésicos
de la excrecién de pigmentos biliares, se determiné la capacidad=
méxima del higado para excretar dichas substancias y se indicaron
las posibles relaciones que existen entre sales biliares y pigmqg

tos.

La presente memoria se programd de forma conjunta, co
mo complemento mutuo, con la ya citada. De esta fomma, pretendig
mos no solo dilucidar los aspectos bésicos de la excrecién de BSP,
la capacidad de transporte médximo del higado de conejo para dicha
substancia, el efecto de la misma sobre la excrecién endégena de=
pigmentos y el papel de tres sales biliares (dehidrocolato, tauro
colato y glicodesoxicolato sddicos), sobre el transporte méximo -
de BSP, sino también establecer una comparacién con los resulta--
dos expuestos en la ya citada tesis doctoral, prestando especial=
atencién a la influencia de los dos anestésicos utilizados, etil-
uretano y pentdbarbital, sobre los diferentes aspectos investiga-

dos.

Creemos que los resultados que se exponen en la pre--
sente memoria permiten obtener conclusiones que clarifican algu—-
nos de los problemas gue originaron nuestros planteamientos ini--
ciales. Por otra parte es interesante resaltar que la utilizacién
de dos anestésicos ha permitido, de una forma indirecta, confir--

mar y completar la teorfa general enunciada en la ya comentada -
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tesis. Esta teorfa engarza los diferentes aspectos funcionales de
los hepatocitos centrilobulares y periportales, las distintas frac
ciones de la secrecién biliar y las opiniones més aceptadas de -

las miltiples que existen en la bibliografia.



2.- INFORMACION BIBLIOGRAFICA.
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2.1.- BASES ESTRUCTURALES DE LA SECRECION BILIAR

La bilis se forma en los hepatocitos y se segrega en
los canaliculos biliares. Los hepatocitos son cé&lulas claramen—
te polarizadas, morfolégica y funcionalmente, con una membrana -
canalicular o polo secretor,y una membrana sinusoidal en contac-

to con la sangre por donde se realiza la captacidén (208).

La membrana sinusoidal posee microvellosidades (149)
que se proyectan al espacio de Disse o perisinusoidal, separado -
a su vez del sinusoide por células endoteliales, de Kupffer y li-
pocitos. El intercambio entre hepatocito y sangre se encuentra -
facilitado por los amplios espacios existentes en la superficie -
sinusoidal junto con la ausencia de una membrana capilar basal a=

este nivel.

Los canaliculos son unos espacios de alrededor de -
1l py de diametro limitados por dos (o tres) hepatocitos vecinos -
(173); un canalfculo biliar estd, pues, formado por la separacién
de las membranas de estos hepatocitos, y no tiene pared epitelial
propia. La membrana hepatocitaria que bordea los canalfculos -
(membrana canalicular) tiene, por esa carae, una superficie muy de
sarrollada debido a la formacién de microvellosidades gue se pro-
yectan a la luz canalicular. En esta membrana se ha detectado -
una fuerte actividad ATPésica (30) y los datos disponibles ponen=

de manifiesto su gran importancia en los fenémenos secretores.

De cada lado del canaliculo las membranas de las célu
las adyacentes estan unidas la una a la otra, entre otros tipos de

uniones(88),por barras terminales (154); los espacios intercelula
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res estén abiertos libremente al espacio perisinusoidal. Debido
a esta disposicién no hay comunicacién directa entre el espacio=
vascular sinusoidal (y el espacio perisinusoidal de Disse) y el=
canalfculo biliar (198). Hay gque hacer notar que la permeabili-
dad de las barras terminales al agua y electrolitos no es bien -

conocida actualmente.

Los canaliculos forman una redecilla en el interior=
del 16bulo hep&tico. En la periferfa del 1lébulo hepdtico los ca

nalfculos se abren a los ddctulos biliares.

Los ddctulos al contrarioc de los canaliculos estén -
rodeados por un epitelio biliar, y se abren a su vez a los duc—
tos (150) de los espacios porta, donde son acomparfados de una ra
ma de la arteria hep&tica y de una rama de la vena porta (59). -
Las células epiteliales que bordean las vias biliares tienen un -
aparato de Golgi bien desarrollado, su cara luminal posee microve
llosidades y se encuentran separadas unas de otras por espacios -
intercelulares. Las vias biliares se encuentran, ademés, ricamen

te vascularizadas, principalmente con sangre arterial

Entre las caracteristicas estructurales del sistema -
biliar, tres parecen tener una mayor importancia funcional: en -
primer lugar el canalfculo estéd dispuesto como un canal largo y -
estrecho, cerrado porun extremo y abierto por otro a los ddctulos;
esta disposicién estd muy bien adaptada a la funcién secretora -
(85) y se observa a menudo en érganos secretores; la relacién su-
perficig/%olumen es muy elevada y la superficie canalicular puede
llegar a ser del orden de 10 m2 para un higado humano. En segun-—
do lugar, en ningdn punto de la red canalicular hay condiciones -

favorables para la filtracién hidrostética: canaliculos y sinusoi
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des estén separados siempre al menos por el espesor de medio he--
patocito y por grandes espacios intercelulares. Por Gltimo, las=
caracteristicas de las células epiteliales (similares a las pre--
sentes en los epitelios secretores) y la abundante vasculariza-—
cién de las vias biliares, sugieren que la bilis procedente del -
canaliculo podria ser modificada a su paso por dictulos y ductos=

(200).
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2.2.- COMPONENTES DE LA BILIS

La bilis contiene, ademds de un 90 - 95 % de agua, -

electrolitos inorgénicos y compuestos orgdnicos tales como los -

pigmentos biliares, los écidos biliares, el colesterol y los fos
folipodos entre otros. El colesterol es mantenido en solucién -
gracias a la formacién de micelas mixtas junto con fosfolipidos y
sales biliares. Estas micelas también juegan un papel importante
en el mantenimiento de concentraciones elevadas de algunos elec—-
trolitos. Estos, en general, se encuentran en bilis a concentra-
ciones similares a las plasmdticas (32), pero sodio, potasio, cal
cio y bicarbonato pueden presentar niveles superiores a los plas-
méticos (72, 73, 108). Esta anomalfa podrfa ser consecuencia tan
to de la formacién de micelas (38) como de un transporte activo -

de electrolitos (67).

2.2.1.- Electrolitos.

Del grupo de electrolitos los m&s importantes por su=
mayor concentracién son: sodio, potasio, bicarbonato y cloruro. -
El sodio es el catidn predominante, con valores que en conejo van
de 144 a 161 mEg/l (108). Tanto este electrolito como el potasio
presentan variaciones en sus niveles biliares ligadas a la forma-

cién de micelas.

El cloruro, ( 178, 212 ) , suele presentar en bilis=
niveles inferiores a los plasmAticos, mientras que el bicarbonato

puede alcanzar en conejo valores hasta de S50 mEqg/l (72, 73, 178).
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El pH de la bilis, afectado sobre todo por los cam——-
bios de concentracién de bicarbonato (161, 209), oscila entre 5,9

y 7,8, siendo normalmente alcalino.

2.2.2.- Sales biliares.

Los 4cidos biliares son derivados guimicos hidroxila-
dos de un nicleo comin, el &cido 5 B-colanoico. Se llaman prima-
rios los sintetizados en el hepatocito a partir del colesterol, y
secundarios, los originados por la accién deshidroxilante de las=
bacterias intestinales sobre los &cidos primarios. Los dos 4ci--—
dos primarios més importantes son el &cido célico (con tres gru--
pos-0H) y el guenodesoxicélico (con dos grupos-0H). Los dos &ci-
dos secundarios predominantes son el &cido desoxicélico (con dos=

grupos-0H) y el litocélico (con un solo grupo-OH).

La transformacién del colesterol en &cidos biliares -
la llevan a cabo una serie de hidroxilasas microsomales gue trang
forman el ndcleo y rompen la cadena lateral del colesterol (68, -

194) .

En el mismo hepatocito, los &cidos biliares son conju
gados con la glicina o con la taurina formando amidas estables,y=
asf son encontrados en bilis. En las distintas especies animales
estudiadas se ha puesto de manifiesto una amplia variedad en cuan
to al tipo de &cidos biliares existentes y su concentracién rela-
tiva, asf{ como en el tipo de conjugados presentes (101). En el -
conejo el &cido mayoritario es el glicodesoxicélico (72, 73) que=
representa un 90 % del total (101).
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La importancia fisiolégica de los &cidos biliares, -
tanto a nivel excretor como digestivo, viene ligada en gran parte
a la capacidad formadora de micelas que poseen gracias a la exis-
tencia en su molécula de un componente hidréfobo (ndcleo esteroi-
de) y de un componente hidréfilo (cadena lateral). Esta capaci--
dad solo existe por encima de una concentracién micelar critica -

(cmc) (38).

La conjugacién permite a los &cidos biliares la for--

macién de micelas en un més amplio rango de pH que en estado li——
bre. Por otro lado, los 4cidos biliares trihidroxilados tienen -
una mayor solubilidad acuosa y CMC que 1los dihidroxilados vy, -

por tanto, una menor tendencia a formar micelas. Asi, el 4cido -
taurocélico posee una CMC, a 40 °C, de 4 mEg/l y el glicodesoxicd

lico una de tan solo 1,2 mEg/l (38).

El aumento de la concentracién en bilis de los é&ci--
dos biliares, dentro de los lImites fisioldgicos, no afecta al ta
marfio micelar y solo incrementa el ndmero de micelas tanto de una=
manera absoluta, como relativa con respecto a las formas monomole

culares (38).

Lé verdadera importancia fisioldgica de los écidos bi
liares estd en su capacidad para formar micelas mixtas con otras=
especies moleculares. Las micelas mixtas en bilis estén formadas
por &cidos biliares, fosfolfpidos (lecitinas) y colesterol (107)=
y, como hemos apuntado antes, son responsables de la solubiliza—
cidén de éste Gltimo. Algunos autores sugieren la participacién -
en estas micelas de bilirrubina y otros aniones exégenos a fin de

explicar algunas particularidades de su excrecién, si bien esto -



solo parece ser cierto en determinadas condiciones experimenta--

les (87, 206).

Los &cidos biliares estén sometidos a un ciclo enterg
hepético, siendo absorbidos en el fleon casf totalmente, y traslg
dados al higado via porta donde son captados de nuevo con una -
gran eficacia por el hepatocito. El transporte en sangre lo rea
lizan unidos a las proteinas plasméticas,principalmente albdmina.
Por otra parte, y de forma continua, tiene lugar una sintesis -

"de novo" de éstos en la célula hepética (68).

La interrupcién experimental de este ciclo provoca -
una espectacular caida de flujo biliar en numerosas especies (70,
76, 95, 139, 140, 178, 201, 218) mientras en algunas como rata, -
hémster, cobaya y cerdo (111, 125, 126, 128, 176, 192), y para =
ciertos autores el conejo (128, 178), esta caida es de bastante -
menor grado. Sin embargo Esteller (69) y Gonzalez (87) trabajan-
do con conejos anestesiados, y Jimenez (108) y Esteller y col.(73)
con conejos no anestesiados,encuentran una substancial reduccién=
del flujo al interrumpir la circulacién enterohepética. Este e--
fecto revierte casi totalmente al infundir en el duodeno la bilis

recogida por canulacién.

2.2.3.- Pigmentos biliares.

Los productos de la degradacién de la hemoglobina son
excretados en bilis bajo forma de bilirrubina y biliverdina. La=
mayoria de los mamiferos excretan fundamentalmente bilirrubina, -

mientras gue en otros vertebrados la excrecidn mayoritaria es de=
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biliverdina (102, 138). En conejo existe una apreciable excre-—-
cién de biliverdina gue no cabe confundir (dada su condicién de -
herbfvoro) con derivados de la clorofila dietaria (34, 40, 81, -
87, 199).

En este mismo animal, Gonzalez (87) obtiene parecidos
valores de concentracién en bilis para bilirrubina y biliverdina:
4 a 10 mg/100 ml; observa ademds una progresiva caida en la excre
cién de ambos en el transcurso de sus experiencias, adn cuando -

reinfunde bilis en el duodeno.
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2.3.~- MECANISMOS DE LA SECRECION BILIAR

La bilis, que se origina primariamente a nivel del ca
naliculo, como resultado de la actividad secretora de los hepato-
citos, es modificada a nivel de los conductos biliares por el -
aporte que, de agua y electrolitos, hace el epitelio de los dis——

tintos tipos de conductos.

La bilis canalicular, a su vez, parece ser el resulta
do de dos procesos secretores distintos, uno ligado a la salida -
de las sales biliares del hepatocito y el otro independiente de -
éstas. A estas fracciones del flujo biliar se les denomina comun
mente fraccién canalicular dependiente de las sales biliares y -

fraccién canalicular independiente de las sales biliares.

2.3.1.- Fraccién canalicular dependiente de las sa--

les biliares.

La alta tasa de secrecién biliar de sales biliares y=
la observacifn de los efectos coleréticos de éstas en una gran ma
yoria de especies animales (64, 127, 128, 174, 175, 176, 184), hi
20 proponer que las sales biliares podrfan ser responsables del -
movimiento de agua y electrolitos que origina la bilis (197), gra
cias al gradiente osmético que crea su secrecién activa a alta -

concentracién en la misma.

Algunos hechos experimentales apoyan este supuesto: -
la relacién lineal existente entre flujo y produccién de sales bi

liares en la bilis (61, 76, 211); el aumento de flujo provocado -
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por la infusién de salss biliares, que es de origen canalicular,=
ya que producen un paralelo incremento del aclaramiento biliar de
eritritol y/o manitol (12, 79), ampliamente considerados como me-
didas de flujo canalicular; el efecto colerético de otros aniones
orgénicos exégenos excretados activamente en bilis, efecto que se

atribuye a su poder de arrastre osmético (11, 74 j

8in embargo esta hipétesis no ha recibido confirma——
cién directa, debido a la dificultad de medida de la actividad os
mética de las sales biliares. Ademds ciertos hechos no encajan -
en esta explicacién: asf, la cantidad de bilis formada por mmol -
de sal biliar secretado oscila bastante de una especie a otra, -
variando desde 8 ml en el perro (taurocolato) (211), hasta 30 ml=
en el conejo (glicodesoxicolato) (61). También varfa segdn el ti
po de sal estudiada, sin que haya relacién entre su previsible -
poder osmético y su capacidad colerética. Asi, en conejo, el gli
codesoxicolato es més colerético que el taurocolato e igual que -
el dehidrocolato a pesar de su mayor capacidad micelar y por con-

siguiente menor potencia osmética (87, 175, 176).

Teoricamente se puede argumentar que, puesto que las=
sales biliares forman micelas en la bilis, su poder osmético esta
réd muy disminuido. Ademds, concentraciones bajas de sales bilia—
res préximas a su CMC deberfan ser acompariadas ds una coleresis -
relativamente importante, ya que casi todas las moléculas de sal=
biliar serfan moléculas libres, osméticamente activas. Al aumen-
tar la concentracién, por el contrario, su valor osmolal crecerfa
més lentamente que su valor molal, al formarse agregados molecula

res.
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Una alternativa a la hipétesis osmética sugiere que -
los &cidos biliares incrementarfan la fraccién de flujo indepen——
diente de las sales biliares modulando el mecanismo responsable -
de ésta, seglin su concentracién. Segln algunos autores la modulg

cién se ejerceria sobre una ATPasa CO H (176), pero, adn con in-

3
hibidores de este tipo de ATPasa hay incremento de flujo al infun

dir una sal biliar (63).

2.3.2.- Fraccién canalicular independiente de sales=

biliares.

Con una produccién similar de sales biliares la cole-
resis en el conejo o rata es de diez a veinte veces superior a la
del hombre o el perro (67). En la rata o en higado aislado se -
han obtenido flujos apreciables de bilis carente casi totalmente=
de sales biliares, tréds depleccién de é&stas (26, 28). Parece, -
pues, haber bilis, o fracciones de ella, formadas independiente--

mente de las sales biliares.

Si extrapolamos la relacién flujo biliar-produccién -
de sales biliares (76, 211), para una produccién de sales nula ob
tenemos un flujo tedrico que se considera el valor de la frac——
cién independiente de sales biliares (FISB). Si esta operacién -
la repetimos relacionando produccién de sales biliares con el -
aclaramiento de eritritol (12, 76) podemos separar esta fraccién=
en otras dos: la fraccién independiente de origen canalicular -

(FISBC) y la de origen ductular.

La fraccidén independiente de origen canalicular suele
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variar entre el 40 y el 70 % del flujo biliar total segdn las es-
pecies (18, 28, 29, 63, 211), siendo en el conejo del 60 al 70 %=
( 53, 62, 63, 72, 108, 193).

Los inhibidores del transporte activo de sodio (como=
ouabaina y &cido etacrinico) disminuyen o suprimen la FISBC (62,=
63). Asi, de manera hipotética, se puede proponer gue esta frac-
cidén se debe a un transporte activo de sodio ligado a la ATPasa -
Na+ - K+, y que, el aumento de concentracién de éste en el canalil
culo arrastrarfa agua y otros electrolitos hacia &1, a favor de -

gradientes osméticos y electricos.

Por el contrario substancias gue incrementan el traqg
porte de sodio, posiblemente a través del sistema del AMP-ciIclico
(AMPc), como el mismo AMPc (148), la teofilina (10, 65, 148) y el
glucagén (116), incrementan la FISBC. Bajo administracién de fe-
nobarbitel o etinilestradiol (166) o en otras circunstancias expe
rimentales tales como tiroidectomia o administracién de hormonas=
tiroideas, se ha encontrado una correlacién entre FISBC y la acti
vidad de la ATPasa Na+ - K+.

En la tabla siguiente se muestran algunos de los nume

rosos agentes que actuan sobre la FISBC:

INHIBICION ESTIMULACION
estrégeno rata ( 97) AwPc perro (148)
verde de teofilina perro (148)

indocianina rata (103) " gato (131)
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INHIBICION ESTIMULACION (continuacidn)
glucagén perro (116)
BSP rata ( s2) " conejo  (112)
hidrocortisona perro (142)
rosa de bengala conejo ( 53) fenobarbital rata ( 18)
tirosina rata (133)
ouabaina conejo ( 63) sC-2644 perro ( 83)
ouabaina rata ( 93)
taurocolato rata (181) dihidroxidibu-
tiletel hémster ( 20)
rosa de bengala rata ( 75) dinitrofenol perro (162)
salicilato perro (177)
bilirrubina conejo ( 87) . rata ( 36)

Una gran variedad de aniones distintos a los 4cidos -
biliares son excretados en bilis (incluidos aniones de administra
cién exégena), y muchos de ellos tienen efectos coler&ticos. Asi
la BSP incrementa el flujo al ser infundida en algunas especies -
animales (2, 11, 94). Esta coleresis puede asociarse a un arras-
tre osmético; sin embargo un estudio realizado con iodipamida -
(74) indica que, al menos parte de su accién colerética puede ser
atribuible a una estimulacién directa del transporte de electroli
tos, ya que su potencia colerética es demasiado alta para expli—-
carse en términos osméticos (igual conclusién es aplicable a la -

coleresis producida por el dehidrocolato (196)).

Otros aniones activamente transportados a bilis PUB——
den por el contrario inhibir el flujo biliar. Inclusoc aguellos -

Que a dosis moderadas actuan como coleréticos pueden ser de efec-



tos colestédticos a dosis superiores.

El rosa de bengala disminuye el aclaramiento de eritri
tol (75) y la actividad de la ATPasa nat - k* (83, 130). BSP -
(52, 96, 187, 216), verde de indocianina (103, 115, 124) y bili--
rrubina (87, 202) también pueden inhibir el flujo cuando se admi-
nistran a dosis que exceden la capacidad hepédtica para excretar——

los.

En conejo se ha demostrado que el efecto inhibidor -
del rosa de bengala se realiza sobre la FISB (53), e igual ha ocu
rrido en rata para el verde de indocianina (103). Para explicar=
esta inhibicidén de la FISB por algunos aniones orgénicos, scbre -
todo a altas dosis, se ha sugerido una accién inhibidora de é&s—-—
tos sobre la ATPasa Na+ - K+, qgue tendrfa lugar por encima de una
determinada concentracién hepatocitaria del anién en cuestién., -
Esta concentracién tendrfa que ser elevada ya que, a dosis no sa-
turantes de su excrecién biliar, la inhibicién del flujo serfa -

inapreciable.

Por Gltimo ciertas maniobras experimentales como la -
hipotermia o la hepatectomia subtotal (141) reducen la fraccién -
independiente de sales biliares, lo que se ha interpretado sobre=

la base de una interferencia en procesos activos.

2.3.3.- Fraccién ductular independiente de las sales

biliares.

La coleresis producida por la hormona secretina ha qi
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do, desde hace tiempo asociada con el epitelio secretor de los

conductos biliares. La secretina incrementa el flujo biliar en

numerosas especies (76, 70, 161, 178, 211), pero no es efectiva

en la rata (190). En conejo, Esteller y col. han demostrado un
cierto efecto colerético (71) aungue éste no habfa sido encontra-

do en trabajos anteriores (118, 178).

La coleresis secretinica no estéd asociada con cambios
en la secrecidén de &cidos biliares (161), y no incrementa el acla
ramiento de eritritol o manitol (76, 211). Esto sugiere que la -
secretina actua a nivel de dictulos o ductos. Hasta ahora no hay
manera de separar de algiin modo la secrecién de los ddctulos de -

la producida en los ductos.

Otros péptidos como la colecistoquinina (71, 109), -
la gastrina (109), el VIP (79) y la ceruleina (109) gue estimulan

la secrecién de bilis parecen actuar también a este nivel.

Una prueba més directa de la actividad secretora de -
los conductos biliares ha sido obtenida por demostracién de secre

cién en segmentos aislados de éstos (46).

Los cambios en el flujo y en la composicién de bilis=
tras estimulacién secretinica indican la elaboracién por los -
conductos de una solucién electrolitica rica en COSH- que es -
transportada activamente a la luz del conducto (110). Por sus -
concentraciones en electrolitos esta solucién debe tener una pre-
8ibn osmética superior a la del plasma (79). En conductos -
aislados (46) se ha obtenido una secrecién basal isoténica con el

plasma, con una tasa de flujo de 0,139 pl/min. en el consjo. La=

inhibicién de esta secrecién por la accién del 2,4 dinitrofenol -
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(46) indica gue posiblemente esté& mediada por un proceso energé-—

tico (164).

Ademés de su actividad secretora, los conductos bilia
-res poseen una capacidad reabsortiva que parece muy pegueria en ra
ta y conejo (63, 179), y que es importante en perro y en mono -
(79, 211) con blogueo colinérgico y reseccién del antro pilérico=
e intestino delgado respectivamente. Por el momento se desconoce=
la importancia fisiolégica de esta reabsorcién, y cual de los dos

fenomenos, secrecién o reabsorcién, es el predominante.



2.4.- SECRECION BILIAR DE SOLUTOS ORGANICOS

Las moléculas orgédnicas normalmente presentes en bilis
son aniones (sales biliares, pigmentos biliares) y 1lipidos (coles

terol y fosfolipidos).

Para una molécula dada, el transporte de plasma a bi-
lis consta al menos de tres pasos: entrada en el hepatocito, -
transferencia a la membrana canalicular con posible alteracién -

bioguimica del compuesto, y excrecién a la bilis.

2.4,1.- Sales biliares.

Aungue el higado sea el sitio de sintesis de los &ci-
dos biliares, la mayor parte de los encontrados en bilis proceden
de los &cidos biliares captados por el intestino y dewueltos al h£

gado por la circulacién enterohepética.

Como otros muchos compuestos eliminados por el higado,
las sales biliares en la sangre se encuentran ligadas a las pro--

teinas plasméticas, principalmente a la albdmina.

Estudiando la captacién hepdtica de las sales biliares
por el método de dilucién de indicadores mdltiples (90, 91) se ha
constatado que la captacién es un proceso saturable en condicio--
nes extremas (84, 165). Ademds,existen fenémenos de competicién -
entre varios 4cidos biliares administrados simultaneamente (79).=
Experimentos de sustitucién iénica sugieren que este transporte -

es parcialmente dependiente de la presencia de Na+ (79).



31

Estos hechos indican la probable existencia de un -
transportador responsable de la captacién hepética de sales bilia

res, localizado probablemente en la membrana sinusoidal (54).

Es muy poco lo gue se sabe de los mecanismos de trans
porte intracelular. En cuanto a las alteraciones bioguimicas in-
trahepatocitarias de las sales biliares, las formas libres de és—-
tas son conjugadas con glicina y/o taurina. Esta conjugacidn no=
es, sin embargo, indispensable para su excrecidn biliar aunque si
la favorezca (77). Por otra parte,el nicleo esteroideo puede ser
también transformado en su paso por el higado. Esto ha sido -
bien establecido para el dehidrocolato que es transformado en va-

rios derivados diversamente hidroxilados (67).

Las sales biliares son secretadas a bilis encontran--
dose en ésta a concentraciones muy superiores a las plasmédticas -
y hepatocitarias. La excrecién de sales biliares es un proceso -
saturable y puede encontrarse un transporte méximo que es del or-
den de 8,5 umol/kg/min. en perro y de 14 umol/kg/min. en la oveja
(67). Este es alrededor de 10 veces superior al de la BSP y de -
5 a 10 veces inferior a la capacidad mé&xima del sistema de capta-
cién (67). La excrecién biliar de las &cidos biliares es,pues,el
paso limitante en el conjunto del proceso de transporte hepético.
La tasa de excrecién biliar fisioldgica de los &cidos biliares es

de 5 a 10 veces inferior a su transporte méximo (67).
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2.4,2.- Lipidos biliares.

La secrecidn biliar de l1lipidos parece estar Intimameg
te ligada a la secrecidén de sales biliares. Esta es necesaria —-
para la secrecién de lecitinas (152) y, en casos de infusién de -
dehidrocolato (sal biliar no formadora de micelas) disminuye -
la secrecién biliar de lecitinas. La secrecién de colesterol pare
ce depender, igualmente, de las sales biliares. Wheeler y King -
(213) examinan la composicién lipfdica de la bilis de perro y en-
cuentran que para el taurocolato y el glicocolato las producciones
de lecitinas y colesterol quedan descritas como funciones hiperqg
licas de la produccién de &cidos biliares. La relacién lineal se=

rompe, pues, a altos niveles de produccién de &cidos biliares.

La importancia de las sales biliares en este fenémeno
parece radicar en su capacidad formadora de micelas mixtas. Es--
tas micelas contienen varias especies moleculares, siendo en este
caso sal biliar, lecitina y colesterol, principalmente (6?, 179).
Dicha asociacién micelar explicarfa la solubilizacién de los lipi
dos en bilis, sobre todo la del colesterol que, de por si, es in-
soluble en agua. La solubilidad se puede determinar segdn un 3;5
tema triangulér de coordenadas en él1 que la de un componente del=
sistema estaria relacionada con los niveles combinados de los -

otros dos (67, 150, 201, 213)

De todo esto parece lé6gico suponer que la asociacién=
micelar serfa la responsable de la secrecién lipfdica biliar en -

estrecha relacién con 14 de las sales biliares.
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2.4.3.- Bromosulfoftaleina (BSP) y aniones relaciona

dos.

La BSP es un anién orgénico que pertenece al grupo de
los colorantes coléfilos, sustancias que tienen la propiedad de -
ser captadas selectivamente por el higado y excretadas a elevada=
concentracidén en la bilis. Su estudio aporta ensefanzas aplica--
bles a la bilirrubina y a diversos medicamentos de cinética simi-
lar. En el hombre se han usado ampliamente en la exploracién -
clinica del higado. Estos colorantes de eliminacién biliar selec
tiva son la BSP, la dibromosulfoftaleina (DBSP), el rosa de benga
la y el verde de indocianina. Los tres primeros son ftaleinas si
milares, mientras que el verde de indocianina difiere en su es——
tructura quimica. De ellos, solo la BSP sufre un metabolismo in-
trahepético,el resto es eliminado sin transformacién. El peso ma

lecular de la BSP es de 838.

2.4,3.1.- Transporte plasmético.

Como otros muchos aniones orgénicos, la BSP se une a=
las proteinas del plasma, principalmente a la albdmina (54). El=
70 % de la BSP presente en el suero estd unida a ésta, el resto -
se fija sobre las globulinas plasméticas (54). Estas uniones son
fuertes y en condiciones normales menos del 1 % de la BSP circula

en forma libre.

La fraccién libre y la ligada a proteinas estdn en un
equilibrio dinémico segin la ley de accién de masas. La fraccién
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libre es la de ma&s importancia fisiolégica por ser la dnica capaz
de atravesar las membranas biolégicas y, por tanto, de ser capta-
da por el hepatocito. Esta penetracién es seguida en el plasma -
de una redisociacién précticamente instanténea del complejo pro--
teina-BSP. Se explica de este modo la importancia de sustancias=
capaces de interferir la unién de la BSP a la proteina, como algu
nos medicamentos que compiten con el colorante, o de las anome——
1fas cualitativas o cuantitativas de la albdmina (54). Estos fac
tores provocan una acentuada difusién extrahepdtica de la BSP —-
(urinaria principalmente),pero, al mismo tiempo, podrian favore--
cer su captacién hepatocitaria: aclaramientos de BSP muy elevados
(no explicables por excrecidén urinaria) se observan en el hombre=
con hipoalbuminemia causada por el sindrome nefrético; igualmente
la captacién de BSP se encuentra aumentada en animales tratados -
con tolbutamida, que interfiere la unién de la BSP con la albdmi-
na plasmética (54).

2.4.3.2.- Captacién hepatocitaria y unién intracelu-

lar.

La captacién de aniones orgénicos desde el plasma si-
nusoidal ha sido estudiada con particular efectividad analizando=
las curvas de dilucidén del indicador de primer paso realizadas a=
partir de la sangre venosa hepética, trds inyeccién de un soluto=
con sus marcadores de referencia en la vena porta. Una aproxima
cién matemética a este fenémeno ha sido realizada por Goresky y -
col. (90, 91) baséndose en un modelo idealizado de la circulacién

sinusoidal. Con este tipo de estudios se han encontrado cinéti--



cas de saturacién para la BSP (89), verde de indocianina (159) y=
4cidos biliares (84, 165) y, también gue los niveles méximos de -
Influjo son sustancialmente més grandes que los respectivos valo-

res méximos para la excrecién biliar.

Dado gue la albdmina marcada inyectada con estos anio
nes es completamente recuperada y aparece en el flujo venoso en -
corto periodo de tiempo, es claro que los aniones estén,en los he

patocitos, disociados de las proteinas plasm&ticas (79).

Los datos disponibles sobre &cidos biliares indican -
gue taurocolato, colato, quenodesoxicolato y tauroquenodesoxico-
lato compiten por el mismo transportador de captacién (85) y Que=
el taurocolato parece inhibir competitivamente la captacién de -
BSP (48, 86). En estudios "in vitro" sin embargo, la inhibicién=
de la captacién de taurocolato por la BSP no era considerada com-

petitiva (188).

Los niveles de captacién hepdtica pueden medirse tam-
bién analizando las curvas de desaparicién plasm&tica (168) y, -
asi, se ha encontrado que la bilirrubina , la BSP y el verde de=
indocianina desarrollan cinéticas de saturacién y que son mutua——
mente competitivos en la rata, mientras que no se han podido en--
contrar pruebas de competencia entre estos aniones y el glicocola

to, ni entre el verde de indocianina y el taurocolato (79, 180).

El anélisis de los datos disponibles indica la exis--
tencia de un mecanismo de captacién limitada que toma con elevada
eficiencia materiales unidos a proteinas. No se sabe sin embargo
si hay uno u varios transportadores o si el proceso es activo o -

pasivo, pero el hecho de que la acumulacién intrahepatocitaria -
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pueda ser acrecentada por unién a proteinas citoplasméticas (135)
inclina a pensar que la captacién es simplemente un fenémeno equi
librativo de difusién facilitada. Esta conclusién esté apoyada -
con los datos disponibles para BSP, bilirrubina y verde de indo—
cianina (180), pero no por los disponibles para 4cidos biliares.-
Por otro lado, la existencia de fenémenos de competencia y obser-
vaciones como las realizadas en el caso de la rifampicina (54), -
que compite con la bilirrubina y la BSP por su captacién hepatoci
taria y que sin embargo "in vitro"™ no aparece ligada a las protqi
nas intrahepédticas, sugieren la intervencidn de un hipotético me
canismo adicional del tipo de transportadores de membrana, meca--
nismo que algunos autores (85) consideran gque intervendria tam——

bién en la captacién de sales biliares.

Con excepcién de los &cidos biliares, la unién intra-
celular de los aniones orgénicos parece ampliamente atribuible a=
dos proteinas citoplasmé&ticas descubiertas por Arias y col.(5,7)-
Estudios preliminares mostraron que la bilirrubina en los hepato-
citos estaba asociada a una proteina distinta de la albimina (16)
La cantidad de albdmina en dichas células es, por otro lado tan -
pequeria, gque serfa insuficiente para fijar incluso los niveles fi

siolégicos de bilirrubina en higado (33).

Utilizando un método de filtracidn sobre gel se han -
localizado uniones de la BSP a proteinas en dos fracciones pro--
téicas del citosol hepatocitario denominadas Z e Y (135). Sus pe
sos moleculares son relativamente bajos y poseen una gran afini-—-
dad hacia la bilirrubina, la BSP y otros aniones relacionados. A
la fraccién Y,la més importante cuantitativamente (5 % del total=

de proteinas del citosol hepatocitaric), se la ha denominado li——
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gandina.

El parecido patrén de unién de BSP y de bilirrubina -
a las fracciones Z e Y "in vivo" e "in vitro" sugiere que ambos -
aniones son fijados por las mismas proteinas, y gque esas protei--
nas tienen un papel fisioldgico en el proceso de captacién (135).
El verde de indocianina, que es captado rdpidamente por los hepa-
tocitos y compite con BSP y bilirrubina en este proceso (104), -
estd también unido a las proteinas Z e Y "in vitro" (135).

El azul de Evans es captado lentamente por el higado=
(147) y,trds inyectarlo a rata, no aparece unido a las fracciones
Z e Y del sobrenadante hepético (135). Sin embargo, "in vitro",-
la unién de este colorante a Y era comparable a la encontrada pa-
ra BSP (135). Esto indica que la capacidad de un anién de unirse
ayY "in vitro" no determina la selectividad en la captacién anié-
nica por los hepatocitos, y que parte de esta selectividad puede=

residir en la fraccién Z o en la pared celular.

FArmacos como el &cido flavaspidico (99, 153), el bu-
namiodil (17)y la iodipamida (19) producen retencién plasmética -
de BSP y/o de bilirrubina en hombre y/o rata, e interfieren en el
proceso de captacién (17, 99). Dichas sustancias desplazan a la=
bilirrubina "in vivo" y a la BSP "in vitro" de sus uniones a Z. =
Solo a altas concentraciones desplazan a ambas de sus uniones a Y,
ya que la afinidad de esta fraccién por la BSP y por la bilirrubi
na es superior a la de Z (135).

La oveja mutante "Southdown" (45) tiene reducida la -
captacién hepatocitaria de bilirrubina, BSP, rosa de bengala y -

verde de indocianina sin que los patrones de unién de aniones a -



proteinas difieran entre oveja normal y mutante. El defecto en -
ésta dltima puede estar més bien en la membrana citoplasmética -

del hepatocito que en las proteinas aceptoras citoplasmédticas. -

La transferencia de BSP,y otros aniones,del plasma al
hepatocito puede depender de la disociacién del anién de la albd-
mina plasmética, de la difusién del anién libre a través de la -
membrana celular, y de la subsiguiente unién del anién a las pro-
teinas aceptoras. En este sistema la especificidad en la capta--
cién de aniones orgénicos estarfa en las caracteristicas de unién
al receptor protefnico citoplasmético. La afinidad de los anio--
nes orgénicos por la albdmina y las proteinas aceptoras citoplas-
méticas puede ser del mismo orden, lo que establecerfa un delica-
do equilibrio bidireccional entre las formas aniénicas libres del
plasma y del citoplasma. De hecho la bilirrubina se mueve bidi--
reccionalmente entre hepatocito y plasma con un nivel de exflujo=
sustancialmente préximo al de influjo (14). Bajo estas condicio-
nes pequerios cambios en la concentracién de aniones libres en -
plasma pueden producir alteraciones mayores en el nivel de capta-
cién de é&stos por los hepatocitos, como ha sido demostrado por es
tudios en higado de rata aislado (9). También se ha sugerido gue
en las cercanias de la membrana hepatocitaria, cambios conforma--
cionales en la albdmina reducirfan su afinidad por los aniones or
génicos, incrementéndose en plasma la fraccién no unida a protei-

nas (21).

Otra posibilidad es que la especificidad en la capta-
cibn de aniones orgénicos se produzca en la membrana celular y —-—
que la ligandina y la proteina Z actuen como aceptores inespeciﬁi

cos de manera similar a la albdmina plasmdtica. E1l transporte a=
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través de la membrana seguiria siendo de difusién facilitada ——-

(13s).

Otros hechos adicionales sugieren una funcién de las=
fracciones Z e Y en el proceso de captacién de BSP y moléculas re
lacionadas: a) estudios ontogénicos han mostrado una estrecha -
relacién entre la maduracién de la ligandina y la rapidez de desa
paricién plasmética de la BSP (79); b) investigaciones filogené-
ticas han permitido correlacionar netamente la aparicién de la li
gandina con la facultad de depurar BSP (14); c) 1la administra—
cién de fenobarbital, que en la rata incrementa el contenido hepé
tico en ligandina, eleva paralelamente el aclaramiento y el conte

nido hepatocitario de BSP (S, 54, 121).

Si el proceso de captacién hep&tica es de difusidén FE
cilitada, el secuestro intracelular de los aniones eliminarfa su=
actividad osmética, facilitando el paso equilibrativo de los -
aniones desde el sinusoide al interior del hepatocito. Otra posi
bilidad no excluyente es gque esta unién facilite la presentacién=
de los solutos a sus enzimas conjugantes o a los sistemas de -
transporte canicular. Son significativos recientes experimentos=
gue apuntan la identidad de la ligandina con el enzima conjugante
de la BSP, la glutation-S-aril-transferasa (98). La ligandina --
puede jugar también un papel protector similar al de la albdmina=
sérica, excluyendo materiales téxicos de los lugares potencialmen
te afectables. Por ejemplo, protege la respiracién mitocondrial=
de los efectos depresores de la bilirrubina (113). Por Gltimo, -
el hecho de gue cierto tipo de peces puede concentrar BSP en bi-—-—
lis careciendo casi totalmente de ligandina, indica que ésta no -

parece ser esencial para el transporte hépatico de estos aniones=



orgénicos (31).

2.4.3.3.- Conjugacién.

La BSP es en gran parte metabolizada en su paso por =
el higado, de tal modo, que un andlisis de la bilis demuestra que
un 70 % del colorante se transforma mientras el resto permanece -
inalterado (106). Esta transformacién consiste en una conjuga--
cién con un tripeptido, el glutation (y-glutamil-cisteinil—glicina)
que se une al ndcleo ftédlico de la BSP por intermedic del grupo -
-S8H. Un &tomo de bromo se libera en el curso de la reaccidén en -
forma de BrH (54). La conjugacién esté catalizada por la gluta--
tion-S-ariltransferasa que, como hemos dicho anteriormente, se -
identifica con la ligandina (98). Esta tendrfa el doble papel de
captar la BSP (y otros aniones orgénicos) y de conjugarla al glu-
tation. La BSP conjugada puede ser adicionalmente metabolizada -
a BSP-cisteinil-glicina y BSP-cisteina. Todos estos compuestos,-
més la BSP libre, pasan a la bilis (11).

La conjugacién de la BSP, que produce un derivado més
polar y por tanto mds soluble en agua, parece jugar un importante
papel en la excrecidén biliar del colorante. La reduccién de la -
conjugacién, obtenida en animales por depleccién de glutation en=
el curso de regimenes carentes de proteina (206), o por inhibi——
cién de la glutation-S-aril-transferasa por benziodarona o &cido=
etacrinico, entrarfia una bajada paralela de la eliminacién biliar=
de BSP. Este descenso puede ser debido a que el hfigado no forma=
la suticiente BSP conjugada (206), o a que la acumulacién intrahe
pdtica de BSP libre inhibe la excrecién de la forma conjugada (11,
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206, 216).

La infusién de BSP artificialmente conjugada produce=
notables aumentos en el transporte méximo del colorante en perro,
rata y cobaya (11, 215, 216). Esto implica, bien que el proceso=
de conjugacién es el paso limitante en la excrecidén del colorante,
bien que la BSP libre interfiere con la transferencia a la bilis=

de sus derivados conjugados.

Para una concentracién dada de BSP intrahep&tica con-
jugada, el transporte de ésta a bilis es mayor cuando se infunde=
la susodicha forma, gque cuando lo es la forma libre. Esto sugie-
re gue la BSP libre compite con sus compuestos conjugados en su -

transporte a bilis, inhibiendo su excrecién (11, 216).

La conjugacién dificulta la captacién hepatocitaria -
del colorante, pudiendo deberse esto a distintas afinidades de -
las formas conjugada y no conjugada por las proteinas captadoras=

hepédticas.

La glutation-S-aril-transferasa presenta una activi-—-
dad méxima en el hfgado, pero puede encontrarse asf mismo en el -
rifién o en el intestino delgado. Esta actividad podria explicar=
la presencia de BSP conjugada en suero y orina de perros hepatec-

tomizados (54).

El incremento de la desaparicién plasmética de colo—
rante provocado por el tratamiento con fenobarbital (121) se ha -
intentado relacionar con un supuesto aumento de la conjugacién -
(51, 171). Do hecho el  fencbarbital aumenta la actividad enzi-

matica conjugante "in vitro* (182). Sin embargo,otros autores -
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han atribuido el efecto del barbitdrico a una elevacidén de la ex-

crecién de BSP a nivel de membrana canalicular (121).

Al contrario que la BSP, la DBSP, el rosa de bengala=

y el verde de indocianina son eliminados sin transformacién (54).

La bilirrubina sufre también un proceso de conjuga—---
cién, uniendose al &cido UDP-glucurdénico. En bilis, el 98 - 99 %

del pigmento se encuentra en forma conjugada (21).

2.4.3.4.- Exc:eczdn_cagalicular;

El transporte méximo para la captacién neta por parte
de los hepatocitos excede los correspondientes niveles de excre—-—
cién biliar en todos los casos en que se ha dispuesto de medicio-
nes aceptables (84, 89, 159, 165). Adem&s, cuando la conjugacién
€8s un paso intermedio entre la captacién y la excrecién como ocu-
rre para la bilirrubina y la BSP, altos niveles de infusién del -
material no conjugado son generalmente seguidos de la aparicién -
de conjugados en plasma (87). De otra parte, las curvas de desa-
paricién plasmética, que caracterfsticamente cursan con una empi-
nada pendiente inicial seguida de un descenso més gradual, estén=
de acuerdo con la deduccién, hecha a partir de aquellas observa——
ciones, de gue la excrecién canalicular es el paso limitante en -

la secuencia que va de plasma a bilis (4, 82, 94, 119, 202, 210).

En el paso de colorantes a la bilis parece intervenir,
verosimilmente, un mecanismo de transporte activo. Diferentes ar

gumentos estén a favor de esta hip6tesis (54): a) no existe en -



la bilis ninguna proteina gue pueda jugar el papel de aceptor y -
originar un transporte pasivo facilitado; b) la excrecién biliar
se hace contra un gradiente de concentracién muy elevado; c) la=
excrecién estd limitada por un transporte méximo (Tm). Este fe-
némeno de saturacién ha sido constatado en numerosas especies -
(11, a9, 94, 120, 175), en 1lds gque, por encima de una cierta can-
tidad infundida, la excrecidén biliar no aumenta méds mientras gque=

la concentracién plasmética continda creciendo regularmente.

Otros autores (21) sugieren sin embargo que las mice-
las canaliculares podrian ser un factor determinante mayoritario=
del movimiento de pigmentos y colorantes hacia la bilis. Hacen -
notar que la concentracién efectiva de estos aniones a cada lado=
de la membrana canalicular permanece desconocida y gque el verdade
ro gradiente de concentracién puede diferir del gradiente aparen-
te por varias razones. En el hepatocito el pigmento y el coloran
te estédn en gran parte unidos é proteinas; en la bilis pueden re
sidir ampliamente en las micelas. Estudios en la vesficula biliar
indican gue la bilirrubina esté& enteramente asociada a la fase -
micelar (203). Una extrapolacién de estos hallazgos a la bilis -
hepética sugiere que la concentracién efectiva de pigmentos y co-
lorantes coléfilos en el canalfculo pueds ser solo una pequefia -
parte del total de éstos en bilis. Si ello es asf, las micelas -
originadas por las sales biliares podrfan determinar, o al menos=
facilitar, el transporte neto de BSP por'el higado. Parece apo—
yar esta sugerencia el incremento del Tm de la BSP (10, 155) y de
la bilirrubina (60) provocado por la infusién de sales biliares,-
incremento no relacionado al parecer con el de flujo ya que, la -
estimulacién de la fraccién de flujo independiente de las sales -

biliares no provoca variaciones en el Tm de la BSP (10,..664 784~

&



83). A la inversa, la depleccién de sales biliares induce una -

depresién en el Tm (66, 143).

Asi pues las sales biliares afectarfan, "per se", al=
Tm de otros aniones orgénicos. Goresky y col.(92)proponen gue es-
tos compuestos crean un sumidero micelar en el canalfculo gue re-
tira pigmentos y colorantes de la fase no micelar, y gue mantiene
por tanto un gradiente de concentracién que facilita el paso neto

de éstos a la bilis.

No obstante otra serie de datos experimentales se opo
nen a esta hipStesis. El1 dehidrocolato es una sal biliar sintéti
ca no formadora de micelas que posee un potente efecto colerético
(20). En el higado es metabolizado originando mono y diceto deri
vados, a su vez pobres formadores de micelas (20, 205). Gontra--
riamente a lo que cabrfa esperar, la infusién de esta sal a dosis
moderadas origina aumentos significativos en el Tm de colorantes=

y pigmentos (20, 60).

Adn sin rechazar la hipétesis micelar, la existencia=
de un sistema transportador activo no es excluyente, y hechos adi
cionales la apoyan; tanto en el sfindrome de Dubin-Jhonson como en
la oveja mutante Corriedale el transporte de BSP y bilirrubina es
td considerablemente disminuido mientras que el de sales biliares
es completamente normal (54, 185). Ya que la capacidad micelar -
permanece intacta en estas anomalias, el transtorno en el trans——
porte de los aniones se ha de deber a un defecto en un hipotético

transportador de membrana.

El mecanismo excretor ha sido repetidamente estudiado

administrando colorantes y pigmentos Juntos(56,146).En condiciones



normales, la aparente similitud en la eliminacién de varios anio-
nes orgénicos (197) permitid proponer un proceso excretor comin -
para todos ellos. Sin embargo diversas observaciones apuntan la -
existencia de un proceso excretor miltiple. E1 uso de grandes do
sis de infusién con proporciones desiguales de distintos aniones=
ha mostrado unas excreciones preferenciales de uno de los compues
tos con respecto al otro (100); pero una posible competicién por=
la unién a proteinas o por varios procesos hepéticos podria com-—-
plicar cualquier interpretacién (2). Clarenburg y Kao (39) sefia-
lan gue en sus experimentos los niveles combinados de BSP y bili-
rrubina en plasma no excedian la concentracién molar de la albdmi
na plasmética, y que, por lo tanto, la competicién por unirse a=
ésta no serfa responsable de las excreciones preferenciales. Har
greaves (100) y Clarenburg y Kao (39) concluyen que el higado ex-
creta la BSP preferentemente a la bilirrubina, y estos dGltimos -
proponen la existencia de dos vias excretoras diferentes: la pri-
mera serfa comdn a BSP y bilirrubina ; la otra via, disponible so
lo a 1la BSP, se harfa mds activa conforme aumentara la cantidad -

de BSP suministrada (39).

Por su parte otras autores apuntan distintos caminos=
para la excrecién de verde de indocianina (100), rosa de bengala=

(144) y para los distintos metabolitos de la BSP (41).

Diferentes condiciones patolégicas y experimentales -
sugieren asi mismo diversos mecanismos excretores para los distig
tos aniones. En perros (217) el Clap deprime la excrecién de BSP
sin afectar la de bilirrubina endégena. El1 tratamiento con este-
ruides anabolizantes produce retencién plasmé&tica de BSP conjuga-

da sin que se aprecien anormalidades en el metabolismo de la bili



rrubina (134). Pacientes con la enfermedad de Gilbert, un defec-
to congénito en el metabolismo de la bilirrubina, excretan BSP -

normalmente (183).

Las observaciones realizadas en el sindrome de Dubin-
Jhonson han sido &mpliamente utilizadas para sugerir que las sa--
les biliares y estos otros aniones tienen mecanismos de excrecidn
separados. No obstante otros informes comunican gque en detenﬂiqg
das ocasiones la BSP y otros aniones pueden inhibir la excrecidn=
de sales biliares y viceversa (23, 48, 8 ). A elevados niveles -
de excrecién de taurocolato se ha apreciado una depresién, aungue
reversible, de la excrecién biliar de BSP (169). En ratas, el -
efecto del taurocolato sobre la relacidn cinética existente entre
la BSP intrahepatocitaria y su nivel de excrecién biliar, consis-
te en un incremento de la Vm y la Km, sugiriendo que, ademés de -
la accién dominante de acelerar el transporte de BSP, ejerce una=
accién inhibidora (77). En perros, infusiones de taurocolato y -
de dehidrocolato a altas dosis préximas a su Tm, deprimen la ex—-—
crecién méxima de BSP (48). Para explicar estos fenédmenos se ha=
sugerido gue las sales biliares y la BSP pueden competir por los=
mismos transportadores de membrana en su paso a la bilis, como ve

remos posteriormente.

Nos hemos referido con anterioridad a la saturacién -
del sistema de transporte y a la existencia de un Tm, constatado=
en numerosas especies, para distintos aniones orgénicos. Su va--
lor varfa si cambiamos alguno de estos dos factores e incluso se
gin el trabajo de referencia. A modo de ejemplo se citan a -
continuacién varios valores de Tm de la BSP en distintas

especies de mamiferos:
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Rata.. 1.676(54), 930(39), 955(120), 838(41), 670(27) pg/kg/min,

ConBiG.ssesswue ... 1.131(120), 1.425(175), 1.000(137) "
Perro......... 168(120), 190(210), 80-150(10),134(11) "
Hombrell'l..'.'-.O'Q..l.'l....l.l.l!-l-'..' lm (210) "
Oveja.......o............................ 1-000 (94) "

Hamster..-.....-..........-.-..-....o..-.- 440 (m) "

Como ya se ha comentado anteriormente, la BSP se ex——
creta bajo sus formas conjugada y no conjugada, siendo la forma=
conjugada un 70% del total en bilis. Existen fendémenos de compe-

tencia de-ambas formas por el mismo transportador.

En el curso de su transferencia a la bilis la BSP pue
de modificar la coleresis. En el perro y oveja (2, 11, 94), infu
siones de este colorante incrementan el flujo de bilis. Una fa-—
cil explicacién de este fendmeno seria de naturaleza osmética, --
pués, debido a la alta concentracién a la que pasa a la bilis, la
BSP arrastrarfa agua y electrolitos. Barnhart y Combes (11) dis-
cuten esta propuesta y concluyen gue este arrastre no serfia sufi-
ciente para explicar los aumentos de flujo encontrados. Ellos —-
proponen una accién adicional de la BSP sobre el flujo, de natura

leza no osmética,

En la rata aparecen descritos efectos coleréticos (39,
121, 143), colestéticos (52, 96, 187, 214, 216) e, incluso, la -
ausencia de ambos (206). Un exémen mds detenido de esta biblio--
grafia nos permite apreciar que los efectos colestdticos aparecen
a altas concentraciones plasmédticas de BSP, con infusiones supra-
méximas de esta sustancia (>Tm). La coleresis en cambio suele -

asociarse a dosis méds pequerias, adn cuando el rango de variacidén=



de &stas es amplio. Podemos concluir, al igual que Forker (79),-
que la BSP puede disminuir el flujo biliar cuando es administrada
a altas dosis de infusién que superan la capacidad excretora del=
higado, y que cuando ésta lo es a dosis menores aparece en su =
transporte hepético una clara relacién lineal entre la produccién

de BSP y el flujo biliar.

El verde de indocianina, en rata (96), y el rosa de -
bengala, en conejo (53), también deprimen el flujo de bilis. Es=-
ta disminucién parece ligada, en todo los casos comentados, & una
depresién de la FISB atribuible a una inhibicién de la fosforila-
cién oxidativa por el colorante, al fijarse géste sobre las membra

nas mitocondriales (54).

Una vez en el intestino tanto BSP como bilirrubina -
apenas son reabsorbidas, y su ciclo enterohepético puede conside-

rarse nulo (54).

2.4.3.5.,- Influencia de las sales biliares sobre la=

excreciédn méxima de BSP.

En puntos anteriores se han discutido ampliamente al-
gunos aspectos de la interaccién sales biliares-BSP (y otros anio
nes orgénicos). Uno de particular importancia se refiere al au——
mento en el Tm de numerosos aniones provocado por la infusién -
de sales biliares a dosis moderadas (10, 15, 27, 52, 77, 83, 92,-
94, 129, 151, 155, 169). Varias hip6tesis de trabajo se han esta

blecido para intentar explicar este hecho.
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La primera explicacién l8gica serfa atribuir el ay—-——
mento en el Tm al incremento de flujo biliar canalicular. Si su-
ponemos gue la bilis que sale del canalfculo hacia el conducto bi
liar terminal representa el balance neto entre la BSP transporta-
da al canalficulo y la que retrodifunde el hepatocito siguiendo - -
gradientes de concentracién favorables, una elevacién del flujo -
canalicular disminuirfa la concentracién de BSP en el canaliculo.

Esto evidentemente producirfa un descenso en la retrodifusién (77).

Ademds, la infusién de sales biliares aumenta prefe—
rentemente la excrecién de BSP no conjugada (20, 27, 169). Si -
bien podrfa concluirse la existencia de transportadores distintos
para ambas formas de BSP, siendo el de la forma no conjugada el -

més afectado (27), es generalmente aceptada otra alternativa: la

]

forma libre es més liposoluble y por tanto m&s facilmente puede -
atravesar la membrana canalicular y volver al hepatocito. La dis
minucién de la retrodifusién afectarfa preferentemente a esta for

ma y aumentarfa su concentracién relativa en bilis (27, 169).

Otros autores han informado que las sales biliares no
alteran apreciablemente la concentracién biliar de BSP (27, 1ss),
por lo cual el aumento en el Tm habrfa de ser atribuido exclusiva
mente a la subida de flujo. Boyer y col. (27) sugieren que el Tm
estarfa determinado por dos procesos independientes: una capaci——

dad de concentracién limitada y el nivel de produccién biliar.

Contra esta hipétesis se acumulan otra serie de datos.
Mahu y col. (144) no encuentran relacién entre el incremento del=
flujo biliar obtenido con sales biliares y el aumento del Tm de -

BSP, DBSP y rosa de bengala. Con infusiones de dihidroxidibutil-



eter o de teofilina ambos potentes coleréticos en diversas espe--—
cies de mamiferos, no se consigue subida en la excrecién méxima -
de BSP (10, 20) s en ambos casos tenfa lugar un incremento en el=
aclaramiento del eritritol infundido- simultaneamente, lo que es -
ampliamente reconocido como una medida de flujo canalicular.Igual

ocurre con la hidrocortisona, gue actua a este mismo nivel (54).

Otras hipétesis de trabajo postulan una accién de las
sales biliares "per se". La hipétesis micelar ya ha sido discuti
da con cierto detalle en el apartado anterior. El incremento de=
la excrecién mé&xima se deberfia en este caso a una integracidén de=
las moléculas del colorante en las micelas mixtas originadas por=
las sales biliares, lo gque producirfia un descenso en su concentra
cién efectiva en el canaliculo y disminuirfa por tanto la retrodi

fusién de BSP.

Sin embargo,como ya sefialamos, el dehidrocolato produ
ce un incremento del Tm de la BSP a dosis moderadas. Binet y col
(20) relacionan el efecto de infusiones de taurodehidrocolato, -
tauroquenodesoxicolato y taurocolato,sobre la excrecién biliar de
BSP y lipidos biliares. El1 efecto sobre los lipidos biliares lo=
usa como una medida de la capacidad micelar de cada una de las sa
les biliares utilizadas. En los tres casos se produce una eleva-
cidn similar en el Tm de la BSP. Taurocolato y tauroquenodesoxi-
colato aumentan la excrecién de fosfolipidos y colesterol en -
gran medida, mientras que el taurodehidrocolato apenas produce un
ligero incremento en la de fosfolipidos dejando inalterada la de=
colesterol. La conclusién obtenida es que ni el dehidrocolato ni

sus derivados tienen apreciable tendencia a formar micelas, no -
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obstante aumentar flujo de bilis y Tm de la BSP en gran medida.

En otra aproximacién a esta hip&tesis se han reali--
zado estudios " in vitro" de caracter fisico-guimico. Asi, usando
ultracentrifugacién sobre membranas se ha podido mostrar una aso-
ciacién a micelas mixtas de sustancias tales como la BSP conjuga-
da y no conjugada, la bilirrubina conjugada y el rosa de bengala=
(207). Por otra parte Vonk y col. (205) han mostrado por ultracen
trifugacién asociaciones de verde de indocianina, fenolftalein- -
glucuronido y DBSP a micelas de taurocolato y, que a pesar de . -
esta asociacién no se obtenfa incremento en el Tm del fenolfta——
lein-glucuronido. Ademds no se observaba ninguna sedimentacidén -
de los colorantes con dehidrocolato pese a que éste aumenta 81 Tm

de verde de indocianina, DBSP , BSP y bilirrubina (20,87).

Por otro lado, infundiendo glicodihidrofusidato, un -
esteroide formador de micelas excretado por la bilis, no se obtie
ne aumento de Tm de BSP aunque si ocurra un incremento de la pro-

duccién lipidica biliar (49).

Otra posible influencia de las sales biliares "per se"
gue se ha sugerido, es la de una accién directa de éstas sobre la
maguinaria de transporte de la BSP. Forker y Gigson (77) han pre
sentado un modelo tedrico de esta interaccién, gue reproduce los=
resultados obtenidos experimentalmente por ellos. En su trabajo=
infunden BSP a dosis inferiores al Tm junto con taurocolato sédi-
co y realizan un estudio cinético de las relaciones entre la con-
centracién de BSP intrahepatocitaria y sus niveles estables de -

excrecién. La infusién de taurocolato produce un incremento de -
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los pardmetros Vmx y Km de tal manera gue la concentracién en bi-
1is de BSP se mantiene constante para amplios rangos de flujo. -
El aumento observado en la Km indica la existencia de un efecto -
inhibidor provocado por el taurocolato, que coexiste con el incre
mento dominante sobre la excrecién méxima. El1 modelo propuesto,=
consecuente con los hallazgos experimentales, consta de dos trans
portadores separados y relativamente independientes para tauroco-
lato y BSP, y presenta ciertas caracteristicas gue conviene resal
tar: la disociacién del complejo transportador-anién en la cara -
canalicular de la membrana hepatocitaria es irreversible, lo que=
elimina el papel del flujo en el incremento de la excrecién de -
BSP; se producen interacciones alostéricas entre la BSP y el tau-
rocolato y sus respectivos transportadores, de tal manera gue €l=
de la BSP puede reaccionar con el taurocolato para producir un -
nuevo enzima que transporte la BSP con diferentes parémetros ciné
ticos, méds eficientemente por ejemplo; por otra parte, los fenf—-—
menos de competicién se explicarfan al existir una cierta afini--
dad tanto de la BSP como del taurocolato por el respectivo trans-
portador del otro, todo ello segdn los autores mencionados (77) -
y en sus condiciones experimentales, especialmente por lo que se=

refiere a los estrechos mérgenes de flujo de bilis empleados. -

Resumiendo el estado actual de conocimientos en éste=
tema no queda claro si la excrecién canalicular estéd mediada por=
un sistema de transporte para sales biliares y otro u otros para=
los deméds aniones orgénicos, ni si esos sistemas interaccionan en
alguna forma. Es posible que el transporte de sales biliares ac-
tive el de otros aniones por algdn sistema cotransportador, o -
que ocurran interacciones alostéricas entre transportadores sepa-

rados, pero los datos cinéticos disponibles no nos permiten con--
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firmar o refutar ninguna de estas hip&tesis. Ademés otros facto-
res no excluyentes pueden contribuir a la interaccién entre sales
biliares y otros aniones, como es el caso de la formacién de mice
las mixtas. No obstante ningin dato permite afirmar que la incor
poracién de BSP y otros aniones a las micelas originadas por las

sales biliares tenga una importancia funcional en el canaliculo.

Por dltimo hemos de reserfar otra hip&tesis de trabajo,
apuntada por algunos autores (10, 20), que sugieren que las sales
biliares actuarfan reclutando hepatocitos, haciendo funcionales -
los hasta entonces guiescentes. Se carece de datos experimenta--
les en este sentido pero es bién sabido que la masa funcional del
higado es relativamente baja por lo cual ese reclutamiento puede=

ser importante.

Una variante de esta teoria elaborada recientemente -
(87) postula que este reclutamiento, que afectarfa principalmente
a las células centrilobulares, lo realizarfa la bilirrubina al -
ser infundida a dosis méximas, y obligar al higado a trabajar a -
niveles alejados de los fisioldégicos. En los hepatocitos normal-
mente funcionales (periportales) desde el punto de vista biliar,=
dicha secrecién es claramente dependiente de las sales biliares,=
mientras que en los reclutados (centrilobulares) parecen superpo-
nerse otros mecanismos de secrecién de diversos electrolitos y -
aniones orgénicos. Esta mezcla de actividad explicarfa la aparen
te superposicién de fendmenos micelares y de otra indole que di——
chos autores han sugerido al observar el incremento de la excre--

cién méxima de bilirrubina por las sales biliares.
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2.5.- INFLUENCIA DE LOS ANESTESICOS SOBRE LA SECRE--
CION BILIAR.

Gran parte de los estudios experimentales sobre la Fl
siologfa biliar se han realizado con animales anestesiados con -
una amplia variedad de férmacos. Sin embargo, el efecto de los -
anestésicos,incluso el de los méds corrientemente utilizados, ape-
nas se encuentra documentado dificultando esto la interpretacidén=
de los datos disponibles. Un estudio de esta naturaleza es de --
vital importancia sobre todo para elegir aquel anestésico que pro

vogue menos alteraciones en la fisiologfa de la secrecién biliar.

Es conocido que la anestesia induce, al menos inicial
mente, una apreciable hipotermia (170). Otra serie de trabajos ——
muestran a su vez los efectos de ésta sobre la fisiologfa biliar=
(141) y en particular sobre los fendmenos de excrecién méxima -—-
(172). Roberts y col. informan (172) del significativo efecto de~
presor gue la hipotermia tiene sobre el Tm de BSP y bilirrubina -
en rata,y aconsejan cuidar al méximo la termorregulacién del ani-

mal para contrarrestar esta accién indirecta de la anestesia.

Seglin algunos autores (47) la administracién de barbi
tdricos provoca una disminucién de la secrecién biliar. Insistien
do en la importancia de la eleccién del anestésico concluyen que=
las fluctuaciones de la secrecidén biliar son més importantes con=

el mebubarbital gque con el uretano.

Deléds y col. (50),en conejo,constatan que una dnica -
dosis de pentobarbital inyectada intravenosamente deprime sensible

mente la coleresis durante alrededor de hora y media. Una perfusidén



lenta y continua de pentobarbital permite una coleresis aceptable.
Concluyen que esta Gltima técnica anestésica preserva,pues , la -
actividad secretora del animal y es poco agresiva para con la fi-

siologfa del hepatocito.

Vogin y col. (204) y Ketterer y col (115) atribuyen -
la depresién del flujo que acomparia a la infusién de verde de in-

docianina al uso de pentobarbital como anestésico.

Segln Bizard y col. (22), el flujo biliar de los cone
Jjos anestesiados con barbitiricos (pentobarbital) es ligeramente=
inferior al de conejos anestesiados con uretano. En el perro el=
pentiobarbital provoca solo un debil y pasajero descenso de la se
crecién biliar inmediatamente despues de su aplicacién, sin afec-
tar a los valores globales. E1l extracto seco se modifica poco y -
hay un aumento progresivo de la concentracién de bilirrubina, de-
bido posiblemente a factores hemolfticos extrahepéticos. Conclu--
yen que la accién depresiva de los barbitiricos sobre la colere--

sis no puede ser atribuida a un mecanismo indirecto de hipoxia.

En preparaciones de higados aislados procedentes de -
ratas anestesiadas con uretano y mebubarbital, el mismo autor (22)
encuentra que los valores basales de bilirrubina en bilis son, -
respectivamente, 24,1 y 15,4 mg/100 ml, aungue no considera ningu

na diferencia significativa entre ambos.

Todos estos informes sobre la depresién del flujo bi-
liar provocada por los barbitdricos contrastan con datos posterio
res obtenidos de trabajos realizados con el conejo anestesiado -

bien con barbitiricos u otros anestésicos, bien con uretano,y que



presentamos a continuacién:
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TIPO DE ANESTESICO
- Mebubarbital(+)
Uretano Pentobarbital Propanidid (s )
170 ( 3)
0 . 153 ( 71) 300 ( 35)
=
H = 134 (118)
-
- a 130 (141)
H 121 (178)
m
’ é 2,16 ( 69)
.,5;’ 1,67 (163)
= i 1,475 (175) 2,37+ (175)
- | 2 1,80 (178)
= = §
N 75 (127) 9a ( 87) 100 * ( 53)
£
w = 81 (128) 93 (191) 100 * ( 63)
5
:: 100 * (193)
§ " é 0,63 (127) 0,42 ( 87) 0,52°* (193)
oo ' - -
g;;ﬁ 5 0,67 " (175) 0,73 (175)
= B
0,62 (191
a oo g ’ (151)
o
f: -g,a 47  (128) 60 * ( 63)
o
I 62 * (193)
w R T

() Datos procedentes de un mismo autor.
(#) Diferencia estadisticamente significativa, p<0,025.

/gr hig./: Por gramo de higado.
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Se desprende de estos valores que el flujo biliar en=
conejos anestesiados con uretano es inferior al de los anestesia-
dos con barbitdricos (108),y que esta disminucién de la secrecién
no afecta a la produccién de sales biliares. Los datos de frac—-
cién independiente de sales biliares sugieren que el uretano la -

inhibe, siendo esta inhibicién la responsable del descenso de flu

Jjo.

Rutishauser y Stone, con conejo (175),utilizan pento-
barbital y uretano como anestésicos y, ademéds de datos de flujo -
que aparecen en la tabla anterior, reserian otras diferencias=
importantes provocadas por el uso de uno u otro anestésico: la -
presién sanguinea era mé&s baja con uretano (60 mmHg) gue con pen-
tobarbital (90 mmHg); la concentracién de sales biliares era sig-
nificativamente mayor con uretano que con pentobarbital (16,0 y -
10,9 mEq/l respectivamente. p<0,0125). Igual ocurre con la osmo-
lalidad de la bilis (322 y 292 mosmol/kg respectivamente. p<0,005)
y en ambos casos la bilis era isotdénica con el plasma. Sugerfan=
as{ mismo una mayor concentracién de sodio y potasio con uretano,

adn cuando la diferencia no era estadisticamente significativa.

La conclusién de este trabajo era,segdn los autores -
(175L gue el descenso de flujo se debfa a la hipertonicidad de la
solucién de uretano con respecto al plasma, pues la inyeccién in-
traperitoneal del anestésico (Sml/kg de una solucién al 25 % ) -
provocaria una salida de agua y electrolitos del torrente sangui-

neo, lo que a su vez causaria un descenso del flujo biliar.

Otros autores (127, 128) inyectan el uretano intrave-

nosamente y también es apreciable un menor flujo al comparar con=
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datos provenientes de animales anestesiados con pentobarbital u -

otros barbitdricos.

En rata (43) se han estudiado los efectos sobre la se
crecién biliar de varios anestésicos: eter, halotano y pentobarbi
tal. El eter produce una fuerte caida en el flujo biliar y en la
excrecifn de sales biliares y de bilirrubina. El1 halotano dismi-
nuye asi mismo el flujo, y el pentobarbital no varia apenas los -
parémetros estudiados con respecto a los valores procedentes de -

experimentos con animales no anestesiados.

La inhibicién producida por eter es confirmada por Os
trow y col. (156),y también hay caida en la produccién biliar en=
higado de rata aislado tras la administracién de eter, halotano y
cloroformo (24, 25, 156). Parece existir pues una accién inhibi-
toria de los anestésicos volédtiles sobre la secrecién biliar, y -
un inapreciable efecto del pentobarbital sobre los parémetros es-

tudiados.

Eter, y halotano en menor medida, producen un incre—-
mento en la actividad de enzimas tales comoc la B-glucuronidasa, -
la fosfatasa écida y la B-galactosidasa, y no afectan la de la -
S5-nucleotidasa en bilis (43). Los incrementos de actividad pare-
cen deberse a un aumento en su liberacién desde los lisosomas -
(43). El pentobarbital no altera la actividad de la B-glucuroni-
dasa, fosfatasa 4cida y S5-nucleotidasa (43).

Los efectos de eter y halotano se han intentado rela-
cionar con la elevacién, que causan, de los niveles de corticotpg

pina (ACTH) en sangre. No parece ser asi respecto al flujo biliar,
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que podria deberse a una accién directa sobre el higado, pero hay
indicios que relacionan la ACTH con el incremento de la actividad

de los enzimas resefiados (43).

El tratamiento crénico con fenobarbital tiene numero-
sos efectos sobre el higado; entre ellos,provoca un incremento en
el peso de é&ste (121, 122, 171) vy una proliferacién del reticulo
endoplasmético liso (121); estimula la accién de varios enzimas -
(42, 114, 167) y el flujo biliar (18). No hay correlacién entre=
este incremento de flujo y el de peso hepédtico (122). Por lo que
sabemos la sales biliares no producen essta coleresis; no hay au--
mento en la produccién de éstas, y el incremento de su actividad=
osmética al descender su concentracién a valores préximos o infe-
riores a su concentracién micelar critica, no parece ser la causa
de la coleresis (18). Esto concuerda con otro dato: la adminis--
tracién de fenobarbital no aumenta la actividad de los enzimas ne
cesarios para la conversién de colesterol en taurocolato (58). -
Tampoco se ha encontrado ningdn cambio apreciable en la composi-—-
cién relativa de &cidos biliares en ratas, lo que sugiere gue no=
hay induccién de las hidroxilasas implicadas en la biosintesis -
de é4cidos biliares primarios 158). Experimentalmente, el fenobar
bital no induée ni la 7 «, ni la 12 x~-hidroxilasa en homogenados=
hep&ticos (58). Asf mismo en animales con depleccién casi total=

de sales biliares persisten valores de flujo elevados (18).

Segin Berthelot y col(18) el incremento de flujo biliar se
deberfa a un aumento en la fraccién independiente de las sales bi
liares. Los valores de ésta calculados por el metodo de Erlinger
y col(63)son apreciablemente mayores en animales tratados con fe-

nobarbital; por otro lado el aclaramiento de eritritol en éstos -



sugiere que el aumento es de caracter enteramente canalicular y -
que no esté& relacionada con la actividad osmética del fenobarbi--—

tal o de sus metabolitos (18).

Otra accién importante del fenobarbital en la fisiolo
gfa hep&tica tiene lugar sobre la captacién y la excrecidén biliar
de aniones orgénicos tales como la BSP, bilirrubina y otras molé-
culas relacionadas. Se sabe que el tratamiento con barbitdricos=
tiens un gran efecto sobre la distribucién hep&tica de bilirrubi-
na (121). El barbital sédico incrementa la actividad conjugante=
de la bilirrubina (121); el fenobarbital incrementa la desapari--
cién plasm&tica de la bilirrubina exégena, la concentracién de -
ésta en los hepatocitos, y su transporte méximo (Tm) (171). En -
ratas con baja actividad glucuronil-transferasa, el fenobarbital=
no deprime los niveles totales de bilirrubina en suero (51). Se=
ha concluido, légicamente que el fenobarbital induce un incremen-
to en la conjugacién. La desaparicién plasmética de BSP también=
aumenta en tratamientos con fenobarbital (80), al igual que su -

conjugacién con glutation (182).

La mayor desaparicién plasmética de bilirrubina y de=
BSP, segin Klaasen y Plaa (121)no se debe al incremento de la con
jugacién, sino a un aumento del Tm simulténeo a la subida de flu-
Jo y sin variar la concentracién, ya que también encuentran aumen
to de la desaparicién plasmética de verde de indocianina y de la=
DBSP durante tratamientos con fenobarbital, siendo estos aniones=

no metabolizados ni conjugados a su paso por el hepatocito.

Un estudio similar de Roberts y Plaa (171) concluyen=

lo mismo para la bilirrubina y sugieren que la variacién en el Tm
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8s provocada por el incremento de flujo.

Hemos de sefialar que gran parte de los efectos del fe
nobarbital resefiados son producidos con tratamientos crénicos, no
a dosis de anestesia, pero pueden ser indicativos sobre los luga-

res de accién de los barbitdricos y la intensidad de ésta.

==00000—



3.- MATERIAL Y METOOO.



3.1.- ANIMALES

En la realizacién del presente trabajo se emplearon un=
total de 65 conejos (Oryctolagus cuniculus) de raza castellana, de=
ambos sexos y peso comprendido entre 1,5 y 2,5 kg, suministrados -
por el Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Gra

nada,

3.2.- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

3.2.1.- Preoperatorio.

Se utilizé como alimento bésico un pienso comercial pa
ra conejos (Sanders). Este se le retiraba al animal veinticuatro=
horas antes de la intervencién quirdrgica, aunque siempre se le dg

J6 libre acceso al agua.

3.2.2.- Operatorio.

Se utilizaron como anestésicos etil-uretano y pentobar
bital sédico, segidn el tipo de experimento, administrados endoveno
samente a través de una cénula pldstica (Braunula n? 0) aplicada -
a la vena marginal de la oreja.

El etil-uretano se inyectaba a dosis de 1,0 gr/kg peso
corporal (solucién al 20 %) y el pentobarbital sédico (Nembutal NR)
a dosis de 20 mg/kg peso corporal. Con este Gltimo anestésico se -
utilizaba como inductor benzodiacepina (vValium NR) a dosis de 0,25

mg/kg peso corporal. La profundidad de la anestesia se controlaba=



mediante los reflejos plantar y oculo-parpebral.

Una vez pelado y afeitado el campo operatorio, el ani--
mal se fijaba en la mesa de quirdfano, provista de una manta eléc—-—
trica con objeto de mantener constante la temperatura corporal, y -
se comenzaba la intervencién quirdrgica. Primeramente se practicaba
tragueotomia, como medida de rutina para evitar una posible asfi--
xia, aungue en ningdn caso fue necesario aplicar la respiracién ar-
tificial.

La arteria y vena femorales eran disecadas a continua——
cién, introduciendo en ellas sendos catéteres cuyos extremos se ha-
cfan llegar hasta la aorta abdominal y la vena cava posterior res—-
pectivamente. E1 cateter situado en la arteria femoral se conectg
ba a un sistema de registro de la presién arterial, y era usado ade
mds para la toma de muestras de sangre. El cateter de la vena femo-
ral era usado para la administracién endovenosa de las diferentes -
sustancias; en aquellos casos en los que se realizaban infusiones -
simulténeas se situaba otro cateter en la vena femoral de la otra -
pata.

Posteriormente, y tras laparatomfa ventral media, se -
disecaba el colé&doco procurandc no dafiar en absoluto los pegquerics -
vasos sanguineos situados en sus proximidades,y se introducia una -
cénula de polivinilo mediante una incisién en pico de flauta a u-—-
nos diez milimetros de la entrada del conducto en duodeno.

Se ligaba el conducto cistico con objeto de excluir la=
vesicula biliar del sistema a estudiar. Asi mismo se hacia una liga
dura sobre el pfloro, a fin de eliminar una posible accién de los -
productos procedentes del estomago sobre la secrecidén biliar, cui--
dando de respetar la abundante irrigacién de la zona.

En aquellos experimentos con reingreso de bilis al duo-

deno se introducia una cénula en éste a unos cinco centimetros del=




piloro.
Por Gltimo, y trds una nueva laparatomia ventral , la=
vejiga urinaria era canulada introduciendole un tubo de polivinilo

que drenaba la orina durante los experimentos.

3.3.- MECANICA DE LOS EXPERIMENTOS

La recogida de muestras de bilis se iniciaba treinta -
minutos después de efectuada la canulacién del colédoco, conside--
randose este intervalo como un periodo de equilibrio.Esta recogida
se realizaba en tubos previamente tarados que se cambiaban cada --
veinte minutos. Inmediatamente después del cambio eran pesados pa-
ra la determinacién del flujo biliar.

Se tomaron muestras de sangre arterial en todos los ex
perimentos, a intervalos variables segin el tipo de éstos.

En aquellos casos en los que la circulacidn enterohepé
tica se mantenfa intacta se reingresaba la misma bilis obtenida -
por canulacién del animal, inyecténdola en duodenoc de forma discon
tinua. Una pequefia porcién de bilis era apartada para la realiza--
cién de los pertinentes andlisis.

Los tubos de recogida de bilis y la cénula aplicada al
colédoco permanecian,durante todo el experimento, protegidos de la
luz por una envoltura de papel de aluminio, a fin de evitar la fo-
todescomposicién de los pigmentos biliares (157 ). Ademés los tu—
bos se mantenfan en un bafio de hielo para evitar cualquier altere-
cién de las muestras por efecto de la temperatura.Finalizado el pe
riodo de recogida de muestra &sta era rédpidamente congelada a -209C.
El andalisis de los pigmentos biliares se realizaba dentro de las -

veinticuatro horas posteriores.



La temperatura corporal de los animales era mantenida=
constante entre 38 y 399C durante todo el curso de los experimen——

tos.

3.4.- SISTEMAS DE INFUSION Y REGISTRO

Para la infusién endovenosa de las distintas sustan—-—
cias ensayadas se utilizé una bomba peristédltica con tubos de suc-
cién siliconados (Peristaltic Pump, model 603),que era conectada -
al cateter de la vena femorel. Un indicador de revoluciones -
por minuto incorporado a la bomba permitia determinar las velocida
des de infusién,previa calibracién de los tubos de succién emplea-

dos.

El registro de la presién arterial se realizé como me-
dida de rutina para controlar el estado general del animal durante
los experimentos. Se utilizé para ello un poligrafo de cuatro cana
les (Havard-Packar). A uno de &stos se conectaba un transductor pa
ra presién, unido a su vez a la cénula de la arteria femoral. Para
las conexiones eran usados tubos de polivinilo poco deformables, -
manteniendose todo el circuito lleno de una solucidén anticoagulan-

te (heparina al 0,04 %).

3.5.1.- Bilirrubina.

La bilirrubina (Sigma) se disolvia en agua destilada -
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alcalinizada con unas gotas de NaOH hasta pH 8. La solucién se =
protegia de la luz envolviendola con papel de aluminio durante tg
do el periodo de infusidén.

3.5.2.- Bromosulfoftaleina (BSP).

La BSP (Bromotaleina,Merck) era disuelta en una solu-
cién de cloruro sédico al 0,9 %. E1 pH se mantenia neutro adicio-

nando unas gotas de tampén fosfato 0,1 M.

3.5.3.- Sales biliarss.

Se prepararon soluciones de dehidrocolato, taurocola-
to y glicodesoxicolato sédicos (Sigma). En cada caso la sal bi-—
liar se disolvia en una solucién de cloruro sédico al 0,9 % a la=
que se afiadfa un 4 % de albimina bovina (fraccién V Sigma) para -
evitar posibles efectos hemoliticos. E1 pH se mantenia neutro adi

cionando unas gotas de tampén fosfato 0,1 M.

3.6.~ CONTROL POSTMORTEM

Finalizados los experimentos los animales eran sacri-
ficados por exanguinacidén a través de la vena femoral. A continua
cién se extrafa el higado y, trds colocar un cateter en vena por-
ta, se lavaba con solucién salina pare eliminar toda la sangre se
cuestrada en los vasos intrahepdticos. Algunos fregmentos de higa
do eran fijados con formol para su ulterior estudio histoldgico.=

Una vez realizado éste,se pusieron de manifiesto escasas y po-



co importantes alteraciones , aunque, ocasionalmente, los ca-
naliculos aparecfan dilatados y los citoplasmas hepatocitarios es

casamente teriidos y granulares.

3.7.- METODOS ANALITICOS

3.7.1.- Determinacién de bilirrubina.

La bilirrubina se determiné,tanto en suero como en bi

lis, por el método colorimétrico de Malloy y Evelyn (145).

3.7.2.- Determinacién de biliverdina.

La biliverdina se determind en bilis por el método co

lorimétrico de Larson y col. (132).

3.7.3.~ Determinacién de bromosulfoftaleina (BSP).

La BSP se determiné en suero y en bilis por una modi-

ficacidén del método colorimétrico de Seligson y col. (189).

3.7.4.- Determinacién de sales biliares.

El desoxicolato se determinéd en bilis por el método de
Levin y col. (136). Ya que en el conejo el glicodesoxicolato supo
ne més del 90 % de las sales biliares presentes en bilis (101), -
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hemos considerado sus valores en bilis como valores de sales bi--
liares totales.

El colato se determiné mediante el mé&todo de Irvin y=
col. (105). solo en los casos en que se infundia taurocolato sddi
co.

El dehidrocolato se determiné por el método de Bartos
( 13), solo cuando era infundido dehidrocolato sédico.

En todos los casos, y como paso previo a la determina
cién de sales biliares, se eliminaron lipidos y pigmentos de la -
muestra por el método de Levin y col. (136).

3.7.5.- Determinacién de cloruro.

El cloruro se determiné por volumetria potenciométri-
ca con N03Ag 0,01 N previamente valorado . Se empleaban dos elec-
trodos, uno de plata (Radiometer P-4011) y otro de sulfato mercu-
rioso (Radiometer K-601), conectados ambos a un potenciémetro Ra-
diometer-pH-Meter-26. La reaccién tenfa lugar en medio sulfirico=

(soan‘2 1,5 N).

3.7.6.- Determinacién de sodic y potasio.

Ambos cationes se determinaron por fotometria de llama

utilizando un fotdmetro "Klina Automatic®", de lectura digital.

3.8.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se han determinado media y error estandard de los va-
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lores de cada parémetro, realizandose en los casos pertinentes -

andlisis de varianza por aplicacién del test de la t de Student.
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3.9.- DISENO EXPERIMENTAL.

3.9.1.- Secrecién biliar en condiciones de reposo.

Anesstesia con etil-uretano.

3.9.1.1.- Con la circulacién enterohepdtica intacta =
(reingreso de bilis al duodeno). Experimen-
tos del tipo CR.

3.9.1.2.- Con la circulacién enterohepética interrum-

pida (sin reingreso de bilis al duodenc). -
Experimentos del tipo SR.

3.9.2.- Secrecién biliar durante la infusién endoveno

sa de BSP. Anestesia con etil-uretano.

3.9.2.1.-Infusién de BSP a dosis de 0,05 mg/kg peso -
corporal/min.. Experimentos del tipo BSR.

3.9.2.2.- Infusién de BSP a dosis de 0,1 mg/kg peso -
i corporal/min.. Experimentos del tipo BSRa.

3.9.2.3.- Infusién de BSP a dosis de 0,5 mg/kg peso -
corporal/min.. Experimentos del tipo BSRb.

3.9.2.4.- Infusién de BSP a dosis de 1.0 mg/kg peso -
corporal/min.. Experimentos del tipo BSRc.

3.9.2.5.- Infusién de BSP a dosis de 1,5 mg/kg peso -
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corporal/min.. Experimentos del tipo BSRd.

3.9.3.- Efecto de la infusién endovenosa de diferen——

tes sales biliares sobre la secrecidén biliar, en condiciones de -

transporte méximo de BSP.

3.9.3.1.~- ﬁnegtqgiq_cog eEil:upgtho._

3.9.3.1.1.- Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso
corporal/min. y de dehidrocolato sédico a
dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min.. Ex
perimentos del tipo DB.

3.9.3.1.2.- Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso
corporal/min., y de taurocolato sédico a -
dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min.. Ex

perimentos del tipo TB.

3.9.3.1.3.- Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso
corporal/min. y de glicodesoxicolato sédi
co a dosis de 0,6 mg/kg peso corporal/min.
Experimentos del tipo GB.

3.9.3.2.- Anestesia con pen@gbqsb%}al_sqgiqga_

3.9.3.2.1.~ Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso
corporal/min. y de dehidrocolato sédico a
dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min.. Ex
perimentos del tipo PDB.
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3.9.3.2.2.- Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso

corporal/min. y de taurocolato sédico a -
dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min.. Ex
perimentos del tipo PTB.

3.9.3.2.3.- Infusién de BSP a dosis de 0,7 mg/kg peso

corporal/min. y de glicodesoxicolato sédi
co a dosis de 0,8 mg/kg pesoc corporal/min.
Experimentos del tipo PGB.

3.9.4.- Efecto de la infusién endovenosa de diferen—

tes sales biliares sobre la secrecién biliar, en condiciones de -

transporte médximo de bilirrubina. Anestesia con etil-uretano.

3.9.4.1.- Infusién de bilirrubina a dosis de 0,6 mg/

3-9.4.2-"‘

3.9.4.30-

kg peso corporal/min. y de dehidrocolato sg
dico a dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min.
Experimentos del tipo BRD.

Infusién de bilirrubina a dosis de 0,6 mg/
kg peso corporal/min. y de taurocolato sé-
dico a dosis de 0,8 mg/kg peso corporal/min..
Experimentos del tipo BRT.

Infusién de bilirrubina a dosis de 0,6 mg/
kg peso corporal/min. y de glicodesoxicola
to sédico a dosis de 0,8 mg/kg peso corpo-
ral/min.. Experimentos del tipo BRG.

—===00000==



4.~ RESULTADOS



En las péginas siguientes se incluyen las tablas y -
figuras de los resultados correspondientes a los valores medios= .
para los diferentes ensayos. La totalidad de los protocolos y -
valores individuales se encuentran en el Departamento Interfacul
tativo de Fisiologfa Animal a disposicién de guien desee consul-

tarlos.
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Tebla I.- Experimentos del tipo CR. Basales con circulacién

-

concentracidén y produccién de bilirrubina, biliverdina, sa-

enterohepética intacta. Valores medios + E.E.M. de flujo,—
les biliares, cloruro, sodio y potasio.
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Basales con circulacién

Experimentos del tipo SR.

Tabla II.-

enterohepdtica interrumpida.

Valores medios # E.E.M. de flujo,
concentracién y produccién de bilirrubina, biliverdina, sales

biliares, cloruro, sodio y potasia.
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Tabla I11.- Experimentos del tipo BSR. Infusién de bromosul fofta-—
leina a dosis de 0,05 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios+E.E.
M. de flujo, concentracién y produccién de bromosulfoftaleina, bi
lirrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

8l

Concentracién
P Y A 5 000 T M 1 R R BN
m flujo BSP Br Bv SB Cl Na K
pl/Kg/min. mg/ml mg/100ml mEq/1

1
2
3
“a
5
6
7
8
9

o
[N I =

79,5410,0
76,1410,0
70,74 8,5
7,7 7,2
64,24 5,2
74,9411,4
66,64 7,8
61,6+ 7,6
63,3+ 6,6
66,1% 5,8
65,1+ 6,0
62,0+ 4,5

0,0540,02
0,2740,03
0,3140,06
0,3740,07
0,3940,06
0,4140,07
0,3840,08
0,3840,09
0,3640,09

15,643,2
16,5+4,0
18,543,9
15,142,6
16,443,4
14,643,8
12,544,6
10,542,9
11,043,3

7,742,5

7,042,0

7,041,9

9,842,1
11,240,9
8,041,3
6,041,7
5,841,4
5,841,1
5,441,7
6,141,3
a,941,7
5,141,3
3,840,6
4,540,5

91+4 | 150410

8845 | 1414 9
8141 | 1324 7
10142 | 1404 5
10043 | 155+ 4
8448 | 137415
10143 | 147+ 6
10242 | 1564 5
9343 | 144411
9445
10342

10444

1444 4
155+ 3
1504 8

Produccién
DO S R
m BSP Br Bv S8 Ccl Na K
ug/Kg/min, uEq/Kg/min.

1 11,5+41,0 8,042,5 | 0,6040,13 | 7,341,1 12,741,8 0,2640,04
2 11,5!-_1,6 7,941,6 0,6340,13 6,7+41,0 10,741,5 0,2440,03
3 12,442,0 5,841,6 0,5340,10 6,240,7 10,041,6 0,2340,03
a 3,8+ 1,7 10,441,4 4,541,8 | 0,4040,07 | 7,340,9 10,741,2 0,2540,02
S5 17,9+ 3,2 10,441,9 3,941,3 0,3840,04 6,540,7 10,040,9 0,2540,02
6 23,6+ 5,6 10,241,9 4,541,5 0,3440,04 6,140,7 10,041,2 0,2340,03
i 25,2+ 5,6 7,241,8 4,741,4 | 0,3540,05 | 6,841,0 9,941,3 0,2440,03
8 24,74 5,8 5,940,9 4,441,8 0,3240,03 6,340,9 9,741,5 0,2440,02
9 26,2+ 5,0 6,641,5 3,8+2,0 0,3240,05 5,940,6 9,241,3 0,2340,02
10 25,2+ 5,5 4,841,3 | 3,941,6 | 0,3140,02 | 6,240,8 9,5¢1,1 | 0,2340,02
11 24,8+ 6,1 4,341,1 2,840,9 | 0,2840,04 | 6,740,7 10,141,1 0,2540,02
12 22,1+ 5,7 4,441,4 3,240,8 0,2940,06 6,540,7 9,341,1 0,25+0,03

- Infusién de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 12,
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Tabla IV.- Experimentos del tipo BSRa. Infusién de bromosulfofta-
leina a dosis de 8,1 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios+E.E.
M. de flujo, concentracién y produccién de bromosulfoftaleina, bi
lirrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

Concentracidén
m flujo BSP Br Bv SB cl Na K
pl/Kg/min, mg/ml mg/100m1 mEq/1

1| 84,3:4,6 13,440,6 | 6,740,7 | 10,2¢1,0 | 8647 | 122422 | 3,240,5
2 | 86,444,1 15,540,7 | 6,240,9 | 8,340,5 | 85¢3 | 99416 | 2,640,3
3| 86,916,7 16,6+42,6 | 6,3+1,8 | 8,040,7 | 8147 | 107421 | 2,740,4
a | 71,543,3 | 0,0840,04 | 14,540,9 | 5,741.5 | 7,540,4 | 9244 | 146+ 5 | 3,640,1
5 | 63,5¢5,0 | 0,4140,11 | 14,841,9 | 6,441,4 | 7,240,9 | 9743 | 125415 | 3,140,3
6 | s8,646,0 | 0,6840,14 | 14,042,2 | 8,142,6 | 8,140,4 | 9844 | 97419 | 2,440,3
7 | s4,045,4 | 0,7640,14 | 14,2¢3,3 | 7,7¢2,1 | 7,7:0,6 | 9941 | 112419 | 3,240,4
8 | 48,3#3,0 | 0,8140,16 | 13,943,4 | 7,942,3 | 6,940,4 | 10242 | 135+ 8 | 3,840,5
9 | s0,744,1 | 0,8640,18 | 14,142,7 | 5,741,0 | 7,240,4 | 9945 | 138+ 5 | 3,840,3
10 | 48,246,5 | 0,8840,17 | 12,143,0 | 6,740,6 | 7,040,5 | 103+2 | 152410 | 4,240,6
11 | s2,2¢7,4 | 0,9540,22 | 10,842,5 | 6,541,0 | 6,940,7 | 10443 | 1574 8 | 4,740,4
12 | 43,145,2 | 1,0440,23 | 10,942,9 | 6,340,8 | 7,040,8 | 10642 | 166412 | 4,940,3

=]

Produccidén
pg/Kg/min. uEQ/Kg/min.

1 11,340,3 5,740,6 0,8640,08 7,240,5 10,241,6 0,2640,04
2 13,541,2 | 5,340,7 | 0,7240,07 | 7,440,3 8,541,2 | 0,2340,03
3 14,342,3 | 5,441,6 | 0,6740,06 | 6,940,3 8,841,1 | 0,2240,02
a4 5,342,9 10,340,4 | 4,030,9 | 0,5340,03 | 6,440,7 | 10,440,5 | 0,2640,02
5 25,647,2 9,240,7 | 4,040,9 | 0,4640,08 | 6,140,3 7,740,5 | 0,2040,02
6 37,745,1 8,040,9 | 4,941,8 | 0,4840,06 | 5,740,5 5,440,5 | 0,1440,01
? 39,944,0 7,341,4 | 4,441,6 | 0,4240,07 | 5,340,6 5,940,6 | 0,1740,01
8 38,446,1 6,741,6 | 3,841,1 | 0,3240,02 | 4,940,3 6,5:0,4 | 0,1840,02
9 a1,244,7 7,141,6 | 3,040,7 | 0,3640,02 | 5,040,5 7,040,5 | 0,1940,02
10 40,745,4 6,141,9 | 3,2:0,5 | 0,3340,03 | 5,040,7 7,3:0,9 | 0,2040,02
11 45,544,6 5,141,1 3,440,8 0.37tp,OB 5,440,7 8,141,1 0,2540,05
12 41.543,3 a,641,3 | 2,640,3 | 0,3040,06 | 4,640,6 7,130,7 | 0,2110,02

n=4
=+ Infusién de bromosulfoftaeleina. Muestras 4 a 12.
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Tebla V.~ Experimentos del tipo BSRb. Infusién de bromosulfofta-
leina a dosis de 0,5 mg/Kg peso corporal/min, Valores medios4E.E.M.
de flujo, concentracién y produccién de bromosulfoftaleina, qu..-
rrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

Concentracién

flujo

pl/Kg/min, mg/100ml

63,2412,4 22,342,1 | 14,242,6
57,5+ 9,7 23,941,2 | 13,643,3 46 | 148414
56,6+ 9,3 25,640,8 | 13,243,1 44 | 1494 9
44,8+ 9,1 23,340,9 | 12,3+2,4 + 48 | 148420
3,8 28,141,5 | 13,842,2 + 1424 5

4,0 + 25,941,4 | 12,842,0 43 | 149412

4 4,2 4 22,741,5 | 12,741,9 1724 9

4 4,4 4 20,741,8 | 12,242,8 + 156419

1
2
3
“a
S
6
?
8
9

4,8 -+ 18,241,3 | 11,12,6 48 | 146420

-
(=]

2,8 17,941,3 | 11,242,2 46 | 169416

)
-

3,8 16,341,2 | 10,542,5 H 159419 -

-
n

+ 3,7 ar 16,241,3 | 10,342,5 43 | 166420

Produccidn

pg/Kg/min. pEq/Kg/min.

13,842,4 0,5240,05 | s5,641,1 | 11,742,5 | 0,3340,05
13,541,7 0,4540,04 | 5,241,1 8,942,2 | 0,2340,05
14,542,2 + 0,4340,05 | 5,540,8 8,441,4 | 0,2340,03
44,3418,9 | 10,341,8 0,2740,04 | 4,140,7 6,240,7 | 0,1740,02
240,04 9,3 | 11,541,6 + 0,2740,02 | 4,040,4 5,840,5 | 0,1840,01
325,7421,7 | 11,241,5 0,2330,02 | 3,940,3 6,240,2 | 0,2140,01
289,9415,5 9,441,5 0,2240,03 | 4,330,5 6,940,8 | 0,2440,02
252,1435,1 8,541,4 + 0,2140,01 | 4,140,5 6,040,7 | 0,2240,02

241,4429,7 7,141,2 0,2140,02 | 3,940,6 | 5,240,2 | 0,2240,02
229,2434,8 6,740,9 0,2040,02 | 4,040,1 6,240,6 | 0,2640,01
237,5439,6 6,341,0 4 0,2140,02 | 3,940,3 5,840,4 | 0,2340,03

$ {
2
L
4
S
6
?
8
9
10
11

-
n

258,3134,4 6,540,9 0,2140,04 | 4,430,5 6,740,6 | 0,2640,01

nNn=4a
= Infusién de bromosulfoftaleina., Muestras 4 a 12
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Tabla VI,
leina a dosis de 1,0 mg/Kg peso corporal/min.

Experimentos del tipo BSRc. Infusién de bromosul fofta-
Valores medios_«l_-E.E.M.

de flujo, concentracién y produccién de bromosulfoftaleina, bili—
rrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y patasio.

Concentracién
m flujo BSP Br Bv SB Cl Na K
ul/Kg/min, mg/ml mg/100ml mEq/1

1 103,3417,2 16,243,5 | 10,343,1 6,940,5 8448 | 166+ 9 | 3,740,1
2 | 108,0417,6 19,245,3 |11,543,4 | 6,340,9 | 8448 | 158413 | 3,740,6
3 104,9414,7 15,443,3 9,942,7 5,640,7 8748 | 144412 | 3,440,4
-4. 80,4417,0 0,940,3 | 17,244,5 9,443,8 5,340,3 96#3 | 177413 | 4,140,5
5 69,4+414,8 4,541,3 | 18,944,0 9,843,6 5,340,8 9143 | 171423 | 4,840,6
6 75,6421,2 4,641,0 | 15,544,0 10,742,9 5,240,9 9343 | 163422 | 5,140,7
? 65,9+412,8 4,441,0 | 13,943,7 9,3+2,2 5,741,4 9244 | 180%23 | 5,540,6
8 67,7417,0 4,741,0 | 13,843,7 10,3+2,6 4,640,8 9145 | 172413 | 5,640,6
9 58,3+10,9 4,541,1 | 13,743,3 8,34+2,6 4,340,5 9148 | 165417 | 5,740,8
10 56,5+ 7,1 4,140,9 | 12,343,1 9,942,0 4,840,7 9046 | 154416 | 5,340,5
11 50,2+ 8,8 10,942,6 | 10,94¢2,3 | 4,840,8 | 9645 | 179+ 5 | 6,840,9
12 46,94 5,7 10,842,8 8,642,6 4,440,8 9245 | 177417 | 6,641,0

Produccidén

m BSP Br Bv S8 Ccl Na K

pg/Kg/min, MEq/Kg/min,
1 14,940,8 9,743,3 | 0,7240,16 | 8,441,2 17,443,3 0,3840,06
2 18,041,5 11,343,6 | 0,7040,18 8,8+1,3 16,642,6 0,3940,06
3 14,841,1 9,742,4 | 0,5640,09 8,840,7 14,5+2,1 0,3740,05
-;1. 56,2417,4 - 11,941,2 6,341,7 | 0,4340,11 | 7,741,6 13,642,5 0,3340,05
5 268,8474,6 11,741,2 5,841,3 | 0,3740,10 6,441,5 12,242,9 0,3340,06
6 296,2452,8 9,640,9 7,3+1,2 | 0,3840,13 7,242,2 13,143,8 0,3840,09
? 269,4460,9 7,841,2 6,1#1,2 | 0,3840,11 | 6,141,4 12,243,2 0,3640,07
8 273,4447,6 7,810,'8 6,841,2 | 0,3140,09 6,3+41,8 11,642,8 0,354+0,05
9 241,0451,5 ?7,040,8 4,940,9 | 0,2440,03 | 5,3+41,4 9,642,0 0,3140,03
10 219,8447,6 6,441,2 6,341,2 | 0,2740,05 | 5,240,9 8,841,6 0,2940,02
11 4,7%0,9 6,242,0 | 0,2140,03 | 4,640,8 9,0+1,6 0,3240,05
12 4,441,0 4,141,2 | 0,1840,02 | 3,840,4 8,341,3 0,3140,05
n=4

= Infusién de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 12.
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Tabla VII.- Experimentos del tipo BSRd. Infusién de bromosulfofta
leina a dosis de 1,5 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios+g.E.M.
de flujo, concentracién y produccién de bromosulfoftaleina, bilirru
bina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodic y potasio. -

Concentracién
flujo BSP Br Bv S8 c1 l Na K
pl/Kg/min. mg/ml mg/100ml mEq/1
67,1+ 7,8 13,342,3 | 6,840,4 | 6,940,2 | 9044 | 163+ 9 | 4,040,4
82,9410,6 15,043,9 | 7,441,1 6,540,4 9142 | 151410 | 4,140,3
3 79,6413,5 13,843,0 | 10,142,0 6,140,9 9143 | 146416 | 3,740,5
4 51,3+ 9,8 | 0,840,3 | 16,944,8 | 8,5+1,7 5,740,9 9242 | 163419 | 4,540,7

54,74 7,7 | 5,640,8 | 18,744,9 | 8,441,5 | 4,940,7 | 9142 | 211416 | 7,141,1

53,9+ 6,8 | 6,340,9 | 12,844,2 | 6,141,0 | 5,241,2 | 9443 | 202412 | 6,740,5
52,2410,6 | 6,640,4 | 13,743,4 | 6,840,7 | 4,841,3 | 9143 | 186+ 9 | 7,140,7
43,34 4,7 | 6,440,1 | 12,242,3 | 10,142,6 | 5,440,9 | 9143 | 180+ 3 | 7,040,7

43,5+ 7,2 | 5,940,5| 13,242,6 | 12,34¢3,3 | 5,040,7 | 935 | 175+ 6 | 6,940,5

Produccidn

BSP Br 8v S8 Cl Na K

ug/Kg/min, pEq/Kg/min,

9,6¢2,9 | 4,540,6 | 0,4740,06 | 6,140,9 | 11,131,7 | 0,2640,03
11,742,5 | 6,441,8 | 0,5440,06 | 7,641,1 | 12,5¢41,8 | 0,3340,03
10,041,2 | 8,7#3,2 | 0,4640,03 | 7,441,5 | 11,141,2 | 0,2740,01
33,3412,0- | 8,642,4 | 4,841,7 | 0,2740,03 | 4,740,9 7,6¢1,9 | 0,2140,02

288,7428,6 | 10,24¢2,6 | 4,641,1 | 0,2640,04 | 5,640,6 | 11,441,5 | 0,3740,03

325,8431,4 6,4¢1,8 | 3,140,5 | 0,2640,04 | 5,041,6 | 11,041,7? | 0,3340,03
332,8452,0 7,241,6 | 3,440,5 | 0,2340,06 | 4,741,0 | 10,041,9 | 0,3540,04
257,6415,9 5,240,9 | 4,741,7 | 0,2240,02 | 4,040,5 7,840,9 | 0,2940,02
249,3437,5 5,340,6 | 5,942,3 | 0,2040,02 | 4,140,8 7,741,4 | 0,2940,05

== e ]
n= 4

=+ Infusién de bromosulfoftaleina, Muestras 4 a 9
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Tebla VIII.- Experimentos del tipo DB. Infusién de bromosulfofta-
leina a dosis de G,7 mg/Kg peso corporal/min. y dehidrocolato s6di
co a dosis de 0,8 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios + E.E.M.

de flujo, concentracién y produccidén de bmmosulfof‘tuled.na bili—
rrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

Produccidén

Concentracién
flujo BSP ar | Bv s8 c1 Na | K

Ml/Kg/min. mg/ml mg/100ml mEq/1
72,5¢ 3,2 20,941,3 | 10,943,4 | 8,041,0 | 8346 | 161+ 7 | 5,140,8
71,3+ 5,4 20,941,7 | 9,342,2 | 7,5¢1,0 | 83| 168+ 8 | 5,341,1
66,2+ 5,6 20,842,8 | 9,842,9 | 7,241,1 | ess6 | 161413 | 4,641,1
47,2+ 4,1 | 2,040,5 | 19,5¢1,7 | 10,3¢2,5 | 7,441,7 | @643 | 154+ 4 | 4,540,8
42,84 3,5 | 6,740,9 | 24,942,8 | 11,943,5 | 7,141,5 | eosa | 1654 8 | 5,241,0
0,441,7 | 9,641,7 | 7,241,4 | 9043 | 179+ 7 | 6,140,8
16,341,7 | 7,742,4 | 6,040,9 | 9242 | 1804 3 | 6,540,9
11,342,0 | 6,841,5 | 6,340,7 | 6643 | 176 9| 6,440,8
9,641,2 | 6,341,4 | 4,740,4 | 8642 | 172410 | 6,140,8

ST ST

Mg/Kg/min,

pEg/Kg/min.

98,2430,8°

282,6429,7

304,9437,0

317,8432,7
264,9441,0

260,0437,8

15,241,5
14,841,2
13,541,4
9,140,9
10,641,4
8,840,7
8,740,6
7,340,9

6,740,4

== Infusién de bromosulfoftaleina.
& Infusién de dehidrocolato. Muestres 7 a 9

0,5840,07
0,5340,07
0,4640,07
0,3340,05
0,2940,05
0,2940,03
0,3340,04
0,4540,05

0,3540,03

6,040,4
6,240,5
5,740,6

4,140,4

11,740,9
11,840,4
10,540,4
7,340,6
7,240,4
7,440,4
9,740,5
11,740,9

12,140,7

Muestras 4 a 9,

0,3740,05
0,3740,08
0,3040,07
0,2140,04
0,2240,03
0,2540,03
0,3540,05
0,4340,06

0,4340,07
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Tabla IX.- Experimentos del tipo TB. Infusién de bromosul fofta—
leina a dosis de 5,7 mg/Kg peso corporal/min. y taurocolato sédi-
co a dosis de 0,8 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios + E.E.M.
de flujo, concentracién Y produccién de bromosulfoftaleina, bili-—
rrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

Concentracién
flujo BSP Br Bv s8 cl Na K

H1l/Kg/min, mg/ml mg/100m1 mEq/1

85,7410,5 17,245,2 7,543,6 7,240,7 8443 | 176+ 4 | 5,440,2
78,6411,1 16,944,1 6,742,1 6,240,6 8641 | 1524 4 | 4,040,2
74,74 9,9 14,943,9 6,041,9 6,641,0 8645 | 154+ 9 | 4,140,2
51,6+ 7,1 1,040,2 | 19,642,5 6,742,0 6,840,7 9144 | 155410 | 4,140,3
46,44 3,9 5,540,8 | 21,6+2,4 5,041,5 6,740,7 9243 | 1704 3 | 4,840,4

43,7 3,2 | 5,840,6 | 18,442,5 | 5,241,4 | 6,240,6 | 8844 | 181410 | 5,
48,2¢ 3,8 | 5,440,5 | 18,044,3 | 4,74#1,3 | 8,340,7 | 8544 | 1714 9 | 5,

8—

430
57,4+ 1,9 | 4,540,3 | 13,742,3 | 5,641,0 | 22,3¢2,2 | 9vs2 | 189411 | 6,440,6

640

56,2+ 4,5 | 4,440,2 | 15,242,7 | 5,341,3 | 21,241,0 | essd | 1914 7 | 5,

Produccién

BSP Br Bv SB Cl Na K

Mg/Kg/min, pEqQ/Kg/min,

13,242,2 | 5,241,7 | 0,6040,06 | 7,340,7 | 15,24¢2,1 | 0,4640,05
12,342,2 | 4,641,0 | 0,4730,04 | 6,740,9 | 11,941,6 | 0,3140,05

10,141,7 | 3,940,8 | 0,4840,08 | 6,340,6 | 11,341,2 | 0,3140,04

52,5+11,2° 10,041,8 3,11-0,6 0,3440,03 4,740,7 ?7,840,7 0,2140,02
245,4418,7 9,740,4 2,240,5 | 0,3140,03 | 4,340,5 7,940,7 0,2240,02
250,9+18,2 7,940,7 | 2,3#0,5 | 0,2740,02 | 3,940,5 7,940,5 | 0,2540,02
281,3+414,5 9,242,0 | 2,440,6 | 0,4340,03 | 4,540,5 9,040,7? | 0,2840,00
257,3418,4 7,741,1 | 3,240,6 | 1,2740,09 | 5,240,3 | 10,840,3 | 0,3640,03
250,Di25,1 8,241,1 3,040,7 1,2140,14 4,540,6 10,840,9 0,3740,05

n=4a

= Infusién de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 9.

> Infusién de taurocolato. Muestras 7 a 9.
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Tabla X.-

Experimentos del tipo GB.
leina a dosis de 0,7 mg/Kg peso corporal/min, y
Valores medios + E.E.

to a dosis de 0,6 mg/Kg peso corporal/min,
M. de flujo, concentrecién y produccién de bmmosulfoftaleina bi
lirrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

Infusién de bromosul fofta

glicodesoxicola

Concentracién
flujo BSP Br Bv SB (03 § Na K

Ml/Kg/min, mg/ml mg/100ml mEqg/1
1 63,1+ 5,3 15,241,9 | 11,341,2 7,240,9 9243 | 144413 | 3,740,4
2 59,7+ 4,5 19,142,0 | 11,040,6 7,740,7 9346 | 134415 | 3,640,3
3 61,5+ 6,8 17,443,0 9,941,6 ?,840,9 96+4 | 164412 | 4,440,3
4 46,94 4,6 0,840,4 | 16,744,0 11,3+42,3 5,340,5 96843 | 153411 | 4,340,4
5 45,9¢ 3,5 4,940,7 | 17,543,2 10,341,1 4,740,5 95¢1 | 168420 | 5,240,6
6 39,2¢ 2,4 6,940,9 | 15,643,0 9,6+1,4 4,340,9 9442 | 167411 | 5,640,4
>
? 55,5+ 3,9 6,440,8 16,442,8 9,241,2 8,240,5 9543 | lee+ 4 | 6,240,6
8 67,94 5,1 3,940,4 14,342,5 8,3+1,2 9,640,5 9143 | 165+ 8 | 6,040,3

71,04 5,6 4,340,3 | 14,843,0 8,741,0 | 20,740,5 9042 | 186+ 3 | 6,940,3

s o me— **J
Produccidén

m BSP Br Bv S8 Cl Na K

Hg/Kg/min, MEQ/Kg/min.
1 9,440,9 6,940,3 | 0,4940,06 5,840,5 9,040,8 0,2340,03
2 11,240,7 6,640,7 | 0,4640,05 5,440,4 8,141,3 0,2140,02
3 10,140,8 5,840,3 | 0,4740,06 5,940,7 10,141,3 0,2640,01
4 38,2+21,0 7,541,6 5,040,7 | 0,2540,03 4,640,5 7,241,0 0,2040,02
5 218,1421,8 7,941,3 4,740,6 | 0,2240,04 4,440,3 7,640,8 0,2440,03
6 267,7432,8 6,141,2 3,840,6 0,1840,03 | 3,740,3 6,540,6 0,2240,02
>
? 355,3450,3° 9,041,6 5,14#0,7 0,4640,05 | 5,240,4 10,440,6 0,3540,05
8 300,1430,8 9,841,9 5,540,6 | 1,3340,11 6,240,4 11,241,1 0,4140,05
9 300,1424,1 10,8+2,5 6,341,2 | 1,4640,08 6,340,4 13,341,3 0,5040,06

n=4

== Infusifén de bromosulfoftaleina. Muestres 4 a 9.

< Infusién de glicodesoxicolato. Muestras 7 a 9.




15

10

5,0

25

15

40

CONCENTRACION

B o o SO

98

PRODUCCION

-

10 -

srw

-

BILIRRUBINA (@) Y BILIVERDINA (o)

200 p~

s

BROMOSULFOFTALEINA

-
= !/.
wl

SALES
FLUJO
=
=
=
e

]

L 1 J
0 2 3

Tiempo (hr.)

0.5 b= .\w

=3

BILIARES R
[ - 1 L |
0 1 2 3

Tiempo Chr.)

Fig.12.- Influencia de la infu-
sién de BSP () a dosis de =
0,7 mg/kg/min, y acompafiada de=
glicodesoxicolato sédico (mmmm)=
a dosis de 0,6 mg/kg/min. sobre
la secrecién biliar. Todas las«
unidades son idénticas a las de
la tabla X.



20
E
Ews
[
Q.
(/)]
[+4]
Z 10
3]
<
[- 4
[
2
w
Q
2
o
© 5

. s . - . . ' . ’ | . " 1 o -

C
(- 1 1 1 J
0

30 60 90 120

TIEMPO (min.]

Fig.13.- Niveles séricos de BSP durante la infusidn de=
la misma a dosis de 0,7 mg/kg/min. sola y acompafiada de
dehidrocolato sédico (DB ) o taurocolato sédico (TBe )
a dosis de 0,8 mg/kg/min., o de glicodesoxicolato sédi-
co (6B0) a dosis de 0,6 mg/kg/min.

(=) Infusién de BSP.

(wmmm) Infusién de sal biliar.

99



100

500 r
DEHIDROCOLATO
250 P
P>005 (N.S))
n=4
0 al
- A B
c
E 500
= TAUROCOLATO
5
o
3
o 250 | o
w
[+4]
P> 0,05 (NS.)
c
:2 n=4
o O
- A B
©
o 500 r
Q GLICODESOXICOLATO
T
1
250 - }
P> 005 (NS.)
l n=4
o
A B

Fig.14.- Transporte méximo de BSP (A) y efecto sobre el mismo
de la infusién de sales biliares ( dehidrocolato sédico y tau
rocolato sédico a dosis de 0,8 mg/kg/min.; glicodesoxicolato=
sédico a dosis de 0,6 mg/kg/min.) (B).



101

Tabla XI.- Experimentos del tipo PDB. Anestesia con pentobarbi-
tal sédico. Infusidn de bromosulfoftaleina a dosis de 0,7 mg/Kg
peso corporal/min. y dshidrocolato a dosis de 0,8 mg/Kg peso cor
poral/min. Valores medios + E.E.M. de flujo, concentracién y =
produccién de bromosulfoftaleina, bilirrubina, biliverdina,sales
biliares, cloruro, sodio y potasio.

Concentracién

flujo BSP Br Bv SB Cl Na K

pl/Kg/min, mg/ml mg/100ml mEg/1

o

~

90,4413,1 9,5+2,3 [10,442,8 | 6,440,3 | 8945 | 139416 | 3,040,3

93,4420,0 9,142,9 7,141,9 S, 4 93+7 | 151416 | 3,340,4

82,3415,3 8,742,7 | 7,241,9 | 6,040,6 | 96¢4 | 134416 | 3,040,3

74,3411,8 | 1,130,1 | 9,042,6 | 7,041,8 | 5,840,4 | 9843 | 1474 7 | 3,

65,0+ 7,9 4,0

66,3 5,3 | 4,440,8 | 9,641,8 | 6,641,5 | 6,640,8 | 9246 | 145415 | 3,

11,9 9,9 | 2,740,5 | 6,641,6 | 4,541,4 | a4,

430
&0
00
8%0
7 |10,542,1 | 7,842,1 | 6,740,8 | 9645 | 141410 | 3,
640
540
940,6 | 8943 | 180+ 8 | 5,
540

2—

0 540
430 840
86,6+ 7,0 3,740,5 9,141,4 5,841,5 S, 5 9643 | 1674 4 | 4,340,1
7H 040
106,3410,0 | 2,840 540

4 | 5,281,0 4,041,1 4,540,7 | 8945 | 165+ 8 | a4,

Produccidén

BSP Br Bv S8 Cl Na K

ug/Kg/min, pEq/Kg/min,

7,740,8 |10,443,9 | 0,5740,08 | 7,940,9 | 12,342,0 | 0,2640,04
7,041,4 | 7,142,7 | 0,5040,07 | 8,542,2 | 13,944,5 | 0,3140,09

6,2¢1,2 | 6,742,6 | 0,4740,07 | 7,741,1 | 11,94¢2,0 | 0,2440,05

83,9412,3 .| 6,141,4 5,5¢41,9 | 0,4340,08 | 7,241,1 11,041,9 | 0,2540,05
251,2432,6 6,841,6 | 5,141,4 | 0,4340,05 | 6,140,4 9,140,3 | 0,2340,02
285,6#1,8 6,240,9 4,741,3 | 0,4340,05 6,040,2 9,440,6 0.2540,02
313,8440,1 7,741,1 5,1#1,5 | 0,4640,03 | 8,340,6 9,440,6 | 0,37+40,04
299,0454,7 7,241,6 5,241,8 | 0,5640,08 |10,041,0 19,441,7 | 0,4740,05
285,9431,1 6,3+1,3 | 4,34#1,3 | 0,4540,04 | 9,541,0 | 17,041,2 | 0,5640,07
n=24

=+ Infusién de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 9.

> Infusién de dehidrocolato. Muestras 7 a 9.
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Tabla XII.- Experimentos del tipo PTB. Anestesia con pentobarbi-
tal sédico. Infusién de bromosulfoftaleina a dosis de 0,7 mg/Kg
Peso corporal/min, y taurocolato sédico a dosis de 0,8 mg/Kg pe-
80 corporal/min. Valores medios + E,E.M. de flujo, concentracién
y produccidn de bromosulfof‘taleina, bilirrubina, biliverdina, -
sales biliares, cloruro, sodio y potasio.

103

Concentracidén
m flujo BSP 8r Bv S8 Cl Na K
pl/Kg/min, mg/ml mg/100ml mEq/1
1 108,4410,2 3,941,0 6,741,6 4,440,5 8147 | 140+ 6 | 2,740,5
2 99,6+ 9,0 3,740,6 | 6,541,5 | 4,140,9 | 9345 | 160410 | 3,140,3
3 87,1+ 9,6 3,940,4 6,942,8 3,940,7 9545 | 1304+ 7 | 2,540,2
4 67,6+ 5,0 0,740,1 3,240,5 7,2+¢1,8 3,740,6 9448 | 153411 | 3,140,5
5 66,2¢ 2,8 | 4,040,4 | 4,030,9 | 8,241,6 | 3,740,4 9246 | 164+ 8 | 3,840,4
6 62,44 3,8 4,740,2 4,540,8 9,241,9 3,140,4 9444 | 154417 | 3,640,4
>
? 61,6+ 8,4 4,240,3 3,941,2 7,141,5 7,440,5 92#4 | 173414 | 4,240,5
8 97,2¢ 7,3 3,140,1 4,340,8 5,940,9 | 15,840,8 9546 | 156+ 8 | 3,840,3
9 | 00,0t 4,4 | 2,940,1 | 4,080,9 | 5,541,3 15,240,9 | 9542 | 185+ 9 | 4,440,4
Produccién
m BSP Br Bv S8 c1 Na K
pg/Kg/min, HEqQ/Kg/min.
1l 4,541,4 7,24¢1,4 | 0,4540,08 9,0+41,6 15,041,2 0,4740,02
2 3,840,9 6,241,3 | 0,3940,05 9,2111,2 16,2¢2,4 0,3240,05
3 3,340,3 5,942,4 | 0,3240,02 8,3+41,1 11,541,8 0,2240,03
a4 47,7¢ 7,1 2,240,3 4,641,0 | 0,2540,04 6,340,7 10,240,5 0,2140,03
5 264,0427,9 2,740,7 5,340,9 | 0,2540,03 6,140,5 10,840,7 0,2540,03
6 | 290,7417,1 2,840,5 | 5,640,9 | 0,2040,04 | 5,840,4 9,841,6 | 0,2340,04
>
7 333,5+412,7 3,140,8 5,540,8 | 0,6140,09 ?7,540,5 14,342,3 0,3440,06
8 297,0416,4 4,140,6 5,340,7 | 1,5340,12 9,240,9 15,040,5 0,3740,01
9 293,0417,0 3,940,9 S5,441,2 | 1,5140,08 9,540,4 18,6+1,8 0,4440,05
ned
== Infusidén de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 9.

> Infusién de taurocolato. Muestras 7 a 9.




10

5,0

25

10

80

104

CONCENTRACION PRODUCCION

s Il S

Tta [ oo-rt?

BILIRRUBINA (@) Y BILIVERDINA (0)

r’\&\- 200 p-
/ 100 p~

BROMOSULFOFTALEINA

3 § 3

A S

'!*i—H—l\,/ 0.5 '\'\'\-—-\,/1

L -
SALES BILIARES TR
F L U J O B ) | ) L ) § i A e —imear weaas
L L 1 J
B 0 1 2 3
Tiempo (hr,)
=
e Fig.16.- Anestesia con pentobar
bital sédico. Influencia de la=
- infusién de BSP (o=m) a dosis =
de 0,7 mg/kg/min. y acompafiada=
= e e o de taurocolato sédico (mmm) a =
L 1 J dosis 0,8 mg/kg/min. sobre la =
0 2 3 secrecién biliar. Todas las uni
. dades son idénticas a las de la
Tiempo (hr.)
n=4 tabla XII.



Tabla XIII.- Experimentos del tipo PGB. Anestesia con pentobarbital
sddico. Infusién de bromosulfoftaleina a dosis de 0,7 mg/Kg peso
corporal/min. y de glicodesoxicolato sédico a dosis de 0,6 mg/Kg
peso corporal/min, Valores medios + E.E.M. de flujo, concentracién
y produccién de bromosul foftaleina, bilirrubina, biliverdina, sa-
les biliares, cloruro, sodio y potasio.
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Concentracidén
m flujo BSP Br Bv S8 cl Na K
pl/Kg/min, mg/ml mg/100m1 ' mEg/1

1 | 102,44 7,1 7,941,4 | 7,842,0 | 6.040,8 | 9246 | 155413 | 3,740,4
2 96,6+ 2,4 7,541,3 | 7,842,3 | 5,540,7 | 9043 | 145412 | 3,540,4
3 84,9% 6,0 6,640,5 | 6,241,5 | 5,840,5 | 6745 | 140410 | 3,440,2
7 75.1% 1,7 | 0,740,2 | 7.341,0 | 6,841,2 | 5,240,6 | 96#3 | 154413 | 3,940,5
5 66,5+ 1,9 | 4,340,1 | 6,330,7 | 6,1#1,5 | 5,340,9 | 9643 | 174410 | 4,940,3
6 68,74 2,8 | 4,940,2 | 4,5¢1,1 | 6,441,8 | 5,040,4 | 9044 | 159+ 7 | 5,040,3
>

7 | 03,7+ 8,5 | 3,840,2 | 5,430,7 | 4,641,1 | 6,540,7 | s8sa | 1764 9| 5,640,3
8 122,9412,5 | 3,130,4 | 5,240,7 | 4,941,4 | 12,640,3 | 9144 | 172413 | 5,540,2
9 117,4411,7 | 3,040,4 | 5,040,3 | 4,341,0 | 13,040,6 | 8545 | 156414 | 5,340,4

Produccién
L“‘ BSP Br | v s8 c1 na | K
pg/Kg/min, vEq/Kg/min,

1 7:9%1,1 | 7,841,6 | 0,6140,09 | 9,340,6 | 15,741,3 | 0,3740,03
2 7,341,4 | 7,542,2 | 0,5340,07| 8,640,3 | 14,041,5 | 0,3440,04
3 5,740,8 | 5,341,5 | 0,5040,07| 7,340,2 | 11,340,9 | 0,2840,03 H
. 54,0414,9 5,540,8 | 5,140,8 | 0,3940,05| 7,240,3 | 11,641,3 | 0,29:0,04
5 | 286,2¢ 3,6 4,130,4 | 4,040,9 | 0,3540,05| 6,440,3 | 11,641,0 | 0,33+0,03
6 | 339,8413,1 3,740,4 | 4,311,1 | 0,3440,02 | 6,440,5 | 11,041,1 | 0,3540,03
>

7 | 3s4,9420,9 5,540,6 | 4,841,3 | 0,7340,12| 9,241,0 | 18,5¢2,8 | 0,5840,05
8 358,64+ 8,3 6,341,0 5,741,7 1,5440,14 11,241,3 21,343,1 0,6740,06
9 334,2&11,5 5,0i0,9 4,541,3 1,5240,13 10,141,5 18,642,7 0,6140,06

P S S
n=5

=~ Infusién de bromosulfoftaleina. Muestras 4 a 9

> Infusién de glicodesoxicolato. Muestras 7 a 9,
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Tabla XIV.- Experimantos del tipo BRD. Infusidén de bilirrubina
y de dehidrocolato sé-

a dosis de 0,6 mg/Kg peso corporal/min.
dico a dosis de 0,8 mg/Kg peso corporal/min.

Valores medios +

E.E.M. de flujo, concentracién y produccién de bilirrubina, bi
liverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.
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Concentracién
m flujo Br Bv S8 C1 Na K
p1/Kg/min. mg/100ml mEq/1

1 72,6 ¢ 8,6 20,8+ 3,0 | 14,2 + 2,9 5,9t+0,2| 884+4| 1684+ 8| 3,1 + 0,2
2 65,9 ¢ 8,4 25,7+ 0,8 | 13,2 ¢+ 2,6 5,44+0,6 | 8724+3| 1504 8| 2,8 + 0,2
3 61,3 ¢ 7,9 23,8+ 2,5 | 14,8 + 4,0 5,2+1,1 1688 4+3| 156+ 8| 3,1 +0,2
4 54,6 ¢ 5,5 | 110,74¢25,6 | 18,5 + 3,5 5,7%0,9| 90 +4] 153+ 3| 3,0 + 0,2
S 48,1 + 4,1 522,1437,8 | 25,6 ¢ 1,9 5,1 40,3 | 91+3) 161+ 7| 3,2 + 0,2
6 44,5 ¢ 2,5 | 605,3417,5 | 24,4 + 2,6 5,3+0,5| 884+3| 162+ 6| 3,4 + 0,2
>

7 56,3 & 3,9 | 553,1426,8 | 21,1 +1,9 5,240,411 B44+2| 1584 5| 3,4+¢0,2
8 75,5 & 6,2 | 461,1444,0 | 17,6 + 3,1 4,440,685 &3] 1364+ 12 | 2,9 4¢0,2
9 79,3 &£ 5,9 | 443,4431,0 | 15,9 + 3,6 4,3+#0,6 | B2+3| 134+ 8|29 4+0,2

Produccidén
m Br Bv S8 Cl1 Na K
pg/Kg/min, pEq/Kg/min.
1 14,4 ¢ 1,2 9,7 £ 1,3 0,43 ¢ 0,07 6,4 £1,0 13,4 + 2,0 0,23 + 0,04
2 16,8 + 1,8 8,34+1,4 0,35 + 0,04 5,7 £ 0,7 9,7 + 0,9 0,18 + 0,01
3 14,0 & 0,7 8,4 #1,5 0,32 ¢ 0,06 5,4 + 0,8 9,6 £1,4 0,19 + 0,03
4q 56,9 #12,2 9,7 +1,1 0,30 # 0,04 5,9 £0,7 8,3 +0,8 0,16 + 0,02
S 246,6 + 5,9 12,3 +1,2 0,24 + 0,02 4,4 + 0,5 7,7 £ 0,3 0,15 ¢ 0,01
6 265,5 + 7,4 12,3 +¢1,2 0,23 + 0,01 3,9 +£0,3 7,2 +0,6 0,16 + 0,02
>
i g 323,0 +20,9 10,8 + 1,2 0,30 ¢ 0,03 4,7 +£ 0,3 8,9 + 0,8 0,19 0,02
8 340,5 +11,6 13,7 £ 0,8 0,34 ¢ 0,02 6,5 + 0,6 10,1 # 0,9 0,21 + 0,01
9 346,5 + 9,3 12,6 ¢ 1,2 0,32 % 0,03 6,5 + 0,7 10,5 + 0,2 0,23 +# 0,01
n=4

== Infusién de bilirrubina. Muestras 4 a 9.

2> Infusidn de dehidrocolato, Muestres 7 a 9.
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Tebla XV.- Experimentos del tipo BRT. Infusiones de bilirrubina
a dosis de 0,6 mg/Kg peso corporal/min. y de taurocolato sédico
a dosis de 0,8 mg/Kg peso corporal/min. Valores medios + E.E.M.
de flujo, concentracién y produccién de bilirrubina, biliverdi-
na, sales biliares, cloruro, sodic y potasio.

Concentracidn
m flujo Br Bv S8 c1 ne | K
ul/Kg/min. mg/100ml mEq/l

1 63,9 £ 2,2 | 15,64 2,6 |10,342,6 | 6,74+ 0,4 |834+2 | 1504+ 7| 2,82+0,4

2| 672241,6 | 166¢1,2 [11,041,6 | 6,240,8 8444 [159415]3,240,3

3| %9445 | 17,5¢1,0 | 9841,6 | 6,040,6 [B3+4 1574 3| 3,240,
: 52,3 & 4,2 | 105,7410,4 [ 10,8 + 2,6 | 6,0 40,3 |85+ 6 | 152413 | 3,1 4+ 0,3

5| 47,0 & 3,7 | 485,7440,7 16,8 40,9 | 5,540,2 [81 42 [1574 4| 3,340,1

6 44,4 + 4,2 593,7439,2 20,5 & 2,4 5,0 + 0,3 8l + 2 165 ¢+ 2 3,5+0,1
>

7| 83,545,9 | 560,1449,6 | 22,84 2,9 | 7,940,4 (8041 |17a4 8| 3,74+ 0,1

8 64,0 ¢ 5,5 492,6441,8 2,3 + 3,4 22,7 ¢ 1,7 76 +2 167 + 4 3,6 £ 0,2

9 | 6504%5,5|510,6430,3 | 156 43,3 (23,4425 [75+1 | 1704+ 2| 3,740,2

Produccidn
m Br Bv S8 Cl Na K l
ug/Kg/min. HEq/Kg/min, I
1 10,3 ¢ 1,7 6,6 +1,7 | 0,42 40,02 | 5,3 40,2 9,540,5 | 0,18 + 0,02
2 1,24 1,0 7,34%0,9 | 0,41 40,05 | 56 40,4 | 10,74 1,1 | 0,21 4 0,02
3 9,9 + 0,8 5,5 +£0,8 0,34 40,03 4,7 +0,4 8,9 4+ 0,7 0,18 + 0,02
q 56,6 + 9,3 5,5 41,1 0,31 4 0,03 4,4 +0,4 8,0 + 1,1 0,16 ¢ 0,02
5 224,8 + 11,9 7,8 +0,4 0,26 & 0,03 4,0 +0,4 7,4 + 0,7 0,16 + 0,01
6 258,6 + 11,3 9,4 +0,8 g,22 + 0,03 3,8 +£0,4 7,3 + 0,7 0,16 &+ 0,02
>
7| 20,6410,8 |11,740,3 | 0,424 0,04 | 4,240,5 9,341,1 | 0,20 4 0,02
8 311,9 ¢ 13,5 12,5 $ 1,1 1,43 ¢+ 0,08 4,8 £ 0,4 10,7 # 0,8 0,23 4+ 0,01
0,23 ¢ 0,01

=~ Infusién de bilirrubina, Muestres 4 a 9

> Infusién de taurocolato. Muestras 7 a 9.
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Tabla XVI.- Experimentos del tipo BRG. Infusidn de bilirrubi-
na a dosis de 0,6 mg/Kg peso corporal/min., y de glicodesoxico
lato sédico a dosis de 0,8 mg/Kg peso corporal/min, Valores —
medios + E.E.M. de flujo, concentracién y produccién de bili-
rrubina, biliverdina, sales biliares, cloruro, sodio y potasio.
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== Infusién de bilirrubina., Muestras 4 a 9,

> Infusidn de glicodesoxicolato. Muestres 7 a 9.

Concentracidén
m flujo Br Bv S8 Cl Na K
ul/Kg/min. mg/100ml mEq/1

1| 74,1 $10,7 | 15,3 2,5| 9,741,2 | 2,34+0,7 |8a+4 |1594 2 |3,1 40,1

2 69,9 ¢+ 9,8 14,44 2,9 7,2 # 0,7 6,1 ¢ 0,9 8l &5 142 ¢ 6 2,8 + 0,2

3| 672,7%9,9| 13,5425| 8,0+#1,5 | 6,240,5 [8243|151¢+ 3 |3,0+0,1
-4. 57,7 £ 6,9 100,2420,0 7,1 + 2,3 5,2 +0,8 8l + 3 159 ¢ 3 3,3 %+0,2

5| 52,5%5,4 |aas,0455,4 1 14,74+1,8 | 5,840,9 | 774+5 | 1554 4 |3,240,1

6| 44,541,8 | 592,4417,7 | 17,0 $ 1,0 | 5,6 $40,9 [ B2+ 4 | 147 $ 12 | 3,2 + 0,3
>

7| 6514%29 |519,9%19,8 | 17,24+ 2,3 | 8,040,8 |7 +2| 1584 2 |3,340,1

8 89,5 ¢ 3,5 372,7419,6 12,3 + 2,8 15,4 + 2,0 79 +3 155 ¢ S 3,24+0,1

9 | 83,8 42,9 | 396,8413,6 | 13,0 + 2,0 |17,041,2 [78+1 |10+ 2 | 3,3+ 0,1

Produccién
m Br Bv S8 Cl Na K
pg/Kg/min. pEQ/Kg/min,
1 11,0 # 2,1 7,24%1,6 | 0,54 $0,09 | 6,241,1 | 11,84+1,8 | 0,23 + 0,03
2 9,44 1,2 5,0 £0,9 | 0,44 ¢ 0,11 5,8 #1,1 10,1 ¢ 1,7 0,20 4 0,04
3 8,74+ 1,6 5,241,1 0,41 + 0,06 5,5 & 0,7 10,2 + 1,5 0,20 ¢ 0,03
4 57,4 & 13,7 5,6 #1,2 | 0,30 $ 0,07 | 5,54 0,7 9,241,2 | 0,20 ¢ 0,02
5 224,6 ¢ 11,0 7,8 +1,4 0,31 + 0,07 4,0 # 0,4 8,2 +0,9 0,17 ¢ 0,01
6 262,5 ¢ 5,9 7,6 £ 0,7 0,25 + 0,04 3,7 £ 0,2 6,5 ¢ 0,6 0,14 + 0,01
>
7 | 38,54 24,6 | 12,04+ 1,4 | 0,48 4 0,03 5,1+40,2 | 10,340,6 | 0,22 4 0,01
8 33,8 + 7,2 10,4 ¢ 1,8 1,38 ¢ 0,19 7,1 40,6 13,9 ¢ 0,8 0,29 + 0,01
9 351,2 + 8,8 10,9 + 1,7 1,42 + 0,08 6,5 % 0.,2 13,4 + 0,5 0,28 & 0,01
n=4a
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Fig.25.- Influencia de la infu-
sién de bilirrubina (am) a do-
sis de 0,6 mg/kg/min. y acompa-
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cas a las de la tabla XVI.
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Fig.26.- Nivelss séricos de bilirrubina durante la infu
sién de la misma a dosis de 0,6 mg/kg/min. sola y acom-
pafiada de dehidrocolato sédico (BRD @), taurocolato sé-
dico (BRT ® ) o glicodesoxicolato sédico (BRG 0) a dosis
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(ccm) Infusién de bilirrubina.

(smmm) Infusién de sal biliar.
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Fig.27.- Transporte méximo de bilirrubina (A) y efecto sobre
el mismo de la infusién de sales biliares a dosis de 0,8 mg/

kg/min. (B).
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5.1.- Sobre algunos aspectos de la secrecién biliar -

en condiciones de reposo con circulacién entepg

hepética intacta o interrumpida.

En nuestras condiciones experimentales en conejo anes
tesiado con etil-uretano, con el conducto cfstico y el pfloro 1li-
gados e iniciando los ensayos 30 minutos después de la canulacidn
del colédoco, y manteniendo la circulacién enterchepdtica intacta
por reingreso de bilis al duodeno, el flujo de secrecién biliar -
(valores medios de 4 animales durante 5 horas) oscila entre 68,0=
y 85,9 pl/kg/min. (tabla I). Estos valores son inferiores a los -
descritos por Gonzalez ( 87 ) en condiciones experimentales idén-
ticas a las nuestras, con la dnica diferencia del anestésico em—-
pleado, que en este caso fue pentobarbital sédico, y sensiblemen-
te iguales a los obtenidos por Esteller (71 ) en conejos aneste-
siados, como los nuestros, con etil-uretano. Considerables dife—
rencias en funcién del anestésico utilizado han sido ya indicadas
por otros autores en la misma especie ( 63, 128, 178 ). Por otra
parte, en conejos no anestesiados ( 108 ) se obtienen valores de -

flujo ligeramente inferiores.

La produccién de sales biliares (tabla I) es similar=

a la descrita en bibliografia ( 87, 108, 118, 128, 192 ), ¥y 1a -

concentracién de las mismas es superior a la citada para animales

anestesiados con pentobarbital ( 87 ), como consecuencia del me——

nor flujo. También las concentraciones de cloruro, sodio y pota--

sio coinciden con los datos bibliogréficos ( 8?7, 63, 71, 128, -
175 ) (tabla I).

Lo mismo que otros autores ( 34, 81, 87 ) encontra

mos cantidades apreciables de biliverdina, pero en nuestro caso -
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la bilirrubina siempre es predominante (tabla I) y su concentra--
cién suele ser doble de la del otro pigmento (diferencia signifi
cative, p<0,001), lo gque acerca m&s al conejo al patrén habitual=
en mamiferos, y contrasta marcadamente con los datos de Gonzdlez=
( 87 ). Por otro lado las concentraciones de bilirrubina obteni--
das por nosotros son muy superiores a las de este autor ( 87 ). -
Estas diferencias deben de nuevo achacarse al distinto anestésico

empleada.

A lo largo de los ensayos de 5 horas de duracidén, se=
mantienen los valores de flujo, y de concentracién y produccién -
de sales biliares, sodio, potasioc y cloruro (tabla I, fig.l), pe-
ro no asf las concentraciones y las producciones de pigmentos bi-
liares, que caen progresivamente, existiendo diferencias signifi-
cativas entre los valores de la primera hora y los de las dos dl-

timas (p<0,001). En este sentido nuestros resultados concuerdan -

con los publicados recientemente por Gonzdlez en nuestro propio

Departamento ( 87 ). La explicacién sugerida por este autor en
cuanto a un posible efecto negativo de la anestesia sobre la for-
macién y/o excrecién hepdtica de los pigmentos biliares podria -
ser vélida segidn nuestros datos experimentales a pesar de ser di-
ferente el anestésico utilizado. Sin embargo, también cabe postu-
lar, junto con Gonzdlez ( 87 ), la existencia de una elevacién ar
tificial inicial de los niveles de pigmentos, con lo que la caida
no serfa méds que una vuelta a la normalidad; ahora bien, dicho au
tor considera probable que tal elevacién se deba a hemolisis a -
consecuencia del stress quinirgico; tenemos que negar tal inter-—-
pretacién, pues, habiendo determinado las concentraciones de potg
sio en plasma, antes y después de la intervencién,no encontramos=

en ningdn caso incrementos en dicho parémetro (fig. 20), que des-
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ciende tanto en conejos anestesiados con uretano como con pento--
barbital (fig. 20). Aungue no estamos en condiciones de afirmar -
nada por falta de apoyo experimental cabe la posibilidad de una -
influencia del stress no mediada por la hemolisis, sino a través=

de alteraciones metabélicas.

Es preciso tener en cuenta que las concentraciones y=
por supuesto las producciones, tanto de bilirrubina como de bili-
verdina, se estabilizan finalmente a niveles muy parecidos sea -
cual sea el valor de partida, distinto, como hemos indicado, en -
el trabajo de Gonzédlez ( 87 ) y en el nuestro; indirectamente es-
te hecho parece apoyar la hipétesis de una subida inicial debida=
al anestésico, gue, en consecuencia serfa diferente en ambos ca—

sos, y revertiria con el tiempo.

Al interrumpir la circulacién enterohepédtica (tabla -
I1, fig. 2) se aprecian marcadas caidas de flujo y de la produc—
cién de todos los componentes analizados (caidas estadisticamente
significativas a partir de la segunda hora, p<0,001), exactamente
igual que en los datos de Gonzdlez ( 87 ) y de acuerdo con lo in-
dicado para algunos de ellos por Esteller ( 69 ) con el mismo =
anestésico que nosotros y por Jimeénez ( 108) en animal no aneste-
siado, todo ello en nuestro propio Departamento. La caida en la -
concentracién de bilirrubina y biliverdina es paralela a la cbte-
nida con circulacién enterohepdtica intacta (figs.2 y 1) y las =
producciones de ambos pigmentos se estabilizan exactamente al mis

mo nivel.

A la vista de los resultados expuestos, dado que el -

objetivo primordial de nuestro trabajo es la excrecién de BSP y =

s

_—
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de pigmentos, y teniendo en cuenta que la BSP no presenta circula
cién enterchepética ( 54 ) todo el resto de los ensayos se han -

llevado a cabo sin reingreso de bilis al duodeno.

Por otro lado, nuestros resultados confirman lo postu
lado por Gonzdlez ( 87 ) en el sentido de gue los cambios en la -
excrecién de pigmentos biliares en reposo son aparentemente inde-
pendientes, no solo del flujo,sino también de la oscilaciones en=
las producciones de sales biliares y electrolitos inorgénicos -

(tablas I y II, figs. 1 y 2),
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5.2.- Sobre la excrecién de BSP a diferentes dosis de

infusién de la misma.

En este blogue de ensayos se ha pretendido establecer
la cuantia del transporte méximo (Tm) de la BSP en el conejo, en=
nuestras condiciones experimentales, y para ello se han probado -
dosis de infusién similares a las citadas en la escasa bibliogra-
ffa existente sobre este tema en la especie objeto de nuestro es-
tudio ( 120, 137, 175 ). Dado que han sido descritos efectos co—
leréticos de esta sustancia en oveja ( 2 ) y perro ( 11) y que
en la rata parece haber efectos coleréticos para dosis bajas (39 )
y colestdticos para dosis altas ( 52 ), hemos ensayado una amplia
gama de dosis de infusidn con objeto de comprobar si alguno de es
tos efectos se presenta en el conejo, punto este sobre €l gue no=

hemos encontrado informacién concreta en la bibliografia.

A la dosis més baja de las empleadas por nosotros -
(0,05 mg/kg/min; tabla III, fig. 3) la BSP manifiesta un efecto -
colerético, que se hace patente al comparar los resultados con -
los correspondientes obtenidos en condiciones basales con la cir-
culacién enterohepética interrumpida (fig. 2); es decir que la -
BSP evita la caida de flujo que se observaba en experimentos simi
lares,pero sin infusién de dicha sustancia. Por tanto, en este or

den de cosas, el conejo se comporta de forma semejante a la rata.

A las dosis siguientes (0,1 mg/kg/min., tabla IV, fig.
4 y 0,5 mg/kg/min., tabla v, fig. 5) el efecto colerético es me--
nor; tan solo se pone de manifiesto al comparar las caidas de flu
Jo en términos porcentuales, tratamiento que se representa en la=

fig. 8 y que evita la influencia de las oscilaciones en los flu—-—
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jos de partida.

La recuperacién de la BSP infundida en estos tres blo
ques de ensayos es del orden del 50 %, valor inferior al descrito
en la rata (195d), y semejante al del hombre (195d), asf como al=
obtenido en el conejo para la bilirrubina infundida a dosis simi-

lares ( 87 ) (ver recuperaciones en Cuadro I).

Para las dosis de 1,0 y 1,5 mg/kg/min. (tablas VI y -
VII, figs. 6 y 7) el efecto colerético de la BSP ha desaparecido=
por completo, pero tampoco aparece un efecto colestético; ambas -

cosas pueden apreciarse claramente en la fig. 8.

Para explicar las acciones de la BSP a diversas dosis
sobre el flujo de bilis, y basdndonos en nuestros resultados y en
informaciones bibliogréficas, proponemos la siguiente hipétesis:-
a dosis bajas la mayor parte de la BSP infundida se excreta por -
bilis en forma conjugada y monomolecular ( 52 ); por consiguiente
ejerce un efecto osmético que puede explicar la coleresis (fig.28);
a dosis progresivamente mayores empieza a aparecer en bilis BSP -
libre en cantidades crecientes ( 57 ), y por tanto aparece una ten
dencia a la formacién de agregados micelares, sola o con otras -
especies moleculares ( 207 ), hecho que tiende a enmascarar la -
accién colerética (figs.4 y 5) de acuerdo con lo indicado por =~
otros autores ( 207 ). Para dosis a’n mayores, por encima del Tm,=
como luego veremos, se acumula BSP en higado, lo que ocasionaria=
efectos téxicos probablemente a nivel mitocondrial ( 54 ), y po-—-
dria inducir colestasis; este hecho no llega a manifestarse (figs.
6 y 7), contrariamente a lo descrito en las ratas ( 52 ), quizé -
porgue las dosis empleadas no sean suficientes, o quizd porque en

el conejo, como en el perro y a diferencia de la rata, parte de -
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Cuadro I.-

Recuperacién biliar de BSP.

Dosis de infusidén

Porcentaje de recuperacidén

gdn el tipo de anestésico.
de los experimentos DB, TB y GB (Uretano) con-

de BSP. biliar de BSP.

0,05 mg/kg/min......... i g . 47 %

0,1 . AT PRIPETT JE AP evmansws 38 %

0,5 " o 0010 01 6 0w e e e e cnienans 52 %

1,0 " has e enmene e 26%

1,5 " chnswnsnaseemsbusiniinssine 199

Cuadro II.- Valores de algunos parémetros, en bilis, se-

Muestras 1, 2 y 3=

tra las mismas de PDB, PTB y PGB (Pentobarbital).

Nivel d
URETANO PENTOBARBI TAL ve. de
significac.
Fliuge 70,4 + 4,4 97,5 ¢ 4,9 0,001
ul/kg/min. V= e P="
Br
mg/100m1 18,1 + 1,6 6,7 % 1,0 p<0,001
(6v] 9,1 + 1,3 7,8 + 1,0 ignif
mg/lmml ] .4 ’ ’ - ’ no s gn *
(s8]
nEq/1 7,3 40,5 5,4 + 0,4 p<0,01
leduccidn Br 12,2 4+ 0,8 6,0 + 0,8 p<0,001
Frnduccidn Bv 5,9 % 0,7 7,6 + 1,1 p<0,01
}
leduccidn SB 0,50 40,03 0,49 40,04 no signif.
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la BSP se elimina por orina, segin lo indicado por otros autores=

( 155) Yy que nosotros mismos hemos comprobado.

Considerables diferencias en la cuantia de la excre--
cibn biliar de compuestos exégenos han sido puestos de manifiesto
por Smith (195a), quien sugiere asimismo que las excreciones bi--
liar y urinaria juegan papeles complementarios (195b) y afirma -
que el conejo se encuentra entre los animales gue relativamente -

utilizan menos que otros mamiferos la via biliar (195c).

Hasta el momento hemos comentado los niveles de excre
cién de BSP para las dosis de 0,05, 0,1 y 0,5 mg/kg/min.. Para -
los dos primeros (fig. 9) los niveles plasméticos de BSP permane-
cen inalterados; con la dosis de 0,5 mg/kg/min., los niveles plas
méticos empiezan a aumentar claramente, por lo que creemos que se
ha alcanzado el Tm. Dosis superiores (1 y 1,5 mg/kg/min.) ocasio-
nan marcad{simas elevaciones de la BSP plasmdtica (fig. 9), sin -
gue se incremente la excrecién biliar, (tablas v, VI y VII) que -
queda fijada a niveles del orden de 280 ug/kg/min.. La recupera-—
cién, gue a dosis de 0,5 mg/kg/min. sigue siendo del 50 %, cae ne
tamente para la dosis inmediatamente superior, lo que refuerza la
idea de que justamente a 0,5 mg/kg/min. se ha llegado al Tm. A pe
sar de que estos valores de Tm son inferiores a los de otros auto
res para la misma especie ( 120, 137, 175 ), hecho que no estamos
en condiciones de explicar y que podria deberse, segin observacio
nes preliminares realizadas por nosotros, a diferencias entre re-
zas, que se han observado en otras especies ( 123 ), nuestros da—
tos son suficientemente concluyentes, y en consecuencia los res-—
tantes experimentos se han realizado con infusién de BSP a la do-

sis de 0,7 mg/kg/min.. Hay gue hacer constar en este punto que, a
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lo largo de cada experimento (figs. 5, 6 y 7) el Tm de la BSP cae
ligeramente, hecho que ha sido estudiado en profundidad por Dhu-—
meaux y col. ( 52 ) sin que se haya llegado a conclusiones defini

tivas sobre sus causas.

Globalmente, para todas las dosis ensayadas, la infu-
sién de BSP no tuvo repercusién alguna sobre la excrecién de sa—-
les biliares endégenas (tablas III, IV, V, VI y VII, figs. 3,4,5,
6,7,y tabla II, fig. 2). Por lo que se refiere a los pigmentos -
biliares, la BSP, a partir de la dosis de 0,1 mg/kg/min. (tabla -
Iv, fig. 4), atenda la caida en concentracién y produccién, y pa-
ra dosis mayores (tablas v, VI, VII, figs. 5, 6, 7) se aprecia in
cluso un ligero incremento al comienzo de la infusién. Este hecho,
en principio inesperado puesto que algunos autores hablan de me-
canismos de transporte compartidos entre la BSP y pigmentos bilia
res ( 39, 100, 146 ), podria explicarse sobre la base de la for-
macién de micelas, lo que estd en la misma linea del modelo pPro=—-—
puesto anteriormente. No es de extrafiar que esta situacién no -
afecte a las sales biliares, ya gue , de acuerdo con Ware y col.=
(207 ) la interaccién micelar entre BSP y glicodesoxicolato, sal=
biliar predominante en el conejo ( 73, 101, 108 ) es minima.

En cuanto a los electrolitos, Rutishauser y Stone =
(175 ) encuentran aumentos claros en las concentraciones de sodio
y potasio, sin cambios en los de cloruro, cuando infunden BSP a -
dosis altas (2-2,5 mg/kg/min.); en nuestros ensayos, para dosis -
bajas no aparece ningdn efecto, peroc a las dosis de 1 y 1,5 mg/kg
/min. se observan aumentos en la concentracién de sodio y més -
adn en la de potasio, gue no pueden explicarse por la caida de -

flujo.
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5.3.- Sobre el efecto de las sales biliares en la se-

crecién biliar en condiciones de transporte -

méximo de BSP.

5.3.1.- En conejos anestesiados con etil-uretano.

En estas condiciones experimentales, ninguna de las -
tres sales biliares ensayadas ocasiona cambios estadisticamente -
significativos en el Tm de la BSP (tablas VviIii,ix , X, figs. 10,=
11 y 12 y figs. 14 y 22). Esta situacién contrasta marcadamente -
con lo descrito en la bibliograffia para diversas especies: perro=
(169), rata (77 ), oveja (94 ) y hémster ( 20 ), en las cuales
tanto las sales biliarss formadoras de micelas como 1lds no forma-
doras incrementan significativamente el Tm de la BSP. En nuestros
ensayos, en cambio, aparecen diferencias en el comportamiento de=
las sales biliares, de acuerdo con su capacidad micelar; asi el -
dehidrocolato (tabla VIII, fig. 10),que. carece de dicha capaci--
dad, no solo no aumenta el Tm de BSP, sino gque aparentemente lo -
reduce (figs. 14 y 22), pero esta caida es andloga a la observada
en los experimentos control (fig. 22); podemos decir por tanto -

que el dehidrocolato carece de efecto.

El taurocolato, con una cierta capacidad micelar, evi
ta la caida del Tm (figs. 14 y 22), luego, en términos absolutos,

manifiesta un efecto positivo.

El glicodesoxicolato, cuya gran capacidad micelar es=
conocida, produce un aumento del Tm ya en términos relativos (fig.

14) que es més clara en términos absolutos (fig. 22).
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Todos estos hechos hablan a favor de un efecto positi
vo de la formacién de micelas sobre el transporte mdximo de la -
BSP,cuando se infunden sales biliares. Este punto, que en princi-
pio contradice a la bibliograffa existente, serd discutido amplia

mente con posterioridad.

En nuestros ensayos, las tres sales biliares manifies
tan el esperado efecto colerético,mayor para glicodesoxicolato -
(tabla X) y dehidrocolato (tabla VIII) y menor para taurocolato -
(tabla IX), confirmando plenamente las observaciones bibliogréfi-
cas ( 64, 87, 175 ). En la misma liInea, los cambios en las con-
centraciones de sales biliares reproducen los datos de Gonzalez -

(87 ).

Desde el punto de vista de la excrecién de pigmentos,
hay que resaltar que tambien se hace patente la influencia de la=
capacidad micelar de las distintas sales biliares (fig. 22), de -
forma gque la caida en la concentracién de pigmentos observada en=
los experimentos control, sigue presente cuando se infunde dehi-—-—
drocolato (tabla VIII y fig. 10), se palia con el taurocolato -
(tabla IX y fig. 11) y desaparece totalmente en el caso del glico
desoxicolato (tabla X y fig. 12).

5.3.2.- En conejos anestesiados con pentobarbital sé-

dico.

Los resultados discutidos en los dos apartados ante--
riores discrepan de los bibliogrédficos en dos puntos fundamenta——

les: en primer lugar la cuantfa del Tm de la BSP es inferior a -
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los datos bibliogrdficos en el conejo, y en segundo lugar el efec
to de las sales biliares sobre dicho Tm muestra diferencias cuan-
titativas con lo descrito en otras especies. Ante la posibilidad=
de que el anestésico empleado sea causa de estas discrepancias, y
puesto que la mayoria de los trabajos han sido realizados bajo -
anestesia con barbitdricos, hemos programado ensayos idénticos a=
los discutidos en el apartado 5.3.1., anestesiando los animales -

con pentobarbital sdédico.

Lo primero que salta a la vista (tablas VIII, IX, X,y
figs. 10, 11, 12 y 13) (tablas xI , XII , XIII,y figs. 15, 16, -
17 y 18) es que el Tm de la BSP es similar en ambos bloques de en
sayos (261,4 & 14,9 pg/kg/min., n= 12, con etil-uretano frente a=
288,3 # 13,0 pg/kg/min., n= 13, con pentobarbital) sin que exis-—-
tan diferencias significativas; por lo tanto las divergencias con
la bibliografia no se deben al anestésico , y volvemos a sugerir -

las influencias raciales como probable explicacién.

En cuanto al efecto de las sales biliares (tablas XI ,
XII , XIII,y figs. 15, 16 y 17) nuestros resultados en este apar
tado confirman globalmente los bibliogrédficos, en el sentido de -
que las tres sales biliares aumentan el Tm de la BSP, si bien en=
nuestros ensayos los incrementos son ligeros y no significativos=
(figs. 19 y 22); no hay en este caso, correlacién aparente con la
capacidad micelar, como ocurria en los animales anestesiados con=
uretano, aunque la influencia de la actividad micelar no queda -
excluida, al menos para el glicodesoxicolato. Por otra parte, la=
accion de las distintas sales biliares sobre la excrecién enddge-
na de pigmentos parece estar, de nuevo, relacionada con su capaci

dad para formar micelas (tablas XI , XI1 , XXII y figs. 15, 16 vy
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17), aunque en este caso, la influencia de los fendmenos micela-
res sobre la citada excrecién es, aparentemente, més debil gque -
en los experimentos en los que se usa etil-uretano como anestési

co (fig. 22).

Puesto que ambos grupos de ensayos son idénticos sal
vo por lo que se refiere al anestésico debemos postular un efec-
to del uretano, no solo por que aleja nuestros resultados de los
bibliogréficos, sino también porgue,al reducir la fraccién de la
secrecidén biliar independiente de las sales biliares, podria ha-

cer mds patentes los fenémenos micelares.
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5.4.- Sobre la influencia de las sales biliares en el

Transporte méximo (Tm) de bilirrubina.

Es generalmente admitida la similitud entre los meca-
nismos de excrecién de BSP y bilirrubina. La bibliografia consul-
tada para diversas especies indica que las sales biliares incre--
mentan el Tm para ambos aniones ( 92, 155, 169 ). En nuestro De-
partamento Gonzdlez ( 87 ) ha comprobado el efecto positivo de de
hidrocolato, taurocolato y glicodesoxicolato sobre el Tm de la bi
lirrubina en conejos, de la misma raza que los empleados por <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>