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La bilis es un fluido bioldgico formado por agua y diversos electro-

litos organicos ( sales biliares , fosfolipidos , colesterol , bilirrubi
na y proteinas ) , e inorgédnicos ( sodio , cloruro |, potasio , bicarbbna-
to y calcio ) . La secrecidén de bilis se realiza en el higado que desde -
este punto de vista se puede considerar como una glandula exocrina . La

funcidon de bilis es doble : digestiva , en la que las sales biliares y el
bicarbonato juegan un papel importante y excretora , permitiendo al orga
nismo liberarse de substancias téxicas o nocivas como la bilirrubina y el

colesterol .

La formacidon de bilis es compleja incluyendo mecanismos sinusoidales
de captacion , intrahepatocitarios de conjugacién , hidroxilacién , almace
naje y transporte y canaliculares de secrecidn y excrecidén de los diversos

componentes de la misma .

En los canaliculos , la especiales propiedades fisicoquimicas de las
sales biliares , fosfolipidos y pigmentos ; permiten la formacidn de mice
las mixtas , proceso que altera profundamente las caracteristicas osméti-
cas del fluido . En los ductulos y ductos se dan procesos de reabsorcidn
y secrecidon de agua y electrolitos , lo que es especialmente'importante -
en la vesicula biliar . En el iledn se reabsorbe un porcentaje muy eleva
do de las sales biliares , que vuelven al higado via porta , lo que permi

te no solo el ahorro de estas importantes moléculas sino también un cier-

to grado de autorregulacidn de los procesos secretores intrahepaticos .

Los grupos de trabajo dedicados al estudio de la fisiologia biliar -
lo han hecho tradicionalmente desde dos perspectivas separadas fijadas -
por las dos funciones fundamentales de la bilis . Asi unos se dedican a -
la investigacidon de los fendmenos de excrecidén de pigmentos y otros a los
relacionados con los procesos digestivos en los que las sales biliares -
son prioritarias . Esta dicotomia de enfoque ha llevado a la coleccidn de
un abundante bagage de informacidon especifica muy interesante pero que ne
cesita para su engarce de la realizacidon de estudios mas amplios y gene-
rales que permitan la elaboracidén de modelos fisioldgicos globales . Este
» planteamiento se ve reforzado por los datos recientes que sugieren que en

tre los mecanismos de secrecidn de pigmentos y de sales biliares existen
profundas interdependencias , no solo a nivel de captacidén y excrecidn S1
no también de aquellos procesos de retroregulacién « basados en los fendmenos

- micelares .
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Nuestro grupo de trabajo hace ya algunos arios que compredidé la utili
dad de estudiar la secrecidn biliar como un todo y buena prueba de ello -
es la culminacidon de varias Teslis Doctorales que han permitido profundi-
zar en el conocimiento de dicho proceso . Esta Tesis sin embargo se plan-
teaba diversas modificaciones de las cuales la mas decisiva fue laeleccidn
del animal de experimentacidén , que en este caso ha sido , por primera -

vez la rata . La eleccidn se decidio por las siguientes razones .

12 La carencia de vesicula biliar en esta especie que elimina
interferencias y facilita la interpretacidn de los resulta
dos . Este problema se podria haber evitado también utili-
zando animales colecistectomizados o con el cistico liga-
do pero es evidente que ambas maniobras quirurgicas plan -

tean efectos secundarios aun no bien conocidos .

22 La escasisima contribucidén ductal - ductular a la secrecién
biliar de esta especie ( 22 ) . Podemos hablar por tanto de
bilis canalicular lo que facilita enormemente la realiza-
cién de inferencias sobre los procesos hepatocitarios . Es
pues una especle muy recomendable hasta que se pongan a -
purtbo los procesos de micropuncidén para la toma de muestras

de bilis canalicular .

32 La buena tolerancia a los niveles altos de pigmentos y sa-
les biliares lo que nos ha permitido trabajar con dosis -
maximas o quméximas necesarias para que sean evidentes los
fendmenos de competencia y compatibles con unas condiciones

fisioldgicas aceptables .

42 E1 abundante material bibliografico existente para este ani
mal que nos ha permitido confrontar nuestros resultados con

los datos aportados por otros autores .

El objetivo que nos fijamos al iniciar la presente Tesis Doctoral fue

multiple .

12 Estudio de las modificaciones que sufren los procesos basi-
cos de formacidn de bilis cuando se interrumpe la circula-

cidon enterohepatica por drenaje de bilis al exterior .
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22 Analisis del papel de los fendmenos micelares en la pro -
duccidn cuantitativa y cualitativa de bilis . Para ello he

&% mos utilizado una sal formadora de micelas , el taurocola-

to que ademas es la mayoritaria en la rata y otra xenobid-

tica no formadora de micelas , el dehidrocolato .

@ 32 Estudio de las interferencias entre los mecanismos de secre

cidon de sales , pigmentos y lipidos biliares .

42 Investigacidn de las correlaciones existentes entre la se-
% crecidn de scdio y la de aniones organicos y analisis del

papel (¢oleretico de cada uno de ellos .

Los resultados obtenidos han justificado la bondad de nuestro diserio
& experimental , pues si1 bien es verdad que quedan muchos puntos oscuros ,
creemos que no es menos clierto que se han encontrado hechos experimenta-
les que no solo son primicias sino también que permiten comprender mejor

la cadena de fendmenos que intervienen en la secrecidn biliar .
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2.1.—- BASES ANATOMICAS ; RELACIONES ESTRUCTURA-FUNCION

2.1.1.- EL PARENQUIMA HEPATICO

El parénquima hepatico estéa formado por un sistema de laminas cri-
biformes anastomosadas , en cuyo interior se ramifica el sistema de ca-
nales de recogida de la bilis , canaliculos , conectados segin una dis-
posicidn tridimensional arborescente complicada . El parénquima esta
recorrido por una red de sinusoides formados por linfocitos , células de
Kupffer y células endoteliales ricamente fenestradas , lo que unido a la
carencia de membrana basal permite una comunicacidédn directa entre el si-

nusoide y el hepatocito mediante el espacio denominado de Disse ( 83 )

( 283"

2.1.2.- EL HEPATOCITO

Las células del parénquima hepatico , los hepatocitos , son los en-
cargados de la formacidn de la bilis , son células voluminosas de 15 a
25 pm de diametro , de forma poligonal . una o mds caras estdn expuestas
al espacio sinusoidal mientras que las otras se ecuentran en contacto con
hepatocitos vecinos , este contacto puede ser continuo o puede presentar
una dilatacidén ovalada : el canaliculo biliar. Se considera al hepatocito
como una célula claramente polarizada, con tres zonas especializadas : si-

nusoidal , intercelular y canalicular ( 147 ).

La membrana sinusoidal muestra microvellosidades irregulares (1110 )

que se proyectan hacia el espacio de Disse , aumentando la superficie de
intercambio y que representan un 37% de la superficie total del hepatoci-
to ( 83 ) . En el polo sinusoidal se encuentran con frecuencia vacuolas

de endo y exocitosis , reflejando el intenso transito de sustancias en

esta zona

Gracias a diversos estudios histoquimicos se han puesto de manifies-
to la existencia en la membrana sinusoidal de receptores para las sales
biliares ( 1 ) y una actividad ATP-asica considerada débil en un prin-

cipio ( 33 ), pero a la que hoy se atribuye gran importancia ( 18 )
( 956 ).
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Los canaliculos biliares son pequenios conductos de aproximadamente

0,1 a 0,5 pm de didmetro ( 109 ) que estan limitados por la membrana del
hepatocito y que no presentan ni un epitelio ni una membrana basal pro-
pia ( 6 )( 141 ). Los canaliculos pueden estar limitados por uno ( 109 )

dos o raramente tres hepatocitos

En esta zona se postuld la presencia de ATP-asas activas ( 23 ),

hecho que ha sido hoy casi totalmente desechado ( 18 )( 47 )( 95 ).

Se observan dos diferenciaciones en la membrana de los hepatocitos
que rodean a los canaliculos : vesiculas y lagunas alrededor de invagi-
naciones ; es tentador identificarlas con vacuolas del aparato de Golgi

que drenan hacia le luz del canaliculo ( 109 ).

Las paredes de los canaliculos presentan microvellosidades de dis-
tribucidén no uniforme ; en los canaliculos de zonas préximas a la salida
venosa ( centrolobulares ) se extienden por toda la membrana mientras
que en los canaliculos préximos a las zonas de aferencia de sangre ( pe-
riportales ),donde son de mayor tamafio , las microvellosidades presentan
una localizacidén preferente sobre el borde marginal ( 145 ) con una fun-
cién ,probablemente , especifica , ya que no desaparecen durante colesta
sis como ocurre con los demds ( 145 ). Por otra parte las microvellosi-
dades de las ramas intracelulares de los canaliculos son menos abundan-
tes y mas pequefias que las de los canaliculos intercelulares ( 109 ). La
membrana canalicular presenta , en la parte que da a la luz , una peli-
cula de vellosidades de 200 a 300 & de altura que se tifien con rojo de

rutenio y que probablemente se trata de una cubierta de mucopolisacari-

dos ( 128 ),

Las uniones intercelulares hacen que no exista comunicacidén direc-

ta entre el espacio de Disse y la luz del canaliculo . El1 lumen canalicu
lar estéa sellado por los desmosomas , zonas adherentes y zonas ocludentes
y separado del espacio intercelular por las uGltimas ( 6 )( 109 ), que
junto a los desmosomas y las uniones adherentes determinan la resistencia
y permeabilidad intercelular del tejido . Las uniones ocludentes se for-
man por una obliteracidn del espacio intercelular como resultado de la
fusidn de la capa externa de las membranas plasmaticas de las células ad-
yacentes . La fusidén no es continua sino que se hace segin una red de ban

~das de contacto ; la permeabilidad al agua es proporcional a la densidad
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de estas redes ( 47 ). Ciertos argumentos permiten pensar en la exis-
tencia en las uniones cerradas de canales selectivos cargados - negati-

vamente que permiten la difusidén de cationes ( 36 ) y evitan la de

iones cargados negativamente ( 25 ).

El citoesqueleto : El canaliculo estd rodeado de una zona estrecha

aparentemente libre de organulos , denominada ectoplasma pericanalicular.
o>¢ han identificado en esta zona filamentos de aproximadamente 7 nm de
diametro formados por una proteina similar a la actina - T X i R

( 59 ), que se disponen segin una intrincada red , insertandose tanto
en la cara interna de la membrana celular como en los distintos organu-
los . Esta red es especialmente densa cerca del aparato de Golgi y del
canaliculo biliar ( 59 ) , extendiendose profusamente hacia el interior
de las microvellosidades constituyendo su eje . Ademas de mantener el
tono celular , los microfilamentos estédn implicados en la disposicién es
pacial de los receptores y transportadores de membrana ( 111 ); su inhi-
bicidn por citocalasina B a concentraciones inferiores a lO“5 M impli-
ca una inhibicidn del flujo biliar ( 123 ) , del transporte de sales bi-
liares ( 127 ) y de la excrecidén de calcio EDTA ( 66 ). Tras la adminis
tracidn de citocalasina B el canaliculo aparece distendido , 1lo que su-
giere que los microfilamentos mantienen el tono de los canaliculos ( 123).

Tambien se localizan microfilamentos en polo sinusoidal y en el interior

del hepatocito distribuidos en el citoplasma de manera mas homogénea

Los microtubulos de aproximadamente 24 nm de didmetro formados de
unidades de tubulina , se han asociado con la secrecidn de proteinas des
de el hepatocito al sinusoide ( 118 ), con la secrecidn biliar de lipidos
a través de la membrana canalicular ( 68 ) y con el transporte de sa-

les biliares a través de la membrana canalicular ( 68 )( 115) y sdinusoi

dal (..135 )( 127 ).

El aparato de Golgi se ha relacionado con procesos secretores en

muchos epitelios , sin embargo los datos concernientes a su localizacidn
en el hepatocito son conflictivos : mientras algunos autores indican su
presencla cerca del canaliculo ( 6 ), otros defienden una distribucidn
al azar ( 141 ) . No obstante las cisternas en la proximidad de las mem-

branas canaliculares se han identificado con vesiculas de exocitosis de-—

rivadas del aparato de Golgi ( 109 ).
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2.1.3.- MICROCIRCULACION HEPATICA Y GRADIENTES TRANSLOBULARES

Tradicionalmente se ha considerado que la unidad funcional del higa
do es el l'obulillo hepatico, delimitado perifericamente por espacios porta que
contienen cada uno : uno o mads ductos , una rama de la arteria hepatica,
una rama de la vena porta y un conducto linfético . La sangre irriga a
los hepatocitos gracias a una compleja red de sinusoides y se drena por
una rama de la vena suprahepatica situada en el centro del lobulillo
Otra manera mas moderna de considerar la organizacidén funcional del hi-
gado es la que acepta el concepto de acino hepatico , centrado en el es-
pacio porta y teniendo en su periferia a las vénulas suprahépaticas
( 125 )( 126 ). En los dos casos , el hecho importante . es. que al ser el
flujo sanguineo unidireccional , los hepatocitos adyacentes a los espa-
cios porta son los primeros en recibir la sangre aferente . Son ellos -
pues , los expuestos a las mas altas concentraciones de las sustancias
que llegan al higado . A medida que las sustancias son captadas por los
hepatocitos su concentracidén en el sinusoide disminuye,esto origina la
creacidén de un gradiente de concentracién translobular decreciente des-—
de el espacio porta hacia las venas centrolobulillares . Tal gradiente
ha sido claramente demostrado por autorradiografias para la D-galactosa
y para un derivado de acido biliar , la colil-glicil-histamina ( 64 )

A S T

La administracidén de taurocolato a dosis fisioldgicas provoca un
aumento en el diametro de los canaliculos periportales con respecto al
de los centrolobllares ( 97 ) . Este hecho podria estar ligado al ma
yor volumen de bilis secretado en los canaliculos periportales y sugie
re que los hepatocitos periportales juegan un papel mayoritario en la

produccidén de sales biliares . Sin embargo si se destruye selectivamente

la poblacidén periportal , los hepatocitos centrolobulares se hacen cargo
de la secrecidén de sales biliares ( 70 ) . Se ha sugerido que en condi-
ciones fisioldégicas , los hepatocitos periportales podrian tener un par

pel mayor en la elaboracién de fraccién dependiente de las sales bilia—
res ( FDSB ) mientras que los centrolobulillares podrian jugar priorita-
riamente una funcidén de formacidédn de la fraccidn independiente de las sa

les biliares ( FISB )

S1 todo esto es asi , se favorecerd el mantenimiento en 1la periferia
del 1débulo ( cerca de la zona de afluencia de sangre ) de una concentra-

cidn elevada de acidos biliares , en el sinusoide , €n el hepatocito y en

.
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el canaliculo biliar . Este hecho evita una eventual rebsorcidén de sales
biliares a lo largo del canaliculo y favorece la formacidn de una bilis

concentrada ( 47 )
2.1.4.— EL ARBOL BILIAR INTRAHEPATICO

Esta compuesto por los canaliculos biliares que drenan la bilis des
de la periferia del acino hepatico hacia el tracto portal . Asi , el flu
Jo de bilis canalicular es opuesto al de sangre sinusoidal , lo que per-

mite la existencia de mecanismos de contracorriente ( 43 )

Poco antes de alcanzar el tracto portal los canaliculos drenan en
los conductos de Herring ( llamados tambien porcidén intermediaria , ca-
nales intermediarios o prediuctulos ), donde ya existe un recubrimiento
de células epiteliales ( 141 ). Los predictulos desenvocan en los dic-
tulos y éstos en los ductos . El epitelio biliar de estos conductos es
piramidal con interdigitaciones citoplasmaticas cerradas ( 141 )( 142 )
y presenta algunas caracteristicas de epitelio secretor , tales como mi-
crovellosidades , vesiculas de pinocitosis , grandes vacuolas y lagu-
nas intracelulares ( 142 ). En el Lracto portal , los didctulos estan

fuertemente irrigados sobre: todo por sangre arterial.

El arbol biliar se encuentra perfectamente adaptado para funcionar
como un sistema de flujo determinado por gradiente osmético ( 37 ). En
primer lugar , en ningin punto del arbol existen condiciones favorables
para la filtraciodn hidroétética . Por otra parte , dos canaliculos son
estructuras cerradas en su extremo de origen . Ademds la relacidén super
ficie/volumen es muy elevada ; los canaliculos solo ocupan el 0,4% del
volumen hepatico total ( 21 ), mientras su superficie es de al menos
de 70 cmz/gr de higado ( 148 ), sin tener en cuenta el aumento de super-

ficie debidp a la formacidén de microvellosidades
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2.2.- LA BILIS CANALICULAR

2.2.1.- QUE ES LA BILIS

La bilis es fluido de densidad proxima a la unidad ( 87 ), con un

pH generalmente alcalino , aunque varia entre 5,9 y 7,8 ( 148 ).

Esta formada , en su mayor parte ( 90 a 95% ) por agua , como vehi

culo en el cohexisten una gran variedad de sustancias en suspensién , di

solucidén o en equilibrio entre ambos estados.

Son los hepatocitos las células encargada de la formacidn de 1la bi
lis , que después puede ser modificada a su paso por el arbol biliar o
durante su almacenamiento en la vesicula biliar . Se distingue , asi ,

entre bilis canalicular , bilis ductular-ductal y bilis vesicular.

Desempernia dos funciones en la fisiologia del organismo , dificiles

de separar y que estudiaremos conjuntamente : SECRECION y EXCRECION
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2.2.2.-— LA FRACCION DEPENDIENTE DE LAS SALES BILIARES ( FDSB )

Las sales biliares son uno de los principales constituyentes anid-

nicos de la bilis . Inducen una mas o menos marcada coleresis de origen

osmoético ( 139 ).

La excrecidn de sales biliares conduce , usualmente , a la formacidn
de una bilis isotdonica con el plasma pero con una alta concentracidén de
sales biliares , ésto se debe al comportamiento osmético no ideal de las
sales biliares , como resultado de su especial estructura molecular anfi
fila , por la que en medios acuosos tiende a formar agregados molecula-

res : micelas ( 26 ).

La hipdtesis de que las sales biliares inducen un flujo osmético de
agua fué propuesta por Sperber ( 139 ) apoyandose en sus observaciones
de que la tasa de secrecidén de sales biliares y el flujo estaban lineal-

mente relacionados ( 49 )( 55 )( 81 )( 76 )(124 ).

La relacidén incremento de flujo / incremento de produccién de sales
biliares , con dimensiones de ml / mmol , se ha tomado como una medida
de la capacidad osmética de las sales biliares , e indica la cantidad de
agua ligada a la salida a canaliculo de cada milimol de sal bhiliar. Pa-
ra taurocolato esta relacidn oscila entre 6 y 12 ml / mmol , en diferen

tes especies ( 49 )( 100 ).

Como regla general se acepta que las sales biliares conjugadas son
menos coleréticas que sus andlogos libres , con la Gnica excepcidn del
taurodeoxicolato que es casi igual de colerético que el deoxicolato
La explicacidn de la diferente capacidad colerética de las sales bilia-
res se ha basado en su distinta potencialidad para formar micelas " in

vitro " , explicacidén que ha sido puesta en duda recientemente ( 63 ).

El concepto de una tasa de secrecidén de sales biliares conduce auna
invariable tasa de flujo canalicular es , desde luego , una simplifica~
cidén que puede ser valida solo en un rango restringido de producciones
de sales biliares . Una relacién mas compleja entre la secrecidn de sa-

les biliares y el flujo biliar ha sido descrita por otros autores ( 8 ).
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El que esta relacién no sea aiun bien comprendida , no es sorprenden
te , s1 se tiene en cuenta que las sales biliares parecen ser el mayor
factor regulador de la permeabilidad de las zonas de unidén intercelular

( 98 ), e incluso pueden influir en la formacién de la llamada fraccidn

independiente de las sales biliares

La regulacidn de la secrecidn de las sales biliares se lleva a cabo
a distintos niveles , aparentemente . Bajo la mayoria de las situaciones
fisioldégicas , la secrecidén de sales biliares depende de su " pool " to

tal , gobernado a su vez por la reabsorcidn intestinal y por la sintesis

enddégena de las mismas

La sintesis de sales biliares estd regulada por el retorno de las
sales biliares al higado via circulacidén enterohepatica ( 15 ). Asi
después de la interrupcién de la circulacién enterohepatica por drenaje
biliar continuo sin reingreso de bilis , el flujo declina ( 54 ) hasta

la sintesis endbégena de sales biliares se incrementa , al desaparecer el

" feed - back " negativo que mantienen las sales biliares al pasar a tra-

vés del hepatocito ( 38 )
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2.2.3.- LA FRACCION INDEPENDIENTE DE LAS SALES BILIARES ( FISB )

2.2.3.1.—- PRUEBAS

Esta fraccidn del flujo canalicular ha suscitado numerosas contro-
versias . Su existencia se postuld en base a la observacidn de que al re
presentar la relacion flujo - produccién de sales biliares , la recta
obtenida daba un corte positivo con el eje del flujo para una producciédn

nula de sales biliares ( 48 )( 51 )( 58 )( 136 ).

La presencia de esta fraccidn la apoya el estudio con drogas que au
mentan el flujo biliar sin aumentar la produccidén de sales biliares ; es
te es el caso de algunos barbitiricos ( 47 ), de la teofilina ( 11 ) ,
del glucagon ( 107 ) y del anién SC-2644 ( 48 )( 58 ). Ninguno de estos
agentes es excretado en bilis y no se les puede , pues |, achacarlﬂaefeg
to osmdético directo . Por otra parte , no existe ningin argumento que su
glera que estas sustancias puedan modificar la capacidad osmética de las
sales biliares o la permeabilidad del sistema biliar al agua o a los elec
trolitos. La interpretacién més admitida es pues , que estos coleréticos

estimulan mecanismos secretores independientes de los acidos biliares

2.2.3.2.— PAPEL DE LAS ATPasas , Na'- k'

La hipdtesis de que la fuerza rectora para la elaboracién de la frac
cidn independiente de las sales biliares es la actividad ATPasica , fue
planteada por Erlinger ( 49 ), basandose en las observacién de que di-
versos 1nhibidores del transporte de sédio ( la ouabaina , el acido eta

crinico y la amilorida ) , administrados " in vivo " a conejos , inhibian

selectivamente esta fraccidén ( 48 )( 52 ).

Sin embargo , en otras especies los inhibidores de la fraccidn inde
pendiente inducen , incluso , un efecto colerético , si bien es cierto,
que en estas especies ( perro y rata ) la ouabaina y el acido etacrini-
Co se transportan a la bilis de forma acumulativa , por 1lo que es posi-

ble que su efecto osmético enmascare parcial o totalmente su efecto inhi

bidor

.
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Debido al dificultad de interpretar los resultados ontenidos
" in vivo " ,se ha medido directamente la actividad ATPasica en membra
nas plasmaticas obtenidas a partir de homogenados de higado . Estos
experimentos realizados a partir de higados de ratas tratadas con fe-
nobarbital y hormanas tiroideas que aumentan al flujo biliar |, y
con clorpromacina y estrdégenos ( 57 ) que lo disminuyen , parecen de
s K+ y la

variacidén de la fraccidén independiente de las sales biliares ( 16 )

mostrar un paralelismo entre 1la actividad ATPasica, Na

( 47 )( 96 ) . En el caso del tratamiento con estrégenos , se obser

-~

vo , también , una disminucién en la fluidez de la membrana ( 47 ).

Un problema mas complejo es comprender como la actividad de la en
zima de membrana puede estar ligada a la secrecidén biliar . Hoy dia se

proponen dos mecanismos de acoplamiento entre la actividad ATPAsica y

la fraccidén independiente de las sales biliares

12) Transporte activo de Na ' desde el hepatocito hacia el espa

: . b + . )
cio intercelular . La acumulacién de Na crearia un gradien

te que tenderia a desplazr al Na+ , blen hacia el espacio

sinusoidal , bien hacia el canaliculo , en funcidén de la re

sistencia que encuentre

S1 la permeabilidad de las uniones intercelulares al sO

dio no es nula‘, lo que es probable , una fraccidn del Na+

bombeado al espacio intercelular , podria alcanzar el cana
liculo por esta via paracelular . Esta fraccidén de sdédio

podria ejercer un efecto osmético y contribuir a la for-

macidén del flujo biliar

22 ) El otro mecanismo propuesto postula la existencia de un

transporte acoplado a la actividad ATPasica , para un anién

Gl .0 CO3H_ , que aprovechando el gradiente de Na' creado,

alcanzase la luz canalicular donde ejerceria su accién osmé-

tica . Esto no es descabellado pues un transporte de Cl_

. . ¥ : . ey
graclas a un gradiente de Na ha sido puesto de manifiesto

en distintos epitelios ( 47 )
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2.2.3.3.- RELATIVIDAD DE LA INDEPENDENCIA FISB - FDSEB

Existen prubas experimentales que muestran una relacidén entre las
sales biliares y la supuesta fraccién independiente de las sales bilia
res . Asi , la administracidén de estrégenos , ademds de disminuir se—
lectivamente 1la fraccidén independiente de &cidos biliares , disminuye

también la secrecién de acidos biliares ( 71 3

La administracién de taurocolato a monos modifica la fraccidn in-
dependiente de sales biliares de forma relacionada con la tasa de infu

sidn.-C. 7 )

En el curso de la obstruccién biliar selectiva ( de un solo con—
ducto hepatico ) , se produce un aumento del flujo biliar por parte
del 1lébulo hepatico no obstruido , aumentando de manera paralela la
produccidén de sales biliares y la actividad ATPasica . Sin embargo
el aumento de flujo biliar en estas situaciones esti ligado principal

mente a un aumento de la fraccidn independiente de sales biliares

I o TN 3

Teniendo en cuenta estos hechos , no es sorprendente que se admita
que en parte , la fraccidn dependiente de las sales biliares y , cierta-
mente la fraccidn independiente de las sales biliares estan ligadas a la

actividad de la ATPasa, Na+— K+.

Puesto que la entrada de dcidos biliares en el hepatocito estid es—
trechamente ! asociada a la entrada de Na+ , ¥ puesto que las sales bilia
res activan a la ATPasa ( 134 ), es igualmente aceptable a " priori " :
que las sales biliares ejerzan parte de su accidn colerética estimulan—
do la bomba de sédio , lo que podria explicar , de confirmarse , por
qué distintas sales biliares secretadas a la misma tasa producen distin

tos efectos coleréticos. ( 63 ).
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2.2.4.- SUCESOS SINUSOIDALES
2.2.4.1.- LOCALIZACION DE LA ATPasa

La localizacidn de la ATPasa , Na'- K* sobre la membrana del hepa
tocito es de vital importancia para formular un modelo de secrecidén de
agua y solutos . Pruebas histoquimicas han revelado que la actividad
ATPasica de la membrana canalicular es escasa frente a la que se de-
tecta en la membrana sinusoidal y preferentemente intercelular ( 18 ).
Es decir en el S0% de la superficie del hepatocito . El higado no es
una escepcioén en este aspecto , puesto que esta localizacidén basolate-
ral es la que se ha encontrado como regla general en epitelios de se-

crecién o de absorcién ( 19 )( 47 ).

A la inversa , la fosfatasa alcalina se ha localizado selectiva-—
mente sobre la membrana canalicular ( 43 ). Su papel en los mecanis-—

mos secretores aun no es bien comprendido

La adenilato ciclasa activada por el glucagon parece tener una lo

calizacidn especifica sinusoidal y lateral ( 56 ) .

2.2.4.2.- EL FENOMENO ELECTRICO

Las medida realizadas con microelectrodos de registro intracelu-
lar han revelado la existencia de una diferencia de potencial entre el
exterior y el interior de la membrana del hepatocito, diferencia que
era de unos -50 mV en higado de rata " in situ " ( 150 ) y aproximada
mente de -33 mV en higado de rata aislado y perfundido . AGn no se co
noce la razdén de esta diferencia que refleja unas condiciones de limi

tacion metabdlica en el higado aislado

Se ha observado en perro que este potencial de membrana se inhi-
be por ouabaina . El dinitrofenol ( capaz de causar en 15 minutos una
caida del 74% en los niveles de ATP intracelular ) produce una caida
en el potencial de membrana similar al obtenido inactivando la bomba

electrogénica ( 150 ). La fenilhidantoina , que estimula la actividad

-
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ATPasica , produce un ligero pero significativo aumento de -42 mV a

-47 mV ( 150 ) , que se acompafia de un aumento en la concentracién de

K+ intracelular

Las altas concentraciones de potasio ( mds de 20 mM ) en el medio

de perfusidn de higado aislado de cobaya provocaban un descenso de 33 mV

en el potencial , mientras que altas concentraciones de otros iones
TR AR ) G . L Mgt , OH y COsH_ , en el medio tenian poco
efecto sobre el potencial de membrana ( 75 )

Estos valores de potencial se obtuvieron de registros puntuales
( 20 registros en 10 minutos ) en los que se consideraba potencial de
membrana el de aquellas células en las que tras ser penetradas, éste

subia hasta estacionarse , al menos dos segundos

Wondergem ( 152 ) ha estudiado en cultivo de hepatocitos en mono-
capa las evoluciones del potencial de membrana . Algunas células des-
pués de 48 horas en cultivo eran capaces de mantener un ritmo en supo-
tencial de membrana de 25 mV de amplitud y 7 minutos de periodo . Mis
diendose un aumento de la resistencia electrica del exterior al inte-

rior de la célula , durante la hiperpolarizacién.

Cuando se afiade al medio ClK ( 120 mM ) , el potencial decrece
y las oscilaciones desaparecen , 1lo que sugiere que durante las osci-
laciones la conductancia , al menos para el K* y, €S variable . Resta
saber si ocurre igual para otros iones como el Na' o el ox N R T AR

y qQué papel juegan en los mecanismos de captacidn

Esta capacidad de mantener dos estados alternos de potencial de

membrana se ha detectado también en macréfagos y en oocitos ( 152 Jo,



2.2.4.3.- CAPTACION HEPATICA

La entrada de sédio en el hepatocito a favor del gradiente elec-
trogénico generado por la actividad ATPasica parece que esta relacio-

nada con el proceso de captacién hepatica de distintas sustancias .

De acuerdo con esta hipdétesis , el uso de furosamida y bumetani-
da , inhibidores del transporte acoplado al Na+ en muchos epitelios,
blogquea la captacién de taurocolato Na' - dependiente por hepatoci-

tos aislados de rata ( 19 ).

- " . - - -~ - + . -
Los aminoacidos cuya captacién hepatica es Na - dependiente in-

hiben no competitivamnete , a altas concentraciones , la captacidn
de taurocolato , posiblemente por disipar el gradiente de sodio , re-—

duciendo la energia para la captacién de sales biliares ( 20 ).

Por otra parte existen datos recientes que sugieren que la acti-
vidad ATPasica : Na+- K+ puede ser regulada , al menos en parte , por
la concentracién de sales biliares . Los incrementos de flujo de sales
biliares a través del hepatocito y Ccomo resultado de una infusidn cré-
nica de sales biliares o por una obstruccidén biliar selectiva , en la
que aumenta el flujo de sales biliares a través del 16bulo no obstrui-
do , aumentan la la actividad de la ATPasa en la superficie de la mem-—
brana hepatocitaria ( 146 ). Esta subida es bloqueada por cicloheximie
da o actinomicina - D » 1O que sugiere que el aumento en la actividad
ATPasica resulta de una estimulacidn en la sintesis de 1la proteina en-
zimatica . No obstante , el estudio de fracciones membranosas de hepa-
tocitos incubados con altas concentraciones de sales biliares indican
una inhibicidén de la actividad ATPEsica y» aunque se piensa que esta

inhibicidén no es especifica sino mas bien debida a dafios en la membra-

nat o 19)

Por ultimo se sabe que los cambios en la composicién lipidica y

en la fluidez de la membrana canalicular pueden alterar la actividad

ATPasica

"
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Por analogia con el mecanismo propuesto para las sales biliares ;
no es ildégico pensar que otros aniones entren en el hepatocito se-
gun un sistema de aclopamiento al ién Na ' . La captacidén de estos io-
nes implicaria la existencia de transportadores de membrana iguales o

similares a los usados por las sales biliares

En epitelios donde se han localizado sistemas de transporte liga-
dos al sédio , aparece una relativa inespecificidad al anién captado

Asi , en vesicula biliar de conejo , podia sustituirse el COSH_pmu*(H..
+

El requerimiento de Na parece ser , sin cmbargo , especifico ( 19 ).

La subsecuente excrecién canalicular de estos aniones podria pro-
veer de un mecanismo adicional para la secrecidén de fluido de manera
osmotica . La supresién del Cl o del COSH_ del medio de perfusidén en
higado de rata aislado , provoca una reduccidn significativa en el flu

Jo biliar total , por disminucidn de 1a fraccidén independiente de las

sales biliares ( 74 )

No se ha demostrado que la captacién de Cl1 y CO.H sea Na - de-

3
pendiente . Incluso en cultivo de hepatocitos la captacién de Cl  re-
sultd ser Na+— independiente ( 19 ).
En bilis de rata se ha detectado ( 91 ) la existencia de una sus

tancia colerética con un. peso molecular inferior a 1000 d de naturale
za anidnica pero distinta a la de los acidos biliares 3 -hidroxilados.
Estos datos son concordantes con los estudios de acoplamiento biliar

anién - catién ( 86 )( 130 )

Muchos aminoacidos se captan de forma Na - dependiente ( 20 ) y
pueden ser excretados en bilis » Pe€ro no se han detectado para ellos
efectos coleréticos importantes , ni que Ssean necesarios para la for-
macidn de la bilis , por lo queé su contribucidn a la secrecidén biliar

€és 1ncierta
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2.2.5.~ TRANSFORMACIONES , ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE INTRACELULAR

En estudios " in vitro " las sales biliares se unen avidamente a pro

tipos y ambas poseian actividad glutation-S~transferasa . Una de ellas
era la anteriormente identificada LIGANDINA , relacionada estrechamente

con la conjugacidén y almacenamiento de Otros aniones como la BSP y la

bilirrubina ( 151 )

Se ha encontrado "in vivo " competencia por el almacenamiento entre
la BSP y las sales biliares taurocolato o dehidrocolato ( 32 ). La unién
a proteinas tiene implicaciones importantes tanto para la captacion como

para la excrecién , puesto que reduce la concentracidn efectiva dentro de

la célula

El papel de orgédnulos celulares en el transporte de &cidos biliares
€s aun oscuro . Un mecanismo propuesto implicaria un transporte vesicular
vectorial a través del hepatocito » de manera andloga a la secrecién de
proteinas en pancreas o a la secrecidn hepatica de IgA ( 19 ). Apoyan
esta hipdétesis las observaciones hechas durante Coleresis inducidas por
sales biliares , en las que aparece un crecimiento del sistema de Golgi;

asi como la proliferacidn de vesiculas en la zona pericanalicular ( 19 ).
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2.2.6.- SUCESOS CANALICULARES

2.2.6.1.- EL CONCEPTO DE Tm

El paso de sustancias de los hepatocitos a los canaliculos encierra
aun muchos secretos y generalmente se considera como etapa limitante en
los procesos de excrecién . En cada caso se ha caracterizado un transpor
te maximo ( Tm ) , tasa de excrecidén para la que los sistemas de trans-

porte de una sustancia dada estan saturados

El concepto de Tm esta empezando ya a ponerse en tela de Juicio
al menos en lo que se refiere a las sales biliares . Hoy se tiende a ha-
blar de SRm o tasa maxima de excrecidén , puesto que la limitacidén del
transporte parece radicar mas en el nivel de toxicidad de las distintas

sales biliares que en una saturacién de los transportadores.

Las altas tasas de secrecién méaxima ( SRm ) registradas para el ur-
sodeoxicdlico probablemente se deben a su baja toxicidad ( 73 )( 84 ).
A su vez el ursodeoxicélico puede evitar los efectos colestiticos del
taurocolato , pues impide'la caida que sufre la SREm para el taurocolato

durante infusiones mantenidas ( 85 ).

La Tm para otras sustancias parece depender de su concentracidn ca
nalicular , este es el caso de la BSP , gue en todos los experimentos se
mantiene en un estrecho margen ( 27 )( 35 ). El aumento de la Tm de BSP
por el taurocolato en higado de rata aislado , se pens® que podria deber
Se seguramente a una retirada de la BSP por el efecto celerético y mice-
lar del taurocolato ( 24 ). A la misma conclusidn se llegbé cuando aumen
taba la Tm de BSP al administrar fenobarbital que estimula la fraccidn

independiente de las sales biliares ( 89 ).

Al adminstrar a perros SC-2644 ( 62 ), teofilina y metilumbelifero
na ( 50 ), agentes que aumentan el flujo canalicular , no se encontrd
elevacidn alguna en la Tm de BSP . Ademds , el hecho de que tres sales

biliares con distintas capacidades colerética y formadora de micelas
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(taurocolato , tauroquenodeoxicolato y taurodehidrocolato ) aumentan de
manera similar la Tm de BSP ( 17 ), sugiere que existe una interaccidn
no solo en la luz canalicular , sino , quizas , también a nivel de los

sistemas de transportadores

Tanto en ratas Wistar normales ( JJ ) como en ratas Gunn heteroci-
goticas ( Jj ) , con dos tercios de la capacidad bilirrubina — UDP - glu
curoniltransferasa , el tratamiento con agentes inductores enzimaticos
como el fenobarbitone o la glutemida , provocan un aumento de la activi-
dad glucuroniltransferdsica y conduce a un aumento de la Tm de bilirrubi
na , proporcionalmente mayor en las ratas Gunn . Estos datos implican que

la Tm de la bilirrubina depende de la capacidad de conjugacién ( 140 ).

2.2.6.2.— EXOCITOSIS

Los procesos de transporte vectorial de vesiculas , que acabaran por
verter su contenido al canaliculo , va ganado credibilidad . El hecho de

que la eliminacién de Ca' ' en el liquido de perfusidén de higado aislado

. g ++ g
reduzca el flujo biliar hace pensar que el Ca , ademas de en otros pro
cesos celulares , coopera en condiciones normales en la exocitosis de pro

ductos coleréticos

La deteccidn en bilis de enzimas microsomales y la localizacidén pre
via del " pool " de lipidos biliares que forman parte de la membrana mi-
crosomal , abogan por un transporte vesicular y consecuentemente , por

procesos de exocitosis ( 19 ).
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2.2.6.3.- MICROFILAMENTOS Y MICROTUBULOS

Las drogas como la citocalasina B ( 123 ), que causa la despolimeri
zacidn de los filamentos y, O la faloidina ( 39 ), que los aglutina

y desorganiza irreversiblemente , inducen un descenso ( incluso una inhi

bicidén total ) del flujo biliar.

Aunque los mecanismos por los que la disfuncidén de los microfilamen
tos causa colestasis no se conoce con axactitud , se plantean tres posi-

bilidades no incompatibles

a) Una alteracién de la organizacién estructural principal-
mente de las microvellosidades |, probablemente con alteracidn

de los sistemas de transporte.

b) Una bajada del tono en el sistema biliar ya que los micro
filamentos pueden tener un papel mecdnico en el mantenimiento

del flujo biliar , por su capacidad contractil . L

C) Una modificacién de la accién reguladora que los microfi-

lamentos parecen jugar sobre la permeabilidad de la via parace

lular ( 44 ).

No obstante , otros estudios indican que la inhibicidén de los micro
tdbulos con agentes como la colchicina y la vimblastina , no provocan al

teraciones en la produccién de bilis ( 39 )

En trabajos en los que se aprecia una reduccion significativa del
flujo ( 68 ) , se detectd deterioro , tanto de los procesos de captaciédn

( 115 )( 127 ). como de secrecidn ( 116 ) de sales biliares en ratas y en

hepatocitos aislados.

En ratas , la colchicina no disminuye el flujo biliar pero impide
la respuesta colerética a cargas exodgenas de sales biliares |, pues la
fraccidén dependiente de las sales biliares sufre alteraciones ( 60 )

S1 se administra junto con faloidina causa un descenso del flujo mucho
mayor que el ocasionado solo por la faloidina . Es decir que la interac-
cidén de los sistemas formados por microtiubulos y microfilamentos , pare
cen jugar papeles , aln no conocidos » en los procesos de formacién de

la bilis ( 39 ).
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2.2.7.— LA VIA PARACELULAR

Las sustancias de elevado peso molecular como la inulina ( 5000 d ),
la sacarosa ( 342 d ), el polietilenglicol (4000 d ) y el ferrocianuro
( 484 d ) pasan rapidamente a la bilis sin sufrir un equilibrio previo
en el hepatocito , lo que sugiere la existencia de una via alterna a la
transcelular , para alcanzar el canaliculo . En otros experimentos con
carboxilinulina y ferrocianuro ( 25 ) el aclaramiento biliar de estas
sustanclias cargadas negativamente , fue inferior al de sustancias sin
carga del mismo tamafio (inulina y sacarosa ) . Esto parece indicar que
existe una barrera o permeabilidad selectiva en la via paracelular , dd
ficultando la entrada de cargas negativas y facilitando la de iones car-

gados positivamente , como el Na'

En las coleresis inducidas por dehidrocolato y taurodehidrocolato ,
se observa un aumento progresivo de la permeabilidad para la sacarosa |,
una penetracidn del ion lantano por las uniones intercelulares y la for-
macidén de vesiculas en estas zonas ( 99 ). Estos datos parecen indicar
que la via paracelular contribuye en los mecanismos de formacidén de 1la

bilis , al menos en estas condiciones experimentales

El taurocélico , acido biliar enddégeno formador de micelas , altera
la permeabilidad del sistema biliar para el eritritol y la inulina , mo-
dificando simultaneamente la fraccidn independiente de las sales bilia-
'és y su propila respuesta colerética ( 7 ). Parece , pues , que la via
paracelular es importante , si no predominante , €n la coleresis inducida

por las sales biliares ( 46 )

S1 durante el tratamiento con fenobarbital , clasico estimulador de
la fraccidn independiente de sales biliares ( 121 ), se administra leuci
na marcada , la radiactividad al cabo de seis horas aparece principalmen
te en una subfraccidn peSada rica en complejos de unidén intercelulares ;
sin embargo , se observa que no existen cambios en la actividad ATPisica
durante el tratamiento , por lo que la via paracelular parece ser impor-
tante , también , en la formacidén de la fraccidn independiente de sales

biliares ( 69 ).

Fa
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2.3.- LA BILIS DUCTULAR Y DUCTAL

El sistema ductular-ductal altera la composicidén electrolitica y el

volumen de la bilis primaria ( canalicular ) por procesos de absorcidn

y secrecidn

La secrecidn de agua depende , sobre todo , de una secrecidn activa
de bicarbonatos ( 28 ) y , posiblemente , de un mecanismo de bombeo elec
+

troneutro Na - Cl ( 51287 )

La contribucidn cuantitativa del sistema ductular—-ductal al flujo

biliar total depende de la especie , siendo minima en la rata ( 29 ),

El epitelio del sistema es impermeable a las sales biliares y el pa
pel preponderante lo tienen los electrolitos ( 28 ) . Los datos experi-

mentales sugieren la presencia de un transporte activo para Cl Na® y

’

COSH_ pero pasivo en el caso de K+. Se postula una bomba electroneutra
14 B Na+ y una bomba de bicarbonatos que probablemente no se deba a la

anhidrasa carbénica , pues no se ha detectado su presencia en este epite

1306 .

La luz del conducto biliar es siempre electronegativa respecto a la

cara serosa del epitelio , quizéds debido a potenciales de difusidn del

bicarbonato ( 28 ).

Aunque la bilis canalicular es usualmente isotdénica con el plasma

0 ligeramente hipotdénica durante coleresis inducidas por taurocolato

Y

la actuacién del sistema ductular-ductal conduce a la formacidn de una

bilis hipertdénica ( 28 )( 148 ) , lo cual puede ser debido a una secre
cién de fluido rico en CO3H_ , como ocurre en coleresis producidas por
secretina ( 12 )( 148 ) , o bien a la reabsorcidn de agua

En perro , se incrementa la capacidad de concentrar la bilis prima
ria que , en condiciones fisioldgicas , posee el conducto biliar comun ,

tras la colecistectomia , reemplazando asi a la vesicula biliar en es

ta misién ( 54 )( 128 )



2.4.- PRINCIPALES SISTEMAS DE EXCRECION Y SUS INTERACCIONES

2.4.1.- CARACTERISTICAS MOLECULARES QUE DETERMINAN LA
EXCRECION BILIAR

2.4.1.1.- PESO MOLECULAR

El umbral de peso molecular para la excrecidn hepatica de sustancias
organicas es variable y depende de la especlie : 325 + 50 d para rata |,
400 + 50 d para cobaya y 475 + 50 d para conejo ( 77 )( 88 ), pero
tiene urios limites no muy amplios . Por encima de estos valores una sustan
Cia puede excretarse tanto por higado como por rifién . Hasta un peso mole
cular de 850 d, por encima del cual la excrecidn es predominantemente

hepatica ( 77 )
2.4.1.2.— POLARIDAD

En general puede decirse que parece necesaria la presencia de un gru
po fuertemente polar para la excrecién biliar ( 138 ). Bien que estuviera
de antemano en la molécula o bien que se afiada a ella en el hepatocito
por conjugacidn con moléculas polares tales como acido glucurdénico , glu-
tation , sulfato , glicina o taurina ( 138 ). Esta regla , sin embargo,
no es aplicable siempre . Asi , la excrecién biliar de glicdsidos cardia-
COos es 1nversamente proporcional a su polaridad , en ratas , cobayas y

perros ( 129 )( 88 ) , pero no en conejos ( 129 )
2.4.1.3.- LIPOSOLUBILIDAD

La influencia de esta propiedad » Se ha demostrado convincentemente
comparando la excrecidn biliar de una serie de ferrioxaminas de liposolu-
bilidad variable . La excrecidn de estos compuestos es funcidn directa de
su liposolubilidad . Similarmente » S€ ha comprobado que la excrecidn

biliar de compuestos de amonio cuaternario , depende de su liposolubili-

dad ( 128 ).



2.4.2.- IONES INORGANICOS

La composicidn catidnica de la bilis es muy parecida a la del plas
ma , siendo los cationes predominantes Na+ y K+ ( 148 ), aunque la con-
centracién de Na' en bilis hepatica es , generalmente , superior a la
plasmatica . La bilis canalicular es normalmente isotdnica o ligeramen-<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>