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El tracto hepatobiliar se inicia con la red de canaliculos biliares (espacios formados por la region apical -
de hepatocitos adyacentes), donde se genera la bilis, y contintia con los conductos biliares CﬂﬂSlguEIRS
intrahepaticos, en los _qug la bilis refs_ulta modlflcadfa,por las células eplt_ellales que taplzz?n_dlchols_ antes d e qu e
conductos (los colangiocitos). La bilis es una solucidn acuosa que contiene solutos organicos (acidos

biliares, fosfolipidos, colesterol, pigmentos biliares, glutatién y proteinas, asi como multiples Sg aguten
metabolitos de sustancias enddgenas y exdgenas) e inorganicos (fundamentalmente bicarbonato,
cloruro, sodio, potasio y calcio). La composicion y concentracion de cada uno de estos solutos varia a

lo largo del tracto hepatobiliar. Por ello se puede distinguir entre la bilis canalicular (o primaria) y la bilis -
ductular (o bilis modificada a lo largo de los conductos biliares mediante procesos de
secrecion/absorcién que la fluidifican y alcalinizan). En la generacion y modificacion de la bilis
intervienen multiples proteinas transportadoras localizadas en lugares especificos de los hepatocitos y

] colangiocitos, y todo el proceso esta regulado por diversos estimulos de tipo metabdlico, hormonal y
About the journal neurovegetativo® .

This article is part of the
journal

De los 600 a 1.200 ml de bilis generados diariamente en humanos, un 60% corresponde a bilis
canalicular. La mitad del flujo biliar canalicular se genera por la fuerza osmoética que ejercen las sales
biliares (flujo biliar dependiente de sales biliares; en inglés, bile salt-dependent bile flow), mientras que
la otra mitad se genera por la fuerza osmética debida a la excrecion de otras sustancias, sobre todo
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independiente de sales biliares; en inglés, bile salt-independent bile flow). En los conductos biliares, la EXPLORA ELSEVIER:
fluidificacion de la bilis es el resultado de la fuerza osmotica que ejerce la excrecion ductular de iones, RECURSOS PARA: X |
y en particular el bicarbonato, que ademas de alcalinizarla determina un aumento de su volumen total | |

hasta completar el 40% del flujo biliar diario. | |

. . L P - WEBSITES ELSEVIER:
Los hepatocitos constituyen una barrera anatomica entre la sangre portal y el liquido biliar, separados SITESELS | !

Unicamente por las uniones intercelulares o tight junctions. La membrana plasmatica de los hepatocitos
presenta una polaridad estructural. Por el lado sinusoidal o basal, la membrana plasmatica se encuentra  CORPORATIVO:

en contacto casi directo con la sangre portal (solamente le separa de ella el espacio de Disse), y | | I
contindia en la membrana plasmatica lateral (adyacente a los otros hepatocitos), determinando ambas | |
porciones el dominio 0 membrana basolateral. Por otro lado, la membrana plasmatica canalicular

Estas uniones son impermeables a la mayoria de los componentes sanguineos (incluida el agua), y en
la membrana plasmatica limitan ademas la difusion de lipidos y proteinas de membrana entre los
dominios basolateral y apical. Los colangiocitos también poseen dominios basolateral y apical
separados por las uniones intercelulares. Pero en el caso de los colangiocitos la membrana basolateral
no esta en contacto directo con la sangre como la membrana sinusoidal de los hepatocitos, ya que la
sangre que circunda los conductos biliares fluye a través de los plexos vasculares periductulares que se
derivan de la arteria hepatica. Debido a la relativa impermeabilidad de las uniones intercelulares, y al
caracter hidrofdbico de la membrana plasmética, los hepatocitos y colangiocitos disponen de diversos
canales de agua denominados acuoporinas (aguoporins, AQP) que posibilitan el transporte transcelular
de agua y, por tanto, desempefian un papel importante para que la fuerza osmética originada por la
excrecion de solutos a lo largo del tracto hepatobiliar se traduzca en un aumento del flujo biliar. A
continuacion se describen brevemente los diversos mecanismos de transporte que generan el flujo
biliar, asi como los principales estimulos reguladores y vias de sefializacion.

Para la generacion de la bilis canalicular, los hepatocitos disponen de mdiltiples sistemas de transporte
polarizado, localizados unos en la membrana plasmatica basolateral, y otros en la membrana canalicular
o apical. Asi, en la membrana basolateral se encuentra el transportador Na*-K*-ATPasa, que mantiene
un gradiente i6nico (Na¥ exteriorsinterior; K interior>exterior) Y genera, junto con un canal de K*, un
potencial eléctrico intracelular de aproximadamente 35 mV. Este potencial eléctrico permite la
homeostasis intracelular de iones y del pH, asi como la entrada electrogénica, dependiente de Na*, de
sales biliares conjugadas (glicocolato, taurocolato, tauroquenodeoxicolato y tauroursodeoxicolato), que
se realiza mediante el cotransportador Na™-taurocolato (sodiumy/taurocholate cotransporting
polypeptide, NTCP o SLC10A1). La membrana sinusoidal dispone ademas de otro grupo de proteinas
(organic anion transporter polypeptides, OATP) que llevan a cabo el transporte independiente de Na*
de una gran variedad de moléculas anfipaticas, incluidas sales biliares conjugadas y no conjugadas
(colato, glicocolato, taurocolato, tauroquenodeoxicolato y tauroursodeoxicolato), conjugados de
estrogenos, aniones organicos tales como bromosulfoftaleina y el leucotrieno C4, y numerosos
metabolitos de xenobidticos. La alta concentracion intracelular de glutation reducido en el hepatocito
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estimula su intercambio con sustratos organicos del torrente circulatorio a través de esta familia de
transportadores. Recientemente, se ha visto que las rifampicinas interaccionan con los diversos
miembros de estos transportadores que facilitan el aclaramiento de xenobidticos (OATP-A o SLC21A3,
OATP-B o SLC21A9, OATP-C o SLC21A6 y OATP8 o SLC21A8)4. A la hora de interpretar los estudios
de este tipo de transportadores en animales, conviene tener presente que la numeracion de OATP
aplicada en humanos no siempre se corresponde con la de los Oatp en roedores; por ejemplo, el
OATP-C humano es el ortélogo del Oatp4 en roedores®. Las proteinas MRP (multidrug resistance-
associated proteins) forman otra familia de transportadores de aniones organicos y se engloban en el
grupo C dentro de la superfamilia de transportadores con ATP-binding cassette o superfamilia ABC.
MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4), MRP5 (ABCC5) y MRP6 (ABCC6) se localizan en la membrana
sinusoidal del hepatocito y aumentan su expresion en situaciones de colestasis para mediar la salida de
diversos aniones organicos como la bilirrubina conjugada hacia la sangre. EI MRP4, ademas de poder
transportar prostaglandinas, es capaz de transportar hacia la sangre el glutation reducido junto con
sales biliares monoanidnicas (colato, colitaurina y coliglicina). En situaciones de colestasis con un
incremento intrahepatocitario de la bilirrubina conjugada, es caracteristico el aumento que se produce
en la expresion basolateral de MRP3, asi como la aparicidn a este nivel de MRP1.

Para la captacion sinusoidal de cationes organicos (neurotransmisores y otras aminas enddgenas,
xenobidticos catidnicos, etc.), la membrana basolateral hepatocitaria dispone de transportadores
poliespecificos como el OCT1 (organic cation transporter 1, SLC22A1), que en el higado fetal presenta
una forma equivalente (OCTN1 o SLC22A4), y el OCT3 (SLC22A3), el cual parece desempeiiar un
papel importante en la captacion de monoaminas. Por Ultimo, la membrana basolateral del hepatocito
posee otros transportadores de iones inorganicos, ademas de los mencionados anteriormente, como es
el caso del intercambiador Na*/H* 1 (Na”/H* exchanger 1, NHE1 o SLC9A1) y del intercambiador CI

/HCO3 dependiente de sodios, encargados, junto a otros transportadores idnicos, del mantenimiento
de la homeostasis idnica y del pH intracelular.

Normalmente, el transporte de constituyentes biliares a través de la membrana canalicular es la etapa
limitante para la formacion de bilis. Al menos 6 transportadores activos primarios estan involucrados en
la secrecion canalicular de componentes biliares (MDR1, MDR3, BSEP, MRP2, BCRP y FIC1). El MDR1
(multidrug resistence P-glycoprotein 1 o ABCB1) actlla como una bomba que exporta componentes
organicos de tipo catidnico hidrofdbico (p. €j., farmacos como la colchicina, adriamicina, vimblastina y
doxorrubicina). Hasta el momento no se ha descrito ninguna enfermedad causada por déficit en este
transportador. El MDR3 (ABCB4, mdr2 en roedores) actlia como una flipasa que transloca fosfolipidos
como el fosfoinositol; alteraciones diversas en este transportador conducen al cuadro de colestasis
intrahepatica familiar progresiva de tipo 3. El BSEP (bile salt export pump, ABCB11, antes también
denominado SPGP, del inglés sister of P-glycoprotein) actia como una bomba que exporta sales
biliares y su déficit conduce a otro tipo de colestasis intrahepatica familiar progresiva (la tipo 2). El
transportador BSEP es, en definitiva, el principal responsable de la generacion del flujo biliar canalicular
dependiente de las sales biliares. Respecto a FIC1, las alteraciones en este transportador pueden ser
mas 0 menos graves Yy dar lugar bien a la colestasis intrahepatica familiar progresiva tipo 1, o bien a un
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cuadro colestasico mas benigno denominado BRIC (benign recurrent intrahepatic cholestasis). Por
ultimo, el transportador MRP2 (ABCC2, también denominado cMOAT, de canalicular multispecific
organic anion transporter) media la excrecion canalicular de componentes biliares tan importantes
como la bilirrubina conjugada y el glutation reducido. Su déficit es la causa del sindrome de Dubin-
Johnson, en el que existe un aumento de las concentraciones de la bilirrubina conjugada en sangre
(hiperbilibirrubinemia conjugada).

Para el transporte de iones, la membrana canalicular se encuentra dotada de canales de Cl cuya(s)
identidad(es) queda(n) por determinar. Pueden activarse por un aumento de volumen y/o por la
liberacion de Ca?* intracelular (swelling- and CF* -activated chioride channels), pero en cualquier caso
son distintos del CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator o ABCC7). El CFTR es un
canal de Cl sensible al adenosinmonofosfato ciclico (CAMP) que en el tracto hepatobiliar se expresa en
colangiocitos (véase mas adelante), pero no en hepatocitos. De todas formas, es muy probable que los
hepatocitos posean otros canales de Cl canaliculares que, directa o indirectamente, sean también
sensibles al aumento de las concentraciones intracelulares de cAMP tras estimulos coleréticos como el
glucagdn. Por otra parte, la membrana canalicular también posee una actividad de intercambio de
aniones (anion exchange, AE), que es independiente de sodio y estimulable por cAMP. La proteina AE2
(SLC4A2) es el Unico intercambiador de aniones independiente de sodio que se ha descrito en el
higado y se expresa en la regién apical a lo largo del tracto hepatobiliar’. Por tanto, lo mas probable es
que la AE2 sea la proteina responsable de la excrecién hepatobiliar de bicarbonato tanto en hepatocitos
como en colangiocitos. EI modelo mas aceptado actualmente sostiene que el desencadenante de la
excrecion de bicarbonato tras un estimulo colerético es la activacion de los canales de Cl, que a su vez
permiten que se establezca un gradiente favorable a un intercambio CI/HCO3, con entrada de Cl a
cambio de la salida de HCOs3. La movilizacidon de agua desde el sinusoide hacia el canaliculo se ve
facilitada por 2 tipos de canales de agua o acuoporinas. En la membrana basolateral de los hepatocitos
de rata se ha descrito la AQP9, que es una acuogliceroporina presuntamente encargada de la
internalizacion de agua en el hepatocito (ademas de glicerol, principal sustrato de la gluconeogenia
hepética). La salida de agua del hepatocito hacia el polo canalicular parece requerir la presencia de otra
acuoporina, la AQP8. Se ha descrito que la AQP8 se transloca desde el interior del hepatocito a la
membrana canalicular en respuesta al glucagdn, que activa la via de sefializacion de la proteincinasa A
(PKA) tras aumentar las concentraciones de cAMP. La activacion de la PKA, asi como cambios en el
volumen y pH intracelular, pueden regular el movimiento de vesiculas con AQP8 de la regién subapical
a la membrana canalicular y viceversa, mediante procesos de endocitosis y exocitosis, de modo similar
a como se ha demostrado recientemente en colangiocitos para vesiculas que contienen
simultaneamente AQP1 (antes denominada CHIP28), CFTR y AE28, También en el hepatocito es muy
probable que las mismas vesiculas que transportan AQP8 contengan AE2 y canales de Cl sensibles a
CcAMP.

Como ya se ha sefialado anteriormente, la bilis canalicular se modifica en los conductos biliares a
través de distintos transportadores de electrdlitos y canales de iones que se localizan en los
colangiocitos. Estas células epiteliales que tapizan los conductos biliares determinan la fluidificacion y
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alcalinizacion de la bilis primaria hepatocelular, secretando o absorbiendo agua, asi como diversos
solutos biliares (electrolitos, glucosa, aminoacidos, etc.). Aunque constituyen sélo el 3-5% de la masa
celular del higado, los colangiocitos son responsables de la generacion (regulada en atencion a los
requerimientos fisioldgicos) de hasta el 40% del volumen biliar ductular, De esta manera, el arbol biliar
intrahepatico desempefia un papel importante en la regulacion del volumen y la composicion de la bilis.
A semejanza de los hepatocitos, los colangiocitos poseen mdltiples transportadores idnicos, tanto en la
membrana basolateral como en la apical. Asi, en la basolateral se localiza el intercambiador
sodio/protén NHE1, que alcaliniza la célula al internalizar Na* a cambio de una salida de H*. También

se encuentran en la membrana basolateral de los colangiocitos un cotransportador Na*/HCOs (natrium
bicarbonate cotransporter, familia NBC) y un intercambiador electroneutro CI/HCO3 dependiente de
Na™, que serfan responsables de internalizar el bicarbonato que posteriormente se excretara a la luz de
los conductos biliares. Todavia no se han determinado con exactitud las proteinas implicadas en estas
actividades transportadoras, pero NBC4 (SLC4A5)9 podria ser el cotransportador basolateral, mientras
que NDCB110 u otra isoforma de éste podria ser el intercambiador basolateral de Cl/HCO3 dependiente
de Na*. El gradiente de Na™ requerido para el flujo de iones se mantiene gracias a 2 proteinas
basolaterales: la Na*-K*-ATPasa (que extruye 3 cationes de Na* a cambio de la salida de 2 cationes
de K*) y un canal de K* (que permite la salida de este catién). A su vez, la entrada de Cl es facilitada
por el cotransportador Na*/K*/2Cl basolateral. En situaciones de colestasis, los intercambiadores
sodio/proton apicales NHE2 (SLC9A2) y NHE3 (SLC9A3) pueden actuar en procesos de reabsorcion de
Na*.

En la membrana apical o ductular de los colangiocitos se localizan el intercambiador de aniones CI°
/HCO3 independiente de sodio AE27 y el canal de ClI CFTR, que parecen tener un papel importante en
la formacion del flujo biliar independiente de sales biliares. Como ya se menciond previamente,
estudios recientes indican la presencia simultanea de AE2, CFTR y APQ1 en vesiculas subapicales que
pueden migrar e insertarse en la membrana apical tras un estimulo colerético como la secretina®. La
interaccion de la secretina con su receptor especifico SCTR, localizado en la membrana basolateral de
los colangiocitos, incrementa las concentraciones intracelulares de cAMP, que a través de la PKA
parecen estimular la insercion apical de las vesiculas, con el consiguiente aumento de la actividad de
las 3 proteinas transportadoras (sin que ello descarte un efecto estimulador directo sobre la actividad
de una o mas de ellas, como parece ser el caso del CFTR). Por tanto, para explicar la hidrocoleresis rica
en bicarbonato que sigue al estimulo con secretina cabria hipotetizar aqui un modelo paralelo al
mencionado antes para los hepatocitos y la coleresis tras el estimulo con glucagoén (si bien en los
colangiocitos los canales de Cl y de agua serian diferentes). Asi, la salida inicial de Cl tras la activacion
del CFTR posibilitaria el intercambio Cl/HCO3 en presencia del intercambiador de aniones AE2, vy la
fuerza osmética ejercida por el bicarbonato ductular arrastraria el agua, que fluiria con facilidad hacia la
luz de los conductos biliares a través de la AQP1 apical. La necesaria entrada de agua en los
colangiocitos estaria posibilitada por la AQP4 localizada en la membrana basolateral. La bombesina es
otro estimulo colerético, si bien su mecanismo de accidn es poco conocido?. Un efecto antagonico al
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de la secretina es el que produce la somatostatina, ya que la interaccién con su receptor especifico
basolateral SSTR2 provoca un descenso de las concentraciones intracelulares de cAMP que inhibe la
actividad del CFTR. La gastrina también tiene un efecto colestasico tras interaccionar con su receptor
especifico basolateral GASR (coincidente con el receptor B de la colecistoquinina), tras lo cual se
producen una disminucién de las concentraciones intracelulares de cAMP y un aumento de las de ca**
que activa la via de la proteincinasa Ca (PKCa). Sin embargo, el aumento intracelular de Ca%* no es de
por si colestasico, sino que su efecto se relaciona mas bien con la via especifica de sefializacion que
determina un patron subcelular de ondas, oscilaciones, etc.1l, Al igual que los hepatocitos, los
colangiocitos poseen en la regidn apical canales de Cl dependientes de ca** (y por tanto distintos del
CFTR ya mencionado), que se estimulan, por ejemplo, por la elevacion de las concentraciones
intracelulares de Ca%* tras estimulos de ATP o acetilcolina. Se ha conjeturado que el ATP excretado a la
bilis canalicular por los hepatocitos podria activar los receptores purinérgicos P2y, que se encuentran en
la membrana apical de los colangiocitos. La activacion de los receptores P,y estimula la generacion del
segundo mensajero inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3), el cual se une a sus receptores InsP3R (o ITPR),
fundamentalmente al de tipo 3, que es muy abundante en el dominio apical de los colangiocitos.
Mediante esta via, el ATP es capaz de inducir la sefializacién de oscilaciones del ca** intracelular, que a
su vez activa los canales de Cl dependientes de ca** apicales. Por su parte, la acetilcolina es capaz de
interaccionar con los receptores basolaterales M3 originando un aumento de las concentraciones
intracelulares de InsP3 y la consiguiente activacion de los InsP3Rs con el desencadenamiento de ondas

intracelulares de Ca?* (de region apical hacia la basolateral). Es interesante destacar aqui el papel
colerético de algunas sales biliares, especialmente del acido ursodeoxicélico, que es capaz de producir
una coleresis particularmente rica en bicarbonato. Se sabe que el acido ursodeoxicdlico es capaz de
aumentar los valores de Ca* intracelular y de activar los canales de Cl dependientes de Ca?*. Es
posible que los multiples efectos beneficiosos del acido ursodeoxicdlico en situaciones de colestasis

estén también relacionados (directa o indirectamente) con un aumento de la actividad AE21% 13,

Ademas, los colangiocitos disponen de un sistema de reabsorcion de sales biliares que resulta
particularmente Util en situaciones de obstruccion del arbol biliar. Asi, las colangiocitos expresan en su
membrana apical la misma proteina que se encuentra en el ileon para reabsorber sales biliares junto a
sodio (/leum sodium bile salt transporter, ISBT, también denominada NTCP tipo 2 y mas recientemente
SLC10A2). En los colangiocitos esta proteina apical, que ha pasado a llamarse ASBT (apical sodium bile
salt transporter), es capaz de reabsorber taurocolato y otras sales biliares en situaciones de colestasis.
Es interesante el hecho de que en la membrana basolateral se encuentra a su vez una forma truncada
de este transportador (t-ASBT), que parece responsable de ultimar la reabsorcion de las sales biliares
desde la bilis hasta la sangre. En dichas situaciones de colestasis la AQP1 actuaria reabsorbiendo agua
desde el lumen canalicular y la AQP4 secretaria agua desde el interior celular a la sangre.

En situaciones en las que se produce una acumulacion de los productos finales del catabolismo del
colesterol como son las sales biliares, tanto la sintesis como la excrecion de estos productos se alteran
profundamente en los hepatocitos. En este sentido, resulta cada vez mas evidente el papel de la
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interaccion de las sales biliares con receptores nucleares (p. €j., FXR, RAR, VDR, PXR, RXR, LXR, LHR-1)
y con factores nucleares (HNF1a y HNF4a , por un lado, y SHP-1, por otro)14. Los acidos biliares son
ligandos enddgenos de FXR, el cual regula los genes de la sintesis de acidos biliares, ademas de su
excrecion biliar y absorcidn intestinal. A través de la induccidn del represor transcripcional SHP-1, FXR
es capaz de proteger a los hepatocitos del exceso de acidos biliares activando directamente su
exportacién a través del transportador BSEP y disminuyendo la expresion hepatocitaria tanto de los
importadores basolaterales de sales biliares OATP-C y NTCP (que normalmente se activan por la via del
HNF4a — HNF1a ), como de las enzimas CYP7A1 y CYP8B1, que catabolizan el colesterol en acidos
biliares. El papel del factor nuclear HNFla en la regulacion de la expresion de multiples genes que
intervienen en la sintesis y catabolismo del colesterol, asi como en la generacion del flujo biliar
dependiente de sales biliares, ha quedado aiin mas patente en el modelo de ratones knock-out para
este factor de transcripcion'®. Recientemente hemos observado que el HNF1a es también capaz de

regular la expresion de una de las isoformas de AE21® 1o que induce a pensar que este factor de
transcripcion puede tener un papel en la generacion del flujo biliar independiente de acidos biliares.

El conocimiento cada vez mas profundo de los mecanismos moleculares implicados en la formacion de
la bilis sera de indudable valor a la hora de sentar las bases cientificas para el tratamiento
particularizado de las diferentes formas de colestasis, y en especial las de origen intrahepatico y no
obstructivo como las colestasis familiares (de origen genético), las de causa hormonal
(desencadenadas por estrogenos) y las debidas a farmacos y xenobidticos.
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