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Resumen

Se ha sugerido que pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal con
o sin reseccidon ileal o bien aquellos con obesidad morbida o
hipercolesterolemia tratados con derivacién ileal, tienen un riesgo elevado de
desarrollar litiasis bitiar (L.B) pigmentaria. Puesto que la bilirrubina no conjugada
(BNC) juega un papel importante en la patogenia de la LB, el objetivo de este
trabajo fue investigar si la reseccién ileal conduce a un incremento en la
secrecion biliar de bilirrubina, debido a un incremento en la circulacion
enterohepatica de la misma, y si la administracion de acido ursodesoxicolico
(AUDC) es capaz de inducir el mismo efecto, con lo que se pudiera probar que la
circulacion enterohepatica de la BNC, estd mediada por la malabsorcion ‘e
sales biiares (SB). Se realizaron tres experimentos, en los dos primeros se
utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dowley, mientras que en el tercero se
emplearon ratones de la cepa CES7/J. En el primer experimento se considerd
como grupo experimental aquel grupo de animales sometidos a reseccion ileal
y como grupos control a los siguientes: sin operacién, sham, transeccion ileal,
yeyunectomia proximal, yeyunectomfa distal, transposicién ileocolénica e
ileocecectomia. En el segundo experimento se previno la coprofagia en los
grupos sometidos a reseccion y transeccion ileal respectivamente. Mientras que
en el tercer experimento los animales fueron alimentados con una dieta
enriquecida de AUDC en tres diferentes concentraciones (0.1%, 0.25% y 0.5%).
Al final de cada periodo experimental, a todos los animales se les practicéd una
fistula biliar externa, la cual sirvié para cuantificar la secrecién biliar de
bilirrubina y SB respectivamente. En el primer experimento se observé un
incremento en la secrecién biliar de bilirrubina en los grupos de animales cuya
cirugia involucrd el ileon (reseccién ileal, yeyunectomia distal, transposicion
ileocoldénica e ilececectomia). La secrecion de SB se incrementd
significativamente en el grupo sometido a reseccion ileal en comparacién con
los controles, E! incremento en la secrecion biliar de bilirrubina en el grupo con
reseccion ileal se confirmé en el segundo experimento, a pesar de haber
prevenido la coprofagia. En el tercer experimento se observé un incremento en
la secrecion biliar de bilirrubina en aquel grupo de animales alimentados con
AUDC al 0.5%. Nuestros resultados sugieren que la reseccion ileal induce un
aumento en la secrecién biliar de bilirrubina, el cual resulta de la absorcion de la
misma a nivel del colon por la malbsorcién de SB que presentan estos animales.
De esta forma una vez que se absorbe en el colon entra a la circulacion
enterohepatica en donde recicla. Este mismo fendmeno se puede observar
cuando se administra AUDC, el cual es capaz de causar malabsorcién de SB.
Finalmente estas observaciones son consistentes con la hipétesis de que la
reseccion ileal causa hipersecrecion de bilirrubina no cojugada, la cual esta
mediada por la malabsorcién de SB. Al mismo tiempo, asientan las bases
fisiopatoldgicas de un de los mecanismos involucrados en la formacién de la
litiasis biliar pigmentaria.



Abstract

Patients with ileal disease, resection or bypass are at risk of developing
pigment galistone, but the pathophysiological mechanisms are unknown. In this
study we tested the hypothesis that ileectomy in the rat induces enterohepatic
cycling of bilirubin, We performed total ileectomy or sham laparotomy in adult
Sprague-Dawley rats with the following control procedures: no operation, ileal
transection, proximal or distal jejunectomy, ileo-colonic transposition and
ileocectomy. In addition, we prevented coprophagy in both ileectomized and ileal
transected animals by using a screenfloor cage and a cervical collar. We also
tested the hypothesis that chemical ileectomy by oral administration of
ursodeoxycholic acid (UDCA) is able to mimic to ileal resection effects. On
postoperative days 3,5 and 8, we cannulated the bile duct and measured
bilirubin and bile salt (BS) secretion rates. On the 3rd postoperative day, total
bilirubin secretion rate during 0-30 min wash-out was increased significantly (p<
0.001) following ileectomy, distal jejeunectomy, ileo-colonic transposition and
ileocectorny and no hemolysis occurred in any animal. By the 8th postoperai've
day, because of adaptation of the residual smali bowel in ileectomized animais
BS absorption was restored to normal and enterohepatic cycling of bilirubin was
abolished. Three days following iisectomy, BS secretion rates were increased
significanily compared operated rats, however prevention of copraphagy
decreased bile sat secretion rates markedly, but bilirubin secretion rates were
unaffected. Compared with ileal transected controls, cecal levels of unconjugated
bilirubin and bile salts were elevated markedly in ileectomized animals, but in
bile unconjugated bilirubin levels remained less than 1% of total. In mice, total
bilirubin secretion was significantly increased by 0.5% UDCA and non significant
increased by chenodeoxycholic acid and normal diet, p< 0.005. These results
are consistent with the hypothesis that enterohepatic cycling of bilirubin is
induced by BS malbsorption associated with distal small bowell resection in the
rat and thereby constitutes a rationale for similar phenomena occurring in
humans with BS malabsorption. Also can we conclude that moderate doses of
UDCA in mice result in a 2 fold increase In blliary bilirubin secretion. These
results are consistent with the hypothesis that enterohepatic cycling of bilirubin
can induced by dietary UDCA, presumably by inducing cecal spillage of BS and
mimicking ileectomy.



. MARCO TEORICO
1. Introduccién

Uno de los grupos con mayor riesgo de desarrollar litiasis biliar (LB) lo
constituyen los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal [Ell
(enfermedad de Crohn vy colitis ulcerativa cronica inespecifica)], especialmente
cuando por la gravedad de la misma, estos pacientes son sometidos a
reseccién intestinal. El primer estudio que sugirid esta asociacién entre Ell y LB
fue precisamente el publicado por Heaton y Read en 1969 (1). Estos
investigadores estudiaron a 72 pacientes con enfermedad del {leon terminal, de
ellos 62 habian sido sometidos a reseccién ileal por enfermedad de Crohn. En
este estudio la indidencia de LB fue de 31.9%; es decir, 4 veces mayor que la
que presenta la poblacién general. De entonces a la fecha se han publicado por
lo menos 19 informes, en total 2,367 pacientes con diagndstico de Ell con y sin
reseccion intestinal (ileal o de colon) han sido analizados, en ellos la incidencia
de LB oscila entre el 5.6% y el 58.5% (1-19), tabla 1. Sin embargo, se ha
sugerido que el desarrollo de LB, depende de varios factores relacionados con
la reseccion intestinal como son: sitio, tamafno y tiempo (6). En uno de los
estudios mds recientes de casos y controles, realizado por LoRusso et al (17)
se demostré que aquellos pacientes con enfermedad de Crohn, en quienes se
encuentra afectado el {leon completamente, el riesgo de desarrollar LB fue de
4.5 (1.5 a 14.1, con intervalos de confianza al 95%) veces mayor que los
controles. Mientras que en el grupo de pacientes con colitis ulcerativa crdnica
inespecifica el riesgo fue de 3.3 (1.3 a 8.6, con‘intervalos de confianza al 95%)
veces mayor comparado con los controles, figura 1, Otro grupo de pacientes

en riesgo de desarrollar LB son aquellos con obesidad morbida o con



hipercolesterdlemia tratados quirdrgicamente mediante derivaci'én ileal, en ellos
la incidencia informada oscila entre el 6.6% y el 31,9 % (20-35), tabla 2. El tipo
de célculos que desarrollan ambos grupos de pacientes aparentemente son de
tipo pigmentario (36). Estos se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas
morfolégicas, quimicas y clinicas en dos tipos: calculos pigmentarios de color
negro y calculos pigmentarios de color café (37), tabla 3. Como se puede
apreciar en dicha tabla, dentro de sus principales constituyentes se encuentran
las sales de calcio y bilirrubina, Son precisamente sus constituyentes quimicos
los involucrados en su fisiopatogenia. En el caso particular de los pacientes con
Ell y reseccion intestinal, estudios llevados a cabo en humanos y en animales
de experimentacion sefalan que las alteraciones que conducen a la formacioén
de litiasis pigmentaria son a) la malabsorcidn de &cidos biliares (AB), b) el
incremento en las concentraciones de bilirrubina no conjugada (BNC) vy, c) calcio
respectivamente.

En las dos ultimas décadgs, ha habido un gran avance en cuanto al
conocimiento de los mecanismos involucrados en la solubilidad de la bilirrubina
y colesterol en la bilis, con el cual, sin duda se ha podido tenar un mejor
entendimiento de cdmo estos dos lipidos biliares se mantienen en solucién en la
bilis y bajo qué condiciones fisicoquimicas tiene lugar su precipitacion en la
misma. Con el objeto de tener una explicacién mas didactica del tema que nos
ocupa, inicalmente abordaré la fisiologfa de la circulacién enterohepatica de los
AB, para asentar las bases fislopatoldgicas de su malabsorcion. Posteriormente,
trataré el metabolismo y propiedades fisicoquimicas de la bilirrubina, los
mecanismos de formacién de las sales de calcio y la composicién de la bilis en

condiciones normales y en pacientes con enfermedad ileal.
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2. Bases fisioldgicas de la malabsorcién de AB

Los AB (figura 2) se forman en el higado a partir del colestero! y
secretados a la bilis conjugados con glicina o taurina como AB primarios: célico
(AC) y quenodesoxicélico (AQDC), el primero consta de 3 grupos OH en los
carbones 3, 7 y 12 mientras que el segundo consta de 2 grupos OH cuya
posicién se situa es en los carbones 3 y 7 raspectivamente. En el intestino una
tercera parte de los AB primarios son reabsorbidos, el resto son desconjugados
y deshidroxilados merced a la actividad enzimatica de la flora bacteriana
intestinal. De esta manera, se da paso a la formacién de los AB secundarios:
desoxicolico (ADC) y litocdlico (ALC), el primero de los cuales tiene 2 grupos
OH en los carbones 3 y 12, mientras que el segundo posee un grupo OH en el
carbono 3, Durante este mismo proceso de biotransformacién en el intestino,
tambien tiene lugar la formacidn del 4cido ursodesoxicélico (AUDC), el cual es el
78-epfmero del AQDC, Aproximadamente, 0.6 g de AB son sintetizados por dia,
de esta cantidad 0.4 g corresponden al acido AC y 0.2 al AQDC. Mientras que de
los AB secundarios 0.2g corresponden al ADC y 0.1 g de ALC (38). Desde el
punto de vista fisiologico, los AB tienen diferentes funciones las cuales estan
relacionadas con sus propiedades fisico-quimicas: 1) inducen el flujo biliar, 2)
inducen la secrecién de lipidos biliares, 3) solubilizan los lipidos blliares, asi
como aquellos utilizados durante la digestion, 4) forman complejos con cationes
divalentes tales como el Catt y Fet* y, 5) son capaces de regular su sintesis, asl
como la del colesterol mediante retroalimentacién negativa (38).

En el hombre como en otras especies la conservacién de los AB se

realiza mediante mecanismos de transporte actlvo y pasivo a lo largo del tracto

digestivo. Asi por ejemplo, se sabe que una pequefia cantidad de AB son
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absorbidos en la vesicula biliar (VB) y duodeno a través de difusion pasiva. En el
fleon terminal la absorcion de AB se lleva a cabo mediante transporte activo,
este es sin duda alguna, el sitio mas importante de absorcion de los AB. La
absorcién en el tracto digestivo depende sin embargo, de ciertos factores tales
como el pH intraluminal y la constante de disociacién (pK'a) de cada AB en
particular, entre otros (39).

Aproximadamente del 95% al 99% de los AB son reabsorbidos en forma
activa principalmente en el ileon, incorpordndose entonces a la circulacién
enterohepatica (39). En condiciones normales sélo 200 mg de AB se pierden por
via fecal, lo cual rebresenta aproximadamente 5% de la poza metabdlica de AB
(40). Sin embargo, en pacientes con Ell a consecuencia de la inflamacién, la
funcion absortiva del ileon disminuye considerablemente, de tal forma que
dichos pacientes presentan malabsorcidn de AB (41). Cuando la pérdida de AB
por malabsorcidon es menor del 20% de la poza metabdlica, ésta puede ser
compensada por el higado al incrementar su sintesis lo cual conduce a un nuevo
gstado estacionario. Este incremento en la sintesis de AB puede ser de 5 a 20
veces mayor de la produccion normal (39). Asimismo, se ha observado que la
secrecion de AB en estos pacientes es normal durante la mafiana, disminuyendo
considerablemente durante la tarde y noche, por lo que es precisamente
durante este Ultimo periodo donde se observa mayor incremento en la secrecién
y sintesis de AB (42). Cuando la pérdida excede los porcentajes arriba
sefalados, la poza metabolica de AB disminuye considerablemente y las
alteraciones secundarias a la malabsorcion de AB suelen presentarse, éstas sin
embargo, dependen de la magnitud de la misma; en términos generales se

puede decir que estan relacionadas con las funciones que desempeiian los AB,

12



asl por ejemplo, se sabe que cuando la concentracion de AB (AQDC y ADC) en
el colon es mayor de 2 mM estos pueden causar diarrea; el mecanismo a través
del cual los AB causan diarrea no esta bien aclarado, pero se ha propuesto que
se debe a su actividad catarlica (43,44). Otras de las alteraciones que pueden
observarse en estos pacientes son: la malabsorcién y maldigestion de lipidos
respectivamente (45). Si la malabsorcion de AB es muy importante, también se
puede observar incremento en la absorcion de oxalato 1o cual conduce a
hiperoxaluria y ésta en turno al desarrolio de nefrolitiasis (46). Finalmente, se ha
observado que la malabsorcién de AB conduce a un cambio importante en la
composicion de lipidos biliares (47,48).
| Por otro lado, recientemente se ha documentado malabsorcién de AB
primarios en aquellos pacientes que se encuentran bajo tratamiento con AUDC
por LB (49-51). Asi como también en aquellos pacientes con diagndstico de
cirrosis biliar primaria (52,563). El mecanismo propuesto para explicar como
AUDC causa malabsorcién de AB, es a través de la competencia por los
receptores para AB a nivel del (leon.
3. Metabolismo y propiedades fisicoquimicas de la bilirrubina

La palabra bilirrubina proviene de dos vocablos: “bilis y ruber " (pigmenio
de color rojo). La bilirrubina es un compuesto apolar cuyo peso molecular es de
584 daltons, constituida por dos dipirrometonas conectadas por un puerte
metileno, figura 3 (54). Este pigmento deriva principalmente del catabolismo de
la hemoglobina presente en los eritrocitos decadentes y se consldera que ésta
es el origen del 80% del total de la bilirrubina producida por dia. En efecto, la
bilirrubina procede del anillo de protoporfirina del hemo de las hemoproteinas.

De la produccion tota! de bilirrubina por dia, medida a través de la produccién de
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monodxido de carbono (CO) o mediante los estudios realizados con bilirrubina
marcada con material radiactivo (55), se ha establecido que ésta es de 250 - 340
mg/dia (3.8 + 0.6 mg/kg/dia), De esa cantidad alrededor del 80-85% proviene de
la hemoglobina generada por destruccién de los eritrocitos en el sistema
reticuloendotelial, el resto procede de hemoproteinas no hemoglobinicas del
higado y por destruccion aguda de los eritrocitos inmaduros y defectuosos
(eritropoyesis ineficaz) formados en la médula dsea, bazo e higado. La
conversion del hemo a bilirrubina se produce en dos fases diferentes: primero el
anillo de protoporfirina se abre mediante una reaccién oxidativa en la que el
puente de carbono se elimina en forma de CO, por la enzima hemooxigenasa
dando lugar a fa formacién de biliverdina [Xc. La biliverdina es un bilatrieno, es
decir 8s un pigmento tetrapirrdlico cuyos puentes (tres) de carbono estan
insaturados. La degradacion del heme en las aves, reptiles, anfibios y en ciertos
peces se detiene con la formacion de biliverdina, que se excreta directamente
por el higado. En algunos peces, asf como en los mamiferos, el proceso incluye
un segundo paso en el que se forma bilirrubina a partir de biliverdina por
reduccion enzimatica del puente metilico central no saturado por la biliverdina
reductasa.

Se ha observado que el anillo porfirinico del hemo puede desdoblarse in
vitro, dando paso a la formacidn de cuatro isémeros de biliverdina, denominados
IXa, X[, 1Xy, 1X8 segun el puente de carbono por el que se haya abierto el anillo
protoporfirinico. Sin embargo, es importante sefalar que en la naturaleza, los
isomeros IXat son los que se encuentran en mayor cantidad (56,57). Las
excepciones son: 1) la presencia de un componente de bilirrubina I1X} en la bilis

y en el meconio de los fetos humanos (58) y formados a partir de la catalasa
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hepatica, 2) la bilirrubina IXy producida en ciertas mariposas (56), 3) la
presencia de indicios de bilirrubina X}, IXy, X8 en la bilis humana, donde
probablemente derivan de la descomposicién enzimatica de pequenas
cantidades del heme (59). Es interesante comentar, que los tetrapirroles
encontrados en los animales inferiores y en las plantas son también casi
exclusivamente de tipo IXa. La formacién del pigmento biliar en las algas se
produce asimismo a partir de precursores ciclicos, y comprende la formacion de
cantidades equimoleculares de pigmentos tetrapirrolicos y de CO, por lo tanto la
apertura estereocespecifica del anillo heme por el puente de carbono « es
filogeneticamente un proceso muy antiguo.

La apertura del anillo heme in vivo esta mediada, de hecho, por una
enzima termolabil denominada hemooxigenasa microsomal, que en
preparaciones microsomicas purificadas da lugar a la formacion de un mol de
biliverdina IXa y un mol de CO por cada mo! de hemo degradado (60). La
hemooxigenasa requiere de oxfgeno molecular y NADPH vy es facilmente
inhibida por el CO (60,61). Para la degradacion del heme son necesarias tres
moléculas de oxigeno. Los estudios con 805 indican que cada uno de los
atomos de oxigeno insertados &n los anillos A y D del pigmento biliar resultante,
proceden de una molécula de oxigeno liberado en fO(ma de CO y no del agua
(62).

La actividad enzimatica de la hemooxigenasa también es importante para
las hemoproteinas, en las que el grupo prostético se disocia facilmente de la
apoproteina, como son la metaalbumina, la metahemoglobina, el complejo

hemoglobina:haptoglobina y las cadenas o y B de la hemoglobina. Sin embargo,

la enzima no cataboliza completamente a la oxihemoglobina,
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carboxihemoglobina y mioglobina, proteinas a las que el heme esta firmemente
unido. Estos datos indican, que la disociacién detl hemo de su apoprotaeina as un
paso precoz, quiza el primero, del catabolismo fisioldgico de las hemoproteinas
(61,63).

El sistema de la hemooxigenasa microsomal parece representar un
complejo enzimatico funcional. Sin embargo, la hemooxigenasa es distinta del
sistema del citocromo P-450, ya que es el heme mismo la oxidasa terminal del
sistema (64).

La hemooxigenasa se encuentra en grandes cantidades en el bazo, la
meédula dsea y el higado, tejidos que son los lugares principales de retencion de
aritrocitos y catabolismo hemoglobinico. Se cree que la hemooxigenasa
presente en el bazo y en la médula ésea se encuentra presente casi
exclusivamente en las células del sistema reticuloendotelial, y su produccién se
puede estimularse en presencia de enfe'rmedad hemolitica (65). Esta enzima
tambien se ha encontrado en macréofagos; la secuencia cromatica rojo-verde-
amarillo que se observa en el lugar de un hematoma, es reflejo de la
transformacion sucesiva del heme en biliverdina, y de ésta en bilirrubina, por
dichas células (66). La hemooxlgenasa también se localiza en las células
tubulares de los parenquimas hepatico y renal, que son de origen epitelial (65).
Su actividad en ellas aumenta posterior a la inyeccién intravenosa de
hemoglobina o después de hemdlisis intravascular (67), mientras que la enzima
que se encuentra en el interior del hepatocito es responsable de la formacidn de
gran parte de la bilirrubina procedente de las hemoproteinas hepaticas. La

hemooxigenasa es estimulada por la adrenalina, el glucagon, el adenosin
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monofosfato ciclico (AMPc), los metales pesados, las endotoxinas y el ayuno

(68),
3.1 Reduccién de la biliverdina

La biliverdina formada por la hemooxigenasa microsomal es transformada
en bilirrubina por la enzima biliverdina reductasa, la cual se encuentra en un
gran numero de tejidos, y requiere de NADPH como fuente de hidrégeno (69).
Es interesante el hecho de que la biliverdina reductasa tenga tambien una
especifidad notable por el isémero biliverdina IX«, por el que tiene una afinidad
de unidn mucho mayor que por otros isomeros (IXf, *IXy, o +I1X3). La
estereoespscificidad de esta enzima parece proceder enteramente de la
situacion simétrica de las dos cadenas laterales del acido propidnico del
isdmero IX a ambos lados del puente efector central (69). La biliverdin reductasa
se encuentra ausente en las especies que secretan biliverdina en la bilis; sin
embargo, se encuentra en exceso considerable en el higado, el bazo, el riftidn, la
placenta y otros tejidos de las especies que excretan bilirrubina. Asi pues, por lo

general practicamente no se encuentra biliverdina en el plasma de estas

-t

especies (70).
3.2 Sitios alternativos de degradacion del hemo

La transformacién del hemo produce cantidades equimolares de

bilirrubina y CO, el puente de carbono « del heme es la fuente metabdlica de
CO. En funcion a estas consideraclones, se han utilizado las determinaciones de
la velocidad de produccion de CO como estimacion de recambio total de hemo
(71). De hecho, los valores de las velocidades de produccién de CO y bilirrubina
han sido semejantes y la correlacion entre estos dos parametros medidos

simultaneamente en el ser humano o en animales de experimentacién, es muy



alta (72,73). Sin embargo, los estudios de la produccion de CO muestran
fluctuaciones considerables en el mismo individuo. Ademas, en determinadas
condiciones la produccion de CO supera claramente a la de bilirrubina, en una
cantidad pequefa, pero mesurable. Las hemoproteinas de la dieta incluidas
tanto la hemoglobina como la vitamina B12, pueden ser transformadas por las
bacterias intestinales en CO, que luego recorre toda la circulacion antes de ser
eliminado por los pulmones, Estas y otras consideraciones hacen que las
determinaciones de la excrecion de CO total, sean menos seguras como
indicadores cuantitativos del recambio del hemo o de la produccién de
bilirrubina de lo que antes se creia .
3.3 Origen de la bilirrubina

El origen de la bilirrubina en la fracciéon hemo fue establecido por Fisher y
Plieninger (74), quienes sintetizaron bilirrubina y determinaron que las ocho
cadenas laterales tanto del hemo de la hemoglobina como de la bilirrubina
tenfan una secuencia idéntica. Por otro lado, el concepto de otras fuentes
anatémicas y metabdlicas del pigmento biliar es mucho mas reciente, y procede
de los primeros estudios que utilizaron compuestos marcados con material
radiactivo y que fueron llevados a cabo en humanos. Con este tipo de estudios,
utilizando glicina marcada con 15N se demostrd, que la administracién de este
material correlacionaba con la aparicion de la marca en la fraccion hemo de la
hemoglobina de los eritrocitos circulantes y que esta marca puede persistir de
100 a 120 dias y desaparecer de la circulacién al alcanzar la senectud las
celulas marcadas (75). Estos estudios confirmaron la duracién finita del periodo
vital del eritrocito. Mas tarde Gray y sus colegas (76), analizaron las curvas de

actividad especifica de 15N de la urobilina fecal (estercobilindgeno), el pico
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principal o tardio de la excrecién de bilirrubina marcada fecal con 'SN
correspondfa con el tiempo durante el que los eritrocitos marcados senescentes
abandonaban la circulacién, Ademds, durante las dos primeras semanas de la
administracién de glicina marcada con 15N, se excretaba urobilina fecal
marcada en un momento en el que no parecia que nuevos eritrocitos
senescentes marcados abandonaban el torrente circulatorio (fraccién 1). Esta
fraccion s ha denominado pico temprano o bilirrubina temprana. Finalmente, la
excrecién de urobilina marcada se mantuvo a un nivel bajo entre los picos
temprano y tardlo,
3.4 Transporte de la bilirrubina en el plasma

Después de formarse en el sistema reticulo endotelial la BNC llega al
higado a través de dos vias, éstas son: la circulacidn y los linfaticos, esta ultima
se considera que es mas importante en animales que en humanos. Dado que la
BNC es insoluble en soluciones acuosas a pH fisioldgico, en el plasma la BNC
se une a la albumina a través de su residuo 240 que es lisina, con una
constante de afinidad a 37 °C de 3X10°7 (mol/l):! (77). Asimismo, se ha
sugerido que debido a que el sitio primario de unién de la bilirrubina, es
sumamente hidrofdblco es casi imposible que ésta sea desplazada por otros
aniones organicos, aun en presencia de cambios en el pH dentro del rango
fisiolégico, por lo que éstos no repercuten sobre la unién de ésta con la
albumina (78). La relacion molar de la BNC con la albumina es de 600 umol/i; 36
mg/100 ml. Por otro lado, cambios en el pH fuera del Erango fisioldgico provoca
que la bilirrubina sea desplazada por otros aniones orgénicos, y asf la bilirrubina
no unida a albomina puede incrementarse en el plasma. Estas observaciones,

sin duda son de gran importancia puesto que es precisamente la bilirrubina libre,
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la que puede atravesar la barrera hematoencefélica (79). Asi por ejemplo, se
sabe que aquellos aniones orgdnicos que compiten con la bilirrubina por los
sitios de union con la albumina, incrementan el riesgo de producir kernicterus, tal
es el caso de 4cidos grasos de cadena larga. Otros compuestos incluyen a la
heparina, sulfanamidas, penicilina y ampicilina, analgésicos y antiinflamatorios
no esteroideos (indometacina y fenilbutazona), medios de contraste para
colangiografia y diuréticos tipo furosemide (80).
3.5 Transporte hepatocelular

En términos generales, se sabe que la bilirrubina una vez que llega al
higado, antes de ser captado por el mismo, se separa de la albumina, prdc?so
que ocurre en la superficie del sinusolde hepadtico. En primer lugar, se ha
postulado que existe un sitio en la superificie del hepatocito con el cual
interactta el complejo. Esta interaccion favorece entonces la disociacién entre
la albamina y la bilirrubina; la albumina entonces retorna rapidamente a la
circulacion. Este fendmeno de transferencia de la bilirrubina hacia el hepatocito,
aparentemente estd mediado por un acarreador; se trata de un proceso
saturable con una cinética similar a la de Michaelis-Menten. Finalmente, este
proceso es compartido con otros aniones organicos, tales como la
bromosuftaleina y el verde de indocianina. Ademas , se ha sugerido que esta
regulado en parte por hormonas estereoideas. Una vez que la bilirrubina ha
ingresado al hepatocito, ésta se une a la protefna ligandina en el citoplasma, la
cual se conoce también con el nombre de proteina B, Y o glutationS-transferasa.
Ademas, en el mismo citoplasma la bilirrubina es capaz de unirse a compuestos
tales como carcinogenos, colorantes sintéticos, medios de contraste para

colecistografia y hormonas. En el citoplasma, se desconoce aun si la propia
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ligandina sirve como acarreador de la bilirrubina hacia el reticulo endoplasmico
liso para su conjugacion, o si existe otra proteina que desempefa esa funcion,
Sin embargo, estudios con técnicas de inmunohistoquimica han demostrado la
existencia de ligandina alrededor del retfculo endoplasmico (81), por lo que es
posible que ia ligandina funcione como transportador dentro del citoplasma.

Por otro lado, se postula que un segundo papel de la ligandina en el
interior de la célula, podria ser el que desempena la albumina en la circulacion,
ya que la concentracion de la bilirrubina es mayor dentro de la célula hepatica,
que la solubilidad de la misma (80).

3.6 Conjugacion

La molécula de bilirrubina 4Z, 15Z-1Xa, debido a los puentes de
hidrogeno intramoleculares es insoluble en Hz0 no puede excretarse del
hepatocito a la bilis. El proceso fisioldgico por el que este pigmento insoluble no
excretable se hace mas hidréfilo, soluble y excretable, comprende la
esterificacion de una o las dos cadenas laterales del acido propionico (82). Esta
esterificacion impide la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares.
Asimismo, la molécula conjugada se adapta mejor al transportador de
membrana, encargado de excretar los pigmentos biliares a la luz del canaliculo
biliar. La conjugacion impide también la circulacién enterohepatica, ya que la
BNC puede ser reabsorbida en la VB y en el intestino (83,84) .

El principal conjugado en la bilis del hombre y la rata en condiciones
normales es el §-D-diglucurénido (BDG), que constituye del 70-90% de los
pigmentos de la bilis (85), figura 4. La mayor parte de los pigmentos restantes
son una mezcla de los dos isémeros de monoglucurdnidos [BMG (C8, C12)] de

la bilirrubina (86), con cantidades traza de otros conjugados glucosidicos, entre
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los que figuran los conjugados con glucosa y xilosa y los mixtos que representan
menos del 5% respectivamente.

Los BMG y BDG IXa estan formados casi exclusivamente por isémeros 1-
0-acil sensibles a la -glucuronidasa, y son también los principales conjugados
presentes durante la colestasis o la obstruccion de las vias biliares (86). Sin
embargo, a temperatura ambiente, en soluciones acuosas con pH superior a 7,
estos isomeros son rapidamente transformados por migracion secuencial no
enzimatica del grupo acilo, en glucésidos isoméricos 2-,3- y 4-0-acilo .que no son
hidrolizados por la f-glucuronidasa. Estos isémeros se consideran hoy en rl{a
responsables de los azopigmentos J y v resistentes a la [3-glucuronidasa.

Ahora bien, la enzima responsable de la conjugacion de la bilirrubina con
acido glucurénico, se denomina convencionalmente bilirrubina-UDP-
glucuroniltransferasa (EC 2.4.1.17) [BGT]. La conjugacion comprende la
formacion de un éster B-D-glucurénido. La BGT se encuentra en el reticulo
endoplasmico liso y rugoso y en muy pequeria cantidad en el aparato de Golgi.
No se ha encontrado en el citoplasma, lisosomas, membranas mitocondriales o
plasmaticas (87). Es importante senalar que se han descrito por lo menos dos
isoformas de esta enzima en el hombre, que catalizan la sintesis de los dos
isdmeros C8 y C12 y DGB. Esta enzima, también es capaz de conjugar a la
bilirrubina con glucosa o xilosa, usando el azucar correspondiente. La principal
isoforma a la que nos estamos refiriendo tiene un peso molecular de 53 kD y es
bien sabido que su actividad puede ser inducida mediante la administracion de
fenobarbital o clofibrato, Aismismo, se sabe que la BGT es una enzima que se
encuentra unida a la membrana, por lo que cualquier cambio que sufra esta

ultima, en cuanto a su composicién fisica ya sea por deslipidacion o bien
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exposicion a detergentes o fosfolipasas, traerd un cambio importante en la
actividad de la BGT (88). Finalmente, la formacién de diglucurénidos, se ha
sugerido recientemente resulta de la ecuacion: 2 BMG ------- B + BDG (89).
3.7 Excrecion biliar de bilirrubina

La bilirrubina conjugada se excreta rapidamente al canaliculo biliar. Este
proceso ocurre mediante un mecanismo de transporte activo, el cual consume
energia. Una proporcién de la bilirrubina se excreta junto con otros solutos
biliares como los AB, colesterol y fosfolipidos en micelas mixtas, mientras que la
mayor proporcién es excretada al canaliculo biliar en forma independiente,

Finalmente, en la tigura 5, ilustramos los diferentes eventos involucrados
en la formacién, transporte, captacion, conjugacion y excrecion de la bilirrubina.
3.8 Metabolismo de la bilirrubina en el tracto gastrointestinal

a) Formacion de urobilinégenos |

Se sabe que los conjugados de bilirrubina se pueden absorber en la VB
y en el intestina, En personas adultas bajo condiciones normales, los
conjugados de bilirrubina no son hidrolizados permanecen intactos a lo largo
del intestino delgado, previniendo de esta forma su circulacion enterchepiitica,
En presencia de éstasis, obstruccion intestinal o en recién nacidos, existe un
incremento en la formacién y absorciéon de BNC, de la cual se piensa que en el
ultimo de los casos contribuye a la hiperbilirrubinemia neonatal (90,91). En
efecto, en neonatos donde la flora bacteriana practicamente se encuentra
ausente, se puede detectar gran cantidad de bilirrubina en las heces. Sin
embargo, esta concentracion disminuye entre los 2 y 6 meseé de edad: es decir,
cuando la flora bacteriana se encuentra practicamente normal. En ratas

axeénicas, por ejemplo, se puede inducir la excrecion de urobilindgeno a través
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de la administracion de Clostridia G62 y E. coli. (92), la primera bacteria tiene
ademads la capacidad de reducir la bilirrubina in vitro (93). Por otro lado, no esta
bien establecido, pero se cree que los BDG son desconjugados por la flora
bacteriana intestinal o la [3-glucuronidasa antes de su reduccion. Nueavamente,
en sujetos sanos, bajo condiciones normales a nivel del colon aproximadamente
50% de la bilirrubina puede recobrarse en forma de urobilinégeno fecal, ésta
mediante la reseccién mediante la reaccién de Ehrlich, De lo anterior, se ha
establecido que no existe ninguna correlacién entre la produccién de bilirrubina
y la excreciéon de urobilindgeno fecal, por lo que esta prueba carece de valor
diagndstico en la clinica {(94). De la concentracion total del urobilindgeno que se
produce a nivel del colon, aproximadamente 20% es reabsorbido, entrando a la
circulacion enterohepatica y 90% de esa cantidad es re-excretada a través del
higado junto con la bilis (95,96). EIl resto (10%) ingresa a la circulacion
sistémica, excretandose por la orina, en forma de urobilindgeno, se considera
que esa cantidad es de aproximadamente 2% por dia. Es importante comentar
que este urobilinégeno urinario puede incrementarse en estados hemoliticos, en
pacientes con hepatopatias y en aquellos con derivaciones portosistémicas (97).
3.9 Fisicoquimica de la bilirrubina no conjugada

En el hombre como en otras especies la bilirrubina IX«a-Z,Z es el principal
isémero de la bilirrubina y se sabe que su solubilidad en soluciones acuosas es
pH dependiente, figura 6 (98). En efecto, a pH fisioldgico la BNC es
practicamente insoluble (1 ptM). Esta caracteristica se debe a la presencia de
enlances hidrégeno dentro de su molécula. Sin embargo, cuando sus dos
grupos propionicos son esterificados (conjugados) con acido glucurédnico,

glucosa o xilosa dentro del higado hacen a este compuesto soluble en
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soluciones acuosas a pH fisioldgico (86). Aproximadamente 5% se encuentra
en forma libre o no conjugada (86), y se ha postulado que deriva principalimente
de la hidrdlisis de glucurénidos (99). Su concentracion oscila entre 0.01-0.035
mM en la bilis hepatica y vesicular respectivamente, como se muestra en la
tabla 4. En la bilis, la BNC se encuentra en tres estados de ionizacion: diacido
(H2B9), monoanién (HB") y dianién (B=) (100). La solubilidad a pH 7 de estos
tres tipos de BNC ionizada as 0.1 uM, 1.0 uM y 60 uM respectivamente. El grado
de ionizacién esta determinado por el pH de la bilis con valores pK' de
aproximadamente 6.5 y 9.0 para los dos grupos COOH-, En condiciones
normales las principales formas de BNC a pH biliar (7.5 - 8.0) son HB- o
protonada H2BO y sélo del 1-5% es B=, esta ultima es altamente soluble en
soluciones acuosas, aun sin sales biliares (SB). La solubilidad en presencia de
SB se debe a su capacidad hidréfoba de formar dimeros y multimeros, tos cuales
pueden interacturar con SB. Por otro lado, la solubilidad de las formas HoB¢ y
HB" se incrementa marcadamente cuando éstas interactian con SB (85), En
efecto, la HB- interactta principalmente con mondmeros, dimeros y micelas de
SB. Su solubilidad es de aproximadamente 20 uM y 100 uM en 50 mM y 200 mM
de taurocolato de sodio (NaTC) (101). La H2BO tiene mayor afinidad sélo por
micelas mixtas y su solubilidad es de aproximadamente 2 uM en 50 mM de
NaTC. Finaimente, la solubilidad de la BNC se incrementa con el aumento del
pH vy la concentracién de SB, cuando se afade lecilina a las soluciones de SB,
su solubilidad disminuye hasta en un 50% (102), mientras que en presencia de

colesterol su solubilidad no se altera,
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4. Sales del calcio mecanismos de formacion

El calcio es un elemento que participa en un gran nimero de procesos
fisalégicos en nuestro organismo, dentro de los cuales podemos citar la
contraccién de los musculos esquelético y cardiaco, conduccién nerviosa,
formacion del esqueleto (huesos y dientes), asi como en la secrecién y
absorcion a nivel epitelial. Su concentracion en suero es de 1.14 £ 0.3 mmol/L y
se mantiene constante en practicamente la mayorfa de los fluidos del organismo
(103,104).

La entrada de calcio a la bilis aparentemente se realiza a través de
difusién pasiva. En este proceso se ha demostrado que las SB juegan un papel
importante, especialmente el NaTC, el cual tiene una gran afinidad para unirse
al Cat+ tanto a nivel paramicelar coma micelar (105), De hecho, se considera
que las SB son el principal amortiguador del Ca*++ en la bilis (106). Mas aun,
esta afinidad de las SB por unirse al calcio produce dos efectos muy
imponrtantes; por un lado, como lo acabamos de comentar: facilitan su entrada a
nivel canalicular, mientras que en la bilis al unirse al {Cat+] reducen el producto
final del {Cat+] x {anién] de cada una de las sales de calcio (106). Sin embargo,
en la bilis, el calcio puede formar sales al interactuar con aniones tales como el
carbonato, fosfato, oxalato, acidos grasos y bilirrubina, dichas sales son poco
solubles en soluciones acuosas (106). La saturacion de ta bilis con una o varias
sales de calcio es un prerrequisito para la formacién de los calculos biliares
pigmentarios. La precipitacién ocurre cuando el producto [Cat+] x [anién] exvede
la solubllidad del producto (K'sp) de la sal (106). En los célculos biliares

pigmentarios, los tipos de pigmentos mas cominmente encontrados son el

26



bilirrubinato de calcio y polimeros de bilirrubing, los cuales estan presentes en
diferentes estados, a saber.

Bilirrubinato de calcio

- Monoanion .Cat+(HB-) Ca:Bilirrubina=1,2 (0.50)

- Sal mixta (HB-)Ca*+B=Ca(HB") Ca:Bilirrubina=2.3(0.67)

- Detergente acido Nat+ B= Cat+(HB") Ca:Bilirrubina=1.2 (0.50)
- Dianion (sal neutra) n(Ca++B=) Ca:Bilirrubina=1.1 (1.00)

Los polimeros estan constituidos por moléculas fuertemente unidas en
forma de red, dichas moléculas son principalmente tetrapirroles derivados de la
bilirrubina. El Catt suele estar presente unido a través de los grupos -COO-,
Todo este conglomerado es insoluble en agua y aun en solventes organicos, El
color negro de este pigmento se debe a los diferentes estados de oxidacién que

presentan sus unidades de BNC (107).

5. Composicion de la bilis en condiciones normales y en paciente
con enfermedad ileal

La bilis humana esta constituida por cuatro lipidos biliares. Estos lipidos
son los AB, fosfolipidos (fosfatildilcolina), colesterol y bilirrubina, todos ellos
representan los solutos biliares y su concentracion oscila entre 3% y 10% en los
conductos biliares intra y extrahepaticos y la VB respectivamente. Esta
variabilidad esta en funcién de la secrecion y reabsorcién de agua en los
diferentes segmentos en el tracto biliar, tabla 4. En la figura 7, se muestra la
composicion de ia bilis de acuerdo al porcentaje de solutos (a) y ia relacién que
guardan entre sf (b) (108),

Estudios illevados a cabo en las décadas de los sesentas y setertas,

sugirieron que la malabsorcién de AB en pacientes con reseccidn ileal conducia
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a la saturacion de la bilis con colesterol y consecuentemente al desarrollo de
cdlculos biliares de colesterol (1,3,6,8). Sin embargo, estudios posteriores
realizados en animales de experimentacion demostraron que la reseccién
intestinal (ileal) no conduce a la saturacion de la bilis con colesterol y que por el
contrario disminuye el indice de saturacion de colesterol. En efecto, estos
estudios llevados a cabo en cobayos (109), perros domésticos (110) y perros de
las praderas (111) confirmaron que la reseccién ileal conduce a la formacion de
LB de tipo pigmentario. En los trabajos antes mencionados se observaron
concomitantemente a la presencia de calculos biliares, alteraciones en la
composicidn de lipidos biliares; es decir, disminucién en la concentracién de AB
tanto en la bilis hepatica como vesicular, asl como un incremento en la
concentracién de BNC vy calcio, la primera en ambos tipos de bilis, mientras que
el incremento de calcio se observé en la bilis vesicular.

En humanos, Dawes et al (112) estudiaron la composicion quimica de la
bilis vesicular de pacientes con enfermedad de Crohn sometidos a laparotomia
(aparentemente para reseccidén ileal) encontrando un incremento en la
concentracion de BNC y de bilirrubina conjugada a expensas de

monoglucuronidos. Sin embargo, en este estudio no se cbservaron cambios en

el indice de saturacion de colesterol biliar. Mas recientemente, Lapidus et al

(113) al estudiar la composicion quimica de la bilis de pacientes sometidos a
reseccion ileal observaron una disminucién en la concentracién de é&cido
desoxicdlico [usualmente incrementado en pacientes con calculos de colesterol
(114)] y un incremento en la concentracién de acido ursodesoxicélico. El indice
de saturacién de colesterol se encontré disminuido comparado con el de sujetos

normales, concluyendo que los pacientes con reseccion ileal aparentemente
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tienen un riesgo menor de desarrollar célculos biliares de colesterol pero no
para calculos pigmentarios.
il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el momento actual, a pesar de los grandes progresos que ha hakido
en las areas de la fisiologia, fisicoquimica y termodinamica de los lipidos
biliares, aun falta por comprender con exactitud el mecanismo mediante el cual
estos interactuan entre sl para la génesis de los calculos pigmentarios. En el
caso de los pacientes con enfermedad ileal, los hallazgos observados no han
sido capaces de dilucidar con exactitud el o los mecanismo (s) fisiopatogénico
(s) que conducen al desarrollo de LB pigmentaria, Basados en la informacidn
cientifica disponible hemos comentado las alteraciones mas impontantes
observadas tanto a nivel intestinal como hepatobiliar, Ahora bien, partiendo del
canocimiento de que los cdlculos biliares pigmentarios de color negro estan
constituidos por una mezcla de sales de calcio (bilirrubinato y carbonato) y una
matriz proteica, podemos hacer las siguientes asaveraciones: en condiciones
normales la bilis; se encuentra insaturada de BNC y este pigmento no precipita
per se, Cuando la concentracién de cualquiera de las sales de calcio antes
descritas se incrementa, la bilis tiende a saturarse. En estas condiciones, desde
el punto de vista termodinamico, la precipitacion de la sal puede tener lugar. De
lo anterior se desprende que para el desarrollo de los cdlculos biliares
pigmentarios es necesaria la saturacion de la bilis con sales de bilirrubinato de
calcio. Se ha propuesto que la saturacion de la bilis con sales de bilirrubinato de
calcio podria ser el resultado de las siguientes condiciones: a) por incremento
de la secrecion de bilirrubina total, b) incremento de la hidrélisis de la bilirrubina

conjugada o c¢) aumento de la ionizacién de la bilirrubina, secundaria a un
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incremento en el pH de la bilis vesicular, el cual en turno podria resuitar de la
pérdida de los mecanismos que normalmente acidifican la bilis (115).

Los pacientes con reseccién ileal cursan con elevadas concentraciones
de bilirrubina en la bilis. Sin embargo, no se ha determinado la secrecidn total
de bilirrubina biliar, para constatar que dichos pacientes en efecto cursan con un
incremento en la secrecion de bilirrubina. Por otro lado, como lo comentamios
previamente, dado que la solubilidad de la BNC depende del grado de
ionizacion y del pH, es juicioso pensar que la absorciéon de la BNC esta en
relacién con el grado de acidez del colon proximal. De hecho, los pacientes con
reseccion intestinal a consecuencia de la malabsorcion de AB pueden cursar
con acidez del colon, aunque este fenémeno esta en relacién con el grado de
malabsorcién de AB que presenten (116).

. JUSTIFICACION

En los Estados Unidos de Norteamérica aproximadamente del 10% al 15
% de la poblacion adulta adolece de LB, es decir entre 20 y 25 millones tienen
este padecimiento. En este mismo pais se diagnostican 1 millén de nuevos
casos anualmeante. Asimismo, se ha Informado que en 1991 se practicaron 800
mil colecistectomias y se ha propuesto que la LB es la primera causa dentro de
las enfermed_ad'es del aparato digestivo que requieren de hospitalizacion y que
su costo rebasa los & billones de ddlares anualmente (117-119). La LB en
México es una enfermedad frecuente. Su prevalencia en material de autopsias
se ha estimado en 14.3%, siendo de 20.5% en el sexo femenino y del 8.5% en
el sexo masculino. Asimismo, hemos calculado conservadoramente que existen
alrededor de 6 millones de personas con este padacimiento y que se invierton

mas de 200 millones de ddlares anualmente por concepto de tratamiento
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(120,121). Estas cifras sin duda, nos han estimulado a la realizacion de una
serie de trabajos encaminados a conocer mejor las caracteristicas de la LB en
nuestra poblacién, con la finalidad de que podamos intervenir no sdlo en su
tratamiento médico o quirdrgico, sino en el mejor de los casos en su prevencién
primaria, Con la realizacién de este trabajo, pretendemos conocer el mecanismo
fisiopatogénico de la LB pigmentaria en un grupo de pacientes por demas
numeroso de nuestra practica clinica cotidiana, para que finalmente podamos
sugerir medidas especificas para su prevencion primaria. Por otro lado, los
resultados de este trabajo podran ser utilizados no sélo en pacientes con Ell y
reseccion ileal, sino en aquellos que hayan sido sometidos a reseccion intestinal
por distintas entidades tales como: volvulus, isquemia intestinal, adherencias,
enfermedad diverticular, etc. Asi como a todos aquellos pacientes que cursen
con sindrome de malabsorcion de AB, como son aquellos con fibrosis cistica,
pacientes tratados con AUDC por LB o por cirrosis biliar primaria y neonatos con
ictericia fisioldgica. Este proyecto, independientemente de estar encaminado al
estudio de las enfermedades hepatobiliares, también servird para conocer mds
acerca de la fisicoquimica de los pigmentos biliares y la fisiologia
gastrointestinal. Finalmente, el objeto de realizar parte de este proyecto en la
Universidad de Harvard fue con el propésito de interactuar con grupos de
reconocido prestigio internacional, lo cual sin duda nos ayudara a fortalecer

nuestros conocimientos en estas areas y consecuentemente beneficiard a

nuestros pacientes en México.
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IV. OBJETIVOS
1. Primarios:
1.1 Investigar si la reseccion ileal conduce a un incremento en la secrecion biliar
de bilirrubina.,
1.2 Determinar si la administracién de AUDC induce un incremento en la
secrecion biliar de bilirrubina.,
2, Secundarios:
a) Evaluar el efecto de la prevencion de la coprofagia sobre la secrecion biliar
de bilirrubina.
b) Analizar la composicion de la bilis hepatica en términos de AB.
V. HIPOTESIS
1. La reseccidn ileal conduce a un incremento en la absorcidon de bilirrubina a
nivel del colon, la cual al ingresar a la circulacion enterohepatica tiende a
reciclar. Este fendmeno se hace evidente al aumentar la secrecion biliar de
bilirrubina.
2. La administraciéon de AUDC induce un incremento en la secrecidn biliar de
bilirrubina.
VI. MATERIAL Y METODOS
1. (Diseno experimental)
Experimento }: La reseccién ileal incrementa la secreciéon bililar de
bilirrubina.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dowley con peso promadio
entre 200 y 300 g. Dichos animales fueron divididos al azar en sies grupaos de
animales cada uno y para cada uno de los periodos de estudio (3,5,8 y 11 dias).

Los animales se colocaron en jaulas individuales a temperatura constante y con
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ciclo de luz/obscuridad de 12/12 horas. El tipo de dieta fue Purina Laboratory
Chow y tuvieron acceso al agua ad libitum: Con previo ayuno de 24 hrs, los
animales fueron sometidos a cirugfa la cual se realizé en condiciones estériles,
utilizéndo como anestésico pentobarbital a dosis de 35 mg/kg de peso corporal.
Al grupo experimental se le practicé reseccion del {leon terminal (100%). Como
controles se usaron los siguientes procedimientos quirurgicos (figura 8.
reseccion proximal y distal del yeyuno, ciego, colon proximal, transposicion
ileocolonica, asi como transeccion del fleon, sham-laparotomia y un grupo de
animales sin cirugla. La cirugfa se realizé a través de una incisién longitudinal
de 2.5 cm y se llevé a cabo la reseccion ileal (10 cm), anastémosis termino-
terminal en un plano, usando para ello seda 5-0. La pared abdominal fue
suturada en dos planos, usando Vicryl 4-0 y seda 3-0 respectivamente. Después
de la cirugia los animales fueron monitoreados hasta su recuperacion total, La
monitorizacion consistié en mantener los animales a temperatura de 37°C,
(determinada rectalmente) para lo cual se utilizé una lampara eléctrica.
Asimismo se vigilo la presencia de sangrado. Seis horas después de la ciruglia
los animales tuvieron acceso libre al agua y a las 24 horas a la dista normal.

Después de 3 dias de la cirugia, a todos los animales se les realizé una fistula

biliar, utilizando para elio un catéter de polietileno PE-10. La hilis fue colectada

cada 15 minutos durante la primera hora y cada 30 minutos durante la segunda,
utilizando para ello un colector automatico para muestras bioldgicas. La bilic se
mantuvo en hielo y protegida de la luz, con la finalidad de prevenir la oxidacion
de la bilirrubina. Las muestras fueron inyectadas inmediatamente en el aparato
de cromatografia liquida de. ailta resoluciéon para la cuantificacion de las

diferentes especies de bilirrubina, utilizando para ello el método de Spivak and
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Yuey (122). Ademds en cada una de las muestras de bilis se realizo,
cuantificacién de SB totales, mediante el método de Turley (123). Asimismo, se
cuantifico la concentracién calcio en bilis por medio de espectroscopia de
absorcién atémica y de bilirrubina por el método de McDonagh (124). Las SB en
el colon proximal por el método de Van der Meer (125),
EXPERIMENTO II: Con el objeto de descartar el posible efecto de las SB
sobre la secrecién biliar de bilirrubina, incluimos dos grupos ( transeccion ileal y
reseccion ileal respectivamente) en los cuales se previno la coprofagia. A eslos
animales previamente a la cirugia se les colocd un collar de platico de
aproximadamente 4 cm de ancho, con lo cual se evité que los animales pudieran
ingerir las heces directamente de su ano,
Adaptaciéﬁ

Con el objeto de estudiar el fendmeno de adaptacién en los animales
sometidos a reseccion ileal. Se crearon 3 grupos de 4 animales cada uno, a los
cuales se les reseco el ileon, mientras que a otro numero similar de animales se
les realizd operacién sham, En estos animales, la fistula biliar externa se realizé
a los 5, 8 y 11 dias respectivamente, cuantificAindose ia secrecién biliar de
bilirrubina y de SB tal como lo hemos descrito en el primer experimento.,
EXPERIMENTO lIl: Se realizé con el objeto de investigar si la administracién
de AUDC incrementa la secrecién billar de bilirrubina,
Ratones de la cepa CES7/J fueron utilizados en este estudio. Los animales se
mantuvieron individualmente en jaulas metélicas con piso de malla de alambi 3,
La temperatura del cuarto de los animales se mantuvo constante (232C) y con
ciclo de luz/obscuridad de 12/12 horas. Una semana antes de iniciar el estudio a

todos los animales se les administré una dieta normal (Purina Laboratory chow
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para roedores) en forma pulverizada con el objeto de adiestrarlos a comer el
alimento en esta presentacién., Paralelamente al grupo experimental (AUDC),
utilizamos dos grupos control, al primero se le administré AQDC el cual es un AB
hidrofobico y al segundo grupo una dieta normal. Los AB (AUDC y AQDC) en
este experimento fueron adicionados a la dieta en las siguientes
concentraciones: 0.1%, 0.25% y 0.5%, y administrados durante una semana,

2, Determinacién del Tamano de Muestra

Dado que para la variable de mayor interés para nuestra'hipétesis (secrecion de
bilirrubina) no existia informacién publicada al respecto, inicialmente realizamos
un estudio piloto para determinar el tamafio de muestra en cada uno de ins
experimentos a llevar a cabo.

Formula:

282 (Zo. + Z)
n: -------------------------------------------------
A2

3. Variables de Interés:

a) Secrecion de Total de Bilirrubina
b) Secrecién de SB

Estudios Piloto:

Secrecidn Biliar

Bilirrubina

(nmol/h/100g)
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Grupo Experimental Reseccion lleal= 3 50.97 + 7.50
Grupo Control Transeccion lleal= 3 30.98 + 4.26
o= 0.05
f =0.20
A= 50%

Tamaio de muestra= 1 para el primer experimento

Tamaino de muestra para el segundo experimento:

Grupo Experimental (UDCA 0.5%)=3 103.0+ 18
Grupo Control (dieta normal) 61.9%6.7
a= 0.05
=020
A= 40%

Tamaﬁo de muestra=1
3. Procedimientos Analiticos

3.1. Método para la determinacién de bilirrubina:
Equipo: Cromatografia liquida de alta resolucién, Beckman, Instruments
(Furlenton, CA) con bomba modelo 110 e inyector para 5 uL, Detector Beckman

con longitud de onda de 450 nm el cual se encuentra integrado a una
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computadora marca IBM. La separacion analitica se realizdé utilizando una

columna Cig (Perkin-Elmer, Elmwood Park, NJ,) y una minicolumna de 3 cm 3u
Cis.

Reactivos quimicos: Acetato de sodio, MeOH, acido acético e hidroxido de
amonio.

Solventes:

Solvente A: 0.04 M-(3.282g) de acetato de sodio disueltos en 1000 ml de
MeOH.

Solvente B: 1% de acetato de amonio (10 mL de acido acético en 1000 mL de
agua destilada con pH 4.5).

Elucion y cuantificacién: Mediante previo periodo de ajuste por 5 minutos, se

puede hacer la cuantificacion utilizando los siguientes gradientes:

Solvente A B Tiempo(Min)
% del flujo 35 65 0.5

95 7.0 1.5

75 8.0 7.5

65 9.5 15

3.2. Método para la determinacidn de sates biliares pcor
cromatografia liquida de alta resolucidn (126)

3.2.1 Equipo:
Cromatograffa liquida de alta resolucién, Beckman, Instfuments
Furlenton, CA, U.S.A) con bomba modelo 110 e inyector para 20 pL.,
Detector Beckman con longitud de onda de 210 nm el cual se

encuentra  integrado a una computadora marca IBM. La separacion



analitica se realizd utilizando una columna C1g Altex Ultrasphere ODS
(5 um) 4.6X250 mm.

3.2.2 Aparato para filtracion de solventes (Millipore Corp.)
3.2,3Reactivos:

Metanol (Grado HPLC, Fisher Scientific Co.)
KH2PO4 (Grado estandar, Fisher Scientific Co.)
NaOH (Fisher Scientific)

HaPQj4, 85% (Fisher Scientiic)

H20 (destilada)

3.2.4 Estandares de sales billares:
Taurocolato {Sigma)
Taurodesoxicdlato (Sigma)
Tauroursodesoxicélato (Calbiochem)

Tauroquenodesoxicélato (Sigma)
Glicocdlato(Calbiochem)
Glicoquenodesoxicdlato
Glicodeoxicélato (Calbiochem)
Glicoursodesoxicélato(Calbiochem)
Taurolitocélato (Calbiochem)
glicolitocdlato (Calbiochem)

3.2.5. Membranas de policarbonato 0.2 um (Thomas Scientific)

3.2.6. Fase Mobil;
Buffer 1 L = 1.36 g KH2PO4 disueltos en 250 ml de H20. mezclados en
750 mL de MeOH. 4.2 mL de 5N NaOH. pH 5.35 ajustado con H3PQO4

3.3 Meétodo enzimético para la determinacién de sales biliares



3.3.1 Equipo: Espectrofotometro

3.3.2Reactivos:
Tris-EDTA (0.2 M- 0.001 M) pH 9.5
Hidrato de Hidralazina pH 9.5

NAD (Sigma f3-NAD, Grado lil)

Enzima: 3a-deshidrogenasa esteroidea)

Estdndares de sales biliares:

Taurocolato de sodio (Grado A, Sigma)
4. Anadlisis estadistico

Los resultados son expresados en promedio + desviacion estandar y han
sido analizados mediante pruebas paramétricas y no paramétricas de analisis
de varianza de una via para muestras repetidas y método de Dunnett, Asl como
con la prueba de "t" de Student.
Vil. RESULTADOS

1. Peso corporal de los animales y caracteristicas de las
evacuaciones

Posterior a la reseccion ileal, el peso de los animales disminuyd en
promedio 8.9 % y 3.9% de su peso inicial al tercer y quinto dia de postoperados.
Sin embargo, después del octavo dfa, su peso tuvo un incremento del 1-5,
Mientras que los animales sometidos a operacién sham tuvieron un incremento
del 3.1%, 9.7% y 18.2% después del tercer, quinto y octavo dia de! posoperatorio
respectivamente. Cuando comparamos el peso de ambos grupos de animales,
observamos diferencias estadfsticamentg significativas (p<0.005). Por otro lado,
Ios‘ animales sometidos a yeyunectomfa proximal y distal, transposicién ileo-
colonica e ileo-cecectomia perdieron 4.6%, 9.3%, 9.2% y 11.3% al tercer dia

respectivamente, Mientras que los animales del grupo de transeccion ileal



incrementaron su peso en 1.6% al tercer dia de postoperados. El peso de los
animales del grupo con ileocecectom(a fue diterente, cuando se comparé con el
de los animales del grupo sham y transeccién ileal. p< 0.005. En el segundo
experimento en el cual se previno la coprofagia, los animales sometidos a
reseccién ileal perdieron 6.9%, al tercer dia de posoperados, mientras que los
animales sometidos a transeccion ileal ganaron 0.6%. Sin embargo, estos
porcentanjes no fueron estadisticamente diferentes de aquellos que se
observaron en los experimentos sin prevencion de la coprofagia. Finalmente en
el tercer experimento, no hubo cambios en cuanto al peso de los animales que
fueron tratados con ambos AB ( AUDC y AQDC).

La diarrea estuvo presente en 22 de 25 (88%) de los animales sometidos
" a reseccion ileal , en 3 de 6 (50%) con ileocectomia, en 2 de 6 ((33%) con
yeyunectomia distal, en 1 de 6 (16.6%) con transposicién ileo-colénica y en 1de
6 con transposicidn ileal. En contraste, ninguno de los animales sometidos a
yeyunectomfa proximal y sham desarrollaron dlarrea,

La secrecion biliar de calcio en animales (n=4) sometidos a resecciun
ileal sin prevencién de la coprofagia fue de 3.0 + 0.4 umol/h/100g y de 2.6 + 0.1
umol/h/100g en aquelles en donde se previno. Sin embargo, esta disminucién,
no fue estadisticamente significativa.
2, Secrecion biliar de bilirrubina y sales biliares

La reseccidon intestinal que involucro el ileon y yeyuno condujo a un
incremento en la secrecién de bilirrubina comparada con los animales del grupo
control figura 9 y tabla 5. Este incremento fue de practicamente del doble; es
decir 4e 52.2 + 10.5 en el grupo con reseccion intestinal, contra 23.4 + 4.7y de

268 £ 7.5 en los grupos sin operacién y sham respectivamente, y del 77%
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comparado con el grupo sometido a transeccion ileal. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas p< 0.05. Mientras que la concentracién de SB
posterior a la reseccién intestinal (figura 10 y tabla 6) tuvo una tendencia a
incrementarse en el grupo sometido a reseccién intestinal (17.7 + 8.0). Sin
embargo, este incremento no fue estadisticamente significativo. En el segundo
experimento en el cual se previno la coprofagia con el objeto de abolir el efecto
de las SB sobre la secrecion biliar de bilirrubina, observamos que el incremento
detectado en el primer experimento se sostuvo, asi como en el grupo sometido a
reseccion intestinal, la secrecién de este pigmento fue de 44.6 + 6.1, mientras
que en el de transeccion ileal fue de 33.2 & 4.3 (figura 11 y tabla 7), p< 0.004.
En relacion a la secrecion de SB, ésta disminuyd considerablemente en el grupo
con reseccion ileal 6,5 * 2.0, comparada con el grupo sometido a transeccion
ileal 10.6 £ 2.3 (figura 12 y tabla 8), p< 0.009. Por otro lado, la figura 13 se
resumen los resultados de la secrecidn biliar de bilirrubina (panel A) y de SB en
aquellos animales sometidos a reseccion ileal y sham respectivamente a los 5, 8
-y 11 dias posterior a la cirugfa. Nétese que a lo largo este periodo, los niveles de

bilirubina en los animales sometidos a reseccién ileal fueron disminuyendo,

4]

llegando a ser similares a los que presentaron los animales con operacion .

sham. Las diferencias observadas a los 3 dias fueron estadisticamente
significativas, p< 0.005 , asf como a los 5 y 8 dias, p< 0.05, pero no a los 11 dias.
La relacion de di/monoconjugados de bilirrubina (panel B) no se afecté a lo largo
de este periodo experimental. Mientras que la secrecién de SB (panel C), fue
mayor en los animales somelidos a reseccién ileal a los tres dias, sin embargo,
ésta fue similar de los 5 a los 11 dfas en ambos grupos de animales, aunque el

grupo sham cuando comparamos la secrecién de SB que presentaron a los 3



dias, con la que presentaron a los 11 dias respectivamente, esta fue diferente, p<

0.05.

3. Bilirrubina y SB en colon

En la tabla 9 se ilustran los resultados de las concentraciones de
bilirrubina y SB determinadas en el contenido del colon proximal, la
concentracion de BNC fue mayor (70.4 £ 32.3 nmoles/g) en el grupo sometidn a
reseccion ileal, comparada con la que presentaron los animales sometidos a
transeccion ileal 14.1 £ 2.9 nmoles%g, (p <0.05). Mientras que la concentracion
de SB también fue mayor en el grupo sometido a reseccién ileal (35.7 + 6.7
umoles/g) comparado con el grupo somsetido a transeccion ileal (4.7 = 1.7
umoles/g).
4. Biometria hematica y reticulocitos

Los resultados la biometria hematica, (hemoglobina, hematécrito y
reticulocitos) fueron similares tanto en el grupo experimental (reseccidn ileal)
como en el control (transeccion ileal), tabla 10, con lo cual se pudo descartar la
posibilidad de que los animales cursaran con hemdlisis
5. Microscopia de luz polarizante

El estudio de microscopia de luz polarizante fue realizado en las muestras
de bilis al tercer dia de la cirugfa en los animales sometidos a reseccién ileal,
sham y reseccion ileal respectivamente (n=17). No se demostrd la presencia de

cristales de bilirrubinato de calcio o colesterol monohidratado.
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5. Tercer experimento

En este experimento los animales que recibieron una dieta enriquecida
con AUDC al 0.5 % mostraron un incremento en la secrecion biliar de
bilirrubina, en comparacién con aquellos que fueron alimentados con AQDC a
la misma dosis y dieta normal (tigura 14), el analisis de las diferencias fue
estadisticamente significativo (p < 0.005).

La secrecion de SB, se incrementd notablemente en aquellos animales
alimentados con dieta normal adicionada de AUDC al 0.25% y AQDC al 0.5%,
comparada con la que presentaron aquellos animales alimentados con AUDC y
AQDC al 0.1% y dista normal, estas diferencias fueron estadisticamente
significativas {p< 0.001), figura 14. En cuanto al patrén de AB libres y
conjugados que presentaron estos animales se observé un cambio en el patrén
en aquellos animales alimentados con dieta adicionada de AUDC al 0.1% y
0.5%; este cambio consistié en un enrequecimiento de la bilis con Acido tauro
ursodesoxicél_ico (TUDCA) en el 66% y 88% respectivamente. Mientras que

aquellos animales alimentados con dieta normal adicionada de AQDC al 0.1% y

0.5% el enrequicimiento de su bilis fue a expensas de acido a-murocélico

(AMC-a) y acido -murocélico (AMC-3) respectivamente (figura 15).
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Vill. DISCUSION

Una de las observaciones mas importantes de este estudio fue, que la
reseccién ileal conduce a un incremento de la secrecion biliar de bilirrubina en
la bilis, este aumento representd practicamente el doble de la concentracién que
presentaron los grupos control (sham, transeccion ileal y sin operacion). Esta
observacion, sin duda, es una clara envidencia de que bajo estas condicivnes,
existe circulacién enterohepdtica de BNC. Este incremento se presentd
basicamente durante los primeros 30 minutos posteriores a la canulacion; es
decir, cuando la circulacién enterchepatica se encontraba "intacta" (127, 128).
Se sabe que durante este periodo, la secrecién biliar de SB no se encuentra
afectada, por lo que se ha propuesto que este primer periodo, podria reflejar la
imagen en espejo de lo que es la circulacién enterchepatica en condiciones
normales (128). A medida que e! tiempo transcurre, la deplesién de SB pude
influir sobre la secrecién biliar de bilirrubina (129). De acuerdo a nuestros
resultados, tanto la secrecién biliar de bilirrubina, como la de calcio fue menor
del 1% en los animales sometidos a reseccion ileal. Por lo tanto, es posible
inferir que la solubilidad del producto de Ca(HUCB)2 tampoco sufrié cambios.
Esto ademas pudo corroborarse en el estudio de microscopia de la bilis, al no
observarse cristales de bilirrubinato de calcio. Estos hallazgos concuerdan con
los encontrados por Pitt et al (111) quienes observaron en perros de las
praderas sometidos a reseccion ileal, concentraciones normales de calcio en
bilis hepatica. Sin embargo, en estos animales la concentracién de calcio en la

bills vesicular se encontré incrementada, lo que sugiere que el aumento del flujo
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de calcio, tiene lugar en la VB, posiblemente como resultado del incremento en
la concentracién de bilirrubina,

Posterior a la reseccion ileal, también pudimos observar que las especias
moleculares de bilirrubina, predominantes en la bilis de las ratas fueron los
MGB conjugados con glucosa, este cambio en el patrén de conjugacién (figura
16) sugiere que la BGT tiene mayor afinidad por la glucosa, que por el acido
glucurénico para la conjugacion de la bilirrubina, bajo estas condiciones. En
nuestra opinidn, este camblo quizas sea resultado de la baja concentraciéon de
SB dentro de la célula hepatica, ya que los animales con reseccion ileal en los
cuales se previno la coprofagia, presentaron una disminucidn en la secrecién
biliar de SB, y el patrén de conjugacion de bilirrubina fue normal.

Como previamente se ha documentado, la reseccion intestinal conduce a
cambios anatomicos del intestino, siendo la hipertrofia la mas fracuente, ésta se
ha observado incluso a partir del tercer dia de postoperatorio (130), Esta
alteracion anatdémica puede presentarse concomitantemente al incremento en
la absorcion de SB a nivel del intestino proximal, por lo que se ha sugerido, que
8s unh mecanismo compensatorio para tratar de normalizar la circulacion
enterohepética de SB. (131). En efecto, cuando la hipertrofia intestinal se puso
de manifiesto, los animales cursaron con dlarrea transitoria, que desaparecid
durante los primeros dos dias. 8in embargo, este cambio anatdmico fue més
aparente ocho dias después de la cirugia. En ese lapso, los animales
presentaron una disminucién en la secrecién biliar de bilirrubina, con lo cual se
previno la circulacion enterohepatica de la misma. Por lo anterior, es razonable

pensar que las SB juegan un papel muy importante en ese fenémeno.
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Por otro lado, es de llamar la atencion el marcado incremento en la
secrecion de SB que presentaron los animales sometidos a reseccién ileal, Una
posible explicacion podria ser que este aumento, haya sido secundario a la
sintesis de novo de SB, la cual como comentamos previamente, puede llegar a
ser hasta de 20 veces mayor, posterior a la interrupcion de la circulacion
enterohepética en la rata (128). Sin embargo, otro factor importante que no
debemos pasar por alto, es la coprofagia que presentan estos roedores, como
parte normal de sus necesidades nutricionales (132); la coprofagia per se
puede incrementar la circulacion enterohepatica de SB, tal como se ha
demostrado en el conejo (133). Sin embargo, estas dos posibilidades las
pudimos descartar con la realizacion del segundo experimento, en donde la
prevencion de la coprofagia en animales sometidos a reseccidn ileal redujo la
secrecion biliar de SB. Ahora bien, aunque es factible que la coprofagia induzca
no solo la circulacién enterohepética de SB, sino la de bilirrubina, nuestros
resultados muestran que la secrecién total de bilirrubina en ambos grupos de
animales sometidos a raeseccion ileal , con y sin prevencién de este habito fue la
misma (Figura 11). Asimismo, es posible que la bilirrubina Ingerida junto con
las heces durante la coprofagia en condiciones normales sea convertida en
urobilinégeno o bien precipitada por la actividad del calcio debido a la falta de
solubilizacion de las SB.

Por otro lado, los animales sometidos a la operacién sham presentaron
una reduccién marcada en la secrecion de SB, comparativamente con el grupo
de animales del grupo sin cirugia. Estos resultados concuerdan con los
previamente informados por Herman y cols. (134), quienes observaron una

disminucion en la secrecion de lipidos biliares en primates durante el
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posoperatorio ternprano. Sin embargo, en este estudio, contrario a lo que se
describidé en el caso de los primates, nosotros observamos normalizacién de la
secrecion de SB a partir del quinto dia después de la cirugfa. En los animales
sometidos a transeccidn ileal, la secrecion biliar de lipidos no se afectd, esto
probablemente debido a que la transeccién ileal es capaz de inducir una
respuesta de adaptacién temprana (135).

Se sabe que la secrecion biliar de bilirrubina estd determinada por el flujo
hepatico de BNC que ingresa al higado. La BNC en turno puede incrementarse
(como lo comentamos antes en el apartado de metabolismo de la
bilirrubina)(136) secundariamente a tres entidades ya conocidas como:
eritropoyesis ineficaz, hemdlisis o bien reabsorcion de la misma a nivel intestinal
(137). En los presentes experimentos realizados en este trabajo, ninguno de los
animales presentdé sangrado, durante el trans o postoperatorio, Yy se
encontraban en buenas condiciones clinicas posteriormente al acto quirirgico y
durante el perlodo exparimental, De hecho, la biometria hematica completa con
cuenta de reticulocitos no mostrdé alteraciones en ambos grupos de animales
(reseccion y transeccién ileal), con lo cual descartamos la presencia de
hemdlisis. Sin embargo, a pesar de haber descartado la presencia de hemdlisis,
también pudiera surgir la interrogante de si la sola reseccion quirtrgica de!
intestino pudiera inducir per se eritropoyesis ineficaz en estos animales. Esto
también lo pudimos descartar, ya que ninguno de los animales sometidos a
yeyunectomia proximal presentd un incremento en la secrecion biliar de
bilirrubina, Ademds, la secrecidn biliar de bilirrubina de los animales sometidos
a transeccion ileal fue similar a la que presentaron los animales de los grupos

control sham y sin operacion, respectivamente. Por lo anterior, podemos decir
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que el incremento en la secrecion biliar de bilirrubina, estuvo relacionada con la
adaptacién intestinal, pero no con hemodlisis o eritropoyesis ineficaz. Finalmente,
otra variable de interés que vale la pena comentar es la anestesia que recibieron
los animales, al respecto Guorley y cols (138), han informado que el
pentobarbital no afecta la secrecion biliar de bilirrubina en la rata, cuando se
administra a dosis de 35 mg/kg de peso, que fue la dosis que nosotros
utilizamos.

Por otro lado, aunque la reseccion ileal condujo a una disminucién
ponderal de los animales, después de haber descartado los factores mas
importantes que pudieron haber incrementado la secrecion biliar de bilirrubina,
es juicioso pensar que este incremento se debid basicamente a reabsorcion
intestinal de este pigmento, con su consecuente circulacién enterohepatica.

En efecto, en apoyo a esta hipdtesis tenemos las siguientes
consideraciones, Lester y Schmid (95-96 ) demostraron que la BNC es capaz de
absorberse a través del intestino mediante un proceso de transporte pasivo en
ratas y en humanos, y que antes de llevarse a cabo este proceso, es necesario
que la bilirrubina conjugada sea hidrolizada y desconjugada para poder asi
atravesar la membrana apical del enterocito. Posterior a su absorcién, ingresa a
la circulacion enterchepdtica, llegando de esta forma al higado en donde se
puede conjugar y re-excretar a la bilis. Sin embargo, este proceso para nuestro
conocimiento no esta presenté en condiciones normales (96). Virtualmente,
todas las moléculas de bilirrubina que ingresan al higado son conjugadas con
una o dos moléculas de azucar, lo cual le confiere una gran polaridad y evita al
mismo tiempo su reabsorcion en el intestino. Después de que la bilirrubina es

hidrolizada en la regién mas alcalina del mismo, espontaneamente o a través de
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la actividad de la f}-glucuronidasa (139), ésta precipita en forma de sal de calcio,
o bien es convertida merced a la actividad de la flora bacteriana en
urobilindgeno (140). Posteriormente, los urobilinégenos pueden ser absorbidos
en el intestino o bien excretados junto con las heces. Sin embargo, la
informacion disponible sugiere que la BNC puede ser reabsorbida bajo estas
condiciones; (a) si la BNC es desconjugada rapidamente en el intestino, (b) si la
degradacion por la flora bacteriana es lenta o ss previene, (¢) si permance en
solucién con SB (d) y, si la formacidn de complejos con calcio no ocurre.

Tal como lo hemos comentado previamente, la solubilidad de la
bilirrubina, depende tanto del pH, como de la concentracion de SB presentes
(85,98,100). Con el pH del colon , el cual es de aproximadamente 6-7 (141),
desde el punto de vista fisico-quimico, en este medio la bifirrubina se encuentra
presente predominantemente como monoanion (HB-). Su solubilidad en este
estado de ionizacion es de 1.0 uM . Sin embargo, en presencia de monomseros y
micelas de SB, su solubilidad se incrementa notablemente a través de nuevas
uniones que puede crear con heterodimeros de SB. Ahora bien, tal como lo
hemos mostrado, bajo condiciones de reseccion intestinal existe malabsorcion
de SB, por lo que ingresa una gran cantidad de las mismas al colon. La
malabsorcidn de SB se presenta paralelamente a la diarrea, la cual se presentd
en los animales sometidos a reseccion ileal. Incluso la diarrea se presentd en
aquellos animgles sometidos a yeyunectomia distal, lo cual apoya
observaciones previas en donde se ha sugerido que un gran porcentaje de las
SB, se absorben a través de un mecanismo pasivo a este nivel del intestino
(yeyuno) en la rata (142). Contrario a estos resultados, ninguno de los animales

sometidos a yeyunectomia proximal desarrollé diarrea, esto debido a que
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pudieron absorber las SB en ileon, por lo que no ingresé una mayor cantidad de
SB al colon (143).

En los animales sometidos a reseccién ileal, la cantidad de BNC en el
colon fue 4 veces mayor que la que presentaron los animales con transeccion
ileal. La relacién entre BS/BNC fue de 500:1, por lo tanto la BNC pudo ser
facilmente solubilizada y su precipitacion prevenida (98). Ahora bien, si la BNC
puede ser absorbida a través de un mecanismo pasivo en el intestino (95-96) y
tomando en consideracion que la absorcion esta en relacion con la cantidad de
BNC solubilizada en el lumen inteslinal, es razonable asumir que los niveles de
BNC solubilizados pudieron absorberse en el intestino. Este concepto esta
apoyado por el hecho de que cuando se ha infundido intraduodenalmente BNGC
junto con una gran concentracién de SB en ratas, la BNC se puede absorber
rapidamente, mientras que cuando se administra sdlo BNC, no se obtienen los
mismos resultados (144).

Mas aun, se ha observado que la administracion de SB directamente al
colon puede incrementar la permeabilidad de este érgano (145), por lo que es
factible que este hecho incrementara aun mas la solubilidad de la BNC y de esta
forma facilite su absorcion., Asimismo, Idebido a que la secrecion biliar de
bilirrubina también se encontré incremehtada en los grupos de ilocecectomia y
transposicidn ileocolonica al igual que en el grupo con reseccion ileal esto
sugiere que la absorcion de la BNC tiene lugar en el colon proximal. También
es posible considerar que la reabsorcién de BNC pudo haber estado mediada
por un cambio en la flora intestinal; es decir, por sobrepoblacién bacteriana, que

facilitara la desconjugacion de la bilirrubina; sin embargo, esa posibilidad la



podemos descartar, puesto que en todos los animales la valvula ileocecal se
mantuvo intacta.

Finalmente, con la realizacién del tercer experimento pudimos probar
nuestra hipdtesis de que las SB son capaces de incrementar la secrecidn biliar
de bilirrubina en el ratén y promover al mismo tiempo su circulacién
enterohepatica. En el hombre como en otras especies, los AB son muy
importantes para la absorcion de lipidos (146). El AQDC se absorbe
eficientemente en el ileon, es transportado al higado en donde es conjugado ¢on
taurina o glicina y excretado junto con la bilis (147). Asimismo, se sabe que la
ingestion de AQDC, incrementa la sintesis de AUDC (148). Durante su
administracidn, se puede observar un cambio en la composicién de la bilis, la
que se enriquece con este acido y disminuye notablemente su concentracion de
AC (del 22 al 32%). En contraste, la ingestion de AUDC da como resultado un
enriquecimiento de la bilis con este acido, disminuyendo al mismo tiempo sus
proporciones del AC y ADC (149), De manera importante se ha observado que
durante la ingestion de AUDC, la concentracién de éste, llega a comprender
hasta el 60% del total de AB en la bilis, pero cuando se administra AQDC, su
porcentaje llega a ser hasta del 80-90% (150).

"E! mecanismo mediante el cual el AUDC puede inducir un aumento en la
secrecion de BNC y con ello dar lugar a la circulaciéon enterohepatica de la
misma, probablemente sea a través del desplazamiento de los AB endagenos,
ya que compite con los mismos por los receptores para AB a nivel del ileon con
los que tiene mayor afinidad (51). De esta forma se produce malabsorcién de AB
como se ha informado en aquellos pacientes que reciben tratamiento con este

acido por LB de colesterol (50). Esla yran cantidad de SB que ingresan al colon,



actuaria de la misma manera que en el caso de los animales con reseccion ileal,
es decir, solubilizando la BNC y con ello facilitando su absorcién en el colon
proxirnal,

Por otro lado, en estudios experimentales previos se observo que el
AUDC es capaz de incrementar la concentracién de calcio y de bicarbonato en
la bilis (151), por lo que se pensdé que estas dos alleraciones eran las
responsables de la calcificacién de los calculos que presentaban algunos de los
pacientes posterior al tratamiento médico con AB, Sin embargo, nuestros
resultados sugieren que este incremento en la secrecion biliar de bilirrubina
pudiera influir en la calcificacidn de los calculos de los pacientes sometidos a
tratamiento médico con AB, ya que influirfa sobre la concentracién de calcio en
la bilis.

Implicaciones Fisiolégicas y conclusiones

Existen evidencias que sefialan que los pacientes con Ell y muy
especialmente aquellos con reseccion ileal presentan alteraciones en la
secrecion de lipidos biliares, similares a las alteraciones que hemos observado
en este estudio. Es decir, una gran concentracién de BNC y de monoconjugados
de bilirrubina en la bilis que de alguna manera influyen en la formacién de
litiasis pigmentaria. Este mismo tipo de pacientes, presentan disfuncion del ileon
terminal que les induce diarrea de tipo colerético por perfodos prolongados o
indefinidos (152). La gran cantidad de SB que ingresan al colon también facilitan
la transformaclon del AQDC a AUDC a través de epimerizacion de C-7, de esta
forma, la 7-f§-hidroxilacion en la estructura quimica del AUDC al parecer lo
confiere proteccion para ser catabolizado y en consecuencia éste puede

solubilizar mejor a fa BNC (153). Aunado a todo lo anterior, los pacientes con Ell
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con y sin reseccion lleal tienen un riesgo incrementado de desarrollar sindrome
de sobrepoblacién bacteriana que les induce una mayor desconjugacion de la
bilirrubina.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la reseccion ileal en la rata
incrementa la secrecion biliar de bilirrubina en la bilis, la cual es resultadoe de la
circulacion enterohepatica que presenta este pigmento, después de absorberse
en el colon proximal a través de un mecanismo pasivo, el que a su vez es
facilitado por las SB que solubilizan la BNC. De probar estos hallazgos en
humanos (actualmente nos encontramos trabajando con pacientes con sindrome
de intestino corto), este nuevo sindrome de "hiperbilirrubilia entérica" podria ser
semejante al ya descrito para describir a la hiperoxaluria entérica. En la figura
17, hemos esquematizado la forma como la BNC podria absorberse en el colon
proximal y bajo qué condiciones,

Ademas creemos que nuestros hallazgos son de gran importancia,
porque asientan las bases fisiopatolégicas para desarrollo de LB en pacientes
con enfermedades del ileon terminal, asi como en todos aquellos que cursan
con malabsorcion de SB. De capital interés, serdn estos hallazgos para explicar

de alguna manera la hiperbilirrubinemia fisiolégica en neonatos.
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Tabla 1. INCIDENCIA DE LITIASIS BILIAR EN PACIENTES ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL Y RESECCION ILEAL
Diagnéstic Tipo de

Autor (Ano)

Chapin (1956)
Heaton (1969)
Cohen (1971)
Keily (1872)
Nelson (1973)
Baker (1974)
Baker (1974)

Hill (1975)

Greenstein (1976)
Jones (1976)

Rutgeenrts (1981)

Whorwell (1984)
Kurchin (1984)
Bluth (1984)

Marks (1984)
Schotmerich (1987)

Andersen (1987)

LoRusso (1990)

Tipo de No Pacientes Diagnéstico Tipo de Cirugia
estudio (M/F)
Autopsias (27/12) ER (39) ?
Radiolégico  (33/39) ER(67) RioB
Descriptivo (27/23) ER (50) RlioB
Comparativo  (?) ER (52) RI
Descriptivo (?) CC (8), IC (22) CO
Controlado (?) ER (71),1IC(32) IC
CC (19), UC(67)
Comparativo  (?) PU (30) ?
Comparativo  (46/60) CU (72), ER (35) lleostomia, R
PC
Descriptivo (?) ER (213), IC ?
(223)
Comparativo  (23/32) CU (55) lleostomia, Ri
Descriptivo (30/31) ER (27),IC(34) No
Comparativo  (14/24) ER (38) ?
Descriptivo (75/77) CU (81), ER (71) lleostomia,
Proctocolect
Descriptivo (36/33) ER(?) CU (?) lleostomia
Comparativo  (?) ER(17),CU(7) R
Descriptivo (43/57) ER (74), CU (26) RI
Descriptivo (55/52) ER (107) RI
100 (31)
< 100 (76)
Controlado  (95/64) CU (114), ER (45) Rl

Con LB
(%)

(12.8)
(31.9)
(28)
(27)
(6.6)
(25.4)
(27)
(24.5)

(8.9)
(20)
(15)
(21)
(10.5)
(23)

(12)

(16)
(17)

(10 7)

Edad (Ahos)
Promedio o
Rango

- 65

-69

?

?

- 71
+13.7

< 40 =47
> 40 =59

?
- 69
- 58

?

-78

ER37+3.6
CU39+4.3
-70

?

CU41x15
ER39+t 15

Seguimiento

(Anos)

?

-18

- 20

- 11

12

ER+Cir12+2.3
ER no Cir4.9+1.5

?

?

odelB
Autopsia
CO
CO
CO
CcO
CO
CO
CO

CO
CO
COo
us
CcO
us

CcoO
Us
CO, ClvV

us

calculos

?

Radiop

Radioldc
Colestero!

?
?
?
?

Radiopaque
Radioltc

?

Radioluc

Mixtos
?

?

?



Nightingale {1992) Comparativo  (29/57) ER {49) CU (5) No colon. 38 con -75 Rango 1 -5 us

1S (8), IRR{8}. colon. Ambos con RY Promedio 51
0(14)
Hutchinson {1984) Descriptivo (95/156) ER (119). CC(75) Con reseccion {28} Rango 14 - 82 us
lleal. de colon o Promedio 45
ambas.
TOTAL 2367 421{18)

ER. Enteritis regional; IC, lleocoltis CU, Colitis ulcerativa: CC. Ccitis cronica; RI, Reseccion tieal; B, Derivacion ileal; PU, Proctitis ulcerativa; PC, Proctitis cronica; 1S,
isquemia intestinal; IRR, llettis regional por radiacion: RY. Reseccion del yeyune: O, Obstruccion intestinal.
Bypass: |, llecstomia; LB, Utiasis Biliar: CO, Cholecistografia Orai; US. Uitrasonografia: CIV Cclangiografia intravenosa.
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Tabla 2

INCIDENCIA DE LITIASIS BILIAR EN PACIENTES SOMETIDOS A DERIVACION ILEAL POR OBESIDAD MOREBIDA E HIPERCOLESTEROLEMIA
Diagnostic  Tipo de calculo

Autor (Afo)

Wise (1975)
DeWind (1976)
Moss (1976}
Telmos (1877)
Scott (1977)
Fallon (1977)
Wise (1978)
Halverson (1978)
Gourlay (1978)
Sorensen (1 980)
Delaney (1980}
Montorsi (1981)
Hocking (1983)
Dettel (1987)
Sorensen (1988)
Buchwald (1990)
TOTAL

Tipo de
estudio

Prospectivo

Descriptivo

Retrospectivo

Retrospectivo

Descriptivo

Prospectivo
Prospectivo
Prospectivo
Descriptivo

Prospectivo
Prospectivo
Prospectivo

Prospectivo

Retrespectivo

Prospectivo

Prospectivo
controlado

Tipo de
Cirugia

B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeynuileal
B Yeyunoileal
| Yeyunal

B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeyuncilea!
B Yeyuncilea!
B Yeyunoileal
B Yeyunoileal
B Yeyunoilea!

B parcial ilzal

Pacientes No

MF)

93 (7)

230 (59/171)
89 (17/82)
82 (?}

200 {85/115)
25 (?)

70(7)

101 (14/84)
261 (?)

265 (?)

156 (?)

76 (?)

100 (18/82)
63 (?)

185 (45/140)
320(?)

2223

Con LB
(%)

28 (30.1)
22 (9.56)
5 {5.6)
48 (58.5)
55 (27.5)
4 (16)

9 (12.8)
31 (31)

1 (0.4)
26 (9.1)
16 (10.2)
7 {9.21)
38 (38)
8(12.7)
26 (14)
54 {.16.9)

378 (17)

Edad (Anos)
Promedio
Rango
33.7+9
18-55

15-61

368

?

36

?

337+9
334

328=8
9-59
35
18-52
33

344
349+9

3x7

51

Seguimiento
(Ahos)
Piomedio o
Rango

22

1-14

2.7

1-6

166 £ 085

1-1.5

97

o
de LB

?

oC

oC

CC

?

ocC

?

oC

?

OC., IVC
us

?

oC
OC.US
0OC. IvC
OC, UsS

B, Bypass; |, lleostomia; LB, Litiasis Biliar; CO. Cholecistogratia Oral; US, Ultrasonografia; CIV Cclangiografia Intravenosa

?

?

4 Padiolucidos
?

?

?

24 Radiolucidos
3 Radiopacos
7

?

100 2z Mixtus

100 %
Radwolucides

?



Tabla 3. CARACTERISTICAS DE LOS CALCULOS BILIARES PIGMENTARIOS

Caracterica
Consistencia

Principales
componentes:

Biiirrubinato de calcio
Palmitato de calcio

Fosfato de calcio

Carbonato de calcio

Colesteroi
Sales biliares

Material no detectable

Sitio anatomico

Asociaciones

Bilis

Negro
Amorfa

o/
0

S

aramente

MO
]

Vesicula biliar
(preterentemente)

Hemolisis

Estéril

Trotman BW, Soloway RD. Hepatology 1982;2:879-884. Modificada

TIPO

Café

Laminados

14
%

60

15
Nodetectable
Raramente
15

2

10

Conductos biliares intra y
extrahepaticos
(preferentemente)
Colangitis

Infectada (E. coli)



Tabla 4. COMPOSICION DE LA BILIS HUMANA NORMAL (mM)
Bilis hepética

Componente
Sales biliares
Calcio total
Calcio ionizado

CO2 en solucion
Bicarbonato (HCO3")

Carbonato (CO37)
Bilirrubina total

Bilirrubina no
conjugada

pH

Modificada de la referencia 115.

60

3.0
1.3
1.2

35
0.2
1.0

0.001

70-7.6

Bilis vesicular

300
15
2.7
1.2

3.0
0.003

8.5
0.035

6.0-6.8



Tabla 5. Secrecidn biliar de bilirrubina tres dias después de la
cirugfa.

Secrecion de bilirrubina (nmol/h/100g)
""""" Tiempo (minutos) de coleccion de bils
Grupo n 0-30 30 - 60 60 -90 90-120
Sin operacién 234+ 4.7 19.56+33 18.0+t46 23.11+4.0
Sham 26.8+75 246+49 251+36 29.3+4.0

6
9

Transeccion Heal 6 294172 27.0+4.1 224149 256+13.0
6

Yeyunectomia 32.3+92" 347+9.1 336137 394+19.4
proximal

Yeyunectomlia 6 53.1+195"" 4321100 412477 4381 11.1
distal

Transposicidn lleo- & 5151 108 465195 372+76 51.7+11.3
coldnica

lleo-cecectomia 6 497+167"" 348+89 3411128 36.8+9.4

Reseccion leal 8 5224105 4511+17.9 47.4+21.1 63.7+21.1

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

" No significancia vs Transposicién lleal: ** p< 0.005



Tabla 6. Secrecion de sales biliares tres dias después de la

cirugia.

Grupo

Sin operacion
Sham
Transeccion lleal

Yeyunectomia
proximal

Yeyunectomia
distal

Transposicion lleo-

colonica
lleo-cecectomia

Reseccion lleal

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

" p< 0.05 vs Sham.

=

o O O O

Secrecion de Sales Biliares (umol/h/100q)

-----------------------------------------------------------------------

Tiempo (minutos) de coleccioén de bilis

0-30
11.3+£2.0
6.3+3.0
13.0 % 4.1
114173

12.6t 4.4

13.3+ 1.6

1451 5.7

17.7 £ 8.0

30 - GO
7+20
42122
9.315.0
10.1 £ 5.6

13.4 £ 9.2

9.7+ 3.7

12.1 £ 4.7

12770

60 -90

56113
3.1%£1.3
59+£25
0.0+4.4

1211116

9.31+3.0

1121 4.0
9.814.9

90 - 120
56420
3.74+20
551 2.6

82135

89442

87133

1061 3.8

1031 4.8



Tabla 7. Efecto de la prevencidn de la coprofagia sobre la
secrecién biliar de bilirrubina.

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Grupo n 0-30 30 -60 60 - 90 90 - 120

Transeccion lleal 6 332+4.3" 28.0+83"° 288+ 123+ 24.7 +10.0+

Reseccion lieal 6 446461 367+64"" 331476+ 37.4+6.0%

" p< 0.004; ** No sognificancia estadistica; +P< 0.02



Tabla 8. Etecto de la prevencion de la coprofagia sobre la
secrecion de sales biliares.

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

Grupo n 0-30 30 - 60 G0 - 90 90 - 120

Transeccionileal 6 10.5+23" 69+1.6" 6.011.8+ 52412+

Reseccion lleal 6 B85+20 461197 40+22+ 43+19+

"p<0.009; * p<0.04; * No significancia estadistica-



Tabla 9. PARAMETROS PARA DESCARTAR HEMOLISIS

Grupos
Reseccion Heal Transeccion Heal
n 4 4
Hemoglobina (g/dl)  13.5 0.8 141 0.9
Hematocrito (%) 419 £ 19 43.6 £ 2.5
Reticulovitos 2.7 +0.4 2.6 £ 0.4

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los parimetros estudiados,



Tabla 10. Concentracidn de bilirrubina no conjugada y sales
biliares en el colon proximal tres dias posterior al la cirugia.

D S T4 e W S A B A b A S A A W L L L L L L L L g ¢ 1 L& 1] LD L2 T D 2 LD LA L XYLl X B 1 1 7 3 2 1] - -

Reseccidn ileal Transeccion ileal
(n=4) (n=4)

BNC (nmoles/qg) 70.4 + 32.3° 14.1 £ 2.9

SB (umoles/g) 357+6.7"" 4.7 £ 1.7

-----------------------------------------------------------------------------------------------------------

BNC, Bilirrubina no conjugada; SB, sales biliares. Extraidas en 50 mg (peso
seco) de contenido cecal. p <0.05, p<0.005
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Figura 1. Rlesgo de desarroliar litiasis biliar en pacientes con
diagnoéstico de enfermedad Inflamatoria intestinal. Nétese
que el rlesgo mds elevado lo presentan los pacientes con
enteritis reglonal e ileocolitis. PC, pancolitis; EC, Enteritis y
colitis; TC, colitis total; ER + IC, enteritis regional e lleocolitls.
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Estructura quimica de los dcidos billares en el hombre.
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Figura4. Cromatograma que muestra las diferentes especies
moleculares de bilirrubina en el hombre , extraidas mediante
cromatografia liquida de alta resolucién. Los picos del 2-7
representan a los conjugados de bilirrubina, mientras que el
pico 8 ala bilirrublna no conjugada.
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BILIS: SOLUCION Acuosa
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Figura8.  Procedimlentos quirirglcos llevados a cabo en el primer
experimento.

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

YEYUNECTOMIA PROXIMAL: A-B
YEYUNECTOMIA DISTAL: C-D
ILEO-CECECTOMIA: E-G

TRANSPOSICION ILEO-COLONICA: E-Fa H
RESECCION ILEAL: E-F
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Secrecion Biliar de Bilirrubina (nmol/h/100h)

‘Figura 9. Efecto de la reseccion intestinal
sobre la secrecion biliar de bilirrubina
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NO-C, No cirugia; SH, Sham; Tl, Transeccion ileal;
YP, Yeyunectomia proximal;, YD, Yeyunectomia distal;
TIC, Transposicion ileo-colonica; IC, lleocecectomia,
R|, Reseccion ileal.

*p < 0.05 vs TI; ** No significancia vs Tl,




Figura 10. Efecto de la reseccion intestinal sobre
la secrecion de sales biliares (0-30 minutos)

Secrecion de Sales Biliares (umol/h/100g)
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NO-C, No cirugia; SH, Sham; Tl, Transeccion ileal;
YP, Yeyunectomia proximal, YD, Yeyunectomia distal:
TIC, Transposicion ileo-colonica; IC, lleocecectomia:
RI, Reseccion ileal.

*p <0.05 vs SH



Secrecion de Sales Biliares (umol/h/100g)

Figura 12. Efecto de la prevencion de la coprofagia
sobre la secrecion de sales biliares posterior a la
reseccion intestinal.
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Tl, Transeccion ileal, No coprofagia; Rl, Reseccion ileal;
C, coprofagia.

* p<0.009 vs TI-NC
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Flgura 13.
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Numero de Dias Posterior a la Cirugla

Efecto de la adaptacion sobre la secrecidn biliar de
bilirrubina ( panel A), relacién di/monoconjugados de
bilirrubina (panel B) y de sales biliares (panel C) en animales
sometidos a reseccidn lieal (en negro) y sham (en
blanco) respectivamente. * p< 0.005; ** p< 0.05.



Secrecion Biliar de Bilirrubina (nrioles/h/100g)
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Figura 14.

0.1% 0.25% 0.5%

% Sales Biliares en la Dieta

Efecto de la administracion oral de sales biliares sobre ia
sacrecion billar de bilirrubina. Notese que sélo el dcido
ursodesoxicolico (AUDC) al 0.5% incremento la secreclon
biliar de este pigmento, p<0.005,
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% Del Total de la Composicion de Acidos Biliares
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Figura 15.

EEE Acido-o-Murocélico-T
G Acido-}-Murocdlico-T
mm AUDC-T

7z AUDC-G

E3 AC-T

AQDC-T

ADC-T

— ADC-G

Control

0.1% AUDC - 0.5% AUDC

0.1% AQDC 0.5% AQDC

Composicién de la bilis de acuerdo al patrén de acidos
biliares conjugados. Como se puede observar los cambios
mas importantes fueron el aumento de los conjugados con
taurina cuando se administré AUDC y la presencia de los

dcidos oy § de murocélicos, cuando se administré AQDC.
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Figura 16. Cromatogramas que muestran: el patron normal de las

especies moloculares de bilirrubina en Ia rata (panel A). Los
conjugados con glucosa (pico 3 en panel B). Aumento de los
conjugados con glucosa (pico 3 en panel C) y aumento de los
monoglucurdnidos (pancl D).
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Retorno Venoso 7]
Portal
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!"” 1  Perfusion incrementada con gales biliares/dcidos grasos

(. ciecoy ©Actividaddela J}-?luc_u_ronidau

T COLON e« Solubitizacion de ia bilirrubina no conjugada
‘ A  Absorcion pasiva de bilirrubina no conjugada

-

{ti

-

Figura17. Mecanismos fisiopatogénicos mediante los cuales Ia

Y bilirrubina no conjugada pudiera absorberse en e tracto
G2
1R

fllgestivo, ingresar afa circulacion enterohepdtica e
' Incrementar su secrecion biliar.
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