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Mecanismos moleculares en la formacion de la bilis
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El tracto hepatobiliar se inicia con la red de canaliculos
biliares (espacios formados por la regioén apical de hepa-
tocitos adyacentes), donde se genera la bilis, y continda
con los conductos biliares intrahepaticos, en los que la bi-
lis resulta modificada por las células epiteliales que tapi-
zan dichos conductos (los colangiocitos). La bilis es una
solucién acuosa que contiene solutos orgdnicos (dcidos
biliares, fosfolipidos, colesterol, pigmentos biliares, glu-
tatién y proteinas, asi como miiltiples metabolitos de sus-
tancias endégenas y exdgenas) e inorganicos (fundamen-
talmente bicarbonato, cloruro, sodio, potasio y calcio). La
composicién y concentracién de cada uno de estos solu-
tos varia a lo largo del tracto hepatobiliar. Por ello se pue-
de distinguir entre la bilis canalicular (o primaria) y la bi-
lis ductular (o bilis modificada a lo largo de los conductos
biliares mediante procesos de secrecién/absorcion que la
fluidifican y alcalinizan). En la generacién y modifica-
cién de la bilis intervienen multiples proteinas transporta-
doras localizadas en lugares especificos de los hepatoci-
tos y colangiocitos, y todo el proceso estd regulado por
diversos estimulos de tipo metabdlico, hormonal y neuro-
vegetativo!.

De los 600 a 1.200 ml de bilis generados diariamente en
humanos, un 60% corresponde a bilis canalicular. La mi-
tad del flujo biliar canalicular se genera por la fuerza os-
mdtica que ejercen las sales biliares (flujo biliar depen-
diente de sales biliares; en inglés, bile salt-dependent bile
flow), mientras que la otra mitad se genera por la fuerza
osmoética debida a la excrecion de otras sustancias, sobre
todo glutatiéon y en menor medida bicarbonato y otros io-
nes (esta porcidn del flujo biliar se cataloga como inde-
pendiente de sales biliares; en inglés, bile salt-indepen-
dent bile flow). En los conductos biliares, la fluidificacién
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de la bilis es el resultado de la fuerza osmética que ejerce
la excrecidn ductular de iones, y en particular el bicarbo-
nato, que ademads de alcalinizarla determina un aumento
de su volumen total hasta completar el 40% del flujo bi-
liar diario.

Los hepatocitos constituyen una barrera anatomica entre
la sangre portal y el liquido biliar, separados tinicamente
por las uniones intercelulares o tight junctions. La mem-
brana plasmatica de los hepatocitos presenta una polari-
dad estructural. Por el lado sinusoidal o basal, la mem-
brana plasmdtica se encuentra en contacto casi directo
con la sangre portal (solamente le separa de ella el espa-
cio de Disse), y contintia en la membrana plasmaética late-
ral (adyacente a los otros hepatocitos), determinando am-
bas porciones el dominio o membrana basolateral. Por
otro lado, la membrana plasmadtica canalicular correspon-
de al dominio apical, que estd separada del dominio baso-
lateral por las uniones intercelulares. Estas uniones son
impermeables a la mayoria de los componentes sangui-
neos (incluida el agua), y en la membrana plasmati-
ca limitan ademads la difusién de lipidos y proteinas de
membrana entre los dominios basolateral y apical. Los
colangiocitos también poseen dominios basolateral y api-
cal separados por las uniones intercelulares. Pero en el
caso de los colangiocitos la membrana basolateral no estd
en contacto directo con la sangre como la membrana si-
nusoidal de los hepatocitos, ya que la sangre que circunda
los conductos biliares fluye a través de los plexos vascu-
lares periductulares que se derivan de la arteria hepadtica.
Debido a la relativa impermeabilidad de las uniones in-
tercelulares, y al cardcter hidrofébico de la membrana
plasmadtica, los hepatocitos y colangiocitos disponen de
diversos canales de agua denominados acuoporinas
(aquoporins, AQP) que posibilitan el transporte transce-
lular de agua y, por tanto, desempefian un papel impor-
tante para que la fuerza osmdtica originada por la excre-
ciéon de solutos a lo largo del tracto hepatobiliar se
traduzca en un aumento del flujo biliar. A continuacién
se describen brevemente los diversos mecanismos de
transporte que generan el flujo biliar, asi como los princi-
pales estimulos reguladores y vias de sefializacion.
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Para la generacion de la bilis canalicular, los hepatocitos
disponen de multiples sistemas de transporte polarizado,
localizados unos en la membrana plasmadtica basolate-
ral, y otros en la membrana canalicular o apical. Asi,
en la membrana basolateral se encuentra el transporta-
dor Na*-K*-ATPasa, que mantiene un gradiente iénico
(Na+ exterior>interior? K* imerior>exlerior) y genera, jU.IltO con un ca-
nal de K*, un potencial eléctrico intracelular de aproxima-
damente —35 mV. Este potencial eléctrico permite la ho-
meostasis intracelular de iones y del pH, asi como la
entrada electrogénica, dependiente de Na*, de sales bilia-
res conjugadas (glicocolato, taurocolato, tauroquenodeo-
xicolato y tauroursodeoxicolato), que se realiza mediante
el cotransportador Na*-taurocolato (sodium/taurocholate
cotransporting polypeptide, NTCP o SLCI10Al). La
membrana sinusoidal dispone ademds de otro grupo de
proteinas (organic anion transporter polypeptides,
OATP) que llevan a cabo el transporte independiente de
Na* de una gran variedad de moléculas anfipdticas, in-
cluidas sales biliares conjugadas y no conjugadas (colato,
glicocolato, taurocolato, tauroquenodeoxicolato y tau-
roursodeoxicolato), conjugados de estrégenos, aniones
orgdnicos tales como bromosulfoftaleina y el leucotrieno
C,, y numerosos metabolitos de xenobidticos. La alta
concentracion intracelular de glutatién reducido en el he-
patocito estimula su intercambio con sustratos orgdnicos
del torrente circulatorio a través de esta familia de trans-
portadores. Recientemente, se ha visto que las rifampici-
nas interaccionan con los diversos miembros de estos
transportadores que facilitan el aclaramiento de xenobid-
ticos (OATP-A o SLC21A3, OATP-B o SLC21A9,
OATP-C o SLC21A6 y OATP8 o SLC21A8)*. A la hora
de interpretar los estudios de este tipo de transportadores
en animales, conviene tener presente que la numeracién
de OATP aplicada en humanos no siempre se correspon-
de con la de los Oatp en roedores; por ejemplo, el OATP-C
humano es el ortélogo del Oatp4 en roedores®. Las protei-
nas MRP (multidrug resistance-associated proteins) for-
man otra familia de transportadores de aniones organicos
y se engloban en el grupo C dentro de la superfamilia de
transportadores con ATP-binding cassette o superfamilia
ABC. MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4), MRP5
(ABCC5) y MRP6 (ABCCO) se localizan en la membrana
sinusoidal del hepatocito y aumentan su expresion en si-
tuaciones de colestasis para mediar la salida de diversos
aniones orgdnicos como la bilirrubina conjugada hacia la
sangre. El MRP4, ademds de poder transportar prosta-
glandinas, es capaz de transportar hacia la sangre el gluta-
tion reducido junto con sales biliares monoaniénicas
(colato, colitaurina y coliglicina). En situaciones de coles-
tasis con un incremento intrahepatocitario de la bilirrubi-
na conjugada, es caracteristico el aumento que se produce
en la expresion basolateral de MRP3, asi como la apari-
cién a este nivel de MRP1.

Para la captacién sinusoidal de cationes orgdnicos (neuro-
transmisores y otras aminas enddgenas, xenobidticos ca-
tiénicos, etc.), la membrana basolateral hepatocitaria dis-
pone de transportadores poliespecificos como el OCT1
(organic cation transporter 1, SLC22A1), que en el higa-
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do fetal presenta una forma equivalente (OCTNI o
SLC22A4),y el OCT3 (SLC22A3), el cual parece desem-
pefiar un papel importante en la captacién de monoami-
nas. Por ultimo, la membrana basolateral del hepatocito
posee otros transportadores de iones inorgdnicos, ademas
de los mencionados anteriormente, como es el caso del
intercambiador Na*/H* 1 (Na*/H* exchanger I, NHEI1 o
SLC9A1) y del intercambiador CI/HCO,~ dependiente de
sodio®, encargados, junto a otros transportadores i6nicos,
del mantenimiento de la homeostasis i6nica y del pH in-
tracelular.

Normalmente, el transporte de constituyentes biliares a
través de la membrana canalicular es la etapa limitante
para la formacién de bilis. Al menos 6 transportadores ac-
tivos primarios estan involucrados en la secrecién canali-
cular de componentes biliares (MDR1, MDR3, BSEP,
MRP2, BCRP y FIC1). El MDRI1 (multidrug resistence
P-glycoprotein 1 o ABCB1) actiia como una bomba que
exporta componentes organicos de tipo catiénico hidrof6-
bico (p. ej., formacos como la colchicina, adriamicina,
vimblastina y doxorrubicina). Hasta el momento no se ha
descrito ninguna enfermedad causada por déficit en este
transportador. E1l MDR3 (ABCB4, mdr2 en roedores) ac-
tia como una flipasa que transloca fosfolipidos como el
fosfoinositol; alteraciones diversas en este transportador
conducen al cuadro de colestasis intrahepdtica familiar
progresiva de tipo 3. El BSEP (bile salt export pump,
ABCBI11, antes también denominado SPGP, del inglés
sister of P-glycoprotein) actia como una bomba que ex-
porta sales biliares y su déficit conduce a otro tipo de co-
lestasis intrahepdtica familiar progresiva (la tipo 2). El
transportador BSEP es, en definitiva, el principal respon-
sable de la generacién del flujo biliar canalicular depen-
diente de las sales biliares. Respecto a FIC1, las alteracio-
nes en este transportador pueden ser mds o menos graves
y dar lugar bien a la colestasis intrahepatica familiar pro-
gresiva tipo 1, o bien a un cuadro colestdsico mas benig-
no denominado BRIC (benign recurrent intrahepatic
cholestasis). Por tltimo, el transportador MRP2 (ABCC2,
también denominado cMOAT, de canalicular multispeci-
fic organic anion transporter) media la excrecién canali-
cular de componentes biliares tan importantes como la bi-
lirrubina conjugada y el glutation reducido. Su déficit es
la causa del sindrome de Dubin-Johnson, en el que existe
un aumento de las concentraciones de la bilirrubina con-
jugada en sangre (hiperbilibirrubinemia conjugada).

Para el transporte de iones, la membrana canalicular se
encuentra dotada de canales de CI” cuya(s) identidad(es)
queda(n) por determinar. Pueden activarse por un aumen-
to de volumen y/o por la liberacién de Ca*" intracelular
(swelling- and Ca**-activated chloride channels), pero en
cualquier caso son distintos del CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator o ABCC7). El
CFTR es un canal de CI” sensible al adenosinmonofosfato
ciclico (cAMP) que en el tracto hepatobiliar se expresa en
colangiocitos (véase mds adelante), pero no en hepatoci-
tos. De todas formas, es muy probable que los hepatocitos
posean otros canales de Cl™ canaliculares que, directa o
indirectamente, sean también sensibles al aumento de las
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concentraciones intracelulares de cAMP tras estimulos
coleréticos como el glucagoén. Por otra parte, la membra-
na canalicular también posee una actividad de intercam-
bio de aniones (anion exchange, AE), que es indepen-
diente de sodio y estimulable por cAMP. La proteina
AE2 (SLC4A2) es el tnico intercambiador de aniones in-
dependiente de sodio que se ha descrito en el higado y se
expresa en la region apical a lo largo del tracto hepatobi-
liar”. Por tanto, lo més probable es que la AE2 sea la pro-
tefna responsable de la excrecidn hepatobiliar de bicarbo-
nato tanto en hepatocitos como en colangiocitos. El
modelo mas aceptado actualmente sostiene que el desen-
cadenante de la excrecion de bicarbonato tras un estimulo
colerético es la activacion de los canales de Cl, que a su
vez permiten que se establezca un gradiente favorable a
un intercambio CI7HCO;~, con entrada de CI~ a cambio
de la salida de HCO,". La movilizacion de agua desde el
sinusoide hacia el canaliculo se ve facilitada por 2 tipos
de canales de agua o acuoporinas. En la membrana baso-
lateral de los hepatocitos de rata se ha descrito la AQP9,
que es una acuogliceroporina presuntamente encargada
de la internalizacién de agua en el hepatocito (ademds de
glicerol, principal sustrato de la gluconeogenia hepadtica).
La salida de agua del hepatocito hacia el polo canalicular
parece requerir la presencia de otra acuoporina, la AQPS.
Se ha descrito que la AQPS se transloca desde el interior
del hepatocito a la membrana canalicular en respuesta al
glucagén, que activa la via de sefalizacion de la protein-
cinasa A (PKA) tras aumentar las concentraciones de
cAMP. La activacion de la PKA, asi como cambios en el
volumen y pH intracelular, pueden regular el movimiento
de vesiculas con AQPS8 de la regién subapical a la mem-
brana canalicular y viceversa, mediante procesos de en-
docitosis y exocitosis, de modo similar a como se ha de-
mostrado recientemente en colangiocitos para vesiculas
que contienen simultdneamente AQP1 (antes denominada
CHIP28), CFTR y AE28. También en el hepatocito es
muy probable que las mismas vesiculas que transportan
AQPS contengan AE2 y canales de CI™ sensibles a cAMP.
Como ya se ha sefialado anteriormente, la bilis canalicu-
lar se modifica en los conductos biliares a través de dis-
tintos transportadores de electrdlitos y canales de iones
que se localizan en los colangiocitos. Estas células epite-
liales que tapizan los conductos biliares determinan la
fluidificacién y alcalinizacion de la bilis primaria hepato-
celular, secretando o absorbiendo agua, asi como diversos
solutos biliares (electrélitos, glucosa, aminodcidos, etc.).
Aunque constituyen sélo el 3-5% de la masa celular del
higado, los colangiocitos son responsables de la genera-
cién (regulada en atencién a los requerimientos fisiol6gi-
cos) de hasta el 40% del volumen biliar ductular. De esta
manera, el arbol biliar intrahepdtico desempefia un papel
importante en la regulacién del volumen y la composi-
cién de la bilis. A semejanza de los hepatocitos, los co-
langiocitos poseen miltiples transportadores idnicos, tan-
to en la membrana basolateral como en la apical. Asi, en
la basolateral se localiza el intercambiador sodio/protén
NHE]1, que alcaliniza la célula al internalizar Na* a cam-
bio de una salida de H*. También se encuentran en la
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membrana basolateral de los colangiocitos un cotranspor-
tador Na*/HCO; (natrium bicarbonate cotransporter, fa-
milia NBC) y un intercambiador electroneutro CI/HCO,~
dependiente de Na*, que serian responsables de internali-
zar el bicarbonato que posteriormente se excretard a la luz
de los conductos biliares. Todavia no se han determinado
con exactitud las proteinas implicadas en estas activida-
des transportadoras, pero NBC4 (SLC4A5)° podria ser el
cotransportador basolateral, mientras que NDCB1'° u otra
isoforma de éste podria ser el intercambiador basolateral
de CI/HCO; dependiente de Na*. El gradiente de Na*
requerido para el flujo de iones se mantiene gracias a 2
proteinas basolaterales: la Na*-K*-ATPasa (que extruye 3
cationes de Na* a cambio de la salida de 2 cationes de K*)
y un canal de K* (que permite la salida de este catién). A
su vez, la entrada de CI- es facilitada por el cotransporta-
dor Na*/K*/2CI" basolateral. En situaciones de colestasis,
los intercambiadores sodio/protén apicales NHE2
(SLCY9A2) y NHE3 (SLC9A3) pueden actuar en procesos
de reabsorcion de Na*.

En la membrana apical o ductular de los colangiocitos se
localizan el intercambiador de aniones ClI/HCO;™ inde-
pendiente de sodio AE2" y el canal de CI- CFTR, que pa-
recen tener un papel importante en la formacién del flujo
biliar independiente de sales biliares. Como ya se men-
ciond previamente, estudios recientes indican la presencia
simultdnea de AE2, CFTR y APQI1 en vesiculas subapi-
cales que pueden migrar e insertarse en la membrana api-
cal tras un estimulo colerético como la secretina®. La inte-
raccién de la secretina con su receptor especifico SCTR,
localizado en la membrana basolateral de los colangioci-
tos, incrementa las concentraciones intracelulares de
cAMP, que a través de la PKA parecen estimular la inser-
cion apical de las vesiculas, con el consiguiente aumento
de la actividad de las 3 proteinas transportadoras (sin que
ello descarte un efecto estimulador directo sobre la activi-
dad de una o mas de ellas, como parece ser el caso del
CFTR). Por tanto, para explicar la hidrocoleresis rica en
bicarbonato que sigue al estimulo con secretina cabria hi-
potetizar aqui un modelo paralelo al mencionado antes
para los hepatocitos y la coleresis tras el estimulo con
glucagén (si bien en los colangiocitos los canales de CI™y
de agua serfan diferentes). Asi, la salida inicial de CI" tras
la activacion del CFTR posibilitaria el intercambio
CI/HCO, en presencia del intercambiador de aniones
AE2, y la fuerza osmdtica ejercida por el bicarbonato
ductular arrastraria el agua, que fluiria con facilidad hacia
la luz de los conductos biliares a través de la AQP1 api-
cal. La necesaria entrada de agua en los colangiocitos es-
tarfa posibilitada por la AQP4 localizada en la membrana
basolateral. La bombesina es otro estimulo colerético, si
bien su mecanismo de accién es poco conocido?®. Un efec-
to antagdnico al de la secretina es el que produce la soma-
tostatina, ya que la interaccién con su receptor especifico
basolateral SSTR2 provoca un descenso de las concentra-
ciones intracelulares de cAMP que inhibe la actividad del
CFTR. La gastrina también tiene un efecto colestdsico
tras interaccionar con su receptor especifico basolateral
GASR (coincidente con el receptor B de la colecistoqui-
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nina), tras lo cual se producen una disminucién de las
concentraciones intracelulares de cAMP y un aumento de
las de Ca?* que activa la via de la proteincinasa Co. (PKCa).
Sin embargo, el aumento intracelular de Ca** no es de por
si colestdsico, sino que su efecto se relaciona mds bien
con la via especifica de sefializacién que determina un pa-
trén subcelular de ondas, oscilaciones, etc.!!. Al igual que
los hepatocitos, los colangiocitos poseen en la region api-
cal canales de CI~ dependientes de Ca* (y por tanto dis-
tintos del CFTR ya mencionado), que se estimulan, por
ejemplo, por la elevacion de las concentraciones intrace-
lulares de Ca* tras estimulos de ATP o acetilcolina. Se
ha conjeturado que el ATP excretado a la bilis canalicular
por los hepatocitos podria activar los receptores purinér-
gicos P,;, que se encuentran en la membrana apical de los
colangiocitos. La activacion de los receptores P,;; estimula
la generacion del segundo mensajero inositol 1,4,5-trifos-
fato (InsP,), el cual se une a sus receptores InsP,R (o
ITPR), fundamentalmente al de tipo 3, que es muy abun-
dante en el dominio apical de los colangiocitos. Mediante
esta via, el ATP es capaz de inducir la sefializacién de os-
cilaciones del Ca** intracelular, que a su vez activa los ca-
nales de CI- dependientes de Ca’* apicales. Por su parte,
la acetilcolina es capaz de interaccionar con los recepto-
res basolaterales M, originando un aumento de las con-
centraciones intracelulares de InsP, y la consiguiente acti-
vacion de los InsP;Rs con el desencadenamiento de ondas
intracelulares de Ca*" (de regién apical hacia la basola-
teral). Es interesante destacar aqui el papel colerético de
algunas sales biliares, especialmente del dcido ursodeoxi-
célico, que es capaz de producir una coleresis particular-
mente rica en bicarbonato. Se sabe que el dcido ursodeo-
xicdlico es capaz de aumentar los valores de Ca?
intracelular y de activar los canales de Cl- dependientes
de Ca®. Es posible que los miltiples efectos beneficiosos
del acido ursodeoxicélico en situaciones de colestasis es-
tén también relacionados (directa o indirectamente) con
un aumento de la actividad AE2'> 13,

Ademads, los colangiocitos disponen de un sistema de re-
absorcidn de sales biliares que resulta particularmente util
en situaciones de obstruccion del drbol biliar. Asi, las co-
langiocitos expresan en su membrana apical la misma
proteina que se encuentra en el ileon para reabsorber sales
biliares junto a sodio (ileum sodium bile salt transporter,
ISBT, también denominada NTCP tipo 2 y mas reciente-
mente SLC10A2). En los colangiocitos esta proteina api-
cal, que ha pasado a llamarse ASBT (apical sodium bile
salt transporter), es capaz de reabsorber taurocolato y
otras sales biliares en situaciones de colestasis. Es intere-
sante el hecho de que en la membrana basolateral se en-
cuentra a su vez una forma truncada de este transportador
(t-ASBT), que parece responsable de ultimar la reabsor-
cién de las sales biliares desde la bilis hasta la sangre. En
dichas situaciones de colestasis la AQP1 actuaria reabsor-
biendo agua desde el lumen canalicular y la AQP4 secre-
tarfa agua desde el interior celular a la sangre.

En situaciones en las que se produce una acumulacién de
los productos finales del catabolismo del colesterol como
son las sales biliares, tanto la sintesis como la excrecion
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de estos productos se alteran profundamente en los hepa-
tocitos. En este sentido, resulta cada vez mas evidente el
papel de la interaccion de las sales biliares con receptores
nucleares (p. ej., FXR, RAR, VDR, PXR, RXR, LXR,
LHR-1) y con factores nucleares (HNFla y HNF4a, por
un lado, y SHP-1, por otro)!*. Los 4cidos biliares son li-
gandos end6genos de FXR, el cual regula los genes de la
sintesis de dcidos biliares, ademds de su excrecion biliar y
absorcidn intestinal. A través de la induccién del represor
transcripcional SHP-1, FXR es capaz de proteger a los
hepatocitos del exceso de 4cidos biliares activando direc-
tamente su exportacién a través del transportador BSEP y
disminuyendo la expresion hepatocitaria tanto de los im-
portadores basolaterales de sales biliares OATP-C y
NTCP (que normalmente se activan por la via del HNF4q
— HNFla), como de las enzimas CYP7A1 y CYP8BI,
que catabolizan el colesterol en 4cidos biliares. El papel
del factor nuclear HNFlo en la regulacién de la expre-
siéon de multiples genes que intervienen en la sintesis y
catabolismo del colesterol, asi como en la generacién del
flujo biliar dependiente de sales biliares, ha quedado atin
mds patente en el modelo de ratones knock-out para este
factor de transcripcion’. Recientemente hemos observa-
do que el HNFlo es también capaz de regular la expre-
sién de una de las isoformas de AE2'S, lo que induce a
pensar que este factor de transcripcion puede tener un pa-
pel en la generacion del flujo biliar independiente de 4ci-
dos biliares.

El conocimiento cada vez mds profundo de los mecanis-
mos moleculares implicados en la formacién de la bilis
serd de indudable valor a la hora de sentar las bases cien-
tificas para el tratamiento particularizado de las diferentes
formas de colestasis, y en especial las de origen intrahe-
patico y no obstructivo como las colestasis familiares (de
origen genético), las de causa hormonal (desencadenadas
por estrogenos) y las debidas a farmacos y xenobiéticos.
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