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Introduccion

El higado es el principal 6érgano metabolico del organismo y también la viscera de mayor tamafo,
con un peso en el individuo adulto de unos 1500 gramos. Ocupa una posicion fisiologica
fundamental ya que se encuentra interpuesto entre la corriente sanguinea que proviene del intestino
y el resto del organismo.

Una de las caracteristicas sobresalientes del higado es que posee un doble riego sanguineo. En
promedio 75% de la sangre que recibe es venosa, proveniente del intestino delgado y saturada de
productos de digestion, llegando al higado por medio de la vena porta. El resto es sangre arterial
que llega por la arteria hepatica.

Los hepatocitos conforman el 99% de la masa hepatica. Son células epiteliales altamente
polarizadas cuya superficie estd estructuralmente dividida en un dominio sinusoidal (basolateral) y
un polo canalicular (apical). La membrana canalicular forma el polo secretor, cuyo lumen esta
aislado del espacio extracelular por las propiedades de barrera de las uniones estrechas. Las
membranas apicales y basolaterales son estructural y funcionalmente distintas. El dominio
basolateral, que alcanza el 85% de la membrana plasmatica, contiene sistemas de transporte,
receptores y canales que facilitan el intercambio de nutrientes y otros solutos entre los hepatocitos y
la circulacion sistémica. Por otro lado, el dominio apical abarca menos del 15% de la superficie
celular y est4 altamente especializado para la formacion de la bilis.

La bilis, que es la secrecion exdcrina de los hepatocitos, es producida y secretada desde la
membrana canalicular hacia finas vias intracelulares llamadas canaliculos biliares. La bilis esta
compuesta por agua (85%), sales biliares (10%), mucus y pigmentos (3%) fosfolipidos (1%) sales
inorgénicas (0,7%) y colesterol (0,3%). Mientras que la secrecion interna de los hepatocitos
(principalmente glucosa, proteinas y lipoproteinas) pasa al torrente sanguineo desde la membrana
sinusoidal. Por ello el higado puede describirse como una glandula exdcrina y endocrina.

SECRECION BILIAR

En el hombre, el higado secreta aproximadamente 600-800
mL de bilis por dia, proceso que cumple un rol central en un | (#
amplio rango de funciones fisioldgicas. La bilis es utilizada
como vehiculo para la secrecion de acidos biliares que actiian
en el proceso de digestion intestinal de lipidos y nutrientes
liposolubles. Ademadas, mediante la misma se eliminan iy » e
elementos potencialmente toxicos como el colesterol, la < X (GSH)

bilirrubina y una variedad de endo- y xenobidticos lipofilicos. Na’ @

Los hepatocitos elaboran la secrecion biliar primaria o SB’
canalicular que es posteriormente modificada en volumen y
composicion por las c€lulas epiteliales de los conductos | (g
biliares (colangiocitos) y la vesicula biliar, para
posteriormente llegar al intestino. T
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impulsora se origina por el transporte activo de solutos canalicular de sales biliares (bomba exportadora
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concentran en el lumen canalicular hasta 100 veces con permeabildad de la membrana podria ser
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respecto a la concentracion plasmatica; induciendo asi el canales de agua (aquaporinas, AQPs).

influyjo de agua predominantemente por via transcelular
(Figura 1).



SALES BILIARES

Los 4cidos o sales biliares son acidos esteroides, encontrados generalmente como sales sddicas en la
bilis generada por los mamiferos. La principal funcién de las sales biliares es facilitar la formacion
de micelas, que promueven el procesamiento de los lipidos de la dieta.

La sintesis de sales biliares es la principal ruta implicada en el metabolismo del colesterol. En total
alrededor de 20-30 gramos de sales biliares son secretadas diariamente al intestino.
Aproximadamente un 90% de las sales biliares son reabsorbidas por transporte activo en el ileo y
recicladas (circulacion enterohepdtica) hacia el higado.

En el presente trabajo practico utilizaremos las siguientes sales biliares:
Taurolitocolato (TLC)

El TLC (C26HasNOsS, 483.70 g/mol) es una sal biliar que induce colestasis intrahepatica aguda en
animales de experimentacion e inhibe la excrecion de compuestos que llegan a bilis por via
vesicular. Los mecanismos implicados en la génesis de la colestasis por TLC no son completamente
conocidos, pero podria ser parcialmente explicada por un incremento selectivo del colesterol de la
membrana canalicular (lo que disminuye su permeabilidad al agua) y ademads, por la internalizacion
de Bsep (lo que disminuye la excrecion de sales biliares).

Dehidrocolato (DHC)

El DHC (C24H3405 | 402.52 g/mol) es una sal biliar sintética que se produce en base a la oxidacion
del acido colico. Al igual que la sal biliar natural taurocolato (TC) actiia como agente colerético.
Por lo que ambos poseen un uso medicinal. Sin embargo, a diferencia del TC, no forma micelas en
bilis, lo que incrementa su eficiencia colerética.
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Objetivo

El objetivo del presente Trabajo Practico es evaluar el flujo biliar basal en la rata y su modificacion
por la administracion de distintas sales biliares.

Materiales

Quirurgicos:

e Jeringasde 1 y 2 mL

e Agujas

¢ Guantes descartables

e Algodon y gasa

e Tablas de cirugia y ldmparas de calentamiento
Tijeras, pinzas, bisturi, hilo, catéteres PE-40 y PE-10
Tubos eppendorf para recoleccion de bilis



Reactivos:

Ketamina-Xylazina y Eter.

Solucion fisioldgica, SF (NaCl 0.9%)
TLC (en SF BSA 10%)

DHC (en SF)

Generales:

Balanzas
Cronémetros
Termometros

Protocolo Experimental

1. Se pesa y anestesia el animal (Ketamina 100mg/kg p.c. - Xylazina 3,5 mg/kg p.c.) y se coloca en
la tabla de operaciones manteniendo su temperatura corporal con ldmpara de calentamiento (37-
37.5 °C, monitoreando con termdmetro la temperatura rectal).

2. Con una pinza de diente de raton, se levanta la piel de la region inguinal y con una tijera hacer un
corte en ojal que permita ver totalmente el paquete vasculo-nervioso formado por el nervio ciatico,
la arteria femoral y la vena femoral. Aislar la vena y con ayuda de una pinza de algodon pasar dos
hilos por debajo de la vena. Luego se pasa la sonda acanalada por debajo de la misma, se efectiia
una puncion con una aguja calibre 21 G (cono verde) y se introduce un catéter de polietileno PE-40,
unido a una jeringa con solucion fisioldgica. Mantener el catéter lleno con solucion fisioldgica, para
que la sangre no lo obture.

3. Se abre la pared abdominal, se localiza el colédoco en el mesenterio duodenal y se lo aisla del
tejido conectivo circundante colocando una sonda acanalada por debajo del mismo. Se liga el
colédoco en su parte inferior. Por encima de la ligadura y utilizando la sonda
acanalada como superficie de apoyo, se efectia una puncién con aguja
calibre 22G (cono gris) y se introduce un catéter de polietileno PE-10 con el
extremo biselado a través del orificio. Luego se fija el catéter por intermedio
de dos ligaduras con hilo que engloban el catéter y la pared del colédoco.

Se recolecta bilis en un tubo eppendorf durante 5 minutos a fin de permitir la
estabilizacion del flujo (este tubo se descarta). Luego se recolecta la bilis que
fluye por el catéter en unos tubos pre-pesados en periodos de 5 min durante
20 min.

4. Se inyecta la sal biliar correspondiente (TLC: 3 pmol/100 g pc; DHC: 10 umol/100 g pc) en la
vena femoral a través del catéter PE-50 colocado previamente. Se recolecta bilis en tubos
eppendorf, previamente pesados, cambiando los mismos cada 5 minutos durante 20 a 30 minutos.

Determinacion del flujo biliar (FB)

Se realiza por gravimetria: Se pesan los tubos con bilis para determinar el volumen de la misma,
asumiendo una densidad de la bilis de 1 g/mL. Representar graficamente el flujo biliar (ul/min/100g
p.c.) en funcion del tiempo.
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