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RESUMEN

Se describe una nueva técnica para el estudio de la secrecion biliar
en pollos anestesiados y no anestesiados, que permite la recogida simul-
tanea de la bilis segregada por los dos conductos biliares de esta especie,
junto con el mantenimiento de la circulacion enterohepatica de sales
biliares. Se discuten por primera vez, de forma conjunta, los resultados
de la secreciéon de bilis en condiciones
y vesicular, Igualmente se discuten las diferencias en la secrecion biliar
entre animales anestesiados y no anestesiados.

SUMMARY

A new experimental technique to study the biliary secretion in anaes-
thetized and unanaesthetized chicken that allows the simultaneous collec-
tion of the bile secreted through the two bile ducts of this species, together
with the maintenance of the enterohepatic circulation of bile salts is
described. The results of biliary secretion in basals conditions through
the hepatic and vesicular ducts are discussed in conjunction for the first
time. Equally differences in biliary secretion between anaesthetized and
unanaesthetized animals are discussed.

Existen un pequefio nuimero de publicaciones acerca de la
fisiologia de la Secrecion Biliar en el pollo. Este hecho es lla-
mativo dada la peculiar anatomia del arbol biliar extrahepa-
tico de esta especie, con un conducto hepatico directo, desde
el 16bulo izquierdo del higado hasta el duodeno, y otro, vesicu-
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lar, que partiendo de una vesicula biliar, que a su vez recibe
una serie de pequenos conductos que provienen del lobulo de-
recho, va a parar al duodeno independientemente del hepatico.

Esta peculiar topografia biliar, hacia en principio pensar
que el pollo era una especie de eleccion para estudiar, de forma
separada, la accion de factores coleréticos y colagogos.

Sin embargo, la independencia de los dos sistemas, hepatico
y vesicular, es tan solo aparente, pues intrahepaticamente exis-
ten una serie de conductos que permiten la facil y rapida mez-
cla de la bilis de ambos 16bulos, y que fueron puestas de mani-
fiesto por PurRTON (14) por técnicas histologicas y por LiN et
al. (11) por técnicas fisiolégicas.

La posibilidad de que la bilis que fluye normalmente por
un conducto, pase al otro tras obstruccion del primero y vice-
versa, complica extraordinariamente la interpretacion de los
resultados obtenidos. Asi en los trabajos publicados hasta la
fecha, o bien se trabajo con solo un conducto (11, 3, 12, 7) o
bien se tratan independientemente (1).

En el presente trabajo, no sélo se exponen las técnicas
quirurgicas, que permiten recoger bilis por ambos sistemas de
conductos, en las condiciones mas proximas a las fisioldgicas,
tanto en animal anestesiado como en animal no anestesiado
con fistul acronica, asi como el tratamiento postoperatorio que
facilita el correcto manten
sino también se propone por primera vez un método para ex-
poner e interpretar conjuntamente los resultados obtenidos, en
cuanto a la bilis que fluye por ambos conductos.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado un total de 50 pollos Broiler con un peso
comprendido entre 2 y 4 kg. procedentes del Servicio de Anima-
les de Laboratorio de la Universidad de Granada. A todos los
animales se les retiraba la comida, pero no el agua. 20-24 horas
autes de la intervencion.

Experimentos agudos

Los animales se sedaron con benzodiacepan (Valium N.R.)
administrado intramuscularmente, en dosis que oscilaron entre
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Jos 20 y 60 mg/kg. La anestesia se completdo con la adminis-
traciéon endovenosa de etil-uretano (1 mg/kg). La profundidad
de la anestesia se controlé a través de los reflejos plantar y
oculoparpebral.

Se disecod la vena yugular derecha, en la que se introdujo
una canula de polivinilo hasta que su extremo qued6 situado en
la vena cava descendente; esta canula se utilizo para la anes-
tesia e inyeccion de diferentes sustancias; en la arteria carotida
derecha se introdujo otra canula de manera que su extremo
llegara al cayado aortico, lo que nos permitié el registro de
presion arterial sin interrupcion de flujo.

En todos los casos se practico traqueotomia de rutina con
el fin de reducir al minimo las dificultades respiratorias; sin
embargo, no fue necesario recurrir a la respiracién artificial.
A continuacion se realizé laparotomia lateral derecha a través
de la cual se lig6 el piloro y se disecaron ambos conductos bi-
liares, que se canularon con tubos de polivinilo del tamafio
adecuado; la herida se cubrio con gasas humedecidas con solu-
cion salina 0,9 % a 37°C.

La bilis que fluye por ambos conductos se recoge en viales,
tras pasar por unos transductores Drop-Counter A978 que fun-
cionan por un efecto piezoeléctrico. Estos sistemas nos cuanti-
fican las gotas de secrecion, lo que puede convertirse facilmente
en flujo conocido el peso de cada gota. La bilis recogida se
reingresa en duodeno cada 60 minutos, tras guardar una pe-
quena parte para los analisis, con lo que se mantiene intacta
la C.EH. de sales biliares.

Para registro de la presion arterial conectamos la canula
carotidea a un transductor Statham P23Db, que a su vez se
conecta a un poligrafo physiograph E & M a través de un
carrier preamplificador.

Experimentos cromicos

Durante los dos dias previos a la intervencion quirurgica
se les inyecto a los animales por via intramuscular 100 mg de
Vit. C y una dosis preventiva de antibioticos.

El procedimiento seguido para la sedacion fue similar al
descrito en los experimentos agudos, sin que en ningun caso se
administrara anestésico, sino unicamente benzodiacepan por



282 ARS PHARMACEUTICA

via intramuscular, 1o que condujo a una sedacién suficiente
dada la escasa duracion de la intervencion.

Tras laparotomia lateral derecha se procede a la localiza-
cion del asa duodenal. Se disecan los dos conductos biliares y
se realizan incisiones en cada uno de ellos por las que se in-
troducen sendas canulas de goma siliconada, asegurandose
dichas canulas con ligaduras dobles de lino. En el duodeno y a
unos 15 cm del piloro se implanta una canula en “T” de poli-
vinilo que se fija con una sutura en bolsa de tabaco. Las tres
canulas se exteriorizan a través de la pared abdominal derecha,
cuidando siempre de mantener la posicion inicial de los con-
ductos asi como la del duodeno.

Las dos canulas biliares nos permiten la recogida de la bilis
¥y la duodenal el reingreso de la misma y la administracion de
nutrientes y otras sustancias utilizadas en nuestros ensayos.

La herida abdominal se cierra por planos con sutura con-
tinua de lino del n.° 0. Se impregna la cicatriz y las zonas de
afloramiento de las canulas con un aerosol de cloranfenicol y
violeta de genciana.

A las 12 horas de la operacion se facilita a los animales el
acceso al agua y a las 36 horas a la comida. Finalizado el perio-
do postoperatorio que normalmente tiene una duracion de 48 a
72 horas. La recuperacion del animal es total y sus condiciones
fisiologicas normales permiten el comienzo de los experimentos.

Cada animal se aloja en una jaula especial de 0,25 x 0,4 m.
situada a 1 metro del suelo en una habitacion termorregulada.

En ningan animal se presentaron alteraciones del funcio-
nalismo hepatico. Sin embargo, y debido a la alta viscosidad de
la bilis vesicular y al bajo flujo existente en este conducto, con
cierta frecuencia se producian tapones que lo obturaban pro-
gresivamente; si este estado se prolongaba (mas de seis horas),
se procedia a sacrificar al animal para evitar que el posible
estasis biliar indujera danos hepaticos con la consecuente mo-
dificacién de los resultados.

A todos los animales se les extirpo el higado, y se tomaron
muestras para su ulterior examen histologico.

Para la recogida de las muestras de bilis, se conectaban a
la pieza plastica de las canulas, bolsas de polietileno previa-
mente taradas. El volumen de bilis se calculo por diferencia de
pesada, considerando la densidad de la bilis igual a la unidad.
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Una vez determinado el flujo, una muestra homogénea de bilis
se guardaba en frascos de vidrio, los cuales se mantenian a
—20°C para su posterior analisis, y el resto de la bilis se rein-
yectaba en duodeno. Las sales biliares se analizaron por un
método colorimétrico (10), los Cl se cuantificaron por un me-
todo potenciométrico y el Na+ y el Ka+ por espectrofotometria
de absorcion atomica.

RESULTADOS
La Fig. 1 recoge los valores medios de flujo y concentracion

de sales biliares y Cl—, tanto en animales anestesiados como no
anestesiados, en diferentes condiciones experimentales,
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Fig. 1.—Flujo de bilis, concentracion de acido colico y de cloruro en pollos,
en diferentes condiciones basales.

L]

D Flujo de bilis
| @ Concentracion de 4cido colico

Concentracién de cloruro

p < 0.001
p < 0.01

p < 0.001
p < 0.001




284 ARS PHARMACEUTICA

La Fig. 2 nos muestra la correlacion existente entre la con-
centracion de Cl y la de acido célico en la bilis recogida en el
conducto hepatico, en el conducto vesicular y en la vesicula
de pollos anestesiados.
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Fig. 2.—(:jo.rrelacién entre concentracién de acido cdlico y cloruro en la
bilis del conducto hepatico, conducto vesicular y vesicula biliar
de pollos anestesiados.
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La Fig. 3 ilustra las variantes de flujo y de concentracion
de sales biliares y Cl— en la bilis que fluye por el conducto
hepatico de pollos no anestesiados, con el conducto vesicular
ligado y la circulacion enterohepatica de sales biliares intacta.
Y la Fig. 4 las variaciones de los mismos parametros y ademas
las de flujo total (suma del hepatico mas el vesicular) en simi-
lares condiciones a la de la figura 3.
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Fig. 3.—Secreciéon biliar en pollos no anestesiados.
C.E.H. intacta. Conducto vesicular ligado.
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El registro 1, recoge las variaciones de presion arterial
(parte superior) y de flujo por el conducto vesicular hepatico
en un animal anestesiado al que se pinzd alternativamente
los conductos hepatico y vesicular.
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Fig. 4.—Secrecién biliar en pollos no anestesiados, C.E.H. intacta.

(T x Flujo total, suma del recogido en conducto hepdatico
y conducto vesicular. H X Conducto hepatico).
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Registro 1.—Efecto del pinzamiento alternativo de los conductos hepdaticos
y vesicular sobre e] flujo de bilis en pollo anestesiado.

DISCUSION
Sobre la secrecion en reposo en animal anestesiado

En nuestras condiciones experimentales, en pollos de peso
comprendido entre 2 y 3 kg., el flujo medio de bilis por el con-
ducto hepatico es de 39+ 4 (n = 10) pl/min. (Fig. 1), lo que
equivale aproximadamente a 33 pl/g. higado/hora.

El flujo por el conducto vesicular es variable y mucho mas
reducido, con un valor medio de 7+ 2 pl/min., En consecuen-
cia, el flujo total de bilis en el pollo anestesiado es elevado,
inferior al del conejo (2) (9), la rata (2) (9) (15) y el cobaya (2),
y superior al del perro (2) (8), monos (6), hombre (2) y ga-
to (13); en nuestros experimentos se obtiene un flujo del mismo
orden que el descrito en la bibliografia (11), para esta especie,
en semejantes condiciones.

En los animales con el conducto vesicular ligado (Fig. 1) el
flujo de bilis por el conducto hepatico es analogo al de los ani-
males con dicho conducto libre, no existiendo diferencia signi-
ficativa entre ambos grupos. En este sentido estamos de acuerdo
con LiN y col. (11), quienes observan hechos similares, y de-
ducen la existencia de anastomosis a nivel intrahepatico entre
los dos sistemas de conductos presentes en el arbol biliar de
esta especie, anastomosis que también se han estudiado desde
el punto de vista morfolégico (14). Mas aun, en los ensayos
realizados por nosotros pinzando alternativamente el conducto
hepatico y el vesicular (registro 1) se comprueba que, siempre
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que uno de los conductos esta pinzado, la cantidad de bilis que
fluya por el otro es sensiblemente idéntica al flujo total en-
contrado en condiciones basales.

La composicion de la bilis hepatica en los principales elec-
trolitos es muy semejante a la de los liquidos extracelulares,
con unos valores medios de 164+ 8 mEq/l para el Na+, 5+ 0,4
mEq/] para el K+ y 101+ 2 mEq/]1 para el Cl— (Fig. 1). La con-
centracion de sales biliares es de 12+ 1 mEq/l, expresada como
acido colico, siendo estos valores del mismo orden que en los ma-
miferos cuyo flujo biliar es alto, y mas bajos que en aquellos que
presentan una secrecion biliar reducida. Al estudiar la com-
posicion de la bilis vesicular, es preciso tener en cuenta que la
vesicula biliar del pollo no es homologa de la de mamiferos, ya
que se trata de un simiple ensanchamiento del conducto ve-
sicular, a través del cual la bilis fluye de manera continua;
por ello no es de extranar que se aprecien diferencias entre
la bilis recogida del conducto vesicular y la extraida directa-
mente de la vesicula. La bilis del conducto vesicular (Fig. 1)
presenta una concentracion en sales biliares, muy superior a
la de la bilis hepatica, y asimismo se encuentran aumentadas,
aunque en menor cuantia, las proporciones de Na y K hasta va-
lores de 177+ 9 y 8+ 2 mEq/], respectivamente; la elevacion de
la concentracion de sales biliares se compensa por un descenso
del mismo orden en la de Cl. En la bilis extraida de la vesicula
la situacion es similar, pero mas acusada, llegando la concen-
tracion de sales biliares a sextuplicar la de la bilis hepatica,
y de la Cl— 26+ 4 (n = 15), a ser una cuarta parte de la encon-
trada en dicha bilis hepatica. Tanto en la bilis del conducto
vesicular, como en la extraida de la vesicula, existe correlacion
negativa (Fig. 2), estadisticamente significativa (P < 0,01),
entre la concenracion de sales biliares y la de Cl—, lo que ya
habia sido puesto de manifiesto por ESTELLER y co0l. en un tra-
bajo previo (5). Todo lo anteriormente indicado demuestra que
la vesicula biliar del pollo, pese a las diferencias morfoldgicas,
se comporta funcionalmente de modo analogo a la de mami-
feros, teniendo lugar en la misma una reabsorcion de agua y
Cl— y concentrandose en consecuencia los acidos biliares y los
cationes.
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Sobre la secrecion en reposo en animal no anestesiado

El flujo de bilis por el conducto hepatico en pollos no anes-
tesiados (Fig. 1) es de 22+ 1 pl/min. significativamente menor
(P < 0,001) que el obtenido en las preparaciones agudas, y lo
mismo ocurre cuando el conducto vesicular esta ligado (Fig. 1),
aunque en este caso no hay significacion estadistica, debido a
la gran dispersion de los resultados. La concentracion de sales
biliares es siempre significativamente superior en los animales
no anestesiados, y en cambio es inferior a la de Cl— (Fig. 1);
por lo que se refiere a la bilis recogida del codnucto vesicular,
no hay diferencias entre ambos grupos de animales. Existen
varias explicaciones posibles para las variaciones encontradas,
entre las que podemos mencionar las siguientes: un efecto
positivo de la anestesia sobre el flujo de bilis, un compo-
nente mecanico debido al distinto procedimiento de recogida
(ver Método), una hipersecrecion por el estimulo fisico propor-
cionado por la canula en los periodos iniciales, cambios en los
procesos de reabsorcion de agua en el sistema de conductos a
causa de la anestesia, etc. No estamos en condiciones de diluci-
dar cual de estas explicaciones es la correcta, o cual es la con-
tribucién real de cada uno de estos mecanismos. En todo caso
es preciso destacar que las diferencias en flujo se acompanan
siempre de cambios en composicion, de forma que, a mayor
flujo menor concentracion de sales biliares, tendiendo la pro-
duccion de las mismas a mantenerse constante, y, a mayor
concentracion de sales biliares, menor concentracion de CI.

En ausencia de estimulos, y cuando la circulacién enterohe-
patica (CEH) de sales biliares se mantiene intacta, la secrecion
de bilis en pollos no anestesiados es notablemente constante,
tanto en flujo como en composicion (Figs. 3 y 4). La contribu-
cion vesicular nuevamente es escasa como se deduce de la com-
paracion entre el flujo por el conducto hepatico y el flujo total
(Fig. 3) y entre los flujos hepaticos cuando el conducto vesi-
cular esta ligado o no (Fig. 3 y Fig. 4).

La constancia de los datos obtenidos a lo largo del tiempo
(hasta tres meses) en animales no anestesiados, asi como la
ausencig de sintomas de alteraciones hepaticas en los controles
histologicos postmortem, indican que la preparacion quirurgico-
experimental empleada por nosotros es aceptable desde el punto
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de vista fisiologico. Por otra parte, la presentacion y discusion
de nuestros resultados en pollos anestesiados o no, por la no-
vedad que supone el tratamiento conjunto de la secrecion a
través de ambos conductos, resulta de interés para estudios pos-
teriores en especies animales con este tipo de disposicion ana-
tomica en su arbol biliar intra y extrahepatico.

BIBLIOGRAFIA

1.—ANGELUCCT, L., BaLpierr, M. & LiNArI, G.: Eur. J. Pharmac., 11, 217-
232, 1970.

2.—CHENDEROVITCH, J.: Am. J. Physiol,, 214, 86-93, 1968.

3.—CrarksoN, T. B, KinGg, J. S. & WarnNock, N. H.: Am. J. Vet. Res, 18,
187-190, 1957.

4 —CLARKSON, M. J. & RicHarDs, T, G.: The liver with special reference
to bile formation. In: Physiology and Biochemistry of the Domestic
Fowl. Ed. by D. J. Bell and B. M, Freeman. Vol. 2, 1085-1114. New
York, Academic Press.

5.—ESTELLER, A., DE LA HIGUERA, M., LOPEZ, M. A., ZAMORA, S. & MURILLO, A.:
Rev. Esp. Fisiol,, 31, 91-94, 1975.

6.—ESTELLER, A., LisroNA, F., MARTINEZ DE VICTORIA, E. & MURILLO, A.:
Rev. Esp. de Fisiol, 33, 31-35, 1977.

7.—HiMEs, J. A. & CorNELIUs, C. E.: Cornell Vet.,, 65, 374-379, 1975,

8.—KircHMAYER, K., TArRNAWSKI, A., Droz, H. & CicHEcga, K.: Gut.,, 13,
709-712, 1972.

9.—KraaseN, C. D.: J. of Physiol,, 224, 259-269, 1972.

10.—LEvIN, S. J., JoungTON, C. G. & BoYLE, A, J.: Anal. Chem., 33, 1407-

1411, 1961.

11.—LiN, G. L., HimMes, J, A. & CorNELIUS, C. E.: Am. J. Physiol., 226, 881-
885, 1974.

12.—Linp, G. W., GroNnwaLL, R. R. & CorNEL1US, C. E.. Res. Vet. Sci., 8, 280-
282, 19617.

13.—PugH, P. M. & STONE, S, L.: J. Physiol,, 201, 50P.

14.—PurTON, M. D.: J. Zool. London, 159, 273-280, 1969.

15.—SHaw, H, M. & HEeaTH, I.: Austr J. of Biol. Sci,, 25, 147-154, NAR 42,
8, 302, 1972.



