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Resumen

La investigacién cientifica sobre la formacién de céleulos biliares
de colesterol, ha comprobado la participacién de numerosos ge-
nes, entre los cuales se encuentran receptores nucleares y trans-
portadores biliares. El desequilibrio fisicoquimico entre los lipidos
biliares mas importantes produce hipersecrecion de colesterol en
la bilis, una etapa necesaria para sobresaturar la vesicula biliar.
Las sales biliares son insuficientes para solubilizar al colesterol en
micelas mixtas, por lo que esta molécula se solubiliza, en su ma-
yoria, dentro de liposomas (fosfolipidos y escasas sales biliares),
y en ellos existe en alta concentracién, que tiende a precipitar
y a formar cristales, evento considerado como limitante para la
formacién de calculos biliares. El desarrollo del célculo puede
acelerarse si existe hipersecrecién de proteinas mucinas y escasa
motilidad vesicular. La presente revisién tiene el objetivo de infor-
mar los nuevos aportes cientificos sobre la formacién de célculos
biliares de colesterol, analizando y discutiendo sus resultados en-
focados a la busqueda de tratamientos farmacolégicos, porque
la litiasis no tiene terapia eficaz y la colecistectomia es el método
quirdrgico invasivo, cuando la enfermedad produce sintomas.

Palabras clave: cdalculos biliares, colesterol, bilis, vesicula bi-
liar, liposomas, mucinas.

Summary

Scientific research about cholesterol gallstone formation has shown
the involvement of many genes, such as nuclear receptors and
biliary transporters. Physicochemical imbalance of three major
biliary lipids produces hypersecretion of cholesterol in bile, a key
process for supersaturation of gallbladder. Bile salts are insuffi-
cient for solubilization of cholesterol in mixed micelles; therefore
this molecule is solubilized mostly into liposome (phospholipids
and few bile salts); there is a high concentration of cholesterol
info liposomes, which leads to its precipitation and crystallization,
the key factor for cholesterol gallstone formation. Development
of gallstones might accelerated when there is hypersecretion of
mucins and gallbladder hypomotility. The aim of this review is to
inform about new scientific contributions of cholesterol gallstone
formation, analyzing them to the investigation of possible phar-
macological treatments, since it is a disease that has no effective
treatment and the only cholecystectomy is an invasive surgical
treatment for symptomatic gallstone.

Key words: cholesterol, bile, gallbladder, liposomes, mucins.
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Introduccion

Los cdlculos biliares (litiasis biliar) de colesterol son la enferme-
dad mas comdn de la vesicula biliar y en gastroenterologia, uno
de los padecimientos mas frecuentes que implica elevados costos
en los sistemas de salud.’ En la actualidad, no existen estudios
epidemiolégicos sobre la prevalencia de litiasis biliar de coleste-
rol en México. Por ofro lado, en Estados Unidos la enfermedad
prevalece en el 10-15% de las personas adultas, principalmente
por obesidad, alimentacién rica en grasas y sedentarismo; es-
tas personas también tienen riesgo a desarrollar enfermedades
cardiovasculares y cancer.? El tratamiento farmacolégico para
céleulos de colesterol es limitado y se reduce a grupos selectos
de pacientes que no requieren cirugia, ya que cuando existen
céleulos sintomédticos, el tratamiento estandar es la extirpacién
de vesicula biliar o colecistectomia.® En su mayoria, las investi-
gaciones sobre la formacién de litiasis biliar estén encaminadas
a la bisqueda de blancos terapéuticos que prevengan la enfer-
medad, pocos estudios se centran en su tratamiento, analizando
el costo/beneficio que implica. El conocimiento sobre la quimica
de la litiasis biliar de colesterol es fundamental para entender su
fisiopatologia.* La hipersecrecién de colesterol biliar es un proce-
so necesario para generar cdlculos biliares, pero no suficiente;>
en este paso, se alteran las inferacciones hidrofébicas de los tres
principales lipidos biliares (colesterol, fosfolipidos y sales biliares)
y en particular, las sales no son suficientes para emulsificar el co-
lesterol, lo que genera sobresaturacién en bilis.® La formacién de
vesiculas con fosfolipidos y escasas sales biliares, denominadas
unilamelares o liposomas biliares, puede evolucionar a vesiculas
multilamelares, en donde los niveles de colesterol son elevados,
originando un cambio fisicoquimico clave para la formacién de
cdlculos: la nucleacion, es decir, el cambio de fase del colesterol
desde un estado liquido a ofro sélido de microcristales.>” Estos
cambios en la composicién de la bilis impiden la absorcién de
lipidos biliares por parte del epitelio vesicular, produciendo re-
acciones de inflamacién, infiltracién celular, edema, hipersecre-
cién de mucing, formacién de lodo biliar y todos estos factores
intervienen en el desarrollo de litiasis de colesterol (Figura 1).2
Muchos procesos fisicoquimicos no han sido explorados en su
totalidad, por ejemplo, los cambios en los transportadores de lipi-
dos biliares de la membrana canalicuar en el hepatocito, puesto
que la bilis se altera desde el nivel hepdtico. Por ello, la presente
revision tiene el objetivo de proporcionar informacién actual so-
bre los cambios que se presentan en la fisiopatologia de litiasis
biliar de colesterol, complementando con el aporte de nuevas
investigaciones sobre receptores nucleares y transportadores de
lipidos biliares, que podrian ser dianas terapéuticas para el trata-
miento de la enfermedad.

Secrecién de lipidos biliares

La bilis hepdtica es un liquido isoténico, alcalino y de color ama-
rillo-verdoso; entre sus componentes principales estan los lipidos
biliares, quienes interactian hidrofébicamente para generar mi-
celas mixtas, encargadas de transportar las grasas de la dieta,
facilitando su absorcién.? El receptor nuclear Farnesoide X 6 FXR
(del inglés Farnesoid X Receptor) es un regulador importante en
la formacién de bilis, controla la secrecién de fosfolipidos, sales
biliares y también se asocia a la regulacién de receptores hepa-
ticos X, LXR (Liver X Receptor), moduladores de la secrecién de

colesterol.® El colesterol, sales biliares y fosfolipidos (95% fosfati-
dilcolina) llegan a la membrana canalicular del hepatocito para
ser transportados por moléculas del tipo Casete de Unién a ATP
o también denominadas ABC (del inglés ATP Binding Cassette),
las cuales pueden sufrir mutaciones en el desarrollo de litiasis de
colesterol.’ La Bomba Exportadora de Sales Biliares, BSEP (Bile
Salt Export Pump) o ABCB11 se encarga de transportar sales bi-
liares, se encuentra en la membrana canalicuar del hepatocito; '2
el transportador ABCB4 o MDR3 (Mulidrug Resistance 3) recibe
fosfolipidos en la membrana canalicular, la mayor parte de la
secrecion corresponde a fosfatidilcoling;'® las proteinas ABCG5
y ABCGS8 secretan el colesterol biliar y se localizan en los hepa-
tocitos y enterocitos.'

C>> Colesterol

@R Salesbiliares

% Fosfolipidos

Figura 1 Formacién de calculos en vesicula biliar
Cuando la bilis estd sobresaturada con colesterol, las micelas
mixtas son insuficientes para solubilizarlo, por lo que abundan
vesiculas unilamelares (liposomas) para solubilizar el colesterol.
Estas vesiculas pueden fusionarse para convertirse en multilame-
lares, en donde el colesterol cristaliza. La produccién de lodo
biliar (en su mayoria mucinas) y la escasa motilidad vesicular
favorecen la formacién del célculo, que puede crecer y generar
sinfomatologia.

Un proceso importante para generar litiasis de colesterol es la
secrecion hepdtica constante de esta molécula, que supera las
tasas de secrecién biliar normales. El flujo de colesterol biliar es
concomitante a la secrecién de fosfolipidos y sales biliares y por
ello, un desajuste en alguna de estas secreciones se traduce a
un desequilibrio general.'® Estudios actuales demostraron que en
pacientes con célculos de colesterol, los transportadores ABC su-
fren cambios genéticos, por ejemplo, se presentaron mutaciones
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en el transportador ABCB4/MDR3 en pacientes con litiasis y los
investigadores opinan que la regulacién positiva de la expresién
genética de este transportador, podria prevenir la formacion de
célculos.' Pocos andlisis han comprobado la presencia de mu-
taciones en ABCB11/BSEP; en personas de Dinamarca con cél-
culos de colesterol se reportaron estos cambios, pero en modelos
experimentales se corroboré que la sobreexpresion de ABCB11
no influye en la formacién de litiasis de colesterol.’® Otros estu-
dios indican que las proteinas ABCG5/8 cambian su estructura
genética en condiciones de litiasis y cuando la enfermedad no
estd presente, las alteraciones en estos transportadores incremen-
tan el riesgo a desarrollarla.’”'® El manejo en la expresion gené-
tica (inhibicién o sobreexpresién) de los transportadores antes
mencionados, atn no proporciona resultados contundentes para
considerarlos como dianas terapéuticas, adicionando el tema de
la secrecion de lipidos biliares, que es concomitante y se efectia
bajo respuestas de regulacién especificas por parte de los recep-
tores nucleares; para finalizar este apartado, se adiciona que el
transporte de colesterol en el hepatocito ain no se termina de
explicar.

Evidencias actuales en el transporte hepatico de
colesterol

El transporte de colesterol en el hepatocito sigue requiriendo de
investigacién; sélo los transportadores ABCG5/8 a nivel de la
membrana canalicular cuentan con més estudios y asociaciones
a litiasis de colesterol. Existen otras moléculas que infervienen en
el transporte, estudiadas en modelos experimentales ante las res-
tricciones de la experimentacién humana: proteina de Niemann-
Pick, tipo C1, tipo 1 (NPC1L1); Receptor Depurador clase B, tipo
1, SRB1 (Scavenger Receptor); Proteina de Unién al Elemento
Regulador de Esteroles, SREBP (Sterol Regulatory Binding Element
Protein), entre los més importantes.

NPC1L1. Es un transportador de colesterol localizado en los
enterocitos y para el caso del humano, también en los hepatoci-
tos.’” En higado e intestino la proteina regula la homeostasis del
colesterol y actualmente existe un farmaco llamado ezetimiba,
capaz de inhibir la proteina NPCITL1 y con ello la absorcién
infestinal de colesterol.?’ En ratones susceptibles a litiasis de co-
lesterol, ezetimiba previene el desarrollo de la enfermedad?'?
y sélo un caso ha sido reportado en donde el farmaco tiene un
poder de disolucién sobre célculos de colesterol en humanos.?’
Se necesitan estudios adicionales para considerar esta proteina
como blanco en el tratamiento de litiasis de colesterol.

SRB1. Este transportador se encuentra en el hepatocito y su im-
portancia radica en que es el receptor que promueve la cap-
tacién selectiva del colesterol que transporta la Lipoproteina de
Alta Densidad o HDL (High Density Lipoprotein), principal fuente
de colesterol biliar.2? En modelos murinos, la sobreexpresion de
SRB1 produce una reduccién en los niveles de colesterol HDL
y en presencia de cdlculos de, la proteina sufre modificaciones
genéticas.?

SREBP. Proteina localizada en los hepatocitos, particularmente
en reficulo endoplasmico.? Existe como tipo 1 y tipo 2, y en
particular, SREBP2 ha demostrado ser un importante regulador
de la proteina NPCTL1 que se encuentra en el higado, quien

modula el transporte de colesterol biliar.2> En hamsteres dorados
tratados con dieta hipercolesterolémica y susceptibles a litiasis,
la inhibicién en la expresién de SREBP1/SREBP2 redujo los nive-
les de colesterol hepdtico y si las investigaciones contindan, esta
proteina puede fungir como blanco importante para reducir la
secrecién biliar de colesterol.?

Otros transportadores del colesterol en el hepatocito y que
requieren de estudios asociados a litiasis son: Proteinas de Nie-
mann-Pick tipos C1 y C2 (NPC1 y NPC2) y transportador AB-
CAT.

Cristalizacién/nucleacién del colesterol

Cuando la bilis estd sobresaturada por colesterol y fisicoquimica-
mente inestable, abundan liposomas o vesiculas (en su mayoria
compuestas de fosfolipidos) para solubilizar al colesterol, a dife-
rencia de micelas mixtas (concentracién equitativa de sales bilia-
res y fosfolipidos).?” Las vesiculas que transportan al colesterol, se
denominan unilamelares, porque estan formadas por una bicapa
de fosfolipidos de diametro amplio y que incluyen un comparti-
mento acuoso.? Estas vesiculas tienen la capacidad de fusionar-
se, convirtiéndose en multilamelares, disminuyendo su diametro
por las multicapas de fosfolipidos y con ello la concentracién de
colesterol es elevada en el interior. En las vesiculas multilame-
lares, las moléculas de colesterol generan fluctuaciones répidas
sobre si mismas, bajo un ambiente acuoso, produciendo nicleos
cristalinos.?® Este proceso fisiopatolégico en donde el colesterol
cambia de un estado liquido a otro sélido en forma de microcris-
tales, se conoce como nucleacién o cristalizacién y es el paso li-
mitante para producir célculos biliares de colesterol.> Los cristales
de colesterol que son precursores del célculo biliar, pueden estar
hidratados, por el ambiente acuoso de las vesiculas multilamela-
res. En la bilis de pacientes con célculos de colesterol, se pueden
observar cristales monohidratados utilizando microscopia de luz
polarizada, lo mismo se puede notar en bilis de modelos bio-
légicos para litiasis, principalmente ratones.? La velocidad de
nucleacién del colesterol es multifactorial, existen agentes pronu-
cleantes (que facilitan la cristalizacién) y antinucleantes (que re-
tardan el tiempo de cristalizacién) quienes determinan el tiempo
de formacién del célculo.? Los principales agentes pronucleantes
son las glicoproteinas llamadas mucinas.®® En modelos in vitro,
también estd demostrado que las inmunoglobulinas IgM e IgG
promueven la nucleacién del colesterol. Los factores antinuclean-
tes podrian ser utilizados para impedir que una sobresaturacién
de colesterol, en bilis inestable, produzca cristalizacién.

Actualmente se investiga la participacién de la osteopontina y
de su receptor, integrina o en la formacion de litiasis de coles-
terol. La osteopontina es una fosfoproteina que se une al calcio y
ha demostrado en un modelo in vitro con bilis humana, retardar
la velocidad de nucleacién e inhibir el efecto pronucleante del
calcio.®! En técnicas de inmunotincién, la osteopontina e integri-
na ov muestran mayor expresion en epitelios vesiculares sin da-
fos por litiasis a diferencia de los epitelios dafiados. Debido a
las propiedades antinucleantes de la osteoponting, puede ser un
posible blanco para prevenir la formacién de litiasis.*

Producciéon de mucina, inflamacién y estasis
vesicular

La mucina es una mucoproteina producida en el epitelio de la ve-
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sicula biliar, quien expresa de manera normal los genes MUCT,
MUC?2, MUC3, MUC4, MUC5B, MUC5AC y MUC, de los cua-
les MUC5B y MUC5AC son los que cominmente participan en
el desarrollo de cdlculos.** Cuando la bilis se encuentra sobre-
saturada y con cristales de colesterol, los dafios ocasionados al
epitelio vesicular ocasionan que la mucina se produzca en exce-
so. Al tener la capacidad de unir lipidos y pigmentos biliares en
matrices glucoproteicas, esta proteina favorece el crecimiento del
cdleulo biliar.?® En cultivos de colangiocitos, los genes de mucina
son regulados por moléculas mediadoras de inflamacién como el
Factor de Necrosis Tumoral alfa, TNF-o. (Tumoral Necrosis Factor
alpha) y el Factor de Crecimiento Epidérmico, EGF (Epidermic
Growth Factor), ambos con sus respectivos receptores.®*

El sistema inmunolégico implicado en el epitelio vesicular es
un tema muy importante dentro de la fisiopatologia de calcu-
los de colesterol; lamentablemente, poco se ha explorado este
apartado.® Las reacciones de inflamacién en las células epitelia-
les se deben llevar a cabo en conjuncién con el desorden biliar
que conlleva a litiasis, porque de manera independiente la infla-
macién no puede sobresaturar la vesicula con colesterol y formar
célculos. El incremento en la produccién de mucina es mediado
por la enzima ciclooxigenasa y la sintesis de prostaglandina E2;%
estos procesos determinan cambios histopatolégicos al epitelio
vesicular, como edema, produccién de células inflamatorias y
especies reactivas de oxigeno, consideradas factores pronuclean-
tes.®> Todas las alteraciones mencionadas generan cambios en la
motilidad de la vesicula biliar e impiden que el epitelio realice la
absorcién y transporte de sustancias.

La motilidad vesicular es controlada por la hormona colecisto-
cinina, mediante sus receptores tipo 1; gracias a esta respuesta
hormonal, la vesicula realiza movimientos de contraccién y rela-
jacién para facilitar el vaciamiento de la bilis en el intestino.”
Un estudio reciente, empleé ratones deficientes del receptor para
colecistocinina tipo 1, CCK-1R (-/-), evaluando el efecto de la
administracién de ursodesoxicolato, una sal biliar con capacidad
de emulsificar al colesterol. La sal no ejercié efectos preventivos
para litiasis de colesterol, acumulandose lodo biliar en las pa-
redes de la vesicula por la falta de motilidad; esto demuestra
que el receptor de colecistocinina tipo 1, es importante para la
contraccién vesicular.®’

Avances terapéuticos: receptores nucleares

En la actualidad, la investigacion sobre receptores nucleares es
constante, debido a que pueden funcionar como dianas terapéu-
ticas y controlar la secrecién de lipidos biliares, principales molé-
culas que intervienen en el desarrollo de litiasis biliar.

Receptor Farnesoide, FXR

El receptor FXR ha proporcionado resultados interesantes en mo-
delos susceptibles a litiasis de colesterol. Ejerce efectos para re-
gular la secrecién de sales biliares y fosfolipidos en su mayoria, y
en menor parte el transporte de colesterol. En ratones knock-out,
la activacién de FXR hepdtico es crucial para mantener una ade-
cuada solubilidad del colesterol en micelas mixtas, por induccién
en la expresién de BSEP y MDR3/Mdr2; agonistas del FXR po-
drian ser considerados en el tratamiento y prevencién de calculos

biliares de colesterol.3 Por otro lado, la activacion de FXR reduce
la biosintesis de acidos biliares porque suprime la enzima limi-
tante del proceso, colesterol-7o-hidroxilasa (CYP7AT) y con ello
la concentracién de acidos disminuye en el hepatocito, siendo la
principal fuente de sales biliares; la disminucién de écidos puede
ocasionar sobresaturacién de colesterol y formacién de calcu-
los.® El receptor FXR también se expresa en el intestino delgado,
pero los estudios en humanos son restringidos.*’ En pacientes no
obesos con litiasis biliar, se reporté una disminucién en la expre-
sién de FXR, importante regulador de transportadores intestinales
de é&cidos y sales biliares, como el Transportador Apical de Sales
Dependientes de Sodio, ASBT (Apical Sodium Bile Salts Trans-
porter), la Proteina lleal de Unién a Lipidos, ILBT (lleal Lipid Bin-
ding Protein) y los Transportadores de Solutos Orgénicos, OSTa.
y OSTB (Organic Solutes Transporter).*? Estos descubrimientos
sugieren que las alteraciones intestinales en FXR modifican la
concentracién de 4cidos vy sales, lo que conllevaré a un desequi-
librio en la secrecion de fosfolipidos y colesterol. Los estudios
de polimorfismos de FXR han dejado controversias: en pacientes
mexicanos, un haplotipo de FXR, denominado NR1H4-1 lo aso-
ciaron a la prevalencia de célculos biliares. En contraste, el mis-
mo haplotipo no estuvo asociado a la prevalencia de célculos en
pacientes alemanes y en pacientes chilenos, se observé un efecto
protector del haplotipo.*?

Receptores Hepdticos, LXRo y LXRj

Los receptores LXRow y LXRB son reguladores intracelulares de la
homeostasis de lipidos (particularmente esteroles) y acidos bilia-
res.* Los estudios clinicos son escasos, pero en ratones se ha co-
rroborado que los LXR promueven la expresion del gen CYP7AT,
limitante para la enzima colesterol-7or-hidroxilasa; asimismo, es-
tos receptores inducen la expresién de los transportadores de
fosfolipidos y colesterol (ABCB4, ABCG5, ABCG8 y ABCAT) en
la membrana canalicular del hepatocito (45). Un estudio clinico
en China, con pacientes no obesos y con litiasis biliar, demostré
un incremento en la expresion de LXR, ABCG5 y ABCGS; con
estos resultados se concluye que los LXR intervienen en la for-
macién de cdleulos de colesterol, quizés los agonistas de estos
transportadores sean eficaces para controlar la secrecién biliar
de colesterol y prevenir litiasis.*® Los LXR también se expresan en
el enterocito y han sido objeto de estudio; su activacién inhibe la
absorcidn intestinal de colesterol en ratones transgénicos, una de
las principales vias para prevenir litiasis de colesterol.4

Receptor de Pregnano, PXR

El receptor X de pregnano o PXR (Pregnan X Receptor) es un
factor de transcripcién encargado de activar las proteinas que
inducen la detoxificacién celular. Su andlisis en modelos biolégi-
cos para litiasis de colesterol, ha proporcionado resultados nove-
dosos. En ratones susceptibles a litiasis de colesterol y deficientes
de este receptor, PXR -/-, se comprobé que la administracién de
una diefa litogénica disminuye la concentracién de sales biliares
y fosfolipidos, promoviendo una mayor saturacién de colesterol
en bilis. La deficiencia de PXR suprime la expresién de la enzima
limitante en la ruta de sintesis de dcidos biliares, colesterol-7a-
hidroxilasa; esta inhibicién enzimdtica, probablemente se debe
a la activacién de FXR y la induccién del Factor de Crecimiento
de Fibroblastos. Los autores concluyeron que PXR puede ser con-
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siderado como diana terapéutica en el tratamiento de calculos
de colesterol, debido a que mantiene la homeostasis de &cidos
biliares.+

Conclusion

En la fisiopatologia de calculos biliares de colesterol intervienen
diferentes genes, los cuales son estudiados de manera indepen-
diente con la finalidad de buscar un tratamiento farmacolégico.
Es importante destacar que dentro de las etapas para formar
célculos biliares, se debe dar mayor importancia a la secrecién
de colesterol biliar, porque es la fuente principal para desarrollar
litiasis, bajo desajustes de hipersecrecién. Por otro lado, la absor-
cién intestinal de colesterol también se postula como un blanco
para evitar que el exceso de colesterol entre al hepatocito y ge-
nere hipersecrecién biliar, aunque destacando que estos sitios de
transporte del colesterol, emergen como pautas para prevenir la
enfermedad de célculos, més no para tratarla. Lamentablemente,
la terapia farmacolégica es limitada y la colecistectomia sigue
siendo el tratamiento estandar para litiasis sinfomdtica, estiman-
dose que la prevalencia de calculos biliares de colesterol incre-
mente, debido a problemas de alimentacién y obesidad.
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