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The existence of duodeno-gastric reflux was evaluated in a group of 15 healthy subjects,
in fasting and for 24 hours. The assessment of duodeno-gastric reflux was made by quantitation
of the bile acids (BA) present in the gastric juice. The individual free and conjugated BA were
separated and quantified by means of thin-layer chromatography and in situ spectrofluorom-
etry. In 7 of the subjects studied no BA were detected, and in the other 8 subjects the BA
levels were below 6 pmol reflux/hour. There were no free BA detected in any of the subjects.
The levels of BA in gastric juice increased progressively with age, but there were no differences
between sex. The chromatographic technique used is highly sensitive for the analysis of BA
in biological samples. The study of BA in the gastric juice provides a quantitative and reliable
assessment of the degree of duodeno-gastric reflux.
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El reflujo del contenido duodenal al es-
tomago es un fenomeno bien conocido,
cuya existencia implica diversos transtor-
nos, fundamentalmente a nivel de la mu
cosa gastrica. En trabajos experimentales
se ha demostrado que el contact© cronico
con la bilis y el jugo pancreatico induce a
cambios inflamatorios y metaplasicos en la
mucosa gastrica (12, 15). En el hombre, el 

* A quien debe dirigirse la correspondencia: Ser-
vicio de Cirugia, Hospital de Sabadell. 08208 Saba
dell (Espana).

reflujo duodeno-gastrico (RDG) puede
ocurrir esporadicamente de manera fisio-
logica, tanto en ayunas como despues de
la ingestion de alimentos (25). Sin embar
go, el RDG aumenta considerablemente
en diversas situaciones patologicas, entre
las que cabe destacar la gastritis postope-
ratoria por reflujo alcalino (24), la ulcera
gastrica tipo I (2), la ulcera duodenal (22)
y el cancer gastrico (19).

Para poder valorar la real importancia
del RDG como factor causante de lesiones
gastricas, es necesario cuantificarlo de ma- 
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nera precisa y conocer que niveles pueden
scr considerados como normales. Los ob-
jetivos del presente estudio han consistido
en el desarrollo de un metodo que permita
cuantificar el RDG, mediante el analisis
cromatografico de los acidos biliares (AB)
presentes en el jugo gastrico, y la deter-
minacion de sus niveles en ayunas para
que puedan ser considerados como fisio-
logicos, estudiando un grupo de sujetos
sanos.

Material y Metodos

Los sujetos de este estudio fueron 15 in-
dividuos con buen estado de salud o que
solo mostraban patologias banales (hernia
inguinal, fisuras y hemorroides), que fue
ron el motivo de su consulta. En todos
ellos se descarto cualquier tipo de pato-
logia esofagica, gastrica, duodenal, biliar o
pancreatica, mediante las exploraciones
apropiadas. El grupo estaba integrado por
8 hombres y 7 mujeres, con una media de
edad de 42 ± 14 ahos (rango 19-67). To-
dos fueron informados adecuadamente so-
bre el estudio que se pretendia realizar y
otorgaron su conformidad al mismo.

Tras una cena frugal, los pacientes fue
ron sometidos a un ayuno de 12 horas tras
el cual se les introdujo, bajo control ra-
diologico, una sonda nasogastrica del nu-
mero 18, fijandola a 6-7 cm del pdoro. El
contenido gastrico se obtuvo mediante as-
piracion continua durante 24 horas, con
los sujetos en posicion de semisentados.
Las muestras se conservaron a —20 °C
hasta su analisis.

Quantification de los acidos bilia
res. — La extraccion de los AB del jugo
gastrico se realizo anadiendo 1 ml de este
a 10 ml de una mezcla de etanol/eter (3/1
v/v), agitando durante 10 min y centrifu-
gando, posteriormente, a 1.500 g durante
15 min. El sobrenadante fue evaporado
bajo corriente de nitrogeno y redisuelto en
1 ml de etanol.

Para el analisis de los AB conjugados,
se aplicaron de 5 a 10 pl del extracto sobre
una placa de silica gel 60 (Merck), que fue
desarrollada hasta 10 cm del origen, en
una camara conteniendo la mezcla solven-
te constituida por 1-propanol/tetracloroe-
tileno/acido formico (13/5/2 v/v) (18).

Para el analisis de los AB libres, se apli
caron 40-50 pl del mismo extracto y el des

Fig. 1. Separation de los acidos biliares conjugados mediante cromatografia en capa fina.
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Fig. 2. Separation de los atidos biliares libres me-
diante cromatografia en capa fina.

arrollo cromatografico se realizo con una
mezcla solvente constituida por isoocta-
no/acetato de etilo/n-butanol/acido ace-
tico (20/10/3/3 v/v) hasta 20 cm del origen
(23).

En ambos casos, los AB fueron detec-
tados como compuestos fluorescences, por
medio de tratamiento termico a 160 °C
durante 30 min, en presencia de tetraclo-
ruro de zirconio (20) (figs. 1 y 2). La
cuantificacion se realizo por medio de lec-
tura fluorometrica con luz ultravioleta de
366 nm (espectrofluorimetro PM2K Zeiss)
e integracion automatica de las areas de las
bandas correspondientes a cada uno de los
AB. La cantidad de AB presente en cada
una de ellas se obtuvo sobre la recta de re-
gresion calculada a partir de patrones de
AB puros (Sigma) desarrollados sobre la

misma placa (tabla I). El llmite de sensi-
bilidad de este metodo es del orden de 10
ng para cada clase de AB. Los patrones
puros mostraron una relacion lineal entre
la raiz cuadrada del area de la banda y el
logaritmo de la cantidad de AB, para va-
lores entre 10 ng y 100 pg (figs. 3 y 4).

Tabla I. Composition de las soluciones patrones
de atidos biliares (AB) puros utilizadas para la
cuantificacion de los atidos biliares presentes en

las muestras de jugo g^strico.

Acido biliar

AB conjugados
Glicocolico 1,0
Glicodeoxicolico 0,2
Glicoquenodeoxicolico 0.4
Taurocolico 0,65
Taurodeoxicoiico 0.1
Tauroquenodeoxicdlico 0,2

AB libres
Colico 0,05
Deoxicdlico 0,05
Quenodeoxicolico 0,05
Litocolico 0,05
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Fig. 3. Rectas de regresion de cada uno de los aci-
dos biliares (AB) conjugados, obtenidas apartir de
los patrones puros separados por cromatografia en

capa fina.
A = Area de la banda por lectura fluorometrica;
C = Cantidad conocida de cada AB. Acido gli-
cocolico (★) (r = 0,999); acido glicoquenodeo-
xicolico y glicodeoxicolico (A) (r = 0,999); Aci
do taurocolico (r = 0,999) (o) acido tauroque-
nodeoxicolico y taurodeoxicoiico (•) (r = 0,995).
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Fig. 4. Rectas de regresion de cada uno de los aci-
dos biliares (AB) libres, obtenidas a partir de los
patrones puros separados mediante cromatografia

en capa find.
A. = Area de la banda por lectura fluorometrica;
C = Cantidad conocida de cada AB; acido colico
(★) (r = 0,997); acido quenodeoxicolico (A)
(r = 0,994); acido litocolico (•) (r = 0,993); aci

do dcoxicolico (o) (r = 0,991).

Los valores obtenidos inicialmente en
pig/j-il de concentracion de AB en la mues-
tra de jugo gastrico de 24 horas, se expre-
san en pmoles de reflujo/h. Este parame
tro no solo considera la concentracion de
AB, sino que tambien tiene en cuenta el
volumen total del contenido gastrico as-
pirado. El valor de AB totales se ha cal-
culado mediante la suma de cada uno de
los AB aislados en cada caso.

Resultados

Los valores medios de los diferentes AB
cuantificados se indican en la tabla II. De
los 15 sujetos estudiados, 7 presentaron
niveles indetectables de AB en el jugo gas
trico y 8 niveles cuantificables, con una
media de AB totales de 4,22 ±1,16 (ran-
go 2,16-5,61) pmoles de reflujo/h. En nin-
guno de los casos se detectaron AB libres.
En consecuencia, se puede afirmar que
casi el 50 % de los sujetos sanos no pre-
senta evidencia de RDG o que es tan re-
ducido que resulta indetectable. El resto
muestra valores bajos, que en ningun caso

Tabla II. Acidos biliares (AB) presentes en el jugo
gastrico de sujetos sanos.

Los resultados (media ± SE) est£n expresados en
pmoles reflujo/h.

Acido biliar Escala

Glicocolico
Glicodeoxicolico +

0,404 ± 0,252 0-3,54

glicoquenodeoxicdlico 1,160 ± 0,436 0-4,67
Taurocolico
Taurodeoxicdlico +

0,626 ± 0,229 0-2,46

tauroquenodeoxicdlico 0,063 ± 0,062 0-0,94
AB libres ■ ■■ —. - ——

AB totales 2,253 ± 0,608 0-5,61

han superado la cifra de 6 pmoles de re
flujo/h de AB totales.

El sexo no ha tenido relacion con la
existencia o no de RDG, pero si la edad.
La media de los 8 pacientes con RDG
cuantificable fue de 51 ± 12 anos, mien-
tras que la de los 7 casos sin RDG fue de
32 ± 7 anos (p < 0,005 en el test t de Stu
dent). El volumen de contenido gastrico
aspirado no ha influido en los resultados;
el volumen medio fue de 475 ± 219 ml en
los sujetos con RDG detectable y de
792 ± 207 en los casos sin RDG.

Discusion

El estudio del RDG tiene gran interes,
no solo por su posible accion fisiopato-
logica score la mucosa gastrica, sino tam
bien por la dificultad que supone su cuan-
tificacion. La mayoria de los metodos em-
pleados para valorarlo resultan poco fia-
bles (1, 5) y otros, como el HIDA con
Tc99m, que han sido utilizados con mayor
exito (13), la complejidad instrumental, el
caracter radiactivo del marcador y las di-
ficultades en la interpretacion (16) limitan
su uso.

En el presente estudio se ha realizado
una aproximacion original para la evalua-
cion del RDG mediante el analisis cuan-
titativo de los AB presentes en el jugo gas- 
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trico. El estomago esta excluido del cir
cuit© enterohepatico, por lo que la apari-
cion de AB en su contenido refleja la exis-
tencia y la magnitud del RDG. Ademas,
el analisis de los distintos AB permite es-
tudiar su composicion cualitativa, que
puede tener importancia por la variable
capacidad lesiva de los AB sobre la mucosa
gastrica (7). Entre las tecnicas existentes
para la determinacion de AB, el metodo
enzimatico (4) resulta sencillo y fiable para
la cuantificacion total, pero no permite
evaluar los distintos AB individuales.
Otros metodos incluyen la combinacion
compleja de separaciones por cromatogra
fia en capa fina y, posteriormente, por
cromatografia gas-liquido (8). El metodo
desarrollado en este trabajo, utilizando
cromatografia en capa fina y espectrofluo-
rimetria in situ, permite la cuantificacion
de cada uno de los AB de una forma sen
cilia y en varias muestras simultaneamen-
te. La resolucion de los sistemas solventes
cromatograficos empleados ha proporcio-
nado una separacion neta de los distintos
AB, excepto para los AB dihidroxilados
isomeros (conjugados de acidos deoxico-
lico y quenodeoxicolico) entre si que,
como ocurre con otros sistemas (3,9), se

'han determinado conjuntamente.
Todos los metodos de analisis de la

composicion del jugo gastrico implican su
aspiracion previa mediante intubacion
gastrica. En contra de lo que, de manera
empirica, se asumia tradicionalmente, es
tudios recientes han demostrado que los
tubos gastricos y transpiloricos no afectan
al vaciamiento gastrico ni la cantidad de
RDG en el hombre (17). Por otra parte,
la aspiracion gastrica prolongada durante
24 horas permite recoger una muestra re-
presentativa de las variaciones a lo largo
del dia, asi como evitar errores que pueden
surgir en aspiraciones breves, debido al
posible RDG inducido momentaneamente
por la sensacion nauseosa, originada du
rante la colocacion de la sonda nasogas-
trica.

Los resultados de los 15 sujetos sanos 

estudiados muestran que el RDG ocurre a
niveles cuantificables en aproximadamente
la mitad de los casos (54 %), aunque con
valores de AB totales en el jugo gastrico
inferiores a 6 pmoles de reflujo/h. Ya
Wormsley (25) sugirid que el reflujo del
contenido duodenal al estomago puede
darse en el hombre de manera fisiologica
en ayunas y despues de la ingestion. Otros
autores han llegado a la misma conclusion
utilizando diversos metodos de valoracion
(11, 16). Entre los factores que pueden de-
terminar la existencia o no de RDG en
personas sanas, el sexo no parece tener im
portancia, pero si la edad. Esta observa-
cion concuerda con hallazgos de un au-
mento de la frecuencia de gastritis cronica
y de metaplasia intestinal con la edad (10,
21). Es decir, a medida que avanza la edad,
se incrementaria progresivamente el
RDG, cuyo efecto patogeno puede con-
ducir a la aparicion de gastritis cronica.
Otro factor a tener en cuenta es la capa
cidad de aclaramiento del estomago du
rante la fase II del ciclo motor y secretor
gastrointestinal. No se puede descartar
que los casos que no presentan RDG de
tectable tengan, en realidad, un nivel de
reflujo parecido al resto del grupo, pero
que posean una mayor capacidad para eva-
cuar de nuevo el material refluido hacia el
duodeno, con lo que no seria aspirado por
la sonda nasogastrica.

Ninguno de los sujetos estudiados tenia
niveles de AB libres detectables en el jugo
gastrico. Los AB son conjugados en el hi-
gado con los aminoacidos glicina y taurina
antes de ser excretados a los canaliculos
biliares y solo, excepcionalmente, se han
detectado cantidades infimas de AB libres
en la bilis (6). Los AB se desconjugan, a
medida que van descendiendo por el in
testine delgado, por la accion de las bac-
terias intestinales. En el estomago de un
individuo sano, con un nivel de clorhidria
normal, la flora bacteriana de tipo intes
tinal es escasa o nula; en consecuencia, los
AB que acceden al estomago por el RDG,
permanecen en forma conjugada. Sin em
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bargo, en circunstancias patologicas, el
creciiniento bacteriano en e estomago (14)
provoca desconjugacion y a consiguiente
accion nociva de los AB libres, especial-
mente los deshidroxilados (deoxicolico y
litocolico), sobre la mucosa gastrica (7).

La metodologia desarrollada en este tra-
bajo permite la evaluacion cuantitativa del
RDG y su aplicacion en el estudio de di-
versos tipos de patologia digestiva puede
aportar valiosa informacion sobre el papel
etiopatogenico del RDG y de los distintos
AB presentes en el mismo.

Resumen

Se evalua la posible existcncia de reflujo duodeno-
gastrico (RDG), en un grupo de 15 sujetos sanos, en
ayunas y durante 24 horas, mediante la cuantifica-
cion de los acidos biliares (AB) presentes en el jugo
gastrico. Los diferentes AB libres y conjugados se
han separado y cuantificado por medio de croma-
tografia en capa fina y espectrofluorimetria in situ.
De los 15 sujetos estudiados, 7 no tienen AB detec
tables, mientras que los 8 restantes muestran valores
de AB totales inferiores a 6 pmoles reflujo/h. En nin-
gun caso sc detectan AB libres. Los niveles de AB en
el jugo gastrico no presentan diferencias entre sexos,
pero si aumentan con la edad. La tecnica cromato-
grafica desarrollada es altamente sensible para el ana-
lisis de AB y la determination de estos en el jugo
gastrico constituye un procedimiento cuantitativo y
fiable para evaluar la existencia de RDG.

Palabras clave: Acidos biliares, Reflujo duodeno-
gastrico, Jugo gastrico, Cromatografia en capa fina.
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