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Figura 1. El aguila de Zeus comiendo el higado de Prometeo, encadenado al monte Caucaso. (Grabado, 1566, posiblemente
después de un trabajo de Tiziano. Hulton Getty Picture Collection, Londres).

“Porque el rey de Babilonia se ha detenido en una encrucijada, al principio de los dos caminos, para usar
de adivinacion; ha sacudido las saetas, consulté a sus idolos, miré el higado”.

Ezequiel 21:21
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INTRODUCCION

Desde hace siglos se conoce la trascendencia del higado para conservar la vida. El porqué
de este hecho incuestionable, asi como la funcién concreta del 6rgano ha sido una
incdgnita presente desde los primeros papiros y escritos de las civilizaciones antiguas.
Es dificil establecer con seguridad cual es la primera referencia escrita en relacion al
higado, su anatomiay su funcidn. No obstante, ya en documentos de la época del cddigo
de Hammurabi (2000 a.c) se pueden leer referencias a partes del higado y su importancia
teologica y vital. Segun lo observado en heridas sufridas en combate, en ofrendas de
sacrificio e incisiones realizadas tras la muerte, se describié que el higado era el érgano
mas grande del abdomen y albergaba gran cantidad de sangre. Si bien la sangre se
relacionaba directamente con la vida, percibidos ambos como sinénimos, el higado fue

considerado asiento del alma.

El higado y lo concerniente a su estudio ha supuesto un pilar basico en el desarrollo de
la medicina moderna. Dentro del campo de la hepatologia, la regeneracion hepatica es
un fendmeno que ha generado y genera un gran interés en los medios cientificos
actuales. La primera alusion a este fendmeno, posiblemente fortuita, la encontramos en
la “Teogonia de Hesiodo”, afio 750-700 a.c. Segun la mitologia griega,
Prometeo, valiente titdn al que gustaba provocar la ira de Zeus, fue encadenado a una
alta montafia donde cada jornada un aguila hambrienta le devoraria el higado. Siendo
inmortal, diariamente el higado se le regeneraria, condenando al héroe a un sufrimiento

inimaginable y eterno.

Desde la mitologia de la antigua Grecia hasta bien avanzado el siglo XIX, no existen
nuevas referencias acerca del fendmeno de regeneracidon hepatica. No es hasta el afio

1890 cuando se inicia una discusion cientifica acerca del fendmeno en cuestion.

Multiples han sido las hipdtesis que han querido explicar el proceso por el cual el higado

es capaz de crecer y suplantar la funcionalidad perdida. Modelos experimentales en


https://sobreleyendas.com/category/mitologia/mitologia-griega/

animales que sugerian la importancia del flujo venoso procedente de la vena porta
supusieron la base del estudio a principios del siglo XX. Hubo que esperar a Higgins y
Anderson®” en 1931 para empezar a estudiar la regeneracidon hepatica desde cambios
morfoldgicos y su cinética. Es en la ultima mitad del siglo XX cuando la investigacion se
empez6 a orientar a detectar factores de crecimiento que pudieran explicar y ayudar al

crecimiento hepatico.

Durante los ultimos 20 afios la investigacion de la regeneracién hepatica ha permitido
conocer numerosos factores extrinsecos de crecimiento, cambios intrinsecos en la
matriz extracelular, asi como mecanismos de transduccién de sefales intracelulares que
estan presentes en el higado y que forman parte del entramado necesario para que la
regeneracion tenga lugar. Actualmente podemos hablar con mas propiedad de como el
higado se regenera y de cémo ocurre el proceso de hiperplasia compensadora tras una
hepatectomia. El higado es capaz de restablecer su volumen necesario después de una
agresion que conlleve pérdida celular. No obstante, el proceso mediante el cual el
higado crece es complejo y abstruso, no depende exclusivamente de un Unico factor y

se ve afectado por el mecanismo lesional.

La cirugia del higado ha evolucionado de ser casi inexistente a comprender un repertorio
de operaciones que pueden eliminar de forma segura casi cualquier cantidad de tejido
hepatico. Estas operaciones ahora se realizan en numerosos hospitales y centros
médicos de todo el mundo, con diversas aplicaciones médicas, muchas veces referidas
a cirugia oncoldgica y curativa. No obstante, es crucial poder estudiar la regeneracion y
mejorar dichas técnicas quirurgicas; intentado obtener el mayor porcentaje de higado

viable y sano, en el menor tiempo posible, para optimizar los tratamientos actuales.

Recuerdo anatdmico-histolégico del higado

En este apartado nos vamos a ocupar de describir sucesivamente la anatomia quirurgica
del higado, las peculiaridades del higado de la rata respecto al del ser humano, asi como

aspectos interesantes de la histologia del drgano.



Anatomia quirurgica del higado

De manera paralela al desarrollo de la cirugia hepatica, el conocimiento anatédmico del
higado, su division y terminologia anatémica ha ido desarrollandose a lo largo del dltimo
siglo. Es imprescindible un preciso conocimiento de la anatomia hepatica y del arbol

biliar para poder operar el higado con seguridad.

El higado es un drgano sélido cuya masa (1200-1600 g) ocupa casi todo el hipocondrio
derecho. Representa poco mas del 2% del peso de un individuo sano, pudiendo variar
entre ambos sexos. El aporte sanguineo del higado es dual, 80% procede la circulacién
venosa esplacnica y esplénica; el 20% corresponderd a la sangre arterial que proviene

de la arteria hepatica.

Inicialmente el higado se dividia en dos “higados”, derecho e izquierdo, segin su marca
superficial mas conspicua, el ligamento falciforme. Esta descripcion no sdlo era
excesivamente simple, sino que ademas resultaba incorrecta en relacién al verdadero
aporte sanguineo del higado. Posteriormente, se propusieron descripciones mas
fidedignas de la anatomia lobular del higado, dividiendo el higado en dos I6bulos,
derecho e izquierdo, basando dicha division en las ramas de la vena porta y hepatica. Si
bien este sistema resultaba mds exacto desde el punto de vista anatdmico, no describia

la anatomia segmentaria funcional.

La anatomia funcional del higado se compone de 8 segmentos, cada uno alimentado por
una sola triada portal. Los segmentos se organizan a su vez en cuatros sectores,
diferenciados y divididos por las ramas suprahepaticas. Los cuatros sectores se reparten

luego en higado derecho e izquierdo.

Fue Claude Coinaud en 1954 quién inicialmente propusiera esta terminologia, la que
mas tarde, en 1957, fuera desarrollada por Goldsmith y Woodburne. Define la anatomia
hepatica desde la prespectiva quirdrgica. La proyeccion vertical de las venas
suprahepaticas divide al higado en cuatro secciones: posterior derecha, anterior
derecha, medial izquierda vy lateral izquierda. Las fronteras anatémicas entre las cuatro

secciones se denominan cisuras (cisura portal derecha, cisura sagital o media y cisura
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portal izquierda) y no se corresponden con las cisuras de la anatomia morfoldgica
clasica. Su importancia radica en que se trata de lineas fundamentales para la seccién
del parénquima hepatico durante una reseccidn reglada. La cisura principal (sagital o
media) contiene la vena hepatica media que sigue un trayecto anteroposterior desde la
fosa cistica por el borde izquierdo de la vena cava y divide el higado en los hemihigados
derecho e izquierdo. La linea de la cisura principal también se conoce como linea de

Cantlie.

Si se traza un plano horizontal imaginario sobre el eje de la bifurcacién portal, se observa
como las cuatro secciones antes definidas se dividen en ocho segmentos, que componen
la base de la anatomia funcional hepatica. Por ultimo, el I6bulo caudado (segmento |) es
la porcion dorsal del higado y abraza la vena cava inferior por su cara posterior,

situdandose detras de la triada portal izquierda, vena hepatica izquierda y media.

Desde el punto de vista anatémico se han descrito tres porciones del segmento I: I6bulo
caudado (lébulo de Spiegel) a la izquierda de la vena porta; proceso o tubérculo
caudado, porcién entre la vena cava y vena porta; y porcidn paracaval, porcion mas
craneal que se localiza cerca de las venas suprahepaticas (que se reconoce como
segmento IX). La porcion izquierda del I6bulo caudado se encuentra en la transcavidad
de los epiplones y estd revestida, por delante, por el ligamento gastrohepatico (epiplén

menor) que lo separa de los segmentos Il y lll situados en un plano anterior.

En el afio 2000, el Comité Cientifico de la Asociacion Internacional Hepatobilio-
Pancreatica (IHPBA), con objeto de poner fin a la confusién entre las diferentes
clasificaciones aprobd unanimemente una nueva terminologia: la clasificacion de
Brisbane (fig. 2). Establecieron divisiones de primer orden (definiendo un plano medial
en que se dividia el higado en hemi-higados, derecho e izquierdo); divisiones de segundo
orden (definiendo planos intersecciones que dividia cada hemi-higado en dos sectores)
y divisiones de tercer orden (definiendo planos intersegmentarios que dividian los
sectores en 8 segmentos independientes de manera similar a la que describid

Couinaud).
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Figura 2. Division hepatica en ocho segmentos. Proyeccion de las venas suprahepaticas y bifuracidn portal. (Cirugia Hepatica.

Guias Clinicas de la Asociacion Espafiola de Cirujanos. D. Casanova, J. Figueras, F. Pardo. Aran Ediciones, S.L. 2004.)

Por ultimo, conviene detenerse, aunque solo sea de manera simbdlica en la descripcion
del hilio hepatico, cuyo conocimiento es crucial y avio para la ligadura portal. En el hilio
hepatico, la triada portal derecha sigue un trayecto extrahepatico corto, de
aproximadamente 1 cm a 1,5 cm. La triada portal izquierda, por el contrario, posee un
trayecto extrahepatico largo, de hasta 3 cm o 4 cm, y discurre transversalmente a lo
largo de la base del segmento IV. La triada portal izquierda continta hacia adelante y
hacia abajo por la fisura umbilical (portal izquierda) y emite ramas para los segmentos Il

y lll, asi como ramas recurrentes para el segmento IV.

Anatomia hepatica de la rata

La rata de laboratorio (Rattu Norvegicus Albinus) ha sido usada como modelo para
investigaciones médicas, bioldgicas y de diversa indole desde hace mucho tiempo. Sin

embargo, existen pocos escritos que hablen de la anatomia hepatica de la rata.

El higado se ubica sobre la cara caudal del diafragma, extendiéndose a ambos lados del
plano mediano y ocupando el espacio desde el arco costal derecho al izquierdo. A pesar
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de ser un érgano multilobulado, el higado murino, y mas concretamente el I6bulo medio
hepatico, se encuentra fijado a la concavidad del diafragma izquierdo por una ligera y
fina capa de tejido conectivo que recuerda al ligamento falciforme humano. Atendiendo
a similitudes con la anatomia humana, encontramos que también existe un simil al
ligamento gastrohepatico, localizado entre el l16bulo lateral izquierdo y la curvadura

menor gastrica.

Organo firme de color rojo oscuro, el higado murino estd compuesto por 4 16bulos:

mediano, lateral izquierdo, lateral derecho y caudado.

Figura 3. A. Division hepatica en 4 segmentos. Vision en proyeccion caudal del higado murino. LLI: Lébulo lateral izquierdo, LP:
Lébulo paramediano, LLD: Lébulo lateral derecho, LC: Lébulo Caudado. * Tubérculo en cara medial interna de LI, zona de ligadura
hepdtica del 50% (LLI + LM lobulillo izquierdo). B. Hepatectomia de Lébulo Lateral Izquierdo (hepatectomia del 40%). Hipertrofia
de I6bulos remanentes.

Analizdndolos de manera individualizada, en lo que se refiere al I6bulo mediano, éste
corresponde al 30% del peso hepatico y esta dividido por una fisura longitudinal,
formando los Iébulos central o paramediano derecho e izquierdo. El I6bulo central

derecho se encuentra generalmente cubierto por el I6bulo lateral derecho, dificultando
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su visualizacién. El I6bulo lateral derecho correspondera al 20% del peso hepatico total
y estd divido transversalmente a su vez en anterior y posterior, estando éste ultimo en
contacto directo con el polo superior del rifidn derecho. Detras del lébulo central
izquierdo encontramos el Iébulo lateral izquierdo, |6bulo compacto, grande y de
apariencia alargada que supone el 40% del parénquima. Por ultimo, el I6bulo caudado,
gue corresponde a un 10% del peso hepatico y que se localizado ventro-caudal al resto
de los Idbulos, se divide en dos pequeias fracciones por medio de una fisura transversal
(fig. 3). El I6bulo mediano y el lateral izquierdo suponen el 70 % del higado y su
extirpacién se reconoce cldsicamente como modelo de hepatectomia parcial. Siendo el
higado murino un drgano con divisiones anatdomicas claras, su extirpacion y ligadura
hiliar no resulta técnicamente complicada. Sin embargo, la individualizacién de las
estructuras portales dificulta los modelos de ligadura portal, mas aln si se tiene en
cuenta que a lo largo del recorrido de la triada portal izquierda se van produciendo las
divisiones vasculo-biliares que van a dirigirse de manera separada a cada uno de los
segmentos del I6bulo mediano. En la siguiente ilustracion (fig. 4) se expone la division
hiliar que ocurre entre el I6bulo lateral izquierdo y el lI6bulo mediano izquierdo,

habiéndose ramificado proximalmente el pediculo para el I6bulo mediano derecho.

Figura 4. Pediculo portal para Lébulo Lateral Izquierdo y Lobulo Paramediano Izquierdo. Tapado por el tubérculo hepatico de

la cara medial de Lébulo Lateral Izquierdo. * Rama portal B Arteria hiliar ¢ Arteria hiliar posterior. Inconstante. - - Zona de
ligadura.



Histologia hepatica

La histologia hepatica y su distribucidn celular se estructuran a partir del hepatocito,
célula principal del parénquima hepatico. Histolégicamente va acompafiada de células
del epitelio biliar, células de endotelio vascular, fibrobablastos y células inmunitarias: las

células estrelladas o de Ito, las células de Kupffer y los leucocitos.

Los hepatocitos se disponen en ldminas, cordones lineales unicelulares que delimitan
lagunas vasculares llamadas sinusoides, donde drenara la sangre procedente de las
ramas portales y arteriales. Los sinusoides son estructuras capilares con amplios poros
intercelulares que permiten el paso bidireccional de moléculas y elementos sanguineos
desde el espacio de Disse o perisinusoidal y que facilitan una comunicacién vascular
entre el sistema venoso portal y la vena cava. La sangre fluird a partir de la triada portal,
compuesta por una rama terminal de la arteria hepatica, otra de la vena porta y un

conductillo biliar.

Figura 5. Distribucién funcional del acino hepatico. Cordones de hepatocitos dispuestos entre: * Triada portal y B Vénula central
(Atlas de Anatomia Patoldgica. Robbins y Cotran. E.C. Klatt.)

La bilis por el contrario, fluye en direccidén opuesta, siendo secretada dentro de espacios

intercordonales estrechos que se localizan entre las superficies enfrentadas de hileras



de hepatocitos. Los canaliculos biliares desembocan en el canal de Hering, conexion que

existe entre éstos y el arbol biliar a nivel del espacio portal.

La estructura basica funcional del parénquima hepdtico es el lobulillo. Atendiendo al
flujo sanguineo, el lobulillo hepatico se ha entendido clasicamente como una figura
geométrica hexagonal, delimitada por una triada portal en cada uno de sus seis vértices,
y dispuesta alrededor de una vénula central que desemboca en el sistema venoso
suprahepatico. Esta distribucion también puede ser comprendida desde un punto de
vista biliar, en cuyo caso, el centro del lobulillo seria el conducto biliar a nivel de la triada

portal.

Las consideraciones funcionales van cogiendo mayor relevancia, habiendo cambiado la
percepcion cldsica del lobulillo hepatico, y clasificdndolo actualmente en tres zonas. De
esta manera, en consideraciéon con el flujo sanguineo, cada hexdgono puede ser
entendido como 6 acinos hepaticos, divididos a su vez en tres zonas: zona | rica en
oxigeno y nutrientes, Il intermedia y zona lll, pobre en oxigeno y nutrientes. El concepto
de acino hepatico explica mejor los patrones de regeneracion hepatica, actividad

metabdlica y aparicidon de cirrosis.

Contextualizacion clinica

Existen multiples enfermedades que afectan al higado, de las cuales, un gran nimero de
procesos neopldsicos solo seran curables tras una cirugia con margenes quirdrgicos

libres de enfermedad.

En diversas situaciones la busqueda de la curacidn y del control de la enfermedad se

resume en cirugias que conllevan un sacrificio importante del volumen hepatico.

Un ejemplo que frecuentemente suele producir este tipo de tesitura es el tratamiento
de las metastasis hepaticas del carcinoma colorrectal, enfermedad que sin mayor
diseminacion ha demostrado mejoria oncoldgica llamativa una vez resueltas la

afectacién primaria y la hepatica.



Metastasis hepatica de carcinoma colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad con una gran carga mundial. En los paises
desarrollados resulta ser el segundo tumor maligno mds comun, considerando
conjuntamente ambos sexos; y ocupa el primer lugar como causa de muerte por cancer.
En Espaia y en el entorno que nos ocupa, la prevalencia es de 26.500 casos/afio,

habiéndose incrementado porcentualmente en los uGltimos anos.

En cuanto a lo que concierne a su diseminaciéon, el CCR invasivo se propaga
principalmente a través de dos mecanismos: por medio de la metdstasis a ganglios
linfaticos regionales-centrales y circulacidn sistémica, o diseminandose directamente al
higado a través del drenaje venoso portal. Cuando el cancer se propaga a través del
sistema portal, el higado actua eficazmente como filtro y minimiza o incluso evita, en

primera instancia, la propagacion a sitios distantes.

La diseminacidon gradual del cancer desde el sitio primario al higado a través de la
circulacion portal, y del higado a otros drganos, brinda la oportunidad de prevenir la
diseminacion del tumor a otros sitios por medio del tratamiento directo de las

metastasis hepaticas.

El higado es el 6rgano que con mayor frecuencia alberga metastasis de origen
hematégeno del CCR. En la enfermedad diseminada, en 2/3 de los casos existe
enfermedad en otros 6rganos, pero alrededor del 30% de los pacientes, tiene afectacion
hepatica como Unica localizacién. En pacientes con metdstasis hepaticas aisladas, la

extension de la enfermedad hepética es el principal determinante de supervivencia 2.

En los tumores metastdsicos (estadio 1V) la supervivencia tradicionalmente estimada al
afo es de 5.7% con enfermedad hepatica generalizada, 27% para aquellos con
metastasis localizadas en un solo segmento o |6bulo hepatico, y del 60% para pacientes
con metastasis solitariaZ; con una supervivencia a los 3 afios menor al 20%3. Sin
embargo, hoy en dia este valor ha experimentado una importante mejoria debido a la
implementacién de tratamientos multidisciplinares que integran tanto tratamientos

quirurgicos como terapias locales y nuevos tratamientos quimioterapicos. Con los
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nuevos tratamientos multimodales y una cuidadosa seleccidén de pacientes, se prevé una
supervivencia a 5 afios cercana al 70% tras la reseccion hepatica®. La metdstasis de
carcinoma colorrectal se considera potencialmente curable con tasas de supervivencia

entorno al 55%, 30% y > 18% a los 5, 10 y 20 afios respectivamente®’.

En las ultimas tres décadas la cirugia ha demostrado ser una modalidad segura vy
potencialmente curativa en el tratamiento de la metastasis hepatica de origen
colorrectal. La supervivencia maxima estimada a 5 afios después de una reseccion
hepatica con margen negativo es de entorno al 55%%’, con una supervivencia a 10 afios
cercana al 30%’. A pesar de la inexistencia de ensayos prospectivos aleatorizados que
comparen la reseccidon hepatica frente a terapias sistémicas, regionales u otras terapias
locales, el resultado para los pacientes después de la reseccidn hepatica de metastasis
es lo suficientemente favorable como para que la cirugia se considere terapia primaria

en pacientes seleccionados®.

Ademas, la notable capacidad del higado para regenerarse después de la reseccién
hepatica ha permitido opciones quirurgicas agresivas. En pacientes con parénquima
hepético normal es posible la eliminacion de hasta el 80% del higado’, ocurriendo la
regeneracion hepatica en las sucesivas semanas. Todo ello vendra limitado por el
volumen hepdtico resecado y/o la capacidad del higado para poder restaurar su funcioén.
Esto estard influenciado asimismo por las condiciones basales del paciente, en general,

deterioradas por la necesidad de tratamientos adyuvantes con quimioterapia.

Tratamiento quimioterapico

El tratamiento sistémico del CCR ha variado mucho en las ultimas tres décadas, siendo
el 5-fluorouracilo (5-FU) el farmaco central y eje del tratamiento quimioterapico. Con
alto grado de recomendacidn y evidencia cientifica, fue a partir de la década de los 80
cuando el 5-FU se combiné con la leucovorina (LV), optimizando la tasa de respuesta

tumoral y la mediana de supervivencia®®.

En el 2000 se afiadid el irinotecan (CPT-11) a la terapia sistémica, en combinacién con 5-

FU / LV (terapia FOLFIRI)®. Posteriormente, fue el oxaliplatino junto con 5-FU / LV
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(FOLFOX) aceptado como segundo régimen de combinacion de primera linea
efectivo'>*2, FOLFIRI y FOLFOX son considerados como equivalentes en el entorno
oncolégico y generalmente se seleccionan de acuerdo con el perfil de toxicidad. No
obstante, dado a sus eficaces resultados, se han llegado a considerar terapias
combinadas entre ambos esquemas, régimen FOLFOXIRI, terapia agresiva con buenos

resultados oncoldgicos®2.

Por dultimo, la quimioterapia ha sido suplementada por nuevos tratamientos,
denominados bioldgicos: moléculas y anticuerpos en contra de factores de crecimiento
o receptores de los mismos en la superficie celular. Asi es el caso del Bevacizumab,
anticuerpo monoclonal contra el factor de crecimiento del endotelial vascular (VEGF),
de eficacia demostrada’?; y el Cetuximab®>1¢18 y e| Panitumumab?'’, ambos anticuerpos
monoclonales contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFg); utiles en

enfermedad diseminada siempre que el gen KRAS permanezca nativo y sin mutacion.

Por otro lado, seria injusto reconocer el desarrollo de los tratamientos modernos
Unicamente desde su prespectiva molecular. Se han estudiado diferentes métodos de
aplicacion con objeto de disminuir sus efectos sistémicos, ejemplo de ello es Ila

administracidn selectiva intraarterial de agentes quimioterapicos?*.

Este desarrollo ingente de adyuvancia y de tratamientos sistémicos para el CCR ha
demostrado lograr tasas de respuestas de hasta el 70%. Siendo asi, y considerando que
no mas del 25% de las metdastasis hepaticas de cdncer colorrectal son resecables al
diagndstico!®?%2! |os tratamientos sistémicos han adquirido una importancia crucial a

la hora de poder rescatar metdstasis hepaticas de inicio irresecables.

Por tanto, varias ventajas practicas y conceptuales asisten a la quimioterapia
neoadyuvante en el CCR metastasico. La eficacia mejorada de la quimioterapia moderna
tiene el potencial de convertir el CCR metastasico irresecable en una enfermedad
resecable?>232425 o reducir al menos el grado de reseccidn requerido para eliminar la

enfermedad hepdtica. Los estudios actuales infieren una conversién de hasta un 12-33%
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de los pacientes, permitiendo una reseccién RO y logrando supervivencias a 5 anos > al

30-35%.

En la actualidad, con el empleo de los tratamientos multidisciplinares modernos, los

factores que limitan la reseccion curativa en las metdastasis hepaticas son:

e Lainoperabilidad del paciente.

e Lapresencia de lesidn bilobular o voluminosa que afecta a >70% del parénquima
hepatico.

e La presencia de enfermedad extrahepatica no controlable.

e La afectacion vascular o biliar que impida una reseccién RO.

A nivel hepatico y obviando el hecho practico de tener que realizar una cirugia con
margenes libres de enfermedad, sera la disponibilidad de suficiente parénquima sano lo
gue podra llegar a limitar la curacion. En pacientes con reserva hepatica normal es
posible la eliminaciéon de hasta el 70-80% del higado; no obstante, la necesidad de
neoadyuvancia para rescatar pacientes de inicio irresecables puede dafiar el tejido
hepatico y por ende obligar a preservar mayor porcentaje que asegure una

funcionalidad hepatica minima.

Efecto hepatico del tratamiento quimioterapico

En los ultimos afios, a medida que han mejorado las técnicas quirurgicas, el instrumental
y la experiencia de los cirujanos; la morbi-mortalidad de las resecciones hepdticas ha
disminuido sensiblemente. La mortalidad postoperatoria es ya inferior al 5% en la
mayoria de las series. Bien es verdad que la morbilidad aln es elevada, situandose en
un rango del 20-40% en la mayoria de las publicaciones. En general las principales
complicaciones referenciadas son: insuficiencia hepdtica, hemorragia, absceso

subfrénico y fistula biliar.

Por otro lado, la quimioterapia neoadyuvante ha demostrado causar lesiones hepaticas
en algunos pacientes (tabla 1), llegandose a describir efectos adversos como: colangitis

esclerosante, dilatacion-fibrosis de las venas centrales y moderada necrosis
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hepatocelular o colestasis en el area centrolobular. Especificamente, el oxaliplatino se
ha asociado con la obstruccién sinusoidal hepatica?’33 y el fluorouracilo e irinotecan con
la esteatosis hepatica?®3?, pudiendo incluso causar esteatohepatitis grave. Estos
cambios histolégicos pueden ser responsables de un mayor riesgo de sangrado durante

la cirugia a medida que aumenta la congestién y la friabilidad del parénquima hepatico.

Tabla 1. Toxicidad hepatica de la quimioterapia

Farmaco
5-FU

Oxaliplatino

Irinotecan

Floruridina ia

Lesidon

Esteatosis

Sd Oclusidn
sinusoidal

Esteatohepatitis

Estenosis VBE

Impacto Clinico

Aumento
morbilidad

Aumento
morbilidad

Aumento morbi-
mortalidad

Darnio biliar

Cuando se planifica una reseccién hepdatica importante en un paciente y se sospecha
gue tiene una funcién hepatica alterada tras la exposicidon a quimioterapia sistémica,
existen diversos métodos justificados para inducir hipertrofia en el futuro higado
residual. En algunos casos, la preocupacion sobre la funcién del futuro remanente
hepatico puede incluso obligar al cirujano a modificar el orden del proceso, operando y
administrando quimioterapia adyuvante durante el periodo postoperatorio, después de

que el higado se haya regenerado.

Como se ha mencionado, ademds de la esteatohepatitis, el higado tratado puede
volverse fibrdtico y desarrollar adherencias perivasculares que puedan complicar una
reseccion planificada. A pesar de que esta bien documentado que con la quimioterapia
se producen cambios histolégicos en el higado, su impacto clinico real no esta del todo
claro; de hecho, los estudios difieren en cuanto a su influencia en la mortalidad de las

series publicadas. Bien es verdad que la mayoria de la bibliografia coincide en reconocer
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su asociacion con la morbilidad postoperatoria. De esta manera, cuando el remanente
hepatico estimado es inferior al 20-30%’, la eleccion y el método de reseccidon estd

sujeto a debate.

5-fluorouracilo y metabolitos del acido félico

El 5-fluorouracilo ha supuesto el centro de las terapias quimioterapicas de la patologia

neopldsica gastrointestinal desde que fue descrito en 19573,

Dicho farmaco, y mas concretamente su metabolito activo el 5-fluoro-2’-deoxiuridin-5"-
monofosfato (FAUMP), inhibe la proliferacion celular al unirse a la enzima Timidilato
Sintetasa (TYMS); ya que esto afecta a la produccidn de ciertos acidos nucleicos, y como

consecuencia, a la sintesis de DNA y RNA.

Se ha demostrado que la eficacia del 5-fluorouracilo aumenta cuando se administra en
adyuvancia con el farmaco leucovorina, folinato calcico que en su forma 5-10-
dimetilenetetrahidrofolato (5-10-CH;-FH4) genera un complejo de unién entre la TYMS

y el FAUMP potenciando el efecto del 5-FU.

La leucovorina (LV) y el resto de metabolitos derivados del acido félico suponen un
sustrato esencial para un importante numero de procesos metabdlicos, entre los que
destacan la modulacién de la TYMS por medio de su donacién de moléculas de carbono.
Segln Tsukihara et al*! la deficiencia de leucovorina como del acido félico y sus
derivados, afecta directamente en la eficacia del 5-fluorouracilo, habiendo inhibido in
vitro y a nivel celular la expresion de receptores y enzimas necesarias para la reduccion
del acido félico y su adquisicién en la célula. En situaciones normales, la deficiencia de
acido fodlico afectaria directamente a la proliferacion celular por su efecto directo en la

modulacion de la enzima TYMS.
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FOLATO
EXTRACELULAR

Figura 6. Transformacion intracelular del folato. Una vez en el interior de la célula el cido fdlico sufrird un proceso de reduccién
y de adquisicién de grupos metileno. El metabolito 5-10-CHz-FHa resultante; se unird a la TYMS para su normal funcionamiento.
Sera al complejo TYMS-5-10-CH>-FH4 al que se unird el FAUMP, inactivandolo. FOLR-1 (Receptor de Folatos 1), DHFR (dihidrofolato
reductasa), MTHFD (metileno-tetrahidrofolato deshidrogenasa)

Técnicas para incrementar-preservar parénquima hepatico

Tal y como se ha mencionado previamente, en contraste con otros drganos sélidos, el
higado humano tiene la capacidad Unica de regenerarse después de una lesion toxica,
inflamacién crénica o reseccidn quirdrgica. Los términos regeneracién, hiperplasia e
hipertrofia se utilizan como sinénimos en la literatura, pero el concepto de hiperplasia
es el mas preciso desde el punto de vista celular. Este proceso esta altamente regulado,
involucrando multiples tipos de células, sefiales extrahepaticas, rutas moleculares
complejas e interacciones celulares que se expondran en el apartado de regeneracién

hepatica.

No obstante, de manera resumida podria decirse que el higado posee la cualidad
singular de regenerarse, ajustando su volumen a las necesidades del organismo. La
regeneracion del higado es una respuesta hiperplasica de todos los tipos celulares de
este dérgano, en la que se mantiene, al final, la anatomia microscdpica del higado

funcional, no asi su morfologia anatomica.
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Sin embargo, y al hilo de lo mencionado previamente, en multiples ocasiones la cirugia
hepatica se realizara en higados enfermos y cuya funcién pudiera estar alterada tras la
quimioterapia, adquiriendo importancia vital las técnicas, tanto quirdrgicas como

médicas, que potencien y faciliten la restauracion del parénquima hepatico.

Técnicas quirurgicas que influyen en el crecimiento del remanente hepatico

En expectativa de una reseccién hepatica mayor en higados con LOEs (lesiones
ocupantes de espacio) multiples y/o bilaterales (derechas e izquierdas), urge la
necesidad de utilizar técnicas que puedan garantizar una cirugia oncoldgica radical y que

preserven suficiente tejido hepatico para mantener sus funciones basicas.

Aunque dificultosa y con gran morbi-mortalidad asociada, la reseccién hepatica en
manos de grupos especializados se realiza de manera eficiente y con margenes libres

seguros, siendo actualmente el dejar tejido hepatico suficiente la principal limitacion.

Hoy en dia, por tanto, serdn limitaciones para la cirugia hepatica de la metastasis del
CCR que las LOEs sean resecables y que el parénquima hepatico remanente supere el
20-30% del volumen inicial, normalmente cubierto con la preservaciéon de 2 o mas

segmentos hepaticos contiguos.

En ese sentido, conocedores de la posibilidad regenerativa del higado, existen multiples
posibilidades intervencionistas y quirurgicas que buscan incrementar el parénquima

hepatico para poder llevar a cabo mayores hepatectomias.

Ademas, en contra de lo postulado previamente en relacion a obtener margenes
quirurgicos de seguridad amplios, existe bibliografia suficiente que defiende que
margenes milimétricos libres de enfermedad son suficientes para obtener un beneficio

oncoldgico®.

Hepatectomias repetidas

Las nuevas estrategias oncoquirurgicas buscan el control de la enfermedad hepatica por

medio de la reseccion completa de la metastasis del carcinoma colorrectal, bajo la
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“promesa” bioldgica de que el higado sera capaz de soportar grandes hepatectomias al

regenerar su volumen y mantener su funcién.

Cuando la enfermedad se limita a un escaso nimero de LOEs, una de las opciones
terapéuticas viables serd la reseccién multifocal de la enfermedad, siempre y cuando, el

volumen hepatico y las estructuras vasculares principales se respeten (figura 7).

Figura 7. Reseccion de una Unica lesion ocupante de espacio (LOE). Cuando la enfermedad se limita a un Unico I6bulo hepético

el tratamiento puede restringirse Unicamente a metastasectomias-segmentectomias limitadas. A: dos metastasis hepaticas en
higado izquierdo. B: metastasectomia limitada a LOEs

Asimismo, se ha visto que en caso de recidiva, las segundas y terceras hepatectomias
obtienen un beneficio y supervivencia similar a las hepatectomias primarias3®3°. De ello
se deduce que en metdastasis resecables y que cuya reseccién preserve suficiente
parénquima hepatico, las hepatectomias repetidas son una estrategia valida y

respetuosa que otorga al higado tiempo suficiente para poder regenerarse.

Por otro lado, de resultados obtenidos tras hepatectomias repetidas se han postulado
los siguientes signos de mal prondstico3>3637:

e Margenes afectos

e Lesiones cuyo tamafo real resulté ser >5 cm

e Lesiones mas numerosas de las inicialmente diagnosticadas

Esto ha llevado a optimizar el diagndstico preoperatorio, buscando gran exactitud en la

valoracion preoperatoria del tamano, nimero y limites de las lesiones a extirpar.
18



Ademas, siendo estas las limitaciones principales, actualmente se ha abierto un

escenario quirurgico ilimitado.

Todo ello ha llevado al desarrollo de técnicas agresivas basadas en amplias resecciones
y cirugias en diferentes tiempos, que asocian procesos de incremento de parénquima
hepatico sano para preservar la funcionalidad del 6rgano. La capacidad de crecer que
tiene el higado ha facilitado que en pacientes seleccionados se sopese la opcién de
realizar hepatectomias en dos tiempos, optando por una cirugia curativa en un segundo
tiempo?®®. Otro ejemplo de esta nueva prespectiva es la oclusidn portal selectiva,

pudiendo asociar transecciones hepdticas que incrementen su efecto regenerativo.

Embolizacién portal preoperatoria (PVE)

A pesar de presentar metastasis subsidiarias de reseccion, existen higados cuyo
parénquima sano resulta insuficiente para poder soportar una reseccién hepatica
mayor, aunque ésta se realice en dos tiempos; lo que llevaria a una insuficiencia hepatica

insalvable.

Es ese contexto, en 1990 Makuuchi et al*! propusieron una nueva técnica con objeto de
conseguir mayor volumen hepatico remanente. Observaron que la limitacion principal
en la cirugia oncolégica del colangiocarcinoma extrahepatico proximal radicaba en Ila
insuficiencia hepatica residual del Iébulo hepatico que se preservaba; por lo que
propusieron un aumento volumétrico y funcional preoperatorio por medio de una
embolizacion de las ramas portales del |6bulo hepatico contralateral. Segun esta
hipotesis, la atrofia que generara dicha embolizacion en el 16bulo hepatico a resecar,

provocaria una hiperplasia del remanente, preparandolo para la cirugia.

Los buenos resultados obtenidos pronto han extendido su utilidad a otras
intervenciones hepaticas. Un ejemplo de ello es la cirugia oncoldgica de la metastasis
hepatica del CCR. En los casos en que la enfermedad metastasica afecta a ambos l6bulos
hepaticos, suele ser necesario realizar una reseccién en dos tiempos. En este contexto,
la técnica de embolizacion se puede asociar durante la primera etapa: se resecan las

metastasis de un hemi-higado y al mismo tiempo se emboliza el higado contralateral.
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De esta manera, cuando se realice la segunda intervencion, el higado no embolizado se

habra hiperplasiado, procediéndose a realizar la hepatectomia del I6bulo atrofiado.

La PVE ha convertido en operables a pacientes con enfermedad bilateral hepatica y/o
con poco volumen hepatico remanente, evitando la insuficiencia hepatica post-cirugia.
Se trata de un procedimiento con baja morbimortalidad y con complicaciones similares
a otras técnicas percutdneas®?. No obstante, el crecimiento hepdtico que se quiere
lograr se obtiene a las 4-8 semanas de la embolizacidn, habiéndose objetivado en ciertas
series una progresion tumoral en probable relacion al ambiente mitogénico que se
genera®*44%9 De ello se infiere que una regeneracién mas precoz podria controlar mejor
la enfermedad, habiéndose desarrollado alternativas prometedoras como la ALPPS
“Associating Liver Partition and Portal ligation for Staged hepatectomy” (Particion

Hepatica con Ligadura Portal), descrita por Baumgart et al*.

Particion hepatica con ligadura portal (ALPPS)

La asociacidn de la transeccion hepatica a la embolizacién portal (fig. 8) ha demostrado
conseguir una precoz y marcada regeneracién del higado remanente, pudiendo

objetivarla ya a los 7-10 dias tras la cirugia.

Su eficacia radica en que evita el flujo sanguineo colateral existente entre ambos Iébulos
hepaticos, intensificando la isquemia portal del hemi-higado embolizado y aumentando
asi su hiperplasia contralateral. Ademas, disminuiria el tiempo del proceso regenerativo

y por tanto, el contacto de la enfermedad tumoral con el ambiente proliferativo.

Todo ello produce un rapido crecimiento del higado permitiendo una reintervencién
precoz (< 1 semana), tratando de prevenir la recidiva tumoral en el interin entre cirugias.
No obstante, los resultados iniciales asociados a la técnica presentaron una gran
morbimortalidad, llegando a registrarse alrededor de un 30% de pacientes con
insuficiencia hepdtica postquirurgica®®>2. Durante la técnica, el higado sufre una
afluencia intensa de seiales proliferativas pudiendo desencadenar una hiperperfusiéon
y una respuesta al estrés hiperproliferativo excesivo que conllevaria una insuficiencia

hepatica. Ademas, existen autores que han descrito un aumento de agresividad en la
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célula tumoral durante el periodo intercirugia, pudiendo estar en relacién con la
hipersefializacidon que se produce y empeorando, por consiguiente, el prondstico de la

enfermedad tumoral®344,

Nos encontramos por tanto ante un recurso terapéutico prometedor que podria
rescatar y curar a un gran numero de pacientes, pero que somete al parénquima
hepatico a una exigencia muy intensa. Todo ello ha relegado la técnica a indicaciones

muy limitadas con una estrecha seleccidn de pacientes.

C D

Figura 8. llustracion que evoca la Particion hepatica con ligadura portal (ALPPS). A: Higado con metdstasis bilaterales. B:
Ligadura-embolizacién de Iébulo hepatico con mas enfermedad y su atrofia. C: Metastasectomia en parénquima remanente y
transeccion hepatica. D: Hiperplasia compensatoria de higado sano.

Insuficiencia hepatica

La necesidad de implementar tratamientos multidisciplinares con objeto de buscar la

resecabilidad de la metastasis hepatica del carcinoma colorrectal, y la influencia de los
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diversos quimioteraticos en el remanente hepatico; ha supuesto un escenario complejo

y en cierta medida incierto acerca de la viabilidad final del higado.

A dia de hoy sigue sin conocerse la razén por la que la misma reseccion hepatica en unos
pacientes provoca insuficiencia hepatica y en otros da lugar a una regeneracion eficaz,

siendo probablemente de etiologia multifactorial.

Después de una lesidn toxica, reseccion o trasplante hepatico, la funcionalidad hepatica
cambia dramaticamente a tareas cruciales de recuperacién y regeneracién, a expensas
de interrumpir el metabolismo normal. El éxito de restaurar la masa hepatica perdida,
reparar la lesién del tejido y resolver la inflamacién, determina la capacidad del higado
para soportar una funcion metabdlica normal y recuperarse. Es por lo que la
implementacién de Unidades de Cuidados Intensivos que aprecien signos incipientes de
fallo hepdtico e instauren tratamientos intensivos que proporcionen un buen

postoperatorio es crucial para poder hacer frente a la insuficiencia hepatica.

El progreso a nivel de técnicas quirurgicas, anestésicas e intensivitas, ha disminuido la
incidencia de la insuficiencia hepatica postreseccion y su mortalidad, estimada en torno

al 0-5%%, variando segun estudios y definiciones de la misma.

No existe una definicidn universal del cuadro clinico. El cuadro tipico del paciente con
insuficiencia hepdtica tras una hepatectomia suele caracterizarse por ictericia,
coagulopatia, desregulacion metabdlica y encefalopatia; pudiendo ocurrir de manera
aguda o subaguda'?®. Los factores de riesgos predisponentes a dicho fallo se resumen

en los siguientes>? >4 3556, 57;

e Razones preoperatorias:
0 Edad
Malnutricidn, diabetes
Hepatopatia cronica: cirrosis, esteatosis hepatica, colestasis, etc.

Tratamientos adyuvantes: quimioterapia

0O O O o©O

Cirugia hepatica previa
e Razones intraoperatorias:
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0 Tiempo quirargico

0 Tiempo de isquemia-reperfusidon hepatica.

0 Volumen hepatico residual. Extension de la reseccién
e Razones postoperatorias:

O Hemorragia

0 Sepsis

0 Control postoperatorio

Una reseccion hepatica mayor (definida como una reseccién de 4 o mas segmentos) en
higados con esteatosis, esteatohepatitis y/o con sindromes oclusivos sinusoidales,
puede suponer un mecanismo lesional suficiente como para producir una insuficiencia

hepatocelular.

Para obtener una regeneracion dptima y efectiva es obligatorio que exista un nimero
de células hepaticas (parenquimatosas y no-parenquimatosas) suficientes. El higado
residual debera ser capaz de soportar la redistribucion del flujo enterohepatico. Segun
la teoria de “hiperperfusion” >4 >>>° sj el higado remanente no es capaz de soportar el
flujo sanguineo hepatico residual, condenara a una dilatacidon extrema de los sinusoides
con el consiguiente estrés, sufusién del espacio de Disse, activacién de células de
Kupffer, de Ito, células proinflamatorias, necrosis centrolobulillar, colestasis y muerte
celular/apoptosis. La somatostatina, molécula con capacidad de producir
vasoconstriccién esplacnica y disminucidn del flujo portal, ha demostrado tener utilidad

en evitar la insuficiencia hepatica por hiperaflujo®>.

Por otro lado, es crucial que exista un volumen hepatico remanente suficiente, en
general calculado en torno al >20% del parénquima inicial en higados sanos’>*. Esto
varia en caso de higados con enfermedad previa: cirrosis hepatica, esteatosis, colestasis,
e incluso, enfermedad hepatica inducida por la quimioterapia. EI 5 FU y el irinotecan,
relacionados estrechamente con la esteatosis y la esteatohepatitis, se han relacionado

con un aumento de la mortalidad tras la reseccién hepética®.
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El higado remanente ademas tendra que ser capaz de tolerar y mantener una funcién
suficiente para sostener todo el flujo enterohepatico (circulacién biliar, nutricional,
toxico) y funcién metabdlica, pudiendo en caso contrario desarrollar una insuficiencia

hepatica subaguda o crénica.

Sin embargo, la razén por la que en algunos higados se desarrolla una insuficiencia
hepatica irreversible continda siendo incierta. Existe la teoria de la “respuesta al estrés
hiperproliferativo” 7>, por la que se cree que un estimulo mitogénico intenso podria
desembocar en una senescencia celular inducida. Todas las células de nuestro
organismo presentan una senescencia replicativa determinada e inmutable segun el
proceso de reduccion de los telémeros. No obstante, la agresidn quirdrgica con dafio
endotelial asociado, necrosis y hemorragia parenquimatosa, podria desencadenar un
estimulo hiperproliferativo que produjera una senescencia inducida por medio de la
activacion del gen p53; detencion del ciclo celular, apoptosis celular e insuficiencia

hepatica postreseccioén.

Regeneracion hepatica

La inquietud sobre la condicidn, evolucion y proceso de curacidn ha supuesto siempre
un enigma que ha despertado el ansia de respuesta del ser humano. El misticismo y la
adivinatoria cedieron su lugar a la ciencia y al racionalismo, en la busqueda de repuesta

a las preguntas esenciales sobre el comportamiento de multiples procesos bioldgicos.

Reflexion historica

Debemos remontarnos a Babilonia en la antigua Mesopotomia para encontrar
referencias mitoldgicas sobre procesos de curacién y regeneracién. Los abundantes
conflictos bélicos de la época y la hepatoscopia heredada de las culturas del Este,
proporciond a la cultura greco-latina una imagen mistica y vital del higado. Y es que, es
imposible no hacer alusion a la leyenda de Prometeo y el dguila de Zeus, que ya
citdbamos en el inicio de este volumen. Prometeo, héroe que quiso otorgar libre
albedrio a la humanidad, fue castigado con que un aguila devorase diariamente su

higado regenerado cada noche.
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Llama por tanto la atencidn la alusion a la capacidad regenerativa del higado que
hicieron los autores grecolatinos, necesitando mas de una veintena de siglos para
empezar a entender y estudiar dicha cualidad. Puede que los griegos simplemente
conocieran la importancia vital del higado, ya que su lesién condenaba a los soldados a
un final fatal; o que desde un punto de vista adivinatorio, tuvieran una concepcién
mistica y magica del mismo. No obstante, lo que sin duda sabian era que su ausencia
imposibilitaba la vida, ya que Prometeo, inmortal titan, debia volver a producir su higado

para no fallecer.

Es a partir de mediados del siglo XIX cuando se empiezan a encontrar referencias
anatémicas y fisioldgicas sobre la funcionalidad hepatica y su naturaleza bioldgica. El
progreso de la ciencia nos ha permitido ser conocedores de su capacidad de
regeneracion, y sin embargo, la medicina sigue teniendo grandes limitaciones que
imposibilitan prolongar la supervivencia de muchos pacientes hepatdpatas. Aun nos

gueda mucho por conocer para poder influir eficazmente sobre dicho proceso.

Caracteristicas del proceso regenerativo

Es obvio y basico aseverar que sin higado no se puede vivir. La existencia de drganos
Unicos y vitales en el cuerpo humano es una certeza que limita y dificulta en muchos
aspectos el acto sanitario. No obstante, a diferencia de otras células como la neurona o
el cardiomiocito, el hepatocito mantiene la posibilidad de replicarse y regenerarse tras
una agresion fisico-quimica, razén por la que bien estudiada y manipulada dicha
cualidad, podrian llegar a realizarse grandes resecciones hepaticas en busca de una

curacion clinica sin condenar la vida del paciente.

Desde los estudios de Higgins y Anderson®’ y las primeras referencias a la regeneracién
hepatica, se abrié un tema importante de investigacion en cirugia experimental en busca

de entender el fendmeno y darle practicidad clinica.

Lo cierto es que la regeneracidn hepdatica es un complejo proceso caracterizado por ser

redundante, pleiotrépico, pleiomodrfico y estar estrechamente regulado. Estd
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protagonizado por un drgano con una gran “robustez” y cuyo fin es obtener una

hiperplasia compensatoria.

Analizando una a una cada una de sus caracteristicas, entendemos que la regeneracién

es:

e Redundante por tratarse de una sucesion de procesos desencadenados vy
potenciados por multiples vias que pueden actuar de manera sinérgica
estimulando la misma ruta celular. De hecho, una de las grandes limitaciones
durante los estudios experimentales radica en la dificultad de objetivar la
influencia de multiples mediadores; dado que a pesar de su ausencia, existen
otras muchas rutas que podran estimular la misma via y por tanto, no afectar a
la regeneracién hepatica.

e Pleiotrdpica por mostrar activacion de diferentes vias tras la transduccién de un
Unico gen. Resulta dificil dilucidar la interconexién de las vias celulares que
acontecen de manera sincrénica, pudiendo estar originadas y desencadenadas
por un mismo gen.

e Pleiomorfica por presentarse de multiples formas. Existen multiples modelos
gue han tratado de explicar el proceso, diversos estudios experimentales que
han demostrado desencadenar el fendmeno por medio de diferentes agresiones
hepaticas. Se trata por tanto de un proceso sujeto a multiples agentes etiolégicos
gue desencadenaran diversas formas de una misma entidad, la restauracion del
parénquima hepatico.

e Rigurosa y estrechamente regulada por la denominada “regulacién
hepatoestatica”. Se trata una de las caracteristicas que mas interés ha suscitado
del proceso de la regeneracion hepatica, regulacién por la que el higado cesa su
hiperplasia una vez que es capaz de realizar sus funciones basicas, dictaminado

por medio de una ratio hepato-corporal de entorno al 2,5%.

Entendemos por tanto que la regeneracion hepatica se trata de un proceso complejo y

estrictamente regulado, en el que el parénquima hepatico es capaz de responder a
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multiples estimulos exdgenos y enddgenos, manteniendo su forma y funcidn. Razén por

la que se dice que le higado es un érgano con mucha “fortaleza” o “robustness”.

Por ultimo, hay que recalcar que, aunque se nombre y se describa cominmente como
“regeneracion” hepatica, el proceso mas correctamente debiera de ser apodado como
“restauracion” hepatica. Tras una lesion organica del higado, éste no mostrara una
regeneracion epimorfica como ocurre en otras especias con otras partes anatémicas
(ejemplo, la cola en algunos lagartos); no existirda un proceso de desdiferenciacién
celular que origine una estructura idéntica a la perdida, sino que se producird una
activacion y proliferacién de células con alta diferenciacion celular, llevandose a cabo
una “hiperplasia compensatoria” que finalizard una vez se vean restauradas las

funciones basicas del higado, sin haberse recuperado su forma original.

Todo ello vendra controlado por la relacion hepatoestdtica, constante fisiologica
humana que mantiene el peso del higado segin una relacién porcentual de 2,5%
respecto al peso corporal total. Esto explica que pueda apreciarse una variacién del
volumen hepatico en situaciones que se alteren la estructura y masa corporal (proceso
de crecimiento infantil, caquexia). De ello se deduce que el proceso de regeneracién

hepatica finalizara cuando la relacion hepatocorporal se haya cubierto.

Biologia de la regeneracion hepatica

La regeneracion hepatica es un proceso con una gran complejidad bioldgica. Sin duda,
lo que mas ha intrigado desde que se conoce su existencia es la sefializacion de su inicio
y fin: la via por la que las células saben que deben entrar y salir del ciclo celular. También
es necesario explicar por qué no existe una total sincronia en el proceso, ya que se
observan imagenes histoldgicas, que como si de un mosaico se tratara, albergan células

en diferentes fases del ciclo y con diversas funciones de manera simultdnea.

El grupo de “Fausto et al”’® lleva tiempo estudiando la regeneracidon hepética y
postulando un modelo basado en estudios experimentales en el ratédn que mejora
nuestra comprension del proceso. Segun dicha explicacion, la regeneracion hepatica

puede dividirse en tres etapas:
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e Fase de cebado: fase inicial en la que se produce un ambiente con multiples
estimulos mitogénicos que reactivan el ciclo celular del hepatocito. En el modelo
murino, esta fase suele ocurrir entre la primera media hora y las 4 horas tras la
lesidon hepatica desencadenante. Corresponde a las fases GO y G1 del ciclo
celular.

e Fase de progresion: fase caracterizada por la influencia mayoritaria de los
factores de crecimiento, suele ocurrir durante los 5-7 dias tras la agresion
hepatica. Durante esta etapa la célula entra en mitosis.

e Fase de apoptosis: fase final en la que las células saldran del ciclo celular para
volver a fase GO, segun el tipo e intensidad de las sefiales que reciban. Ocurre

alrededor del dia 7-10.

En el ser humano, como cabria suponer, a pesar de que se cree que el proceso ocurre
siguiendo el mismo modelo, los tiempos son mayores. Si bien el primer pico de sintesis
de DNA ocurre entre las 24-40 horas en el ratdn, en los primates ocurre a los 7-10 dias.
Segun observaciones realizadas en estudio de trasplante hepatico, parece que el pico de
regeneracion del higado humano ocurre a las dos semanas del trasplante y finaliza

entorno a los 3 meses tras la cirugia.

Rutas de regeneracion alternativas

Segun los modelos experimentales que explican la regeneracidn hepatica, los
hepatocitos y las células del epitelio biliar se replican para generar las pérdidas celulares
producidas durante la lesién hepatica. No obstante, es interesante mencionar la
existencia de otras estirpes celulares visualizadas en el parénquima hepatico que

podrian colaborar durante el proceso’’:

e (Células madre hepaticas: sin haber sido identificadas en medios in vitro
reproducibles, multiples estudios han sugerido la existencia de una poblacion
pequefia, aunque constante, de células madre hepatocitarias que pudieran

ayudar a la regeneracion hepatica en caso necesario. Existe evidencia que
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defiende que las células madre pueden provenir de otros tejidos, como la
médula désea, y asentar en el parénquima hepatico.

e Células ovales: después de escasos dias tras una hepatectomia se han apreciado
focos de proliferacion celular con células con pequeios nucleos de forma oval,
sobretodo en areas periportales del lobulillo hepatico. Dichas células ovales,
capaces de diferenciarse en hepatocitos y células biliares, podrian suponer una
ruta de emergencia que colaborase durante el proceso de regeneracion
hepatica.

e Células estrelladas: el hecho de haberse objetivado factores nucleares
hepatocitarios (HNF) en las células estrelladas y marcadores genéticos de las
células estrelladas en los hepatocitos (GFP), ha hecho pensar que en
circunstancias especiales las células estrelladas del parénquima hepatico puedan

funcionar como fuente de células madre que ayuden a la regeneracion.

Mitosis y divisidn nuclear en la regeneracidon hepatica

El complejo proceso molecular que acontece tras una agresion al parénquima hepatico

conllevara un cambio cuantitativo celular a nivel histoldgico.

A nivel tisular el hepatocito supondrd el 70% de todo el recuento celular®® de un higado
sano. Se ha demostrado que tras el nacimiento, el higado de los mamiferos sufre un
proceso de crecimiento originado de la poliploidizaciéon de sus hepatocitos,
consecuencia de una alteracidn en su citocinesis’>®*. El grado de poliploidia varia segun

las especies; representado sobre todo por células mononucleadas o binucleadas.

En modelos de hepatectomias mayores en roedores, el numero de células binucleadas
disminuye del 20% al 5%’°, aumentando el numero de células mononucleares
poliploides®. Tras una agresidn hepatica el hepatocito quiescente entrard nuevamente
en ciclo celular, tal y como se ha explicado previamente; no obstante, no todos pasaran

por la fase de mitosis; resultando en un aumento de células poliploides mononucleares.
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Fundamentos moleculares de la regeneracion hepatica

Existen multiples modelos experimentales que tratan de estudiar el proceso de
regeneracion hepatica: modelos por induccién de téxicos (etanol, cloruro de carbono,
galactosamina), ligadura biliar o portal, y hepatectomias mayores. La mayoria se han
realizado en modelos murinos y se basan en silenciar genes, demostrando de esta

manera su implicacion en dicho proceso.

Tras una reseccion hepatica mayor, el higado remanente ha de ser capaz de soportar
todo el flujo enterohepdtico, es decir, debe albergar todo el flujo sanguineo portal y la
circulacidon bilioentérica, amén de hacer frente a tdxicos y endotoxinas que vaya
recibiendo. La dilatacion de los sinusoides hepaticos, las sales biliares en exceso y los
lipopolisacaridos bacterianos supondran sefales mitogénicas directas e indirectas,
pudiendo influir en el proceso al lesionar al hepatocito y/u otras células del parénquima

hepatico.

De hecho, el sistema inmune celular, linfocitos y sistema fagocitico, no solo seran
capaces de hacer frente a sefiales infecciosas y/o dafinas externas, sino que también
seran capaces de reaccionar frente a patrones moleculares asociados a la lesién celular,

los denominados DAMP o alarminas’>76:78.73

Cuando se produce un hiperaflujo sanguineo, la lesién endotelial, sinusoidal y celular
residual; producird una liberacion al medio celular de multiples moléculas DAMP:
nucledsidos, proteinas citosodlicas, proteoglicanos, oligosacdridos y componentes
polisacaridos de la matriz extracelular (como son el hepardn sulfato y el acido
hialurénico). Todas estas moléculas conformardn los patrones moleculares de lesién
celular (DAMP), y seran reconocidos por células adyacentes, tanto células estructurales
del parénquima hepatico (hepatocitos, células biliares, células de Ito) como por células

del sistema inmune y reticuloendotelial (células de Kupffer, células estrelladas).

Una vez que las moléculas DAMP son asimiladas por células del sistema fagocitico y
reconocidas por sus receptores citosdlicos, receptores con dominios de nucledtidos

ricos en secuencias de leucina (NLRs)”; se crearan los denominados inflamosomas que

30



potenciaran la transcripcion de un gran nimero de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6,

IL-18 y TNF-a, (factor de necrosis tumoral-a)).

Se ha demostrado, a su vez, que el sistema de complemento también ayudara durante
la activacidon de los macréfagos y la regeneracién hepatica®® 8L, Los linfocitos T Natural
Killer (NK), reclutados durante las fases iniciales de la afectacién sinusoidal, liberaran IL-
4; esta influird sobre la inmunidad humoral produciendo IgM que acabara por activar a
C3 y C5. El sistema de complemento activado contribuira a la estimulacidn de las células
dendriticas y de Kupffer, produciéndose mas IL-6 y TNF-a. Se cree, ademas, que C3a 'y
C5a son capaces de atraer mas linfocitos NK y potenciar su activacion8®. Asimismo,
siendo la regeneracion hepatica un proceso pleiotropico y redundante, es posible que la
misma lesién hepatica active al sistema de complemento por medio de los DAMP y de

la consiguiente activacién del sistema inmune humoral.

Todo ello conllevard un ambiente mitogénico rico en citocinas que activara el proceso
de cebado de los hepatocitos. Serd protagonizado en esencia por la IL-6 y el TNF-q,

reiniciando asi el ciclo celular de los hepatocitos que pasaran a fase G1.

Analizandolo de manera individualizada, la interleucina 6 producira una activacién de su
receptor JAK-GP130 (receptor Janus Quinasa-glicoproteina 130) a nivel de la célula
hepdtica, fosforilando al factor de transcripcién STAT3 (activador de la transcripcién y
transductor de la sefial 3) que transducira la sefial de activacion celular por medio de la
estimulacion de los genes c-fos, c-myc y c-jun; ademds de inducir la transcripcion de
proteinas antiapoptdticas como la Bcl-2 (proteina del linfoma celular B). Estos genes se
transcribiran también por medio de la activacion de los factores NF-kB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) y Ap-1 (proteina
activador 1), vias de sefalizacion puestas en marcha igualmente tras la transduccion de
la sefial producida por el TNF-a. Los oncogenes estimulados reactivaran el ciclo celular

y estimularan la mitosis.
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No obstante, la regeneracion hepatica es un proceso potenciado de manera redundante
por varias vias, vias que por otra parte desencadenan multiples efectos. Es el caso del

factor de crecimiento hepatocitario (HGF) que impulsara la progresién del ciclo celular.

Dicho factor de crecimiento es producido por las células de Kupffer y las plaquetas,
ademas de ser liberado desde la matriz extracelular por medio de las metaloproteasas
activadas por citocinas (TNF-a principalmente). De hecho, es en la matriz extracelular
hepatocitaria donde encontramos una fuente importante de HGF, liberado por multiples
metaloprotesas. Dentro de las metaloprotesasas destacan el activador de plasminogeno
tipo uroquinasa (UPA), que facilitara el paso de pro-HGF de la matriz extracelular a su
forma activa’> 7%, y la TACE o enzima convertidora de TGF-a (factor de crecimiento
transformante-a). Esta Gltima aumentard los niveles de TGF-a, producida también en lo
hepatocitos, y que funcionara como comitégeno de la proliferacion celular junto al resto

de los factores de crecimiento’>.

El HGF, asi como el resto de factores de crecimiento asociados a los oncogenes activados
en la fase de cebado (EGF, VEGF, PDGF), inician la fase de progresiéon y de divisidn celular.
La mayoria de estos factores también son secretados por las plaquetas, acompafados
de la serotonina. Aunque es algo aun discutido, la serotonina plaquetaria parece que
tiene un papel mitogénico importante que facilita la progresion del ciclo celular®?23, sin
ser probablemente crucial ni indispensable®*. Se han encontrado receptores 5SHT2Ay 2B

en los hepatocitos, lo que apoya la hipdtesis de su accion mitogénica®3.

El factor HGF y EGF (factor de crecimiento epidérmico), por medio de receptores de
membrana y citoplasmaticos con actividad tirosin-quinasa (RTK) o C-met (en el caso del
HGF) activan la via de quinasas MAP (quinasas activadas por mitégenos), potenciando
vias de cebado celular y de progresion. De hecho, son uno de los grandes estimulos que
activan la transcripicién de los complejos de ciclinas-cdk (quinasa dependiente de

ciclina), necesarios para la progresion del ciclo celular y la mitosis.

No obstante, no debemos olvidar que el higado remanente debera poder mantener

asimismo su funcion metabodlica y detoxificante. De hecho, tras cualquier tipo de
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agresién al parénquima hepatico, la expresion genética del hepatocito prioriza funciones
de regeneracidén y recuperacién, a expensas de afectar su metabolismo basal. No
obstante, es la capacidad de mantener un metabolismo corporal minimo durante su

proceso de regeneracion lo que evita que el higado entre en insuficiencia.

La activacidon de la ruta JAK-STAT vy del factor AP-1 no solo activa oncogenes, sino
también factores nucleares hepatocitarios (HNFs), que influyen sobre rutas metabdlicas
del higado. De hecho, durante el proceso posterior al dafio hepatico el hepatocito trata
de mantener la homeostasis corporal glucidica expresando genes que codifican enzimas
y proteinas de la via de la gluconeogénesis®®, con objeto de paliar las reservas de
glucégeno perdidas y producir glucosa suficiente para el resto de las células corporales.
Ademas, la célula hepatica en situacidon de baja energia y alto requerimiento, mantiene
sus niveles de ATP (adenosina trifosfato) por medio de la oxidacién de acidos grasos,

acumulados durante el proceso de regeneracion.

En situaciones de baja energia aumenta la expresién de la proteina SIRT1 (sirtuina-1),
gue por medio de la enzima LKB1, aumenta la produccion de AMPK (proteina quinasa
activada por adenosina monofosfato) y de ATP2. Una vez la necesidad energética
disminuye, a la par que la regeneracién hepatica va a menos, la expresién de SIRT1
disminuye y se activa el mTOR (diana de la ramapicina en las células de mamifero), lo
gue colabora a controlar el metabolismo hepatico y su regeneracion, mediante la

potenciacidn de la produccién proteica.

Hay que recalcar que durante todo el proceso de regeneracién el higado también tiene
gue controlar y gestionar toda la circulacién bilioentérica y mantener su funcién
destoxificadora. Siendo asi, se ha demostrado que la seial recibida por las sales biliares
a través de su receptor FXR (receptor X farnesoide) facilita el aumento del mediador
Foxm1b en el citosol (proteina mlb de la caja Forhead)®” 8, que actia de manera
sinérgica sobre la activacion del ciclo celular, proliferacion y mantenimiento de la

homeostasis’> 76 77,
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Por otro lado, se ha demostrado que los liposacaridos bacterianos ayudan a la
regeneracion hepatica. Las endotoxinas bacterianas activan la produccion de citocinas
IL-6 y TNF-o a través de su union a repectores tipo Toll (TLR) en la membrana de las
células del sistema fagocito-macroéfago. Estos receptores median la produccién de las
citadas interleucinas y la activacion de la replicacion hepatocitaria por medio del

transductor de sefial Myd88 (receptor de diferenciacion mieloide 88)7% °°,

Por ultimo, una vez se ha restaurado el parénquima hepdtico, las células de Kupffer
disminuyen su produccion de citocinas mitdégenas y aumentan la produccién de TGF-B
(factor de crecimiento transformante-B), activina A ' 92 e IL-10. La superfamilia de
citocinas TGF-B, a la que pertenece la activina A, activa la ruta de proteinas SMAD, cuya
translocacién nuclear se traduce en un aumento de los supresores de proteinas
transmisoras de sefiales de citocinas (SOCS) y de diversos mediadores de la transcripcién
celular que aumentan la produccién de p16, p21y p53; el guardian del genoma. Ademas
de los mencionados, se transcribe C/EBPa (de sus siglas en inglés "CCAAT/enhancer-

binding protein alpha") que normaliza la funcion metabdlica.

En base a la intensidad de la sefial que regula y finaliza la regeneracidn hepatica, los
hepatocitos pueden volver a fase GO del ciclo celular y/o entrar en apoptosis. De hecho,
un estimulo mitogénico intenso podria estimular una produccién elevada y anticipada
de las proteinas citadas, pudiendo desencadenar una insuficiencia hepatica por la

previamente descrita “respuesta al estrés hiperproliferativo””>.

Todas las rutas y mediadores mencionados, ademds de sus interrelaciones, se explican

en la figura 9.
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Figura 9. Esquema de la regeneracion hepatocitaria en un modelo murino, basado en el proceso trifasico propuesto por Fausto
et al’®. En él se pueden observar de manera simplificada las vias moleculares citadas y la progresion celular del hepatocito tras
un estimulo lesivo a nivel del parénquima hepatico. GSK3B (quinasa de la glucégeno sintetasa 3b), quinasa que inhibe a las
Ciclinas D. Durante el proceso de regeneracién reprimido por MAPK.

Otras estirpes celulares

Ademas del hepatocito, el parénquima hepatico esta formado por otras poblaciones

celulares que deben proliferar para una recuperacién histoldgica y funcional éptima.

En cierta medida, todo el proceso de proliferacién ocurre de manera sincrona. El mismo
dano celular origina la liberacién de mediadores que activan a las células de Kupffery a
las células estrelladas (de Ito), creando un ambiente proinflamatorio que activa a todos

los tipos celulares del parénquima hepatico.

De estudios cuantitativos de DNA se infiere que durante el proceso de regeneracion y
proliferacion celular las primeras células en duplicarse son los hepatocitos, las células de
Kupffer y las de Ito. Estas presentan su primer pico 24-48 horas tras la lesién hepdtica,

siendo mas llamativo y precoz en los hepatocitos. Los colangiocitos, algo mas tardios, se
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duplican antes de las 48 horas; vy las células del endotelio sinusoidal, a las 96 horas tras

la agresion.

Existen pocas referencias que expliquen la manera en la que todas las estirpes celulares
proliferan. Asimismo, existen estudios que defienden la aparicion de cambios
fenotipicos celulares que pudieran potenciar el que células de un tipo celular pudieran
cambiar y conformar células de otra estirpe, pudiendo ser fuente de hepatocitos células

de otros grupos’”.

Ademas, es importante comprender que el dafio histoldgico estructural del parénquima
requerird una proliferacion de fibroblastos que produzcan nueva matriz extracelular y
colageno. Se sabe que el estimulo proinflamatorio causara una diferenciacién celular
hacia miofibroblastos, Ilamativamente protagonizada por las células estrelladas o de Ito.
Todo ello es regulado por las células de Kupffer-macroéfagos y plaquetas, a través de
diversos factores de crecimiento, como son el factor de crecimiento plaquetario (PDGF)
y el TGF-B, mayoritariamente relacionado con la finalizacion de la regeneracion. Es
deducible por tanto, que un estimulo lesivo cronico hepatico, podrd producir una
diferenciacidn celular numerosa hacia miofibroblastos que desencadenaria una cirrosis

hepatica.

Moléculas que puedan acelerar la regeneracion hepatica

En el ultimo medio siglo se ha realizado mucha investigacién sobre el control humoral y
genético de la regeneracion hepatica. Los principales factores circulantes identificados
(fundamentalmente en estudios con roedores) son el HGF y el EGF, asi como las citocinas
TNF, IL-1 e IL-6. Cuando se infunden estos factores a un anfitrién sano, no ocurre ningin
crecimiento hepatico, es decir, parece que hay que estimular a los hepatocitos para que

respondan a los factores de crecimiento.

Durante los estudios realizados de regeneracion hepatica, y siendo como es un proceso
redundante y pleiotrdfico, la ausencia de diversos factores supuestamente implicados

no ha llegado a revelar su imprescindibilidad. No obstante, existen estudios en los que
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la suma de diferentes mediadores ha demostrado influir durante el proceso de

regeneracion®6°7,%,

El origen y resultado final de la regeneracion hepatica serad la sintesis de DNA, por lo que
la administracion de moléculas que faciliten su produccién ha demostrado incrementar

la proliferacién celular en estudios experimentales.

El 4cido ascorbico, por ejemplo, suplemento vitaminico antioxidante esencial, se cree
gue puede funcionar como molécula estimuladora de la sintesis de DNA a través de los
recetores RTK y de la interaccién con el receptor del factor de crecimiento similar a la

insulina (IGF)-1, estimulando la regeneracién hepatica y la mitosis celular®’.

Otra vitamina con resultados interesantes en la modulacién de la regeneracion hepatica
es la vitamina B9 o acido félico. Existen estudios experimentales en ratas que han
demostrado su influencia tras hepatectomias mayores y procesos de isquemia

reperfusion hepatica®® 104,

Acido félico

El acido fdlico o vitamina B9 es una vitamina B hidrosoluble descubierta en 1931 por
“Wills y Mehta” y llamada inicialmente factor de “Wills”. Fue en 1941 cuando adquirid
el nombre de acido félico, una vez fue aislada en la hoja de la espinaca. El propio
nombre, del latin folium, hace referencia a los alimentos mas ricos en esta vitamina: las

hojas.

De hecho, adquirimos su aporte principalmente de los vegetales y cereales: germen de
trigo, higado, espinacas, haba de soja, yema de huevo, endibias, lechuga, esparragos,
lentejas, cereales integrales, brécoli, coliflor... El higado, serd el almacén principal del
acido félico en los organismos, siendo uno de los alimentos que mds aporte tengan de
vitamina B9. La cantidad diaria recomendada de acido félico es de 50-400 pg/dia, siendo

mayor durante el embarazo. La dosis maxima recomendada es de 1000 pg/dia.

Se trata de una vitamina hidrosolube compuesta de polipéptidos de grupos glutamato.

Una vez se ingiere el alimento, el 4cido félico es hidrolizado a su estructura mas basica,
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monoglutamato. Esto ocurre por medio de la hidrolasa de folato localizada en el medio
acido del yeyuno proximal; lugar donde se absorbe a través del portador de folato
reducido y al transportador de folato acoplado a protones (PCFT). Posteriormente, la
forma monoglutamato es reducida y metilada dentro del enterocito, formando el
compuesto metil-FHs (metil-tetrahidrofolato) que se vierte a la circulacién venosa
mesentérica. El higado es su siguiente estacion, representando éste, como se ha
mencionado previamente, su almacén principal. Una vez internalizado dentro de la
célula, los folatos son retenidos dentro por medio de la poliglutamilacion y por proteinas
fijadoras de folato. Los folatos se excretan principalmente por el rifidn y la bilis,

pudiendo reincorporarse parcialmente por la circulaciéon enterohepatica.

El acido fdlico, en definitiva, es un alimento esencial necesario para llevar a cabo
multiples procesos biosintéticos. Es un donador de grupos carbono que actia como
cofactor enzimatico en multiples procesos metabdlicos:
e Toma parte en la biosintesis de purinas y pirimidinas (timinas), contribuyendo a
la sintesis de DNA.
e Sintesis de aminodcidos: facilita la conversién de homocisteina a metionina.
Durante multiples procesos metabdlicos facilita la conversidn de serina en glinica
y de histidina en acido glutamico.

e Sintesis de RNA mitocondrial: necesario para la produccion de proteinas.

Es por ello que se entiende que durante el proceso de proliferacidn celular, y mas en
concreto, en el metabolismo de las células con un gran recambio celular, la participaciéon

del acido félico es imprescindible.

Por tanto, la posibilidad de que el aporte de acido félico durante el proceso de
regeneracion hepatica pudiera potenciar la proliferacion celular de los hepatocitos es
una hipdtesis interesante®®1%4, siendo como es un proceso con un requerimiento

metabdlico intenso y una importante sintesis de DNA.
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Figura 10. Metabolismo celular del acido fdlico, distribuido por cada compartimento celular: citoplasmas, nicleo y
mitocondria. FHa (tetrahidrofolato), FH. (dihidrofolato), ADP (adenosina difosfato), ATP (adenosina trifosfato), NADP*
(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato), NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido), dUMP (deoxiuridina
monofosfato), MTHFD (metileno-tetrahidrofolato deshidrogenasa), MTS (metionina sintetasa), MTHFC (metileno-
tetrahidrofolato ciclohidrolasa), MTHFR (metileno-tetrahidrofolato reductasa), MFT (metilen-formil transferasa), TYMS

(timidilato sintetasa).
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El tratamiento del CCR ha experimentado un progreso sustancial a manos del control de
su enfermedad metastdsica, rescatando a pacientes otrora desahuciados y ofreciendo un

escenario esperanzador con mejoria de la supervivencia.

No obstante, el nimero de pacientes cuya enfermedad a distancia resulta resecable al
diagndstico continlda siendo escaso, habiendo sido necesario recurrir a tratamientos

adyuvantes que controlen y reduzcan la metdstasis hepatica y faciliten su escision.

El avance y perfeccionamiento de la medicina moderna ha forzado la existencia de marcos
quirurgicos en los que la metastasectomia y/o segmentectomia hepatica sea circunscrita
a la enfermedad oncolégica, haciendo mads laxas las indicaciones quirdrgicas e
incrementando el nimero de pacientes que entren a quiréfano. De hecho, la notable
capacidad del higado para regenerarse después de la reseccién hepatica ha permitido
opciones quirurgicas agresivas. Sin embargo, la implementacion de éstos nuevos
tratamientos ha traido consigo un incremento de pacientes cuya resecabilidad resulte

incierta por una operabilidad dudosa.

Vemos por tanto que las limitaciones actuales radican en la viabilidad y funcionalidad del
remanente hepatico postquirurgico. Ciertamente, el higado sera capaz de regenerarse,
siempre y cuando, se mantenga un minimo de parénquima suficiente, cuya calidad y

funcidn sea Optima, y posea tiempo para su hiperplasia.

La regeneracion hepatica y mas aun, la razén por la que en mismas condiciones algunos
higados entran en insuficiencia hepatica, continda siendo incierta en muchos casos. Desde
Higgins y Anderson®’, y los primeros modelos experimentales de hepatectomias, han ido
apareciendo una ingente fuente de literatura que explica la regeneracién hepatica desde
su fundamento molecular. Ello ha traido escenarios en los que la modulacidn de las vias

de sefializacién celular pudieran potenciar el fenédmeno.
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Por otro lado, no debemos olvidar que por definicién una enfermedad neoplasica con
focos a distancia es una enfermedad avanzada y diseminada. Si bien su control y escision
quirurgica pudieran suponer una curacion, la existencia de dicha diseminacion supone un
escenario en el que pudieran existir focos microscopicos de células tumorales que pasasen
inadvertidos. Dicha situacidon precipita la necesidad de afadir de manera precoz
tratamientos sistémicos, muchas veces retrasados, por la necesidad de una recuperacion
postquirdrgica. Es decir, es necesaria una regeneracion hepatica y recuperacién
postquirurgica eficiente para poder restaurar de manera precoz tratamientos sistémicos

y hacer frente a la enfermedad neoplasia que pudiera haber quedado residual.

No obstante, la duracién del proceso de regeneracién, ademas de prolongar un ambiente
mitogénico que pudiera influir también sobre la célula tumoral®44%, retrasa la aplicacion

precoz de tratamientos multidisciplinares.

Es por ello que la posibilidad de modular e implementar selectivamente la regeneracién
hepatica, disminuyendo su tiempo necesario, e implementando de manera anticipada
tratamientos sistémicos; podria vislumbrar un marco interesante y prometedor dentro

del tratamiento de la metastasis hepatica del CCR y/o de otras neoplasias.
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HIPOTESIS-OBJETIVOS

Las premisas en las que hemos basado nuestro razonamiento son las siguientes,

fuertemente refrendadas en la literatura:

La lesidon fisico-quimica del parénquima hepatico conllevara una hiperplasia
compensatoria del remanente tisular sano®”1%7,
0 La ligadura portal selectiva induce09,102,103;
= Atrofia del higado ligado
= Hiperplasia en la porcién no ligada
Existen moléculas con capacidad de potenciar la regeneracidn hepatica®6:°7,98,104,
0 Laregeneracion hepdtica puede inducir la proliferaciéon tumoral*344%°
La onco-quimioterapia frena el crecimiento de células en proliferacion'®.
O La base de la quimioterapia para el carcinoma colorrectal es el 5-

Fluorouracilo®39.

De dichas premisas se deduce y se hipotetiza que:

El acido félico mejora la regeneracion hepatica del higado no isquémico tras una
ligadura portal selectiva.
La quimioterapia de primera linea del CCR frena la regeneracion hepatica.

El acido fdlico podria frenar el efecto deletéreo del 5-FU.

Finalmente, los objetivos de este trabajo son:

Demostrar que las moléculas/farmacos que aceleran la regeneracion hepatica
seran utiles para acelerar también la restauracidn del parénquima hepatico tras
la ligadura portal.

Objetivar si la quimioterapia para el CCR frena el proceso de regeneracion

hepatico.
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e |dentificar protocolos de tratamiento que potencien la regeneracion hepatica de
una manera eficiente y selectiva para la célula hepatica.
0 Estudiar si la implementacion precoz del 5-FU y del acido félico es una

estrategia viable.

Todo lo anterior podria suponer una importante mejora en la eficacia de los
tratamientos oncoquirdrgicos actuales. Si se confirmara seria posible aplicar
tratamientos con eficacia demostrada simultdaneamente con la cirugia, reduciendo de
esta manera el tiempo habitual de espera del tratamiento adyuvante. De esta manera
se incrementaria la supervivencia libre de enfermedad de los pacientes afectos de

carcinoma colorrectal avanzado.
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MATERIAL Y METODOS

Mediante este estudio comparativo se trata de evaluar la respuesta regeneradora
hepatica tras la administracion anadida de moléculas que implementen su hiperplasia 'y
tratamientos adyuvantes quimioterapicos. Se hipotetiza asi un escenario que fomente
una regeneracion hepatocitaria 6ptima, sin favorecer el avance tumoral, lo que

supondria un marco terapéutico en su contra.

Animales utilizados

Se han utilizado ratas (Rattus Norvegicus) de la cepa singénica WAG/RijHsd mantenidas
en el Servicio Animalario de la UPV/EHU. Para el estudio se han empleado animales

macho, de 3-4 meses de edad y un peso que oscilo ente los 220 y los 286 g.

Los animales permanecieron estabulados en una sala donde la temperatura, humedad
y ciclo luz-oscuridad se establecié segun su ritmo circadiano habitual. El consumo de

alimento y agua fue “ad libitum”. La dieta administrada fue A04 SP (SAFE, Germany).

La utilizacion de los animales, asi como los procedimientos empleados en esta
investigacion fueron aprobados por el Comité de Etica de Experimentacidon con Animales
(CEEA) de la UPV/EHU, con cédigo M20/2020/299 y el Comité de Etica de Investigacion
con Agentes Bioldgicos (CEIAB) M30/2020/300.

Durante el estudio se cumplimentaron todos los estandares estipulados para la
manipulacion de animales de experimentacion en laboratorio. Se aplicaron las Guias
Nacionales para el Cuidado de Animales de Experimentacidn segun el RD 53/2013 y se
aplicé toda la preceptiva contemplada en la Orden del 25 de junio de 1991, del
Consejero de Agricultura y Pesca, por la que se dictan normas sobre la proteccion de los
animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos en el Pais Vasco (B.O.P.V.

136, del 4 de julio).
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Modelo experimental

El estudio se ha llevado a cabo en animales sometidos a la ligadura selectiva de las ramas
portales que nutren el ®50% del volumen hepatico, y que fueron sacrificados a las 36

horas para estudiar el efecto de diversos tratamientos sobre la regeneracion hepatica.

Procedimiento anestésico

La técnica anestésica y analgésica empleada fue idéntica en todos los grupos de

investigacion.

La anestesia de los animales se llevé a cabo con isofluorano, anestésico volatil de
administraciéon inhalatoria. Para la induccidon anestésica la concentracion de isofluorano
empleada fue del 4%, con un flujo de 0,5 I/min de Oz y 1 I/min de N,O. El procesé requirié
2-3 minutos y se practico con el animal introducido en una urna hermética conectada al
respirador por una Unica toma de gases. El mantenimiento de la sedacién hasta la
finalizaciéon del proceso se realiz6 con isofluorano 1,5%, preservando constantes los

flujos de oxigeno y protdxido de nitrégeno.

Figura 11. Camara de induccidn conectada a toma de gases e isofluorano
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Durante la intervencién el manejo analgésico se llevd a cabo por medio de buprenorfina
(0,05 mg/kg, s.c.) y medetomidina (0,5 mg/kg, i.p.). Ademads, se utilizdé la pomada

humectante tipo lagrima (“Lubrithal”) para la proteccidn ocular.

Para el control del dolor postoperatorio inmediato se administré Meloxicam (2 mg/ml|,
s.c.) justo antes de concluir la intervencidon. Ademas, hasta el sacrificio del animal se

administré buprenorfina (0,05 mg/kg, s.c.) cada 12 horas.

Intervencion quirdrgica

En posicion de decubito supino se accedid a la cavidad peritoneal por medio de una
laparotomia media subxifoidea. Una vez expuesto el hemiabdomen superior, se
descolgd el higado del “ligamento falciforme” y del gastrohepatico, facilitando Ila

exteriorizacidn y eversion de los Iébulos lateral izquierdo y mediano.

Una vez visualizada la cara lateral interna del I6bulo lateral izquierdo y su tubérculo
parenquimatoso, se procedid a disecar las estructuras hileares, justo por debajo del

tubérculo hepdatico de la cara medial del I6bulo lateral izquierdo (figura 12).

Figura 12. Detalle del hilio hepatico. Durante la diseccidn hiliar relevancia aparte adquirié la existencia de una rama posterior de
la arteria hepatica lobar, dado que su lesion se correlaciond directamente con sangrado durante la cirugia e isquemia arterial
parcheada del I6bulo lateral izquierdo. ¢ Arteria hiliar posterior. Inconstante. ll Tubérculo parenquimatoso.
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Una vez disecada e individualizada la rama portal lobar correspondiente al I6bulo lateral
izquierdo y al I6bulo paramediano izquierdo, se procedidé a su ligadura por medio de una
sutura de 6/0 de seda (figura 13). El cese subito del aporte venoso portal se correlacioné
directamente con un cambio en el color del parénquima isquémico, delimitado

claramente y facil de visualizar.

Figura 13. Pediculo portal para Lébulo Lateral Izquierdo y Lébulo Paramediano lzquierdo. Ligadura portal: Bl Tubérculo hepético
* Rama portal ¢ Arteria hiliar x Arteria hiliar posterior. Inconstante.
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La técnica quirurgica se realizd utilizando un microscopio quirurgico Leica Wild M651 e
instrumental quirdrgicos para microcirugia (figura 14). Una vez finalizada Ia
intervencion, y reintroducido el higado a la cavidad abdominal, el cierre de la
laparotomia se realizdé en dos planos: el plano muscular con una sutura continda de

prolene 3/0y la piel con puntos sueltos de seda de 3/0.

Figura 14. Microscopio quirtrgico Leica Wild M651 para microcirugia.

Eutanasia-adquisicion de la muestra

Transcurridas 36 horas desde la ligadura portal el animal se volvié a anestesiar con el

protocolo ya descrito (isofluorano y protdéxido de nitrégeno).

Se reabrid la laparotomia media y se extrajo el paquete intestinal para tener acceso a la
cava infrarrenal. Se punciond la vena con una aguja 23G aspirandose con jeringuilla 5 cc

de sangre. La aspiracion fue lenta y continua, con objeto de evitar coagulos y hemolisis.

A continuacidén se procedid a extraer el higado en bloque, se lavd con suero fisioldgico y
se procedio a su diseccion ex vivo. Con finalidad de separar el higado isquémico vy el

hiperplasiado, se procedid a realizar una transeccion hepatica a través de la cisura del
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I6bulo medio, separando asi el I6bulo mediano izquierdo y el I6bulo lateral izquierdo del

resto del parénquima hepatico (figura 15).

Figura 15. Higado extraido 36 h tras la ligadura. LLI: Lobulo Lateral Izquierda, LMI: Lébulo Medio Izquierdo, LMD: Lébulo Medio
Derecho. Isquemia portal de LLI + LMI, delimitandose fisura en el LM por donde realizar la transeccién.

Administracion de farmacos

El 5-FU se obtuvo de Sigma-Aldrich© (Ref. F6627) en forma de polvo anhidro. Para su
administracién se diluyé en suero fisioldgico e hidroxido sédico 1N (en proporcién 9/1)
hasta obtener una concentracién de 20 mg/ml. Se administré una dosis Unica de 50

mg/kg por via intraperitoenal, 48 h antes de la intervencién.

El acido félico se obtuvo en forma de acido folinico (Folinato Calcico Altan® 50mg, Altan
Pharmaceutical S.A.), que se presenta liofilizado en un vial de 50 mg. Se rehidratd en 5
ml de agua destilada (10 mg/ml), y posteriormente se diluyé en suero salino para
obtener soluciones alicuotas de 1 mg/ml. Se administraron 2,5 mg/kg por via

intraperitoneal, durante el acto quirurgico.

De esta manera, ambos farmacos se administraron en un volumen de 0,25 ml/100g de

peso del animal. Los controles recibieron idéntico volumen de suero salino.

Grupos experimentales

Para obtener valores de referencia en animales sanos se han utilizado seis ratas de 12

semanas de edad, machos. Previo a su sacrificio se procedid a la extraccion de las
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muestras sanguineas para disponer de rangos normales de parametros bioquimicos.
Ademas, se calculd la masa hepatica total y de cada uno de sus Iébulos, obteniendo a su

vez valores porcentuales de cada Iébulo respecto al total.

El trabajo ha incluido cuatro grupos experimentales, cada uno con 6 animales sometidos

a ligadura portal selectiva:

e Grupo control (recibieron suero fisioldgico)
e Grupo tratado con acido félico (se perdié un animal)
e Grupo tratado con 5-Fluouraclo

e Grupo tratado con Fdlicoy 5-FU

La pérdida de una de las ratas en el grupo de acido félico ocurrié durante la induccién
anestésica, por lo que no afectd a la supervivencia postratamiento, pudiendo aseverar
una supervivencia del 100% sin objetivar mortalidad alguna tras la intervencion

quirargica y la administracion de las sustancias a estudio.

Para intentar evitar sesgos y homogeneizar las vias de actuacion, la linea de tiempo que

se siguid y los volumenes administrados fueron iguales en todos los grupos.

El protocolo de actuacién y flujo de trabajo fue el siguiente:

. Dia 0
Dia (-) 2 Dia + 1,5 (36 horas)

Administracion intraperitoneal: - o . Extraccién de sangre y muestra
o Administracion intraperitoneal: e
Suero fisiolégico/5-FU ”“ hepatica
Suero fisiolégico/Fo
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Mediciones biométricas

El peso de cada animal se obtuvo previo al procedimiento y a su sacrificio. Los pesos

fueron analizados de manera global para cada grupo de estudio y expuesto en gramos.

Ademas, se analizé la diferencia de peso hallada previo y posterior a la intervencién
quirurgica. El peso perdido se expuso de manera cuantitativa y segun su relacién
porcentual, segin la férmula que explican Héctor et al'® en su articulo original del
“" . . . .7
Desarrollo de un modelo experimental de ligadura portal asociada a transeccién

parenquimatosa (ALPPS) en ratas”:
%PI1/PF= (PF-PI1)/PI x 100
Donde PI hace referencia al Peso Inicial y PF al Peso Final.

Una vez extraidas las muestras hepadticas, el higado fue medido de manera global e
individualizada por cada lobulo, todo representado también en gramos. Se comparo el
peso global hepatico entre grupos y la diferencia cuantitativa de peso entre grupos.
Ademas, se halld la relacion hepatoestatica por medio de la fracciéon entre el peso

hepatico y el corporal.

Para el analisis individualizado de los I6bulos, se procedio a analizar el valor porcentual

individualizado de cada uno de ellos en relacién al peso hepatico total.

Procesamiento de las muestras

Muestras sanguineas

Una vez extraida la sangre, ésta fue centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos,
obteniendo entre 1 y 2 ml de suero que se congelaron en tubos Eppendorf hasta su
ulterior transporte y analisis en la Unidad de Analisis Clinicos y Laboratorio del Hospital
Universitario Donostia. Con objeto de no romper la cadena del frio los sueros congelados

se transportaron aislados en recipientes con hielo seco.
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Los parametros examinados fueron aquellos directamente relacionados con la funcién

hepatica:

Enzimas de citdlisis:

0 Alanino amino transferasa (ALAT o GPT).

0 Aspartato animo transferasa (ASAT o GOT).

Colestasis:
O Bilirrubina total
0 Fosfatasa alcalina (FA)

Proteinas

Glucosa

La actividad de los factores de coagulacién se midié a través del tiempo de protrombina

por medio de un medidor del Ratio Internacional Normalizado (INR).

Tejido hepatico

Una vez extirpado el higado y escindido de todos sus tejidos adyacentes, se procedio a
medir su peso global y particularizarlo en sus Iébulos. A posteriori se midié el peso de
cada Iébulo de manera individualizada; a excepcion del l6bulo central que se dividid a
través de su cisura media, afiadiendo su porcidn isquémica al I6bulo lateral izquierdo y

singularizando su parte hipertrofiada que se consideré como lIébulo independiente.

Para su conservacién y fijacion previa a su analisis histoldgico, las muestras hepaticas
fueron sumergidas en una solucién de formaldehido al 10% durante al menos 24 horas.
Tras ello, las muestras se deshidrataron empleando una secuencia de alcoholes de
graduacion creciente y se incluyeron en parafina. Del I6bulo paramediano derecho se
obtuvieron secciones histoldgicas de 3 um, que se tifieron con hematoxilina eosina para

los estudios morfolégicos.

Se procedid a analizar microscopicamente las caracteristicas histolégicas de las
secciones tefidas, describiendo la existencia de imagenes sugestivas de isquemia,

necrosis y/o apoptosis; ademas de su distribucién anatémica y lobulillar.
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La distincion entre la necrosis y la apoptosis se definid segun el grado del componente
inflamatorio apreciado. Es decir, para una misma seccidén histolégica en la que se
apreciaran cambios en la morfologia celular, un proceso inflamatorio intenso
subyacente se defini6 como necrosis; mientras que, si éste era inexistente, como
apoptosis. La destruccion de la pared celular en la necrosis, y la consiguiente liberacion
de elementos citoplasmaticos, condiciona un intenso infiltrado linfocitario ausente en la

muerte celular programada (apoptosis).

Los cortes tefidos se observaron con un objetivo de 40 aumentos, fotografiandose de 4
a 6 campos seleccionados de manera aleatoria. Las fotografias se realizaron a través de
un microscopio Leica DMil conectado a un ordenador, que capturd las imagenes por

medio del programa Leica Application Suite (LAS) (figura 16).

En cada una de estas fotografias se procedid a contabilizar el nimero de nucleos
presentes en un drea de 10.000 um? (figura 17). Ademds, se calculd el drea ocupada por
estos nucleos (um?); para ello se utilizd el programa Imagel) del National Institute of
Health de Estado Unidos. Se redondearon, uno por uno, al menos 50 nucleos por cada
imagen obtenida (figura 18), asegurando poder contabilizar 1000-1500 nucleos por cada

grupo de estudio.
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Figura 16. Microscopio Leica DMil conectado al ordenador para la obtencién de las imagenes

50 uym 50 um
A B

Figura 17. Secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina-eosina. A: vision normal al microscopio B: area de 10.000 um?
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A B

Figura 18. Secciones hepaticas tefiidas con hematoxilina-eosina: A: nucleos poliploides en proceso de proliferacion, B: Nucleos
redondeados para el calculo de su area

Analisis estadistico de los resultados

Dado que los resultados cuantitativos obtenidos en nuestro estudio se ajustaron a una
distribucién Normal, se describen utilizando la media y la desviacién estandar.

Graficamente se representan como diagramas de barras o de lineas.

El andlisis estadistico de las variables cuantitativas se realizé mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA). Cuando este Test mostrd diferencias significativas (p<0,05), la
posterior comparaciéon entre los diferentes grupos se realizd el Test de Comparacién

Muiltiple de Tukey, aceptando un nivel minimo de significacién de p< 0,05.

Por otro lado, las variables cualitativas del estudio histolégico de las muestras se

analizaron por medio de la prueba de Chi cuadrado y del Test exacto de Fisher.

Todos los analisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism 6°.
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RESULTADOS

En este apartado exponemos nuestros resultados en el siguiente orden: pardmetros
ponderales de los sujetos de estudio (corporal y de su higado), marcadores séricos

analizados y estudios histoldgicos.

Parametros ponderales

Describimos en este epigrafe la evolucion del peso de los animales a lo largo del
experimento, asi como el peso del higado (absoluto y en relacién al peso corporal) y su

distribucién entre los diferentes I6bulos hepaticos.

Evolucion ponderal del animal

El peso medio de los animales utilizados en el estudio fue de 244,25 g, con una
desviacién estandar (DS) de 17,4 (tabla 2). En cada grupo experimental la distribucion
de pesos se ajustd a una distribucion normal (Kolmogorov-Smirnof). Aunque el ANOVA
informé diferencias significativas en las desviaciones (p<0,05), el analisis posterior con
el Test de Comparacién Multiple de Tukey no mostrd diferencias significativas entre
ninguno de los grupos. Sin embargo, por prudencia, en los analisis posteriores de
evolucién ponderal y de peso hepatico se incluiran valores estandarizados segun peso

individual.

Tabla 2. Peso de los animales de los diferentes grupos experimentales

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 235,8 234,0 220,0 237,0
Animal 2 225,0 234,5 259,0 236,0
Animal 3 254,5 235,0 233,0 234,0
Animal 4 233,3 237,0 275,0 251,0
Animal 5 231,8 235,0 268,0 270,0
Animal 6 240,0 286,0 262,0
Media + DS 237 +4,1 235+0,5 257 +10,4 248 £6,2
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En el momento del sacrificio se procedié de nuevo al pesaje del animal para conocer las
modificaciones ponderales inducidas por nuestros tratamientos (Tabla 3). La
disminucion de peso respecto al inicial fue una constante en todos los grupos, siendo
ésta mas llamativa en el grupo con acido félico; objetivando un descenso de 235 g a 227

g de media.

Tabla 3. Peso de los animales en el momento del sacrificio (g)

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 238,7 226,3 218 232
Animal 2 220,6 225,1 260 230
Animal 3 251,4 231,3 228 228
Animal 4 230,9 229,3 272 242
Animal 5 227,3 225,0 263 264
Animal 6 236,3 282 253
Media + DS 234 +4.3 227 +1,2 254 + 10,3 242 +5,9

En el grupo control, la ligadura selectiva de ramas portales se acompafié de una ligera
pérdida de peso, salvo en uno de los animales en el que objetivo un ligero ascenso (de
235,8 g a 238,7 g) (tabla 4). La comparacion de los pesos inicial y final mediante una T
de Student para muestras pareadas muestra que la diferencia registrada alcanza

significacidon estadistica (p<0,05).

Tabla 4. Evolucion ponderal de los animales del grupo Control (g)

Peso inicial Peso final Incremento % respecto
absoluto inicial
Animal 1 235,8 238,7 2,9 101,2
Animal 2 225,0 220,6 -4,4 98,0
Animal 3 254,5 251,4 -3,1 98,8
Animal 4 233,3 230,9 -2,4 99,0
Animal 5 231,8 227,3 -4,5 98,1
Animal 6 240,0 236,3 -3,7 98,5
Media + DS 237 +4,1 234 +4.3 -2,5+1,1 98,9+0,5

El estudio de la evolucion ponderal del resto de los grupos, muestra un comportamiento

similar al del control, en lo que a evolucién ponderal se refiere (tabla 5). En los grupos
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tratados con un solo farmaco la pérdida de peso alcanza significacion estadistica
(p<0,05); y en el grupo que recibiod los dos farmacos, la diferencia es ain mas significativa

(p<0,0001).

Tabla 5. Evolucion ponderal (% respecto peso inicial) de los animales en los grupos experimentales

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 101,2 96,7 99,1 97,9
Animal 2 98,0 96,0 100,4 97,5
Animal 3 98,8 98,4 97,9 97,4
Animal 4 99,0 96,8 98,9 96,4
Animal 5 98,1 95,7 98,1 97,8
Animal 6 98,5 98,6 96,6
Media £ DS 98,9 £0,5 96,7 £0,5 98,8+0,3 97,3+0,3

Utilizando el porcentaje de peso con respecto al inicio, la comparacidn entre grupos con
ANOVA detecta diferentes comportamientos entre ellos (p<0,001). La posterior
comparacion entre grupos utilizando el Test de Tukey confirma lo que se aprecia en la
tabla 5: no hay diferencia en cuanto a pérdida de peso entre control y 5-FU, ni entre
Félico y Félico+5-FU. Pero afirma que el mayor descenso en peso observado en los dos
grupos de animales que recibieron Fodlico alcanza significacion estadistica: p<0,01 al
comparar el grupo Fdlico con los otros dos, y p<0,05 cuando se compara el grupo

Folico+5-FU frente a los no tratados con fdlico (figura 19).
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Control Félico 5-FU  Folico+5-FU

Figura 19. Peso final de los animales expresado en % respecto al peso inicial.
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Peso hepatico total

En el momento del sacrificio, los animales que no recibieron ningln tratamiento
presentaron un peso hepdtico de 7,03 g., con una escasa dispersion, comportandose de
hecho con ajuste a una distribucion normal (tabla 6). En cambio, los animales tratados
con 4cido félico presentaron un peso hepatico mas reducido (6,21 g) que los no tratados
y que los que recibieron 5-FU. En estos ultimos, no se observan diferencias en el peso

hepatico como consecuencia del tratamiento con Fo (tabla 6).

Tabla 6. Peso del higado en el momento del sacrificio (g)

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 7,15 6,09 7,63 7,73
Animal 2 7,59 6,46 8,47 7,90
Animal 3 6,89 6,20 7,59 6,97
Animal 4 6,64 6,33 8,17 8,19
Animal 5 7,65 5,96 8,27 9,04
Animal 6 6,28 8,25 9,33
Media + DS 7,03 10,22 6,21+ 0,09 8,06 + 0,15 8,19+ 0,36

La comparacién entre los grupos mediante ANOVA pone de manifiesto que las
diferencias que se observan (figura 20) alcanzan significacion estadistica (p<0,0001). El
analisis con el test de Tukey indica que, si exceptuamos la comparacién entre grupo
control y tratados con félico, y entre los dos que recibieron 5-FU, todas las diferencias
gue se aprecian en la figura 20 alcanzan significacién estadistica. Sin embargo, como
también los pesos de los animales de los grupos tratados con 5-FU fueron ligeramente
superiores, es necesario realizar un analisis en el que la masa hepatica esté relativizada

al peso del animal, para eliminar la diferencia debida a las diferencias entre pesos.
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Figura 20. Peso del higado extraido (expresado en g)

En la tabla 7 se detallan los valores del peso hepatico expresado como porcentaje

respecto al peso total del animal. A pesar de haber corregido en funcidn del peso

corporal, se aprecia el mismo comportamiento: los animales tratados con fdlico

muestran una menor masa hepatica (respecto al control, con un porcentaje de 2,73%

de media), mientras que los tratados con 5-FU (con o sin félico) muestran un incremento

(3,19% en el caso del grupo con 5-FU y 3,39% en el grupo de Fo+5-FU). El andlisis con

ANOVA ratifica que las diferencias observadas no pueden considerarse casuales

(p<0,005).

Tabla 7. Peso del higado como porcentaje respecto a peso corporal

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 2,99 2,69 3,5 7,73
Animal 2 3,44 2,87 3,26 7,9
Animal 3 2,74 2,68 3,33 6,97
Animal 4 2,88 2,76 3 8,19
Animal 5 3,37 2,65 3,14 9,04
Animal 6 2,66 2,93 9,33
Media + DS 3,01+0,13 2,73 10,04 3,19+ 0,09 3,39+ 0,09

La comparacion multiple entre grupos realizada con el Test de Tukey informa que

pueden considerarse estadisticamente significativas las diferencias observadas entre los
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animales tratados con fdlico y los que recibieron 5-FU (solo o con fdlico), asi como la

comparacion entre el doble tratamiento y los controles (figura 21).
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Figura 21. Peso del higado expresado en % del peso corporal

Como sintesis, se puede resumir que los animales tratados con acido félico presentan
una ligera reduccion del coeficiente peso hepatico / peso corporal (aunque sin alcanzar
significacion estadistica), mientras que todos los que recibieron 5-fluouracilo mostraron

un incremento de dicho indice (p<0,05).

Peso del higado no ligado

El analisis de las masas de los higados y Iébulos de los animales de referencia, no
sometidos a intervencion alguna (quirdrgica ni farmacoldgica), facilitdé valores
porcentuales de cada lébulo respecto al total: 34,21% para el |6bulo paramediano,
32,87% para el I6bulo lateral izquierdo, 20,80% para el I6bulo lateral derecho y 12,12%

para el I6bulo caudado.

En condiciones normales, la porcién de higado a la que se va a someter a ligadura

selectiva de sus ramas portales supone el 50% del érgano. Transcurridas 36 horas desde
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la ligadura portal selectiva la porcidn ligada reduce su tamafio hasta suponer tan sélo el
29,5% (tabla 8, figura 22). O lo que es lo mismo, con esta técnica se consigue que la zona

no sometida a ligadura pase de suponer un 50% del total del érgano a superar el 70%.

B

A

Figura 22. Distribucion del peso del higado entre las partes sometidas a ligadura portal (azul) y con flujo portal mantenido (rojo).
A: antes de la ligadura. B: 36 horas después de la ligadura.

En el grupo de animales tratados con acido félico, la regresidon en volumen porcentual
del parénquima ligado es ligeramente inferior al control (33,4% vs 29,5%). En el inicio de
nuestro trabajo, cuando Unicamente habiamos realizado estas dos experiencias
(controles y acido félico), la comparacion la hicimos utilizando la t de Student, y la
diferencia registraba una p<0,05. Sin embargo, al analizar en conjunto los cuatro grupos
experimentales de nuestro trabajo con ANOVA, la diferencia no alcanzd niveles de

significacion estadistica.

Algo parecido, pero en sentido contrario ocurre con los animales tratados con 5-FU. El
parénquima ligado se reduce ligeramente mds que en los controles, disminuyendo su
valor porcentual desde un 29,5% en los controles hasta un 26,1% en los tratados. Pero

el analisis con ANOVA muestra que la diferencia no alcanza significacion estadistica.
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Tabla 8. Porcentaje sobre el higado total que corresponde a las zonas sometidas a ligadura portal
selectiva.

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 28,60 32,62 27,94 32,48
Animal 2 28,37 37,14 25,01 33,09
Animal 3 32,24 30,89 30,52 30,15
Animal 4 25,22 34,24 22,10 29,66
Animal 5 30,43 32,02 25,73 26,07
Animal 6 32,02 25,54 26,96
Media £ DS 29,5+ 1,08 33,4+1,08 26,1+1,16 29,7 +1,16

Por ultimo, el grupo de animales que recibieron los dos fadrmacos muestran unos valores
practicamente idénticos a los controles: 29,5% vs 29,7% (figura 23).
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Figura 23. Porcentaje del peso total del higado que corresponde al parénquima sometido a ligadura portal selectiva.

Hiperplasia del parénquima no sometido a ligadura portal

Para poder analizar la hiperplasia se ha calculado el porcentaje que los I6bulos no ligados
suponen respecto al peso total del higado al concluir el estudio. Para poder comparar
los resultados de este parametro sin que las diferencias se desdibujen por las variaciones
de peso corporal entre los diferentes animales, los resultados los presentamos como

porcentajes del peso hepatico total para cada lébulo.
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Segun lo objetivado en nuestros animales de referencia, el |6bulo paramediano derecho
y el lateral derecho suponen aproximadamente un 35-40% del volumen hepético total,

mientras que el caudado alcanza entorno a un 10%.

Si nos centramos en lo que ocurrid con los animales no tratados, vemos que los |6bulos
no ligados suponen en torno al 70% del higado, siendo pequena la variabilidad

intragrupo (tabla 9), y se ajustan a una distribucion normal.

En el grupo control, 36 horas después de la ligadura portal selectiva del 50% del higado,
sigue conservandose la relacién de volumen entre los I6bulos no sometidos a ligadura:
paramediano derecho 26% y lateral derecho 30% (p>0,05), y caudado 14,5% (figura 24).
Siendo mas llamativo el crecimiento aislado obtenido en el I6bulo paramediano derecho
y en el lateral derecho, que en el l6bulo caudado. Recordemos que los valores de
referencia obtenidos eran 34,21% para el I6bulo paramediano (en su totatlidad), 20,80%

para el I6bulo lateral derecho y 12,12% para el I6bulo caudado.

Tabla 9. Porcentaje sobre el higado total que corresponde a cada uno de los I6bulos de los animales
sometidos a ligadura portal selectiva (grupo control).

Ligados Paramed. dcho. Lateral dcho. Caudado
Animal 1 28,60 24,92 32,94 13,51
Animal 2 28,37 30,89 29,10 11,64
Animal 3 32,24 13,85 33,95 19,97
Animal 4 25,22 33,02 28,21 13,55
Animal 5 30,43 29,09 27,77 12,71
Animal 6 32,02 24,33 27,87 15,77
Media + DS 29,5 +1,08 26,00 +2,79 30,00+ 1,12 14,50 + 1,22
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Figura 24. Porcentaje del volumen hepatico total correspondiente a cada uno de los lI6bulos no sometidos a ligadura portal

selectiva.

En el grupo de animales sometidos a ligadura portal selectiva y tratados con acido félico,
el comportamiento del crecimiento hepatico compensador en los I6bulos no sometidos
a ligadura portal mantiene el mismo patrén que en los controles (tabla 10). Es verdad
gue la pequena diferencia (no significativa) que se observaba entre el paramediano

derecho y el lateral derecho aumenta ligeramente, siendo de 23,57% vy 29,37%
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respectivamente, pero sigue sin alcanzar significacion estadistica.

Tabla 10. Porcentaje sobre el higado total que corresponde a cada uno de los I6bulos de los animales

tratados con acido félico.

Ligados Paramed. dcho. Lateral dcho. Caudado
Animal 1 32,62 30,28 23,27 13,83
Animal 2 37,14 15,86 31,62 15,39
Animal 3 30,89 29,98 26,65 12,49
Animal 4 34,24 18,42 34,73 12,61
Animal 5 32,02 23,30 30,60 13,37
Animal 6
Media + DS 33,4+1,08 23,57 +6,56 29,37 £ 4,47 13,54 + 1,17
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Figura 25. Grupo tratado con acido félico: porcentaje del volumen hepdtico total correspondiente a cada uno de los I6bulos no
sometidos a ligadura portal selectiva.

Tampoco el tratamiento con 5-FU modificé el patrén de crecimiento hepatico en la parte

no sometida a ligadura, manteniéndose las proporciones fisioldgicas entre los diferentes

I6bulos (tabla 11): el paramediano derecho un 28%, muy ligeramente inferior al 31% del

lateral derecho, sin que la diferencia alcance significacion estadistica, y exactamente la

mitad el I6bulo caudado (15%). La representacion grafica en la figura 26 es indistinguible

de la de los otros dos grupos experimentales previamente descritos.

Tabla 11. Porcentaje sobre el higado total que corresponde a cada uno de los I6bulos de los animales

tratados con 5-FU.

Ligados Paramed. dcho. Lateral dcho. Caudado
Animal 1 27,94 27,31 30,97 13,78
Animal 2 25,01 29,73 29,21 16,05
Animal 3 30,52 17,89 36,73 14,87
Animal 4 22,10 31,76 30,61 15,52
Animal 5 25,73 31,12 27,99 15,16
Animal 6 25,54 28,34 31,42 14,69
Media + DS 26,1+1,16 27,69 + 5,08 31,16 + 3,01 15,01 + 0,77
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Figura 26. Grupo tratado con 5-FU: porcentaje del volumen hepatico total correspondiente a cada uno de los I6bulos no sometidos
a ligadura portal selectiva.

Por ultimo, tenemos el grupo de animales que recibieron los dos farmacos: el acido
folico y el 5-FU. Tal y como se puede ver en la tabla 12, en lo que respecta al I6bulo
paramediano derecho, se aprecia algo diferente a los anteriores. La ligera diferencia a
favor del |6bulo lateral derecho observada en el resto de los grupos, aqui se hace mas
manifiesta (figura 27): 22% el paramediano derecho frente a 34% el lateral derecho, y
aqui si que la diferencia alcanza significacién estadistica (p<0,05). De hecho, puede
verse en la tabla 12 como tres de los seis animales presentan valores inferiores a 20%

para el Iébulo paramediano derecho.

Tabla 12. Porcentaje sobre el higado total que corresponde a cada uno de los I6bulos de los animales
tratados con 5-FU.

Ligados Paramed. dcho. Lateral dcho. Caudado
Animal 1 32,48 18,96 33,54 15,03
Animal 2 33,09 12,86 38,95 15,10
Animal 3 30,15 26,37 30,40 13,24
Animal 4 29,66 13,99 39,47 16,89
Animal 5 26,07 30,01 30,64 13,28
Animal 6 26,96 29,64 31,57 11,83
Media + DS 29,7+1,16 21,97 +7,73 34,10 £ 4,12 14,23 +1,80
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Figura 27. Grupo tratado con acido félico y 5-FU: porcentaje del volumen hepdtico total correspondiente a cada uno de los I6bulos
no sometidos a ligadura portal selectiva (* p<0,05)

Por otra parte, el comportamiento del I6bulo caudado se mantiene dentro de los rangos
habituales en el higado normal de la rata, sin diferencia frente a lo registrado en los

demads grupos experimentales.

Parametros bioquimicos

En este apartado recogemos los resultados obtenidos a partir del andlisis de los sueros

obtenidos durante el sacrificio de nuestros animales.

Parametros metabolicos

Como valoracién indirecta de la funcionalidad hepatica hemos analizado los niveles de

glucosa y de albumina en sangre.

En cuanto a la glucemia, no se han encontrado diferencias entre los cuatro grupos
(ANOVA no significativa), que presentan medias que oscilan entre 156 y 164 mg/dl y que
se admiten dentro del rango normal de glucemias medidas con los animales no

sometidos a ayuno (106-184 mg/dl) (tabla 13).
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Tabla 13. Niveles de glucemia en el momento del sacrificio (mg/dl)

Normales Control Folico 5-Fluorouracilo | Fdlico + 5-FU
Animal 1 154 151 166 154 167
Animal 2 155 155 144 139 152
Animal 3 141 150 146 150
Animal 4 186 149 157 160 180
Animal 5 156 184 165 174 169
Animal 6 165 175 166
Media £ DS 156 + 4,3 158 £ 15,2 156 £ 9,5 158 £ 14,6 164 £11,3
200-
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Figura 28. Representacion grafica de los valores de glucosa en sangre (mg/dl) por grupo

En el caso de la albumina, el andlisis de la varianza objetivé diferencias significativas
entre los cuatro grupos experimentales, con una p = 0,024. Sin embargo, el posterior
estudio estratificado con el Test de Comparaciéon Multiple de Tukey demostré que
ninguno de los cuatro grupos experimentales mostraba diferencias significativas frente
a los valores de animales normales (sanos). Unicamente detecté diferencia significativa
entre el grupo de acido félico y el de acido félico + 5-Fluorouracilo (figura 29). Los
animales tratados con los dos fdrmacos mostraron niveles significativamente menores
(3,4 mg/dl) que los tratados con acido fdlico (3,8 mg/dl). En cambio, entre los grupos

control y los tratados con un solo farmaco no hay diferencias (tabla14).
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Tabla 14. Albumina sérica en el momento del sacrificio (mg/dl)

Figura 29. Representacion grafica de los valores de albumina en sangre por grupo, mg/dl (* p<0,05)

T I
Normal Control

Enzimas de colestasis-citolisis

Folico

I
5-FU Fdlico+5-FU

Normales Control Félico 5-Fluorouracilo | Fdlico + 5-FU
Animal 1 3,5 3,7 4 3,3
Animal 2 3,5 3,6 3,6 3,7 3,5
Animal 3 3,9 3,8 4,2 3,1 3,4
Animal 4 3,7 3,7 3,6 4 3,5
Animal 5 3,5 3,7 3,8 3,8 3,4
Animal 6 4 3,7 3,4

Media + DS 3,62 + 0,08 3,75+0,14 3,84+ 0,26 3,66 + 0,34 3,42 £ 0,08
4.5+ *
4.04
T
T

3.5 -

3.0

25-L

0.0 -_-

En todas las muestras plasmaticas obtenidas el resultado de la bilirrubina total fue < 2

mg/dL, sin hallar diferencias entre grupos ni entre los individuos de un mismo grupo.

La fosfatasa alcalina no presentd valores significativamente elevados respecto al limite

aceptado en la rata (30-130 Ul/l), en ninguno de los grupos experimentales (tabla 15).

Sin embargo, el Andlisis de

la Varianza detectd diferencias estadisticamente
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significativas entre las medias de los grupos analizados, con una p<0,05. El andlisis
posterior con el Test de comparacion multiple de Tukey muestra que la ligera elevacién
de los niveles séricos de FA en los controles (157 Ul/I) y los tratados con félico (157 UL/I),
frente al resto de los grupos, no alcanza significacion estadistica (ademas de que es una
elevacién clinicamente irrelevante). Por el contrario, los animales que recibieron 5-FU
muestran una reduccion de la concentracion sérica de FA (110 Ul/l) y el Test de Tukey
confirma que la diferencia frente a los controles (una reduccion del 30%) es significativa
(p<0,05; figura 30). En el caso de los animales que recibieron los dos farmacos, la

reduccidon es menor (20%) y no llega a niveles de significancia estadistica.

Tabla 15. Fosfatasa alcalina sérica en el momento del sacrificio (Ul/1)

Normales Control Félico 5-Fluorouracilo | Félico + 5-FU
Animal 1 131 148 125 108 124
Animal 2 130 173 218 125 124
Animal 3 147 179 129 155 105
Animal 4 137 117 154 86 129
Animal 5 129 206 157 92 124
Animal 6 120 94 150
Media + DS 135+3,4 157+ 14,4 157 + 16,6 110 + 10,7 126 + 5,88
*
200+ _'{
150
T T
1004
504
0

T 1 I
Normal Control Félico 5-FU Fdlico+5-FU

Figura 30. Fosfatasa Alcalina en sangre (mg/dl) por grupo (* p<0,05)
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Por lo que respecta a las enzimas de citolisis, GOT (AST) y GPT (ALT), todos los animales

presentan valores elevados respecto a los que se consideran de referencia en la rata:

GOT 74-143 U/Ly GPT 18-45 U/L.

El comportamiento de estos enzimas fue absolutamente idéntico en cada uno de los

grupos experimentales, teniendo que destacar una variabilidad muy importante

intragrupo, responsable de que las diferencias que se observan (tablas 16 y 17) no

alcancen significacién estadistica.

Por otro lado, los resultados en ambos enzimas (GOT Y GPT) fueron calcados por cada

grupo (figura 31). Especialmente en cuanto se refiere a lo que acontece en los animales

tratados con acido félico, en los que los niveles séricos de estos enzimas alcanzan valores

un 50% mayores que los de los animales no tratados.

Tabla 16. GOT (AST) sérica en el momento del sacrificio (Ul/I).

Normales Control Folico 5-Fluorouracilo | Fdlico + 5-FU
Animal 1 46 342 619 460 519
Animal 2 59 1226 2084 1205 829
Animal 3 46 950 1209 1077 282
Animal 4 46 451 1388 557 832
Animal 5 58 1469 999 374 1337
Animal 6 58 703 594 1550
Media + DS 52,2+2,8 857 + 180 1260 + 243 711 £ 140 892 + 196
2000—: 2000
1500 1500
1000+ T T 1000 i [
5001 500_:_ I
60T —— 50—
SIEE [ i’ B B B
Normal Control  Félico  5-FU Félico+5-FU Normal Control Fodlico  5-FU Foélico+5-FU

Figura 31. GOT (izquierda) y GPT (derecha) en sangre (mg/dl) por grupo
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Tabla 17. GPT (ALT) sérica en el momento del sacrificio (Ul/I).

Normales Control Félico 5-Fluorouracilo | Félico + 5-FU
Animal 1 31 307 659 394 418
Animal 2 35 1331 2254 1364 1059
Animal 3 33 916 1314 852 263
Animal 4 33 478 1694 599 811
Animal 5 35 1296 1003 374 1408
Animal 6 35 585 569 1631
Media + DS 33,7+0,7 819+ 176 1385+ 276 692 + 152 932 £ 220

Por ultimo, el analisis de la relacién GOT/GPT mostrd unos valores significativamente

disminuidos en los cuatro grupos experimentales, respecto a los valores de los animales

sanos (p<0,0001). En cambio ninguno de los tratamientos indujo modificaciones en este

parametro (comparado con el grupo control, no tratado) tampoco arrojo diferencias

atribuibles a los tratamientos (tabla 18).

Tabla 18. Relacion GOT/GPT en el momento del sacrificio (Ul/I).

Normales Control Félico 5-Fluorouracilo | Félico + 5-FU
Animal 1 1,48 1,11 0,94 1,17 1,24
Animal 2 1,69 0,92 0,92 0,88 0,78
Animal 3 1,39 1,04 0,92 1,26 1,07
Animal 4 1,39 0,94 0,82 0,93 1,03
Animal 5 1,66 1,13 1,00 1,00 0,95
Animal 6 1,66 1,20 1,04 0,95
Media + DS 1,55+ 0,06 1,06 £ 0,05 0,92 +0,03 1,05 £ 0,06 1,00 + 0,06

Analisis Histoldégico

En este apartado recogemos los resultados del recuento de ndmero de nucleos por

unidad de superficie (densidad de nucleos de hepatocitos en el tejido hepatico), el

tamafio medio de esos nucleos (indicativo de actividad de sintesis de DNA) y el analisis

descriptivo de las muestras.
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Recuento nuclear

En los cortes histolégicos obtenidos del higado de animales tratados con acido félico se
aprecia un significativo aumento de la densidad nuclear, subiendo desde una media de

15,2 en los controles hasta 24,4 en este grupo (tabla 19).

En cambio, los animales tratados con 5-FU muestran una densidad de nucleos en su

higado totalmente superponible a la registrada en los animales no tratados (figura 32).

Tabla 19. Recuento de nticleos en el parénquima hepético (n2 de nicleos/100um?).

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU

Animal 1 15,4 20,8 15,8 17,6
Animal 2 13,8 25,4 11,4 30,8
Animal 3 21,8 17,5 14,4 16

Animal 4 10,5 34 15,6 29,8
Animal 5 15,4 24,4 16,4 16

Animal 6 14,4 19,8 19,8

Media + DS 15,2 +1,51 24,4 +2,77 15,6 £ 18,4 21,7+2,79

Por ultimo, en los animales que recibieron los dos farmacos se encuentra una media
netamente superior a la de los controles (21,7 n2 de nucleos/100um?), aunque
ligeramente inferior a lo registrado en los animales tratados exclusivamente con acido

félico.

Al someter nuestros resultados a un Analisis de Varianza, se concluye que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0,0001). La posterior
comparacion entre grupos realizada con el Test de Tukey concluye que los resultados
del grupo tratado con félico muestran que la diferencia observada alcanza una gran
significacion estadistica tanto frente al control como frente al grupo tratado con 5-FU
(p<0,00001). En cambio, la ligera diferencia observada frente a los animales que
recibieron doble tratamiento no alcanza significacion estadistica. Por ultimo, también
alcanza significacion estadistica el incremento observado en los animales con doble
tratamiento, tanto frente a los controles (p<0,01) como frente a los animales tratados

con 5-FU (p<0,05).
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Figura 32. Recuento de nticleos en secciones histolégicas (n2 de niicleos/100um?) (* p<0,05, ** p<0,01, ****<0.0001)

Tamano de los nucleos

El resultado de la medicién del tamafio de los nucleos de hepatocitos obtuvo valores
gue en cada uno de los grupos experimentales se adecuaron a una distribucién normal.
De cada uno de los animales se realizd un minimo de cinco recuentos diferentes, por lo

gue los resultados pudieron analizarse con el Test de Normalidad de “D’Agostino &

Person”. Los valores medios obtenidos para cada animal, se detallan en la tabla 20.

El grupo con mayor tamafio medio de nucleos fue el grupo de Fo, con 121 um?, seguido

del grupo de Fo+FU con 111 pm?. En este dltimo grupo el resultado fue idéntico al

obtenido con el grupo control, aunque con una variabilidad ligeramente mayor.

Tabla 20. Tamafio medio de los nicleos medidos en los cortes estudiados (um?).

Control Félico 5-Fluorouracilo Folico + 5-FU
Animal 1 112,0 121,0 100,6 113,7
Animal 2 105,5 120,0 97,5 99,8
Animal 3 113,6 129,3 105,9 116,0
Animal 4 114,2 114,7 107,4 117,3
Animal 5 106,1 121,3 107,7 115,9
Animal 6 116,1 104,0 102,3
Media + DS 111+1,80 121+2,34 104 + 1,66 111 +£3,15
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La representacion grafica de los resultados (figura 33) hace evidente que no se trata de
grupos similares, lo que quedd confirmado con el Analisis de la Varianza (p<0,0001). De
hecho, en los animales tratados con acido fdlico se ha registrado un incremento del
tamafio medio de los nucleos de un 10%. Esta diferencia alcanza una elevada
significacion estadistica (p<0,00001). Lo contrario ocurre con los animales que fueron
tratados con 5 fluorouracilo, que presentan una reduccion del tamafio medio de sus

nucleos de un 6,5%; siendo esta diferencia también altamente significativa (p<0,0001).

En los animales en los que se combinan ambos tratamientos el tamafio medio de los

nucleos es indistinguible del registrado en los controles.
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Figura 33. Tamafio medio de los nticleos de cada grupo experimental (um?). No existe diferencia significativa entre el control y el
doble tratamiento (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****<0.0001)

Analisis histoldgico del parénquima

En este Ultimo apartado recogemos el resultado del estudio histoldgico del parénquima
hepatico. Las variables analizadas, de tipo cualitativo, fueron: zonas de isquemia, areas
de mitosis-regeneracion, necrosis y apoptosis. Ademds de su distribucion anatémica y

lobulillar.
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Tal y como se ha mencionado en el apartado de “Material y Métodos” en el
“Procesamiento de las muestras”, la necrosis y la apoptosis se diferencidé en base al
componente inflamatorio objetivado en las muestras histoldgicas. Los resultados se

recogen con detalle en las tablas 21 a 24.

En el grupo control, salvo un animal, el parénquima del I6bulo no ligado presentaba un
aspecto similar a higado isquémico prenecrético, pero con abundantes mitosis; imagen
sugestiva de un higado en regeneracién. Sin embargo, en uno de los animales se
apreciaron focos aislados de apoptosis en el tejido centrolobulillar perivenular (tabla

21).

Tabla 21. Anadlisis histolégicos de los higados en el grupo control

Control
Animal 1 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 2 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 3 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afectan al 30-40%
Animal 4 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 5 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 6 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrético, con abundantes mitosis.

En el grupo con 4acido fdlico, el nimero de animales con imagenes histoldgicas de
apoptosis aumentoé. En todos los casos, dichos focos de apoptosis fueron en el tejido
perivenular del drea centrolobulillar o zona lll; observandose estigmas sugestivos de
regeneracion en el resto del parénquima. Al igual que en el grupo control, no se llegé a
superar el 40% de tejido con células en apoptosis. En uno de los animales, las areas de
mitosis fueron mas aisladas, con focos de inflamacién dispersos a lo largo de toda la

seccion histologica (tabla 22).
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Tabla 22. Anadlisis histolégicos de los higados en el grupo con acido félico

Félico
Animal 1 Parénquima conservado con focos de inflamacién
Animal 2 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afecta al 40%
Animal 3 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrético, con abundantes mitosis.
Animal 4 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afecta al 5-10%
Animal 5 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.

Con 5-Fluorouracilo y sin acido fdlico no se pudieron demostrar focos de apoptosis.
Todos los higados mostraron una imagen sugestiva de regeneracién hepatica (higado
isquémico prenecrético con abundantes mitosis). A diferencia que con el acido félico,
donde la regeneracion fue periportal predominantemente, con el 5-FU, ésta fue difusa

a lo largo de todo el lobulillo (tabla 23).

Tabla 23. Anailisis histolégicos de los higados en el grupo con 5-Fluorouracilo

5-FU

Animal 1 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrético, con abundantes mitosis.
Animal 2 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 3 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrético, con abundantes mitosis.
Animal 4 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrético, con abundantes mitosis.
Animal 5 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 6 HIGADO EN REGENERACION

Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
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La tendencia observada con el acido félico se repitid al asociarlo al 5-Fluorouracilo,
apreciandose focos de apoptosis embebidos en tejido en regeneracidn. Dichos focos de
apoptosis, al igual que ocurria en el grupo con acido fdlico, fueron de distribucién
centrolobulillar, prevaleciendo la regeneracién hepatocitaria a nivel periportal. En las
muestras sin apoptosis, el tejido hepatico mostrd un aspecto isquémico prenecrotico

con abundante apoptosis, sugestivo de regeneracion (tabla 24).

Tabla 24. Anailisis histolégicos de los higados en el grupo acido félico + 5-Fluorouracilo

Fo + 5-FU
Animal 1 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afecta al 5-10%
Animal 2 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afecta al 15-20%
Animal 3 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 4 REGENERACION HEPATICA + FOCOS DE APOPTOSIS CELULAR,
centrolobulillar, afecta al <5% subcapsular
Animal 5 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.
Animal 6 HIGADO EN REGENERACION
Parénquima de aspecto isquémico prenecrotico, con abundantes mitosis.

En definitiva, los resultados podrian discriminarse segun la existencia de focos de
apoptosis celular. A pesar de que el porcentaje de individuos con apoptosis por grupo
fuera diferente, no se llegaron a objetivar diferencias estadisticamente significativas
(figura 34). Dicha apoptosis fue inferior al 20% en la mayoria de las ratas, sin llegarse a

superar en ningun caso el 40%.
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Figura 34. Representacion grafica del % de individuos con apoptosis por grupo

Los focos de apoptosis siguieron un patrén de distribucion claro, delimitandose en la
mayoria de las muestras a la zona Ill o perivenular del lobulillo (figura 35). Por otro lado,
dichas muestras presentaron una regeneracion predominantemente periportal o de la

zona | lobulillar (figura 35).

A

Figura 35. Imagenes histolégicas con focos aislados de apoptosis. A: animal 2 grupo Fo, espacio periporta preservado B: animal 2
grupo Fo, focos de apoptosis en zona lll perivenular.

La tendencia a una regeneracién predominantemente periportal que existido en los

grupos tratados con acido félico nos llevé a comparar dichas ramas (Fo y Fo+5-FU) frente
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al resto, contabilizando y sumando el niumero de animales por cada grupo. El resultado

se expresa en la siguiente tabla de contingencia (tabla 25/Figura 36):

Tabla 25. Regeneracion principalmente periportal en animales tratados con Fo frente a no tratados.

Si Regeneracion No Regeneracion
Si Fo 6
5
No Fo 11
1

15+
Il Regeneracién periportal
Regeneracion difusa lobulillar
104
54
0 |

L] T
Folico No Folico

Figura 36. Regeneracion periportal en individuos tratados con Fo y sin Fo. (* p<0,05)

La diferencia en nimero de animales con regeneracidon de predominio periportal que
existio en las ratas tratadas con acido félico fue estadisticamente significativa al usar
una prueba de Chi Cuadrado (p< 0,05), sin que pudiera llegarse a confirmar por medio

del Test exacto de Fisher ( p = 0,069).
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DISCUSION

La regeneracion hepatica ha sido una incégnita durante muchos afos. Asi, el proceso de
como y por qué el higado es capaz de restaurar su funcion ha mantenido intrigado al
mundo médico y cientifico durante mucho tiempo. Su capacidad de regeneracion, de
hipertrofia e hiperplasia, lo hacen uUnico entre el resto de los érganos del cuerpo

humano.

A lo largo de los ultimos afios, y por medio de estudios experimentales en animales con
silenciamiento genético, se han ido identificando multiples rutas moleculares que
explican la regeneracion hepatica. Este conocimiento de cémo transcurre el proceso

permite entrever posibles estrategias para su modulacion.

Por otro lado, el higado es el intermediario digestivo entre el medio externo e interno,
almacenando los nutrientes absorbidos y neutralizando los téxicos. Ademas supone una
piedra angular en la homeostasis metabdlica e inmunolégica del organismo. Es el filtro,
y en muchas ocasiones, el asiento de metastasis de otros tejidos, entre los que destaca
el aparato digestivo. Ejemplo de ello es la metastasis del CCR, cuyo control y tratamiento

mejora la supervivencia de los pacientes.

Todo ello conlleva situaciones en las que el parénquima hepatico es parcialmente
resecado a expensas de su capacidad regenerativa. A lo largo de este estudio se ha
tratado de entender como la quimioterapia de primera linea del CCR afecta
directamente a dicho proceso, sabiendo que el acido félico (leucovorina) podria

potenciarlo.

Idoneidad de la hipotesis

Volviendo a nuestra hipdtesis inicial, cabe recordar que el acido félico ha sido
previamente empleado en otros estudios experimentales con influencia demostrada
para la regeneracion hepatica®1%4,
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La finalidad ultima de la regeneracién hepatica es la multiplicacion y crecimiento
nuclear, celular y tisular; devolviendo la capacidad de hacer frente a las necesidades
metabdlicas del organismo. Es légico por tanto pensar que los metabolitos que actuan
directamente sobre el proceso de produccién de DNA puedan influir también en la
regeneracion hepatica. En este sentido el acido félico se ha ensayado en multiples
estudios con resultados prometedores, ya que es un sustrato de la enzima Timidilato

Sintetasa (TYMS) y ayuda a la sintesis de nucleétidos.

De la misma manera se entiende que los farmacos que afecten negativamente a la
produccién de DNA podrian retrasar el proceso de crecimiento hepatocitario. Esto
defenderia e iria a favor de nuestra segunda hipdtesis, “la quimioterapia de primera
linea del CCR frena la regeneracién hepatica”. Este es el caso del 5-FU, que al igual que
el acido fdlico, influye también sobre la TYMS. De hecho, se ha descrito una relacion
directamente proporcional entre la administracion acido félico y el efecto del 5-FU3?,

potenciando la accidn de éste ultimo al asociarlo con la leucovorina (acido folinico).

El aclarar la interrogante de como la quimioterapia de primera linea del CCR, 5-FU +
leucovorina, afecta sobre la regeneracion hepatica podria suponer un empuje en la
utilizacidn precoz y sinérgica de tratamientos con beneficio clinico demostrado'?’. Es
decir, podria implicar que se implementara de manera precoz la cirugia hepatica y la

guimioterapia para afrontar la metastasis hepatica del CCR.

Es bien sabido que cuando un paciente con metastasis hepaticas del CCR es subsidiario
de tratamiento, empieza un proceso clinico con multiples terapias que coordinar,
sistémicas (quimioterapia) y quirurgicas. El establecimiento de todas estas
intervenciones y el tiempo obligado que transcurre entre ellas facilita impases que

favorecen la progresién de la enfermedad.

Segln nuestra hipotesis, la administracion de acido félico (leucovorina) podria frenar el
efecto deletéreo del 5-FU sobre la regeneracién hepatica. De esta manera, la
guimioterapia de primera linea del CCR podria no afectar tanto a la recuperacion tisular

hepatica y sin embargo conservar su efecto anti-tumoral.
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Farmacos

En las ultimas décadas la cirugia radical de la metastasis del CCR ha demostrado ser un
procedimiento eficaz en la curacion de la enfermedad. No obstante, solo se ha podido
hacer frente a las limitaciones actuales de la cirugia por medio de tratamientos
multidisciplinares que integran tanto procedimientos intervencionistas como
quimioterdpicos. Sin embargo, la influencia de los quimioterapicos en la regeneracion
hepatica sigue siendo una incognita. Ademas, la habitual asociacion del 5-FU con la
leucovorina o folinato calcico, pone en duda la capacidad proliferativa del acido félico

durante el tratamiento quimioterapico.

Acido félico y 5-FU

El cido félico y sus derivados son esenciales en multiples procesos celulares, entre los
que destacan la sintesis de nucledtidos y aminoacidos. Es por ello que laimplementacion
de un aporte afiadido de acido fdlico podria facilitar la sintesis de dichas moléculas y asi

potenciar la proliferacidn celular.

Parece que el 4cido fdlico podria ayudar a la regeneracion del hepatocito tras una cirugia
hepatica, sin embargo, existen trabajos que defienden que un aporte extra de acido
folico también podria facilitar la proliferacién de la célula tumoral. Le Leu RK et al*®
encontraron que la deficiencia nutricional de acido félico en ratas disminuia de manera
significativa la aparicién de tumores de origen colorrectal. En 2007 Cole BF et al''’
llegaron a la misma conclusion al objetivar un aumento en adenomas coldnicos en
pacientes en los se habia dado un suplemento de acido félico. EI mismo grupo de
investigacion acabd por encontrar, a largo plazo, una relacién estadisticamente
significativa entre el dcido félico y la aparicién de pdlipos serrados!’, ademads de hallar

una incidencia incrementada de CCR, aunque ésta ultima sin significacion estadistica.

Por tanto, cabe concluir que el acido félico ayuda a la proliferacién celular, siendo un
arma de doble filo que pudiera facilitar la progresién tumoral. No obstante, resulta
crucial recordar que el acido félico funciona como cofactor de la TYMS, y que ésta se

encuentra anulada una vez haya unido al 5-fluoro-2’-deoxiuridin-5"-monofosfato
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(FAUMP), metabolito activo del 5-fluorouracilo. De hecho, serd el folinato calcico o
leucovorina, la que, asociada al 5-FU, potenciara la funcion de la TYMS y su consecuente

union con el FAUMP.

Por otro lado, cabe discutir el hecho de que la aplicacién de acido félico durante este
trabajo haya sido intraperitoneal. En general, el folinato calcico suele administrarse de
manera intravenosa. De hecho, la administracion femoral de acido fdlico en ratas parece
potenciar la regeneracidn hepatica®®1%. El retorno venoso femoral drenard su sangre al
sistema venoso iliaco y finalmente a la vena cava, sin pasar a través del higado. La
administracion intraperitoneal probablemente pudiera ser mas adecuada para lograr su
efecto sobre la célula hepatica, ya que el retorno venoso de la capa visceral peritoneal
pasara por la vena portay el higado. Dicha razén podria ser la que explicara la disparidad
de resultados de nuestro trabajo en relacién a los previos hallados!®, obteniendo una

regeneracion tisular comparativamente mayor durante este trabajo.

De la misma manera, considerando que existen protocolos en los que se infunde de
manera selectiva la quimioterapia a nivel arterial?*, el hecho de haber aplicado a nivel
intraperitoneal el acido félico adquiere relevacion clinica. El drenaje portal del sistema
venoso peritoneal facilitard que los hepatocitos asimilen el acido fdlico. De la misma
manera, la administracion intraarterial de la quimioterapia condenaria a la célula
tumoral a su efecto citotodxico, sin que este llegara a afectar directamente al hepatocito.
Esta hipdtesis adquiere una connotacion clinica muy relevante, ya que un suplemento
intraperitoneal de acido fdlico, asociado a una quimioterapia intraarterial, podria
facilitar una potenciacion de la regeneracién hepatica junto al efecto antitumoral

buscado.

Idoneidad del modelo animal utilizado

Con intencion de poder rescatar para la cirugia a pacientes con enfermedad hepatica
extendida, se han desarrollado multiples intervenciones que tratan de incrementar el
volumen del higado residual. Ejemplo de ello es la embolizacién portal preoperatoria

(PVE). No obstante, la aparicion de éstas nuevas técnicas ha afectado directamente a la
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funcionalidad y viabilidad del higado remanente. De esta manera, son frecuentes los

escenarios en los que el paciente ha de superar un postoperatorio duro e incierto.

La técnica de embolizacion portal (PVE) es ya un método extendido a nivel clinico y con
eficacia probada para incrementar el volumen hepatico residual. Multiples autores han
previamente demostrado su aplicabilidad en la ratal9%102103104 Tras someter a los
animales a diferentes grados de ligadura portal concluyeron que es una técnica segura

con resultados reproducibles®?,

Existe bibliografia que demuestra que las ratas tienen una gran tolerancia a la ligadura
portal. Se han llegado a realizar ligaduras de hasta el 90% con éxito!? y sin reportarse
insuficiencia hepatica postquirdrgica. En cambio, la reseccién del 90% del parénquima
hepatico en la rata se ha utilizado como modelo de fracaso hepatico agudo, que termina

en la muerte del animal si no hay una terapéutica de soporte!>,

El modelo experimental en ratas nos facilita un ejemplo cientificamente aceptado con
el que validar nuestra hipdtesis. Son innumerables los ejemplos de modelos
experimentales de cirugia hepdtica en la rata que se han trasladado a la clinica en el
humano. El ejemplo més notorio de ello es el trabajo de Higgins y Anderson®’, por el cual
se inicié el camino para las hepatectomias seriadas y repetidas en un mismo érgano. Por
otro lado, la experimentacion en la rata ha aportado una ingente informacién sobre la
regeneracion hepatica, siendo ésta muy similar a la que ocurre en el humano. Ejemplo
de ello es la concentracion de HGF: su nivel en el suero de humanos tras una
intervencion quirdrgica es la misma a la que se ha demostrado su maxima efectividad in
vitro!*. Todo ello hace pensar que la cirugia hepdtica en la rata (especie Rattu
Norvegicus Albinus) es un modelo fiel y reproducible del comportamiento molecular y

celular de la regeneracidn tisular.

Ademas, mientras que la regeneracion hepatica en el humano se cuenta en semanas y
meses, en la rata podemos objetivarla en horas o dias®’; ventaja temporal que permite

probar nuestra hipétesis en un tiempo razonable.
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Con idea de representar un ambiente de estrés quirdrgico que simule el postoperatorio
de un paciente en el que se haya realizado una embolizacidn portal, en nuestro trabajo
hemos procedido a realizar una ligadura portal selectiva en el higado de la rata. La
ligadura portal de los |6bulos hepaticos murinos resulta técnicamente facil dada su
divisién anatdmica e hiliar. Sin embargo, la divisidn lobular del higado de la rata impone
un sesgo comparativo con el higado del humano, dada la existencia, en éste ultimo, de
comunicaciones vasculares entre ambos lébulos hepaticos. Es por dicha razén que
finalmente se decidié realizar una ligadura del flujo venoso portal de LLI y del LMI,
existiendo de esta forma una conexién venosa entre parénquima ligado y parénquima
no-ligado (los Iébulos paramedianos). Asimismo, con esta técnica, se obtuvieron
volumenes de oclusion venosa similares a los que se refieren en clinica humana

(obstruccién del 50% del flujo portal que se produce con la embolizacién).

Conscientes de esta realidad y de la gran tolerancia de la rata, procedimos a administrar
dosis elevadas de los farmacos a estudio. Esto nos ayudo a simular una circunstancia de
alto estrés fisioldgico. Todo ello nos permite inferir resultados que asemejan el

postoperatorio extremo de los pacientes con metdstasis hepatica del CCR.

Modelo de atrofia hepatica parcial

En los siguientes apartados procederemos a analizar la utilidad y reproducibilidad del
modelo de la ligadura portal, comparando nuestros resultados con los hallados en la

bibliografia.

Un aspecto importante a considerar previo a la discusidén de la misma técnica es que no
existieron complicaciones postquirurgicas resefables. La resistencia de la rata como
animal de investigacion facilita un modelo con poca variabilidad en cuanto a las
complicaciones se refiere, sin poder ser en modo alguno extrapolable a la clinica

humana.
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Ligadura portal selectiva en nuestro modelo animal

En este estudio hemos realizado una ligadura portal que afecté al LLI y al LMI. El LM
comparte vascularizacion entre sus dos lobulillos, por lo que su isquemia parcial aporta
informacién sobre la capacidad residual del LM para regenerarse, ejemplificando la

conexion vascular que pudiera existir entre el higado izquierdo y derecho humano.

Atendiendo al procedimiento técnico, el higado se eviscerd parcialmente. Para ello se
secciono el ligamento falciforme y se procediod a la eversién del LLI y del LM, logrando
exponer su superficie interna y su paquete vascular. Tal y como se ha explicado en el
apartado de “Material y Métodos” en la seccién de “Procedimiento Quirurgico”,
relevancia aparte adquirié la existencia de una rama posterior de la arteria hepatica
lobar, dado que su lesion se correlaciona directamente con sangrado e isquemia arterial

parcheada del LLI.

Por otro lado, la ligadura se limité obligadamente a un pequefno segmento del pediculo
lobar, ya que la distancia entre las ramificaciones hiliares para el LMD, LMl y LIl nacen a
pocos milimetros unas de otras. A pesar de que la técnica finalmente se pudo realizar
sin mayor dificultad, cabe discutir la posibilidad de realizar una isquemia portal
delimitada Unicamente al LLI o que englobe el LLI y LM por completo; siendo
probablemente un método mas facil de llevar a cabo sin grandes diferencias en el

resultado final.

De resultados obtenidos en ratas de mayor edad y peso, no expuestos en esta memoria
y publicados en trabajos previos por nuestro mismo grupo de investigacion!®*, se deduce
gue la division lobular e hiliar adquiere una diferenciacion mas evidente en ratas de
mayor tamafio, lo que debe de facilitar la ligadura individualizada de los I8bulos

hepaticos en la rata.

Para poder defender la eficacia de la técnica y la fiabilidad de los resultados, en los

siguientes apartados se analiza la funcidn hepatica tras la ligadura.
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Valoracion de la funcion hepatica

Una de las grandes limitaciones de la cirugia hepatica es la operabilidad del paciente,

determinada por la viabilidad y funcionalidad del remanente hepatico postquirirgico®®.

Como parametros basicos con los que valorar la funcion hepatica hemos medido la
glucosa y la albumina, ademas de la bilirrubina sérica. También intentamos medir la
actividad de los factores de coagulacién a través del tiempo de protrombina por medio
de un medidor del Ratio Internacional Normalizado (INR), sin llegar a obtener resultados

medibles, por lo que finalmente no se prosiguié con su analisis.

Los niveles basales de glucosa en la rata de laboratorio descritos en la bibliografia son
de 70-208 mg/dL%. Por lo tanto, todos los valores hallados en nuestros sujetos de
experimentacion se encuentran dentro de lo que podemos denominar rango de
normalidad. De hecho, nuestro valor mas bajo (que se registrd en el grupo de acido
folico: 156 mg/dL) se encuentra muy lejos del minimo aceptado como normal. Y lo
mismo ocurre con nuestro valor mas alto (que se registré en el grupo de acido fdlico +
5-fluorouracilo: 164 mg/dL) que estd muy por debajo del limite superior del rango

aceptado.

Durante el proceso de regeneracion hepatica el higado trata de suplir las necesidades
corporales energéticas a través de la gluconeogénesis®®. Una insuficiencia hepética

fulminante conllevaria una hipoglucemia aguda-subaguda de dificil control.

Ademas, si la funcidn hepatica se hubiera visto afectada, los niveles séricos de bilirrubina
total hubieran ascendido sobre los valores de referencia, 0,05-0,15 mg/dL / 0,86-2,57
umol/L%. Durante nuestro trabajo los niveles de bilirrubina total se mantuvieron
inferiores a < 0,2 mg/dL o 3,42 umol/L, sin existir diferencias entre las diferentes ramas
a estudio. La limitacion de nuestro laboratorio para obtener niveles inferiores impide
analizar variaciones mas sutiles, no obstante, la ausencia de elevaciones sobre el limite

superior estipulado defiende una correcta funcién hepatica.
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Estudios previos de ligadura portal en ratas describen niveles de bilirrrubina inferiores a
1,71 umol/L o 0,10 mg/dL al primer dia postoperatoriol®®1%3, coincidiendo con los
obtenidos por nuestro grupo. Sin embargo, el pico de bilirrubina, en ambos trabajos, se
describe a las 72 horas tras la cirugia, siendo éste igual o inferior a 2,57 pumol/L 0 0,15

mg/dL.

La precocidad en la obtencion de las muestras para nuestro analisis sanguineo, a pesar
de no discrepar con los hallados en la bibliografia, obliga a analizar los resultados con
cautela. Poder asegurar una bilirrubina dentro de los rangos de normalidad pasadas las

36 horas podria resultar interesante en estudios sucesivos.

Por ultimo, y tal como se ha mencionado previamente, el higado dirigira su anabolismo
hacia el metabolismo glucidico®, por lo que una agresion hepatica severa disminuiria
los niveles de produccidn proteica'?*. Los rangos habituales descritos para albimina son
de 3,4-4,8 g/dL'%, siendo la media de nuestro estudio de 3,67 g/dL. Llama la atencion la
diferencia significativa hallada entre el grupo de acido fdlico y el de acido fdlico + 5-
Fluorouracilo, siendo de 3,42 mg/dL y de 3,84 mg/dL respectivamente. A pesar de que
ambos valores se encuentran dentro de los rangos de normalidad, un proceso de
regeneracion intenso significaria un estrés celular mayor. Lejos de la hipoproteinemia
que conllevaria un fallo hepatico severo, la disminucién objetivada en el grupo con acido

félico podria ser compatible con una mayor regeneracion hepatica.

Objetivacion del sufrimiento hepatico

El higado es un drgano intensamente vascularizado, llegando a albergar un tercio de
todo el gasto cardiaco. De todo el flujo sanguineo que recibe, un 20-25% procede de la
arteria hepadtica, mientras que un 75-80% del flujo portal. Considerando que la sangre
venosa aporta menos cantidad de sangre oxigenada, el aporte de oxigeno procede de

ambos sistemas sanguineos a partes iguales.
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El flujo portal variara segun el retorno venoso esplacnico, pudiendo ser mayor o menor
segun la sangre que reciba desde en tracto gastrointestinal. Ello obligard a una
compensacion del riego arterial para mantener un flujo sanguineo constante a nivel de
los sinusoides hepaticos. Dicha respuesta se conoce como “Respuesta Compensadora
de la Arteria Hepatica” o “Hepatic Arterial Buffer Response” (HABR)!!0111133 De esta
manera, la variaciéon en el flujo arterial garantizard una oxigenacion minima del
parénquima hepatico. Esto se traduce en una isquemia sin necrosis tras la oclusién

portal; y la posterior atrofia cursa igualmente sin necrosis.

Por otro lado, existe bibliografia que correlaciona los niveles de enzimas de citdlisis con
un mayor o menor grado de dafio tisular; por lo que a mayor isquemia, mayor necrosis
y citdlisis. Asi pues, las enzimas de citdlisis serdn un marcador fidedigno del sufrimiento

hepatico.

Parametros de Citdlisis

El valor de las enzimas de citdlisis y colestasis, mayor o menor segun el dafio celular
ejercido, da informacion certera sobre el grado de dafio organico impuesto. Para
nuestro trabajo hemos optado por analizar tanto la GPT como la GOT, ya que la variacién
individual de los niveles de cada una de ellas, amén de su relacién fraccional, aporta

informacién crucial sobre el estado funcional del higado.

Dentro de las enzimas de colestasis hemos cuantificado la FA. También intentamos la
medicion de gamma glutamil transpeptidasa (GGT), pero resulto técnicamente
imposible en las muestras de suero extraidas. La GGT es una enzima con gran afinidad
por las proteinas séricas, adhiriéndose a ellas y disminuyendo su fraccidén libre. La escasa
cantidad de suero obtenido, asociado a su manipulacién y centrifugacién, dificulté su
medicion. Por otra parte, también es posible que exista una diferencia entre la GGT
murina y la humana, que impidan el correcto funcionamiento de los analizadores que

hemos empleado. O quizas sea una combinacion de ambas cuestiones.
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Transaminasas

Los valores habituales para ratas de laboratorio (Rattus Norvegicus Albinus-Rata Wistar)
de GOT y GPT son de 74-143 U/L y de 18-45 U/L respectivamente®®. En nuestro
laboratorio los valores de referencia hallados han sido algo diferentes de lo expuesto en
la literatura. Asi el valor medio para la GOT encontrado en ratas no tratadas (33,7 U/L)
se sitUa por debajo del margen inferior de referencia. En cambio, en el caso de la GPT,
los valores hallados en los animales de nuestro laboratorio (52.2 U/L) superaron los
valores considerados como normales. Una alimentacion diferente, disparidades en las
condiciones de mantenimiento de las ratas y/o cualquier estresante que afectara al
animal podrian explicar la disparidad de valores. No obstante, para la sucesiva discusiéon

consideraremos como basales los valores obtenidos en nuestras ratas.

Durante el estudio actual los resultados de enzimas de citdlisis para el grupo control
(operado, no tratado) fueron 15,7 veces superiores a los basales (819 + 432 U/L) parala
GPTy 25,4 veces (857 + 441 U/L) para la GOT. Los valores mas elevados se hallaron en
el grupo de acido fdlico, con unos valores de GPT 24,1 veces superiores a los basales
(1260 £ 542 U/L) y 41,1 veces (1385 + 618 U/L) en el caso de la GOT. Estos resultados se

asemejan a los descritos en la literatura.

Héctor M. et al'® en su articulo original del “Desarrollo de un modelo experimental de
ligadura portal asociada a transeccién parenquimatosa (ALPPS) en ratas” realizaron una
ligadura portal del I6bulo medio con transeccion hepatica del parénquima circundante
al mismo, y extracciones sanguineas los dias 1, 3, 7 y 14. A las 24 horas obtuvieron los
valores mas elevados de enzimas de citdlisis: 888 + 700 U/mL para la GPTy 1422 + 808
U/mL para la GOT.

Por otro lado, Kawaguchi et al*®® obtuvieron resultados en torno a 500-750 U/L para la
GPT y 750-1000 U/L para la GOT. Estos resultados se incrementaron 5 veces al asociar

una oclusion venosa suprahepatica a la ligadura portal.

Con una técnica quirdrgica similar, aunque con un modelo de isquemia portal inferior al

40%, nuestro grupo ha objetivado valores de enzimas de citdlisis 16 veces y 8,5 veces
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superiores a los niveles de referencia (546 + 145 U/L para la GPT y 443 + 108 U/L para
la GOT), obtenidas a las 36 horas de la intervencion®®. Una vez administrado el acido

félico, los valores disminuyeron a 9,4 veces y 5,8 veces por encima de los valores basales.

Tratando de entender la disparidad de resultados, cabe mencionar por un lado que los
porcentajes de isquemia portal en cada trabajo fueron diferentes. No obstante, en el
trabajo de Kawaguchi et al'®® los autores procedieron a realizar un 90% de isquemia
portal, obteniendo resultados ligeramente menores a los hallados durante nuestro

estudio.

A nivel técnico, durante nuestro trabajo, realizamos alguna modificacién a los
procedimientos quirurgicos descritos en la literatura. Con objeto de conseguir una
isquemia mayor y que afectara parcialmente al I6bulo mediano (a su segmento
izquierdo), la ligadura portal se realizé mas proximal al hilio hepatico. Para facilitar dicho
proceso, al igual que describen en su articulo Héctor M. et al'%, se secciond el ligamento
falciforme; lo que facilita la evisceracién completa del higado, eversién de los |6bulos
(LLI y LP) y exposicion del hilio hepatico y sus ramas. Dicho proceso de eversidn supuso
una compresion parcial y temporal del flujo suprahepatico. El tiempo quirurgico durante
el cual el higado permanecio eviscerado, luxado y con compresion temporal del retorno
venoso suprahepatico fue de 30-40 minutos, pudiendo explicar un sufrimiento hepatico
mayor y una elevacion de las enzimas de citdlisis. Defensa de dicha hipodtesis es la
elevacion significativa hallada por Kawaguchi et al'®® en su rama con ligadura

suprahepatica.

No podemos obviar el hecho de que las técnicas de Héctor M. et al'® y Kawaguchi et
al'%3 no fueron idénticas a la nuestra, asociando una particion hepatica en uno de ellas
y una oclusion venosa suprahepatica en la otra. Sin embargo, en ambos estudios los

resultados de enzimas de citdlisis fueron similares a las que obtuvimos nosotros.

Todo ello hace suponer que probablemente el cambio de la técnica quirudrgica,
independientemente al grado de isquemia realizado, podria ser causa de la leve

disparidad de los resultados. Por otro lado, la similitud de los valores hallados con
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respecto a estudios previos con ligadura portal en ratas sugiere que la técnica y el
procedimiento quirdrgico usado no afadid un sufrimiento mayor al esperado,

aportando validez externa a los resultados.

Significado de la Fraccion GOT/GPT en nuestro modelo
Los valores de las enzimas de citdlisis alcanzados durante este trabajo fueron similares
para la GOT y la GPT, patrén que se repite a lo largo de todas las ramas de estudio (no

se llegé a superar el valorar fraccional de 1,1 en ninguno de los grupos).

Existen patrones que correlacionan los niveles séricos de enzimas de citélisis y su
fraccién con diversos tipos de hepatopatia no virical®. En general, la relacién entre
ambas enzimas suele alcanzar un valor numérico de 1, cuyo ascenso y/o descenso
representa una patologia hepatica especifical®. En pocos trabajos se habla de la fraccion
entre GOT/GPT, siendo muy escasos los estudios en modelos experimentales que
expongan sus resultados de citdlisis de manera fraccional. En su trabajo de 1980, Ludwig
S. vy Kaplowitz N.2%7, estudiaron la funcionalidad hepdtica en higados murinos con
deficiencia de piridoxina tras un estimulo hepatotdxico con bromobenceno, reportando
los niveles de enzimas de citdlisis y su fraccion. Lejos de correlacionar sus resultados con
los nuestros, la fracciéon entre GOT/GPT que hallaron en su grupo control fue
ligeramente superior a 1. De la misma manera, el valor obtenido en ratas a las que
nuestro grupo en estudios previos ha realizado una ligadura portal ha sido de 1,55 (DS +

0,13)14,

En otros trabajos en los que se ha realizado una ligadura portal®®1%, y/o en los que se
hayan expuesto valores basales de enzimas de citdlisis'?, la relacién entre ambas parece
alcanzar un valor comprendido entre 1,5-2; sin embargo, la falta de conocimiento
individualizado de todos los resultados hace que esa estimacidn sea aproximada. De esta
manera, y basandonos en estudios previos, nuestro resultado actual muestra similitudes
con lo expuesto en la bibliografial®, y ademas, asemeja valores de citdlisis considerados

como normales en el ser humanol%

, por lo que podria interpretarse que la agresion
quirurgica llevada a cabo durante este estudio no ha precipitado un patrdn de citélisis

aberrante.
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Cabe mencionar por otro lado que la elevacion paralela de ambas enzimas puede estar
en relacion a un proceso isquémico hepatico y/o de Shock Hepatico. En dicho caso se
podria llegar a objetivar una elevacién 50 veces superior sobre los valores normales de

ambas enzimas!33.

No obstante, los valores individuales de citdlisis hallados parecen estar dentro de los
rangos de normalidad expuestos por otros autores® 109 102 habiendo descrito valores
llamativamente superiores al haber realizado modificaciones a la misma técnica®3.
Ademas, el hecho de haber administrado moléculas con un potencial regenerativo
supuesto, exige suponer un mayor proceso de renueva celular y de demanda sanguinea,
pudiendo explicar un ambiente de mayor caracter isquémico que explique nuestros
resultados. De hecho, los mayores valores para enzimas de citélisis se hallaron en el
grupo con Jacido fdlico, molécula con una supuesta capacidad potenciadora de la

regeneracion hepatica®®104,

Por otro lado, una isquemia hepatica global podria desencadenar una insuficiencia
hepatica fulminante!?®. Los resultados en nuestro estudio demuestran una correcta
funcion hepatica en las muestras sanguineas, tal y como se menciona en el apartado
anterior. No obstante, dichos resultados deben ser analizados con prudencia, habiendo
sido recogidos en las primeras horas tras la intervencidn y sin haberse recogido valores

de manera secuencial.

Estudio de la Colestasis

Durante este trabajo los valores de FA que se han obtenido entran dentro de los rangos
considerados como normales, sin existir disparidades significativas entre los grupos a
estudio. Para ratas Wistar de 8-16 semanas los valores no patoldgicos oscilan en torno

a 62-230 U/L0s,

A pesar de que a nivel de los hepatocitos el aporte sanguineo corra a partes iguales por
el sistema arterial y venoso, a nivel del arbol biliar, el aporte sanguineo procede

principalmente de la arteria hepdatica'®3. Por lo que, atendiendo a los niveles de
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bilirrubina y de FA hallados, no existen datos objetivos que defiendan un dano del arbol

biliar, deduciéndose un correcto aporte arterial y una ausencia de necrosis tisular.

Analisis de los resultados

Una vez validado el proceso de ligadura portal y la consistencia de nuestros resultados,

en los siguientes apartados se discute la confirmacion de nuestra hipotesis.

A continuacidn se debatirdn secuencialmente los resultados biométricos y de
crecimiento hepatico, para finalmente hablar de los cambios a nivel nuclear e

histolégico.

Datos biométricos

En este apartado se analizan los datos de peso corporal y hepatico; ademas de los pesos

de cada lébulo.

Peso corporal

Segun nuestro modelo experimental, el estrés inducido a la rata deberia haber supuesto

un catabolismo aumentado y una disminucion del peso inicial del animal.

En ese sentido, como cabria esperar, la pérdida de peso a las 36 horas se aprecié en
todas las ramas a estudio, con una disminucion media en gramos de 5,02 (2,05% del
peso medio); a pesar de haber administrado una dieta tipo “Pellet” comun desde el

postoperatorio inmediato.

Esa pérdida fue significativamente mayor en los grupos con acido fdlico, tanto en el
grupo con acido fdlico Unico, como en el grupo en el que se combind acido félico con 5-
fluororuracilo. La evolucidon ponderal (% respecto peso inicial) de los animales en los
grupos con acido folico fue comparativamente inferior a la objetivada en el resto de las

ramas.
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Comparando estos resultados con los descritos en la bibliografia, llama la atencién que
en el grupo de Héctor et al'®la mayor pérdida porcentual se objetivara al tercer dia de
la intervencion, siendo estd superior al 10% de media. Higgins y Anderson®’, en su
modelo de hepatectomia murina, describieron el acmé de la pérdida de peso a los 8-10
dias, tanto para ratas con laparotomia en blanco como para aquellas con hepatectomia
asociada. Los resultados en el estudio de Higgins y Anderson®’ se exponen de manera
secuencial, coincidiendo con una pérdida de entorno al 10% al tercer dia en ratas

hepatectomizadas, y siendo del 5-10% a las 36-48 horas.

Estos datos critican la precocidad de nuestros resultados, pudiendo haber apreciado
mayores diferencias a lo largo del tiempo, sin poder aseverar un patrén paralelo al

visualizado en las primeras 36 horas.

No obstante, el hecho de que la pérdida en las primeras horas fuera significativamente
mayor en el grupo de acido fdlico podria sugerir un estrés postquirdrgico y una pérdida
de masa magra mayor. Estos resultados coinciden con los apreciados en las bioquimicas,

habiéndose objetivado en la rama de acido mayor desnutricién proteica.

De la misma manera, un proceso regenerativo intenso exigiria un aporte nutricional con
requerimientos metabdlicos mayores. A pesar de no existir literatura que lo refrende, la
diferencia en la pérdida de peso nos hace pensar podria ser debido una proliferacién

hepatocitaria mayor.

Tras una agresion quirurgica el balance metabdlico se decantard hacia un ambiente
catabolico. En este sentido, el higado tratara de mantener los niveles glucidicos a
expensas de la gluconeogénesis. No obstante, la suelta catecolaminérgica que se
objetiva tras una intervencion quirurgica, conllevard una resistencia periférica a la
insulina y a un requerimiento energético inmediato. Esto producira inicialmente un
aumento de lipogénesis corporal, que rapidamente dara paso a la proteolisis. De hecho,
un rasgo distintivo de la desnutricion postquirdrgica serd la merma de la masa magra

corporal.
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Un proceso de inflamacién perpetuado se traducird en una dificultad de asimilacion de
las calorias alimentarias, es decir, en una incapacidad del aparato gastrointestinal para
absorber los nutrientes alimentarios. Todo ello hard que el estado catabdlico

postquirdrgico sea dificilmente reversible a través de un aporte nutricional normal.

Peso hepatico

En nuestro trabajo el mayor peso hepatico se hallé en el grupo tratado con 5-FU+Fo
(8,19 £ 0,87 gramos); el menor, por otro lado, en el grupo tratado con acido félico (6,21
+ 0,2 gramos). Sin embargo, estos resultados son poco representativos, dado que en el
grupo con acido fdlico las ratas a estudio tenian un peso corporal medio menor que en
el resto de los grupos. Resulta légico pensar que a menor peso corporal, el peso hepatico

también sera menor; controlado segun el indice de regulacién hepatoestatica.

En modelos de hepatectomia experimental en ratas la recuperacién del 100% del peso
hepatico se obtiene a las 2-3 semanas®’. En modelos de ligadura portal, los |6bulos
hepaticos no ligados obtienen un crecimiento en meseta a las 120-180 horas!®?, es decir,

a los 5-7 dias; a pesar de que el mayor indice mitético se alcance a las 36 horas'931%4,

En la bibliografia generalmente solo se expresa la diferencia de peso hallada entre las
diferentes ramas a estudio®, sin detallar el peso absoluto hepético de cada grupo. De
hecho, en la mayoria de los trabajos se correlaciona dicho peso con el peso corporal
total del animal, segun el indice hepatoestatico. De esta manera, poca informacién se
puede inferir del peso absoluto hepatico sin correlacionarlo con el peso corporal de la

rata.

indice de regulacion hepatoestatica

Durante el proceso de regeneracion hepatica el crecimiento del higado estara
rigurosamente controlado por medio de la “regulacion hepatoestatica”’>7¢77,
caracteristica regenerativa por la cual el higado crecera hasta representar el 2,5% del
peso corporal en el humano. Es por ello que exige prudencia el andlisis entre grupos del

peso hepatico total, ya que dependera mucho del peso de cada animal.
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Examinando los resultados obtenidos del ratio peso higado/cuerpo, cabe mencionar no
obstante, que los datos hallados se asemejan mucho a lo objetivado con los pesos
absolutos hepaticos. El grupo con mayor relacién porcentual fue el de Fo +5-FU seguido
del grupo de 5-FU; resultando ambos significativamente mayores respecto al grupo de
acido félico. Todos los resultados fueron inferiores a lo esperado como normal®’. Esto
probablemente sea debido a que en modelos de ligadura portal los I6bulos hepaticos no

ligados adquieren su mayor crecimiento a las 120-180 horas??2,

En la rata de experimentacidn, Higgins y Anderson®’ describieron un ratio de 3,58% en
animales de 125-225 g. En nuestros grupos control hallamos valores de 3,42% con pesos
de 226 gy 3,47% con 253 g. A pesar de que en nuestro laboratorio a mayor peso corporal
el ratio ascendiera ligeramente, segun lo expuesto en la bibliografia, el ratio tiende a
disminuir a mayor peso del animal, obteniendo valores similares al del humano!*2. Piao
et al'*® han llegado a describir un porcentaje peso higado/cuerpo de 2,5% con ratas de

470 g.

A pesar de que dichos resultados defienden un incremento de masa hepatica en los
grupos con 5-FU respecto al resto, esto no tiene necesariamente porque suponer un
proceso regenerativo mayor. Cuando Higgins y Anderson®’ estudiaron el proceso de
regeneracion hepdtica, apreciaron que ademas de la mitosis celular, en los 2-3 primeros
dias tras una hepatectomia segmentaria, el higado aumentaba de peso a través del
incremento congestivo del parénquima residual. Por lo que, una regeneracién celular

mayor, sin un incremento congestivo asociado, podria arrojar valores de peso inferiores.

Peso por lébulos

En el siguiente apartado se discute la hiperplasia de los |6bulos no sometidos a ligadura

portal.

Distribucién normal
En los estudios anatdmicos del higado de la rata®®7, el porcentaje de masa descrito para

cada ldbulo es el siguiente: I6bulo mediano 30%, |6bulo lateral izquierdo 40%, I6bulo
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lateral derecho 20% y ldbulo caudado 10%. Segun esta distribucidén, durante nuestro

procedimiento se habria realizado una isquemia portal del 50-55%.

Al analizar los pesos de los I6bulos sometidos a una ligadura portal de ratas control,
llamé la atencidn que en discordancia con los voliumenes citados, los pesos hallados para
ratas Wistar (Rattus Norvegicus, cepa WAG/RijHsd) de 3-4 meses de edad con un peso
de 223-253 g fue del 44%. De hecho, el porcentaje en masa para cada lobulo hepatico
para ratas de 226 g hallado en nuestro laboratorio fue el siguiente: 34,21% para el I6bulo
paramediano, del 32,87% para el |6bulo lateral izquierdo, 20,80% para el I6bulo lateral
derecho y del 12,12% para el I6bulo caudado. No se puede obviar que la diferente

alimentacion y/o la cepa animal empleada podria ser la explicacidén para todo esto.

Estos resultados difieren ligeramente de lo expuesto por Higgins y Anderson®’, no
obstante, son porcentajes similares a los hallados por otros autores®*®°, Por otro lado, a
mayor edad y peso de las ratas, la division lobular adquiere una diferenciacién mas
evidente!®; lo que probablemente acabé por asentar volimenes lobares similares a los

descritos en la literatura®’.

Para sucesivas descripciones y su entendimiento, habra que suponer que la isquemia

realizada fue inferior al 50%.

Grupos de estudio
Al igual que ocurria con el peso absoluto hepatico, la tendencia por cada I6bulo fue

similar, pudiéndose objetivar una masa mayor en los Iébulos en los que se utilizé 5-FU.

No obstante, llama la atencién lo del I6bulo paramediano o central derecho, ya que en
este caso el peso hallado entre los grupos fue similar sin arrojar grandes diferencias.
Cabe mencionar que, asemejando el higado humano, éste |6bulo presenta una pequefia
conexidn parenquimatosa con el I6bulo paramediano o central izquierdo. La atrofia del
LMI podria haber estado parcialmente mitigada por el aporte sanguineo recibido a

través del LMD.

101



Cierto es que Sakai N. et al®® encontraron que tanto en el |6bulo con isquemia portal
como en los que recibieron un hiperaflujo, la cascada de citocinas y de moléculas
proinflamatorias asciende; siendo mas llamativo en los Iébulos isquémicos. De este
hecho se puede inferir que la existencia de un aporte sanguineo supletorio a nivel del
LMI podria disminuir la intensidad del ambiente regenerativo; resultando en una menor

atrofia éste, con una inferior hiperplasia paralela de su l6bulo homdlogo.

Por otro lado, el crecimiento en los I6bulos restantes fue comparativamente mayor,
protagonizado principalmente por el Iébulo lateral derecho. Esto es facilmente
explicable al entender que en ausencia de los |6bulos lateral izquierdo y paramediano,
el l6bulo lateral derecho sera el predominante y de mayor tamafio; obligado a crecer y

suplir las exigencias corporales.

Aceptando dicha hipdtesis, y como viene siendo una constante, la rama en la que mayor
crecimiento se vio fue a la que se administré 5FU + Fo. No obstante, tal y como se ha
mencionado previamente, es necesario correlacionar dicho crecimiento con las
caracteristicas histologicas del parénquima, ya que un crecimiento a expensas de un
proceso congestivo mayor podria arrojar resultados que fueran poco representativos de

la funcionalidad del parénquima.

De hecho, existen estudios?®*? que han correlacionado la esteatosis hepatica con el uso
del 5-fluorouracilo, pudiendo explicar un aumento de masa hepatica al haber
aumentado el componente graso del parénquima. Si esto fuera asi, a pesar de tener

mayor peso hepatico, el higado residual podria tener una peor funcién.

Por otro lado, el crecimiento hallado con el grupo de 5-FU fue mayor siempre que a éste
se la afiadiera acido fdlico. El acido félico ha sido usado en estudios previos obteniendo
resultados que pudieran sugerir un aumento de regeneracion hepatica®®, por lo que, a
pesar de no haber obtenido significacion estadistica, la tendencia objetivada entre las
ramas de 5-FU y 5-FU + Fo, a favor de ésta ultima, podria defender una respuesta

proliferativa mayor al haberle afiadido acido fdlico.
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Morfologia celular

Para analizar la regeneracidn hepatica que obtuvimos en nuestros grupos, se procedid
a calcular el area nuclear y el nUmero de nucleos. El drea nuclear se usé como indicador
indirecto de la poliploidia celular reportada en la regeneracion hepatica’°3%4°, y el

numero de nucleos como simbolo de mitosis y proliferacion hepatocitaria.

Proliferacion celular

En modelos murinos de ligadura portal, el proceso de regeneracion hepdtica expuesto
parece tener un pico de proliferacidn celular a las 36 horas'®31%4, Estudios en modelos
de hepatectomia mayor en ratas infieren que a las 24 horas se da un incremento en la

sintesis de DNA, entrando en mitosis a las 48 horas’>.

Durante dicho proceso de sintesis de DNA y de mitosis, los hepatocitos en fase
quiescente entraran nuevamente en su ciclo celular, dando como resultado células
poliploides, mayoritariamente mononucleadas’>®*°>, De este hecho se puede deducir
gue un proceso de regeneracién intenso arrojara un drea nuclear mayor, ademas de un

aumento cuantitativo en el nimero de hepatocitos.

En nuestro experimento, la extraccidon de los higados se realizé a las 36 horas tras la
realizacion de la ligadura portal, con objeto de obtener una muestra representativa de

del proceso de proliferacion celular.

Area nuclear

La medicion del area nuclear de los hepatocitos arrojo resultados a favor del uso del
acido fdlico. La media del area nuclear al afiadir acido folico fue significativamente

mayor en comparacién con el resto de los grupos (121 + 5,24 pm?).

El uso del 5-FU por otro lado, y en defensa de nuestra hipotesis inicial, disminuyo de
media el area nuclear hepatocitario. Resulta interesante puntualizar que la asociacién
de acido fdlico al 5-FU aumento el area nuclear, con valores que se asemejan a los
hallados en el grupo control y que podrian sugerir un proceso de regeneracién parejo al

existente en higados en ausencia de quimioterapia.
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En trabajos previos publicados por nuestro mismo grupo de investigacion, Portugal et
al®® demostraron el efecto hepatotréfico del &cido félico en un modelo de hepatectomia
mayor en ratas. No resulta raro pensar que dichos resultados pudieran ser reproducibles
en otros modelos de regeneracion hepatica, a pesar de que existiera una agresion tisular

diferente.

De hecho, en estudios posteriores realizados en modelos de ligadura portal’®, los
resultados arrojaron un valor a favor de la regeneracidn hepatica al administrar acido
folico a los animales de investigacion. En este trabajo, la poliploidia celular se analizd
por medio del aumento en el area nuclear de los hepatocitos, siendo ésta
estadisticamente superior 36 horas después de la administracion de acido fdlico. De
dicho trabajo también obtuvimos la media basal del area nuclear hepatocitaria sin
estimulos regenerativos, 43 + 16 um?. A lo largo de nuestro trabajo, los resultados
hallados fueron superiores a dos veces dicho valor tras la ligadura portal (111 + 4,41

um?); y practicamente se triplicé al afiadir dcido félico (121 + 5,24 um?).

Esto trae consigo una discusion interesante, pudiendo significar que la asociacion de
acido folico a la quimioterapia con 5-fluorouracilo podria resultar en una regeneracion
hepatica similar a la que se obtiene tras una cirugia hepatica. El 5-FU es un
quimioterapico con accion probada frente a la célula del CCR®®3°, por lo que probar que
no afecta la regeneracion hepatica al asociarlo al 4cido félico y/o leucovorina (asociacién
con efecto quimioterapico probado®®3!), podria traer implicaciones prometedoras para
la terapéutica multidisciplinar de la metdstasis del CCR. De hecho, podria facilitar
escenarios en los que se administrase quimioterapia precozmente tras la cirugia, sin

afectar al proceso de regeneracion hepatico.

Existen trabajos que han demostrado que la célula tumoral residual prolifera durante la
regeneracion hepatica**®°. El control de las micrometdéstasis inadvertidas al afiadir

guimioterapia podria traer mayor eficacia a los tratamientos oncolégicos del CCR.
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Mitosis celular

La suma total de nicleos en 100 um? de muestra histoldgica mostré valores a favor de
la aplicacion del acido fdlico. El contaje de nucleos en la rama de acido félico (24,4 + 6,20
nucleos) fue significativamente mayor que en el grupo control y que en el grupo con 5-

FU.

Por otro lado, la asociacion del acido félico a la rama con 5-FU aumento la mitosis celular

en un 39,10% (21.7 + 6,84 nucleos) respecto al grupo con 5-FU Unicamente.

Todo esto, al igual que con el drea nuclear, defiende que la asociacién de acido fdlico al
5-fluorouracilo podria paliar el efecto antiproliferativo del farmaco, sin afectar sobre la

regeneracion hepatica y pudiendo mantener su capacidad antitumoral.

Existen trabajos3! que defienden la necesidad de asociar folinato célcico, leucovorina, al
5-fluorouracilo para intensificar su accion. En este contexto, la asociacion de acido félico
al 5-fluorouracilo afectaria a la duplicacion del DNA y por tanto a la mitosis y
proliferacién celular, tanto a nivel tumoral como hepatocitario. No obstante, pendiente
de probar nuestros resultados en futuros trabajos y en un modelo con células tumorales
del CCR, la posible ventaja competitiva de la célula tumoral al obtener nutrientes,
acompafiado de un aumento en la dosis de leucovorina y/o asociacién de acido félico,
podria mantener el efecto antitumoral del farmaco a la par de estimular la regeneracién
hepatica. Esta hipdtesis se entiende al suponer una sobrecarga de acido fdélico que

pudiera llegar tanto a la célula tumoral afecta por el 5-fluorouracilo como al hepatocito.

Sakai N. et al®® en su trabajo sobre el crecimiento tumoral en un modelo de ligadura
portal demostraron un crecimiento incrementado tumoral en los l6bulos ligados. Este
hecho es légico si se valora el proceso desde un punto de vista fisioldgico, es decir,
mientras que la célula hepatica depende mayoritariamente del flujo sanguineo portal,
la célula tumoral dependera del flujo arterial; por lo que, el ambiente proliferativo que
se aprecia en el I6bulo atroéfico supondra una ventaja para la célula superviviente. Esta

ventaja competitiva haria que la célula tumoral fuera la primera en captar también el 5-
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fluorouracilo, dejando menor cantidad de farmaco para el resto de las células en

proliferacién. En resumen, obteniendo el objetivo antitumoral y proliferativo buscado.

Histologia

Del analisis histoldgico de las muestras llamé la atencidn la tendencia que existié por
objetivar focos de apoptosis en las ramas tratadas con acido félico, tanto en el grupo

con acido félico como Unico farmaco, como en la rama con acido félico y 5-fluorouracilo.

La existencia de una mayor incidencia de muerte celular (apoptosis) con el acido fdlico
defiende los niveles de citdlisis observados durante el estudio. Sin embargo, a pesar del
dafio tisular que pudiera implicar dicha elevacion enzimatica, en ningun caso se objetivo
una funcion hepatica insuficiente; o dicho de otro modo, no existié isquemia con

necrosis asociada.

Por otro lado, cabe recordar que las ramas con félico fueron las que presentaron mayor
indice mitético y de area nuclear global. Probablemente, la apoptosis aislada existente

se relacione con focos de mayor regeneracion en el paréngquima restante.

Si aceptamos la premisa de que el acido folico es un potenciador de la proliferacion
celular, demostrado en multiples estudios y en el presente®®104116117- v que por el
contrario, el 5-FU inhibe dicho crecimiento al anular la TYMS3?; las diferencias
histolégicas halladas debieran ser consecuencia de dicho efecto. Es decir, la presencia
de apoptosis en el grupo con Fo, y la ausencia de ella en el grupo con 5-FU; en correlacién
con los resultados obtenidos a nivel del recuento y del area nuclear, debieran insinuar
un mayor estimulo regenerativo con el acido fdlico. De la misma manera, la presencia

de apoptosis en el grupo de Fo+5-FU refrendaria dicho efecto proliferativo.

Cabe mencionar que la distribucion de los parches de apoptosis siguid un patrén claro,
restringiéndose al drea centrolobulillar o perivenular (zona Ill). La zona | periportal,
considerada la mas vascularizada, se mantuvo integra y con imagenes histoldgicas de
mitosis y regeneracioén intensa. Es logico pensar que en un modelo de estrés inducido
por isquemia hepatica, un potente estimulo de regeneracion podria producir un rapido

crecimiento de los hepatocitos que mas cantidad de oxigeno, nutrientes y acido fdlico
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recibieran; es decir, aquellas células que se encontrasen cerca del flujo sanguineo portal.
La administracion del acido félico fue intraperitoneal, por lo que el farmaco llego al
higado a través de la circulacién portal. Existe bibliografia que defiende que la funcién
de los hepatocitos difiere segtin en qué zona de lobulillo hepético se encuentrent?9121,
Ademas, parece que ésta funcidn cambia en el higado en regeneracién; proceso en el
gue los hepatocitos del area intermedia y perivenular adquieren mas funcion metabdlica
para compensar una proliferacién intensa de los hepatocitos periportales!?2123, Dicha

alteracion funcional parece que ocurre entre las 4-36 horas iniciales tras la lesidon

hepatica'?3, rango temporal que coincide con el del estudio actual.

Finalmente, debemos recordar que el modelo experimental en ratas nos facilita un
ejemplo en el que representar un ambiente de estrés quirdrgico extremo. La
regeneracion hepatica en la rata ocurre en horas y dias®”/102103104: mjentras que la
regeneracion hepatica en el humano se cuenta en semanas y meses. Dicho de otra
manera, el estrés extremo del estimulo proliferativo ejercido sobre la regeneracién de
higado murino, extrapolado al higado humano; podria suponer una agresion mas

atenuada en tiempo, y por lo tanto, sin la consiguiente apoptosis celular.
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CONCLUSION

A continuacion se enumeran las conclusiones que se pueden inferir de este estudio.

Del modelo de ligadura portal en rata se puede concluir que:

1. La ligadura portal produce una atrofia sin necrosis del parénquima ligado;
ademas de una hipertrofia del parénquima no ligado.

2. Setrata de un modelo técnicamente reproducible y con resultados comparables.

3. Laligadura del 50% del higado en la rata resulta segura tras 36 horas, sin afectar

sobre la funcién hepatica.
De los resultados obtenidos con las moléculas a estudio se puede concluir que:

1. El acido félico intraperitoneal, en un modelo de isquemia como el actual,
aumenta la regeneracién periportal, el nUmero de mitosis y el area nuclear.

2. El 5-Fluorouracilo intraperitoneal, en un modelo de isquemia como el actual,
disminuye el nUmero de mitosis y area nuclear.

3. No se puede demostrar una proliferacién predominantemente periportal al
afadir 5-Fluorouracilo, aunque no puede excluirse un efecto distinto con dosis
diferentes a las actuales.

4. La asociacion del acido félico al 5-fluorouracilo, a las dosis y via empleadas en
este estudio, y en un modelo de ligadura portal del 50%, contrarresta el efecto
deletéreo del 5-fluorouracilo sobre la regeneracidn hepatica.

5. La asociacién del acido félico al 5-fluorouracilo, a las dosis y via empleadas en
este estudio, y en un modelo de ligadura portal del 50%, aumenta el nimero de

mitosis y el area nuclear.
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Distribucion normal y andlisis grafico de los datos

Con intencion de organizar los datos y representarlos graficamente se procedié a
ordenar los afios de publicacion, factores de impacto y citas bibliograficas segin una

distribucidén normal.

Anos de publicacion

De las 124 referencias bibliograficas referidas en la tabla previa, el afio de publicacién
medio fue el 2004, habiéndose publicado la referencia mds antigua en 1931, y la mas

reciente en el 2020. La distribucion normal obtenida fue la siguiente:
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Factor de impacto (estratificado por aifo de publicacion)

De entre todas las referencias utilizadas no se pudo obtener el factor de impacto en un
26,61% de las revistas. El afio de publicacion de las referencias sin factor de impacto fue
anterior a 1996 en el 60,60% de los casos. La media del factor de impacto del resto de
todas las referencias fue 7,78, con una desviacién estandar de 9,50. La distribucion

normalizada de los resultados se puede observar en la siguiente campana de Gauss:

Factor de impacto (Distribucidn normal)
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Citas bibliograficas

La media de las citas bibliograficas de las referencias utilizadas en este trabajo fue de
112,17, con una desviacidn estandar de 134,23. En el siguiente grafico se observa su

distribucidon normalizada:
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