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RESUMEN

Considerada la importancia adquirida por la
ciclosporina A (CsA) en el trasplante hepatico
y su capacidad de inducir y potenciar la rege-
neracién hepatocitaria, nos hemos planteado
estudiar los efectos de este farmaco sobre otros
aspectos del funcionalismo hepatico. Hemos
empleado ratas Sprague-Dawley tratadas con
CsA y sometidas a hepatectomia parcial en las
que hemos valorado citofotométricamente la
actividad succinato-deshidrogenasa (SDH). La
tipica diferenciacion del parénquima hepatico
en dos zonas con distinta actividad SDH dis-
minuye con la hepatectomia parcial y se hace
casi imperceptible tras el tratamiento con CsA.
Los efectos reductores de la zona enzimatica-
mente mas activa del lobulilio hepdtico provo-
cados por el tratamiento con CsA y por la he-
patectomia parcial se suman. Esto hace
sospechar que los mecanismos inductores de la
regeneracion sean distintos en estos dos pro-
cesos.

MODIFICATION OF THE ZONAL DISTRIBUTION
OF SUCCINATE-DEHYDROGENASE IN THE
NORMAL AND REGENERATING LIVER OF THE
RAT AFTER TREATMENT WITH CYCLOSPORIN A
Taking into account the importance given to
cyclosporin A (CsA) in liver transplantation
and its capacity to induce and increase hepa-
tocyte regeneration, we proposed to study the
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effects of this drug on other aspects of hepatic
function. We used Sprague-Dawley rats, which
we treated with cyclosporin A and then under-
went partial hepatectomy and in which the
succinate-dehydrogenase (SDH) activity was
measured by means of cytophotometry. The
typical differentiation of the hepatic paren-
chyma into two zones with a distinct succina-
tedehydrogenase activity decreased following
partial hepatectomy and became almost undis-
cernable after treatment with cyclosporin A.
A summation took place of the reducing effects
in the more enzymatically active zone of the he-
patic lobule, which were induced by the treat-
ment with cyclosporin A and by the partial he-
patectomy. This finding raises the suspicion
that the mechanisms which induce regeneration
are different in either of the two processes.

La ciclosporina A (CsA) es un metabolito flngico
de naturaleza polipeptidica con una gran actividad
inmunosupresora en el hombre. Se debe a Calne et
al! la introduccion de este farmaco en la clinica del
trasplante hepatico, pero fueron Starzl et al® quie-
nes empezaron a usarla asociada a bajas dosis de
corticoides con resultados espectaculares: la super-
vivencia al afio del trasplante subi6 del 33 % al
66 %3,

Sin embargo, ya en 1978, Calne et al® refirieron
una cierta hepatotoxicidad en enfermos sometidos
a trasplante renal y tratados con CsA. Thomson et
al’ demostraron, en un estudio de toxicidad en ra-
tas, una discreta disfuncidn hepatica debida a la
CsA. Otros autores han referido hallazgos simila-
res y los atribuyen a una disfuncion hepatocitaria
reversible y dosis dependiente®®. La superacion de
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Fig. la-d. Distribucion de la succinato-deshidrogenasa en el parénquima hepdtico de la rata: a) animales normales; b) sometidos
a hepatectomia parcial; c) tratados con CsA; y d) tratados con CsA y sometidos a hepatectomia parcial. Se aprecia el cambio de
una distribucion preferentemente periportal a otra mds difusa por todo el parénquima.

esta situacion de lesion hepdtica puede deberse a dos
mecanismos diferentes: recuperacion de los hepa-
tocitos afectados o sustituciéon de los mismos por
medio de un mecanismo de regeneracion hepatoci-
taria.
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Fig. 2. Al superponer las cuatro grdficas se aprecia un despla-
zamiento hacia la izquierda de las curvas respecto a la de los
animales control, mds acusado en los animales tratados con CsA
que en los simplemente hepatectomizados. En los animales so-
metidos a ambos tratamientos, esta disminucion del segundo pico
de la curva (zona B) se acentiia hasta el extremo de no ser per-
ceptible,
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La capacidad del higado para reemplazar los hepa-
tocitos dafiados fue demostrada por Higgins et al'?
en 1944, Desde entonces se han sucedido numero-
sos trabajos encaminados a aclarar el mecanismo
de este proceso regenerativo.

Apoydndonos en estos estudios, podemos suponer
que las lesiones y muertes celulares que acontecen
durante la preservacion del higado en el trasplante
hepatico se compensan mediante este mecanismo re-
generativo.

A la vista de la importancia de la regeneracion he-
patica y de la CsA en el trasplante hepatico ortoto-
pico, hemos investigado los posibles efectos de la
CsA sobre el funcionalismo hepatico y sobre su ca-
pacidad regenerativa. Hemos escogido para este es-
tudio la actividad de succinato-deshidrogenasa
(SDH) debido a que esta enzima ha sido aceptada
como un buen marcador de la actividad metabdli-
ca de los hepatocitos'', y a que su tipica distribu-
cion zonal se modifica de manera caracteristica tras
la hepatectomia parcial'’.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se ha realizado con ratas Sprague-Dawley
hembras (200-220 g). Se han considerado cuatro grupos de 10
animales: controles, hepatectomia, ciclosporina A y hepatecto-
mia + ciclosporina A.

-
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TABLA 1. Intensidad media de la reaccion de SDH
en las diversas series experimentales

TABLA II. Porcentaje de puntos pertenecientes a cada
zona y proporcion A/B

L Zona A | Zona B i A | % B | am
Control 965 (10) 1546 (196) Control 56,62 (7,4) 43,38 (7,4) 1,30
Hepatectomia 968 (25) 1328 (19) Hepatectomia 73,76 (4,6) 26,24 (4,6) 2,81
CsA 908 (25) 1338 (37) CsA 86,44 (5,5) 13,56 (5,5) 6,37
Hep. + CsA 933 (15) 1297 (34) Hep. + CsA 88,20 (4,0) 11,80 (4,0) 7,47

Entre paréntesis la desviacion estindar.

La hepatectomia parcial (40 % * 3) se practicé resecando el 16-
bulo lateral izquierdo, previa anestesia con pentobarbital sédico
(30 mg/kg ip).

La CsA se ha administrado por via intraperitoneal, disuelta al
1 % en una mezcla de etanol anhidro e Intralipid-10 % (propor-
cién 1/10). La dosis empleada ha sido de 20 mg/kg/dia, durante
tres dias. En el grupo de hepatectomia + CsA, la CsA se comen-
26 a administrar la vispera de la intervencién.

Los animales se sacrificaron 40 horas después de realizada la he-
patectomia o al tercer dia de tratamiento con CsA. Previa anes-
tesia con pentobarbital sédico (35 mg/kg), se extrajo rapidamente
el higado, de cuyo 16bulo central se obtuvieron dos bloques de
aproximadamente 1 cm de lado. Tras lavar estas muestras me-
diante agitacion suave en suero fisiolégico y congelarlas en ni-
trégeno liquido, se obtuvieron cortes histolégicos de 8 um de es-
pesor en un criostato «Leitz».

La actividad de la SDH se ha puesto de manifiesto utilizando suc-
cinato sodico y p-nitrobluetetrazolium como substrato!?. Los cor-
tes histolégicos se han incubado en este medio a 37 °C durante
45 minutos, deteniéndose la reaccién mediante lavado y fijacion
con vapores de formol. Se han sometido a la reaccién 10 cortes
histologicos de cada animal, montados en portas de dos en dos.
Para cuantificar la intensidad de la reaccion SDH hemos empleado
el método microespectrocitofotométrico de la «doble drea», des-
crito por Mariano Garcia', Este método consiste, basicamen-
te, en la medicidn consecutiva de dos dreas concéntricas, la me-
nor de las cuales debe abarcar una zona en la que el cromé6foro
se encuentre homogéneamente distribuido. Las mediciones se han
realizado con un microespectrofotdmetro Zeiss controlado me-
diante un ordenador Olivetti M-20.

De cada animal se han escogido tres portas al azar, valordndose
en cada uno la preparacién que presentaba mayor calidad. Se
ha cuantificado la reaccidn en seis puntos equidistantes alrede-
dor de cada vaso encontrado en la preparacion, calculdndose a
continuacién los histogramas de frecuencias de los valores obte-
nidos. Los estudios estadisticos de los datos obtenidos se han rea-
lizado con un microprocesador Olivetti M-24.

Utilizando una modificacién del método descrito por Bartels!s
los histogramas se ajustaron a dos gaussianas, y se procedié a
su estandarizacién adjudicando al pico de la primera un valor
arbitrario de 1.000 (reajustando a continuacion cada uno de los
valores del histograma). Esto ha permitido sumar los datos de
todas las muestras de cada animal y de todos los animales de cada
serie experimental, obteniéndose asi 10 histogramas de frecuen-
cias en cada serie experimental; y cuatro histogramas acumula-
dos, uno por serie. Cada nuevo histograma fue ajustado a dos
gaussianas.

En cada uno de los diez «histogramas controles» se midi6 el punto
de interseccién de las dos gaussianas. Al valor promedio de di-
cho punto se le denomind «valor frontera», y se ha empleado
para establecer el limite entre las dos zonas del parénquima he-
patico: zona oscura (funcionalmente mds activa, denominada
zona B) y zona clara (funcionalmente menos activa, denomina-
da zona A).

En cada serie experimental se ha calculado el porcentaje de pun-
tos y el valor medio de cada zona, asi como la relacidn existente
entre ambas zonas.

Hemos representado los histogramas acumulados de cada serie
en una grafica lineal (eje horizontal: intensidad de la reaccion;
eje vertical: frecuencia relativa de los puntos con una intensidad
dada). Esto ha facilitado la superposicion de los datos con fines
comparativos.
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Para valorar la significacién estadistica de las diferencias halla-
das hemos utilizado el test de 1a “‘F** de Snedecor para compro-
bar la igualdad de las varianzas, y el test de la t de Student para
comprobar la igualdad o no de las medias (tomada de A. Gu-
llon, «Introduccién a la estadistica aplicada»; Edit. Alambra,
Madrid, 1970). El nivel de significacion establecido en nuestro
trabajo ha sido del 5 %.

RESULTADOS

La heterogeneidad zonal es clara en las muestras de
los grupos control. En ellas se distinguen claramen-
te dos tipos de vasos: unos rodeados de una zona
de parénquima clara (zona A}, y otros de una oscu-
ra (zona B, funcionalmente mds activa). Las zonas
oscuras corresponden al drea periportal o zona 1 de
Rappaport; y las claras al area centrolobulillar o
zona 3 de Rappaport. Esta diferencia de intensidad
entre las dos zonas del lobulillo hepatico disminuye
tras la hepatectomia; y esta disminucion es todavia
mayor tras el tratamiento con CsA (fig. 1).

En las gréficas lineales que representan los «histo-
gramas acumulados» de cada serie experimental (fig.
2) se aprecia la misma bipolaridad en la actividad
SDH del parénquima hepatico que se observaba en
los cortes histologicos. Asi, el grupo control presenta
un histograma con dos picos claramente diferencia-
dos. El primero se corresponde con los puntos si-
tuados en areas claras o centrolobulillares, y esta
situado, al igual que en los demas grupos experimen-
tales, en torno al valor estandar de 1.000. La inten-
sidad media de la reaccién SDH, siempre en unida-
des arbitrarias, ha sido 965 UA (tabla I). A esta zona
corresponde el 56,62 % del total de puntos medi-
dos (tabla II). El segundo pico (puntos correspon-
dientes a la zona periportal) se sitia en torno a 1.600
UA, abarca el 43,38 % de los puntos y la intensi-
dad media de la reaccién ha sido de 1.546 UA.
En el grupo de animales sometidos a hepatectomia
el primer pico del histograma, situado en torno al
1.000, comprende el 73,76 % de los puntos con una
intensidad media de 968. El segundo pico se sitia
en torno a 1.380, sus puntos son el 26,24 % del to-
tal y su intensidad media es de 1.328 UA.

El histograma de los animales tratados con CsA pre-
senta un primer pico que abarca el 86,44 % de los
puntos, con una intensidad media de 908 UA. El se-
gundo pico se sitia en torno a 1.300 y es dificil de
distinguir del primero, comprende el 13,56 % de los
puntos, con una intensidad media de 1.338 UA.
El grupo tratado con CsA y sometido a hepatecto-
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Fig. 3. Representacion grdfica de los porcentajes de las zonas
A y B (de mayor actividad SDH). Se aprecia una franca reduc-
cién de la zona B en las tres series experimentales frente a los
animales control. El porcentaje de zona B es significativamente
menor en los animales tratados con CsA y sometidos a hepatec-
tomia que en los que unicamente han recibido el tratamiento con
CsA.

mia parcial presenta un primer pico en su histogra-
ma que comprende el 88,2 % de los puntos medi-
dos, con una intensidad media de 933 UA. EI se-
gundo pico se confunde con el primero en el
histograma: esta situado en torno a 1.250, compren-
de 11,8 % de los puntos, con una intensidad me-
dia de 1.277 UA.

Al superponer las cuatro graficas (fig. 2) se aprecia
un desplazamiento hacia la izquierda de las curvas
respecto a la de los animales control, mas acusado
en los animales tratados con CsA que en los sim-
plemente hepatectomizados. Ademads, en estos ul-
timos se aprecia una disminucion del segundo pico
de la curva (correspondiente a la zona B), que se
acentda hasta el extremo de no ser perceptible en
los animales tratados con CsA.

El porcentaje de puntos correspondientes al segun-
do pico del histograma (43,38 %) disminuyd en un
39,5 % con la hepatectomia (26,24 %). Los anima-
les hepatectomizados y tratados con CsA presenta-
ron un porcentaje de zona oscura mucho menor
(11,8 %), lo que, comparado con los controles, sig-
nifica una disminucion del 72,8 %. El simple tra-
tamiento con CsA ha inducido una reduccién del
68,8 % de la zona B (13,56 %) (fig. 3).

La intensidad de la reaccion en la zona B ha dismi-
nuido en un 14-17 % en las tres series experimen-
tales (1.546 versus 1.316 +22). Esta disminucion,
estadisticamente significativa (p <0,005), es similar
en los animales tratados con CsA y en los hepatec-
tomizados, pero es significativamente mayor
(p <0,05) en los animales sometidos simultdneamen-
te a ambos tratamientos.
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DISCUSION

La poblacion hepatocitaria del higado presenta un
caracter heterogéneo'é, lo que se ha justificado por
la diferente irrigacion que reciben los hepatocitos
seguin su localizacidn respecto al espacio porta mds
proximo'’. Esto ha llevado a que la clasica division
del higado en lobulillos anatdmicos esté siendo sus-
tituida por las divisiones basadas en consideracio-
nes funcionales'®. Asi, Rappaport!® propuso la di-
visidn del parénquima hepatico en acinos situados
en torno a las ramas terminales del arbol portal, y
que permite distinguir tres zonas funcionales en base
a su mayor o menor irrigacién. La distincion entre
zona periportal y centrolobulillar sigue el mismo
concepto.

La heterogeneidad hepatocitaria se pone de mani-
fiesto cuando se aislan los hepatocitos por su den-
sidad de flotaciéon®®?', Igualmente, puede ponerse
de manifiesto in situ por el diferente nivel de acti-
vidad enzimética que presentan los distintos
hepatocitos®?. La SDH resulta especialmente util
para este proposito por la marcada diferencia que
existe entre las zonas periportal (de muy alta acti-
vidad) y centrolobulillar'?. Por tanto, puede con-
siderarse que la SDH es un marcador diferencial de
los dos tipos de hepatocitos.

Los hepatocitos de las zonas periportal y centrolo-
bulillar, ademads de ser diferentes respecto a su con-
tenido enzimético??, presentan diferencias ul-
traestructurales?. Asi, se ha acufiado el concepto
de metabolic zonation que propone diferentes fun-
ciones para las dos zonas: la gluconeogénesis pri-
maria en el drea periportal, y la glucdlisis en la
centrolobulillar’2. Esta heterogeneidad zonal es
mas dindmica que estatica, y sufre modificaciones
por desarrollo fetal y posnatal?*, hambre, cirrosis
experimental y regeneracion!?.

Nuestros resultados con la SDH en higado normal
y sometido a hepatectomia coinciden con los de An-
dersen et al'2: «la tipica localizacidén periportal
cambia a una distribucién mas difusa entre las 8 ho-
ras y el séptimo dia». Son numerosos los trabajos
que hacen referencia a esta redistribucién
zonal'#2:2.25 pero en ellos no se aclaran los meca-
nismos biolégicos o funcionales responsables. La
discusién se centra en una posible asociacion de esta
redistribucién zonal con cambios funcionales hepa-
tocitarios ligados bien al estimulo inductor de la re-
generacion, o bien a los cambios ambientales indu-
cidos por la propia regeneracion.

Solo existen unos datos que aclaran algo sobre
la instauracidn de la funcion hepatica y la redistri-
bucidn zonal en relacion con otros componentes de
la estructura hepatica®. Asi, la delimitacion zonal
de los hepatocitos se instaura en la rata después de
la primera semana de vida extrauterina, siguiendo
la diferenciacion de las células endoteliales. Estas
muestran ya desde las ultimas fases del desarrollo
embrionario unos patrones morfoldgicos diferen-
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ciales entre las dos zonas funcionales. Se sugiere asi
un papel inductor de las células endoteliales en la
delimitacién regional del lobulillo hepético. Acep-
tando esta sugerencia, podriamos extrapolar de
nuestros resultados una posible accion de la CsA
sobre las células endoteliales: serian ellas quienes
transmitirian a los hepatocitos del parénquima unos
estimulos que se traducirian en los cambios funcio-
nales definidos.

El aspecto mas llamativo de nuestros resultados lo
constituye el hecho de que la CsA induzca una des-
diferenciacion zonal similar a la inducida por la he-
patectomia, pero en un grado mucho mas intenso.
No hemos encontrado en la literatura ninguna re-
ferencia respecto a fenémenos similares provoca-
dos por otros tratamientos farmacoldgicos.
Habida cuenta de que la diferenciacién zonal pare-
ce deberse a diferencias ambientales dentro del te-
rritorio hepético®, puede concluirse que la CsA,
de alguna manera, est4 disminuyendo ese efecto di-
ferenciador. Ahora bien, caben, a nivel tedrico, dos
posibles mecanismos: una disminucion de las dife-
rencias ambientales mediada por la CsA, o una cier-
ta disminucién de la sensibilidad del hepatocito
frente a esas diferencias.

Teniendo en cuenta que la CsA induce la regenera-
cién hepética y exalta la regeneracién inducida por
la hepatectomia®, y que la regeneracién hep4tica
se acompafia de un cierto grado de desdiferencia-
cién zonal, cabria suponer que nuestro hallazgo no
es mas que la consecuencia logica de la regenera-
cién inducida por la CsA. Sin embargo, la intensi-
dad de la regeneracion inducida por la CsA no guar-
da proporcién con el grado de desdiferenciacién que
produce®. Por ello, y por el hecho de que el efec-
to desdiferenciador de 1a hepatectomfa y de la CsA
sea aditivo, nos inclinamos a pensar en la coexis-
tencia de dos mecanismos responsables de esta des-
diferenciacién: la regeneracién inducida per la CsA,
y un efecto metabdlico propio de la CsA sobre el
hepatocito.
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