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Resumen

Con la finalidad de estudiar los posibles cambios induci-
dos por la ciclosporina A (CyA) sobre el funcionalismo he-
patico, se ha valorado su efecto sobre la sintesis de DNA
hepatocitario consecutiva a hepatectomia parcial. La CyA
se ha administrado por via intraperitoneal a cuatro grupos
de ratas, en los que se ha cuantificado el DNA intranuclear
hepatocitario por un método microespectrofotométrico so-
bre tincion de Feulgen-Rossenback. La administracion de
CyA intraperitoneal ha provocado un aumento del conteni-
do medio hepatocitario en DNA-Feulgen, tanto en los ani-
males normales como en los sometidos a hepatectomia par-
cial del 40%, lo que indica un aumento en el nivel de poli-
ploidia de los hepatocitos. Por ello parece permitido con-
cluir que la CyA induce la entrada en fase de sintesis de los
hepatocitos en el higado en reposo y exalta la sintesis de
DNA hepatocitario inducida con la hepatectomia del 40%.

Abstract

With a view to study of possible alterations induced by
Cyclosporin A (CyA) on liver function, its effect has been
assessed on the synthesis of hepatocytic DNA following par-
tial hepatectomy. The CyA was administered intraperiton-
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eally in four groups of rats, in which the hepatocytic intra-
nuclear DNA was quantified by means of a microspectro-
photometic method on Feulgen-Rossenback tinction. The
intraperitoneal administration of the CyA caused an in-
crease in the mean hepatocytic content in DNA-Feuigen
both in normal animals and in those submitted to a partial
hepatectomy of 40%, which indicated an increase in the
hepatocyte polypoid level. It therefore seems that it can be
concluded that CyA induces the entry to the synthesis
stage of hepatocytes in the liver at rest, and raises the syn-
thesis of hepatocytic DNA induced with a 40% hepatectomy.

Zusammenfassung

Um die méglichen Anderungen studieren zu konnen, die
durch das Zyklosporin A (CyA) hinsichtlich des hepatischen
Funktionalismus hervorgerufen wurden, wirdigen die
Verf. die Wirkung auf die Synthese der hepatozytiren DNA
nach einer Teilweisen Hepatektomie. Das CyA wurde auf
intraperitonealem Wege an 4 verschiedene Gruppen von
Ratten verabfolgt, bei denen das hepatozytire intranuklea-
re DNA auf Grund einer mikrospektrophotometrischen
Methode nach Feulgen-Rossenbackscher Farbung mengen-
massig bestimmt wurde. Dic intraperitoneale Verabfolgung
von CyA fithrte zu ciner Erhéhung des durchschnittlichen
hepatozytiren Gehalts an DNA-Feulgen sowohl bei den
normalen Tieren wie auch bei denjenigen Tieren, bei denen
eine 40% teilweise Hepatektomie vorgenommen wurde, was
auf eine Erhohung des Polyploid-spiegels der Hepatozyten
hindeutet. Aus diesem Grunde scheint die Annahme
moglich, dass das CyA in der Synthesephase den Eintritt
der Hepatozyten in die im Ruhezustand befindliche Leber
begiinstigt und die Synthese der hepatozytiren DNA unter-
streicht, die mit der 40% teilweisen Hepatektomie erreicht
wurde.
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Résumé

En vue d’étudier les changements possibles induits par
la cyclosporine A (CyA) sur le fonctionnalisme hépatique,
on en a évalué Peffet sur la synthése de DNA hépatocytaire
consécutive a une hépatectomie partielle. La CyA a été
administrée par la voie intrapéritonéale dans quatre grou-
pes de rats, ot ’on a quantifié le DNA intranucléaire hépa-
tocytaire par une méthode microspectrophotométrique sur
teinture de Feulgen-Rossenback. L’administration intra-
péritonéale de CyA a provoqué une augmentation de la
tencur moyenne hépatocytaire en DNA-Feulgen aussi bien
chez les animaux normaux que chez les animaux soumis 2
hépatectomie de 40%, ce qui indique une augmentation
dans le niveau de polyploidie des hépatocytes. Pour cette
raison, il semble permis de conclure que la CyA induit ’en-
trée en phase de synthése des hépatocytes dans le foie en
repos et exalte la synthése de DNA hépatocytaire induite par
Phépatectomie de 40%.

Introduccion

La ciclosporina A es un metabolito fingico de na-
turaleza polipeptidica y con actividad inmunosupre-
sora selectiva sobre los linfocitos. Calne y cols.
(1979) la introdujeron en la clinica del trasplante
hepatica '. En los primeros meses de 1980, Starzl y
cols. © comenzaron a usarla asociada a prednisona,
obteniendo un notable avance en la profilaxis y tera-
péutica del rechazo *.

Con la mejora en las perspectivas de sobrevida, la
técnica del trasplante hepatico ortotépico (THO) se
ha extendido a pacientes pediatricos, ensayiandose
nuevas técnicas quirdrgicas adaptadas a sus peculia-
res circunstancias. Asi, se estan practicando tras-
plantes ortotépicos con higados adultos reducidos a
uno o parte de uno de sus I6bulos (Bismuth y Hous-
sin, 1984), confiando a los sistemas de regulacion del
huésped la posterior adaptacion del tamano del hi-
gado a las propias necesidades, via regeneracién
hepitica *. Es importante en estos casos que los far-
macos empleados en el postoperatorio no obstaculi-
cen esa actividad regenerativa.

Calne y cols. (1978) refirieron algunos casos de
hepatotoxicidad de la CyA en pacientes sometidos a
trasplante renal °. La potencial hepatotoxicidad del
farmaco fue puesta de manifiesto en estudios experi-
mentales con ratas (Thomson y cols. °, 1981; Siegel
y cols. 7, 1982). En fechas mas recientes otros auto-
res han senalado alteraciones bioquimicas (aumento
de bilirrubina y fosfatasas alcalinas) en pacientes so-
metidos a diversos trasplantes y tratados con CyA
(Ota y Bradley ®, 1983; Magreiter y cols. ?, 1984;
Nogueira y Cutler ', 1985).

Teniendo en cuenta la importancia que han cobra-
dola CyA y la regeneracion hepitica en el trasplante
ortotépico de higado en niios, hemos investigado
los posibles efectos de este farmaco sobre el fendme-

684

e A} ' oo T T et ekl

nao regenerativo. Para ello, hemos evaluado su acti-
vidad sobre la sintesis de DNA intranuclear en los
hepatocitos en reposo y tras estimulacién por hepa-
tectomia.

Material y métodos

Se han empleado ratas Sprague-Dawley hembras
(200-220 g.). El DNA se ha cuantificado en higados
de ratas controles y sometidas a hepatectomia, con y
sin tratar con CyA.

La CyA (Sandoz Inc., Basilea, Suiza) se ha admi-
nistrado por via intraperitoneal en dosis de
15 mg/kg/dia durante tres dias, disuelta al 10% en
una mezcla de etanol e intralipid (Kavibitrum) al
95%.

Para inducir la regeneracién hepatica en las ratas
se ha practicado (a las dieciséis horas del segundo
dia de tratamiento con CyA) una lobectomia parcial
del 40% (lébulo lateral izquierdo). Cuarenta horas
después fueron anestesiadas de nuevo, procediéndo-
se a la rdpida extraccion del higado. Las piezas, tras
fijacion en formol 10%, se incluyeron en parafina.

La cuantificacion del DNA se ha llevado a cabo
mediante técnicas microespectrocitofotométricas so-
bre secciones histolégicas de 5 um tedidas con la co-
loracién de Feulgen-Rossenbeck. Este colorante tie-
ne la caracteristica de ser absolutamente especifico
del DNA 'y seguir una reaccion de tipo estequiomé--
trico (existe una relacion directa entre el nimero de
moléculas de colorante en el tejido y niimero de mo-
léculas de DNA).

De cada animal hemos valorado cinco secciones
histoldgicas, cuantificando en cada una de ellas 100
nucleos de hepatocitos y 25 nicleos de linfocitos o
células de Kupffer (para control interno). Con ello,
se ha podido calcular el contenido medio en DNA
de los nicleos hepatocitarios en cada animal del es-
tudio.

Resultados

Se ha calculado el contenido medio en DNA-
Feulgen de los nicleos de cada serie experimental,
resultando 12,9 unidades en los controles estaticos y
18,5 en los regencrativos. En los animales tratados
con CyA la media ha sido de 15,5 para los higados
estaticos y 23.6 para los regenerativos (tabla ).

El andlisis estadistico de estos datos ha permitido
comprobar la existencia de una diferencia estadisti-
camente significativa entre los valores de DNA ob-
tenidos para las series estaticas y los obtenidos para
las series regencrativas, asi como entre los animales
sometidos a tratamiento con CyA vy sus respectivos
controles.



Modificaciones en la sintesis de DNA provocadas por

la ciclosporina A sobre la regeneracion hepitica inducida quirdrgicamente

Tabla I
Medidas de DNA-Feulgen
Reposo Regeneracion
Control CyA i.p. Control CyA i.p.
M. ... 12,90 15,54 18.49 23.67
SD ......... 0,94 0,97 1.29 1,37
X oo 14,24 17,32 19.73 25.55
S 11,98 13,39 16.67 20.87
X-x . 2,23 3,93 3,06 4,68

M: Media: SD: Desviacion estandar: X: Valor maximo: x: Valor minimo: X-x: Diferen-
cia entre los valores maximo v minimo de cada serie.

La administracién de CyA en los animales control
ha producido un aumento en el contenido intranu-
clear de DNA en los hepatocitos. Administrada a
animales sometidos a hepatectomia, ha provocado
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una sintesis mayor de DNA, que se ha manifestado
en dos hechos: 1) Aumento del valor medio de
DNA/nicleo en los hepatocitos. 2) Aparicion de
mayor nimero de hepatocitos con alto nivel de poli-
ploidia (fig. 1).

Para poner mas de manifiesto estas diferencias he-
mos realizado un estudio de la dispersion de los va-
lores de DNA-Feulgen obtenidos. Para ello hemos
calculado la media aritmética de los valores extre-
mos de cada serie experimental; la amplitud de la
muestra empleada para este célculo se ha fijado en
el 20% del total de medidas de cada serie (20%
mayor y 20% menor). El cociente entre ambos ex-
tremos se ha tomado como indicador del grado de
dispersion de los valaores en cada serie experimen-
tal.

Comparando los valores obtenidos en cada serie
hemos visto que: 1. El grado de dispersion no es
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Fig. 1.—En ¢l eje de abscisas, comtenido en DNA; en el de ordenadas, frecuencia. Los histogramas de la izquierda corresponden a
hepatocitos en regeneracion postquirtirgica. Los de la derecha han sido sometidos, ademds, a tratamiento con CyA; se aprecia una mayor
dispersion en la muestra, que se corresponde con una mayvor actividad de sintesis de DNA.
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modificado por el tratamiento con CyA vy si lo es por
la hepatectomia. 2. La media de los valores extre-
mos superiores es mayor (p  0,05) en los animales
tratados con CyA (con y sin hepatectomia). 3. La
media de los valores extremos inferiores no se modi-
fica significativamente con la CyA en los animales
controles, pero aumenta en los sometidos a hepatec-
tomia (p 0,05).

Discusion

El signo fehaciente de regeneracion del parénqui-
ma hepdtico ha sido en general la entrada de los he-
patocitos en fase de sintesis (Higgins y Anderson ',
1944). Para demostrar la existencia de replicacién en
los hepatocitos, se puede proceder de dos modos di-
ferentes:

— Bien a través de la técnica autorradiogrifica,
con la que tras un tratamiento suficientemente largo
en el que se administran al animal precursores del
DNA marcados con radioisétopos, se detectan las
células en sintesis por contener mayor indice de pro-
ducto radioactivo (Leong y cols., 1964).

—- O bien por la estimacién individual (célula a
célula) del contenido de DNA nuclear. Procedi-
miento con el que las células en sintesis se estiman
por tener un contenido de DNA intermedio entre
las dosis 2C y 4C. Este procedimiento se utiliza fre-
cuentemente cuando las células se encuentran li-
bres (Fukuda y cols. 12, 1978), pero puede hacerse
también por citofotometria de alta precisiéon cuan-
do las células se encuentran constituyendo tejidos
(Barbera '*, 1972).

En nuestro caso hemos querido utilizar el método
citofotométrico para estimar la cantidad de DNA de
los nicleos, ya que éstos en los hepatocitos de higa-
dos normales (no sujetos a regeneracién) contienen
cantidades de DNA diploides o miltiples de la di-
ploidia, tales como 4. 8 y 16C (Ris y Mirsky ',
1949; Swift '*, 1953). Tales poblaciones con conteni-
do regular de DNA dan de si unas estimaciones del
contenido de DNA con muy poco error, por lo que
la distribucion estadistica de los valores que se obtie-
nen por la medicién de una amplia muestra de célu-
las arroja un valor medio con muy poca desviacion.
En la representacion grifica del histograma de fre-

Tabla I1
Estudio del grado de dispersion de los valores de DNA-Feulgen

Higado en reposo Higado regenerativo

M m M/m M m M/m

Control ... .. 1627 11093 ] 1501 [ 2585 12.75
CyAip. ... 11921 11225 1.575 {3361 ] 1646

2.036
2.043

M: Media de los valores mas altos de Ta serie: m: Bdem de o inferiores.
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cuencias (en la que en las ordenadas se recoge el
nimero de células y en las abscisas el contenido de
DNA), las células de contenido regular aparecen
agrupadas en picos nitidos entre los que quedan
unos espacios a guisa de valles, donde no se encuen-
tran células.

Cuando existe una cierta poblacién de células en
fase de sintesis aparece una dispersion de los valores
que refleja la presencia de cantidades intermedias de
DNA situadas entre dos niveles de ploidia
(Barbera '*, 1972; Fukuda y cols. '2, 1978); es decir,
ocupando los valles.

Este procedimiento es de mayor precision y regu-
laridad que el autorradiografico, ya que las células
que se miden se eligen con buen contraste y defini-
cion directamente sobre la estructura histolégica,
evitando con absoluta seguridad incluir dentro de la
muestra células que no sean hepatocitos. Ademas,
se puede llevar el tamafio de la muestra a los limites
que se quieran. Para nosotrosa trabajar con un am-
plio margen en el tamano de la muestra resulta de
especial importancia, debido a que nuestro objetivo
final es contrastar muestras sometidas a diferentes
tratamientos, y para ello es necesario un analisis es-
tadistico, que queda reforzado con muestras grandes
(y viceversa).

Efectivamente, en los higados a las cuarenta horas
posthepatectomia, hemos comprobado la desapari-
cidon de los «valles» que, en condiciones normales,
existen entre los picos del histograma de frecuencias
del contenido en DNA de los hepatocitos. Estos
«valles» corresponden a los valores intermedios en-
tre dos niveles de ploidia. Este fendmeno se objetiva
uniparamétricamente en la cantidad promedio de
DNA de los hepatocitos del higado sujeto a regene-
racion.

Estos resultados nos permiten, pues, objetivar de
una forma numérica la existencia de regeneracion
hepatica y en cierta medida la intensidad de este
proceso.

Los pocos trabajos que han intentado relacionar
el sistema inmune con la regeneracion hepatica lo
han hecho estimando el porcentaje de proliferacion
hepatocitaria_asociado al tratamiento (Kolpashchi-
kova y cols. ', 1979; Bavaera y cols. ', 1980). Por
ello. también nosotros hemos querido correlacionar
el tratamiento con CyA vy la tasa de sintesis de DNA
hepitica. Por nuestros resultados, hemos podido
comprobar que la CyA administrada por via i.p.
produce, aun sin hepatectomia, un aumento global
del contenido de DNA hepatocitario, que tal y como
demostramos anteriormente, representa un indica-
dor de la entrada en fase de sintesis de un nimero
importante de hepatocitos.

El incremento. sin embargo, es menor que el que
se produce por la simple hepatectomia. O lo que es
lo mismo. la administracion de CyA provoca una in-



Madificaciones en la sintesis de DNA provocadas por

la ciclosporina A sobre la regencracién hepitica inducida quirirgicamente

duccion de los hepatocitos para que entren en fase
de sintesis mas baja, pero semejante a la que produ-
ce el estimulo de 1a hepatectomia.

Los animales hepatectomizados y tratados con
CyA i.p. muestran un estimulo regenerativo muy su-
perior a los simplemente hepatectomizados. Esto
parece indicar que la hepatectomia y la CyA i.p. ac-
tdan sinérgicamente, provocando una induccion re-
generativa mucho mas intensa que la esperada tras
la simple hepatectomia.

Teniendo en cuenta que la CyA no se ha definido
como un producto cicloactivo (Dos Reis y
Shevach '®, 1982; Borel y Lafferty ', 1983), no cabe
esperar que su accion sobre el proceso regenerativo
hepatico tenga lugar sobre los hepatocitos ya induci-
dos a la sintesis de DNA, sino que parece mas pro-
bable que su papel sea directamente inductor. Sobre
todo si se tiene en cuenta el hecho de que los higa-
dos no hepatectomizados sometidos a tratamiento
con CyA presentan una evidente tasa proliferativa,
cuando estd admitido que los hepatocitos en condi-
ciones normales permanecen en estado latente (Go).

Sin embargo, las varias sugerencias encontradas
en la literatura sobre el papel de los timocitos en la
regeneracién hepatica (Kolpashchikova y cols. '°,
1979; Desser-Wiest y cols. 2, 1980; Gieldanowski y
cols. 2', 1983; Schaff y cols. %%, 1984) y la interferen-
cia ejercida por la CyA sobre el metabolismo de es-
tas células (Reem y cols. 2, 1983), hablaban a favor
de una influencia negativa de este producto en el
proceso regenerativo.

A favor de un efecto contraproducente de la CyA
en la regeneracién hepitica, también hablan los tra-
bajos de Bavaera y cols. '” (1980). Estos autores su-
gieren que los linfocitos T juegan un papel impor-
tante en el proceso regenerativo hepatico inducido
por hepatectomia parcial. A esta misma idea apun-
tan las experiencias de Yokomura y cols. ** (1984) y
Miyahara y cols. >, 1984, que muestran que los he-
patocitos en regeneracién provocan activacion de
linfocitos singénicos («in vitro»).

Por otra parte, si tomamos en consideracion los
varios trabajos que hablan de un factor hormonal de
origen intestinal (llamado por algunos autores «he-
patopoyetina») regulador de la regeneracién hepati-
ca (Orloff y cols. **, 1972; Starlz y cols. *’. 1973;
Leffert y cols. **. 1979; Ruhenstroth-Bower y
cols. *. 1984), podriamos plantearnos si el estimulo
proliferativo de fa CyA pudiera deberse a una actua-
cion del farmaco a nivel de los supuestos centros
productores de esa hormona. Si aceptamos el su-
puesto de Ruhenstroth-Bower 2 (1984). que locali-
za la produccion de la «hepatopoyetina» en las pla-
cas de Peyer del intestino delgado, el hecho se com-
plica mas. Ello ¢s debido a que recientemente se ha
descrito que la CyA poduce una inhibicion de la
proliferacion de las placas de Peye subsiguicnte a
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una lesién provocada por isquemia intestinal (Basa-
fieza, «comunicacién personal»).

A la vista de todo lo anterior, cabe elaborar dos
hipétesis sobre la relacién existente entre la CyA y
la proliferacion hepatica.

La primera de ellas tenderia a involucrar al siste-
ma inmunitario y permitiria hablar de un efecto indi-
recto de la CyA sobre el hepatocito. Asi, la activi-
dad inmunosupresora de la CyA, por medio quizé
de un efecto supresor sobre el sistema monocito-
macréfago (Wright y cols. *, 1984), permitiria una
acentuacion de la respuesta regenerativa tras hepa-
tectomia. Los numerosos trabajos citados anterior-
mente, y que aunque dificilmente armonizables rela-
cionan la regeneracién hepatica con el sistema inmu-
nitario, apoyan esta hipétesis.

En segundo lugar se podria argumentar un efecto
directo de la CyA sobre los hepatocitos no descritos
hasta hoy. Sélo una experiencia de tratamiento ais-
lado de hepatocitos cultivados «in vitro» con CyA
podria darnos pistas sobre esta hipotesis. Pero tam-
bién cabria esperar resultados confusos, dado que
los hepatocitos aislados y cultivados «in vitro» alte-
ral sustancialmente sus caracteristicas funcionales.

Conclusiones

La CyA induce la entrada de los hepatocitos en
fase de sintesis y potencia la regeneracién hepatoci-
taria subsiguiente a la hepatectomia parcial del 40%.
Se desconoce el mecanismo de esta accién de la
CyA.
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