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Resumen

La ciclosporina A mejora la respuesta regenerativa del hi- .
gado sometido a hepatectomia parcial e induce una cierta re-
generacion en higado normal. El propésito de este trabajo ha
sido determinar si estas propicdades de la CsA pueden ser de |
utilidad en la recuperacion del higado isquémico. La isquemia !
se ha inducido en ratas Sprague Dawley mediante clampaje
del pediculo hepitico, el tronco celiaco y la arteria mesentéri- .~
ca superior durante quince minutos. La hepatectomia parcial -
del 70 % se ha realizado nada mas instaurar la isquemia. Se
ha medido el contenido nuclear en DNA de los hepatocitos a
las veinticuatro horas de la intervencién, calculindose el por-
centaje de hepatocitos en fase S (%HFS) y el «gradicnte re-
generativo» (GR). La isquemia ha producido un descenso del
% HFS (5,71 frente a 21,51) conservando normal el GR (1,61
frente a 1,48). La CsA (20 mg/kg i.p.) ha provocado una re-
cuperacion parcial del %HFS (12,19) a la vez que ha elevado
el GR (2,29) por encima de los controles. Se discuten las po-
sibles explicaciones de estos resultados, concluyéndose que las
acciones de Ja CsA sobre la poblacion linfocitaria pueden ser
la clave del problema,. ‘

Palabras clave: Higado. Regeneracion. Isquemia. Ciclospori-
na. DNA.

Abstract

Cyclosporin A improves the regenerative response of the liv-
er when subjected to partial hepatectomy, and induces a cer-
tain re-generation in normal livers. The purpose of this study
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~is to determine whether these properties of CsA may be of use

i therecovery of the ischaemic liver. Ischaemia was induced
.in Sprague Dewley rats by clamping the hepatic pedicle, celiac
flrunk“and superior mesenteric artery for 15 minutes, 70% par-
'tial hepatectomy was performed as soon as the ischaemia set
'in.'Nuclear content in DNA of hepatocytes was measured 24
h, after: the operation, and the percentage of Phase S hepa-
‘tocytes (%HFS) and «regenerative gradient» (GR) were cal-
_culated. The ischacmic generated a decrease in %HFS (5,71
compared to 21,51), with normal GR (1,61 compared to 1,48).
The CsA (20 mg/kg i.p.) provoked a partial recovery of the
%HFS (12,19) and at the same time, raised GR (2,29) above
control levels. Discussion of the possible explanations for these
results, concluding that the action of CsA on the lymphocyte
population may be the answer to the problem.

Key words: Liver. Regéneration. Ischaemia. Cyclosporin.
DNA.

Introduccion

El trasplante hepatico constituye ya una modalidad
terapéutica bien asentada. Sin embargo, la escasez de
donantes pediatricos esta suponiendo un serio incon-
veniente en aquellos casos en los que esta técnica qui-
rurgica ofrece mejores perspectivas. Por este motivo,
cada vez se contempla con mas interés el implante de

- 1obulos hepaticos extraidos de familiares adultos como

alterpativa al donante-cadaver. Son bastante numero-
'sos los estudios realizados en torno a los problemas téc-
nicos, derivados del trasplante hepatico segmentario,
fundamentalmente la obtencion de pediculos adecua-
.dos y el control de la hemorragia en la superficie cruen-
ta'del higado'.
- +i: Sin embargo, quizés no se haya hecho suficiente hin-
icapié.en la importancia que tiene la posterior adapta-
~cion.del tamano del injerto a las necesidades del hués-
fpcd,{";§i‘ bien no se conoce el mecanismo responsable,
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en el organismo existe un equilibrio constante entreel « - del 70 % con una isquemia hepatica de quince minu-
volumen hepatico y el tamafio corporal. Cuando este:i- tos; y el grupo V, de animales tratados con ciclospori-
equilibrio se desplaza, las células hepaticas entran en,.i; - na A (Sandoz) y sometidos a hepatectomia parcial del
division hasta restablecerlo?. También es sabido que la .. 70 % asociada a isquemia hepatica. La CsA se ha ad-
isquemia afecta a la capacidad regenerativa del higa- - ministrado intraperitonealmente veinticuatro horas y
do. Por eso seria muy oportuno encontrar medios o téc-  dos horas antes de la intervencion (20 mg/kg), utilizan-
nicas que permitan manipular este fenoémeno tras un  do como emulsionantes alcohol 90° e intralipid 10 %

trasplante hepatico segmentario. Trabajos previos rea-  en dilucion 1/10.

lizados en nuestro laboratorio han demostrado que la Los animales se sacrificaron veinticuatro horas des- -

CsA es capaz de potenciar la actividad regenerativadel  pués de la hepatectomia y se tomaron muestras de te-

higado inducida mediante hepatectomia parcial®. . jido hepético que se incluyeron en parafina. El conte-
En este trabajo se estudialainfluenciadela CsA —in- . nido nuclear en DNA se ha cuantificado microespec-

munosupresor de eleccion en el trasplante hepatico— - trocitofotométricamente sobre cortes histologicos tefli-
sobre la regeneracién del higado sometido a breves pe- /.- dos con reactivo de Schiff, mediante la reaccion de
riodos de isquemia. ‘"¢ Feulgen. La citometria ha proporcionado una cuantifi-
Ycacidn (en unidades arbitrarias) del contenido en DNA
i, tdé dada nucleo. Estos datos se han agrupado en histo-
: gramas de frecuencias sobre los que, mediante un pro-
f " H gralina informatico disefiado en nuestro laboratorio, se
El estudio se ha llevado a cabo en ratas Spragué-l;, | | han}ajustado una serie de gaussianas correspondientes

Dawley machos (280-300 g de peso) suministradas por! failbﬁf distintos contenidos en DNA de los nicleos de .
el estabulario de la Facultad de Medicina y Odontolo- i do

] s hepatocitos (fig. 1). Esto nos ha permitido estimar. -
gia de la Universidad del Pais Vasco. Los animales han/} £l porcentaje de hepatocitos en fase S y el gradiente re-
estado sometidos a condiciones constantes de tempes|; | 86€rativo (cociente de los valores medios de DNA en
ratura, ritmo luz/oscuridad y libre acceso al agua y'a 'l,O.S hepatocitos regenerativos y en los estaticos).

Ia comida (A04 de Panlab, S. L.). 771§ 4" La comparacion de los resultados se ha realizado me-

i
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Para descartar las posibles variaciones debidas a log': . diante el Rank Sum Test, expresando la significacion
ritmos biologicos de los animales, las experiencias. se|

de la misma segin el coeficiente p de Pearson. Se han
han realizado siempre a hora fija. Bajo anestesia con| cqnsx_;ierado significativos los valores de p inferiores a
éter y a través de una laparotomia media se clampé el 005 . '
pediculo hepatico con clips para aneurismas cerebrales. '
de Yassargil. Con el fin de evitar las complicaciones de- ' -

Material y métodos

rivadas de la hipertension portal subsecuente, se afia- . Resultados i

di6 el clampaje del tronco celiaco y de la arteria me- .~ - : :

sentérica superior a su salida de la aorta. La hepatec- "~ La isquemia hepatica normotérmica durante perio-
tomia del 70 % se realizd segun la técnica de Higgins, -  dos de cinco a veinte minutos ha sido bien tolerada por
inmediatamente después de los clampajes vasculares.  los animales (tabla I). Sin embargo, al ser prolongada

Transcurrido el periodo de isquemia, se retiraron los - ~a veinticinco minutos, la supervivencia ha descendido
clips y se investigo la recuperacidn de los latidos en el al 40 %. Este tiempo limite de tolerancia a la exclusion
territorio mesentérico. La herida laparotémica se ce- ~ vascular completa del higado ha disminuido en cinco
rr6 con puntos sueltos de seda 2/0. " minutos al asociarse al clampaje del pediculo hepatico
La primera parte del trabajo se ha ocupado de esta-  una reseccion parcial del higado (hepatectomia del
blecer un modelo quirdrgico util para estudiar la capa- - 70 %). Los animales que han fallecido lo han hecho den-
cidad regenerativa del higado tras la agresion isquémi- . tro de las primeras veinticuatro horas. De acuerdo con
ca. Para ello se ha valorado la tasa de supervivenciaa ' estos resultados, se ha optado por utilizar periodos de
la isquemia hepatica en dos grupos experimentales. El 1: quince minutos para estudiar la regeneracion hepatica
primero, dividido en cuatro lotes de cinco animale: ’ a§ isquemia. |-
cada uno, fue sometido a distintos periodos de isc}uﬁ 4 8. Tras la cuantificacion del DNA, la descomposicion
mia (diez, quince, veinte y veinticinco minutos, respe 0* en gaussianas de los histogramas de frecuencias ha per-
tivamente). El segundo grupo experimental se organ mitido comprobar que, después de quince minutos de
z6 de igual manera que el primero, pero asociando un

quemia normotérmica, el porcentaje de hepatocitos
hepatectomia parcial del 70 % a la isquemia hepatica]
La segunda experiencia se centr6 en el :.estudioi"cle','f[i i

que responde a la hepatectomia decrece sensiblemente
(jrl<0,01). La CsA, administrada segin las pautas an-
efecto de la CsA sobre la regeneracion hepatica. Parg
ello se han utilizado otros tres grupos de nueve animay

tériormente descritas, revierte en parte este fendmeno
les cada uno: grupo I1I, sometido a hepatectomia dégr
70 %; grupo IV, en el que se asociaron la hepatectomiz
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Fig. 1.—Histograma correspondiente a un higado en regeneracién tras he 'ilr;‘ omia del 70 %. En la grdfica segunda se ha dibujado la descom-

posicion en dos curvas de Gauss que corresponden a hepatocitos normales

(izquii rda) y en fase de sintesis de DNA (derecha).

A
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Tabla I

Porcentaje de supervivencia tras diversos periodos de isquemia
hepdtica

‘?: “Tabla I1I

Gradxente regenerativo (calculado como el cociente de los valores
medlos de DNA en los hepatocitos regenerativos y en los estdticos)

Grupo I (control) Grupo 1I (hepatectomiza 70 %) : ‘ [ i Media DS
' [
T. isquemia n % superv. T.isquemia n %superv. ! [9 Hepatectomia 70 % 1.613 0,142
“ i, Isquemia + hepatectomia 1.482 0,867
10 5 100 10’ 5 100 .* CsA + isquemia + hepatectomia 2.299 0,353
15 5 100 15 5 100 s
200 5 100 20° .5 40
25 5 40 25° 5 20 . ‘ '
i+I" mosis portocava laterolateral) Estas técnicas tienen la
.desventaja de que al desclampar el pediculo hepatico
" no se recupera la normalidad hemodinamica, compro-
Tabla I metiendo la capacidad regenerativa del higado. Un mo-.
Porcentaje de hepatocitos en fase S delo experimental mas adecuado es el propuesto por
- . Asakawa y cols.* en el que se excluye de la isquemia a
Media DS un l6bulo hepatico, cuyo sistema vascular se utiliza para
Hepatectomia 70 % 21,51 10,05 derivar el flujo portal. El problema de esta técnica de-
Isquemia + hepatectomia 5,71 4,44 riva de la permanencia de un 16bulo no isquémico que
CsA + isquemia + hepatectomia 12,19 4,29 presumiblemente interferira con los mecanismos sisté-

También se ha podido comprobar que, en este mo-
delo experimental, la isquemia hepatica no modifica el
gradiente regenerativo (tabla III), mientras que el tra-
tamiento con CsA lo incrementa en cifras proximas al
50 % (p <0,01). |

Discusion S

Los estudios experimentales sobre isquemia hepati-.i |
ca in vivo deben evitar las comphcacmnes intestinales
derivadas de la interrupcion del flujo portal. Muchos 'i hE
autores han solventado este problema recurriendo a de- .
rivaciones portosistémicas (principalmente la anasto- i -

micos (humorales o nerviosos) que regulan el funciona-
lismo hepatocitario. Buscando una técnica plenamente
reversible que permita una isquemia hepatica comple-
ta hemos asociado al clampaje del pediculo hepatico
una interrupcion casi total del flujo esplacnico.
~ El tiempo de isquemia empleado en nuestro trabajo
.es muy breve si lo comparamos con los sesenta a cien
mmutos de otros autores*$. Es probable que el hecho
-de no existir ningin remanente hepatico perfundido

St sea la causa de una menor tolerancia en nuestro mo-

delo En cambio, no parece que pueda responsabilizar-
:se de ello a la isquemia mesentérica; sobre todo si te-
;nemos en cuenta que la hepatectomla parcial (mucho
mas ‘agresiva) tan s6lo ha supuesto una reduccion de
cinco minutos en el tiempo de isquemia tolerable. De
‘hecho, en otras experiencias hemos comprobado que
son necesarios periodos superiores a los sesenta minu-
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tos de isquemia mesentérica para que aparezca una mi-
nima mortalidad’.

Los dos parametros evaluados ofrecen informacio-
nes complementarias sobre la sintesis hepatocitaria de
DNA. El porcentaje de hepatocitos en fase de sintesis
(% HES) informa sobre la intensidad del fenémeno re-
generativo; en general, a mayor estimulo, mayor res-
puesta. Esto se ve claramente comparando el %HFS ob-
tenido tras hepatectomias del 40 % y del 70 %>2. Con
todo, parece que la relacién estimulo-respuesta no si-
gue una relacion lineal, sino que se ajusta a una curva
asintética; y a partir de cierto limite (situado en torno
a la hepatectomia del 80 %) la intensidad de la respues-
ta no se aumenta perceptiblemente? !9, :

El gradiente regenerativo informa indirectamente de .

la velocidad del proceso regenerativo. Habitualmente

la duplicacién hepatocitaria sigue un patrén sincroni-

co, al menos durante las primeras dos o tres mitosis!!.
Asi, mientras el primer pico regenerativo ocurre a las
veinticuatro horas tras una hepatectomia del 70 %2, se
retrasa a las cuarenta horas tras una del 40 %!3. Te-
niendo en cuenta que en animales jovenes la mayoria
de los hepatocitos poseen nicleos 2C*, los hepatoci-
tos en fase S tendrdn un contenido en DNA que va-
riard entre 2C y 4C, en dependencia del momento en
que se haga el estudio. Cuanto mayor sea ese conteni-
do en DNA —tras un tiempo fijo— con mayor celeri-
dad se estara produciendo la respuesta regenerativa.
Los resultados de este trabajo indican que tras la is-
quemia ha disminuido la intensidad, pero no la veloci-
dad de la regeneracion hepatocitaria. O lo que es lo mis-
mo: menos hepatocitos han entrado en fase S, pero los
que lo han hecho han seguido un ritmo de sintesis nor-
mal. Esto es compatible con un dafio isquémico no uni-
forme, que afecte a los hepatocitos mas alejados de los
ejes vasculares, respetando a los de la zona periportal,
que serian los que entran en sintesis. En cambio, los
hepatocitos centrolobulillares habrian de renunciar a
las funciones hepatocitarias especificas (y con mas ra-
z6n a la duplicacion del DNA) y reconvertir toda su ac-
tividad metabodlica para hacer frente a sus necesidades
vitales basicas en una situacion altamente desfavora-
ble!s. De hecho, quince minutos de isquemia son insu-
ficientes para provocar la muerte de los hepatocitos®,
y tras un tiempo variable recuperan su funcionalismo .
Ademas del factor(es) desencadenante!? y de los fac-
tores reguladores de la regeneracion hepatica's !, es
sabido que los hepatocitos necesitan que exista una de-
terminada proporcion insulina/glucagon en sangre por-
tal para poder regenerar®. Es mas que probable que
la isquemia mesentérica asociada haya producido algu-

na alteracion pancredtica transitoria y que por tanto | .

esté condicionando de alguna manera el proceso. Tam-

bién las alteraciones hidroelectroliticas habituales tras '
un periodo de isquemia organica pueden ser responsa- :
bles de una cierta dificultad para regenerar?'. Por tan- "

to, es logico pensar que tras ese primer pico de sintesis
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. cion protectora frente a la isquemia que conservaria un

_ en estudios de isquemia intestinal: la CsA ha mejorado

] Bt

de DNA sigan otros que sean mas intensos a medida
que los hepatocitos afectados por la isquemia y las con-
diciones humorales vuelven a la normalidad. De hecho,
Mackenzie y cols. no encontraron diferencias signifi-
cativas en el peso del higado siete dias después de la
hepatectomia entre los perros controles y los someti-
dos a isquemia hepatica?2.

A la luz de estas consideraciones cobran especial in-
terés los resultados obtenidos con la CsA: aumento de
la intensidad (sin normalizarla) y de la velocidad de la
respuesta regenerativa. Es decir, aumenté el numero
de hepatocitos que fueron capaces de responder al es-
timulo regenerativo y ademas lo hicieron mas réapido
que los controles. La mejoria experimentada en la in-
tensidad de la respuesta podria explicarse por una ac-

‘mayor nimero de hepatocitos normofuncionantes. A
favor de esta hipotesis estan los resultados obtenidos

la supervivencia y disminuido las lesiones mucosas2 24,
Sin embargo, el mecanismo protector propuesto en el
intestino (inhibicion del ataque linfocitario sobre las cé-
lulas dafiadas) no parece tener fundamento en este mo-
delo. También se ha publicado la capacidad de la CsA
para mejorar la respuesta regenerativa tras hepatecto-
mia parcial del 40 %3 y del 70 %%. Esta propiedad de
la CsA permite explicar la aceleracion del proceso si,
como hemos sugerido antes, aceptamos que a mayor es-
timulo, mayor velocidad. Sin embargo, si la causa de
la menor intensidad de la respuesta regenerativa estri-
ba en una disfuncion hepatocitaria o en alteraciones sis-
témicas (v.gr.: proporcion insulina/glucagén) —es de-
cir, en una incapacidad de parte de la poblacion hepa-
tocitaria— entonces la mayor intensidad del estimulo
no justificaria nuestros resultados.

De todas formas, cada vez hay mas evidencias de la
relacion existente entre los linfocitos y la regeneraciéon
hepatica?2, por lo que no debe extrafiar que la CsA
modifique en algun sentido este fenémeno.
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