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SUMMARY

Regenerative activity of syngenic hepatocytes ino-
culated into the spleen has been assessed. Partial he-
patectomy and cyclosporine were used as regenerati-
ve stimuli. Nuclear DNA has been quantified by
means of a cytophotometric method, and the inten-
sity of the response has been defined as the Mean Per-
centage of Regenerating Hepatocytes (MPRH). Both
hepatectomy and cyclosporine (alone or associated)
have significantly increased splenic MPRH.
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RESUMEN

Se estudia la capacidad regenerativa de hepatocitos ino-
culados en el bazo de ratas singénicas. Como estimulos re-
generativos se han utilizado la hepatectomia parcial v la ci-
closporina A. La intensidad de la respuesta se ha valorado
en funcién del porcentaje de hepatocitos con un contenido
en DNA mayor que los controles. La hepatectomia parcial y
la ciclosporina A (solas y asociadas) han aumentado signifi-
{:)ativamente el porcentaje de hepatocitos regenerantes en el

azo.

PALABRAS CLAVE: Trasplante hepatocelular, regeneracién,
hepatocito, ciclosporina A.

INTRODUCCION

El trasplante hepatocelular (THC) es una técnica quirir-
gica experimental que ha despertado interés como posible
alternativa o complemento al trasplante hepdtico ortot6pi-
co. Diversos estudios han comprobado que los hepatocitos

inoculados en el bazo sobreviven largo tiempo si se controla
la reaccién de rechazo (1). Igualmente se ha verificado que
estas células conservan sus funciones metabélicas especifi-
cas a pesar de su ubicacién ectdpica (2-4).

Sin embargo, para que el THC pueda convertirse en una
opcién terapéutica falta por constatar si los hepatocitos afin-
cados en el bazo son capaces de dividirse para compensar
las pérdidas celulares por envejecimiento o agresiones, asf
como para adecuar su volumen a los requerimientos del or-
ganismo (crecimiento, pérdida de masa hepética ortotépica
funcionante, etcétera). Una manera de estudiar este aspec-
to es valorar la respuesta de estos hepatocitos ante los esti-
mulos regenerativos, siendo el objetivo especifico del pre-
sente trabajo.

MATERIAL Y METODOS

Como donantes y como receptoras se han utilizado ratas
singénicas hembras (FISHER, F344) de 200 g de peso. Todos
los procedimientos quirtirgicos se han realizado bajo anes-
tesia superficial con éter. El aislamiento de los hepatocitos
se ha llevado a cabo mediante perfusién continua con cola-
genasa 0,05%, siguiendo el método descrito por SEGLEN (5).
Para realizar los implantes se extrajo el bazo a través de una
incisién subcostal inyectando a través de su polo inferior 1 cc
de solucion EMEM, conteniendo 22 X 10° hepatocitos via-
bles. Con el fin de evitar hemorragias tras retirar la aguja se
ligé el polo inferior del bazo, englobando en la ligadura un
fragmento de malla de fibrina (espongostin). La hepatecto-
mia parcial del 70% se ha practicado siguiendo el método
de HIGGINS (6), veinticuatro horas después de la inoculacién,

Se han considerado cuatro series experimentales de siete
animales cada una. La primera utilizada como control, esti
formada por animales con implante esplénico de hepatoci-
tos (THC). La segunda y la tercera series corresponden a
animales con THC y sometidos a hepatectomia parcial del
70% o tratamiento con CsA, respectivamente. La CsA se ha
administrado en dosis diarias de 20 mg/kg i.p., desde la vis-
pera del THC. En la cuarta serie se han asociado los tres
procedimientos: THC, hepatectomia y CsA. Todos los ani-
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males se han sacrificado cuarenta y ocho horas después del
implante, obteniéndose fragmentos de bazo que se fijaron
en parafina. El DNA se ha cuantificado por microespectro-
citofotometria en secciones histolgicas de cinco micras, te-
fiidas con Schiff (reaccién de Feulgen-Rossenbeck). De es-
ta manera se ha obtenido el contenido en DNA de cada ni-
cleo agrupandose los resultados de cada serie en histogra-
mas de frecuencias. Usando una modificacién del método
de BARTELS (7), se obtuvieron a partir de dichos histogra-
mas una serie de curvas gaussianas que agrupan poblacio-
nes celulares en funcién de sus niveles de ploidia. La prime-
ra curva corresponde a los hepatocitos 2C y las siguientes a
los sucesivos niveles de ploidia. En los higados regenerantes
se observan hepatocitos en los niveles intermedios, asi co-
mo un aumento de la poliploidia hepatocitaria. De esta ma-
nera se puede obtener el porcentaje de hepatocitos en re-
generacion (PHR).

El andlisis estadlistico de los resultados se ha llevado a ca-
bo mediante un test no paramétrico (Rank Sum Test), acep-
tdndose como significativas aquellas' diferencias con una
p<0,05. '

RESULTADOS

En cuanto al aislamiento de hepatocitos se ha obtenido
una media de 248 +56 x 10°, con una viabilidad media del
94%. La cuantificacion citofotométrica del DNA nuclear he-
patocitario y de las células controles (linfocitos) ha propor-
cionado los resultados que se muestran en la tabla L.

El andlisis de los niveles de ploidfa en cada uno de los ani-
males de las series experimentales (fig. 1) ha permitido cal-
cular un porcentaje de hepatocitos en regeneracion del 5,4%
en los animales no tratados, un 37,4% para los sometidos a
hepatectomia parcial, un 22,64% para los tratados con CsA
y un 26,63% para aquellos sometidos al triple tratamiento.
Estos valores del PHR en cada serie experimental pueden
considerarse diferentes entre si para una p<0,05 (tabla IT).

DISCUSION

Son muy numerosos los autores que consideran que los
hepatocitos inoculados en el bazo constituyen un auténtico
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higado ectépico. Sin embargo, no existe acuerdo en torno a
la capacidad de duplicacién de estas células, siendo la pro-
liferacion de los hepatocitos trasplantados un tema contro-
vertido hasta la fecha. Y asi, mientras unos autores afirman
que el nimero de hepatocitos tras el implante permanece es-
table (8), otros piensan que estas células son capaces de res-
ponder a los estimulos regenerativos de igual forma que lo
hace un hepatocito normal (9). De ser esto asf, supondria
un mecanismo de regulacién de la regeneracién hepitica
distinto a lo conocido hasta el momento, al menos en algu-
nos aspectos.

Si los hepatocitos afincados en el bazo siguieran siendo
capaces de reproducirse, seria posible que su nimero au-
mentara tras el implante, adecuando asi la masa hepitica ec-
topica a las necesidades concretas del huésped. Esto presta-
ria una mayor utilidad al THC en las hepatopatias crénicas
de progresién lenta, asi como en la clinica pedidtrica, evi-
tando repetir periédicamente el THC para sustituir los he-
patocitos envejecidos o para aumentar su nimero de acuer-
do con el crecimiento ponderal del paciente.

Hasta hace pocos anos los métodos mds empleados para
medir la actividad regenerativa del higado eran el marcaje
isotépico y el recuento de figuras mitéticas. Este ditimo
plantea serios inconvenientes, sobre todo si se tiene en cuen-
ta que dentro del ciclo de divisién celular, el periodo de
tiempo que corresponde a la mitosis apenas supera el 1%.
Asi, no es de extrafiar que no se hayan descrito figuras mi-
téticas en los hepatocitos inoculados en el bazo. El marcaje
con timidina tritiada u otros radioisétopos tampoco estd
exento de problemas. Por una parte, el DNA no es una mo-
lécula estética, estando sujeta a continuos procesos de repa-
racién, existiendo, por tanto, una incorporacién de timidina
tritiada al niicleo celular. Pero, ademads, la timidina tritiada
se une a ciertas proteinas celulares artefactando las medi-
ciones de sintesis de DNA (10).

En los dltimos anos se ha concedido ms valor a los mé-
todos de cuantificacién directa mediante citofotometrfa o ci-
tometria de flujo. Ambas técnicas se fundamentan en la
cuantificacién de una sustancia que reacciona estequiomé-
tricamente con el DNA. Ademads, ambas permiten seleccio-

TABLA 1
Contenido nuclear medio en DNA de los hepatocitos (H) y células control (L) de cada serie experimental
THC HEPATEC. CsA HEP+CsA

H L H L H L H L
1 14,68 6,35 12,05 4,71 12,54 7,88 - 10,63 4,32
2 13,77 6,32 14,16 5,60 9,82 527 12,91 5,62
3 15,42 6,39 15,62 7,40 9,91 3,89 8,87 3,58
4 11,87 6,35 10,35 4,38 10,34 3,75 10,96 3,99
5 — - — — 2,76 — 10,26 4,40
6 - - 10,73 6,23 2,96 - 8,59 4,05
7 - - 15,37 543 858 3,52 6,15 2,94
13,94 6,35 13,04 5,54 8,13 4,86 9,77 4,13
1,53 0,03 2,32 1,34 3,79 1,82 2,14 0,82
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TABLA II
Porcentaje de hepatocitos en regeneracion en cada una
de las series experimentales

HEP+

THC HEP. CsA CsA

1 8,89 48,06 11,47 18,96

2 3,64 41,99 26,12 29,60

3 4,54 28,90 7,70 38,96

4 4,82 30,81 16,36 3547

3 — ~ 7,23 17,56

6 - 35,23 27,29 23,94

7 — 39,65 62,34 21,90
Media ... 547 37,44 22,64 26,63
DR e Tkl 19,30 8,26

nar las células sobre las que se realiza la medida. En nues-
tro trabajo hemos optato por la citofotometria debido a que
exige menos manipulaciones técnicas que la citometria de
flujo. Sin embargo, esta técnica tampoco s una panacea, y
presenta algunas dificultades, siendo las m4s'importantes las
derivadas de las variaciones en la intensidad de tincion. Las
principales variables que afectan a este pardmetro son: el
tiempo de hidrélisis 4cida, la temperatura de la misma, la an-
tigiiedad del reactivo de Schiff y el tiempo de tincién. En es-
te trabajo se ha tenido especial precaucién por minimizar es-
tos riesgos. De todas formas estos inconvenientes han que-
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dado solventados al utilizar la técnica de procesamiento de
los datos descrita anteriormente (11). Asi, en vez de com-
parar cifras absolutas de contenido en DNA, se han compa-
rado porcentajes de células en los distintos niveles de ploi-
dia de cada muestra, lo que ha permitido soslayar de una
manera definitiva las diferencias producidas por el método
de tinci6n.

La elaboraci6n de un correcto disefio experimental es fun-
damental para el estudio de la regeneracion debido a las pe-
culiaridades de este fenémeno. Los hepatocitos muestran el
pico méximo de sintesis de DNA a las veinticuatro horas de
producido el estimulo, retrasdndose este pico hacia las cua-
renta y ocho horas conforme menor sea el estimulo. Debi-
do a esto, en las series que incluian una hepatectomia del
70% hemos realizado la medicién de la“regeneracién a las
veinticuatro horas de realizada ésta. El trasplante de hepa-
tocitos se llevé a cabo veinticuatro horas antes de la hepa-
tectomia para que pudieran adaptarse al nuevo microam-
biente, estando en condiciones de poder responder ante un
estimulo regenerativo.

En este trabajo se ha podido comprobar que en el THC
existe una mayor proporcién de hepatocitos regenerantes
(5,4+2,3) que en poblaciones hepatocitarias normales. Este
hallazgo contrasta con las observaciones publicadas por
otros aotures en el sentido de que no existe regeneracién en
los hepatocitos trasplantados (8). De todas formas esta con-
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FIG. 1.—Distribucioén de la poblacién hepatocitaria esplénica en funcién de sus niveles de ploidia.
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tradiccion no es sorprendente, pues hay que tener en cuen-
ta que esas observaciones se limitaron a la bisqueda de fi-
guras mitéticas, o, en algunos pocos casos, el marcaje con
timidina tritiada. Estos métodos, si bien son eficaces en el
estudio de una regeneracion masiva como la que tiene lu-
gar tras la hepatectomia parcial, no tienen una sensibilidad
suficiente para un caso como el presente. Por otra parte, el
momento elegido por estos autores para realizar sus obser-
vaciones tampoco era el més adecuado, pues lo hacian dias
o semanas después del THC. Unicamente VROEMEN Yy cols.
(9) utilizando la bromodeoxiuridina tritiada como marcador
radiativo, han observado una cierta actividad regenerativa
basal en los hepatocitos inoculados. Estos autores encuen-
tran de manera constante a lo largo de dos meses tras el
THC un 3% de células marcadas. En cambio, NORDLINGER
y cols. (12), utilizando timidina tritiada, tan s6lo han podi-
do encontrar leves indicios (1-2%) entre el tercer y séptimo
dia, desapareciendo posteriormente toda traza de sintesis de
DNA en el bazo.

Respecto a las series de animales trL,tados mediante he-
patectomia, NORDLINGER y cols. (13) han observado que la
proporcién de hepatocitos marcados aumenta en el bazo de
animales hepatectomizados. Sin embargo, este aumento es
minimo (3,67%) y no se manifiesta hasta el tercer dia. Pro-
bablemente estos autores han obtenido resultados tan po-
bres por realizar simult4dneamente el THC y la hepatecto-
mia. Los hepatocitos, como toda célula, requieren un cierto
tiempo para adaptar sus sistemas mefabélicos al nuevo am-
biente. Al producir el estimulo regenerativo en esos prime-
ros momentos, los hepatocitos no estdn en condiciones de
responder a la sefial. En cambio, VROEMEN y cols. (9) que
practicaron la hepatectomia en animales con un THC de do-
ce a veinticuatro semanas de evolucidn, obtuvieron una res-
puesta regenerativa mayor (11% al segundo dia). Ademas,
el perfil de esta respuesta se ajusta al habitual, con un rapi-
do descenso en el tercer y cuarto dias.

La menor actividad regenerativa registrada por estos au-
tores (11% vs. 37% en nuestras series) tiene dos explicacio-
nes légicas. En primer lugar, que ellos obtienen su primer
registro a las cuarenta y ocho horas, con lo que podrian per-
der el pico maximo que suele observarse a las veinticuatro
horas. Otra explicacion podria hallarse en las diferencias en
el método de cuantificacién utilizado.

Con respecto a la serie de THC tratado con CsA, obser-
vamos c6mo los hepatocitos trasplantados responden al es-
timulo regenerativo que supone la administracién de CsA.
Esto concuerda con lo referido por otros autores en torno
a los efectos de la CsA sobre la regeneracion de los hepa-
tocitos de un higado normal (14-17), sometidos a hepatec-
tomia del 40% (14-16, 18, 19), o tras isquemia caliente (11),
en los que la CsA indujo la entrada en fase de sintesis de
un elevado porcentaje de hepatocitos. Por tltimo, la hepac-
tectomia parcial practicada en animales trasplantados y tra-
tados con CsA no ha logrado aumentar significativamente
el PHR. Con los conocimientos actuales acerca de los me-
canismos que controlan la regeneracién hepatocitaria no es
posible justificar los resultados obtenidos. Incluso hay que
tener en cuenta que la asociacion de ambos estimulos en ani-
males normales potencia la respuesta regenerativa (14, 15).
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De hecho si la CsA actuara a través del mismo mecanismo
que la hepatectomia parcial, debiera de potenciar la activi-
dad regenerativa, ya que estd establecido que a mayor in-
tensidad del estimulo mayor respuesta (20), lo que no ocurre
en nuestro caso. Seria conveniente estudiar simultdneamen-
te la regeneracion hepatocitaria en higado y bazo para com-
probar si esta respuesta atipica observada en el bazo ocurre
también en el higado.
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