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Resumen

El objetivo de este trabajo consiste en valorar la influencia que
la inoculacion de hepatocitos en el bazo pudiera tener sobre la
actividad regenerativa del higado. Para ello, se ha sometido a un
higado normal a estimulos regenerativos mediante hepatectomia
parcial y/o ciclosporina A, y se ha comparado la regeneracién
hepatica con la que se produce en animales sometidos a los
mismos estimulos regenerativos, pero en los que previamente se
ha realizado un trasplante hepatocelular en bazo. La intensidad
de la respuesta se ha valorado en funcion del porcentaje de
hepatocitos con un contenido de ADN mayor que los controles. El
trasplante hepatocelular ha aumentado la actividad regenerativa
basal del higado, pero ha disminuido su respuesta a la hepatecto-
mia parcial. En los animales sometidos a trasplante hepatocelular
la ciclosporina A ha inducido una respuesta regenerativa impor-
tante pero que no se ha visto potenciada por la asociacion de
hepatectomia parcial.
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EFFECTS OF INTRASPLENIC HEPATOCELLULAR
TRANSPLANTATION ON THE REGENERATIVE
ACTIVITY OF THE LIVER

The aim of this study was to evaluate the influence which
hepatocyte inoculation in the spleen may have on the regenerative
activity of the liver. A normal liver was submitted to regenera-
tive stimulation by means of partial hepatectomy and/or cyclospo-
rine A and the hepatic regeneration was compared to that produ-
ced in animals which had previously received hepatocellular
transplantation in spleen submitted to the same regenerative sti-
mulation. The intensity of response was evaluated with regard to
the percentatge of hepatocytes with DNA content greater than the
controls. Hepatocellular transplantation increased the basal rege-
nerative activity of the liver but diminished their response to the
partial hepatectomy. In the animals submitted to hepatocellular
transplantation cyclosporine A induced an important regenerative
response which was not seen to be augmented by the association
of partial hepatectomy.

Key words: Hepatic regeneration. Hepatocellular transplantation.
Cyclosporine A. Rats.

Introduccién

Es conocida la competencia que se establece entre el higado
del huésped y el auxiliar en trasplantes heterotdpicos, lo que
termina condicionando la atrofia del injerto'-2. Por otra parte, €l
implante de células hepdticas aisladas en el interior del bazo ha
resultado beneficioso para superar episodios de fracaso hepdtico
agudo (FHA)®. En un primer momento, se sugiri6 la posibilidad
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de que el efecto beneficioso del implante pueda deberse a una
potenciacién de la capacidad del higado para regenerar, més que
a una verdadera suplencia funcional*>. Sin embargo, los estu-
dios sobre la funcionalidad de los hepatocitos implantados®?
llevaron a aceptar su papel de suplentes, por lo que se desecha-
ron otras hipétesis sin que hubiese evidencias experimentales en
las que fundamentar dicho abandono. La indicacién més baraja-
da para el trasplante hepatocelular son las enzimopatias congé-
nitas, en las que una pequefia masa de hepatocitos foraneos
puede compensar el déficit de los nativos'?. Pero también se ha
contemplado la posibilidad de utilizar el THC para descargar
temporalmente al higado de su actividad metabélica'!, favore-
ciendo de este modo su recuperacion por la via de la regenera-
cién hepatocitaria.

El objetivo de este estudio es valorar la influencia del THC
sobre la actividad regenerativa del higado.
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Material y métodos

Como donantes y receptoras se han utilizado ratas singénicas
hembras (Fisher, F344) de 200 g de peso. Todos los procedi-
mientos quirurgicos se han realizado bajo anestesia superficial
con éter. El aislamiento de los hepatocitos se ha llevado a cabo
mediante perfusion continua con colagenasa al 0,05 % siguiendo
el método descrito por Seglen', valordndose su viabilidad me-
diante el test de exclusién con azul tripin. Para realizar los
implantes se extrajo el bazo a través de una incisién subcostal,
inyectando a través de su polo inferior 1 ml de solucion EMEM
que contenia 22 x 10% hepatocitos viables. En los dos primeros
grupos de animales, utilizados como controles del THC y de la
hepatectomia, respectivamente, se simul6 la operacién inyectan-
do s6lo medio de cultivo EMEM sin células. La hepatectomia
parcial del 70 % se ha practicado siguiendo el método de Hig-
gins'?, 24 horas después de la inoculacion.

Se han considerado seis series experimentales de 7 animales
cada una. La primera, utilizada como control del THC, estaba
formada por animales en los que se inoculé medio EMEM en el
bazo. La segunda serie correspondia a animales con inoculacién
del medio EMEM a los que se sometié 24 horas después a una
hepatectomia del 70 %. La tercera serie correspondia a animales
con THC. La cuarta y quinta series correspondian a anima-
les con THC sometidos a hepatectomia parcial del 70 % o trata-
miento con ciclosporina A (CsA), respectivamente. La CsA se ha
administrado en dosis diarias de 20 mg/kg i.p. desde la vispera
del THC. En la sexta serie se asociaron los tres procedimientos:
THC, hepatectomia y CsA. Todos los animales se han sacrifica-
do 48 horas después de la inoculacién esplénica, obteniéndose
fragmentos de higado que se incluyeron en parafina. El ADN se
ha cuantificado por microespectrocitofotometria en secciones
histolégicas de 5, tehidas con Schiff (reaccion de Feulgen-
Rossenbeck). De esta manera se ha obtenido el contenido en
ADN de cada niicleo, agrupandose los resultados de cada serie
en histogramas de frecuencia. Usando una modificacion del
método de Bartels'®, y a partir de dichos histogramas, se obtu-
vieron una serie de curvas gaussianas que agruparon poblacio-
nes celulares en funcién de sus distintos niveles de ploidia. La
primera 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 como un
aumento de la poliploidia hepatocitaria. De esta manera pode-
mos obtener el porcentaje de hepatocitos regenerantes (PHR).

El an4lisis estadistico de los resultados se ha realizado con un
test no paramétrico (test de la suma de rangos), aceptdndose
como significativas las diferencias con una p < 0,05.

la actividad regenerativa del higado

Resultados

En cuanto al aislamiento de hepatocitos, la técnica utilizada
ha permitido obtener de cada animal una media de
248 + 56 x 10° células, con una viabilidad media del 94 %.

Tras la cuantificacién citofotométrica del ADN nuclear de
100 hepatocitos de higado de cada animal, se ha calculado el
contenido medio de los mismos (los resultados se detallan en la
tabla 1). El andlisis estadistico realizado con el test de Kruskal-
Wallis demuestra la existencia de diferencias significativas entre
las series experimentales en su conjunto (p < 0,001). Sin embar-
g0, no es prudente aventurar mediante dicho test que los trata-
mientos ensayados modifiquen el contenido en ADN de las
células hepdticas, ya que la cifofotometria s6lo permite compa-
rar las mediciones realizadas dentro de una misma preparacion
histologica.

En cambio, el andlisis de los niveles de ploidia en cada uno de
los animales de las series experimentales (fig. 1) permite obtener
un parametro util para hacer realizar comparaciones entre
muestras histoldgicas diferentes. En la tabla 2 se detalla el
porcentaje de hepatocitos con un contenido en ADN superior a
2C. Asi, el grupo control de animales sometidos a la inoculacion
del medio de suspensién de los hepatocitos, el PHR ha sido del
1,04 %. En los animales en los que se asocié una hepatectomia
parcial a la inoculacion de EMEM, este indice alcanzé un valor
madximo de 61,27 % (p < 0,001 frente a cada una de las otras
cinco series experimentales). La inoculacién de hepatocitos en el
bazo ha dado lugar a que el PHR se eleve hasta 7,34%
(p < 0,005). Las otras tres series de animales sometidos a inocu-
lacién de hepatocitos en bazo han experimentado un incremen-
to todavia mayor de su PHR (hepatectomia: 33,91 %, CsA:
20,8 %, hepatectomia+CsA: 29,78 %); ahora bien, este aumento
solo ha alcanzado significacion estadistica en la primera y terce-
ra series (p < 0,005), mientras que en el caso de los animales
tratados con CsA el test de la suma de rangos ha proporcionado
una p =0,0504.

Por ultimo, ninguna de las dos series experimentales en las
que se asocid inoculacion esplénica de hepatocitos con una
hepatectomia parcial alcanz6 valores similares a los de la serie
de hepatectomia mds inoculacion de medio EMEM (p < 0,005).

Discusion

Son muchos los autores que ven en la capacidad de suplencia
de los hepatocitos implantados en el bazo un futuro tratamiento

para enzimopatias congénitas®'>'7, hepatopatias crénicas™'®,

TABLA 1. Contenido nuclear medio en ADN de los hepatocitos de cada serie experimental

Inoculacion medio

Inoculacion hepatocitos

Ratas
Sin tratamiento Hepatectomia 70 % Sin tratamiento Hepatectomia 70%  CsA CsA+Hepatectomia 70 %
1 11,12 15,8 14,49 15,67 18,46 12.40
2 12,53 15,19 18,94 19,73 13,80
3 10,60 15,77 18,29 17,18 18,93 7,98
4 12,88 15,43 14,63 9,39 13,58 11,29
5 9,41 15,72 14,44 11,73 12,01 12,42
6 10,06 16,88 18,60 10,64 16,61 10,57
7 11,66 14,86 13,94 18,51 14,13 9,32
Media 11,18 15,66 16,27 14,57 16,21 11,11
DE 1,26 0,63 2,40 3,93 2,99 1,99
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asi como en situaciones agudas en las que se precisa un soporte
temporal urgente mientras el higado se recupera o puede practi-
carse un trasplante. Las primeras observaciones en este sentido
se realizaron en modelos de fracaso hepético agudo (FHA) indu-
cido de forma quimica. La disminucién observada en la mortali-
dad tras el THC fue atribuida inicialmente al efecto detoxifican-
te del implante, sin que se aceptara una auténtica capacidad de
soporte para los hepatocitos ectopicos. Con el fin de probar esta
hipdtesis se desecharon los modelos de FHA inducido toxica-
mente (D-galactosamina'® %, dimetilnitrosourea’, etc.), y se re-
pitieron las experiencias en modelos quinirgicos de FHA?'"%,
confirmandose el efecto beneficioso del THC en situaciones de
insuficiencia hepdtica aguda. Las primeras explicaciones toma-
ron en consideracién dos posibilidades: induccién de la regene-
racién hepética o suplencia funcional. Los estudios posteriores,
disefiados para valorar de forma directa la actividad funcional
de estos implantes de hepatocitos, confirmaron que estas célu-
las, a pesar de su localizacién ectopica, conservan sus activida-
des hepatospecificas.

Sin poner en duda la funcionalidad de los hepatocitos implan-
tados en otro érgano, creemos que es necesario estudiar el efecto
que pudiera tener el THC sobre la regeneracién del higado
autoctono. Es importante saber si se establece una competitivi-
dad, como ocurre en el trasplante hepético heterotdpico, o si por
el contrario, el THC estimula la regeneracion, acelerando la
recuperacion del higado nativo.

En nuestra experiencia, los higados de animales inoculados
con medio de cuitivo acelular, mostraron tan sélo un 1,05 % de
hepatocitos en regeneracion; cifra que se corresponde perfecta-
mente con un higado joven que se encuentra en crecimiento.
Con respecto a la hepatectomia practicada en estos mismos
animales, se observa una respuesta tipica, con algo mds del 60 %
de la poblacidn hepatocitaria en regeneracion. Por tanto, parece
permitido concluir que la inoculacién del medio de cultivo no
ejerce influencias en el proceso de regeneracién, por lo que las
diferencias encontradas tras el THC se deberan a los hepatocitos
inoculados y no al vehiculo utilizado para su implante.

En efecto, 1a primera observacién que llama la atencién en la
tercera serie es la presencia de un 7,35 % de hepatocitos regene-
rantes en el higado tras el THC. Este hecho nos hace pensar que
la alteraci6n del equilibrio masa parenquimal/tamaiio corporal®®
no seria el inico mecanismo de control de la regeneracién, como
se ha postulado, ya que en nuestro caso, el aumento de masa
hepatica se sigue de una respuesta regenerativa, lo que concuer-
da con lo sugerido por algunos autores acerca del papel estimu-
lador de las fracciones citosdlicas hepatocitarias en la regenera-
cion hepatica?’. Seria ese pequefio porcentaje de hepatocitos no
viables presentes en nuestras suspensiones el responsable de este
efecto. Aunque también podria pensarse que en el proceso del
aislamiento o inoculacién se producen roturas de hepatocitos
cuyos clementos disgregados penetran en el bazo, estimulando
asi la regeneracion. En cualquier caso, ésta es una cuestion
todavia no explicada con claridad.

Si observamos el efecto provocado por la hepatectomia par-
cial en animales sometidos a THC (cuarta serie), parece —en
un principio— que los resultados concuerdan con lo esperado: un
claro aumento de la actividad regenerativa hepatocitaria que
multiplica por cinco el porcentaje de hepatocitos en regenera-
cién (34 % de PHR). El problema surge al compararlo con los
animales hepatectomizados sin THC, cuyo porcentaje de hepa-
tocitos regenerantes casi duplica al de los animales trasplanta-
dos. A primera vista esto resulta extrafio, pues al sumar dos
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estimulos cabria esperar un aumento en vez de una disminucién
en la intensidad de la respuesta. La explicacion a este fenémeno
podria encontrarse en el hecho de que los hepatocitos inocula-
dos en el bazo constituyen un higado ectdpico funcionante que
aumentaria de esta forma la masa hepética total. O lo que es lo
mismo, rebajaria el porcentaje de masa hepdtica eliminado en la
hepatectomia. Sin embargo, esta explicacion -en principio
atractiva- se topa con un problema numérico: sobre el total
estimado de hepatocitos contenidos en el higado (aproximada-
mente unos 800 x 10) los 22 x 108 inoculados no liegan a supo-
ner un 3 %. Por tanto, podriamos decir que el THC tan sélo ha
supuesto bajar del 70 al 67 % en la hepatectomia parcial, cifra
que en principio no justifica una disminucion del 50 % en la
respuesta. Otra posible explicacion de la cuestién que nos ocupa
se podria encontrar en el hecho conocido de que la velocidad de
la regeneracion guarda proporcién con la amplitud de la hepa-
tectomia®®. La disminucion en la amplitud de la hepatectomia
no sélo disminuiria ligeramente el porcentaje de hepatocitos que
han de regenerar, sino que también retrasaria el momento en
que se observa el pico de madxima sintesis de ADN. Asi, al no
haber modificado el momento de estudio (24 horas después de
1a hepatectomia), se observaria una respuesta disminuida.

La administraciéon de CsA en animales con THC (quinta
serie), ha triplicado el porcentaje de hepatocitos en regenera-
¢ion, lo que coincide con las observaciones ya publicadas sobre
el efecto regenerativo de la CsA en animales no trasplantados™?,
asi como en higados sometidos a isquemia caliente®. El proble-
ma se plantea en la asociacién de la CsA y hepatectomia parcial
en animales trasplantados (sexta serie). En los trabajos referidos
con anterioridad, la CsA potencid la respuesta regenerativa del
higado hepatectomizado, mientras que en el presente la CsA no
ha modificado los resultados obtenidos tras hepatectomia
(p > 0,05). Es dificil discutir estos resultados, ya que todavia se
desconoce el mecanismo de accidn a través del cual la CsA
interviene en la regeneracién hepdtica. De todas formas, la
potenciacion de la regeneracién hepatica tras hepatectomia por
parte de la CsA se ha establecido en un modelo de hepatectomia
parcial del 40 %, mientras que en este caso se trata del 70 %. Se
podria pensar que la suma de efectos observada en aquel mode-
lo queda enmascarada o anulada al aumentar de forma notable
la intensidad de uno de los estimulos (hepatectomia del 70 %).
En cualquier caso, lo que puede afirmarse es que el perfil de
respuesta a los estimulos regenerativos en el higado de animales
sometidos a THC se mantiene dentro de los limites de lo nor-
mal, aunque con una intensidad disminuida. Y para explicar
esta disminucién deberdn disefiarse nuevos estudios. Entre tan-
to, la cuestion planteada al inicio permanece abierta, ya que el
THC mejora la regeneracion en animales normales y la disminu-
ye en hepatectomizados.
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Fig. 1. Distribucion de la poblacién hepatocitaria hepdtica en funcion de sus niveles de ploidia en cada una de las series experimentales. En el eje horizontal
se representan los diferentes niveles de ploidia (niveles euploides —2C, 4C, 8C, 16C- y niveles intermedios). En el eje vertical se expresa el porcentaje de cé-
{ulas.

TABLA 2. Porcentaje de hepatocitos en regeneracion en cada una de las series experimentales

Ra Inoculacién medio Inoculacién hepatocitos
tas
Sin tratamiento Hepatectomia 70 % Sin tratamiento Hepatectomia 70%  CsA CsA+Hepatectomia 70 %

1 1.86 58,32 2,87 35,24 32,34 24,67
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Media 1,04 61,27 7,34 33,91 20,80 29,78

DE 1,87 5,16 3,94 1,75 13,94 8,76
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