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Estudio de la accidn hepatotréfica de la ciclosporina A
en un modelo de isquemia hepdtica en la rata

Portugal, V.; Garcia-Alonso, I.; Bilbao, I.; Barceld, P.; Miigica, P., y Méndez, J.

SUMMARY .

Liver ischemia is a common surgical situation. In this
study the effect of 15 minutes of warm ischemia on
liver regeneration in the rat is assessed. From hepatocytic
DNA content (cytophotometrically meassured), the
Percentage of Regenerating Hepatocytes (PRH) and the
Regenerative Gradient (RG) are calculated in normal
livers and following different regenerative stimuli: par-
tial hepatectomy (70%) and cyclosporine (20 mg/kg
i.p.). In resting livers (both controls and CsA-treated)
the PRH and the RG were not modified by ischemia.
However, liver regeneration following partial hepatec-
tomy was significantly decreased by ischemia. In the
other hand, CsA has increased the PRH and the RG in
the four situations analyzed: resting and regenerating
liver, both normoperfused or following 15 minutes liver
ischemia. It is concluded that the hepatotrophic effect
of CsA is not nullified by warm liver ischemia.

KEY WORDS: Hepatic regeneration, liver, ischemia,
cyclosporine, DNA.
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RESUMEN

La isquemia hepética supone una agresion inevitable en nu-
merosos procedimientos quirdrgicos. En este estudio se anali-
za la repercusién de la isquemia hepética normotérmica de 15
minutos de duracién sobre la regeneracién hepatocitaria en
la rata (porcentaje de hepatocitos en regeneracion —%HR—
y gradiente regenerativo —GR— establecidos mediante cuan-
tificacién citofotométrica del DNA nuclear hepatocitario). Di-
cho efecto se ha valorado en condiciones normales y tras
diferentes estimulos regenerativos: hepatectomia parcial (70%)
y ciclosporina (20 mg/kg i.p.) solas o asociadas. En los con-
troles normales y en los animales tratados Gnicamente con ci-
closporina, la isquemia no ha madificado sensiblemente el
%HR. En cambio, la regeneracién inducida por la hepatecto-
mia parcial se ha visto claramente frenada por la isquemia. Por
ofra parte, en las cuatro situaciones estudiadas, la ciclospori-
na ha mejorado significativamente el %HR y el GR, proban-
do asf que su efecto hepatotréfico persiste tras la agresion

isquémica.

PALABRAS CLAVE: Regeneracidn hepética, higado, isquemia,
ciclosporina, DNA.

INTRODUCCION

En los vltimos afios, el trasplante hepético se ha aceptado
como una razonable opcién terapéutica para aquellos pacien-
tes con una enfermedad hepdtica irreversible (1). Sin embar-
g0, el 6rgano a trasplantar estd sujeto a numerosas agresiones
que condicionan la funcién precoz postimplante del 6rgano
(2). Si obviamos los problemas inmunolégicos, el daiio is-
quémico que se produce durante la extraccién y preservacion
del higado es la principal causa del fracaso postimplante (3).
La capacidad del higado para tolerar y compensar estas agre-
siones determinard su funcionalismo final. A esto se afiade,
en el caso de los trasplantes segmentarios, la necesidad de
que los hepatocitos del higado trasplantado proliferen para ade-
cuar la masa hepitica funcionante al tamafio del receptor (4).
Por todo ello, resulta interesante investigar sustancias que
aumenten la resistencia del higado al dafio por preservacion
y que potencien su capacidad regenerativa.

En anteriores experiencias hemos comprobado el efecto he-
patotréfico de la CsA (5, 6), inmunosupresor de eleccién en
el trasplante hepdtico, asi como su efecto beneficioso en un
modelo de isquemia intestinal en ratas (7). En un intento de
clarificar este efecto de la CsA y de probar su hipotética efi-
cacia terapéutica, se ha disefiado el presente estudio en ratas.
En este trabajo, analizaremos el efecto de este formaco sobre
la regeneracidn hepatocitaria en situaciones de isquemia nor-
motérmica asociada o no a un estimulo regenerativo (hepa-
tectomia parcial).

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se han utilizado ratas Sprague-Dawley, ma-
chos de 250 g de peso (Estabulario de la Facultad de Medici-
na y Odontologia, UPV/EHU). Todas las experiencias se han
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TABLA 1
Series experimentales

Control.

Isquemia hepitica.

Ciclosporina A (20 mg/kg).

Isquemia hepitica+Ciclosporina A.
Hepatectomia 70%.

Isquemia hepitica +Hepatectomfa 70%.
Hepatectomia 70% + Ciclosporina A.

sss<zERT

Isquemia hepitica + Hepatectomia 70% +Ciclosporina A.

realizado entre las 9 a.m. y 11 a.m. y los animales han tenido
libre acceso a la comida (A-04, Panlab) y agua, hasta el mo-
mento e inmediatamente después de las intervenciones.

Bajo anestesia con éter y a través de una laparotomia me-
dia, se clamp6 el hilio hepético, mediante clips para aneuris-
mas cerebrales de Yasargil, durante 15 minutos. Para evitar
la subsiguiente congestién espldcnica se realiz6 un clampaje
del tronco celiaco y de la arteria mesentérica superior a su
salida de la aorta. Tras lo cual se cerr6 el abdomen. Una vez
finalizado el perfodo de isquemia, se procedié a la reapertu-
ra de la laparotomia, retirdndose los diferentes clips vascula-
res. La recuperacion del flujo sanguineo se comprobd
mediante la objetivacion del latido de la a. hepitica y de las

arterias rectas del intestino.
”

Cuando fue necesaria la realizacién de una hepatectomia del
70%, ésta se realizé mediante la tecnica descrita por Higgins
(8), inmediatamente después de la reperfusién o como procedi-
miento aislado. La administracién de Ciclosporina A (CsA, Sandimun;
Sandoz) se ha realizado a dosis de 20 mg/kg, 24 horas y 2 ho-
ras antes de las intervenciones, por via i.p. La experiencia consta
de ocho series de 10 animales cada una (tabla I).

Los animales fueron sacrificados a las 24 horas, extrayén-
dose un fragmento de higado, que se incluy6 en parafina. So-
bre secciones histoldgicas de 5 p de espesor, tefiidas con
reactivo de Schiff mediante la reaccién de Feulgen-
Rossenbeck, se cuantificé el DNA nuclear hepatocitario me-
diante un microespectrofotémetro (\=560 nm). Asf{ se obtu-
vo el contenido de DNA en unidades arbitrarias de 100 nticleos
hepatocitarios de cada animal. Estos valores se distribuyeron
en un histograma de frecuencias, lo que permitié, mediante
¢l método descrito por Bartel, calcular diferentes curvas gaus-
sianas ajustadas sobre los distintos niveles de ploidia. Esto
nos ha permitido estimar el porcentaje de hepatocitos en re-
generacién (%HR) y el gradiente regenerativo (GR); enten-
dido este iltimo como el cociente del contenido medio en
DNA de los hepatocitos regenerantes y el contenido medio
en DNA de los hepatocitos estiticos.

Una vez obtenidos los datos correspondientes a cada ani-
mal, se calcularon los valores medios de cada serie. La com-
paracién de resultados se realizé, dada la distribucién no
normal de los mismos, mediante el test de la suma de ran-
gos, considerandose como significativos aquellos valores que
mostraron una p <005.

Todos los experimentos se han llevado a cabo siguiendo la
normativa vigente sobre proteccion de los animales utiliza-
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dos para experimentacién y otros fines cientificos (R. D.
223/1988 del 14 de marzo y la Orden de 13 de octubre de 1989).

RESULTADOS

El estado de reposo del higado no implica una tasa regene-
rativa nula, encontrdndose en los animales control un %HR
del 1,21% (tabla II). Esta se ha considerado como la tasa re-
generativa basal, con un GR de 2,15.

A continuacién, analizamos los resultados obtenidos en ani-
males sometidos a isquemia hepdtica normotérmica. Cuando
la isquemia se realizé sobre un higado normal se observa un
leve descenso del %HR, si bien las diferencias no son signi-
ficativas (fig. 1). Por el contrario, cuando la isquemia se aso-
cia a un estimulo regenerativo probado (hepatectomia del 70%)
se observa que la isquemia afecta negativamente a la regene-
racién hepidtica. El %HR desciende hasta 8,85% (p < 0,005),
mientras que el GR no se modifica.

Si analizamos los resultados logrados tras el tratamiento con
CsA (cf. fig. 1), observamos que la administraci6n de ciclos-
porina ha inducido regeneracién hepatocitaria en el higado
estdtico (4,01% vs 1,21%, p<0,001) y tras 15 minutos de is-
quemia hepdtica absoluta (3,43% vs 0,76%, p <0,005). Asi-
mismo, ha incrementado el %HR tras hepatectomia del 70%,
tanto en animales normoperfundidos (44,46% vs 22,29%,
p<0001) como en aquéllos sometidos a isquemia hepditica
(13,16% vs 8385, p<005).

Ademds, la CsA ha aumentado el ritmo regenerativo (GR)
en todos los supuestos considerados, a excepcion del grupo
sometido a isquemia y tratado con CsA (fig. 2).

DISCUSION

Ia regeneracion hepatocitaria es el principal mecanismo
compensador tras una agresion hepdtica que suponga pérdi-
da de volumen del 6rgano (10). Del mismo modo, este proce-
so biolégico es fundamental para recuperar el correcto
funcionalismo del 6rgano tras un trasplante hepético parcial
(11). Si a esto afiadimos que todo drgano a trasplantar sufre

TABLA 1T
Porcentaje de hepatocitos en regeneracién (%HR)
y gradiente regenerativo (GR) en las distintas series
experimentales

Serie % HR GR
Control 1,21+ 1,17 2,15+0,24
Isquemia hepitica 0,76+ 1,48 2,16+0,38
Ciclosporina A 401+ 3,25 2,38+£0,48
Isquemia hepdtica+CsA 343+ 2,37 1,93+0,41
Hepatectomia 70% 22,29+ 9,7 1,61+0,12
Isquemia hepética+

hepatectomia 70% 8,85+ 9,38 1,66 £0,39
Hepatectomia 70% +CsA 44,46 £12,56 1,89+0,15
Isquemia hepética+ ’

hepatectomia 70% +CsA 13,16+ 5,54 2,29+0,37
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FIG. 1.—Modificacibnes inducidas por la hepatectomia del 70% y la ciclosporina A sobre la regeneracién hepatocitaria en el higado
isquémico y normoperfundido (%HR). Las diferencias significativas entre las series experimentales se senalan mediante flechas.
\

una agresion isquémica (extraccién y preservacion) y de re-
vascularizacién (postimplante) serd necesario un adecuado co-
nocimiento de la respuesta regenerativa hepatocitaria tras
isquemia hepética para posibilitar su regulacién y manipula-
cién terapéutica.

En nuestro modelo experimental se ha realizado una cuan-
tificacién del DNA hepatocitario en diferentes situaciones, to-
das ellas tras una isquemia hepdtica de 15 minutos que no se
asocia a mortalidad alguna (12).

El andlisis del %HR basal, correspondiente al higado est4-
tico, nos muestra unas cifras coincidentes con las observadas
por otros autores (13). Del mismo modo, la asociacién de una
hepatectomia del 70% ha producido una clara eclosién rege-
nerativa, validando nuestro modelo de cuantificacién de la res-
puesta regenerativa.

La asociacién de una isquemia hepatica de 15 minutos no
ha afectado los pardmetros regenerativos cuando se realiza so-
bre un higado estdtico. Sin embargo, la isquemia hepdtica aso-
ciada a un estimulo regenerativo probado (hepatectomia del
70%) afecta negativamente al proceso regenerativo: disminuye
significativamente el %HR, manteniéndose constante el GR.
Es decir, ha disminuido la intensidad, pero no la velocidad
de la regeneracion hepatocitaria: tras la isquemia hepdtica de
IS minutos regenera un nimero menor de hepatocitos, pero
los que lo hacen mantienen un ritmo normal. Esta observa-
cién podria justificarse desde un punto de vista metabdlico,
dado que la isquemia dafia metabdlicamente al hepatocito, le-
sionando las mitocondrias y depleccionando las reservas del
ATP (14): elementos imprescindibles para la adecuacién del
hepatocito y posterior sintesis de DNA. Ademds, durante la
reperfusion, la generacion de radicales libres del oxigeno
(RLO) produciria lesiones a nivel de los sistemas de mem-
branas y del DNA (15).

Desde un punto de vista histolégico, la hipoxia afecta hete-
rogéneamente a los hepatocitos, dado que los centrolobuli-
llares son mds sensibles a la hipoxia (16), afectindose con
mayor intensidad que los periportales. Esta heterogeneidad
explicaria porqué algunos hepatocitos siguen regenerando y

lo hacen a un ritmo normal, y otros, sin embargo, no regene-
rarian.

Ademds, los hepatocitos podrian dafiarse en diferente in-
tensidad, sin llegar necesariamente a la irreversibilidad y
muerte celular (17). Si estos hepatocitos pudieran recuperar
su funcionalismo, como lo demuestra la progresiva normali-
zaci6n de las enzimas hepaticas tras la isquemia-reperfusion
hepitica (18), podrian regenerar. Se trataria, por tanto, de un
retardo en la regeneracion.

Por otra parte, la participacién del sistema inmune como
elemento regulador de la regeneracién hepatocitaria ha sido
propuesta por diferentes autores (19). Asimismo, diferentes
estirpes de células inmunocompetentes han sido involucradas
en la fisiopatologifa del sindrome de isquemia y reperfusién
(20). De aqui la importancia del estudio de un inmunosupre-
sor ampliamente utilizado en la clinica humana como la Ci-
closporina A (CsA), en nuestro modelo experimental.

Los resultados obtenidos tras el tratamiento con CsA sobre
higado estdtico corroboran el efecto hepatotréfico de este me-

FIG. 2.—FEfecto de la administracién de ciclosporina A (20 mg/kg/dia,
i.p.) sobre el gradiente regenerativo. Las columnas punteadas re-
presentan los valores de los animales tratados con ciclosporina A.

En tres de las series, la ciclosporina ha aumentado significativa-
mente el GR (senaladas con asterisco).

[1sQuEmiA |

L [(easa ] [Her7ox | [1sa + HEP] .
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tabolito fiingico, ya probado con anterioridad por otros auto-
res (5, 6). Este estimulo regenerativo se ha revelado de me-
nor intensidad que la hepatectomia del 70%, pero ha mostrado
un efecto no sélo aditivo sino potenciador de la eclosién re-
generativa posthepatectomia. Este hecho sugiere la posibili-
dad de que estos estimulos ejerzan su accién a través de
diferentes mecanismos. :

Al comparar nuestros resultados y modelo con los de otros
autores (5, 21) se obtiene la impresi6n de que la administra-
cién de la CsA tras el estimulo regenerativo quinirgico no
es la causante de la eclosién regenerativa; lo que indicaria
que la accién de la CsA es independiente del mismo, o desa-
rrolla su accién a nivel del mecanismo iniciador de la res-
puesta regenerativa.

Por otra parte, al analizar el GR se observa que la CsA
aumenta este pardmetro en todas las series; es decir, dismi-
nuye ¢l tiempo réquerido para la duplicacién del DNA. Esto
llama la atencién, sobre todo si se tiene en cuenta que nume-
rosos estudios previos habian concluidp que la CsA no afec-
taba a las etapas del ciclo celular (22). Una posible explicacion
seria que el aumento del GR en vez de reflejar una mayor ve-
locidad global de sintesis, lo que expresa es una activacién
més precoz de los hepatocitos tras el estimulo. Desde otro
punto de vista se podria considerar, que con la administra-
cién de CsA la regeneracién hepatocitaria se produciria de
un modo mds difuso, afectando de un modo general a hepa-
tocitos tanto periportales como centrolobulillares. En este sen-
tido, se acepta que los hepatocitos centrolobulillares poseen
un mayor contenido en DNA como consecuencia de su creci-
miento o mayor edad. Ademds, la regeneracion se inicia a ni-
vel periportal, desplazdndose hacia la periferia del acino
hepidtico (23). La Ciclosporina A podrfa inducir la existen-
cia de un ambiente favorable a la regeneracién hepatocitaria
més difuso, del mismo modo que se produce una redistribu-
cién zonal de la SDH durante la regeneracién hepdtica tras
tratamiento con CsA (24).

En cualquier caso, no es posible a partir de nuestros datos
esclarecer el mecanismo de acci6n de la CsA a nivel de la
regeneracion hepdtica; y existen opiniones tanto a favor (25)
como en contra (26) de que en dicho mecanismo esté impli-
cado el sistemna inmunitario. Asi, algunos autores consideran
que los receptores citosélicos de la CsA y de otros inmuno-
moduladores como el FK506 (27), con probada actividad en-
zimética (28), jugarian un importante papel en la iniciacién
de la respuesta regenerativa. Otros, en cambio, considerando
que el sistema monocitomacréfago es el regulador de este pro-
ceso (29) y que las células de dicho sistema son sensibles al
tratamiento con CsA, concluyen que es a través de ellas co-
mo la CsA influye en la regeneracién hepatica.

Centrémonos ahora s6lo en el efecto protector de la CsA
frente a la isquemia (figs. 1 y 2): ha normalizado la regene-
racién hepdtica basal y ha aumentado significativamente el
%HR del grupo con hepatectomia del 70% +isquemia de 15
minutos. Esto concuerda con el hecho de que algunos auto-
res como Hayashi y cols. (30), han demostrado un efecto be-
neficioso de la CsA en la isquemia hepdtica, postulando como
mecanismo de accién un efecto estabilizante sobre las mem-
branas. En cambio, los resultados de otros autores (31), su-
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gieren que la CsA evitarfa la activacién de los linfocitos tras
la isquemia reperfusi6n (31), generando un ambiente propi-
cio para la regeneracion hepitica.

Evidentemente, ha quedado claro que la isquemia afecta ne-
gativamente a la capacidad regenerativa del higado, aunque
queda todavia por determinar si lo hace de un modo tempo-
ral o definitivo. De todas formas, la duracién de la isquemia,
que en nuestro estudio ha sido de tan sélo 15 minutos, puede
jugar un papel determinante en esta diferenciacién. Podria tal
vez ocurrir que la regeneracion ante un determinado estimu-
lo quedara abolida definitivamente cuando la isquemia se pro-
longase por encima de un cierto perfodo de tiempo.

La administracién de CsA preoperatoria se ha mostrado
como una medida terapéutica eficaz para incrementar la
regeneracién hepatocitaria, incluso sobre higado isquémi-
co, aunque el desconocimiento de su mecanismo intrinseco
de accién a este nivel, hace necesarias nuevas investigacio-
nes.
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