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Prevencién del dafio isquémico en el trasplante hepatocelular en la rata
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the efficacy
of certain antioxidant and/or hepatotrophic drugs on
the sensivity to ischemia of hepatocytes implanted in-
to the spleen. Twenty four hours after hepatocellular
transplantation, animals were submitted to 15 minu-
tes of normotermic ischemia followed by 70% hepa-
tectomy. Hepatocytic function was assessed 24 h
later by measuring the intensity of the regenerative
response, both in the liver and in the spleen. All
drugs increased the percentage of regenerating hepa-
tocytes, but only allopurinol and cyclosporine achie-
ved significance. However none of the drugs were
useful for hepatocytes implanted in the spleen, allo-
purinol having a deleterious effect.
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RESUMEN

E! objetivo de este trabajo consiste en valorar la capaci-
dad de ciertos farmacos antioxidantes y/o hepatotroficos de
disminuir la susceptibilidad a la isquemia de los hepatocitos
implantados en el bazo. Para ello. veinticuatro horas des-
pués del implante esplénico, se ha sometido a los animales
a camplaje del hilio hepatico, tronco celiaco y arteria me-
sentérica superior durante 15 minutos, seguido de hepatec-
tomia parcial del 70%. La capacidad funcional de los
hepatocitos se ha valorado cuantificando la intensidad de su
respuesta regenerativa, tanto en bazo como en higado, a
las 24 horas. Todos los tratamientos han aumentado el por-
centaje de hepatocitos en regeneracion en el higado, pero
sélo el alopurinol v la ciclosporina han alcanzado significa-
cibn estadistica. En cambio, ninguno de ellos ha resultado
atil para los hepatocitos del bazo. llegando el alopurinol a
ser nocivo.

PALABRAS CLAVE: Trasplante hepatocelular, isquemia,
ciclosporina A, acido félico, alopurinol. superoxido dismu-
tasa.

INTRODUCCION

El trasplante de hepatocitos aislados, probado con éxito en
numerosos modelos animales (1) se perfila hoy como una de
las modalidades terapéuticas mds prometedoras para los pa-
cientes afectos de enzimopatias hepticas congénitas (2). Es-
tas patologfas, que hoy requieren un trasplante hepitico,
podrian resolverse, una vez superados los problemas inmu-
nolégicos, con el implante percutdneo de un nimero relati-
vamente pequefio de hepatocitos normales.

Recientemente hemos publicado un trabajo demostrando
que estas células, implantadas en el bazo de animales singé-
nicos, son capaces de responder a los estimulos regenerati-
vos; y lo hacen a la vez y con la misma intensidad que los
hepatocitos del higado, lo que prueba la integracion de los
mismos dentro de la masa hepdtica global del huésped (3).

En el presente trabajo nos hemos planteado c6mo proteger
a los hepatocitos frente a la agresién que supone el periodo
de relativa anoxia inherente al proceso de aislamiento e ino-
culacién de los mismos a partir de un donante, vivo o cadd-
ver, asi como la posterior reperfusién de los mismos (4).
Para ello hemos diseftado un modelo experimental en el que
sometemos a los hepatocitos recién inoculados a un corto
periodo de isquemia normotérmica que disminuye sensible-
mente la capacidad regenerativa hepatocitaria.

Sobre este moelo valoramos la posible eficacia de dos ti-
pos de tratamientos. En primer lugar, la administracion de
ciclosporina A, firmaco cuya capacidad hepatotréfica se ha
comprobado en distintas situaciones: higado en reposo (5,
tras hepatectomias parciales del 40% (6) 6 70% (7), asi co-
mo en el implante esplénico de hepatocitos (8). De hecho.
este fArmaco ha demostrado ser itil en un modelo similar de
isquemia hepdtica normotérmica (5).

En segundo lugar valoramos la eficacia de sustancias an-
tioxidantes ensayadas también previamente en el citado mo-
delo (alopurinol, superéxidodismutasa, dcido félico) (9).

MATERIAL Y METODOS
En el estudio se han utilizado ratas Fisher F-344. machos

de 250 g de peso, (Estabulario de la Facultad de Medicina y
Odontologia. UPV/EHU). Todas las experiencias se han rea-
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FIG. 1.—Todos los tratamientos ensayados han aumentado el por-

centaje de hepatocitos del higado que se encuentran regenerando

veinticuatro horas después practicar una hepatectomia parcial del

70%, precedida de 15 minutos de isquemia hepdtica normotérmica,

en animales con un implante esplénico de hepatocitos. Sin embar-

go, este aumento solo ha alcanzado significacion estadistica en el
caso del alopurinol y la ciclosporina A.

lizo 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 momento
e inmediatamente después de las intervenciones.

Todos los procedimientos quirdrgicos se han realizado bajo
anestesia con éter. El aislamiento de los hepatocitos se ha lle-
vado a cabo mediante perfusién continua con colagenasa al
0,05% siguiendo el método descrito por Seglen (10), valordn-
dose su viabilidad mediante el test de exclusién con azul tri-
pén. Para realizar los implantes se extrajo el bazo a través de
una laparotomfa media inyectdndose en su polo inferior 1 ml
de medio EMEM que contenia 22 x 106 hepatocitos viables.

La isquemia hepitica se indujo 24 horas después, clampando
el hilio hepdtico durante 15 minutos, mediante clips para aneu-
rismas cerebrales de Yassargil. Con el fin de evitar la conges-
tién espldcnica, se asocié el clampaje del tronco celfaco y de la
arteria mesentérica superior a su salida de la aorta. Tras todo
ello, se cerrd el abdomen. Una vez finalizado el periodo de is-
quemia, se procedid a la reapertura de la laparotomfa retirdndo-
se los diferentes clips vasculares. La recuperacién del flujo
sanguineo se comprobé mediante la objetivacién del latido de
la a. hepdtica y de las arterias rectas del intestino.

La hepatectomia del 70% se realiz6 mediante la técnica
descrita por Higgins (11), inmediatamente después de iniciar
la reperfusion. Con la excepcion de la ciclosporina A (CsA,
Sandimun; Sandoz) que se inoculé por via i.p., el resto de
los farmacos utilizados en el estudio se han administrado
mediante perfusién intravenosa lenta (133 microl/min) con-
trolada por una bonba de infusién (Lymphography Injector
II, Cordis/Hyperion). Para ello, se procedi6 a disecar la vena
femoral izquierda, introduciéndose en ella un catéter 27G
(Biatrol-Farma) que se fijé mediante un clamp vascular. La
perfusién se comenzé 10 minutos antes de la reperfusion, fi-
nalizdndose inmediantamente antes de ésta. Una vez con-
cluida, se extrajo el catéter y se realizd hemostasia de la
vena mediante compresion digital, observdndose en todos
los casos la permeabilidad del vaso.

La experiencia consta de 5 series de 10 animales cada una.
El grupo control fue sometido a isquemia y hepatectomia

Prevencicn del daiio isquémico... 895

parcial, sin recibir tratamiento farmacoldgico alguno. A otro
grupo se le administraron dos dosis de Ciclosproina A (20
mg/kg, i.p.), 24 h y 2 h antes de la intervencidn. Los tres
grupos restantes recibieron un farmaco antioxidante disuelto
en 2 ml de suero fisiologico: superdxidodismutasa (SOD) 6
mg/kg (Ontosein-Orgoteina, Zambeletti; Espaiia), dcido foli-
nico 2,5 mg/kg (Lederfolin, Lederle) y alopurinol 50 mg/kg
(Sigma A-8003, disuelta en suero fisiolégico alcalinizado).

Los animales fueron sacrificados a las 24 horas, extrayén-
dose el bazo y un fragmento de higado, que se incluyeron en
parafina. Sobre secciones histoldgicas de 5 um de espesor,
tefiidas con reactivo de Schiff mediante la reaccion de Feul-
gen-Rossenbeck, se cuantificé el DNA nuclear hepatocitario
mediante un microespectrofotémetro (A=560nm). Asi se ob-
tuvo el contenido de DNA en unidades arbitrarias de 100 ni-
cleos hepatocitarios de cada animal, Estos valores se
distribuyeron en un histograma de frecuencias, lo que permi-
ti6, mediante el método descrito por Bartel (12), calcular di-
ferentes curvas gaussianas ajustadas sobre los distintos
niveles de ploidfa. Esto nos ha permitido estimar el porcenta-
je de hepatocitos en regeneracion (P.H.R.) y el gradiente re-
generativo (GR); entendido este 1iltimo como el cociente del
contenido medio en DNA de los hepatocitos regenerantes y
el contenido medio en DNA de los hepatocitos estéticos.

Una vez obtenidos los datos correspondientes a cada ani-
mal se calcularon los valores medios de cada serie. La com-
pracién de resultados se realizé, dada la distribucién no
normal de los mismos, mediante el test de la suma de ran-
gos, considerdndose como significativos aquellos valores
que mostraron una p<0,05.

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

RESULTADOS

Todos los tratamientos ensayados han aumentado el por-
centaje de hepatocitos en regenracién (P.H.R.) en el higado
(fig. 1), pasando de un 42% (D.S.: 13,3) en los animales no
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FIG. 2.—Los tratamientos ensayados no han logrado mejorar la res-
puesta regenerativa de los hepatocitos implantados en el bazo, que
en su conjunto ha sido inferior a la observada en el higado. En el ca-
so del alopurinol se observa una significativa disminucion del P.H.R.
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FIG. 3.—La ciclosporina A ha disminuido el Gradiente Regenera-
tive hepatocitario del higado, mientras que los fdrmacos antioxi-
dantes no han producido modificaciones significativas,

tratados a un 50-57% en aquellos que recibieron antioxidan-
tes o ciclosporina. Sin embargo, y debido fundamentalmente
a la dispersién de los resultados, estas diferencias s6lo han
alcanzado significacién estadistica en el caso del alopurinol
(M=56,5%; D.S.=11,8; p=0,0199) y de la ciclosporina A
(M=57,2%; D.S.: 11,8; p=0,0199).

La respuesta regenerativa en los hepatocitos afincados en el
bazo ha sido diferente (fig. 2). Asf, en los animales no tratados
el P.H.R. del bazo ha sido netamente inferior al observado en
el higado (27% vs. 42%). En cuanto a los tratamientos ensaya-
dos, el 4cido félico ha producido un ligero aumento del P.H.R.
(M=36%; D.S.=16,4 vs. M=27%; D.S.: 14,5), pero sin alcan-
zar significacion estadistica, mientras que la S.0.D. y la ci-
closporina no han producido variaciones, con un 27%
(D.S.=13,9) y un 25% (D.S.=10,8), respectivamente. En cam-
bio, en los animales tratados con alopurinol se ha producido
una disminucién significativa del P.H.R., descendiendo hasta
el 15% (D.S.=6,6; p<0,05). En conjunto, la dispersién de los
resultados ha sido similar a la acontecida en el higado.

En cuanto al GR de los hepatocitos hepiticos (fig. 3) los
diferentes tratamientos antioxidantes no han inducido dife-
rencias frente a los no tratados (M=1,59; D.S.=0,13). Sin
embargo, los animales tratados con CsA muestran un signifi-
cativo descenso del mismo (M=1.48; D.S.=0,12; p<0,05).

Si analizamos los hepatocitos situados en el bazo (fig. 4)
observamos que la tnica modificacién significativa corres-
ponde al alopurinol (M=1,81; D.S.: 0,17) que ha incrementa-
do el GR frente a los no tratados (M=1,65; D.S.: 0,15;
p<0,05).

DISCUSION

Tal y como ya habfamos observado en experiencias pre-
vias (3, 8), si bien con animales de caracteristicas diferentes
(Sprague-Dawley, machos de 250 g), tanto la ciclosporina
como los antioxidantes mejoran la respuesta regenerativa
(tras hepatectomia parcial) del higado sometido a isquemia
normotérmica. Constatar de nuevo este efecto de un modelo
ligeramente diferente refuerza la idea de que estas sustancias
pueden ser ttiles como medida de soporte al injerto hepdtico
en los trasplantes; y de modo especial en los segmentarios
donde la regeneracién hepatocitaria es fundamental para
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FIG. 4. —Gradiente regenerativo hepatocitario del bazo. Tan sélo

el alopurinol ha incrementado este indice, lo que coincide con la

disminucién del porcentaje de hepatocitos regenerantes inducida
por este mismo fdrmaco.

adaptar la masa hepética trasplantada a las necesidades del
receptor.

Ademds, si comparamos el P.H.R. en el higado obtenido
en la serie no tratada, con las cifras obtenidas por nosotros
con anterioridad en un modelo de isquemia hepética y hepa-
tectomfa sin THC (7) (41,9% vs 8,85%) observamos que el
trasplante hepatocelular ha incrementado la respuesta rege-
nerativa. Estos hallazgos coinciden con los resultados obte-
nidos por Francavilla (13) y Herrera (14) quienes han
constantado la existencia de un estimulo regenerativo des-
pués de trasplante hepdtico ortot6pico. Indudablemente, la
inoculacién de hepatocitos en un érgano con drenaje al siste-
ma portal, como es’el bazo, mejora de manera ostensible el
P.H.R. en condiciones de isquemia reperfusion.

En cambio, al agalizar los resultados observados con los he-
patocitos del bazo vemos que la respuesta regenerativa es me-
nor que la del higado y no se produce sincrénicamente. Esto
se contradice con trabajos previos en los que estas células ec-
tépicas regneraban con la misma intensidad y ritmo que las
del higado (8). Todo parece indicar que el problema radica en
que, en nuestro modelo, los hepatocitos «esplénicos» son mds
sensibles al dafio isquémico que los del higado, lo que les im-
pide regenerar adecuadamente. A la vista de esto, y antes de
discutir los resultados obtenidos, debemos reflexionar sobre el
carécter idéneo o no de nuestro modelo experimental.

Por una parte, las caracteristicas histofisiolégicas del bazo
pudieran condicionar una mayor lesién isquémica en los hepa-
tocitos trasplantados, Ademds, en nuestro modelo experimen-
tal la asociacién de un clampaje del tronco celfaco y portal,
induce una derivacién de la sangre proveniente del territorio
mesentérico inferior hacia el bazo. Esta situacién puede tradu-
cirse en una congestién esplénica y un mayor dafio isquémico.

Por otra parte, la induccién de la isquemia sélo 24 horas
después del trasplante hepatocelular quizé sea una agresién
demasiado temprana. En anteriores trabajos habfamos obser-
vado que después de 24 horas los hepatocitos trasplantados
respondfan adecuadamente a la hepatectomfa parcial. Sin
embargo, la anoxia puede resultar una agresién desmesurada
para unas células (los hepatocitos esplénicos) todavia en pro-
ceso de adaptacién a su nuevo ambiente sin haber replecio-
nado adecuadamente sus reservas energéticas.
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Como se deduce de lo expuesto anteriromente, parece bas-
tante probable que nuestro modelo haya dado lugar a una no-
xa isquémica excesiva para los fines propuestos. Sin
embargo, y dado que con el fin de evitar desviaciones subje-
tivas en los resultados las mediciones se realizaron en todo
momento sobre muestras codificadas a partir de una tabla de
ndmeros aleatorios, esto no ha podido ser apreciado hasta
haber completado la experiencia.

Si nos centramos ¢n las modificaciones inducidas en ia re-
generacidn de los hepatocitos situados en el brazo, el dcido
félico ha mostrado su cardcter antioxidante (15) al proteger a
dichas células frente a la isquemia. Este incremento de la ac-
tividad regenerativa no s6lo muestra un cardcter cuantitativo
(P.H.R.) sino que se acompaiia de una disminucién del GR.
Esto nos permite inlerpretar este electo como una eclosion
regenerativa, encontrindose la mayoria de las células en las
fases iniciales de la sintesis de DNA. Este efecto que con-
cuerda con los obtenidos en trabajos anteriores nos hace re-
forzar la hipétesis del cardcter no sélo antioxidante (16) sino
hepatotréfico (17) del 4cido félico.

Por su parte, los animales tratados con alopurinol han em-
peorado sus pardmetros regenerativos. Este resultado negati-
vo del alopurinol como protector hepdtico concuerda con
loco municado por Metzger (18) y Nordstrom (19) quienes
han demostrado la ineficacia de la administracién de este
fdrmaco para mejorar la capacidad de resucitacién del higa-
do. Sin embargo, la excesiva alcalinidad de la solucién obte-
nida para su uso i.v. (20) asi como la administracién cercana
a la reperfusién (21) del mismo aparecen como explicacio-
nes l6gicas a su falta de efectividad. Finalmente, la ciclospo-
rina A tampoco ha mostrado a nivel de los hepatocitos
ectopicos su probado efecto hepatotréfico.

En reusmen, podemos concluir que los farmacos antioxi-
dantes ensayados, asi como la ciclosporina A se han mostra-
do eficaces en mejorar la respuesta regenerativa del higado
tras trasplante hepatocelular intraesplénico asociado a isque-
mia hepdtica y hepatectomia del 70%. En cambio, a nivel es-
plénico ningin farmaco ha resultado claramente eficaz; si
bien es cierto que el dcido félico parece mejorar todos los
pardmetros regenerativos (aunque esa mejoria no alcance
significacion estadistica).

El desarrollo de un nuevo disefio experimental en el que la le-
sién isquémica postrasplante sea de menor intensidad nos debe-
rd mostrar la verdadera eficacia terapéutica de estas sustancias.
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