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RESUMEN

Objetivo: valorar el posible efecto beneficioso de la
asociacion de islotes pancreaticos al implante hepatocelu-
lar en el bazo.

Hipétesis: la adicion de islotes pancreaticos proporcio-
naré a los hepatocitos del bazo insulina/glucagén en canti-
dades y proporciones similares a las que reciben los hepa-
tocitos del higado, mejorando asi su funcionalismo.

Diserio experimental: la posible mejora del funcionalis-
mo hepatocitario se valora mediante cuantificacién de la
actividad regenerativa tras estimulo (hepatectomia parcial
y/o ciclosporina).

Métodos: la presencia de islotes activos en el bazo se
constata mediante técnicas de inmunodeteccién con anti-
cuerpos (Ac. Antiinsulina). La regeneracion hepatocitaria
se cuantifica mediante microespectrocitofotometria (cuanti-
ficacion de cantidad relativa de DNA).

Resultados: aunque se ha demostrado la presencia de
islotes insulin-positivos junto a los hepatocitos del bazo, no
se ha podido constatar una influencia positiva sobre su
respuesta regenerativa.

Conclusiones: son necesarios nuevos estudios para po-
der establecer conclusiones definitivas sobre la utilidad de
los islotes en los implantes ectépicos de hepatocitos.

PALABRAS CLAVE: transplante hepatocelular, islotes pan-
creéticos, regeneracién hepatocitaria.

INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas, el transplante hepético orto-
tépico (THO) se ha perfeccionado considerablemente y en
la actualidad constituye una alternativa terapéutica bien
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consolidada para aquellos pacientes con enfermedades he-
patobiliares progresivas e irreversibles (1). No obstante, esta
opcién quirdrgica sigue teniendo sus limitaciones, funda-
mentalmente por la escasez de donantes y por su gran mor-
bimortalidad (2, 3).

Este hecho ha motivado en el seno de los equipos de
transplante la constante inquietud por encontrar alternativas
al THO (4). Entre ellas, una de las méas esperanzadoras es
el implante de una suspensién de hepatocitos en el seno de
un determinado 6rgano (5). Este transplante hepatocelular
(THC) busca aportar tejido hepético en forma de injerto
libre que pueda asumir, temporal o definitivamente, todas o
alguna de las funciones hepéticas (6, 7).

En esta linea se vienen desarrollando numerosas investi-
gaciones quinirgicas en un intento de perfeccionar los
modelos experimentales y posibilitar su extrapolacién a la
clinica humana. A nivel experimental han sido numerosos
los lugares utilizados como receptores de los hepatocitos
transplantados (peritoneo, cédpsula suprarrenal, etc), siendo
el bazo el mis utilizado (8). Recientes estudios funcionales
realizados en este modelo, han mostrado que en situaciones
de méxima exigencia funcional (isquemia hepética, trasplan-
te hepitico, etc) se pone de manifiesto la escasa viabilidad
del injerto hepatocelular en el seno del parénquima espléni-
co. Como justificacién se ha sugerido la existencia de un
factor humoral en el flujo sanguineo portal responsable del
mantenimiento de la integridad hepatocelular (9-11) y del
que carece el modelo esplénico.

Recientemente, se ha atribuido el origen de este factor
hepatotréfico (bien la insulina o el glucagén) a los islotes
de Langerhans. En este contexto, Ricordi et al (12, 13) han
demostrado la mejorfa en la viabilidad del implante hepato-
celular cuando éste se realiza conjuntamente con islotes
pancreéticos.

En un intento de valorar la relacién entre las exigencias
funcionales hepatocitarias y la importancia de un microam-
biente hepatotréfico (islotes pancredticos) ha surgido nues-
tra hipétesis de trabajo. Si la asociaci6n de islotes pancreé-
ticos al implante de hepatocitos en bazo tiene una trascen-
dencia real en relacién al correcto funcionalismo de estas
células, esto se deberfa traducir en una mejor respuesta a los
estfmulos regenerativos habituales. :
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Para corroborar dicha hip6tesis hemos disefiado este tra-
bajo experimental en el que valoramos el efecto que tiene
el cotransplante de islotes pancredticos sobre la regenera-
cién de hepatocitos implantados en el parénquima esplénico
de la rata. En los grupos experimentales se induce la rege-
neraci6n hepitica mediante hepatectomfa parcial y/o trata-
miento con ciclosporina A.

METODOS

Se han empleado ratas singénicas WAG, hembras de 200- .

250 g de peso, suministradas por el Estabulario de la Facul-
tad de Medicina de la U.P.V./E.H.U. (Lejona). Los anima-
les se han mantenido en ritmo circadiano de 12 h, con ali-
mentacién (A-04, Panlab) y bebida «ad libitum». Todos los
experimentos se han llevado a cabo siguiendo la normativa
vigente sobre proteccién de los animales utilizados para
experimentacién y otros fines cientificos (R.D. 223/1988
del 14 de Marzo y la Orden del 13 de Octubre de 1989).

Aislamiento de hepatocitos

Bajo anestesia con éter, y previa heparinizacién sistémica
(200 UI), se cénula la porta con un catéter de Tefl6n 14G,
a través del cual se inicia la perfusién del higado con una
solucién de Hank, a 37° C (14). Tras 5 min de lavado se
procede a la digestién enzimética con colagenasa tipo I al
0,5% (Sigma) en EMEM. Concluida la perfusién se depo-
sita el higado en una placa de Petri con colagenasa al 0,5%,
se incide la cépsula con bisturi y mediante una agitacién
mecénica suave se liberan los hepatocitos. La solucién de
hepatocitos obtenida se filtra y se centrifuga a 700 rpm
durante cuatro minutos (tres lavados sucesivos). Tras el ul-
timo pase se resuspenden las células en 10 cc de medio
EMEM vy se procede a valorar la concentracién celular
obtenida en una cdmara de Neubauer, asf como la viabili-
dad de las células mediante el test de exclusién con Azul
Tripén.

Aislamiento de islotes pancreaticos

Los islotes se obtienen mediante la técnica descrita por
Lacy y Kostianovsky (15) y modificada posteriormente por
Sutherland et al (16). Bajo anestesia con éter, el extremo
proximal del conducto biliar comin se cénula con un caté-
ter de teflén (23G) y se perfunde lentamente el pancreas
con 20 ml de una solucién a 4° C de HBSS y colagenasa
tipo XI (Sigma) a una concentracién de 0,3 mg/ml. A con-
tinuacién se realiza una pancreatectomia total y el pancreas
se deposita en un matraz con 5 ml adicionales de solucién
de colagenasa, para su incubacién posterior en un bafio
termostético a 37° C durante 25 min. Tras la digestién en-
zimdtica, el pancreas se disgrega mecénicamente y la sus-
pensién celular obtenida se centrifuga varias veces a 1.000
rpm durante un minuto. El sedimento celular resultante se
suspende en 10 ml de una solucién de dextrano al 27%
(Sigma). Se crea el gradiente discontinuo mediante la adi-
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cién de una capa inferior de 4 ml de solucién de dextrano
al 27% y dos capas superiores, consistentes en 6 mi de
dextrano al 23% y 4 ml de dextrano al 11%, respectivamen-
te. Este gradiente se centrifuga primero a 400 rpm durante
4 min y después a 2.000 rpm durante 12 min. Los islotes
puros son recogidos con una pipeta Pasteur de la interfase
entre las dos capas superiores de dextrano. La identificacion
y posterior cuantificacién de los islotes pancredticos se rea-
liza mediante la tincién con difeniltiocarbizona (Ditizona).

Inoculacién de hepatocitos e islotes en el bazo

Las suspensiones de hepatocitos e islotes se mezclan y
centrifugan una vez mas a 500 rpm durante 4 min. De esta
solucion final de hepatocitos y de islotes pancredticos se
inocula 1 ml (que contiene aproximadamente 22 millones
de hepatocitos y 300 islotes) en la pulpa esplénica a través
del polo inferior del bazo de la rata (aguja de 20G).

Regeneracién hepatocitaria

En los animales sometidos a transplante hepatocelular
(con o sin islotes pancreéticos) la hepatectomia parcial del
70%, segin técnica de Higgins (17), se llevé a cabo 24
horas después de la inoculacién esplénica. La ciclosporina
A (Sandimun®, Sandoz, Ltd) se ha administrado como esti-
mulante de la regeneracién hepatocitaria (18, 19) en dosis
diarias de 20 mg/kg ip, iniciando el tratamiento la vispera
de la intervencién y continudndose hasta 24 horas después
de la inoculacién celular (tabla I).

Los animales se han sacrificado 48 horas después de la
inoculacién celular, obteniéndose fragmentos de higado y
bazo de cada animal, que se incluyeron en parafina. Sobre
secciones histol6gicas de 5 micras de espesor, tefiidas con
reactivo de Schiff mediante la reaccién de Feulgen, se cuan-
tific6 el DNA nuclear hepatocitario calculdndose el porcen-
taje de hepatocitos en regeneracién (%HR) (19), asi como
el gradiente regenerativo (GR: cociente del contenido me-
dio en DNA de los hepatocitos regenerantes y el contenido
medio en DNA de los hepatocitos estaticos) (20).

El anilisis estadistico de los resultados se ha llevado a
cabo mediante el test de la suma de rangos. Se han aceptado
como significativas, aquellas diferencias con una p < 0,05.

TABLA 1

Series experimentales

Inoculacién Inoculacién de

de hepatocitos hepatocitos
+ islotes
Control
(sin estimulo regenerativo) 5 5
Hepatectomia 70% 10 10
Ciclosporina A (20 mg/kg/dia) 5 5
Hepatectomia 70% + CsA 10 10
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FIG. 1.— Los hepatocitos son fdcilmente distinguibles por su
nucleo caracteristico entre los linfocitos del parénquima esplé-
nico (Hematoxilina-Eosina, 400 X).

RESULTADOS

Viabilidad de las células aisladas

El tiempo transcurrido desde la interrupcién del flujo
sanguineo en el higado hasta la inoculacién de los tltimos
hepatocitos oscilé entre los 45 y los 115 minutos, sin que
se hayan objetivado diferencias significativas entre la viabi-
lidad de los hepatocitos al final del aislamiento y al termi-
nar de inocular los animales. El nimero de hepatocitos
obtenidos en cada digestién enzimética ha oscilado entre
250 y 360 millones (con un valor medio de 307 millones).
La viabilidad de los hepatocitos aislados ha sido alta (87 a
98%, con una media de 94%).

El tiempo de isquemia en el caso de los islotes pancredti-
cos ha sido muy superior debido a la necesidad de utilizar
cuatro péncreas por experiencia, oscilando entre los 60 y los
160 minutos. El nimero medio de islotes obtenido de cada
aislamiento se sitlia en torno a los 1.600 islotes, permitiendo
una media de 300 a 340 islotes pancredticos por implante.

Observaciones histolégicas

Los hepatocitos localizados en la pulpa esplénica presen-
tan una apariencia morfolégica normal con un nicleo cen-

FIG. 2.— Se observan células insulin-positivas junto a hepato-
citos en el seno de un foliculo linfoide del bazo (Hematoxilina-
Eosina, 200 X).

tral y abundante citoplasma. Es frecuente que adopten una
disposicién epitelial en cordones celulares que asemejan su
distribucién natural en el parénquima hepadtico (Fig. 1). Los
islotes pancredticos, identificados por la presencia de insu-
lina en el citoplasma de las células, se localizan en torno a
las agrupaciones de hepatocitos en el seno de la pulpa es-
plénica (Fig. 2).

Regeneracién hepatocitaria hepética

La inoculaci6n espiénica ha incrementado las cifras basa-
les de regeneracién hepatocitaria (tabla II), siendo este in-
cremento algo menor en los animales que recibieron islotes
en su implante. El tratamiento con CsA induce una clara
respuesta regenerativa, que sigue siendo menor en los im-
plantes con islotes, aunque tampoco en este caso alcance
significacién estadistica (p = 0,111). En cambio, en los ani-
males sometidos a hepatectomia del 70% se alcanzan las
cifras habituales de %HR, sin que existan diferencias atri-
buibles a los islotes. Lo mismo ocurre en las series que
incluyen los dos estimulos regenerativos, en las que se
aprecia el conocido efecto aditivo de los mismos.

En cuanto a la velocidad del proceso regenerativo -valo-
rada por el GR- s6lo se observan incrementos significativos
en los animales sometidos a hepatectomia parcial, y en

TABLA II
Actividad regenerativa de los hepatocitos hepiticos

Sin islotes

Porcentaje de hepatocitos en regeneracion
Con islotes

Gradiente Regenerativo
Sin islotes Con islotes

Sin estimulo regenerativo 8+1 612 1,64 £ 0,16 1,50+ 0,17
Hepatectomia 70% 42 1 15% 357+ 1,57+ 0,14 1,46 £ 0,06
Ciclosporina A 28+ 11* 26+ 17* 1,50+ 0,17 1,48 + 0,09
Hep. + Ciclosp. 36t 14% 34 +£17* 1,48 £ 0,07 1,57 £ 0,20

* Las diferencias son significativas frente a la serie «sin estimulo regenerativo», en su propia columna. No hay diferencias significativas entre las

series con y sin islotes pancreéticos.
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TABLA I
Actividad regenerativa de los hepatocitos implantados en el bazo

Porcentaje de hepatocitos en regeneracién

Gradiente Regenerativo

Sin islotes Con islotes Sin islotes Con islotes
Sin estimulo regenerativo 165 105 1,44 + 0,88 1,56+ 0,10
Hepatectomia 70% 42 + 10* 43 + 14* 1,62 £ 0,12* 1,60 £ 0,15
Ciclosporina A 24+ 10 16 £ 4* 1,55+ 0,14 1,46 £ 0,15
Hep. + Ciclosp. 52 1 14* 57+ 6* 1,49 £ 0,09 1,47 £ 0,20

* Las diferencias son significativas frente a la seric «sin estfmulo regenerativos, en su propia columna. No hay diferencias significativas entre las

series con y sin islotes pancredticos.

aquellos inoculados con hepatocitos e islotes pero sin reci-
bir ningdn estimulo regenerativo.

Regeneracién hepatocitaria en el bazo

El estudio de la regeneracién hepatocitaria en el bazo ha
demostrado diferencias en la respuesta regenerativa de esta
poblacién celular frente al higado nativo. En primer lugar,
el porcentaje de hepatocitos que entra en sintesis en el bazo
es siempre menor que en ¢l higado. Pero adema4s, la mayor
actividad regenerativa se alcanza tras la induccién con ci-
closporina en vez de con la hepatectomf{a parcial, y no se
observa el habitual efecto sumatorio de ambos estimulos
(tabla IIT). Al igual que ocurre en el higado, la adicién de
islotes al implante no ha incrementado la respuesta regene-
rativa. Por tltimo, el estudio del GR ha demostrado la au-
sencia de variaciones en la velocidad de sintesis del DNA;
incluso est4 ausente la habitual tras hepatectomia parcial.

DISCUSION

En lineas generales, se puede decir que la respuesta rege-
nerativa de los hepatocitos implantados en el bazo no se ha
beneficiado de la presencia de islotes pancredticos, por lo
que con nuestra investigacién no hemos podido confirmar
la hipétesis de partida.

Ante este resultado, caben dos posibles interpretaciones: bien
que el modelo utilizado para contrastar la hipdtesis no es ade-
cuado, o bien que dicha hipétesis de trabajo no es cierta.

La primera causa de fracaso del modelo podrfa radicar en
un funcionamiento anémalo de los islotes inoculados. Preci-
samente para constatar dicha capacidad funcional se ha recu-
mido a un marcaje con anticuerpos monoclonales contra la
insulina, que ha puesto de manifiesto su presencia en las
c€lulas implantadas en el bazo. A partir de este dato, se ha
dado por supuesta la integridad funcional de los islotes pan-
credticos afincados en el bazo. El que conservindose las
células beta se hubieran dafiado otras células insulares, resul-
ta poco probable, aunque quizds deberfa considerarse.

Existen varias circunstancias que desde un punto de vista
teérico podrian causar un funcionamiento anémalo de los
islotes. El m4s evidente es el escaso tiempo transcurrido
desde el implante hasta la exigencia funcional evaluada;

quizds 24 horas no sea tiempo suficiente para que los islotes
recuperen su plena capacidad funcional tras la agresién que
supone la extraccién e implante de los mismos. Sin embargo,
la demostracién de insulina citoplasmética en el bazo parece
contradecir ese supuesto. En otros modelos en que hemos
estudiado la capacidad regenerativa de hepatocitos inocula-
dos en el bazo, hemos constatado que 24 horas son suficien-
tes para que dichas células respondan con normalidad (5) a
los estimulos regenerativos. Sin embargo, pudiera ocurrir que
dicho periodo no sea suficiente para que los islotes coimplan-
tados liberen las hormonas al medio extracelular, y/o éstas a
su vez estimulen a los hepatocitos incrementando su tasa
regenerativa. Por otra parte Femnéndez-Cruz et al (22) han
demostrado la necesidad que tienen los islotes de regenerar
su 4rbol microvascular tras el implante. Al disefiar este traba-
jo, consideramos que dada la riqueza vascular de la pulpa
esplénica y el relativo pequefio tamafio de los islotes, el apor-
te sanguineo a los mismos estarfa asegurado. En cualquier
caso, esta hip6tesis requiere nuevas experiencias en las que el
intervalo entre el implante y el estimulo regenerativo se pro-
longue hasta un minimo de siete dfas.

Otra posible justificacién radica en el periodo de isque-
mia al que han sido sometidos los islotes hasta su implante
definitivo en el bazo, que ha sido sensiblemente superior al
de los hepatocitos. De hecho, en nuestro laboratorio hemos
objetivado que las situaciones de isquemia enlentecen e
incluso deterioran el funcionalismo hepatocitario (23), que
con posterioridad parece recuperarse. No obstante, los re-
sultados favorables obtenidos por otros autores (reversién
de la diabetes o del fracaso hepdtico agudo) utilizando una
técnica de aislamiento e inoculacién en todo similar a la
nuestra, restan credibilidad a este planteamiento (24-26).

Aun aceptando el correcto funcionamiento de los islotes
implantados, cabe plantearse si son capaces de responder a
los mecanismos normales de control de su actividad. Aunque
los islotes mantuvieran su capacidad de secrecién endocrina
intacta, si no fuesen capaces de modificar selectivamente sus
tasas de produccién hormonal, no resultarian eficaces de cara
a favorecer la regeneracién de los hepatocitos ect6picos.

Hasta aqui hemos considerado el inadecuado funciona-
miento de los islotes pancreéticos como posible causa de
que el implante de éstos no haya incrementado la respuesta
regenerativa de los hepatocitos implantados en el bazo. Sin
embargo, cabe aiin otro enfoque diferente, y es que la causa
de esta falta de efecto se deba a que el niimero de islotes
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implantados no haya sido suficiente. En este sentido, hay

que tener en cuenta que la inmunodeteccién realizada con |

anticuerpos ha servido para poner de manifiesto la presen-
cia de islotes, pero no que el nimero de islotes insulin-
positivos en el bazo coincida con el nimero de islotes im-
plantados. No obstante, los investigadores que han practica-
do el transplante de islotes con esta misma técnica nunca se
ha encontrado con una pérdida importante de islotes (24,
27). También es cierto que en la mayor parte de esos mo-
delos existe alguna situacién metabélica que somete a los
islotes a un requerimiento funcional aumentado [diabetes
mellitus (28), insuficiencia hepética aguda (27)]. Quizés la
ausencia en nuestro modelo de un estimulo de estas carac-
teristicas fuera la responsable de que, a pesar de utilizar el
mismo nimero de islotes que otros autores, no obtengamos
el suficiente nivel hormonal de los mismos.

Otra posible causa de la falta de efecto estimulador de los
islotes en el implante hepatocelular pudiera ser que los
hepatocitos implantados en el bazo, en ausencia de islotes,
ya hubiesen alcanzado su méxima capacidad regenerativa.
Si la tasa regenerativa de los hepatocitos del bazo igualara
la tasa de los hepatocitos nativos, no cabria esperar un efec-
to positivo por parte de la adicién de islotes. Sin embargo,
en otras experiencias llevadas a cabo en nuestro laboratorio
se habia observado que esto no es asi (23). De hecho, en
nuestro modelo existe, al menos tericamente, un margen
de mejora para la respuesta regenerativa de los hepatocitos
del bazo, como se aprecia en los animales sometidos a
hepatectomia con ciclosporina que duplican la tasa regene-
rativa de la serie estimulada Unicamente con ciclosporina.

Lo que resulta llamativo es que la mdxima respuesta re-
generativa se obtenga en los hepatocitos del bazo. Esto
podria deberse a que por estar inmersos en los lagos vascu-
lares del bazo, todos los hepatocitos tienen un microam-
biente rico en oxigeno, similar a la zona periportal del lo-
bulillo hepético; y es en esa zona donde se observa la mayor
actividad regenerativa de los hepatocitos (29).

Retomando el planteamiento inicial de esta discusién, si
no aceptamos la incorreccién del modelo, entonces debe-
mos concluir con el rechazo de nuestra hipétesis de trabajo:
“la adicién de islotes al implante hepatocitario esplénico
aportaria los factores hepatotréficos necesarios para asegu-
rar su perfecto funcionalismo”. En este sentido, Yu et al
(30), tras sus estudios con derivacién selectiva del flujo
portal, sugieren la existencia de otros factores ajenos al
péncreas (probablemente derivados del riego sanguineo in-
testinal) fundamentales para la regeneracién hepatocitaria.
Y si esto es asi, seria coherente que el aporte de islotes al
bazo no suponga beneficio, pues seguirfan careciendo de
los factores hepatotréficos presentes en la sangre venosa de
la vena mesentérica superior.

Correspondencia:
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