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"..y por robar el secreto del fuego a los
Dioses del Olimpo y entregdrselo a los
hombres, Prometeo fue encadenado en
el Monte Caucaso y condenado a que un
dguila devorase su higado; el higado se
regeneraba cada dia, proporcionando
alimento al dguila y eterna ftortura a
Prometeo..."

MITOLOGIA GRIEGA

Prometeo

(perteneciente a la Trilogia "Sisifo, Tantalo y Prometeo"). TIZIANO, 1549
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INTRODUCCION

E! fenémeno de la regeneracion hepética , presumiblemente un mecanismo
evolutivo para proteger a los animales de los resultados catastroficos de las lesiones
hepaticas producidas por las toxinas alimentarias, ha sido objeto de curiosidad durante
muchos afios. Los antiguos griegos reconocen este fendémeno en el mito de Prometeo.
Tras robar el secreto del fuego a los dioses del Olimpo y entregérselo a los humanos,
Prometeo fue condenado a que un aguila comiese parte de su higado diariamente; el
higado se regeneraba por completo al dia siguiente, proporcionando al aguila alimento

y eterna tortura a Prometeo.

La existencia de unos factores hepatotroficos se empezo a sospechar ya en el
siglo pasado, con las primeras descripciones de la llamada "intoxicacion por carne” en

perros a los que se les habia practicado una fistula de Eck ".

A partir de 1955, con los primeros transplantes de higado experimentales, qued6
demostrada la necesidad de revascularizar los injertos con flujo esplacnico, para poder
asi mantener su trofismo® . Afios mas tarde, entre 1964.y 1965, STARZL vy
MARCHIORO, con sus experimentos de "transposicion porto-cava” demostraron la

' existen;:_ia de estos factores hepatotréficos en el territorio portal, que fueron identificados

inicialmente como la insulina y e! glucagén producidos por el pancreas .

\
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Durante los siguientes treinta afios, otros factores hepatotroficos mas o menos
identificados y diferentes teorias sobre el flujo portal, mas o menos demostradas, no han

terminado de aclarar ¢l enigma de la regeneracion hepatica.

La gastrina es una hormona producida en las células G del antro gastrico, que
ademas de intervenir en la regulacién 4cido-géstrica, tiene importantes efecto§ tréficos
demostrados a diferentes niveles del tracto digestivo. Todavia, hoy dia, ignoramos el
papel fisiclogico de muchos de estos efectos troficos de la gastrina y la justificacion de
la existencia de receptores hormonales en lugares inexplicables y alejados del antro

gastrico.

En 1976, pensando que la gastrina podria tener efectos troficos también sobre el
higado, JOHNSON * intenta por primera vez su demostracion, mediante estimulos con
pentagastrina, sin conseguirlo. En 1977, MC GREGOR y WAY ® describen, por
primera vez, que la gastrina podria actuar como un factor hepatotroéfico. Utilizando ratas
Wistar realizan un modelo de hipergastrinemia crénica mediante antro retenido y lo
comparan con animales controles o con antrectomia, demostrando un aumento del peso

del higado en los animales con hipergastrinemia debido a hiperplasia celular.

Desde estas fechas se han realizado diferentes estudios, intentando demostrar el

papel de la gastrina en la regeneracion hepética, resultando en conjunto bastante

contradictorios.
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Se postula que la vagotomia produce hipergastrinemia en ¢l hombre y en los
animales de experimentacion. Si la teoria de MC GREGOR y WAY  sobre el efecto
tréfico de la hipergastrinemia sobre €l higado fuera cierta, la vagotomia deberia favorecer

la regeneracion hepatica.

Sin embargo, en 1977 LAMAR y col. ® y en 1983 KATO y col. 7 publican la
disminucion de la regeneracion hepatica post-vagotomia, lo que parece cerrar esta
posibilidad. En los Gltimos afios, algunos trabajos con resultados contradictorios han

afiadido nuevo interés para la investigacion.

En 1990, RASMUSSEN vy col. ® demuestran en ratas Wistar que, aunque la
fundectomia (que provoca ligera hipergastrinemia) no influye en la regeneracion hepatica
post-hepatectomia, 1a antrectomia produce retraso en la regeneracion y el estimulo con
pentagastrina la aumenta. También observan un aumento de los niveles portales de
gastrina durante las primeras horas post-hepatectomia. Concluyen sugiriendo que la
gastrina tiene efectos troficos sobre el higado, aunque no pueden afirmar si estos efectos

estan mediados por la insulina, el glucagén o el factor epidérmico del crecimiento.

En 1993 OHTAKE y col. ®, demuestran en ratas parcialmente hepatectomizadas
y sometidas previamente a vagotomia un descenso en la regeneracion hepatica, tomando
como parametros el peso del higado y el indice mitético, durante los primeros siete dias

post-reseccion, consiguiendo la normalizacion de los citados indices a los catorce dias.

Concluyen con la posibilidad de que la vagotomia produzca un retraso en la regeneracién
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hepética. Sin embargo, este mismo autor publica, un afio después 1 que el omeprazol
administrado durante tres dias, a través de la hipergastrinemia que induce en ratas,
favorece la regeneracion hepatica, llegando a aconsejar su utilizacion en pacientes

sometidos a resecciones hepaticas.

El ultimo estudio sobre el tema es el realizado por CHEN y col. ' en 1994, en
el cual demuestra, también en ratas, que la hipergastrinemia causada por omeprazol o

fundectomia no tiene influencia en la regeneracion hepatica.

De la revisién de la literatura sélo hemos obtenido resultados contradictorios. Sin
embargo, dada la importancia de conocer si la vagotomiahipergastrinemia tiene una
influencia en la regeneracion hepética, hemos desarrollado el presente trabajo

experimental.

Conocemos que las células G, productoras de gastrina, se encuentran limitadas
en ¢l antro gastrico, donde tienen establecidas importantes relaciones hormonales y
celulares. En la regulacion acida gastrica, que es el aspecto fisiologico que mejor
conocemos, existen interrelaciones de la gastrina en la estimulacion acida de las células
parietales, sinérgicas con la histamina y la acetilcolina, y mtaéénicas con la
somatostatina. Se postula que, cuando se interrumpe la via de la acetil-colina a través de
una vagotomia, se produce una hipergastrinemia que trata de compensar la caida del

estimulo acido de ésa via, hipergastrinemia que se mantendria crénicamente para

mantener la secrecion 4cida y a 1a que incluso se responsabiliza de las recidivas ulcerosas.
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Sin embargo, pese a conocer que existen importantes efectos tréficos del nervio
vago e importantes interrelaciones celulares y hormonales, no existen evidencias en la

literatura que demuestren qué ocurre después de una vagotomia.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado recientemente que cuando se

realiza una vagotomia en cobayas, se producen tres situaciones celulares diferentes de

12,13

forma evolutiva (Figura 1).

Inicialmente, en la primera semana o fase de reaccion aguda, se produce un

aumento de células G, quizas como respuesta a la disminucién 4cida post-vagotomia.

A medio plazo, alrededor de los 30 dias post-vagotomia, fase de adaptacién,
encontramos las tres poblaciones celulares précticamente en sus valores basales o

iniciales pre-vagotomia.

Posteriormente, a partir de los 60 dias, se inicia la fase crémica, en la que
encontramos nuevamente una elevacion significativa de células G productoras de
gastrina, que no se acompaﬂz_l esta vez de elevacion de células D, probablemente porque
al perderse el efecto trofico del vago sobre los mastocitos, éstos disminuyen,
disminuyendo el ambiente histaminérgico que ésta vez si se compensaria con una

hipergastrinemia mantenida.

En el trabajo publicado en 1993 por OHTAKE y col. ° en el que se valora el
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efecto de la vagotomia sobre la regeneracién hepatica en ratas parcialmente
vagotomizadas, ambas intervenciones (vagotomia y hepatectomia parcial) se realizan de
modo simultineo; por tanto , no se puede valorar el efecto de la hipergastrinemia sobre
la regeneracion hepatica. Los .otros modelos publicados, que ofrecen resultados
contradictorios, se pueden explicar partiendo del hecho de que tanto la fundectomia
como la estimulacion farmacolégica (pentagastrina u omeprazol) producen elevaciones
de gastrina variables e insuficientemente elevadas. Sin embarge, en el trabajo inicial de
MC GREGOR y WAY °, que utilizan un modelo de hipergastrinemia por antro retenido,
las elevaciones de la gastrina inducida son muy elevadas. Todos estos aspectos sobre
estudios publicados previamente sobre el tema seran comentados en la discusion del

trabajo.

Hay otro aspecto muy importante que considerar respecto a la accion de la
gastrina como factor hepatotrofico, y es el siguiente : ;A través de qué mecanismos
gjerce esta hormona gastrointestinal su presumible accion estimuladora del trofismo

hepatico?.

El desarrollo de los hepatocitos esta controlado por varios tipos de factores de
crecimiento, entre los que se reconocen el EGF (Epidermical Growth Factor), el IGF 1
y II (Insulin-like growth factor I y II), el TGF-a (T) ransform'ing growth factor-a), el
TGF-B (Transforming growth factor-f), el HBGF-1 ( heparin binding growth factor I),
la IL-I-B (Interleukin-I-p), el h(HGF (human hepatocyte growt'h Jfactor), el glucagdn y

la insulina **. Todos estos factores estimulan la sintesis de DNA y la division celular en
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el hepatocito en cultivos celulares libres de suero y son considerados como mitogenos
primarios. Posteriormente se han identificado un segundo grupo de factores capaces de
estimular el crectmiento de los hepatocitos en presencia de un mitdgeno primario; a este
segundo grupo se les ha denominado mitégenos secundarios o co-mitdgenos e incluyen

la neurotensina ', vasopresina '® y angiotensina 11 V7.

Se ha demostrado recientemente que la gastrina puede actuar como un co-
mitégeno o mitégeno secundario de hepatocitos en cultivo en presencia de EGF
(Epidermical Growth Factor). El mecanismo a través del qual se produce esta
"actuacion sinérgica" parece estar relacionado con la regulacion que el EGF ejerce sobre
los receptores de gastrina en la membrana del hepatocito, receptores que
estructuralmente son muy semejantes a los receptores centrales de colecistokinina tipo

B (CCK-B) *.

Tras las observaciones iniciales sobre su capacidad para inducir la maduracién del
tejido oftalmico, el EGF se reconoce como el prototipo de mitégeno para numerosos
tejidos epiteliales’”. El EGF es un polipéptido producido en las glandulas
submandibulares, en el rifién y en las glandulas de Brunner duodenales; es segregado de
manera exocrina a la saliva, jugo duodenal y hacia la orina; en sangre pueden observarse

trazas de este péptido, donde se piensa que procede de las plaquetas ***',

Varios trabajos recientes han centrado su atencién en el papel del EGF en las

fases precoces de la regeneracion hepatica que sigue a una hepatectornia parcial en ratas.
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El modelo experimental mas utilizado para el estudio de la regeneracion hepatica
es el disefiado por HIGGINS y ANDERSON %, que consiste en una hepatectomia de los
lobulos medio y lateral izquierdo del higado de la rata, lo que supone una extirpacion de
aproximadamente 2/3 del parénquima hepatico, por otro lado, estudios con resecciones
hepaticas con animales de mayor tamafio han demostrado que la respuesta regenerativa
del higado es proporcional a la cantidad de higado extirpado, y que resecciones pequefias
(incluso inferiores al 10%) suponen un estimulo suficiente para el inicio del proceso

regenerativo y finalizan en la restauracion completa del higado a su tamafio original =,

Por otro lado, se ha demostrado que tras el estimulo que supone la reseccion
hepatica (incluso de alrededor del 10%) se produce una elevacion en sangre de EGF de
alrededor del 30% sobre los niveles basales y, lo que parece de mayor importancia, se
induce la expresion de receptores para EGF en la membrana plasmatica del hepatocito
#_El estudio llevado a cabo por RASMUSSEN y col. 2 demuestra que la administracién
de EGF de manera exdgena a ratas parcialmente hepatectomizadas induce un aumento
en la regeneracion hepatica, y que este aumento es dosis-dependiente (la administracion
de EGF en dosis de 6 y 24 nmol/kg/dia durante 48h produjo un aumento en la
regeneracion hepatica, mientras que dosis de 48 nmol/kg/dia no tuvieron ningin efecto
después de 24 y 48 horas de tratamiento). Otros estudios observan incluso efectos
inhibitorios de la proliferacion celular (en diferentes epitelios) tras la administraciéon de
dosis muy elevadas de EGF en ratas (600 nmol/kg/dia) 2 . Similares resultados se han

obtenido en diferentes estudios "in vitro"®. No se ha dado ain una explicacién definitiva
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a éste fenomeno del efecto inhibitorio o ausente sobre la proliferacion celular tras la
administracion de dosis elevadas de EGF, aunque tras el trabajo publicado por EARP y
col. * parece que éste hecho se justifica en los hepatocitos en regeneracion por un
"agotamiento” en el mimero de receptores de EGF disponibles, que depende en ultimo
término de factores como el sexo y la edad de la rata ®. Permanece atin sin aclarar por
qué una baja ocupacion de los receptores de EGF induce una marcada aceleracion en la
regeneracion de los hepatocitos. En cualquier caso, todos los trabajos citados confieren

al EGF una crucial importancia en las fases tempranas de la regeneracion hepatica .

Avanzando en nuestra hip6tesis de investigacion, encontramos publicaciones
recientes que demuestran una interesante interrelacion entre el EGF y la gastrina. Se
conoce que en las glandulas de Brunner del duodeno existen células G productoras de
gastrina, aunque en menor concentracién que en el antro gastrico. Por otro lado, dos
estudios recientes sobre secrecion gastrica de EGF en humanos y publicados por
KONTUREK y col. ** han puesto de manifiesto la imbricacion que existe entre la
secrecion de EGF hacia la luz gastrica y su acciéon como elemento protector ante
determinadas situaciones que inducen una disminucion de! pH intraluminal. Ambos
trabajos demuestran que la mucosa gastrica es capaz de segregar importantes cantidades

de EGF en respuesta a la administracion de pentagastrina (un analogo de la gastrina).

Un trabajo clave en la comprension de esta interrelacion gastrina/EGF es el
publicado por YAO y col. en 1995 **. Conocido el efecto regulador de la gastrina sobre

la mucosa gastrica, duodenal y del colon en la rata * y también los efectos tréficos de
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“gstd- hormona sbbre tanceres' de colom ed-la Yata'y e humanod™ ; este estddio es'el
primero que valora el efecto de la gastrina sobre el desarrollo de hepatocitos normales
de la rata. Utilizando un modelo de cultivo celular de hepatocitos normales (con
capacidad de sintesis de albimina y enzimas hepaticas) observan que la gastrina es capaz
de estimular la proliferacion de estos hepatocitos solamente en presencia de EGF,
actuando, por tanto, como un co-mitégeno o mitdgeno secundario segun la terminologia
utilizada por MICHALOPOQULOS . El EGF es capaz de estimular la regeneracion de
los hepatocitos en ausencia de otros mitogenos y se considera por ello un mitdgeno
primario. Por tanto, la gastrina actuaria como un mitégeno primario sobre unos tejidos
(mucosa gastroduodenal y col6nica) y como un co-mitdgeno sobre otros (hepatocitos
y células de las criptas intestinales ** ). Los resultados del citado estudio sugieren que el
mecanismo por el cual la gastrina actua como un mitégeno secundario solamente en
presencia de EGF se debe a una regulacion del receptor de gastrina (aumento en la

capacidad de union) por parte del EGF en la superficie del hepatocito.

Desde la caracterizacion de la molécula de somatostatina en 1973 por parte de
BRAZEAU y col. * hasta nuestros dias, son multiples los efectos biolégicos,

fundamentalmente de tipo inhibidor, de los que se ha responsabilizado a esta hormona.

A nivel hipofisario inhibe la secrecion de la hormona del crecimiento (GH) y de
la tirotropina (TSH). En el tubo digestivo inhibe la secrecion de practicamente todos los
péptidos gastrointestinales ademas de disminuir la motilidad del tubo digestivo e interferir

selectivamente en la absorcion de ciertos azicares y la absorcién intestinal de modo
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general. A nivel pancredtico inhibe tanto la secrecién exocrina como endocrina.
Asimismo, se han descrito una serie de efectos biolégicoé de la somatostatina con
manifiesto interés terapéutico, como la reduccién del flujo esplacnico y la secrecion de
renina, aldosterona, parathormona (PTH) y calcitonina. Mas recienten;ente se ha
observado su efecto citoprotector en modelos de pancreatitis aguda y de lesiones por

isquemia-reperfusion hepatica e intestinal *°,

Las interesantes acciones biologicas de la somatostatina nativa han sugerido,
tanto a nivel clinico como exberimental, una gran variedad de posibles aplicaciones
diagndsticas y terapéuticas; estas aplicaciones se ven limitadas, sin embargo, por la baja
estabilidad metabdlica del péptido natural, su vida plasmatica media corta (menor de 3
minutos) que restringe su administracion a la via endovenosa en perfusién continua, la
fugacidad de sus efectos biologicos y el rebote de la secrecion hormonal que se observan
al interrumpir su administracion endovenosa *. Este hecho ha motivado que, durante los
ultimos afios, se hayan sintetizado un sinfin de analogos de la somatostatina,
comprobandose que para tener una actividad bioldgica completa (fijacién y activacion
del receptor), solo es necesario el fragmento de cuatro aminoacidos Phe7-Trp8-Lys9-
Thr10 y el puente disulfuro, teniendo un efecto meramente estructural €l resto de
aminoacidos integrantes de la molécula; la reducciéon del nimero de aminoacidos
estructurales conlleva una mayor resistencia frente a la degradacion enzimatica ¥'.

Mediante diversas modificaciones estructurales del hexapéptido ciclico A-Cys-

Phe-D Trp-Lys-Thr-Cys-B, BAUER y col. *® obtienen en 1982 el octapéptido SMS 201-
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995 (octredtido) , que conserva el fragmento biologicamente activo y el puente disulfuro
y que presenta un aminoacido fenilalanina en su forma D en el extremo proximal y una
treonina, a la que se le ha sustituido el grupo acido por un radical alcohol en el otro
extremo del puente disulfuro. La D fenilalanina parece ejercer un efecto protector sobre
el puente disulfuro, es decir, le confiere una mayor estabilidad frente a la degradacion
enzimatica. En este mismo sentido parece actuar el D triptéfano del fragmento
biologicamente activo, confiriéndole ademas una mayor potencia biologica.

En estudios realizados en voluntarios sanos

, 8¢ comprobd que el octredtido
tiene un t 2 plasmatico de 113 minutos cuando se administra por via subcutanea. Este
mayor t %2 se acompafia de una duracion de accién prolongada y una curva monofasica.
Tras la administracion endovenosa, el t ¥ plasmatico es de 43 minutos y su
concentracion sérica presenta una curva biexponencial, La octrettida se absorbe rapida
y completamente tras su inyeccion subcutanea con un t %2 de absorcion que oscila entre
5y 11 minutos. La concentracion plasmatica maxima se alcanza a los 30 minutos tras
administracion subcutanea. La octredtida se transporta fijada en un 65% a proteinas
plasmaticas, especialmente a lipoproteinas y en menor proporcion a la albumina. E]
volumen de distribucion es de 0.27/kg v el aclaramiento de 160 ml/min . Un 32% de la

dosis subcutanea administrada se elimina de forma inalterada por via urinaria y otra

proporcién considerable por via biliar.

En cuanto a su mecanismo intimo de accién, la somatostatina y su analogo

sintético parecen actuar a nivel de la célula diana modificando los niveles de AMPc o de
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GMPc, a través de su estimulo o inhibicién de la adenilato ciclasa , y/o modulando la

permeabilidad de los iones calcio ***'.

OGAWA y col. ** identificaron receptores tisulares para somatostatina. Estos
autores sefialaron la existencia de una proteina soluble que ligaba la somatostatina en las
fracciones citosdlicas de varios tejidos de rata, como higado, intestino delgado,
adenohipofisis, estomago, cerebro , glandulas submaxilares, Gtero, rifion y pulmones; en

el hombre fueron identificados en el higado y en la adenohipdfisis .

La accion de la somatostatina puede ser directa o mediada a través de la
modulacién del nivel plasmatico de otras enterhormonas o péptidos. Se atribuye un papel
muy importante a las prostaglandinas y otros metabolitos del acido araquidénico como
mediadores en las acciones de la somatostatina a nivel del sistema nervioso, pancreas,

higado, intestino y otras localizaciones *.

A nivel gastrico, la somatostatina inhibe la secrecion acida y también la liberacién
de gastrina. La secrecion de gastrina esta mediada por neuronas colinérgicas que
producen inhibicién de la secrecion de somatostatina por parte de las células D antrales,
provocando de esta forma la liberacion de gastrina por un mecanismo de desinhibicion,
y por terminaciones nerviosas no colinérgicas, que estimulan directamente la secrecion
de gastrina por liberacion del neurotransmisor bombesina (gastrin releasing peptide,
GRP) “. Por otra parte, existe un mecanismo de retroalimentaciéon por el cual la

acidificacion gastrica (pH<3) estimula Ia secrecion de somatostatina, que a su vez frena
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la liberacion de gastrina .

Centrandonos en los efectos de la somatostatina, o su analogo octredtida, sobre
la actividad regeneradora del higado, encontramos que el primer trabajo a este respecto
es el publicado por PRUTHI y col. * en 1993. Estos autores utilizan un modelo
experimental en ratas, a las que se les realiza una hepatectomia del 70% previa

administracién, durante los 2 dias anteriores, de octredtido en dosis de 1.5ug/kg/hr a

través de una bomba de infusién continua. Observan en este grupo de animales una
reduccion del 33% en el peso del higado remanente a las 72 horas de la hepatectomia
y una disminucidén del 67% en la respuesta hiperplasica de los hepatocitos (sintesis de
DNA) a las 24 horas, cuando los comparan con un grupo de animales control a los que
se administr6 de igual modo un volumen similar de solucion salina al 0.9%. Observaron
asimismo que la accion inhibidora del analogo de la somatostatina era maxima durante
los periodos de maxima sintesis de DNA (entre las 24 y 36 horas tras la hepatectomia)
¥y que este potente efecto inhibidor era rapidamente revertido al finalizar la administractén
del octreétido, sufriendo los hepatocitos un "efecto rebote" de hiperplasia celular,
demostrando la bien documentada capacidad compensatoria de los hepatocitos para

restablecer el tamafio normal del higado *>*.

Los citados autores exponen dos posibles hipétesis para explicar el mecanismo
de accion de la octredtida sobre la regeneracion hepatica. Por un lado, podria inhibir
directamente la proliferacion de los hepatocitos. VIGUERIE y col. * demostraron la

capacidad de la octredtida para suprimir la proliferacién de células pancreaticas
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directamente y tras la estimulacién con factor de crecimiento epidérmico en cultivos
libres de suero. Otros estudios similares han demostrado la capacidad de la somatostatina
y sus analogos de inhibir directamente la sintesis de DNA y la proliferacion de una
amplia variedad de tipos celulares, como linfocitos, células foliculares del tiroides y

glandulas mucosas gastricas y del intestino delgado ™

. Asimismo, un interesante trabajo
publicado recientemente por RAPER y col. “* sugiere que un mecanismo importante para
el control de la regeneracion hepatica pueda ser una "respuesta inteligente” de los
hepatocitos, disminuyendo su capacidad de respuesta a la accion de la somatostatina, a

través de una disminucion de la captacion de la misma, asociada a un aumento en su

degradacion intracelular.

Otro posible mecanismo para explicar el efecto antiproliferativo de la octreétida
sobre los hepatocitos seria la supresion o inhibicion de ciertos factores troficos
extrahepaticos. La insulina y el glucagon se han mostrado como potentes estimuladores
dela sintesis de DNA y de la proliferacion de hepatocitos in vivo e in vitro *°"*2 Por
otro lado, la somatostatina y sus analogos han demostrado ser potentes inhibidores de

la liberacion de insulina y glucagén a partir de las células de los islotes pancreaticos *.
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FIGURA 1

EVOLUCION DE LA POBLACION DE CELULAS G EN EL
ANTRO GASTRICO DEL COBAYA TRAS VAGOTOMIA
TRONCULAR
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OBJETIVOS

Comprobar si la vagotomia troncular produce hiperplasia de células G a corto
(7 dias) y largo plazo (120 dias) como -expresién de hipergastrinemia

compensadora en el antro gastrico de la rata Wistar.

Conocer el indice de regeneracion hepatica basal y tras reseccion hepatica
(porcentaje de niicleos y nucleos por mm’ ) por medicion del PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) en ratas previamente vagotomizadas a corto

y largo plazo y compararlas con un grupo control sin vagotomia.

Conocer si el octredtido (andlogo sintético de la somatostatina) influye en estos

indices de regeneracion en ratas normales y vagotomizadas a corto y largo plazo.
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REGENERACION HEPATICA. ESTADO ACTUAL

Aunque la extraordinaria capacidad regenerativa del higado era sugerida ya
en la antigiiedad en la leyenda de Prometeo, los investigadores no prestaron atencion
a éste fendmeno hasta la aparicién del microscopio. Los primeros datos sobre la
estructura y organizacién de los hepatocitos no surgieron hasta mediado el siglo XIX.
El primer autor en introducir la idea de la regeneracién hepética fue Cruveilhier en
1833; pocos afios més tarde, en 1846, Budd afirmé que la recuperacion tras las que se
consideraban enfermedades hepéticas fatales debia ser consecuencia de la capacidad
del higado para regenerar el tejido daflado®. Las siguientes observaciones sobre éste
fenémeno fueron realizadas por autores alemanes en la Gltima década del siglo XIX,
al estudiarse la recuperacion de diferentes animales de laboratorio tras hepatectomia
parcial e intoxicacién por cloroformo 555  Los estudios patolégicos comenzaron
detallando las fases del fenémeno regenerativo del higado humano en necropsias; las
bases histologicas de la regeneracién hepética fueron descritas en los albores del

siglo XX.

Ya en los tiempos modernos, el mejor modelo experimental para el estudio de
la regeneracion hepatica fue el presentado por HIGGINS y ANDERSON 2. tras la
reseccién de dos tercios del parénquima hepitico de la rata (16bulos medio y lateral
izquierdo) sin lesi6n del resto del parénquima observaron un crecimiento de los
16bulos residuales hasta llegar a completar el volumen previo del érgano, en un

proceso de unos 5-7 dias de duracién. La hepatectomia parcial ha sido el método
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experimental mas utilizado para el estudio de la regeneracién hepatica, ya que
comparado con otros métodos que utilizan agentes téxicos (como el tetracloruro de
Carbono) no esta asociado a lesion tisular ni a una respuesta inflamatoria, y el inicio
del estimulo regenerativo puede ser claramente precisado en el tiempo (realizacién

‘de 14 hepatettorfia-parcifi .

En el mamifero, e! higado es tnico en su capacidad de regeneracion
estructural y funcional. E!l hepatocito adulto, ademas de sus prodigiosas capacidades
metabolicas, es una célula completamente diferenciada y con una capacidad
reproductiva quiescente; su vida media supera la de las células mesenquimales,
endoteliales, hematopoyéticas o de cualquier otro origen epitelial >’. En condiciones
normales pueden observarse mitosis en 1:10000 a 1:100000 hepatocitos, y no mas
de una o dos veces durante el ciclo vital de la célula; sin embargo, tras una situacion
en la que exista una pérdida de masa tisular (p. ej. hepatectomia parcial, transplante
de un higado de menor tamafio) o un dafio parenquimatoso difuso (p. ej. toxinas,
lesiones virales), el hepatocito retoma su gran capacidad regenerativa. Ya que las
estructuras portales no tienen capacidad regenerativa, lo que verdaderamente sucede
tras la pérdida de tejido hepatico es una hiperplasia compensadora de los hepatocitos

circundantes 5%

Varios estudios sobre resecciones hepéticas realizado por FRANCAVILLA
* en animales de mayor tamafio que la rata, como perros o primates, han demostrado
que la respuesta regenerativa es proporcional a la cantidad de parénquima hepatico

resecado, y que incluso pequefias resecciones por debajo del 10% del parénquima
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hepatico inician dicha respuesta, que finaliza con la restauracion del tamafio y
volumen previos del 6rgano. Por otro lado, éstos autores demostraron que cuando se
transplanta a un perro pequefio el higado de un perro de mayor tamafio, el volumen
del higado transplantado decrece gradualmente hasta hacerse proporcional al tamaiio
del animal receptor. En otro trabajo, realizado en 1993 por STARZL ®, el higado de
un primate transplantado en un paciente humano crecié rapidamente de tamafio (en
una semana), hasta alcanzar el tamafio de un higado humano. Estos estudios
demuestran que la masa hepética se encuentra bajo un estricto control, y que los
factores que controlan el tamafio del higado pueden tener influencia tanto positiva

como negativa sobre el mismo.

Contrariamente a otros tejidos con capacidad regenerativa, la regeneracion
hepatica no depende de un reducido grupo de células progenitoras (stem cells). Tras
una hepatectomia parcial, la regeneracion del parénquima hepatico es llevada a cabo
por la proliferacion de todas las poblaciones celulares que componen el 6rgano
intacto: hepatocitos, células del epitelio biliar, células de Kupffer y células de Ito

(con capacidad para segregar diversas sustancias hepatotréficas ) ! .

Los hepatocitos son las primeras células en iniciar el proceso regenerativo.
Multiples parametros, como el estimulo de la luz diurna y las pautas de alimentacion,
afectan a la duracion del intervalo entre la hepatectomia parcial y el inicio de la
sintesis de DNA en los hepatocitos . Este intervalo es de 10 a 12 horas en ratas, y el
pico de sintesis de DNA en los hepatocitos aparece a las 24 horas, observandose otra

elevacion de menor intensidad entre las 36 y las 48 horas. En el caso del modelo
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experimental mas utilizado, la hepatectomia de 2/3, se necesitan 1.66 ciclos
proliferativos por cada hepatocito del higado residual para restaurar ad infegrum la
masa hepatica; de este modo, la mayoria de los hepatocitos (95% en ratas jovenes) de

los l6bulos residuales participan en uno 6 dos eventos proliferativos.

El proceso de proliferacion de los hepatocitos se inicia en las areas de los
lobulillos que rodean las triadas portales (hepatocitos periportales), extendiéndose
hacia las areas pericentrales en 36 a 48 horas; el resto de los elementos celulares
inician el proceso regenerativo unas 24 horas después de la hepatectomia,
presentandose un pico en la sintesis d¢ DNA a las 48 horas o mas tarde ®. La
cinética del proceso regenerativo y la aparicion de factores de crecimiento
producidos por los hepatocitos en proliferacion sugiere que son los propios
hepatocitos los que producen los estimulos mitogénicos para la proliferacion del

resto de grupos celulares.

La extraordinaria capacidad clonogénica de los hepatocitos ha sido puesta de
manifiesto en numerosos estudios. Uno de ellos, publicado por OVERTURF vy col,,
en 1996 *, muestra como alrededor de 1000 hepatocitos son suficientes para generar
nodulos de células normales, colonizar y restaurar completamente el higado de la rata
dafiado por un modelo experimental de tirosinemia hereditaria del tipo A. Los
hepatocitos procedentes de la primera generaciéon eran transplantados en otros
animales, demostrando su capacidad para restaurar de nuevo un higado lesionado
segin el mismo modelo experimental. Aplicando modelos matematicos, concluyen

que un tnico hepatocito puede multiplicarse un nimero minimo de 34 veces, dando
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lugar a 1.7x10" células; si el higado normal de la rata tiene una media de 3x10°
hepatocitos, puede calcularse que un unico hepatocito de rata tiene capacidad
658

clonogénica suficiente para generar cerca de 50 higados de rata normales ™,

suficientes para alimentar "casi eternamente” al aguila de Prometeo.

Los estudios in vitro también han demostrado que bajo la influencia de HGF
(Hepatocyte Growth Factor) y EGF (Epidermal Growth Factor) los hepatocitos son
capaces de diferenciarse, llevar a cabo multiples ciclos proliferativos, expandirse de
forma clonal y rediferenciarse para formar hepatocitos maduros e incluso estructuras
pseudo-ductales ® . Estos hallazgos demuestran que los hepatocitos maduros no son
células terminalmente diferenciadas, sino que pueden proliferar casi sin limite para
asegurar su propia supervivencia. Este hecho parece en principio inesperado, dada la

alta ploidia y la complejidad funcional de los hepatocitos maduros.

Pocos aspectos de la regeneracion hepética han acaparado tanto interés como
el conocer qué es lo que "dispara" la respuesta regenerativa. Varios trabajos iniciales,
realizados desde los afios 60 a los 80 8% mostraron que cuando se transplantaba
tejido hepatico o hepatocitos aislados a lugares extrahepaticos, también ésta células
entraban en fase de sintesis de DNA tras la hepatectomia parcial del higado del
huésped. En parejas de ratas sometidas a circulacion parabiotica, la hepatectomia de
uno de los miembros de la pareja induce un proceso de regeneracién en el higado
intacto del otro miembro, observandose un efecto maximo cuando el higado de un

animal es resecado en su totalidad.



Regeneracién Hepdtica 26

Estos trabajos aportan evidencias convincentes de la aparicion de una o varias
sefiales mitogénicas en la sangre durante el proceso de regeneracion hepatica, y
cualquier hipotesis de trabajo para explicar el mecanismo del inicio de la
regeneracion hepatica debe temer en cuenta estos estimulos mitogénicos
transportados por el torrente circulatorio, que inducen cambios en los hepatocitos

precozmente tras la hepatectomia parcial.
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FACTORES REGULADORES DEL CRECIMIENTO
HEPATICO

Las sustancias reguladoras del crecimiento hepatico fueron clasificadas por
MICHALOPOULOS '™ en: mitogenos completos, mitégenos indirectos 6 co-
mitogenos y factores inhibidores del crecimiento o chalonas. Los mitégenos
completos son sustancias que en medios de cultivo libres de suero son capaces de
estimular la sintesis d¢ DNA en hepatocitos y son en su mayoria polipéptidos tales
como las citokinas. Los co-mitogenos son moléculas que no poseen efecto directo
sobre los hepatocitos en cultivo, pero son capaces de aumentar el efecto mitogénico
de los mitdgenos completos o inhibir el efecto mitoinhibitorio de los factores

inhibidores del crecimiento celular.

HGF (Hepatocyte Growth Factor)

La presencia de un factor estimulador de la regeneracion hepatica en la sangre
de animales parcialmente hepatectomizados era sospechada desde hace mas de 30
afios 7267686970

En 1984, tres trabajos, de modo casi simultaneo comunicaron la presencia de
factores estimuladores de la sintesis de DNA en cultivos de hepatocitos ™77, Sin
embargo, la caracterizacién molecular del mas potente estimulador hepatotrofico fue
realizada por NAKAMURA y col. en 1984, purificandolo a partir de las plaquetas de

mas de 2000 ratas '® y evidenciando que se trataba de una sustancia desconocida

hasta entonces.
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El HGF y su receptor (c-Met) parecen ser factores clave durante la
regeneracion hepatica ™y la deleccién homocigotica de los genes de una o ambas
proteina; se asocia a mortalidad embrionaria, debido en parte a una depresion en el
desarrollo hepético. Varios estudios en humanos "7 han demostrado que las
concentraciones de HGF aumentan de modo sustancial tras la disminucion de la
masa hepatica. Estudios similares en la rata, llevados a ecabo por
MICHALOPOQULOS 7® demuestran que las concentraciones plasmaticas de HGF se
multiplican por mas de 20 una hora después de una hepatectomia parcial, disminuyen
lentamente durante las primeras 24 horas pero manteniéndose elevadas durante mas
de 72 horas, retornando posteriormente a valores normales. La hipétesis de trabajo,
en éste estudio, asume que el rapido y precoz incremento de HGF es el estimulo

mitogénico que conduce a los hepatocitos hacia la fase de sintesis de DNA.

El HGF induce la expresion de varios genes que aparecen de modo precoz en
el proceso de regeneracién hepatica (LRF-1 e IGFBP1) ™ lo que sugiere que el HGF
puede ser uno de los estimulos conductores de los rapidos cambios en la expresion

gengtica tras una hepatectomia parcial.

En base a lo anteriormente expuesto, parece razonable postular que el
aumento en plasma de un potente mitégeno de los hepatocitos una hora después de la
hepatectomia parcial sea responsable de conducir a los hepatocitos hacia la sintesis
de DNA 23 horas mas tarde. De cualquier modo, las causas de éste importante
aumento en los niveles plasmaticos de HGF tras la hepatectomia parcial no estan aiin

claros; aunque el higado participa mayoritariamente en el aclaramiento plasmatico
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del HGF circulante, la tasa de eliminacion hepatica de HGF no cambia de modo tan
intenso tras una hepatectomia parcial como para justificar la magnitud del aumento

plasmatico de HGF b

MICHALOQPOULOS y su grupo demostraron en 1991 81 que la expresion del
RNA mensajero para el HGF aumenta en las células hepaticas de Ito 3 a 6 horas
después de una hepatectomia parcial, y €l aumento se mantiene durante 24 horas.
Este hecho no explica el aumento del HGF plasmatico 1 hora después de la
hepatéctomia parcial, pero indudableménte debe colaborar en el mantenimiento de

elevadas concentraciones de éste factor a lo largo del proceso regenerativo.

Si el HGF es el estimulo mitogénico inicial para los hepatocitos en el proceso
de regeneraciéon hepitica, la inyeccion portal de HGF en ratas normales deberia
estimular la sintesis de DNA en los hepatocitos. Este hecho realmente ocurre, aunque
el nimero de hepatocitos que avanzan hacia la fase S es relativamente pequefio y
limitado a los espacios periportales. Resultados similares se han obtenido tras la

inyeccién portal de EGF (Epidermal Growth Factor) y TGF-a (Transforming
Growth Factor-a) ®. Esto sugiere que los hepatocitos del higado intacto no se

encuentran preparados para responder a los estimulos mitogénicos sin que
previamente sucedan una serie de eventos primarios que colocan a los hepatocitos en
disposicion de responder a los estimulos proliferativos $ Un experimento muy
interesante en éste aspecto es el realizado por LIU y col. 8 "en el cual la inyeccion
portal de HGF estaba precedida de la infusion de una pequefia c:;ntidad de

colagenasa; en éste caso, el efecto mitogénico del HGF se amplificaba de modo
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extraordinario al compararlo con un grupo control sin colagenasa, induciendo la
sintesis de DNA en més del 60% de los hepatocitos. La infusién aislada de

colagenasa no mostraba ningtn efecto.

Estos hechos afiaden un factor importante al papel del HGF como mitégeno
hepéatico, en cuanto a que parecen mostrar que la degradacién de la biomatriz
hepética, en la cual se confiere un papel destacado a la urokinasa 84 pudiera ser ese
"interruptor” que coloca a los hepatocitos en situacién de responder al estimulo
mitogénico inducido por el HGF u otros factores de crecimiento. Se ha demostrado
que la biomatriz hepética contiene elevadas cantidades de HGF * que pueden ser

" liberadas répidamente a la circulacion plasmitica en situaciones de agresion de la

misma (hepatectomia parcial, toxinas hepaticas...).

Parecen necesarios - por tanto- nuevos estudios sobre la interaccion entre el
HGF, la urokinasa y otras sustancias con capacidad degradatoria de la biomatriz
hepética para definir de manera més precisa el papel de todos éstos factores en las

fases precoces del proceso de regeneracion hepética.

EGF (Epidermal Growth Factor) y TGF-o (Transforming Growth

Factor a)

Reconocido inicialmente por su capacidad para inducir la maduracién del
tejido oftadlmico, el EGF es el prototipo de mitdgeno para numerosos tejidos de

origen epitelial %6, Es sintetizado en las glindulas de Brunner duodenales y en las
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glandulas salivares, y se ha demostrado que tanto la sialadenectomia como la

.y [ £t 17,19
reseccion duodenal producen retrasos en la regeneracion hepatica ="

La accion del EGF se encuentra modulada por hormonas a través de

modificaciones de su receptor en la membrana plasmatica del hepatocito M,

Tras una hepatectomia parcial, las concentraciones plasmaticas de EGF
aumentan de modo muy discreto (menos del 30% sobre los niveles basales) 8 pero
sin embargo es indiscutible que el EGF juega un importante papel como mitdgeno
hepatico tras una hepatectomia parcial. E! mecanismo por el cual desarrolia éste
importante efecto parece basarse en un incremento en la disponibilidad hepatica de
EGF tras la hepatectomia parcial. El EGF llega al higado desde las glandulas de
Brunner - donde se segrega de manera continua- a través de la circulacion portal e
El EGF es capturado por el higado en el primer paso hepatico y depositado en la
matriz periportal ®. Una disminucién en la masa hepatica de 1/3 por una
hepatectomia parcial multiplica la concentracion de EGF, disponible a través de la
circulacion portal, por un factor de 3 (por unidad de peso). Por otro lado, se ha
demostrado que la norepinefrina, una sustancia que también aumenta de modo
importante tras una hepatectomia parcial (ver mas adelanfe), estimula la secrecion de
EGF en las glandulas de Brunner % condicionando un aumento en la cantidad de
EGF que alcanza el higado tras una reseccién hepatica parcial. Por otro lado, RUBIN
y col. *! han observado que de modo precoz tras una hepatectomia parcial sucede la

tirosin-fosforilacién del receptor de EGF, lo que constituye un argumento mas sobre
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el papel mitogénico precoz que el EGF desarrolla en el proceso de regeneracion

hepatica.

Como se comentd anteriormente, la accion del EGF estd modulada por un
amplio nimero de hormonas a través de modificaciones en su receptor. El nimero de
receptores de EGF, presentes en elevada densidad en la membrana plasmatica del
hepatocito, parecen estar regulados por el ritmo secretorio de la hormona del

crecimiento y de manera distinta en cada sexo 2

Los trabajos de KONTUREK vy col. **** han puesto de manifiesto la relacion
que existe entre el EGF y la gastrina. En éstos estudios, realizados en humanos, éste
autor demuestra que la pentagastrina (un analogo sintético de la gastrina) induce un
potente estimulo para la secreciéon de EGF a partir de las glandulas de Brunner. Los
trabajos posteriores de YAO 8 realizados en ratas, demuestran que la gastrina (G-
17), en presencia de EGF, tiene un efecto pro!iferativo de los hepatocitos in vitro,
aparentemente debido a un mecanismo de auménto de afinidad de los receptores de
gastrina inducido por el EGF. Este autor concluye su estudio afirmando que debe

considerarse a la gastrina como un mitogeno secundario.

El TGF-o. (Transforming Growth Factor-c) es un potente mitégeno para los
hepatocitos en cultivo y probablemente representa un estimulo importante de la
regeneracién hepatica in vivo % El TGF-0. es un péptido de 50 aminoacidos que

comparte secuencia y receptor con el EGF y con otros miembros de la familia del
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mismo '®. El TGF-a. es biologicamente mas efectivo, aunque su afinidad por el

receptor es solo una cuarta parte de la del EGF ™

Si el EGF esta involucrado en los inicios del proceso de regeneracion
hepatica, el TGF-oi parece jugar su papel en momentos posteriores. El RNAm para
el TGF-0. se expresa en los hepatocitos entre 2 y 3 horas después de una
hepatectomia parcial, alcanzando un pico entre las 12 y las 24 horas ¥y
permaneciendo elevado durante el menos 48 horas después de la reseccion hepatica
%% E| TGF-a. producido por los hepatocitos parece actuar a través de un mecanismo
autocrino. Se ha demostrado que el aumento de los niveles de TGF-ou en los

hepatocitos bajo el estimulo de promotores de albimina conduce a niveles elevados y

mantenidos de sintesis de DNA, y eventualmente a la aparicién de tumores .

La importancia que los hechos descritos pueden tener sobre el proceso de
regeneracion hepéatica permanecen afin poco claros, pues un reciente estudio
realizado en ratas muestra como tras la deleccién homocigética del gen productor de

TGF-q, la regeneracion hepatica se desarrolla de modo normal % Este hecho, sin

embargo, puede deberse a un aumento compensador de otras sustancias de la familia

de ligandos del receptor de EGF.
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TNF-a (Tumour Necrosis Factor-a) e IL-6 (Interleukina- 6)

Varias lineas de trabajo parecen converger en la evidencia de que el TNF-a. y

la IL-6 constituyen importantes componentes de las vias iniciales de estimulo de la
regeneracion hepatica. Los estudios realizados por CORNELL vy col. en 1981 7
sugirieron que la endotoxina- uno de los estimulos claves para la produccion de

TNF-a por las células de Kupffer- podria estar involucrada en el proceso de

regeneracion hepatica.

Trabajos mas recientes, utilizando un modelo experimental de tratamiento
con anticuerpos anti-TNF-¢. previamente a la hepatectomia parcial, demostraron una

disminucién en la sintesis de DNA y una abolicion de las elevaciones de Jun-kinasa,

del RNAm codificador de c-jun y de la actividad nuclear de AP1 i

Los componentes que contienen el elemento gadolinio (que de modo
paraddjico produce un aumento del RNAm del TNF-a en las células de Kupffer)
estimulan !a induccién de IL-6 y de d-jun, C/EBPP y C/EBPA, asi como los niveles
nucleares de AP1 *. Estos hechos ocurren de modo brecoz durante la repuesta
regenerativa, sugiriendo que el TNF-a desempefia un importante papel durante la

respuesta proliferativa inicial.

En un trabajo reciente de YAMADA vy col 190 se demuestra que tras una

hepatectomia parcial la sintesis d¢ DNA disminuye drasticamente en ratones con
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deficiencia del receptor para TNF-au tipo I. Este defecto se ve corregido con la
administracion de Interleukina-6, lo que sugiere que el papel del TNF-o. es el de

regular la secrecion de Interleukina-6.

La Interleukina-6 es segregada por las células de Kupffer, y ésta secrecion es

estimulada por €l TNF-a.. Es conocido que la IL-6 es un importante estimulante de la

sintesis de proteinas de fase aguda por los hepatocitos, formando parte de la
respuesta inflamatoria '*!. Varios estudios han demostrado que las concentraciones
lplasméticas de IL-6 aumentan después de una hepatectomia parcial, alcanzando
niveles elevados alrededor de las 24 horas 1% aunque otros trabajos observan un
efecto mito-inhibitorio de la IL-6 en cultivos primarios de hepatocitos '®. Por iltimo,
parece demostrado que la IL-6 actua como mitogeno primario en cultivos de células

del epitelio biliar '*.

En un estudio reciente realizado por CRESSMAN 105 1a sintesis hepatocitaria
de DNA durante la regeneracion hepética aparecia suprimida en ratones con

deleccion homocigodtica del gen de la IL-6.

La revisién de los conocimientos actuales sobre el TNF-at y la IL-6 en las

fases iniciales de la regeneracion hepatica demuestra que los mecanismos que
disparan el proceso regenerativo no discurren de modo normal en ausencia de estas

citokinas. En concreto, parece que la IL-6 es esencial e irremplazable por otras

citokinas que utilizan parcialmente sus mecanismos estimulatorios.
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OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO CON EFECTOS

PARACRINOS

El Factor de crecimiento ligado a la heparina (Heparin Binding Growth
Factor-1, HBGF-1), también conocido como acidic fibroblast growth factor (FGF) es
un importante regulador del desarrollo y la regeneracién hepatica '’. En
concentraciones picomolares estimula la sintesis de DNA en el hepatocito, mientras
que a niveles nanomolares inhibe la proliferacion de hepatocitos inducida por EGF
™. Tras una hepatectomia parcial, la expresién del RNAm para HBGF 1 - presente
tanto en los hepatocitos como en las células no parenquimatosas- precede al aumento

en la expresién de los genes codificadores del TGF-c.

El HBGF-1 atenua el efecto del TGF-B (ZTransforming Growth Factor-f), un
potente inhibidor de la proliferacion de los hepatocitos (ver mis adelante). La sintesis
de DNA por el hepatocito estimulada por HBGF-1 es mucho més resistente a la

inhibicién por TGF-B que la sintesis de DNA estimulada por EGF '*.

En 1989, KAN y col. ' demostraron que la administracion de HBGF-1
consigue una abolicién casi completa del efecto inhibitorio sobre la proliferacion

hepatocitaria del TGF-B en hepatocitos en cultivos estimulados por EGF.

Parece ser, por tanto, que ésta citokina juega un doble papel en la

regeneracién hepatica: por un lado, estimula la sintesis de DNA previamente o
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coincidiendo con los estimulos de EGF/TGF-o y por otro, previene de las

influencias inhibitorias locales (TGF-B).

La hipotesis postulada por éste mismo autor sugiere que el HBGF-1 expande

la poblacién de células en regeneracion a través de un receptor de alta afinidad, la
respuesta celular posterior al EGF/TGF-o produce una variacion en el fenotipo de

dicho receptor, convirtiéndolo en uno de baja afinidad, cuya ocupacion por el HBGF-
1 produce una inhibicidon d? la proliferacion celular. Recientemente, éste modelo ha
sido puesto en duda por la observacion de que la transcripcion del RNAm para el
HBGF-1 alcanza niveles elevados 24 horas después de la hepatectomia, lo que hace

poco probable su participacion en los eventos iniciales del proceso regenerativo B,

Otro factor de crecimiento no caracterizado completamente es el HSS
(Hepatic Stimulatory Substance). Parece estar relacionado con ¢l HBGF en cuanto a
peso molecular y el comin requerimiento de heparina para estimular el crecimiento
de hepatocitos en cultivos primarios. Al contrario que otros mitogenos, parece set
especifico para el higado '". Aunque no parece ser un mitégeno primario para los

hepatocitos en cultivo, actiia sinérgicamente con el EGF.

Otros factores de crecimiento, recientemente descubiertos y secuenciados,
como el VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 108 v el ALR (dugmentor of

Liver Regeneration) '™ parecen ser importantes en el desarrollo de las células
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endoteliales durante el proceso de regeneracién hepdtica, aunque est€¢ ain por

determinar su verdadero papel en éste proceso.

En tltimo lugar, la Hepatopoyetina B es reconocida como un mitdgeno
completo o primario, aunque menos activo que el EGF o HGF, con los que parece
actuar sinérgicamente. Por la escasez de aminoicidos en su molécula, no es

considerada como una citokina, sino un glicolipido 7.

NOREPINEFRINA

En cultivos primarios de hepatocitos, la norepinefrina amplifica la sefial
mitogénica tanto del EGF como del HGF, actuando sobre el receptor o adrenérgico
110 1 a norepinefrina aumenta répidamente en plasma en la primera hora después de
una hepatectomia parcial 111 Ademss, induce la secrecién de EGF por las glandulas
de Brunner del duodeno, facilitando, por tanto, mayores cantidades de EGF para el
estimulo mitogénico de los hepatocitos 7', La norepinefrina también anula el efecto
mitoinhibitorio del TGF-B en cultivos de hepatocitos aislados en las fases precoces
del proceso regenerativo % El prazosin (un bloqueante especifico del receptor
adrenérgico o) y la denervacién simpatica disminuyen de manera importante la
sintesis de DNA a las 24 horas de la hepatectomia, aunque ésta retorna a valores

normales alrededor de las 48 a las 72 horas !, La dependencia de la regeneracién

hepética de la norepinefrina parece por tanto deberse a todas estas razones.
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INSULINA Y GLUCAGON

Los islotes pancreéticos producen insulina de modo continuo, y ésta alcanza
el higado a través de la circulacion portal. Los trabajos iniciales de STARZL y col. ?
demostraron que tras la realizacion de una derivacion porto-cava se produce atrofia
hepética, y que la infusion de insulina en el higado previene o regenera la atrofia a
través de -un proceso que implica la replicacion hepatocitaria. La insulina, sin
embargo, no tiene efectos mitogénicos sobre los hepatocitos cuando se inyecta en

animales normales.

La proliferacion de hepatocitos en cultivo se ve aumentada por la insulina en
presencia de factores de crecimiento, sin embargo, la insulina por si misma no es un

mitégeno primario para los hepatocitos.

Las observaciones descritas llevan a MICHALOPOULOS, en una revision
del pasado afio 2 a plantear la teoria de que la insulina - como ocurre con la
interleukina-6 - actia en el proceso regenerativo iniciando unas vias de estimulacion
sin las cuales la sefial mitogénica no avanza de modo normal; éste hecho no implica,
para el citado autor, que los cambios en las concentraciones plasmaticas de insulina
"per se" inicien los acontecimientos del proceso mitogenico. Las concentraciones de
insulina en plasma decrecen de manera rapida después de una hepatectomia parcial,
mientras que las de glucagdn aumentan B MICHALOPOULOS considera éste Hecho
como parte de la respuesta homeostatica por la cual las concentraciones plasmaticas

de glucosa se mantienen en un nivel adecuado durante el proceso regenerativo.
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OTRAS SUSTANCIAS ESTIMULADORAS DE LA

REGENERACION HEPATICA

La triyodotironina ' y los derivados del 4cido retinoico 14 han demostrado
tener capacidad estimulatoria de la sintesis de DNA por los hepatocitos "in vivo",
pero no son efectivos en cultivos primarios. Un efecto similar se ha observado con el
uso de nitrato de plomo, barbitiricos, antiepilépticos, diazepam y agentes
hipolipemiantes ''5, Estas sustancias no producen lesién tisular; a pesar de ello,
inducen un aumento del peso del higado (del 180% al 250%) a través de una
combinacién de eventos que incluyen sintesis de DNA por el hepatocito e hipertrofia

celular . En éstos procesos no se aprecian cambios en el TGF-a. o en el RNAm

para el HGF, aunque OHMURA y col 14 pan observado un aumento en la

producci6n de RNAm para TGF-o.

El aumento de peso del higado producido por éstas sustancias parece estar en
relacién con una disminucién de los receptores para insulina y EGF, lo que hace a los

hepatocitos relativamente resistentes a los efectos mitogénicos del HGF y EGF 7,
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PROTOONCOGENES

Durante los Gltimos 15 afios, desde que las funciones del producto del primer
protooncogen descubierto (c-src) fueron aclaradas, existe el convencimiento de que
los productos de los protooncogenes se encuentran integrados dentro del "sistema de

sefiales intracelular” 118

Los estudios realizados en ratas muestran que la hepatectomia parcial se
asocia a cambios rapidos en la expresion genética, que suceden de modo muy precoz
tras la cirugia, y que demarcan el paso de los hepatocitos desde la fase Gy a la fase Gy
119 Ege proceso fundamental en el fenomeno regenerativo debe considerarse la
consecuencia de la cooperacion entre protooncogenes, funcionando en cascada, y la

interaccion con los factores de crecimiento 120

La expresion de protooncogenes tras una hepatectomia parcial en la rata
puede dividirse en 3 fases: una fase precoz (0 a 4 horas tras la intervencion), una Jfase
intermedia (8-14 horas) y una fase tardia (24-72 horas). Los protooncogenes C-fos,
c-jun y ¢c-myc pertenecen a la primera fase. El RNAm codificado por el C-fos
aumenta de modo casi inmediato tras una hepatectomia parcial, alcanza un maximo a
los 30 minutos (3 veces sobre el valor basal) y se normaliza alrededor de las 2 horas.
La expresion del gen p53 sucede en la fase intermedia. Los genes de la familia c-ras
se activan en la fase tardia y su expresion coincide con la’ sintesis de DNA y la

proliferacion de los hepatocitos 58
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La expresion de los protooncogenes C-fos, ¢-jun y c-myc depende de la
naturaleza del estimulo proliferativo: la hepatectomia parcial y la infusién de
tetracloruro de carbono aumentan tanto la expresion del C-fos como del ¢-jun, y la
administracién de etileno o nitrato de plomo "disparan" la expresion inicamente del
c-jun. Por el contrario, la hiperplasia inducida por acetato de ciproterona no_se asocia

con la expresion de ninguno de éstos protooncogenes pertenecientes a la fase precoz

121

En los dltimos afios, los modernos métodos de estudio y trabajo en biologia
molecular han permitido descubrir un nimero creciente de protooncogenes que
participan en las diversas fases del proceso regenerativo 122 aunque una de las
principales cuestiones ain sin resolver es en qué medida los protooncogenes estan
involucrados en los mecanismos de la regeneracion hepatica, o si deberian
considerarse solamente como marcadores de €ste proceso. Se desconoce también si

su estructura molecular sufre alteraciones durante la regeneracion hepatica y como se

alteran sus funciones y regulacion en las enfermedades hepaticas.

Otra cuestion pendiente es la interaccion de los protooncogenes con los
factores de crecimiento y cuéles son las sefiales moleculafes que inician, mantienen y
finalizan el proceso de regeneracion. A éste respecto, un interesante trabajo
publicado recientemente por FAN y col. 123 describe un grupo de pfotooncogenes
relacionados con los procesos de proliferacién, remodelacién y finalizacion de la
respuesta regenerativa, en base a una regulacion de la apoptosis o muerte celular

inducida por los mismos.
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GASTRINA

La gastrina es una hormona producida por las células G del antro gastrico. Es
conocida su intervencién como regulador de la secrecion acida gastrica y sus
importantes efectos troficos demostrados a diferentes niveles del tracto digestivo.
Aln hoy en dia se desconoce el papel fisiologico de muchos de éstos efectos troficos
y la justificacion de la existencia de receptores de gastrina en lugares inexplicables y

alejados del antro gastrico.

Los primeros trabajos que intentaron valorar los efectos troficos de la gastrina
sobre el higado fueron realizados por JOHNSON y col. en 1976 4. Este autor utilizo
un modelo experimental de estimulacion con pentagastrina sin conseguir efectos
troficos sobre el higado. Desde entonces hasta la fecha han sido numerosos los
estudios al respecto, utilizando diferentes modelos experimentales y obteniendo, en

muchos casos, resultados contradictorios 567851011

El primer trabajo en el que se demuestra un efecto trofico de la gastrina sobre
los hepatocitos normales in vitro es el publicado por YAO y col. en 1995 18,
utilizando un modelo de cultivo de hepatocitos normales de raton demuestran que la
incorporacién de gastrina-17 a los cultivos induce una respuesta proliferativa de los
hepatocitos, aunque éste hecho solo sucede en presencia de EGF. Los autores
~ concluyen sugiriendo la incorporacién de la gastrina al grupo de sustancias conocidas

como "mitégenos secundarios”.
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La interaccién entre gastrina y EGF habia sido ya estudiada por KONTUREK
en 1989 **. Esta relacién ha sido confirmada por el mismo autor en un trabajo
publicado en 1996 3 en el que demuestra que el estomago es capaz de segregar
importantes cantidades de EGF y que la pentagastrina actia como un potente

estimulo para ésta secrecion.

Por todo lo descrito anteriormente parecen exXistir evidencias, que
pretendemos ampliar con éste trabajo, de que la gastrina puede ser considerada como
un factor hepatotréfico y ser incluido dentro del grupo de mitégenos secundarios o

co-mitogenos, segin la terminologia utilizada por MICHALOPOULOS n

SOMATOSTATINA

En 1968, KRULICH, DHARIWAL y Mc CANN '* extraen a partir de
hipotalamos de oveja y rata una fraccién que era capaz de inhibir la secrecién de GH
(hormona del crecimiento) en cultivos de células hipofisarias de rata in vifro. Al afio
siguiente, HELLMAN y LERNMARK '* introducen el concepto de la accién
supresora por parte de las células D (hoy reconocidas como productoras de
somatostatina) sobre la actividad endocrina pancredtica 126 El aislamiento y

caracterizacion de la somatostatina vino en 1973 de la mano de BRAZEAU y col. *.

La amplia distribucién de la somatostatina por el organismo 127 se acompafia
de una multitud de efectos biolégicos fundamentalmente de tipo inhibidor. En el tubo

digestivo inhibe la secrecion de practicamente todos los péptidos gastrointestinales
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ademas de disminuir la motilidad del tubo digestivo e interferir selectivamente la
absorcién de ciertos azicares y la absorcién intestinal de modo general. Asimismo se
han descrito una serie de efectos biolégicos de‘ la somatostatina nativa con manifiesto
interés terapéutico, como la reduccion del flujo esplacnico y de la secrecidn de
renina, aldosterona, parathormona y calcitoniﬁa. Mas recientemente se ha observado
su efecto citoprotector en modelos de pancreatitis aguda y en lesiones por isquemia-
reperfusion hepatica e intestinal 38,

Todas éstas acciones biologicas de la somatostatina nativa se ven limitadas en
su aplicacion terapéutica por las adversas caracteristicas farmacocinéticas de la
misma: baja estabilidad metabolica, vida plasmatica media corta (de menos de 3
minutos, lo que restringe su administracion a la via endovenosa en perfusion
continua), la fugacidad de sus efectos bioldgicos y el rebote de la secrecion hormonal
que se observan al interrumpir su administracion intravenosa 3

Mediante diversas modificaciones de la molécula inicial, BAUER y col. 38
obtuvieron en 1982 el octapéptido SMS 201-995 (octredtido), con una mayor
estabilidad metabélica y mayor potencia biolégica que la somatostatina nativa. Sus
caracteristicas farmacocinéticas (vida media de 113 fninutos en administracion
subcutanea y transporte fijado a proteinas plasmaticas), asi como su menor coste
econdmico, han hecho que el octredtido pase a sustituir a la somatostatina nativa en

sus aplicaciones clinicas. '
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El mecanismo intimo de accién de la somatostatina y sus analogos sintéticos
se centra en la modificacién de los niveles de AMPc o de GMPc en la célula diana, a
través del estimulo o inhibicion de la adenilato-ciclasa y/o modulando la

permeabilidad a los iones calcio 041

A nivel gastrico, la somatostatina inhibe la secrecion acida y también la
liberacion de gastrina. La secrecion de gastrina estd mediada por neuronas
colinérgicas que mantienen una accion inhibitoria de la secrecion de somatostatina
por las células D antrales, provocando de esta forma la liberacion de gastrina por un
mecanismo de desinhibiciéon, y por neuronas no colinérgicas que estimulan
directamente la secrecién de gastrina por liberacién del neurotransmisor bombesina
4 por otra parte, existe un mecanismo de retroalimentacion por el cual la
acidificacion gastrica (pH<3) estimula la secrecion de somatostatina, que a su vez

frena la liberacion de gastrina.

Dentro del amplio espectro inhibitorio de ésta hormona, se han descrito su

accion frenadora de la secrecion de EGF ' y de TNF-a, '?°, reconocidos mitogenos

primarios de los hepatocitos.

Un trabajo publicado por PRUTHI y col en 1993 4 estudia el efecto del
octredtido sobre la actividad regeneradora del higado. Utilizando el modelo clasico
de hepatectomia parcial observan tras la administracion de octreétido una
disminucién del 33% en el peso del remanente hepatico a las 72 horas y una

disminucion del 67% en la sintesis de DNA hepatocitario a las 24 horas, cuando lo
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comparan con un grupo control sin octredtido. También describen que la accidn
inhibitoria del octredtido es méxima durante los periodos de maxima sintesis de
DNA (entre las 24 y las 36 horas tras la hepatectomia), y que éste potente efecto
supresor podia ser rapidamente revertido al suspender la administracion de
octréotido, sufriendo los hepatocitos un "efecto rebote” de hiperplasia celular,
demostrando 1a bien documentada capacidad compensatoria de los hepatocitos para

restablecer el tamafio normal del higado 2245

La reconocida accion inhibitoria de la somatostatina y sus analogos sobre la
secrecion de insulina y glucagon 3 parece mostrarse como otro de los mecanismos
por los cuales el octredtido es capaz de disminuir la capacidad regeneradora del

higado tras una hepatectomia parcial.

En base a los efectos biolégicos demostrados de la somatostatina y sus
analogos: reduccion del flujo esplcnico, inhibicion de insulina y glucagdn y
disminucién de la secreciéon de mitogenos hepaticos primarios (TNF-o. y EGF) y co-

mitogenos (gastrina ?7) el octredtido puede ser reconocido como un importante

inhibidor de la regeneracion hepatica, hecho que intentaremos valorar en éste trabajo.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Animales de experimentacioén

Se ha elegido como modelo animal de experimentacion la rata Wistar. Se han
utilizado un total de 50 animales, todas ellas hembras adultas y de un peso de 180 20

gramos procedentes del Area de Reproduccion del Centro de Investigacion del Hospital

Universitario “12 de Octubre de Madrid.

Las condiciones de habitat, nutricién y manejo fueron homogéneas para todos los

animales incluidos en el estudio.

Inicialmente se utilizaron 10 animales con el fin de familiarizarnos con la
anatomia digestiva de la rata, la técnica quirﬁrgica a emplear y poder estandarizar los

métodos de fijacion y tincion requeridos para las distintas poblaciones celulares .

Los animales del estudio se distribuyeron en 3 grupos (Tabla I:

* Grupo A (n=10): ratas control no vagotomizadas a las que se realiza una

hepatectomia parcial segun la técnica que se describe posteriormente.
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Este grupo de subdivide en :

* Grupo As (n=5): Ratas sometidas a hepatectomia parcial +
administracién de 0.25 ml de suero salino subcutdneo en el momento posterior a la

hepatectomia y a las 12 horas siguientes.

* Grupo Ao (n=5): Ratas sometidas a hepatectomia parcial +
administracién de 0.25 mcgr de octreétido subcutdneo (Sandostatin®, Sandoz) en el

momento posterior a la hepatectomia y a las 12 horas siguientes.

* Grupo B (n=10): Ratas sometidas a vagotomia troncular bilateral
infradiafragmatica y piloroplastia de Heineke-Mickulicz 7 dias previamente a la

hepatectomia parcial.

Durante el periodo postoperatorio fallecieron 2 animales de este grupo por las

causas que posteriormente se describen.
Este grupo de subdivide en :
*  Grupo Bs (n=4): Sometidas a hepatectomia parcial + administracién

de 0.25 ml de suero salino subcutineo en el momento posterior a la

hepatectomia y a las 12 horas siguientes.
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* Grupo Bo (n=4): Sometidas a hepatectomia parcial + administracién
de 0.25 megr de octrebtido subcutdneo (Sandostatin®, Sandoz) en el momento posterior

a la hepatectomia y a las 12 horas siguientes.

* Grupo C (n=20): Ratas sometidas a vagotomia troncular infradiafragmatica y

piloroplastia de Heineke-Mickulicz 120 dias previamente a la hepatectomia parcial.

Durante el periodo postoperatorio fallecieron 12 animales de este grupo por las

causas que se describen en el apartado "Morbimortalidad del Experimento”.

Este grupo de subdivide en :

* Grupo Cs (n=4): Sometidas a hepatectomia parcial + administracién
de 0.25 ml de suero salino subcutaneo en el momento posterior a la hepatectomia y a las

12 horas siguientes.

* Grupo Co (n=4): Sometidas a hepatectomia parcial + administracién
de 0.25 megr de octredtido subcutineo (Sandostatin®, Sandoz) en el momento posterior

a la hepatectomia y a las 12 horas siguientes.
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TABLAI

GRUPOS DEL ESTUDIO

7 dias n=4 n=4

0O

120 dias n=4 n=4 I
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METODOS

El estudio se realizé de acuerdo con la normativa vigente sobre experimentacion
animal, aprobada en el Real Decreto 223 del 14 de Marzo de 1988 (B.O.E. 18 de Marzo

de 1988).
Disefio experimental
PROTOCOLO PREOPERATORIO Y ANESTESICO

Los animales fueron aislados durante 24 horas antes del estudio instaurandoles

dieta liquida, a base de agua, durante las 12 horas previas a ambas intervenciones.

Como agente anestésico se utilizo el éter, introduciendo a los animales en una
campana cerrada. Se administrd también a cada animal una dosis de 0.1 mg de sulfato de

| atropina (Atropina®, Palex) por via intraperitoneal.
PROTOCOLO QUIRURGICO

A) Técnica de la vagotomia

1

Una vez anestesiado el animal, se procede a la desinfeccién de la zona quirdrgica

con povidona yodada (Betadine®, Sarget).
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Se empleé para ambas intervenciones instrumental de microcirugia. Para la
realizacién de la vagotomia _infradiafragméticg se empled ¢l método descrito por
SNOWDON y EPSTEIN (217). Se practica una laparotomia media; tras la liberacion del
esofago abdominal se mantiene traccion sobre el mismo para permitir la identificacién

de los troncos vagales, que se asilan y se seccionan (Figura 2).

Como procedimiento de drenaje gastrico se practica una piloroplastia segan
técnica de Heineke-Mickulicz, suturando los bordes en un solo plano con poliglactin de
5/0 (Vicryl®, Ethicon) . La expresion manual de la camara gastrica permite comprobar

la eficacia de la piloroplastia y la no existencia de fugas.

Asimismo, en todos los animales se asocié una miotomia extramucosa del
esofago distal de alrededor de 0.5 cm de longitud (técnica de Heller), para evitar la
formacién de bezoares a este nivel, basindonos en experiencias previas con la técnica de

la vagotomia troncular en la rata.

A continuacion se procede al lavado de la cavidad peritoneal con suero
fisiologico y al cierre de la laparotomia en 2 planos con sutura continua de poliglactin de
2/0 (Vicryl®, Ethicon).

B) Técnica de 1a hepatectomia

Los animales de los grupos estudio (B y C), vagotomizados 7 y 120 dias antes
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y los pertenecientes al grupo control son sometidos a hepatectomia parcial.

Siguiendo el mismo protocolo preoperatorio y anestésico se realiza en una misma
sesion una hepatectomia parcial del 16bulo lateral izquierdo mediante ligadura de la base
del mismo con catgut n° 0 segln técnica propia, lo que supone la exéresis de alrededor

del 10-15% del higado de la rata (Figura 3).

Como se coment¢ anteriormente, cada grupo de estudio se divide en dos
subgrupos. En el primero de ellos (Xs) se administra una dosis subcutanea de 0.25 ml de
suero salino inmediatamente después de la intervencion y a las 12 horas de la misma. En

el segundo (Xo) se administra en tiempos similares una dosis subcutanea de 0.25 megr

de octredtido (Sandostatin®, Sandoz).

El fragmento de tejido hepatico resecado se fija en una solucién de formol al 10%

y se identifica el recipiente con los datos correspondientes al animal del estudio.
PROTOCOLO DE CUIDADOS POSTOPERATORIOS

Una vez concluidas ambas intervenciones, y con el fin de identificar a los
animales a lo largo del estudio, se realizaron distintos cortes en las orejas de cada animal
de acuerdo con una clave previamente establecida y se aislaron por grupos (segin la

fecha de la vagotomia) en diferentes jaulas.
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Todos los arimdles se marntuvieron en dieta dabschita durante ‘las T2 "horas
siguientes a la intervencién, instaurandose dieta liquida a base de agua durante las 12
horas siguientes. A partir de las 24 horas tras la intervencién, en el caso de la vagotomia,

se instauré una dieta normal.

Necropsia y extraccién del remanente hepdtico y del estémago

A las 24 horas de la hepatectomia, todos los animales del estudio fueron

sacrificados, extrayéndose el remanente hepético y el estémago en su totalidad.

Una vez anestesiado el animal, se practicé la relaparotomia prolongando la
incisién hasta el térax. Inmediatamente después se realiz6 la extraccion del remanente
hepético liberdndolo de sus fijaciones vasculares. Igualmente se practicd la extraccion del
estomago en bloque, mediante una seccién transversal a nivel del tercio medio esofagico

y primera porcién duodenal.

Con el fin de realizar una limpieza de la cavidad gastrica, se introdujo un catéter
de venopuncién (Abbocath® 16-G, Abbot) a través de la luz del esofago, irrigando la luz
géstrica con suero salino a baja presién, hasta conseguir un flujo limpio, sin restos

alimentarios.

El remanente hepético se fij6 en una solucién de formol al 10%, mientras que el

estomago fue seccionado longitudinalmente a lo largo de la curvadura mayor y extendido
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en "alas de mariposa", fijindolo sobre un soporte y sumergiendo el mismo en una

solucién de formol al 10%

ESTUDIO HISTOLOGICO

CELULAS G

Fijacién y tincién

Todas las piezas se fijaron en una solucion de formol al 10%, para su posterior

inclusién en parafina, previa deshidratacién con alcoholes a concentraciones crecientes.

Con un microtomo convencionzal se realizaron cortes de 5 micras de espesor.

La desparafinizaci6n se realiz6é con xileno y el consiguiente paso de la muestra

dos veces por alcohol absoluto y una por etanol al 50%.

El método de tincién se llevd a cabo mediante la técnica peroxidasa-

antiperoxidasa (PAP) '*°, siguiendo el esquema expuesto a continuacion:

1.- Se bloquea la peroxidasa end6gena tisular (células sanguineas, etc) tratando las
secciones con H,O; al 0.3%, en metanol al 100% durante 30 minutos a

temperatura ambiente.
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Se lavan los cortes con buffer fosfato salino (PBS) 1/15 M, pH 7.4, tras lo cual
se bloquea la tincion inespecifica de fondo (tejido conectivo) cploéando sobre
cada seccion unas gotas de suero normal no inmune de cerdo (DAKO Labs) al

10% durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se procede a la incubacion de las secciones con los antisueros
producidos contra la hormona a estudiar, en éste caso, la gastrina. Se ha utilizado
una dilucién de 1/300 para el antisuero antigastrina, que no presenta reaccion
cruzada con otros péptidos relacionados estructuralmente con la gastrina-17 y la

gastrina-34. La incubacion se mantiene durante 12-24 horas en frigorifico (0-4°C)

En el siguiente paso, se lavan las secciones con PBS y se afiade suero no
conjugado anti-conejo (animal del que se obtuvieron los anticuerpos). Se utilizo
suero de cerdo anticonejo (DAKO Labs) a una dilucion 1:100, durante 30

minutos a temperatura ambiente.

Se vuelve a lavar con PBS y se hacen reaccionar las secciones con el complejo

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP, DAKO Labs) a una dilucién 1:100, durante 30

‘minutos a temperatura ambiente.

La reaccion se visualiza revelandola con  3-3-Diaminobenzidina

tetrahidrocloridrato (DAB), Sigma LABS). El revelado se realiza bajo control

microscopico, controlando el tiempo de iniciacién que no debe sobrepasar los 10



Material y Métodos 59

minutos (generalmente 2-3 minutos).

7.- La reaccion se detiene lavando vartas veces 1as secciones con agua destilada.
Posteriormente, los niicleos celulares se contratifien con hematoxilina de Harris

y, tras su deshidratacion, se montan segun la técnica histologica habitual.

Lectura microscopica

Todas la muestras del estudio fueron contabilizadas por la misma persona, que

desconocia el origen de cada muestra.

Las mediciones se realizaron con un sistema semiautomatico de analisis de
imagen Cue-2® de Olympus con _S_oftware Microimage®. Este sistema esta dotado de
una camara de video acoplada a un microscopio Olympus BH-2®; de ésta forma la
imagen es captada a bajos aumentos.(objetive 10X, ocular 5X) y trar_lsferida a un monitor
en el que mediante un cursor se miden las distancias entre las distintas estructuras

conforme al método descrito por AHERNE ' para la medicion de densidades numéricas

de estructuras particuladas. Describimos dicho método a continuacién:

1.- Consideramos la mucosa antral de la rata.
2.- Escogemos un punto (P) al azar dentro de la mucosa.
3.- Se mide la distancia (X) desde éste punto al centro de la célula G mas

cercana (C,).
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4.- Se traza una perpendicular a la linea que une dicha célula (Cy) con el
punto P, eliminandose todas las células que quedan en el semiplano que
contiene al punto P.

5- Medimos otra distancia (Y) desde la célula C, hasta la siguiente célula G
mas proxima.

6.- Esta operacion se repite sucesivamente » veces. En nuestro caso, hemos
medido 10 pares de distancias, que el lo recomendado por AHERNE..

7.- Se aplica la siguiente ecuacion:

Ac=7/2n %,° (X;2+ % Yi®)

Dicha ecuacién nos expresa la unidad de area de mucosa por célula (Ac);
su inversa (D = 1/Ac) sera el namero de c€lulas por unidad de éi'ca (v® de

células / mm? de superficie mucosa).

En todos los casos s6lo se contabilizaron aquellas células en las que se observaba

el nucleo, descartandose por tanto los fragmentos de citoplasma.
INDICE PROLIFERATIVO

El indice proliferativo se ha valorado cuantificando los nicleos hepatocitarios,
tefiidos por técnicas de inmunchistoquimica (peroxidasa-antiperpxidasa) con anticuerpos
frente a PCNA (antigeno nuclear de proliferacién celular). Hemos utilizado anticuerpo

de DAKO Labs a una dilucién de 1/100. Se ha medido la densidad nuclear de nacleos
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positivos respecto a los nicleos totales por unidad de 4rea con el mismo sistema
semiautomitico de andlisis de imagen y la misma metodologia para la medicion de

densidades celulares que hemos descrito anteriormente (Figuras 4 y 5).

El PCNA es una molécula de 36 kDa que actia como cofactor de la DNA-
polimerasa 8, tanto en la fase S como en la sintesis de DNA asociada a la reparacion del

mismo. La molécula de DNA tiene una vida media muy larga, de forma que al salir de la
fase M las células pueden tener niveles detectables de DNA durante largos periodos.
Ademas se pueden encontrar pequefias cantidades en células en reposo y su -expresion

también se puede inducir por factores de crecimiento celular tanto in vivo como in vitro

132,133
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FIGURA 2

TECNICA DE LA VAGOTOMIA

1.- Traccion esofagica
2-3.- Nervios vagos aislados
3.- Piloroplastia
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FIGURA 3

TECNICA DE LA HEPATECTOMIA

Hepatectomia parcial del 16bulo lateral izquierdo de la rata (técnica propia)
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FIGURA 4

INMUNOHISTOQUIMICA

Higado normal basal. Escaso indice proliferativo. Sélo se observa un nucleo
hepatocitario tefiido. ( PAP anti-PCNA 50x ).
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FIGURA 5

INMUNOHISTOQUIMICA

Higado tras hepatectomia parcial . Alto indice proliferativo. Numerosos hepatocitos

muestran tincion positiva. ( PAP anti-PCNA 50x ).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se procesaron mediante la aplicacion SPSS/ PC ® for
Windows, version 6.0. La representacioén grafica se obtuvo con el programa Microsoft

Power Point®, version 6.0, de Microsoft Corp.
ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Los datos experimentales se expresan en cada grupo de estudio por su tamafio
muestral, medidas de centralizacion (media aritmética) y medidas de dispersion
(desviacion tipica y error estandar). Los resultados finales se expresan como media

aritmética + 2 errores estandar (95% del intervalo de confianza para la media).

ESTADISTICA ANALITICA

Dado que los grupos del estudio estaban compuestos por entre 8 y 10 animales
y que las desviaciones respecto a la normalidad son dificiles de detectar en estos casos,
el analisis estadistico se realiz6 mediante el test 0 prueba U de Mann-Withney, de
caracter no paramétrico, que no presupone ningin tipo de distribucion de probabilidad
para los datos y que permite detectar si existen diferencias, en cuanto a las medidgs de
centralizacion, entre dos muestras independientes. Se as;nni() la existencia de

significacion estadistica cuando P<0.05.
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RESULTADOS

MORBIMORTALIDAD DEL EXPERIMENTO

De los 40 animales intervenidos en el presente estudio, 14 de ellos fueron
excluidos del mismo por fallecer durante el periodo postoperatorio'de la vagotomia

troncular. Ningiin animal falleci6 tras la hepatectomia parcial.

De los 14 animales que fallecieron, 2 de ellos pertenecian al grupo B
(vagotomia de 7 dias) y 12 al grupo C (vagotomia de 120 dias}; no fallecié ninguno
de los animales del grupo control no sometidos a vagotomia. Este dato refleja la
elevada mortalidad de la técnica de la vagotomia troncular con piloroplastia y

miotomia de Heller en la rata, y sera discutido mas adelante.

Las causas de la muerte, tras el estudio necrépsico fueron las siguientes:

CAUSA .N® ANIMALES GRUPOB GRUPOC
--Hemorragia | = 5 1 1 4
Evisceracion 5 0 5
Obstruccion 2 0 . 2
Desconocida 2 1 1
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POBLACION DE CELULAS G EN EL ANTRO GASTRICO

Para cada uno de los grupos estudiados se ha medido la poblacién de células
G por mm’ de superficie mucosa en el antro gastrico del animal de experimentacion

segun la técnica que se describe en el apartado Material y Métodos.
Asimismo, subdividimos cada grupo de estudio en dos subgrupos,
dependiendo de si se administrd suero salino u octredtido tras la hepatectomia parcial

(24 horas antes del sacrificio)

ANIMALES GRUPO CONTROI

Este grupo de animales sanos no sometidos a vagotomia previa, pertenecen al
grupo control o testigo (A); los valores obtenidos se utilizan como datos de
referencia para la comparacién estadistica con los valores del resto de las series. Los
datos de dicho grupo se encuentran reflejados en las tablas IT y IIL.

Grupo suero salino
Obtuvimos un total de 80.22 + 10.2 células G por mm? de superficie mucosa.

Grupo octreétido

Los valores de células G por mm? de superficie mucosa fueron 80,10 £22.3 .
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ANIMALES GRUPO B ( 7 dias post-vagotomia)

Grupo suero salino

Se obtuvieron unos valores de células G de 455.58 + 129.92 por mm’ de

superficie mucosa ( Tabla IV).

Grupo octreédtido

Obtuvimos para este grupo un total de 185.80 + 111.1 células G por mm’ de

superficie mucosa ( Tabla V).

ANIMALES GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Grupo suero salino

Se contabilizaron 157.14 + 89.12 células G por mm® de superficie mucosa

(Tabla VI).
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Grupo octreétido

Los valores obtenidos fueron 131.99 + 24.48 células G por mm’ de superficie

mucosa; los resultados se reflejan en la Tabla VII
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ANALISIS ESTADISTICO : POBLACION DE CELULAS G ENEL

ANTRO GASTRICO.

En primer lugar hemos realizado Ja comparacion (aplicando el test U de
Mann-Whitney) de la poblacion de células G entre los dos subgrupos (salino y
octredtido) de cada grupo de estudio para valorar la influencia que la administracion
de octredtido 24 horas antes del sacrificio puede tener sobre la densidad de la

poblacion de células G productoras de gastrina.

Respecto al grupo B (7 dias post-vagotomia) hemos encontrado una
diferencia estadisticamente significativa en la densidad de células G entre los dos
subgrupos (suero salino y octrettido), con una P=0.019, lo que parece indicar que en
la fase aguda de hiperplasia de células D la administracion de octreotido - incluso 24
horas antes del sacrificio- puede disminuir la citada reaccion hiperplasica de las

células G productoras de gastrina (Figura 6).

Para los deméas grupos de estudio no hemos encontrado diferencias
estadisticas, siendo la P de 0.99 para el grupo control y de 0.62 para el grupo C (120

dias post-vagotomia) (Figuras 7 y 8).

Al comparar la poblacion de células G de los grupos B (7 dias post-
vagotomia) y C (120 dias post—vagotomig) con el grupo control no sometido a

vagotomia hemos encontrado lo siguiente:
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La poblacion de células G en el grupo B (7 dias post-vagotomia) se encuentra

muy elevada cuando la comparamos con el grupo control , resultando una P=0.007.

La poblacion de células G en el grupo C (120 dias post-vagotomia) presenta
también una elevacion estadisticamente significativa al compararla con ¢l grupo
control, siendo la P=0.02. La representacion grafica de éstos détos aparece en la
Figura 9.

En resumen, los datos obtenidos reflejan una importante influencia de la
vagotomia, tanto a corto plazo (7 dias), como a largo plazo (120 dias) sobre la
elevacién en la poblacién de células G antrales de la rata; por otro lado, la
administracion de octredtido 24 horas antes del sacrificio influye significativamente
sobre la densidad de células G unicamente en la fase "aguda” de la hiperplasia celular

y no en la fase cronica.
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TABLAII

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPO CONTROL SIN VAGOTOMIA (GRUPO A)

Administracion de suero salino tras la hepatectomia

As-2 69.97

As-3 91.64

As-4 66.07

As-5 85.79

MEDIA 80.22
DESVIACION TIPICA 11.42

"ERROR ESTANDAR

5.10
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TABLA 1l

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPQO CONTROL SIN VAGOTOMIA (GRUPO A)

Administracién de octreétido tras la hepatectomia

Ao-2 " 83.69

Ao-3 65.94

Aoc-4 60.42

Ao-5 68.52

MEDIA ” 80.10
DESVIACION TIPICA 24.93
ERROR ESTANDAR 11.15

75



Resultados 760

TABLA IV

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Administracién de suero salino tras la hepatectomia

== ——
Bs-2 618.33
Bs3 487 45
Bs-4 312.43
~ MEDIA W_T_—___
DESVIACION TIPICA 129.92
ERROR ESTANDAR 64.96
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TABLAYV

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Administracion de octreétido tras la hepatectomia

ol ' 245.30
Bo-2 311.99
Bo-3 105.93
Bo4 80.00

MEDIA ﬂ_——___T———_—_TST—__—ﬁ—
DESVIACION TIPICA ' 111.11
ERROR ESTANDAR 55.55
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TABLA VI

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Administracién de suero salino tras la hepatectomia

Cs-2 96.53
Cs-3 160.25
Cs4 282.07
MEDIA E_——__—_———W_ﬁ____—
DESVIACION TIPICA 89.13

ERROR ESTANDAR 44.56
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TABLA Vii

POBLACION DE CELULAS G ANTRALES

RATAS GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Administracion de octre6tido tras la hepatectomia

MEDIA 131.99

DESVIACION TIPICA 24.49

ERROR ESTANDAR 12.24

79
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FIGURA 6

POBLACION DE CELULAS G EN EL GRUPO B

(7 dias post-vagotomia)

GRUPO B

@ SALINO m OCTREOTIDO
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FIGURA 7

POBLACION DE CELULAS G EN EL GRUPO CONTROL

Células G/ mm2
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FIGURA 8

POBLACION DE CELULAS G EN EL GRUPO C

Células G/ mm2

AN

(120 dias post-vagotomia)

GRUPO C

’ @ SALINO @ OCTREOTIDO |
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FIGURA 9

EVOLUCION DE LA POBLACION DE CELULAS G TRAS
VAGOTOMIA TRONCULAR

(Administracion de suero salino)

* P: 0.007

500-

CONTROL 7 DIAS 120 DIAS
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INDICE DE REGENERACION HEPATICA

Se utilizé para la determinacién del indice de regeneracion hepatica basal (en
hepatectomia parcial) y estimulado (en remanente hepatico a las 24 horas) la
determinacion del PCNA (proliferating cell nuclear antigen), como se describe en el

apartado Material y métodos.

Como unidades de medida se han utilizado la determinacion del porcentaje de
micleos PCNA +, el nimero de nucleos PCNA + por mm” de superficie mucosa y el
nimero total de nicleos por mm?; éste Giltimo parametro no es util para valorar la
homogeneidad de las muestras de tejido hepético procedentes de los diferentes

grupos de animales utilizados en el estudio.

Los valores obtenidos para los diferentes parametros evaluados, tanto para la
muestra de hepatectomia parcial como para el remanente hepatico a las 24 horas en
los subgrupos con administracién de suero salino u octredtido se reflejan en las

Tablas VIII a la XV1.
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ANALISIS ESTADISTICO: REGENERACION HEPATICA

REGENERACION HEPATICA BASAL (HEPATECTOMIA PARCIAL)

En primer lugar, como test de homogeneizacion de la muestra, hemos
aplicado para cada grupo el test de bondad de ajuste a una normal (test de
Kolgomorov-Smirnov), en base al nimero total de nicleos por mm® de las muestras
de hepatectomia parcial. El resultado del citado test demuestra que las muestras son

homogéneas y proceden de una misma poblacion.

Cuando comparamos el porcentaje de nucleos PCNA + de las muestras del
grupo B (7 dias post vagotomia) con los valores del grupo control sin vagotomia no
encontramos diferencias significativas (P=0.35). Lo mismo sucede al comparar el
grupo C (120 dias post vagotomia) con el grupo control, donde obtenemos una
P=0.55. Si el parametro que comparamos entre los diferentes grupos y el grupe
control es el nimero de niicleos PCNA + por mm® tampoco encontramos diferencias

significativas (grupo C: P=0.99; grupo A: P=0.40) (Figuras 10 y 11).

En resumen, los resultados obtenidos sobre el indice de regeneracion hepatica
basal, medido en términos del porcentaje de micleos PCNA + de las muestras
procedentes de hepatectomia parcial indican que Ia vagotomia no influye sobre el

indice de regeneracion hepatica sobre el higado intacto (hepatectomia parcial).
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TABLA VIl

PCNA EN HEPATECTOMIA PARCIAL

RATAS GRUPO CONTROL SIN VAGOTOMIA (GRUPO A)

A-2 4.86 73.55 1513.05

A-3 3.90 " 52.53 " 1344.93

A4 1.81 31.52 1733.70 "

A-5 2.59 42.02 1618.12

A6 2.98 42.02 1407.97

A-7 2.18 " 31.52 1460.51

A-8 2.15 31.52 1460.51

A9 1.29 21.01 . 1618.12

A-10 1.08 21.01 1943 84

=Y A T A

D. TIP. 1.37 19.18 177.90

E.E. 0.43 6.06 56.25

| | P— | I—— "

L=

D.TIP.: Desviacién tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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TABLA IX

PCNA EN HEPATECTOMIA PARCIAL

RATAS GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

18732 "
B-2 5.66 63.04 1113.77
" B-3 | 2.51 " 42.02 " 1670.65 | i
B4 467 52.53 1124.28
| B-5 " 2.40 31.52 1313.41
| B-6 3.33 II 42.02 1260.87 "
B-7 3.36 42.02 1260.87
B-8 II 234 31.52 1344.93
MEDIA | 33 || 4202 —m—'
D. TIP. 11.23 176.86
E.E. 0.42 62.53

—

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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TABLA X

PCNA EN HEPATECTOMIA PARCIAL

RATAS GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

rora | — =101 1302.90
Cc-2 2.61 42.02 1607.61
C-3 3.73 85253 1407.97
C4 1.87 31.52 1681.16
C-5 1_.44 21.01 1450.00
C-8 3.20 42 02 1313.41
C-7 2.1 31.52 1492 .03
C-8 3.00 42 02 1397.47

T e

D. TIP. 0.81 11.14 133.37
|l E.E. 0.28 3.93 47.15

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.



FIGURA 10

PCNA EN LA MUESTRA BASAL

(HEPATECTOMIA PARCIAL)

Porcentaje de nicleos PCNA +
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GRUPO B

GRUPO C
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FIGURA 11

PCNA EN LA MUESTRA BASAL

(HEPATECTOMIA PARCIAL)

Nucleos PCNA + por mm?

v
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GRUPO C
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REGENERACION HEPATICA ESTIMULADA (HEPATECTOMIA TOTAL)

Como en el apartado anterior, inicialmente hemos valorado la homogeneidad
de los grupos de estudio en base al namero total de nicleos de las muestras (resto del
higado) aplicando el test de Kolgomorov-Smirnov. Los resultados del mismo

confirman que las muestras se ajustan a una tedrica distribucion normal.

En primer lugar hemos comparado el indice de regeneracion hepatica
(porcentaje de nacleos PCNA + ) en el grupo control en la muestra basal
(hepatectomia parcial) y en el remanente hepatico (a las 24 horas). Hemos observado

un aumento significativo en el porcentaje de nicleos que expresan el PCNA (2.77 £
0.86 versus 5.03 + 0.92), obteniendo una P=0.02 (Figura 12). Cuando el parametro

que comparamos es el nimero de nicleos PCNA + /mm? (42.02 £ 19.1 versus 75.6 £

15.5) obtenemos igualmente diferencias significativas, con una P=0.03 (Figura 13).
Estos resultados confirman que la reseccion de un 10% -15% de tejido hepatico es en
este estudio un estimulo suficiente para el inicio del proceso de regeneracion

hepatica en la rata Wistar. /

Cuando comparamos el porcentaje de nicleos PCNA + en el grupo B sin
octredtido (7 dias post-vagotomia) con el grupo control de animales no
vagotomizados ( y sin octredtido) observamos significativas diferencias, resultando
una P=0.02 (Figura 14). Si comparamos en los mismos animales el niimero de

niicleos PCNA + por mm” obtenemos una P=0.004 (Figura 15). Lo mismo sucede al
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comparar el porcentaje de nicleos PCNA + y el niimero de nicleos PCNA + /mm’
entre el grupo C sin octredtido (120 dias post-vagotomia) con el mismo grupo '
control, donde obtenemos unos valores para la P de 0.03 y 0.002 respectivamente

(Figuras 16 y 17).

Para valorar el efecto de la administracion de octredtido sobre el indice de
regeneraciéon hepatica hemos comparado para cada grupo el valor del porcentaje de
nicleos PCNA + y el nimero de nicleos PCNA + por mm?® en los animales que
recibieron tratamiento con octredtido durante 24 horas con los que recibieron suero
salino durante el mismo periodo de tiempo. Encontramos, tanto para el grupo B 7
dias post-vagotomia), como para el grupo C (120 dias post-vagotomia) y para el
grupo control sin vagotomia diferencias significativas (Porcentaje de nicleos PCNA
+ : grupo B: P=0.002; grupo C: P=0.01; grupo control: P=0.02), (Numero de
nicleos PCNA + por mm2: grupo B: P=0.03; grupo C. P=0.004; grupo control:

P=0.004) (Figuras 18 a 23).

Como resumen, y segin los resultados presentados en este estudio, podemos
concluir que la vagotomia a corto (7 dias) y largo plazo (120 dias) produce un
aumento en la regeneracion hepatica medida como porcentaje de expresion del
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) en los nicleos en regeneracion y como
niimero absoluto de niicleos por unidad de superficie que expresan el citado antigeno

en las muestras estudiadas. ,
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Por otro lado, se observa en todos los grupos de estudio una significativa
disminucion en el indice de regeneracion hepitica tras la administracion de
ocirebtido subcutineo en dosis de 025 mcgr en el momento posterior a la
hepatectomia parcial y a las 12 horas. Esta inhibicién de la regeneracion hepatica
se observa tanto en los dos grupos de estudio (grupo B: vagotomia 7 dias aﬁtes;
grupo C: vagotomia 120 dias antes) como en el grupo de animales control no

sometidos a vagotomia.
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TABLA X

PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO CONTROL SIN VAGOTOMIA {(GRUPO A)

Administracion de suero salino tras la hepatectomia

[ECASOR|| % NUCL: PCNA | NUCL. 2|
As-1 5.29 84.05 1586.60
" As-2 || 4.92 73.55 1492.03
As-3 6.03 || 73.55 1218.84 "
As-4 3.31 52.53 1586.60
As-5 5.62 94 56 1681.16
MEDA || 503 | 7564 || _ 151304
D. TIP. 1.04 15.58 177.53
E.E. 0.46 6.96 . 79.39

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO CONTROL SIN VAGOTOM!A (GRUPO A)

Administracién de octreétido tras la hepatectomia

131341
1660.15
1386.96 "
" Ac4 217 3152 1450.00
Ao 275 ll 4302 Il 1523 55
NEDA I 242 | 372 || 146681
|| D. TiP. 022 575 133.03
EE. 0.10 I 557 " £9.49

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar parala media.
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TABLA Xl

PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Administracién de suero salino tras la hepatectomia

~1134.78
Bs-2 11.92 136.59 1145.29
I Bs-3 1745 | 388.76 2027.54 {
Bs-4 II 8.65 94.56 1092.75
I ——t—— |
D. TIP. 3.63 133.28 552.10
I EE. " 781 | 66.64 I 276.05 "

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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TABLA XIV

PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Administracién de octreétido tras la hepatectomia

HCASOR|[%INUCIHPCNA [[:N
" Bo-1 1.78 31.52
Bo-2 4.96 84.05 1691.67
Bo-3 2.08 31.52 1513.05
Bo-4 273 “ 42.02 1534.06 ‘"
MEDIA 2.88 fi 47 27 1626.00
D. TIP. 143 25.00 12234

E.E. 0.71 II 12.50 61.17 —JI

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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TABLA XV

PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Administracion de suero salino tras la hepatectomia

&’CAS.E

%‘!NUCL‘EPCNAE fNUCLﬁPCNAWmmZ@ %TOTA NUCIWmmZ

Gt || '11'.60 ' %5 117681'

Cs-2 5.19 84.05 1618.12
Cs-3 6.03 73.55 | 1218.84
| Cs4 23.84 378.26 1586.60
MEDA || t11ee || 1811 || _ 140009
D. TIP. 8.60 | 142.78 234.54
E.E. 4.30 l 71.39 117.27 ﬂ

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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TABLA XVI

PCNA EN REMANENTE HEPATICO

RATAS GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Administracién de octreétido tras la hepatectomia

~ 1586.60
254 . 3152 1239.86
378 5253 1386.96 |
140 3152 2338.05
= | 7 | 1128
101 10.50 44034
0.50 525 220.17 |

D.TIP.: Desviacion tipica; E.E.: Error estandar para la media.
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FIGURA 12

REGENERACION HEPATICA ESTIMULADA

GRUPO CONTROL

Porcentaje de nicleos PCNA +

6- *P:0.02

FIGURA 13

REGENERACION HEPATICA ESTIMULADA

GRUPO CONTROL

Niicleos PCNA + por mm?
* P: 0.03
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FIGURA 14

PCNA GRUPO B/ GRUPO CONTROL

Administracion de suero salino tras la hepatectomia
(Datos en porcentaje de niicleos PCNA +)

* P: 0.02
14 & o

124

104

CONTROL GRUPO B

Resultados

99

FIGURA 15

PCNA GRUPO B/ GRUPO CONTROL

Administracion de suero salino tras la hepatectomia
(Datos en niimero de nicleos PCNA + por mm?)

* P: 0.004

e

CONTROL GRUPO B



FIGURA 16

PCNA GRUPO C/ GRUPO CONTROL

Administracion de suero salino tras la hepatectomia
(Datos en porcentaje de niieleos PCNA +)

* P:0.03
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FIGURA 17

PCNA GRUPO C/ GRUPO CONTROL

Administracion de suero salino tras la hepatectomia
(Datos en niimero de niicleos PCNA + por mm?)

* P: 0.002
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FIGURA 18

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO CONTROL

Porcentaje de nicleos PCNA +

* P: 0.02
.
: L
SALINO OCTREOTIDO
FIGURA 19

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO CONTROL

Nicleos PCNA + por mm?

80

70

60

* P: 0.004
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FIGURA 20

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Porcentaje de nicleos PCNA +

14+

125 Ers

* P: 0.002

SALINO OCTREOTIDO

FIGURA 21

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO B (7 dias post-vagotomia)

Niicleos PCNA + por mm?
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FIGURA 22

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Porcentaje de niicleos PCNA +

* P: 0.01
v o
SALINO OCTREOTIDO
FIGURA 23

OCTREOTIDO Y REGENERACION HEPATICA

GRUPO C (120 dias post-vagotomia)

Nicleos PCNA + por mm?
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DISCUSION

Este modelo experimental se ha basado en el hallazgo que observamos en
trabajos previos realizados por nuestro grupo 13 acerca de los cambios en la densidad
celular del antro gastrico tras la realizacion de una vagotomia troncular en el cobaya,
y en base a otros trabajos publicados al respecto que utilizan diferentes modelos

1 i i ,135,136,13
experimentales y especies animales #1351%61%7,

En éstos trabajos previos se demuestra que la vagotomia troncular causa una
hiperplasia de células G en el antro gastrico de los animales de experimentacion. En
el caso de la rata, se observa una hiperplasia de células G antrales a corto y largo

plazo, que se acompafia de una hipergastrinemia mantenida BS137,

La mayoria de los autores estan de acuerdo en que los pacientes sometidos a
vagotomia presentan habitualmente niveles elevados de gastrina sérica, tanto basales
138 . .1 139 . P Pr

como estimulados por la comida * o por hipoglucemia insulinica ™, asi como

concentraciones aumentadas de gastrina tisular en la mucosa antral 141 Ademss,

dicha hipergastrinemia se ha demostrado tras los distintos métodos de vagotomia:
. . . . 138140 @ :

troncular, selectiva y selectiva proximal o supraselectiva =~ . Similares hallazgos

135,142

han sido observados en ratas déespués de vagotomia troncular y en perros

después de vagotomia troncular ¥ y de vagotomia supraselectiva ‘. Incluso se

identificaron 2 fases en el aumento de la gastrina postvagotomia: una elevacion

precoz de gastrina, al triple aproximadamente de los valores basales, observada 2
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dias después de la vagotomia, y una segunda fase de hipergastrinemia mantenida -

aunque a niveles més bajos- después de aquella **’.

No ha sido un objetivo de éste estudio investigar en nuestros animales la
presencia de hipergastrinemia post-vagotomia dado el conocimiento plenamente
establecido que poseemos de éste fenomeno. Ademas, existen dudas razonables
sobre las determinaciones de gastrina circulante mediante radioinmunoensayo ',
siendo un hecho mas objetivable el aumento de la poblacion de células del antro

géstrico productoras de gastrina-17 y gastrina-34..

Dado que la vagotomia altera los mecanismos fisiologicos de la secrecion
4cida gastrica, se deben producir profundos cambios en su funcién endocrina y esto
se deberia traducir en modificaciones en la densidad de sus poblaciones celulares.
Parece logico pensar que la causa por la que se determinan niveles elevados de
gastrina sea la hiperplasia y/o hipertrofia de las células que la producen, es decir las
células G, compensatoria y adaptativa a los cambios ambientales que produce la

LY

vagotomia.

En 1980, ARNOLD y LANKISCH '* demostraron que la alteracion del
tamafio poblacional de las células G es un indice de su actividad funcional. Ademas,
algunos articulos describieron la hiperplasia de ciertas organelas dentro de las células
G en asociacion con hipergastrinemia >, Por otro lado, se pbtuvo la evidencia del

control vagal directo e indirecto sobre la poblacion de células G 148
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Todos éstos hechos afianzaron la hipotesis de que las células G representan
una poblacién dindmica, capaz de alterar tanto su nimero como su actividad

. : 49
secretora ante una gran variedad de estimulos '*.

Sin embargo, la estimacién exacta y precisa de la densidad de células G
antrales requiere un examen de muestras de mucosa grandes puesto que su
distribucién no es uniforme dentro de las diferentes areas del antro y entre los
distintos individuos. Por ello DELANEY y col, en 1978 150 afirmaron que
solamente las biopsias de 4 cm o mayores rendian una estimacion razonable de la
masa de dichas células. De hecho, KEUPPENS y col. '*' obtuvieron resultados
similares en el hombre con una diferencia dos a tres veces mayor en biopsias
pequefias adyacentes del mismo antro, comprobando que los valores representativos
mas aproximados se obtuvieron de las biopsias de mayor tamafio. Otros autores han

encontrado variaciones similares en la rata ' y en el gato 15

Resulta evidente que no se pueden realizar estudios que analicen la totalidad
de! antro gistrico en el hombre para establecer las modificaciones de la poblacién de

células G post-vagotomia.

Los autores partidarios de las biopsias endoscopicas que han investigado éste
“fen6meno se basan en las observaciones de los grupos de POLAK 18 y CRIVELLI
155 que informaron de una distribucion regular y constante en la densidad de células
G en biopsias antfales de pacientes que padecian tlcera duodenal, por lo que opinan

que las muestras endoscopicas son también validas y que no existen diferencias con
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los resultados obtenidos en las muestras quirlirgicas, pero eso si, establecen su

relevancia basandose en muestras multiples.

Por todo ello nos parecen mucho mas fiables los datos obtenidos de los
estudios que analizan la totalidad del antro géstrico, seccionandolo en tiras estrechas,
que las muestras endoscopicas que obtienen pequefias fracciones tisulares en lugares
que no siempre son los més adecuados. De ésta forma no se confina en estudio a un
area en particular; el antro completo se excinde en tiras y el contaje celular se realiza
en toda la longitud de las tiras seccionadas. Todo ello permite la observacion del
mayor nmimero posible de células endocrinas y esto resulta esencial para una
estimacion adecuada de la densidad de las mismas. Otros autores confirman nuestra

preferencia "*%'%,

Respecto al método de cuantificacion de las poblaciones celulares endocrinas,
existe una considerable variedad en las técnicas utilizadas por los diferentes autores,
segun lo relacionen atendiendo al 4rea o volumen de las fracciones tisulares
estudiadas. Asimismo dependera del método de procesamiento del tejido, ya que los
diferentes procedimientos que utilizan fijadores y bafios pueden producir
contracciones artefactuales en los tejidos, que pueden alterar el contaje celular; por
ésta razon algunos autores utilizan un factor de correccion al expresar sus datos en

relacion a la superficie de mucosa fresca.

En nuestro estudio, para la medicion de la densidad de células G en el antro

3

gastrico de la rata, hemos utilizado ¢l método descrito por AHERNE " para la
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medicion de densidades numéricas de estructuras particuladas, que n;)s expresa el
nimero de células G por unidad de area (en nuestro casc, por mm? de superficie
mucosa). Para el estudio del indice proliferativo hepatico hemos utilizado el mismo
método de contaje, determinando el mimero total de nicleos celulares por mm® de
superficie tisular y el niamero de nucleos con tincion positiva para el PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) por mm’. En base a éstos dos parametros

obtenemos el porcentaje de niicleos que expresan el PCNA en la muestra a estudiar.

Respecto al anilisis estadistico, hemos utilizado la prueba U de Mann-
Withney, de caracter no paramétrico, dado el conocimiento estadistico que indica que

cuando las muestras son pequeiias (n<10) las desviaciones respecto de la normalidad

son dificiles de detectar, y ello puede tener efectos desastrosos en la interpretacion de
los datos, por lo que la utilizacién de pruebas basadas en una distribucién normal
debe ser muy cautelosa. Por ésta razdn, para muestras de pequefio tamafio debe
utilizarse una prueba no paramétrica que no presuponga ningun tipo de distribucion
de probabilidad para los datos. Ya que las series de animales de nuestro estudio se
componen de grupos de menos de 10 individuos, el analisis estadistico se realizo
utilizando, en vez de la prueba paramétrica de la t de Student, la de Mann-Withney
que permite determinar si existen diferencias, en éuanto a las medidas de

centralizacion, entre dos muestras independientes.

A continuacion describimos los resultados obtenidos en el contaje de células
G en los distintos grupos de nuestro estudio, y los comparamos con los aportados por

otros autores en sus modelos experimentales.
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El grupo control (grupo A) de ratas no sometidas a intervencién quirargica
fue utilizado para obtener los valores basales que nos sirvieran de referencia para
analizar las variaciones en la poblacién de células G que pudiera producir la
vagotomia. Asimismo este grupo control, al igual que los demés grupos del estudio
(grupos B y C) se subdividié en dos subgrupos de igual nimero de animales, segun
se administrara suero salino u octreotido en el momento posterior a la hepatectomia

parcial.

En éste grupo control , al contabilizar la poblacion de células G por mm® de

superficie mucosa, obtuvimos para el subgrupo de suero salino un total de 80.22 +
10.2 células G por mm2, y de 80.10 + 22.3 para el grupo de octredtido. No

encontramos diferencias significativas entre los dos subgrupos (P=0.99), lo que
muestra que la administracion de octreétido subcutaneo tras una hepatectomia parcial
en ratas no vagotomizadas no altera, como era de esperar, la poblacién de células G

antrales en la rata.

Sin embargo, al comparar los datos del grupo B (7 dias post-vagotomia) con

los del grupo control, observamos unos valores para aquel grupo de 455.58 + 129.92

células G por mm® de superficie mucosa, lo que supone una diferencia
estadisticamente muy significativa (P=0.007) y demuestra nuevamente el conocido
fenomeno de la hiperplasia de células G antrales en la fase aguda (7 dias) post-

vagotomia en la rata.
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Llama la atencion en hecho de que, al comparar los dos subgrupos (salino y
octredtido) dentro de éste grupo B, encontramos una diferencia estadisticamente
significativa (P=0.019) entre ambos en lo que a densidad de células G antrales se
refiere. Parece, por tanto, que la administr‘acién de octredtido subcutaneo en la rata,
durante la fase aguda post-vagotomia (7 dias) condiciona una disminucion en la
poblacion de células G antrales. No hemos encontrado explicacion para éste
fendmeno, aunque todo parece indicar que durante el "pico” de hiperplasia celular
que se produce en los primeros dias tras una vagotomia existe una aumentada
sensibilidad de las células G - probablemente por un estado de inmadurez celular- a
la accion supresora de la somatostatina. En cualquier caso, éste fenomeno debe ser
estudiado en profundidad y sera indudablemente objeto de estudios ulteriores por

nuestro grupo de investigacion.

Cuando comparamos los datos obtenidos sobre la densidad de células G
antrales en el grupo cronico post-vagotomia (grupo C, vagotomia 120 dias),
observamos que pese al descenso de los valores respecto a la fase aguda, persiste un
aumento estadisticamente significativo (P=0.02) en la densidad de células G del
antro gastrico al compararlos con los del grupo control. No hemos observado
diferencias en la poblacién de células G entre los dos subgrupos de éste grupo C
(salino versus octredtido tras la hepatectomia parcial), por lo que parece objetivarse
que la administracion de octredtido subcutaneo no tiene influencia sobre la poblaci()n‘
de células G antrales en los animales vagotomizados a largo plazo.

En resumen, podemos afirmar que en nuestro estudio la vagotomia realizada a

corto (7 dias) y largo plazo (120 dias) induce un aumento significativo en la densidad

3,
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de células G productoras de gastrina en el antro géstrico de la rata; éste aumento es
mas acusado en las ratas sacrificadas a los 7 dias de la vagotomia, momento en el
cual la administracién de octredtido subcutaneo 24 horas antes del sacrificio parece
tener un efecto inﬁibidor sobre la poblacion de células G. La hiperplasia de células G
en el grupo crénico, sacrificado a los 120 dias de la vagotomia, persiste elevada en
niveles estadisticamente significativos respecto al grupo control, aunque éstos
niveles se encuentran por debajo de los que aparecen en el grupo sacrificado a los 7
dias de la vagotomia. En el grupo crénico (120 dias de vagotomia), la administracion
de octredtido subcutaneo 24 horas antes del sacrificio no parece tener influencia

sobre la poblacion de células G antrales.

Los resultados descritos coinciden con los observados por diferentes autores
que utilizan el mismo animal de experimentacién y similares modelos

experimentales %',

Respecto al animal de experimentacion utilizado en éste estudio, hemos
utilizado la rata por ser la especie sobre la cual se han desarrollado la gran mayoria
de trabajos referentes al tema. Uno de los problemas que acusa éste animal a la hora
de desarrollar nuestro modelo experimental es el elevado indice de mortalidad que
presenta tras la vagotomia, sobre todo en el grupo de animales vagotomizados a largo
plazo (120 dias antes del sacrificio). Este hecho ha sido también observado y descrito

por otros autores '* .
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La elevada mortalidad de la vagotomia ha condicionado en nuestro estudio la
aparicion de grupos de animales en numero menor al deseado en el disefio del
modelo inicial (grupos de 10 animales). En cualquier caso pensamos que - como
veremos mas adelante -, el analisis de los resultados obtenidos arroja unas
conclusiones objetivas que creemos no se modificarian al aumentar el nimero de
animales en los grupos del estudio, hecho que por otro lado hubiera sido deseable por

parte de nuestro grupo de investigacion.

Respecto a la valoracién de los resultados obtenidos sobre el indice de
proliferacion hepética en los diferentes grupos hemos observado lo siguiente:

Cuando hemos comparade el porcentaje de nicleos PCNA+ de las muestras
de hepatectomia parcial del grupo B (7 dias post-vagotomia) con los valores del
grupo control sin vagotomia no encontramos diferencias significativas entre ambos
(P=0.35). Lo mismo sucede al comparar el grupo C (120 dias post-vagotomia) con el
grupo control, obteniendo una P=0.55. Si el parametro que comparamos entre los dos
grupos de estudio y el grupo control es el nimero de niucleos PCNA+ por mm?

tampoco encontramos diferencias significativas (grupo C: P=0.99; grupo A: P=0.40).

Es decir, en nuestro estudio observamos que la vagotomia en la rata no
modifica el indice de proliferacién de los hepatocitos sobre el higado intacto, medido
en base al porcentaje de nicleos PCNA+ y el nimero de nucleos PCNA+ por mm?

de las muestras. ,
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Estos resultados contrastan con los obtenidos por Mc GREGOR y WAY en
un trabajo publicado en 1977 5 . éstos autores, utilizando un modelo de
hipergastrinemia cronica mediante transposicion del antro géstrico en el colon de la
rata, observan a los 2 y 3 meses un aumento en el peso del higado, asi como del
duodeno, colon, yeyuno e ileon. Por otro lado, estos resultados contrastan de modo
destacado con los presentados en los trabajos previos de JOHNSON 4 quien no
observa ningin efecto sobre el trofismo hepatico de las inyecciones repetidas de

pentagastrina.

Parece evidente que, como modelo de hipergastrinemia cronica, el utilizado
por Mc GREGOR y WAY, realizando una transposicion del antro gastrico en el
colon, deberia ser mas eficaz que las inyecciones tepetidas de pentagastrina utilizado
por JOHNSON. Por otro lado, Mc GREGOR y WAY utilizan como parametro de
proliferacién hepatica simplemente el peso del higado, comparandolo con el peso
medio del higado de un grupo de animales control no sometidos al modelo de
hipergastrinemia crénica. Ademas, como método de estudio de la estructura hepatica
utilizan Unicamente la apariencia histologica, concluyendo que la "similaridad
histologica” de las muestras de higado de los grupos estudio y control “"parece
sugerir" que el aumento del peso del higado se debe a un fenémeno de hiperplasia

mas que a otras posibles causas (infiltracion grasa, etc..).

Continuando con la valoracién de los datos obtenidos en nuestro trabajo,

describimos a continuacién los resultados sobre el indice de regeneracion en el
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remanente hepatico 24 horas después de la hepatectomia parcial en los diferentes

grupos de estudio y los comparamos con los del grupo control.

En primer lugar, nosotros no hemos utilizado el modelo clasico de reseccion
hepatica descrito por HIGGINS y ANDERSON 2 para el estudio de la regeneracion
hepatica porque pensamos que era muy agresivo pa-rallos animales supervivientes de
la vagotomia, técnica que como ya hemos comentado tiene una gran mortalidad en la

157 Realmente, la reseccion de un 10%-15% de parénquima hepatico es estimulo

rata
suficiente para iniciar el proceso de regeneracion hepatica, como asi ha sido descrito
por MICHALOPOULOS B por lo que hemos preferido la reseccion del lobulo

lateral izquierdo de la rata como Unico gesto estimulador, lo que supone la exéresis

de alrededor de un 10% del total del parénquima hepatico.

Cuando hemos comparado, en el grupo control, el indice de regeneracion
hepatica (porcentaje de niicleos PCNA+ y numero de nicleos PCNA+ por mm?)
entre la muestra basal (hepatectomia parcial) y el remanente hepatico a las 24 horas
hemos observado un aumento significativo para ambos parametros (porcentaje de
nucleos PCNA+: P=0.02; nimero de nucleos PCNA+/mm% P=0.03). Estos
resultados validan el hecho constatado de que la reseccion de un 10% del tejido
hepatico en la rata Wistar constituye un estimulo regenerativo suficiente y es un
modelo adecuado para valorar el efecto de un posible mitégeno hepatico, como

consideramos que es la gastrina.



Discusién 116

Cuando hemos comparado en el remanente hepatico el porcentaje de nucleos
PCNA+ en el grupo B (7 dias post-vagotomia) con el grupo control de animales no

vagotomizados observamos diferencias significativas (12.74 £ 3.63 versus 5.03 &

1.04; P=0.02). Si el parametro que comparamos es el numero de nicleos PCNA+ por

mm? obtenemos una P=0.004 (191.75 + 133.28 versus 75.64 + 13.92).

Lo mismo sucede al comparar ambos parametros del grupo C (120 dias post-

vagotomia) con los obtenidos para el grupo control, donde obtenemos una P=0.03

para el porcentaje de micleos PCNA+ (11.66 £ 8.60 versus 5.03 + 1.04) y de 0.002

para el nimero de nucleos PCNA+ por mm? (168.11  142.78 versus 75.64 + 13.92).

Segun estos resultados podemos afirmar que, en nuestro estudio, la vagotomia
a corto plazo (7 dias) y a largo plazb (120 dias) producen un aumento en la
regeneracion hepatica medida como porcentaje de expresion del PCNA en los
nicleos en regeneracién y como nimero absoluto de nticleos por unidad de

superficie que expresan el citado antigeno en las muestras estudiadas.

Hemos utilizado como indice de regeneracion hépética el PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) por su establecida eficacia como parametro de
actividad regenerativa, similar e incluso superior en rentabiiidad a otros parametros
tradicionalmente utilizados como la incorporacién tisular de timidina tritiada, segin

se ha descrito en un reciente trabajo **°.
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El trabajo inicial d¢ LAMAR y HOLLOWAY de 1977 ¢ describe un efecto
inhibidor de la vagotomia sobre la regeneracién hepatica. Estos autores, en su
modelo experimental, realizan una vagotomia cervical en la fata e inmediatamente
después llevan a cabo una hepatectomia parcigl del 66%, por lo que no es posible
valorar el efecto de una hipergastrinemia mantenida sobre la regeneracion hepatica.
Realmente los resultados de éste trabajo no permiten una valoracién mas alla de la
confirmacién del reconocido efecto tréfico que el nervio vago ejerce sobre el higado

y el resto de los 6rganos del tubo digestivo.

Un comentario similar merece el trabajo publicado por KATO y col. en
19837, Estos autores, intentando evaluar el efecto de la vagotomia y de la
denervacién simpitica sobre la regeneracion hepética en la rata, realizan ambos
gestos quirargicos (denervacion simpatica/vagotomia y hepatectomia parcial) en el
mismo acto operatorio. Observan una disminucic’m en la regeneracion hepatica en los
animales vagotomizados medida como porcentaje de peso del higado y sintesis de
DNA (incorporacion de H3-timidina) entre las 24 y 72 horas tras la hepatectomia.
Por otro lado, tras la denervacion simpatica, llevada a cabo por seccion bilateral de
los nervios esplacnicos a nivel infradiafragmatico, observan un discreto aumento en
la sintesis de DNA en varios momentos tras la hepatectdmia parcial. Concluyen los
autores afirmando que la vagotomia inhibe y retrasa la sintesis de DNA, y por tanto
la proliferacién de los hepatocitos, tras una hepatectomia parcial, mientras que la
esplacnicectomia tiende a estimular éste proceso. Afirman ademas que la inervacion
parasimpdtica parece jugar un importante papel en la regulacién del fenémeno de la

regeneracion hepatica. Bajo nuestro punto de vista, tanto el disefio experimental
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como las conclusiones obtenidas en éste trabajo no son discutibles, aunque bien es
cierto que al realizar la denervacion vagal y la hepatectomia parcial simultaneamente
es imposible valorar el efecto que la hipergastrinemia post-vagotomia puede tener

sobre 1a regeneracion hepatica.

El primer estudio publicado en la literatura que utiliza un modelo de
hipergastrinemia para valorar el efecto de la gastrina sobre la regeneracion hepatica
en la rata es el realizado por RASMUSSEN y col. en 1990 % Estos autores
demuestran en ratas Wistar que aunque la fundectomia (que provoca ligera
hipergastrinemia, pues el fundus gastrico de la rata actia principalmente como
reservorio y presenté una limitada capacidad secretora) no influye en la regeneracion
hepatica post-hepatectomia, la antrectomia produce retraso en la regeneracion y los

estimulos con pentagastrina a dosis de 300 pgr/kg/8 horas por via subcuténea durante

4 dias la aumentan. Ademas, observan un aumento en los niveles portales de gastrina
durante las 6, 12 y 18 horas tras una hepatectomia del 70% en la rata. Los autores
concluyen sugiriendo que la gastrina tiene efectos hepatotréficos, aunqlie no pueden
afirmar si éstos efectos se deben a una accion directa de la gastrina sobre los
~ hepatocitos o a un efecto indirecto mediado por la insulina, el glucagén o incluso por
el factor de crecimiento epidérmico, tras revisar los trabéjos publicados poco antes

por OLSEN ® y RAPER **,

Prosiguiendo con la revisiéon y los comentarios a los trabajos publicados en la
literatura encontramos el estudio de OHTAKE realizado en 1993 ® Este autor realiza

una hepatectomia parcial en la rata segin el modelo de HIGGINS y ANDERSON 2
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y seguidamente lleva a cabo la seccion de la rama hepitica del tronco vagal
izquierdo. En otro grupo de animales, tras la hepatectomia parcial realiza la
denervacion simpatica del higado por seccion de los nervios esplacnicos alrededor de
la arteria hepatica propia y compara la actividad regenerativa del remanente hepéatico
de ambos grupos con la de un grupo control sometido inicamente a hepatectomia
parcial. Observan ;ma disminucion significativa en la regeneracién hepatica en el
grupo de animales vagotomizados cuando lo comparan con el grupo control sin
vagotomia, tomando como parametro el peso del remanente hepatico expresado
como porcentaje del peso corporal. Esta diferencia entre ambos grupos desaparecié a
los 14 dias después de la cirugia. Por otro lado, no observaron diferencias
significativas en la respuesta regenerativa hepatica en los animales sometidos a

denervacion simpatica, al compararlos con el grupo control,

Los autores concluyen afirmando que la inervacion vagal ejerce un efecto
estimulador de la regeneracion hepatica, aunque la vagotomia no parece ser un
mecanismo supresor de dicho proceso regenerativo, sino rﬂés bien produciria un
efecto de retraso de la regeneracion hepatica, pues la actividad proliferativa se iguala

a la de los animales no vagotomizados a los 14 dias tras la cirugia.

Por tanto, nos encontramos de nuevo ante un trabajo en el que no se valora el
efecto de la hipergastrinemia post-vagotomia, ya que ambos actos quirurgicos (la
hepatectomia y la denervacion vagal) se realizan de manera consecutiva. Es mas,
parece probable que la demostrada hipergastrinemia que sucede tras la vagotomia

troncular en la rata contribuya en cierto modo al estimulo en la actividad proliferativa
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del remanente hepético que hace que en el citado estudio no se observen diferencias
significativas entre el grupo de animales vagotomizados y el grupo control a los 14

dias tras la intervencion.

Curiosamente, éste mismo autor publica un afio después, en 1994 10 un
trabajo en el que valora el efecto del omeprazol sobre la regeneraciéon hepatica en
ratas. Administra omeprazol intramuscular en dosis de 0.1 y 0.2 mg/kg/dia a ratas
sometidas a hepatectomia parcial y compara a corto plazo (3 dias) la actividad
proliferativa del remanente hepético en base al peso del mismo y su indice mitético.
Observa un aumento significativo de ambos parametros en los dos grupos de estudio
cuando lo compara con el grupo control al que no se administré omeprazol.
Asimismo, determina los valores de gastrina sérica por radioinmunoensayo y observa
un incremento significativo de la gastrinemia en el grupo de animales a los que se

administr6 omeprazol a dosis de 0.2 mg/kg/dia durante tres dias.

Concluye éste autor afirmando que, aunque farmacolégicamente el
omeprazol, debido al anillo imidazdlico, ha demostrado tener capacidad para inhibir
los procesos de oxidaci6n en los microsomas del hepatocito 160161 (v por tanto podria
inhibir la regenmeracién hepdtica), en éste estudio se observa que el omeprazol
estimula la regeneracién hepatica, y que éste efecto debe estar mediado por la
gastrina. En el citado trabajo se llega incluso a recomendar la administracion de
omeprazol en los pacientes sometidos a reseccién hepética en base a sus efectos
inhibidores de la secrecién 4cida gastrica y de estimulacion de la regeneracién

hepética.
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Contrastan con los resultados de los trabajos de OHTAKE los obtenidos por
AONO en su estudio publicado en 1995 162 Este autor compara la regeneracion
hepética en ratas parcialmente hepatectomizadas tras la administracién durante 3 y 7
dias de omeprazol o famotidina por via intramuscular. Observa que tanto el peso del
higado expresado en porcentaje del peso corporal como el indice mitético en el
remanente hepético de los animales sometidos a tratamiento con omeprazol a dosis
de 0.4 mg/kg/dia disminuyen de modo significativo cuando los compara con los
mismos pardmetros de un grupo de animales contro! a los que se habia administra;do
un volumen equivalente de suero salino intramuscular. Ademds, aprecia una
elevacion significativa de la gastrina sérica en los animales tratados con omeprazol.
Por el contrario, no observa ningun efecto en la administraciéon de famotidina a dosis
de 0.8 mg/kg/dia sobre los citados indices de regeneracién hepética ni sobre los
niveles séricos de gastrina. Este autor concluye su trabajo afirmando que las dosis
elevadas de omeprazol (0.4 mg/kg/dia versus 0.1 y 0.2 mg/kg/dia administrados a los

animales en el trabajo publicado por OHTAKE) suprimen la regeneracién hepatica.

Por tanto, observamos resultados opuestos entre los dos trabajos
anteriormente comentados, utilizando un modelo experimental y unos pardmetros de
regeneracién hepatica similares. Pensamos que el origen de éstos resultados
contradictorios, como sugiere AONO en las conclusiones de su trabajo, puede radicar
en las dosis de omeprazol administradas a los animales (0.4 mg/kg/dia), ¢l doble de
la administrada a los animales por OHTAKE. Aunque la dosis méxima de omeprazol
de 0.4 mg/kg/dia induce una elevacién de los niveles de gastrina sérica, es posible

que la administracién de ésta elevadas cantidades se exprese ademds en una
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inhibicion colateral de la proliferacion hepatica en base al ya citado efecto inhibidor
del omeprazol y demas imidazoles sobre el proceso oxidativo de los microsomas

., . . ,161,
hepéticos y las monooxigenasas del citocromo P-450 ¢! 163

El Gltimo estudio publicado en la literatura en el que se valora el efecto de la
hipergastrinemia sobre la regeneracion hepatica en la rata es el publicado por CHEN
~y col. . Este autor utiliza como modelo de hipergastrinemia la fundectomia y el

tratamiento con omeprazol a dosis de 400 umol/kg/dia. 4 semanas después realiza en

los animales una hepatectomia parcial de aproximadamente el 50 % del higado. Los
animales fueron sacrificados 60 horas después de la hepatectomia y se determinaron
los niveles séricos de gastrina por radioinmunoensayo asi como el peso y el
contenido en DNA del remanente hepatico. Todos éstos valores fueron comparados
con los de un grupo control no sometido a fundectomia ni a tratamiento con

omeprazol.

Los resultados del trabajo muestran lé presencia de hipergastrinemia en
ambos grupos de estudio (fundectomia y tratamiento con omeprazol),
hipergastrinemia que, por otro lado no parece tener ningun efecto en la regeneracion
" hepatica (peso y contenido en DNA del remanente hepético). Los autores concluyen
afirmando que la hipergastrinemia endégena no parece tener efecto alguno sobre la
regeneracion ﬁepética, éunque no justifican en ningtiin modo su hallazgo ni plantean

comentarios a los diferentes trabajos previos con resultados totalmente opuestos.
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Como comentario al citado estudio, pensamos que el hecho de no encontrar
un aumento en la regeneracion hepética puede basarse en el momento en que realizan
la hepatectomia a los animales del estudio (4 semanas), momento en el cual - segin
muestran los resultados de un trabajo realizado en cobayas por nuestro grupo de
investigacion ** - existe un periodo de adaptacion de los grupos celulares del antro
gastrico, con disminucion significativa de la poblacion de células G, de forma
paralela a una disminucion adaptativa de la poblacion de células D productoras de
somatostatina. Esta alteracion transitoria de las poblaciones celulares durante el
proceso de adaptacion a la situacion post-vagotomia podria ser responsable de los
resultados obtenidos por CHEN al no apreciar un aumento de la regeneracion
hepatica en los grupos de animales de su estudio. Por ultimo, ya se ha comentado la
baja fiabilidad de la técnica de radioinmunoensayo para la determinacion de los

niveles de gastrina sérica '*°,

Respecto a la valoracién del efecto de la administracion de octredtido
subcutaneo en los diferentes subgrupos de los animales del estudio hemos observado
lo siguiente:

La administracién de octredtido subcutaneo en el momento posterior a la
hepatectomia parcial (24 horas antes del sacrificio de los 'anima}es) produjo en todos
los grupos del estudio una disminucién significativa de la regeneracion hepatica,
medida como 'porcentaje de nicleos que expresaban el PCNA y como nimero de

niicleos PCNA+ por mm? de superficie de la muestra.
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Para ¢l grupo control de animales no vagotomizados, la administracion de
octredtido subcutaneo desde el momento inmediatamente posterior a la hepatectomia
parcial y a dosis de 0.25mcgr/12 horas redujo de manera estadisticamente
significativa los parametros antes citados al compararlo con un grupo control al cual
se administré por via subcutanea un volumen equivalente de suero salino (porcentaje

de niicleos PCNA+ © 5.03 + 0.92 versus 2.42 £ 0.2; P= 0.02; nimero de nicleos

PCNA+ /mm?2 : 75.64 + 13.92 versus 35.72 £ 5.14 ; P= 0.004).

Igualmente, la administracion de una dosis similar de octredtido subcutaneo
desde el momento posterior a la hepatectomia parcial produjo una inhibicién
significativa de los parametros de proliferacion hepatica en los grupos B (vagotomia
7 dias) y C (vagotomia 120 dias) al conipararlos con sus respectivos subgrupos de
suero salino. En concreto, para el grupo B, el porcentaje de nicleos PCNA+

descendi6 de 12.74 + 3.62 a 2.88 + 1.42 (P=0.002) y el nimero de nmicleos PCNA+
por mm® bajo de 191.75 + 133.28 a 47.27 £ 25 (P=0.03). Para el grupo C el
porcentaje de nicleos PCNA+ pas6 de 11.66 £ 8.62 242+ 1 (P=0.01) y el nimero
de nicleos PCNA+/mm?® descendio de 168.11 + 142.78 a valores de 36.77 + 10.5

(P=0.004).

En resumen, los resultados arrojados por nuestro estudio muestran un
importante efecto inhibidor del octredtido - administrado a'dosis de 0.25 megr/12
horas durante las 24 horas posteriores a la hepatectomia parcial - sobre los
parametros de regeneracion hepética utilizados en nuestro modelo experimental. Este

efecto inhibidor de la proliferacion hepatica se observa tanto en el grupo control de
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animales no sometidos a vagotomia, como en los dos grupos de estudio de animales

vagotomizados a corto (7 dias) y largo plazo (120 dias).

Desde la caracterizacion de la molécula de somatostatina por BRAZEAU vy
col. en 1973 3* hasta nuestros dias, son miltiples los efectos biolégicos,
fundamentalmente de tipo inhibidor, de los que se ha responsabilizado a ésta
hormona y sus analogos sintéticos. Son ampliamente conocidos sus efectos a nivel
hipofisario, pancreético y en diferentes locétlizaciones del tubo digestivo. Esto ha
ilevado a proponer una amplia serie de posibles indicaciones terapéuticas para ésta
hormona, sobre todo a partir de la caracterizacion de su analogo sintético, el
octredtido, con ventajosas caracteristicas farmacocinéticas que facilitan su utilizacion

clinica %,

Los posibles mecanismos por los cuales el octredtido puede ejercer su efecto
como inhibidor de la regeneracién hepatica son varios. En primer lugar, es conocida
la accién reductora de la somatostatina y sus analogos sobre el flujo esplacnico,
fenémeno que probablemente conduciria a una disminuciéon en la respuesta
- regenerativa del remanente hepatico tras una reseccion parcial. Ademas, se ha
demostrado el efecto supresor que la somatostatina éjerce sobre determinados
factores troficos extrahepaticos, en concreto sobre la insulina y el glucagon =2
hormonas que han demostrado ser potentes estimuladores de la sintesis de DNA y de

la proliferacién de los hepatocitos in vivo e in vitro 35452,



Discusion 126

Un interesante trabajo en el que se valora el efecto del octredtido sobre la
regeneracion hepatica en la rata es el publicado por PRUTHI y col. en 1993 * En
este estudio se observa una disminucion del 33% del peso del remanente hepatico
tras 72 horas de administracion de octredtido subcuténeo en infusion continua a dosis
de 1.5 mogr/kg/hora, asi como un descenso del 67% en la sintesis de DNA
hepatocitario a las 24 horas, cuando se compara con un grupo control de animales a
los que se administrd un volumen equivalente de solucidn salina fisiolégica. El
modelo de hepatectomia parcial utilizado en este experimento fue la clasica reseccion
del 70% del parénquima hepatico. Los autores de este trabajo concluyen sugiriendo
que el efecto inhibitorio del octredtido sobre la regeneracion hepatica debe ser
indirecto, ya que trabajos previos realizados en cultivos de hepatocitos libres de

suero no demostraron un efecto inhibidor directo .

Este efecto indirecto del octredtido sobre la regeneracion hepatica es para los
autores consecuencia de la inhibicion de determinados factores hepatotroficos,

siendo la insulina probablemente el mas importante de ellos.

Parece logico pensar que el efecto inhibidor del octredtido no esté basado
tinicamente en la supresiéon de los niveles de insulina. Es probable que esta accion
supresora se ejerza sobre otras sustancias con mas o menos reconocido efecto tréfico
sobre el higado.

En este sentido, OLSEN vy col. publican en 1994 '2® un trabajo en el que

pretenden valorar el efecto de la somatostatina nativa sobre la secrecion de EGF
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(Epidermal Growth Factor) a partir de las glandulas de Brunner del ducdeno de la
rata. Utilizando un modelo de estimulacién de la secrecion de EGF con una perfusion
de secretina, demuestran la capacidad de la somatostatina de inhibir intensamente la

secrecion de EGF.

- Conociendo el efecto estimulador del EGF (al que se considera como un
mitégeno primario) sobre la regeneracion hepatica 3 disponemos por tanto de un
nuevo argumento para explicar el efecto inhibidor de la somatostatina y sus analogos

sintéticos sobre la proliferacion hepatica.

Por otro lado, la somatostatina ha demostrado su capacidad para disminuir los

niveles circulantes de TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a ), al que se considera un
importante mitogeno hepatico. Trabajos recientes han demostrado, utilizando un

modelo experimental de tratamiento con anticuerpos anti-TNF-ou previamente a la

hepatectomia parcial en la rata, una disminucién en la sintesis de DNA en el
remanente hepatico ”*. Igualmente, otros trabajos han observado un efecto inhibidor
de la somatostatina sobre los niveles de esta citokina en modelos de obstruccion

intestinal en ratas 3°.

La inhibicion de la gastrina por parte de la somatostatina y sus analogos es
un hecho ampliamente documentado. La secrecion de gastrina a nivel antral esta
mediada por neuronas colinérgicas que producen inhibicién de la secrecion de
somatostatina por parte de las células D del antro gastrico, provocando de esta forma

la liberacion de gastrina por un mecanismo de desinhibicion, y por terminaciones
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nerviosas no colinérgicas que estimulan directamente la secrecion de gastrina por
liberacién del neurotransmisor bombesina **. Por otra parte, existe un mecanismo de
retroalimentacion por el cual la acidificacion gastrica (pH<3) estimula la secrecion

. " . . 40
de somatostatina, que frena a su vez la liberacion de gastrina ~.

En resumen, podemos concluir que la inhibicién de la regeneracién hepatica
por parte de la somatostatina es un hecho demostrado. El mecanismo por el cual se
lleva a cabo este efecto parece tener un origen multifactorial, basado principalmente
en el efecto supresor de esta hormona sobre la liberacion de factores hepatotroficos

como la insulina, el EGF y el TNF-¢t. Considerando a la gastrina como un factor

estimulador de la regeneracion hepética in vivo - segin los resultados obtenidos en
este estudio -, la inhibicion de la secrecidn de gastrina podria ser otro de los
mecanismos que intervienen en este efecto supresor de la somatostatina sobre la
regeneracion hepatica. Si este efecto inhibidor se realiza inicamente de modo directo
sobre la secrecion de gastrina o contribuye un mecanismo indirecto (a través de la
disminucién en los niveles de EGF u otras susté.ncias con capacidad trofica sobre el

higado) es un hecho atn poco claro. '

En base a todo lo expuesto y a la vista de los resﬁltados obtenidos podemos
afirmar que en nuestro estudio se demuesira un efecto hepatotrofico de la
hipergastrinerﬁia endégena producida por un modelo de vagotomia troncular en la
rata, lo que convertiria a la gastrina en un nuevo factor hepatotrofico a afiadir a los ya

conocidos; en cualquier caso, consideramos que se necesitan mas estudios para
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confirmar este hecho y determinar el verdadero papel que esta hormona juega en el

complejo proceso de la regeneracion hepatica.



VII. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

La vagotomia produce una hiperplasia significativa de células G a corto plazo

(7 dias) y largo plazo (120 dias) en el antro gastrico .

Tanto el porcentaje de nicleos que expresan el PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) como el nimero de micleos PCNA + por mm’ de superficie
se elevan de forma significativa a las 24 horas tras una hepatectomia parcial

del 10-15%.

La vagotomia troncular aumenta de modo significativo la capacidad
regenerativa del higado a los 7 y 120 dias, determinada por una elevacion en

la expresién del PCNA a las 24 horas de la hepatectomia parcial.

El octre6tido (andlogo sintético de la somatostatina) inhibe la regeneracion
hepética en ratas normales y en ratas vagotomizadas a los 7 y 120 dias,
determinada por una disminucién en la expresién del PCNA a las 24 horas de

la hepatectomia parcial.

El mecanismo probable a través del cual la vagotomia aumenta la
regeneracién hepética podria ser la hiperplasia de células G antrales
(hipergastrinemia post-estimulo) directamente o a través del EGF (Epidermal
Growth Factor) ante el estimulo de la reseccién hepética. En este sentido, la
somatostatina, demostrado inhibidor de la gastrina, inhibe la regeneracién
hepética por diversos motivos, a los que se podria afiadir la inhibicién de la

gastrina.
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