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SUMMARY

RESUMEN

Se hace un estudio en 130 ratas a las que se practica
una hepatectomia del 70 % en 110 (Grupo experimen-
tal). Los estudios morfolégicos (microscopia éptica,
microrradiografia y método de transparencia de Spal-
teholz), ponen en evidencia que la neogénesis vascular
se origina a partir de la cdpsula de Glisson a partir del
tercer dia de postoperatorio alcanzando su mdxima
expresion a los 7 dias y como durante los primeros
dias que siguen a la hepatectomia, se altera la
proporcién parénquima hepdtico/trama vascular, a
favor del primero; hecho que tiene su miximo expo-
nente a los 4 dias, para tender a la normalizacién
hacia los 10 dias. Igualmente se demuestra la existencia
de gran niimero de ductus neoformados en contacto
directo con el tejido de granulacién, especialmente a
los 7 dias de la intervencién (Hiperplasia ductal e
hiperplasia vascular capilar).

PALABRAS CLAVE: Hepatectomia. Regeneracién
hepdtica. Microcirculacién hepética.

A study is made of 130 rats on which a 70%
hepatectomy was carried out on 110 (experimental
group). The morphological studies (optical microsco-
pics, microradiography and Spalteholz transparency
method) showed that the vascular regeneration origi-
nated from the Glisson capsule starting on the third
post-operative day, reaching its maximum expression
after 7 days and how, during the first days following
the hepatectomy the parenchyma hepatic/vascular
link proportion altered in favour of the former; this
fact reached a maximum after 4 days and tended
towards normalization within 10 days. It was also
shown that a great number of newly formed ductus
existed operation (Ductal hyperplasia and vascular
papillar hyperplasia). .

KEY WORDS: Hepatectomy hepatic regeneration.
Hepatic microcirculation.

INTRODUCCION

La microcirculacién marginal del hi-

* TCol. de San (Medicina). Jefe del Servicio de
Cirugia Infantil. H.M.C. “Gémez Ulla”, Ma-
drid.

** Cte. de San. (Medicina). Servicio de Anatomia
Patolégica. HM.C. “Gémez Ulla”, Madrid .
*¥* Médico Civil. Instituto Cajal. Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas. Madrid.

Pag. 200-M.M.-Vol. 48-N.° 3-Afic 1992

gado ha sido objeto de numerosos
estudios en los Ultimos anos tanto en
situaciones de normalidad, Koo y Liang,
1979 (1), como desde del punto de vista
de las alteraciones que se producen
ante alteraciones funcionales, tales
como el shock hemorragico. Koo y
Liang, 1977 (2) o bien como respuesta
a alteraciones farmacolégicas (3, 4, 5).

Uno de los procesos estudiados desde

:ste punto de vista ha sido el de la
‘egeneracién hepatica, asi Furtado,
1965 (6) ha podido comprobar como se
»roducen alteraciones en el flujo local
le la microcirculacién hepatica, hecho
jue ha sido atribuido por otros autores
a los cambios metabdlicos y estructu-
rales que se dan en el higado en
regeneracion, Ungvarg, 1977 (7).
Basandonos en estos hechos nos



proponemos estudiar algunas de las
alteraciones funcionales que se produ-
cen en €l higado después de una hepa-
tectomia del 70% segiin la técnica de
Higgins y Anderson, 1931 (8}, y parale-
lamente tratar de demostrar las altera-
ciones morfolégicas y estructurales que
se producen a nivel de la vascularizacién
hepatica.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron para el estudio 130
ratas machos de raza Wistar, de unos
tres meses de edad y con pesos com-
prendidos entre 290 y 360 gr, con una
media de 314 + 18 gr. Todas las ratas
se mantuvieron desde su nacimiento
en condiciones ambientales preesta-
blecidas, con temperatura ambiente de
20-23°C y fotoperiodo de 12 horas.

GRUPO TESTIGO.—Se utilizaron 20
ratas, a las que se sometia a laparotomia
media u operacion simulada. Mas tarde
se sometian a una segunda interven-
cién alos 1, 5, 10 y 20 dias en grupos
de 5 ratas cada uno.

En la segunda intervencién, todas
las ratas una vez anestesiadas con éter
se pesaban. A continuacién en 2 ratas
de cada serie se extirpaba el higado
para estudio anatomopatolégico y en
las tres. restantes se procedia del si-
guiente modo:

Se canalizaba la vena porta con un
catéter Quik-Cath y tras fijarle con una
ligadura de seda 4/0 se lavaba el lecho
vascular hepatico con suero fisiologico
heparinizado. A continuacion se cana-
lizaba la arteria hepatica a través de la
aortay se completaba el lavado vascular
hasta que el higado tomaba una colo-
racién rosada, indicativo de que se
habia eliminado todo el contenido he-
matico. Finalmente se inyectaba por
ambos catéteres micropaque o colour-
paque hasta rellenar todo el arbol vas-
cular suprahepatico, y se extirpaba el
higado. Todas las piezas obtenidas se
incluian en formol al 10% para su
estudio por microscopia 6ptica y método
de transparencia de Spalteholz (9).

GRUPO EXPERIMENTAL.—Se utili-
zaron 110 ratas, distribuidas en 11
series de 10 ratas cada una.

A todos los animales de este grupo
una vez anestesiados con éter se les
sometia a una hepatectomia del 70 %
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Figura 1.—Ganancias de peso del higado en regeneracién expresadas en |tanto por ciento.
Obsérvese como existen dos fases en las que el poder regenerativo es mayor: una durante
primeros dias y otra a los 8-10 dias de la hepatectomia,

segun la técnica de Higgins y Anderson
(8). Posteriormente, se iban sacrificando
porlotesalos 1,2,3.4,5,6,7,.8,9, 10
y 20 dias respectivamente.

En el momento del sacrificio, una vez
anestesiadas las ratas con éter, se
pesaban y se procedia del siguiente
modo: En 6 ratas se obtenia el 30 % de
higado conservado y tras pesarle, se
fijaba en formol al 10% para estudio
anatomopatoldgico. En 1Is 4 restantes
se procedia al relleno del arbol vascular
hepatico con micropaque o colourpa-
que, segun la técnica descrita para el
grupo testigo.

Todas las ratas se pesaban al princi-
pio y final de la experiencia, lo mismo
que las piezas de higado obtenidas en
la necropsia.

ESTUDIOS ANATOMOPATOLOGI-
COS.—Con las muestras de higado
una vez fijadas con formol al 10%, se
practicaban cortes de 3 micras de
espesor y se tenian con hemtoxilina-
eosing, tricromico de Masson, Wilder,
Pearls y Giemsa.

ESTUDIOS RADIOLOGICOS Y ME-
TODO DE TRANSPARENCIA DE SPAL-
TEHOLZ. En los higados a los que se
habia practicado el relleno del arbol
vascular hepatico con micropaque o
colourpaque, se practicaban microrra-
diografias con rayo blando y posterior-
mente se sometian al método de trans-
parencia de Spalteholz segun la
siguiente técnica:

Una vez fijada la pieza en formol
durante unos 4 dias se sumerge en
acido nitrico al 5% durante 20 dias. A
continuacién se somete a blanquea-
miento con agua oxigenada durante 3-
4 dias. Después se procede a la deshi-
dratacion de la pieza, primero con

alcohol de 70° y después con alchol
absoluto. Posteriormente, se incluye en
benzol durante 4 dias, para hacer luego
la transferencia de benzol a benzyl-
benzoato. Finalmente se pasa la mues-
tra a una mezcla a partes iguales de
benzyl-benzoato y metil-salicilato (aceite
de Winter-Green).

RESULTADOS

De los 130 animales utilizados mu-
rieron 14, 12 del grupo experimental
(10,.9%) y 2 del grupo testigo (10 %).

La pérdida de peso alcanzé hasta un
25% en la serie experimental, con un
maximo a los 4 dias después de la
hepatectomia. Después los animales
empezaban a recuperarse, para alcanzar
el peso original entre los 15-20 dias de
postoperatorio. En la serie testigo la
pérdida de peso fue menor, alcanzando
s6lo hasta un 3.27 %, y su recuperacion
fue mas rapida y precoz que en la serie
experimental.

Las ganancias de peso del 30% de
higado conservado han sido expresadas
en tantos por ciento y con ellas se ha
elaborado la grafica de la figura 1. En
ella se aprecia como la ganancia de
peso del higado en regeneracion cursa
en dos ondas o fases en las cuales el
poder regenerativo es mayor: una du-
rante los 3 primeros dias y otra a los 8-
10 dias. A los 10 dias se ha alcanzado
practicamente el peso inicial del higado.

RESULTADOS MORFOLOGICOS

ASPECTOS MACROSCOPICOS.—En
el grupo experimental los animales °
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sacrificados a intervalos mas cortos 1-
2 dias, presentan en torno a la zona de
ligadura y seccion quirtirgica. depositos
de fibrina y material hematico coagula-
do. posteriormente esta area se va
tornando amarillenta y después blan-
quecina, para alcanzar la caracteristica
dureza del tejido fibroso a los 15-20
dias.

En cuanto al parénquima hepatico

4.—Regeneracion hepitica a los 3 dias de la intervencién. Polo
distal. Trama reticulinica conservada. (Wilder X 200).
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Figura 2.—Regeneracién hepética a las 24 horas de la hepatectomia. Véase
la clara delimitacién entre el parénquima hepdtico conservado (dngulo
inferior dcho.) y el parénquima afectado por el dafio quinirgico. (H. E. X
100).

distal va aumentando de peso tal como
deciamos con anterioridad para alcan-
zar practicamente el peso inicial a los
10 dias. Su aspecto es palido y sonrosa-
do y en ocasiones con una tonalidad
amarillenta. Paralelamente su consis-
tencia esta disminuida, caracteristicas
que se van haciendo menos patentes a
medida que nos alejamos de la primera
intervencion.

ASPECTOS MICROSCOPICOS.—En
los animales sacrificados a las 24 horas
de la hepatectomia, nos encontramos
una clara delimitacién entre el paren-
quima hepatico conservado y el paren-
quima afectado por el dano quirargico.
Este aparece mas palido. con marcados
fenomenos de necrosis celular, homo-
geneizacion y eosinofilia de los cito-
plasmas, asi como picnosis nuclear y
signos de congestion vascular (fig, 2).

El higado proximo a la zona de
ligadura participa también de la lesion

pero presentando al mismo tiempo
fenémenos regenerativos, tales como
aumento del cromatismo celular e in-
cremento del numero de mitosis. En
otras areas puede observarse pleomor-
fismo nuclear con distribucion irregular
del glucégeno junto con algunas mitosis
aflorando elementos inflamatorios.

A distancia del punto de ligadura y
seccion los hepatocitos presentan en
su mayoria el aspecto habitual con sus
nucleos de cormatina laxa, pero es
evidente un aumento de los ntcleos
poliploides, asi como de la poblacién de
hepatocitos binucleados y una intensa
produccion de mitosis. Los hepatocitos
binucleados se localizan preferente-
mente en torno a los espacios porta.

A este nivel, en las regiones hepaticas
centrales las venas centrolobulillares
son de contorno discretamente mas
pequeno y exangle. Los espacios porta
no presentan reaccién mesenquimal,
siendo relativamente grandes. En la

Figura 3.—Polo distal, Parénquima hepédtico con aumento del nimero de
mitosis e incremento de hepatocitos binucleados. (H. E. X 400).

Figura 5.—Regeneracion hepitica a los 3 dias de la hepatectomia. Venas
centrolobulilarres dilatadas y xagiies. Congestién sinusoidal. (H. E. X 40).




periferia en cambio los espacios porta
son muy pequenos y las venas centro-
lobulillares aparecen dilatadas y repletas
de hematies.

A los dos dias se aprecia como se va
delimitando la zona lesionada del pa-
renquima hepatico normal, al mismo
tiempo se hacen evidentes los signos
de metamorfosis grasa en los hepatoci-
tos proximos a la misma. Es muy
evidente el aumento de figuras de
mitosis y de proporcién de hepatocitos
binucleados que alcanzan su mayor
exponente a las 48 horas (figura 3).

En la zona lesional el parenquima
hepatico aparece conservado en torno
a los espacios porta con sus caracteris-
ticas tinctoriales normales, mientras
que el resto muestra signos de necrosis
en la proximidad y necrobiosis distal
(figura 3).

La infiltracion inflamatoria de las |
areas necrosadas es progresiva entre-
mezclandose en ella los propios leuco-
citos con detritus celulares y globulos
rojos extravasados.

A distancia de la zona de ligadura y
seccion, se ven las venas centrolobuli-
llares dilatadas, tanto en las zonas
centrales como en la periferia del higa-
do. Esto se acompana de éstasis sinu-
soidal centrolobulillar con dilatacién
de los sinusoides especialmente en las
zonas vecinas a la vena centrolobulillar
y menos a distancia de esta. También
estan dilatadas las ramas portales que
discurren por los espacios porta.

A los tres dias de la hepatectomia las
técnicas de demostracién de fibras de
reticulina ponen en evidencia la mar-
cada desestructuracion del parenquima
hepatico necrosado mientras que a
distancia de este se conserva el armazon
reticulinico (figura 4).

Proximamente a la zona de ligadura
se observan fenémenos regenerativos
muy evidentes con gran ntumero de
mitosis y nticleos hipercromaticos. Hay
pérdida de la arquitectura trabecular
habitual y hace su aparicién neogénesis
vascular. Lejos de esta zona se aprecia
su dilatacion marcada de todas las
venas portales y de las venas centrolo-
bulillares (figura 5).

A partir del 4" dia y progresivamente
con mayor abundancia, hacen su apa- -
ricion en la zona de infiltracién infla- | Figura 8.—Aspecto del higado a los 3 dias de la intervencién con la técnica de transparencia de
matoria, células redondas de tipo linfo- | Spalteholz.
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citario, asi como  proliferacién
fibroblastica y neogénesis vascular, cons-
tituyendo un verdadero tejido de gra-
nulaciéon que poco a poco sustituye a
las zonas hepaticas necrosadas. La
neogénesis vascular parece ser que se
origina a partir de la capsula de Glisson
que participa de este modo en los
fenémenos regenerativos (figura 6).

Lejos de la zona lesional son mani-
fiestos los signos congestivos con dila-
tacion tanto de la vena portal como
central, destacando de forma evidente
la gran dilatacion sinusoidal de predo-
minio centrolobulillar paralelamente
van disminuyendo las figuras de mitosis
y los fenémenos de esteatosis son me-
nos manifiestos.

En los dias sucesivos asistimos a
una normalizacién paulatina de la ar-
quitectura hepatica mientras los fené-
menos de congestion vascular siguen
manifestandose, aunque van decrecien-
do paulatinamente. Llama la atencion
alos 7 dias la gran neogénesis vascular
a partir de la capsula de Glisson y la
presencia de gran numero de ductus
neoformados en contacto directo con €l
tejido de granulacion (hiperplasia ductal
e hiperplasia vascular capilar).

A partir de los 10 dias la zona de
neogénesis vascular es menos aparente
y los fenomenos de remocién son mas
patentes. El higado va restableciendo
gradualmente su arquitectura mientras
todavia persiste una cierta congestion
vascular.

MICRO-RADIOGRAFICA.—Las micro-
radiograficas obtenidas de los higados
sometidos a relleno del arbol vascular
con micropaque o colourpaque, ponen
de manifiesto unas alteraciones que se
van sucediendo ritmicamente a lo largo
del proceso regenerativo. Durante los
primeros dias se altera la proporcion
parenquima hepatico/trama vascular,
a favor del primer elemento. Esta alte-
racion es progresiva alcanzando su
maxima expresién a los 4 dias de
postoperatorio. Posteriormente se va
normalizando, apareciendo todavia muy
alterada a los 6 dias y va acercandose a
la normalidad a partir de los 10 dias.

TECNICA DE TRANSPARENCIA DE
SPALTEHOLZ.—Los higados tratados
con técnica de transparencia de Spal-
teholz ponen de manifiesto el arbol
vascular hepatico con mayor nitidez
que la micro-radiografia. Los higados
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hechos transparentes después del re-
lleno del arbol vascular con micropaque
o colourpaque, muestran una alteracion
paralela a la descrita anteriormente de
la proporcién parenquima hepatico/
trama vascular, a favor del primero.
Esta va en aumento hasta los 4 dias en
que se aprecia una disminucién relativa
de las mismas. Posteriormente asisti-
mos a un aumento de las ramificaciones
del arbol vascular con disminucion de
la masa de parenquima hepatico que
hace la separacion entre los vasos (fi-
guras 7 y 8).

DISCUSION

La mortalidad ligeramente mayor en
el grupo experimental es el reflejo de la
mayor agresividad de la intervencion,
unida al incremento del efecto téxico
de los anestésicos para un animal
privado del 70% de su higado (9).
hecho que ha sido comprobado por
numerosos autores con anterioridad
(10, 11).

La regeneracion hepatica puesta de
manifiesto por el incremento de peso
del 30% del higado respetado, se man-
tiene en la linea de los resultados
obtenidos por Higins y Anderson, 1931
(8), Weinbren, 1959 (12), Sigel, 1967
(13)... etc. y presentando el comporta-
miento bifasico ya descrito con ante-
rioridad (10, 14).

El proceso regenerativo hepatico pro-
voca alteraciones funcionales y meta-
bolicas intensas que han sido descritas
también en clinica humana y que se
suelen normalizar a las 6 semanas de
la hepatectomia (15, 16, 17). En la rata
estas alteraciones se traducen por una
pérdida de peso que oscila entre el 15%
(10) y el 25 %, Beckcer. 1963 (18).

Paralelamente se producen alteracio-
nes de las proteinas plasmaticas, fun-
damentalmente de la seroalbumina con
aumento relativo de las globulinas beta
y gamma, de la bilirrubina, y aumento
de la fosfatasa alcalina, LDH y CPK,
hechos que han sido motivo de un
estudio anterior (19). Algo parecido
ocurre con algunos factores de coagu-
lacién que también se alteran siguiendo
ondas o fases de mayor afectacion (20).

Como ya se apuntaba en la introduc-
cién son varios los autores que han
dedicado su atencion hacia las altera-
ciones vasculares que se presentan en
el higado ante las mas variadas cir-
cunstancias. Ya sea ante diversas si-
tuaciones funcionales, tales como el
shock hemorragico, Koo y Liang, 1977
(1), bien por alteraciones farmacologicas
o determinadas por la actuacién de
determinadas hormonas (3. 4, 21).

Se han invocado una serie de factores
como condicionantes o desencadenan-
tes de la regeneracion hepatica entre
los que parece ser que destacan la

insulina y glucagon (21, 22, 23). Ri-
chardson, 1977 (24), describe cémo el
glucagon inhibe la respuesta de la
estimulaciéon nerviosa sobre las arte-
riolas hepaticas. Furtado, 1965 (6) en-
cuentra alteraciones en la microcircu-
lacién hepatica provocadas por la accion
de aminas vasoactivas. Ungvarv, 1977
(7) los atribuye a cambios metabélicos
y estructurales del higado en regenera-
cién. El interés por las alteraciones
vasculares que se producen durante la
regeneracion hepatica parece indudable.

En nuestro estudio vemos cémo a
nivel del polo de ligadura y seccion,
después de la delimitacion entre pa-
rénquima hepatico conservado y pa-
rénquima afectado por el dano quirar-
gico, se inician los fenémenos infla-
matorios que desembocaran en la
formacion de un tejido de granulacion
ricamente vascularizado. El hecho de
que el parénquima hepatico aparezca
conservado durante mas tiempo en
torno a los espacios porta, podria tener
su explicacion por el mayor aporte
sanguineo a este nivel.

A los tres dias se aprecia a nivel del
polo de ligadura y seccién, gran deses-
tructuracion del armazoén reticulinico
en el parenquima lesionado. Paralela-
mente se inicia la neogénesis vascular
en la zona danada por el trauma qui-
rargico, expresamente a partir de la
capsula de Glisson. La demostracion
del incremento de nucleos poliploides y
mitosis a este nivel, coincidiendo con
fenémenos alterativos, ponen una vez
mas en evidencia el enorme poder
regenrativo del higado, que se mani-
fiesta incluso ante las circunstancias
mas adversas.

En cuanto a los resultados obtenidos
en los estudios por micro-radiografia y
método de transparencia de Spalteholz
la inversion de la relacion parenquima
hepatico/trama vascular, es facilmente
explicable por la hipertrofia e hiperpla-
sia de los hepatocitos.

En una primera fase, el aumento de
volumen de los hepatocitos, junto con
el incremento proporcional del numero
de hepatocitos binucleados, provocaria
un aumento de separaciéon entre las
distintas estructuras vasculares.

Posteriormente predominaria la hi-
perplasia y neogénesis vascular, con lo
que el arbol vascular demostrado por
micro-radiografia y método de transpa-
rencia se asemajaria mas al de los
animales testigo.

Otra cosa que queremos resaltar es
el hecho de que las alteraciones vascu-
lares durante la regeneracion hepatica
dan la impresion de que evolucionan
de modo ciclico, con dos fases sucesivas
de mayor afectacién, fases que estarian
en consonancia con las alteraciones
funcionales detectadas (19, 20). Todo
esto hace aconsejable su estudio con
analizador de imagen para poder valorar
su verdadera significacién.
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