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RESUMEN

Se hace un estudio de las alteracio-
nes ultraestructurales que aparecen en
el higado durante el proceso de rege-
neracion hepatica. Para ello se utilizan
100 ratas machos, a las que se practi-
ca una hepatectomia del 70%.

Las alteraciones observadas son mu-
cho mds intensas a nivel de la zona de
manipulaciéon quinirgica que a nivel
del area distal a la misma, hecho que
se interpreta como debido a la coexis-
tencia en este punto de procesos alte-
rativos, junto con los fenémenos rege-
nerativos. Se pone en evidencia un
gran numero de autofagosomas posi-
blemente relacionados con los fenéme-
nos de desdiferenciacion celular y su
posterior divisién. Asimismo se obser-
va en los hepatocitos en regeneracion
una mayor prominencia, tanto del re-
ticulo endoplasmico liso como del ru-
£0s0, con incremento del nimero de
ribosomas, hecho que se interpreta co-
mo la expresiéon morfoldgica de una
hiperactividad funcional a este nivel.
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INTRODUCCION

Si se le corta una pata a la salaman-
dra se regenera por completo un nue-
vo miembro.

En los animales superiores también
asistimos a fendmenos regenerativos,
y asi nos encontramos con tejidos co-
mo la piel o la pared intestinal, que se
encuentran en constante regeneracion
fisiologica. Las células basales de la
piel, las células del tercio inferior de
las criptas de Liebetkiin en el duode-
no, etcétera, se estan dividiendo conti-
nuamente y dan lugar cada vez a una
célula que permanece indiferenciada y
otra que empieza a diferenciarse y se
transforma en célula postmitotica (15).

El higado, en cambio, estd formado
por una poblaciéon celular muy dife-
renciada, pero ante un estimulo espe-
cifico, como es la destruccién de parte
del parénquima hepdtico con tetraclo-
ruro de carbono, o una hepatotecto-
mia parcial..., se produce una desdife-
renciacién de las células hepaticas, re-
cuperando éstas su capacidad de divi-
sién e inicidndose un proceso de autén-
tica regeneracién hepatica (3).

Cuando la masa perdida se ha rege-
nerado se produce una nueva diferen-
ciacion celular, con reaparicién de las
estructuras celulares especificas.

Hoy en dia, con la préactica de am-
plias resecciones hepdticas y los tras-
plantes de higado, esta viscera y su

enorme poder regenerativo y de recu-
peracion funcional alcanza cada vez
mayor relevancia ante el cirujano pe-
diatrico (13).

Del mismo modo, los estudios de
los factores de regeneracion hepdtica
a nivel celular y de los mecanismos
intimos de este proceso abren horizon-
tes de esperanza que hacen vislumbrar
posibilidades insospechadas y nos esti-
mulan a tratar de profundizar en el
conocimiento de este fenémeno (1).

MATERIAL Y METODO

Se utilizan 100 ratas machos perte-
necientes a la tercera generacion filial
del cruce entre ratas blancas de raza
Wistar y ratas albinas de raza Spra-
gue-Dawley. La edad aproximada era
de 80-90 dias y el peso entre 280-360
g., con un grupo moda de 310-320 g.

Desde su nacimiento se mantuvieron
en unas condiciones ambientales prees-
tablecidas, con una temperatura alre-
dedor de los 20° C, un fotoperiodo
de 12 horas y una alimentacién stan-
dard compuesta por un 60% de carbo-
hidratos, un 18% de proteina bruta y
un 3% de grasas, ademas de un 5%
de fibra bruta y un 5% de sustancias
minerales.

Se distribuyeron en 10 series de 10
ratas cada una. Las ratas de la serie
nimero 1, considerada como serie tes-
tigo, fueron sometidas a una laparoto-
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mia media bajo anestesia con clorhi-
drato de ketamina (Ketolar) y éter (3).

Los animales de las restantes series
fueron sometidos a una hepatectomia
del 70%, segin técnica de Higgins y
Anderson (9) bajo el mismo tipo de
anestesia ya citado y procurando que
-la duracién de la intervencion fuese
siempre la misma, tanto para las ratas
de la serie testigo como para las de las
series experimentales.

Los animales de las series experi-
mentales fueron sacrificados por so-
bredosificacion anestésica a las 16 ho-
ras (serie numero 2), 1 dia (serie nime-
ro 3), 2, 3, 4, 8, 10, 15 y 20 dias,
respectivamente. Se obtenian muestras
del higado en regeneraciéon y se in-
cluian en glutaraldehido para su estu-
dio con el microscopio electrénico.

Las ratas de la serie nimero 1 se
sacrificaron a los 20 dias y se obtuvie-
ron muestras similares de higado para
su inclusion en glutaraldehido y poste-
rior estudio al microscopio electrénico
como testigos.

RESULTADOS

Ante la observacion general de las
preparaciones, nos encontramos con
dos tipos de lesiones bien diferencia-
das. En el polo de seccion y ligadura
quirtrgica asistimos a una intensa al-
teracion tisular con desestructuracién
de los hepatocitos, mientras que en el
polo distal la ultraestructura general
esta bien conservada.

Asi, en las preparaciones correspon-
dientes a las 16 y 24 horas, a nivel del
parénquima hepatico proximal al drea
de ligadura y seccidn quirtdrgica, nos
encontramos con extensas dreas de
material celular necrosado, en su ma-
yoria amorfo, aunque ain pueden sor-
prenderse algunos restos de reticulo
endoplasmico, mitocondrias muy arte-
factadas o restos nucleares. Ocasional-
mente, entre estas masas de detritus se
encuentran leucocitos bien conserva-
dos, de los que destacan los neutrofi-
los, con su tipico nucieo polilobulado.

En la vecindad de estas zonas de
restos necroticos las células hepdticas
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Figura 1.—Hepatocito proximal al drea de ligadura y seccidn quirirgica. Aumento del contenido
liguido de la matriz citoplasmdtica e intensa vacuolizacion de la misma. En el dngulo superior
izquierdo, varias vacuolas grasas. % 8.000, aproximadamente.

presentan manifiestas alteraciones ul-
traestructurales que afectan al nucleo
y a las organelas citoplasmaticas. La
matriz citoplasmadtica fundamental es-
ta alterada con gran aumento de liqui-
do intracelular y prominente vacuoli-
zacion de la misma (Fig. 1). Las mito-
condrias aparecen tumefactas con pér-
dida o disminucién pronunciada de
sus crestas transversales y el reticulo
endopldsmico rugoso queda desgrana-
do, a la vez que sus tubulos se frag-
mentan y distorsionan.

El aumento del contenido liquido
de la matriz citoplasmadtica es patente
y da lugar a la produccion de vacuolas
acuosas de tamafio variable. Asimismo
se observan abundantes vacuolas de
contenido graso (Fig. 2).

En los nucleos es visualizable una
dispersion de la cromatina por aumen-
to del jugo nuclear, que provoca con-
secuentemente un aumento del volu-
men del nicleo.

En las muestras de animales sacrifi-
cados a tiempos posteriores asistimos
a un acrecentamiento de estos datos
morfoldgicos indicativos de la degra-
dacidn celular, asi como a la remocidon
de los detritus en vacuolas de fagoci-
tosis y con posterioridad se evidencia
la sustitucion por fibroblastos y yemas
capilares.

El parénquima hepatico no adyacen-
te a la zona de manipulacién quirurgi-
ca presenta su ultraestructura general
bien conservada con algunas modifica-
ciones que pasamos a describir.

A nivel nuclear, tanto la heterocro-
matina como la eucromatina presentan
aspectos habituales. En la carioteca
no se ven alteraciones ni tampoco en
¢l nucleolo. No observamos aumento
de la cantidad de liquido nuclear, sien-
do los poros nucleares de tamafio y
disposicién normal. En el citoplasma
es patente el reforzamiento del reticu-
lo endopldsmico rugoso (Fig. 3) con



prominentes ribosomas. En la matriz
citoplasmatica son también fdcilmente
visualizables polirribosomas.

Por otra parte, el reticulo endoplas-
mico liso es también prominente, vi-
sualizandose sus tubulos dilatados, asi
como expansion de sus cisternas
(Fig. 4). Estas observaciones son per-
manentes en todas las muestras corres-
pondientes a los animales sacrificados
a tiempos mas largos.

Una observacion ocasional que apa-
rece en los cortes de algunas muestras,
pero que se repite, no obstante, con
cierta frecuencia, especialmente en los
animales sacrificados a los 8, 10, 15y
20 dias es la presencia de estructuras
esferoideas laminares que interpreta-
mos como cuerpos residuales (Fig. 5).
Paralelamente podemos observar en
estos animales sacrificados a tiempos
mas prolongados, aunque no exclusi-
vamente en ellos, la presencia intraci-
toplasmatica de formaciones esferoi-
deas revestidas por una membrana.
Estas formaciones contienen una ma-
triz amorfa, electrodensa, semejante a
la lisosomal, entre la cual se descubren
estructuras diversas, pudiendo identi-
ficarse restos mitocondriales de reticu-
lo endoplasmico y en general fragmen-
tos diversos de organulos o restos de
membranas trilaminares (Fig. 6). Mor-
fologicamente hemos interpretado es-
tas estructuras como fagolisosomas,
resultando identificados de esta suerte
los corpusculos esferoideos y PAS po-
sitivos visualizados con la microscopia
éptica (3).

DISCUSION

Bucher (1976) (5), Davis (1962) (6)
y Lane y Becker (1967) (12), entre
otros, han descrito en la regeneracion
hepatica una serie de alteraciones que
conducen a una desdiferenciacién ce-
lular. Asi, el reticulo endopldsmico da
lugar a Ia formacion de vacuolas, las
mitocondrias disminuyen en nimero y
se alteran y se pierden las conexiones
intercelulares, al mismo tiempo que
hay un alisamiento de las microve-
llosidades.

En cambio, Grisham y colaborado-
res (1975) (8) desmienten estos hechos
y demuestran s6lo minimas alteracio-
nes estructurales en la superficie sinu-
soidal y el reticulo endopldsmico de
los hepatocitos en regeneracion. Tam-
poco ven el alisamiento de las micro-
vellosidades descrito por Lane y Bec-
ker (12).

En los estudios realizados por noso-
tros nos llama la atencién el hecho de
que las alteraciones son distintas a ni-
vel del polo de seccién a las observa-
das a distancia del mismo.

Asi, a nivel del polo de ligadura y
manipulacidén quirdrgica nos encontra-
mos con que los hepatocitos presentan

profundas alteraciones ultraestructu-
rales, dando lugar a extensas dreas de
material necrosado, en especial en las
preparaciones correspondientes a las
16 y 24 horas.

Los hepatocitos conservados presen-
tan una alteracion de la matriz cito-
plasmatica fundamental, con aumento
del contenido liquido y formacién de
vacuolas de contenido graso, dando
en conjunto un aspecto heterogéneo a
esta matriz citoplasmatica fundamen-
tal. Al mismo tiempo, el reticulo endo-
plasmico rugoso estd desgranado v sus
tubulos se fragmentan y distorsionan,
dando lugar a la formacién de vacuo-
las y las mitocondrias aparecen como

e
o o

Figura 2.—Hepatocito en el drea proxima a la ligadura y seccion quirirgica, en el que se observa

una prominente vacuolizacion citoplasmdtica, asi como tumefaccion mitocondrial.

x 12.000.
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tumefactas con disminucién o pérdida
de sus crestas transversales.

En cambio, en las zonas alejadas de
este polo de seccidn, el citoplasma del

Figura 3.—Citoplasma de hepatocito del drea distal a la zona de manipulacion quirirgica. Reticulo
endopldsmico rugoso prominente. x 16.000.
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hepatocito presenta una ultraestructu-
ra por lo general bien conservada. El
reticulo endopldsmico liso aparece
también prominente con dilatacién de
sus tibulos y aumento del tamaiio de
sus cisternas. Las mitocondrias précti-
camente no estan afectadas.

A la vista de estos resultados po-
drian conciliarse los dos tipos de resul-
tados, tan dispares citados al principio
de la discusion.

En las zonas alejadas al polo de
ligadura y seccion quirurgica los hepa-
tocitos estarian sujetos unicamente al
estimulo regenerativo y entonces las
alteraciones ultraestructurales serian

minimas, de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos por Grisham y cols. (8).

En cambio, en la zona donde se
practica la manipulacién quirdrgica se
asocian ‘los fendmenos regenerativos
con los procesos alterativos provoca-
dos por el trauma quirtrgico. Podria
pensarse que a este nivel tienen lugar
unicamente fenomenos alterativos y de
necrosis celular, pero la demostracion
de la presencia de células en mitosis a
este nivel (3) va en contra de esta hi-
potesis y apoya la afirmacién formu-
lada con anterioridad.

Las alteraciones observadas a nivel
de la zona de manipulacion quirurgica
son mucho mas llamativas que las que
se ven a distancia. Esto puede explicar
el hecho de que algunos autores (5, 6,
12) centraran su atencion- sobre las
mismas e interpretaran como un feno-
meno general lo que solamente es un
fendmeno local y que podria ser debi-
do a la confluencia de estimulos alte-
rativos y regenerativos sobre una mis-
ma célula.

Otro hecho que llama la atencidn es
la presencia de un reticulo endopidsmi-
co liso prominente con dilatacién de
sus tubulos y aumentos de sus cister-
nas (Fig. 4), asi como un reforzamien-
to del reticulo endopldsmico rugoso
con prominencia de sus ribosomas
(Fig. 3). Estas alteraciones muy bien
pueden ser la manifestaciéon morfolo-
gica de una hiperactividad a nivel de
las citadas organelas, como ya ha sido
apuntado por algunos autores (2, 14).

Scornik (14) describe un aumento
de los ribosomas del 30% y una ma-
yor prominencia del reticulo endoplas-
mico rugoso, hecho que interpreta co-
mo la expresién morfoldgica de un
aumento de la sintesis proteica.

Este hecho anatémico que comenta-
mos también podria estar en relacion
con la sintesis de la protrombina, he-
cho que, segun algunos autores, como
Hill y cols. (10) y Goswami y Munro
(7), se localiza a nivel de los mi-
crosomas.

En los estudios de microscopia épti-
ca (3) pudimos comprobar, tal como
seftalasen Becker y Lane (4, 12), la
presencia de multiples corpusculos re-
dondeados o esferoideos de 2-4 micras
de didmetro, que se tifien de colora-
cion rojiza por la cosina y son PAS
positivos y que se interpretan como
fagolisosomas. El estudio con micros-
copia electronica demuestra la presen-
cia dentro de los mismos de granulos
de glucégeno y restos de las distintas
organelas: mitocondrias, reticulo en-
doplédsmico, restos de membranas tri-
laminares, etcétera.



Como es sabido, los lisosomas son
vesiculas membranosas que estdn re-
pletos de enzimas hidroliticos. Estos
estan implicados en la digestion de
una serie de sustancias que la célula
no puede utilizar directamente, dando
lugar a la formacion de fagosomas.
Becker y Lane (4) defienden que este
poder de digestidon puede alcanzar a
elementos de la propia célula y de sus
organelas citoplasmaticas, por lo que
estos organulos serian la expresion de
una verdadera «autofagia celular», fe-

.némeno que no es exclusivo de la re-
generacion hepatica y que se observa
también en algunos tejidos sometidos
a anoxia u otro tipo de dafio celular.
Estos autores los interpretan como li-
sosomas autofagociticos, que tienen
una menor actividad de la fosfatasa
acida y que corresponden a los esta-
dios finales de los lisosomas.

La presencia de restos de las distin-
tas organelas dentro de la vesicula
membranosa, observado por nosotros
en el estudio de la microscopia electro-
nica, habla en favor de esta interpre-
tacion, segun la cual el «autofagoso-
ma» estaria encargado de la destruc-
cién de la mayoria de las organelas
citoplasmaticas para preparar a la cé-
lula para una mayor actividad sintéti-
ca que se siguiria de la consiguiente
divisién celular.

Kotoulas y Phillips, en un estudio
en ratas recién nacidas a las que se
administra glucagoén (11), demuestran
como éste provoca una movilizacion
del glucdgeno hepatico tisular con dis-
minucion del mismo y aumento de los
«autofagosomas», que se localizan
preferentemente en aquellas zonas en
que existe mayor cantidad de glucdge-
no citoplasmatico.

Los resultados obtenidos por noso-
tros estdn en consonancia con estos
hechos, lo que parece sugerir, tal co-
mo anunciase Kotoulas, que los lisoso-
mas intervienen en cierto modo en la
descomposicidn del glucégeno hepati-
cho, hecho que segun éste estaria fa-
vorecido por la administracién de
glucagon.

Figura 4.—Reticulo endopldsmico liso prominente. Dilatacidn de sus tibulos y cisternas. Hepatoci-
to del drea distal. x 16.000, aproximadamente.

La expresion final de la actividad
autofagosémica viene representada
por los cuerpos residuales que hemos
observado con relativa frecuencia en
el proceso regenerativo (Fig. 5).

En lo que se refiere al nucleo, las
alteraciones ultraestructurales también
fueron mucho m4ds intensas en la zona
de ligadura y seccién quirdrgica (dis-
persion de la cromatina por aumento
del jugo nuclear, con mayor aumento
del volumen global) que en las zonas
situadas a distancia de la misma en
gque su aspecto era mds cercano a la
normalidad.

Estas diferencias pueden deberse a
la sumacion de fendmenos alterativos
junto con los estimulos regenerativos

en el polo de seccién y ligadura, tal
como deciamos para el citoplasma y
que defendemos por la observacion de
figuras de mitosis en esta zona.

CONCLUSIONES

1. Después de una hepatectomia
parcial los hepatocitos del polo distal
estan sujetos unicamente al estimulo
regenerativo y, por tanto, presentan
sblo alteraciones ultraestructurales mi-
nimas. En cambio, los hepatocitos del
polo de ligadura y seccion estdn suje-
tos a procesos alterativos, junto con
los fendmenos regenerativos, por lo
que las alteraciones ultraestructurales
son mucho mds manifiestas con altera-
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cién del reticulo endopldasmico y for-
macion de vacuolas.

2. En los hepatocitos en regenera-
cion se observa una mayor prominen-
cia tanto del reticulo endopldasmico li-
so como del rugoso, con incremento
del nimero de ribosomas. Este hecho
se interpreta como la expresién morfo-
l6gica de una hiperactividad funcional
a este nivel.

3. En la regeneracidén hepdtica se
observan multiples «autofagosomas»
que estarian encargados de la destruc-
cién de diversas organelas citoplasma-
ticas cuyos restos se observan en su
interior y que intervienen ademds en
el metabolismo del glucdégeno hepa-
tico.
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