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Resumen En ratones parcialmente hepatectomizados la respuesta
regenerativa presenta un ritmo circadiano en la actividad
proliferativa de los hepatocitos. El objetivo del trabajo fue analizar
la actividad mitética de hepatocitos de las zonas periportales y
perivenulares de ratones jovenes, a diferentes horas
poshepatectomia parcial. Se utilizaron 18 ratones macho de la cepa
CH3/S, 6 por punto horario analizado. A la edad de 28 djias, los
animales fueron parcialmente hepatectomizados y sacrificados a las
12/50, 16/54 y 20/58 hora del dia/hora poshepatectomia parcial
(HD/HPH), previa inyeccion de colcemid 4 horas antes. Se calculd
la media de la actividad mitdtica, para cada punto horario y zona.
No se encontraron diferencias significativas entre las zonas
periportal y perivenular. Los puntos horarios de las 16/54 y de las
20/58 HD/HPH presentaron valores de actividad mitética
minimos. Debido a que la regeneracion hepatica puede manifestarse
con una respuesta bifisica, pensamos que los bajos valores
observados en los tiempos de las 16/54 y de las 20/58 HD/HPH,
podrian deberse a que estos hepatocitos regenerantes se encuentran
entre una ola proliferativa y la siguiente.

Palabras clave: hepatectomia parcial, regeneracién hepatica,
ritmo circadiano.

Abstract: In partially hepatectomized mice, the regenerative
response presents a circadian rhythm in the proliferative activity of
hepatocytes. The aim of this work was to analyze the mitotic activity
of hepatocytes in periportal and perivenular areas of young mice at
different times after partial hepatectomy. Eighteen male mice of the
CH3/S strain were used, 6 for each time point studied. At 28 days of
age, the animals were partially hepatectomized and sacrificed at
12/50, 16/54, and 20/58 hour of day/hour post-partial hepatectomy
(HD/HPH) after injection of colcemid 4 hours before. The mean
mitotic activity (MA) was determined for each time point and zone.
No significant differences in MA were found between periportal and
perivenular zones. The 16/54 and 20/58 HD/HPH time points
presented minimum MA values. Since liver regeneration can
manifest with a biphasic response, it is likely that the low values
observed at 16/54, and 20/58 HD/HPH time points could be
because these regenerating hepatocytes are between one
proliferative wave and the next..

KeyWOI'dS: partial hepatectomy, liver regeneration, circadian
rhythm.
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Introduccion

El higado es un 6rgano que se caracteriza por su capacidad de regeneracion tras un
dafio, ya sea quimico, viral o por remocion quirtrgica. Debido a la amplia gama de
funciones que desempeiia este 6rgano y a las demandas que recibe del resto del
organismo, su capacidad de regeneracion ha sido fortalecida a través de procesos
evolutivos. Estos eventos han dotado al higado de una habilidad extraordinaria para
regenerarse (Cascales Angosto, 2009). Esta facultad de poder restaurar sus propias
células mediante el mecanismo de regeneracion hepatocelular también se considera
de relevancia fisioldgica en numerosas enfermedades hepaticas, tales como en la
hepatitis, tanto sea aguda, viral o alcohdlica, en las alteraciones metabolicas o
después de una cirugia hepatica (Mehendale, 1991).

La regeneracion hepatica poshepatectomia parcial es el modelo maés
estudiado para evaluar la respuesta a la pérdida de tejido hepatico (Cascales
Angosto, 2009). En los ratones y ratas sometidos a una hepatectomia parcial del
70%, el higado se regenera completamente luego de 5-7 dias posteriores a la cirugia,
por medio de una combinacion de mecanismos de hipertrofia e hiperplasia
(Miyaoka et al., 2012; Miyaoka & Miyajima, 2013). La regeneracién hepatica que
ocurre en los l6bulos remanentes luego de la extirpacion del tejido hepatico, en
realidad, corresponde a una hiperplasia compensatoria tendiente a aumentar la
masa del 6rgano hasta que se alcanza su tamaimo original (Columbano & Shinosuka,
1996).

La actividad proliferativa del higado puede ser evaluada a través del analisis
de la sintesis de ADN (ADNs) y de la actividad mitética (AM) de los hepatocitos
(Fausto et al., 2006). La AM es un indicador muy valioso del crecimiento hepatico
de los animales debido a que aporta informacion acerca de la cantidad de células
que se estan dividiendo al momento del sacrificio (Echave Llanos & Sadnik, 1964).
Por otro lado, se sabe que la extensiébn y momento en que ocurre la regeneracion
hepatica varia, dependiendo de los ritmos circadianos y de la especie de roedor
empleada (Fausto et al., 2006). En ratones parcialmente hepatectomizados, bajo
condiciones estandarizadas de luz y de oscuridad, la regeneracion hepatica involucra
un ritmo circadiano tanto en la ADNs como en la AM de los hepatocitos (Andrini et
al., 2011; Garcia et al., 2009).

Tradicionalmente, los hepatocitos son clasificados como periportales y
perivenulares teniendo en cuenta su localizacion dentro del lobulillo hepdtico
clasico, como asi también las diferencias zonales en el metabolismo y en la
proliferacion (Ohtake et al., 2004). Este lobulillo es una de las tres formas posibles
de describir la estructura del higado en términos de unidad funcional, la cual
también considera una zona intermedia entre las dos mencionadas anteriormente,
denominada mediozonal. Otra unidad funcional que describe la estructura hepatica
es la de acino hepdtico. En este caso, los hepatocitos se distribuyen en tres zonas
elipticas concéntricas. Los de la zona 1, son las células més cercanas a la rama de la
arteria hepatica y vena porta y reciben un mayor suministro de oxigeno y de
nutrientes. Esta zona se corresponde con la periferia del lobulillo clasico (zona
periportal). La zona 3, que es la més cercana a la vena centrolobulillar (y la més
alejada de la zona 1), corresponde al centro del lobulillo clasico y, por lo tanto, estos
hepatocitos reciben un menor aporte de oxigeno y nutrientes. Finalmente, la zona
2, se ubica de manera intermedia entre las otras zonas antes mencionadas (Pawlina,
2020).
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La regeneracion del tejido hepéatico remanente siguiente a una hepatectomia
parcial ocurre mediante varias ondas secuenciales de ADNs y mitosis
(Michalopoulos & Bhushan, 2021; Rabes et al., 1976). Ohtake et al. (2004)
observaron que existe una diferencia zonal en la proliferacion analizada mediante la
ADNs y la AM, entre los hepatocitos periportales y hepatocitos perivenulares (HPP
y HPV, respectivamente) de ratas parcialmente hepatectomizadas. Otros trabajos
que también analizaron la zonacién hepatica encontraron que el potencial de
regeneracion de los hepatocitos es heterogéneo, siendo unos mas proliferantes que
otros. Sin embargo, esta heterogeneidad a la que los autores hacen referencia es
dinamica y estaria dada por mecanismos epigenéticos. Estos mecanismos son
responsables de que haya hepatocitos que satisfagan los requerimientos metabolicos
o de proliferacion del higado, otorgandoles identidad y funciones diversas segtn la
zona hepatica y el tipo de dano provocado en el 6rgano (Chen et al., 2023).

En una publicaciéon previa, en la que se tuvieron en cuenta las diferentes
zonas hepaticas, se demostro la presencia de un ritmo circadiano en la AM de los
hepatocitos de ratones jovenes parcialmente hepatectomizados, los cuales
presentaron valores minimos de proliferacion desde las 12/26 hasta las 04/42 hora
del dia/horas poshepatectomia (HD/HPH), y un pico de actividad a las 08/46
HD/HPH, tanto para las zonas periportal como perivenular (Fernandez Blanco,
2016). Sobre la base de lo mencionado previamente, el objetivo de este trabajo fue
analizar el comportamiento de la proliferacion hepatocitica, mediante el analisis de
los valores de la AM de los HPP y HPV de ratones jovenes, a diferentes horas
poshepatectomia posteriores al pico de las 08/46 HD/HPH.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 18 ratones macho CH3/S, de 28 dias de edad, obtenidos por endocria
en el bioterio de la catedra de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNLP, mantenidos en un cuarto bajo condiciones estaindares
de 12 h de luz artificial (06:00 h-18:00 h), alternando con 12 h de oscuridad (18:00
h-06:00), y de temperatura (22 + 2 °C), con acceso a bebida y alimento ad libitum,
para anélisis de la periodicidad de la actividad mitética.

Las condiciones relativas al manejo de animales respetaron plenamente la politica
y mandatos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP (Numero de
Protocolo: P06-03-2015).

Técnica de hepatectomia parcial

Se utilizaron 18 ratones macho CH3/S, de 28 dias de edad, obtenidos por endocria
en el bioterio de la catedra de Citologia, Histologia y Embriologia de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNLP, mantenidos en un cuarto bajo condiciones
estandares de 12 h de luz artificial (06:00 h-18:00 h), alternando con 12 h de
oscuridad (18:00 h-06:00), y de temperatura (22 + 2 °C), con acceso a bebida y
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alimento ad libitum, para analisis de la periodicidad de la actividad mitética.

Las condiciones relativas al manejo de animales respetaron plenamente la
politica y mandatos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP (Namero de
Protocolo: P06-03-2015).

Administracion de colcemid y sacrificio de los animales

Los ratones fueron sacrificados a las 12/50, 16/54 y a las 20/58 HD/HPH. Cuatro
horas previas a su sacrificio, se les administré por via intraperitoneal una soluciéon
de colcemid (10 pg/ml de N-deacetil-N-metilocolchicina, Gibco), concentracion 2
ug/g peso corporal suspendido en 0,01 ml de solucion fisiolégica, para la detencion
de los hepatocitos en metafase. Estas células tienen un aspecto caracteristico y son
de facil reconocimiento, ya que a consecuencia de la administracion del colcemid
se produce la disrupcion del huso mitotico y la consecuente falta de organizacion
de los cromosomas en la placa ecuatorial. A estas células detenidas en metafase se
las denomina metafases colcemidicas y su identificacion es mediante conteo
directo en microscopio 6ptico (Wright & Appleton, 1980).

Recoleccion de las muestras

Las muestras del 16bulo triangular del higado de los ratones (remanente de la
subhepatectomia) se extrajeron rapidamente, luego del sacrificio de los animales,
y se fijaron en formalina tamponada al 10% durante 24 h. Luego, fueron
procesadas segin la técnica histologica de rutina. Se realizaron cortes de las
muestras de higado de 5 um de espesor y se colorearon con eosina y hematoxilina
de Meyer.

Analisis de las muestras

Los cortes de higado fueron observados con un microscopio éptico con objetivo
10X, para el registro de las células en division (metafases colcemidicas). Para
diferenciar las 2 zonas a estudiar de cada muestra, se cuantificaron los hepatocitos
en mitosis incluidos hasta 5 hileras alrededor de la zona periportal y de la vena
centrolobulillar (perivenular), observandose un total de 1500 HPP y 1500 HPV. Se
analiz6 una muestra de higado por animal y 6 animales por cada punto horario
(n=6) (Nagy et al., 2001). Se obtuvo el indice mitético de cada animal (metafases
colcemidicas x100/hepatocitos totales x10), y con estos datos, se calcul6 la media
+ ESM (n=6) para la zona periportal y perivenular de cada punto horario (lote).
Los valores zonales dentro de cada lote fueron comparados mediante el t-test de
Student. Ademas, se utilizo ANOVA para comparar los valores de las medias de AM
por zona, a las 12/50, 16/54 y a las 20/58 HD/HPH, considerando como
estadisticamente significativa una diferencia entre los grupos de p<0,05, y el pos
test de Comparaciones Multiples de Tukey-Kramer.

Con el objetivo de que se pudiese analizar y comparar la AM de los hepatocitos
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periportales y perivenulares de los lotes de las 12/50, 16/54 y de las 20/58
HD/HPH con algtan valor de AM previamente estudiado, se incluy6 en el anélisis
estadistico el punto horario de las 08/46 HD/HPH (Fernandez Blanco, 2016). Por
tal motivo, no se consideraron los animales de este punto horario en el total de
ratones utilizados.

Los valores de la AM se encuentran en un “valle” cuando son minimos y tienen
diferencias estadisticamente significativas respecto de un valor de AM méximo previo.

Resultados

Cuando se compararon los valores de las medias de AM, desde las 08/46 (Fernandez
Blanco, 2016) hasta las 20/58 HD/HPH, se observd que existian diferencias muy
significativas entre las 08/46 (valor maximo) y las 16/54 y 20/58 HD/HPH (valores
minimos), para ambas zonas analizadas (p<0,01) (Figura 1, Tabla 1). Ademas, en la
zona periportal, se observaron diferencias significativas entre los puntos horarios de
las 12/50 HD/HPH (valor méaximo) con el de las 16/54 HD/HPH y con el de las
20/58 HD/HPH (valores minimos) (Tabla 1).

No se encontraron diferencias significativas en la AM de los hepatocitos
periportales y perivenulares punto a punto en ninguno de los tiempos
estudiados:12/50, 16/54 y 20/58 HD/HPH (p > 0,05).
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Figura 1. Comparacion de las curvas de las medias de la actividad mitética de los
hepatocitos regenerantes perivenulares y periportales a diferentes horas
poshepatectomia. HPV: hepatocitos perivenulares, HPP: hepatocitos periportales.
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Tabla 1. Comparacion de los valores de las medias de actividad mitética de los hepatocitos
regenerantes entre los puntos horarios analizados.

HPV HPP
__HD/HPH vs HD/HPH p HD/HPH vs HD/HPH 2
08/46* vs 12/50 NS 08/46 vs 12/50 NS
08/46 vs 16/54 <0,05 08/46 vs 16/54 <0,01
08/46 vs 20/58 <001 08/46 vs 20/58 <0,01
12/50 vs 16/54 NS 12/50 vs 16/54 <0,05
12/50 vs 20/58 NS 12/50 vs 20/58 <0,05
16/54 vs 20/58 NS 16/54 vs 20/58 NS

Hepatocitos regenerantes perivenulares y periportales a diferentes horas poshepatectomia. HPV:
hepatocitos perivenulares, HPP: hepatocitos periportales.

Discusion y conclusiones

Se sabe que la capacidad replicativa del ADN de los hepatocitos, en condiciones
normales, es muy baja, ya que se encuentran en un estado quiescente. Sin embargo,
ante cualquier tipo de lesion esta situacion se revierte. En el modelo de regeneracion
hepatica que se produce tras una hepatectomia parcial, donde se extirpan dos tercios
del higado, el tejido hepatico remanente experimenta un crecimiento hasta
restaurar la masa hepatica original. Los hepatocitos responden a factores de
crecimiento liberados en respuesta, produciéndose la activacion de genes
tempranos, y comienzan a proliferar, como resultado de que entran sincréonicamente
a la fase G1 del ciclo celular, contintan en la fase S y ocurre la mitosis (Cascales
Angosto, 2009; Michalopoulous, 2010). En este sentido, se ha demostrado que los
ratones jovenes que habian sido sometidos a una hepatectomia parcial presentaban
variaciones de la ADNs de los hepatocitos, con dos picos, uno situado a las 20/34
(zona periportal) y otro, a las 00/38 HD/HPH (zona perivenular) (Fernandez
Blanco et al., 2015). Cuando se analiza el crecimiento del higado mediante la AM,
también se observan variaciones en sus niveles. Sin embargo, en este caso, el pico
para los HPP y HPV ocurre a la misma hora (08/46 HD/HPH) (Fernandez Blanco,
2016). De esta manera, y en concordancia con los eventos del ciclo celular, el pico
de AM ocurre entre unas 8 y 12 h después del pico de la ADNs (Furnus et al., 2003).

Cuando analizamos los resultados de este trabajo, observamos que los
hepatocitos que presentaban un pico de AM a las 08/46 HD/HPH (Fernandez
Blanco, 2016) mantienen niveles elevados de proliferacion durante 4 h méas (12/50
HD/HPH), tras la cual, la AM disminuye bruscamente, alcanzando un valle entre las
16/54 y 20/58 HD/HPH, en ambas zonas. Sin embargo, cuando nos enfocamos en
el area periportal, la curva de AM se acentda, con una caida ain mas pronunciada
de los valores desde las 12/50 HD/HPH hasta las 16/54 y 20/58 HD/HPH, lo cual
en parte se debe a que los valores de AM observados a las 12/50 HD/HPH presentan
valores maximos similares a los de las 08/46 HD/HPH (Fernandez Blanco, 2016),
mientras que los valores de las 16 /54 y 20/58 HD/HPH siguen manteniéndose bajos
como los de la zona perivenular. A pesar de que no se encontraron diferencias en la
AM entre los HPP y los HPV punto a punto, existe una tendencia de los hepatocitos
periportales a presentar un ritmo de proliferacion mas evidente que los de la zona
perivenular. Esto podria ser explicado, al menos en parte, a que los HPP reciben un
mayor aporte de oxigeno y de nutrientes.

Diferentes autores demostraron que el pico de AM del higado de ratones
hepatectomizados ocurre a las 08 h del dia, como es el caso de Russo & Echave
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Llanos (1964), que analizaron la AM durante 3 dias consecutivos, o como Andrini et
al. (2013), que estudiaron la misma variable en ratones adultos portadores de un
tumor. Este hecho demostraria que un reloj biolégico controla la transiciéon G2/M
del ciclo celular, lo cual explicaria la coincidencia en la hora de maxima proliferacion
hepatocitica en los diferentes experimentos, incluyendo el de las 08/46 HD/HPH
(Fernandez Blanco, 2016), realizado en ratones jévenes subhepatectomizados con
anterioridad.

La regeneracion hepatica in vivo parece presentar una respuesta bifasica.

Durante la primera ronda de division, los hepatocitos son las tnicas células
hepaticas que se encuentran involucradas en la replicacion del ADN y en la actividad
mitotica. La segunda ronda mitotica, que es menos sincronica, ocurre mas
tardiamente y en ella participan todas las células hepaticas, tanto parenquimaticas
como no parenquimaticas. A los tres dias de la reseccion quirtrgica, el higado ha
recuperado mas de la mitad de las células perdidas, y el proceso regenerativo finaliza
entre los ocho y los diez dias (Cascales Angosto, 2009).
Echave Llanos et al. (1985) analizaron la AM de los hepatocitos de ratones adultos
hepatectomizados desde las 20 h siguientes a la hepatectomia parcial, hasta alcanzar
las 240 HPH. En cada periodo circadiano, los valores de AM de los hepatocitos del
higado adulto alcanzaron valores maximos cerca del mediodia, exhibiendo un
primer pico a las 48 h posteriores a la cirugia, y valores minimos o de AM nula, en
el periodo de oscuridad (noche). De manera similar, en los ratones jovenes la AM de
los hepatocitos fue méaxima 46 HPH (Fernandez Blanco, 2016), mientras que los
valores minimos se ubicaron cercanos al inicio del periodo de oscuridad (18 h),
coincidiendo en este aspecto también con los autores. Por otra parte, el segundo pico
de AM en los ratones adultos se alcanza 20 h después del primero. Como existen
algunas similitudes en el momento donde se expresa la maxima y minima AM de los
hepatocitos entre los ratones adultos y jovenes y como, ademas, hay 20 h de
diferencia entre el primer y segundo pico de AM de los adultos, podriamos pensar,
que el segundo pico de AM en los jovenes podria ocurrir con posterioridad y en un
lapso cercano a los valores minimos hallados para este grupo. Esto podria estar
apoyado por las observaciones realizadas por Fausto et al. (2006) quienes
encontraron que después de la hepatectomia parcial, el 95% de los hepatocitos de
ratones jovenes se replican entre 30 y 69 h posteriores a la hepatectomia.

En un trabajo previo en el que se analiz6 la ADNs de los HPP y de los HPV de
higado regenerante poshepatectomia parcial, desde las 12/26 HD/HPH y cada 4 h
hasta las 08/46 HD/HPH, se pudo demostrar que la ADNs de los hepatocitos
periportales y perivenulares de ratones de 28 dias presentaban variaciones
circadianas y que sus valores maximos se encontraban comprendidos en un periodo
entre las 20/34 y las 00/38 HD/HPH (Fernandez Blanco et al., 2015). Estos
resultados coinciden con lo hallado por Garcia et al., (2010), quienes estudiaron la
ADNs desde las 12/26 hasta las 12/50 HD/HPH en los hepatocitos de ratones
adultos subhepatectomizados. De esta manera, se puede inferir, que la ADNs en el
higado de estos ratones no varia con la edad. Esto podria deberse a que las ADNs no
es una variable que depende de un reloj circadiano, por lo que ocurre 36 h
posteriores a la hepatectomia parcial, independientemente de la hora en que se haya
realizado la cirugia (Fausto et al., 2006). También se confirma la cronobiologia de
los eventos de la proliferacion celular con los estudios realizados en los hepatocitos
jovenes, dado que el valor maximo de AM de los hepatocitos regenerantes
(poshepatectomia parcial) ocurre aproximadamente 8 h posteriores al pico ADNs
(Furnus et al., 2003).

A pesar de que los hepatocitos parecen similares, numerosos estudios de
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perfiles funcionales y de expresion han revelado su diversidad funcional y
anatomica; esta diversidad de los hepatocitos es un requisito previo critico para
mantener la funcién hepatica (Martini et al., 2023). Para asegurar las funciones
metabolicas y la cantidad de células en el higado, se requiere la division de estas
funciones para lograr un balance entre el metabolismo y la proliferacion. Sun et al.
(2021), determinaron que los hepatocitos de la zona 2 del acino hepatico (que
corresponde a los hepatocitos mediozonales, ubicados entre los HPP y HPV) eran
células proliferantes y que presentan una menor expresion de genes metabolicos.
Siguiendo con estos autores, asi como en la zona 2 existe un predominio de la
funcion proliferativa, en las zonas periportal y perivenular (equivalentes de las zonas
1 y 3, respectivamente), podria haber un aumento de la activacion de genes
metabolicos en sus respectivas zonas, con lo cual habria hepatocitos encargados de
mantener las funciones metabolicas vitales del higado y otros, responsables del
mantenimiento del pool de hepatocitos (Martini et al., 2023). Cuando analizamos
los resultados de nuestro estudio observamos que la proliferaciéon hepatocitica de
los HPP y HPV, es similar y con valores mas bajos respecto del pico de las 08/46
HD/HPH. Esto nos lleva a pensar que los hepatocitos de las zonas periportal y
perivenular podrian tratarse de células que, al menos en el intervalo de tiempo
considerado y bajo el tipo de injuria de una hepatectomia parcial, se corresponden
con los hepatocitos cuya identidad se relaciona mas con las funciones metabolicas,
y no tanto con una renovacion del pool celular, lo cual concuerda con los bajos
indices mitoticos hallados en los HPP y HPV entre las 50 y 58 h luego de la
hepatectomia parcial.

En relacion con lo antes expuesto, se puede afirmar que los bajos valores de
AM de los hepatocitos correspondientes a las 54 y a las 58 h poshepatectomia
parcial, se encuentran entre una ola proliferativa y la siguiente. Al mismo tiempo,
estas células podrian estar desempenando un papel distinto al de la renovacion
celular tras la hepatectomia parcial.

Para finalizar, como la identidad hepatocitica es dinamica y esta en directa
relacion con la demanda metabdlica y/o proliferativa del higado, y del tipo de
injuria, sera necesario incluir en el disefio de futuros trabajos de investigacién el
estudio de la tres zonas hepaticas (periportal, mediozonal y perivenular) con el fin
de evaluar no soélo la actividad proliferativa de los hepatocitos en un intervalo de
tiempo determinado poshepatectomia, sino también, los distintos parametros
metabolicos.
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