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ACCION DEL EXTRACTO DE HIGADO DE RATONES PARCIALMENTE
HEPATECTOMIZADOS SOBRE LA ACTIVIDAD MITOTICA DE LOS
ENTEROCITOS DEL RATON JOVEN

JOSE M. SURUR, AMADC F. BADRAN
Cétedra A de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata

Resumen En un trabajo anterior demostramos que el plasma de ratones adultos obteni-

do 36 horas post hepatectomia parcial, ejerce un efecto inhibitorio en la activi-
dad mitdtica de los enterocitos cripticos duodenales del raton joven. En el presente traba-
jo se analiza la posibilidad de que dicho efecto se origine en algin factor del higado
regenerante. Para ello se estudia la accién del extracto de higado de ratones adultos (90
dias) obtenido 36 horas después de su hepatectomia parcial (70%), sobre la actividad
mitdtica de los enterocitos de ratones jovenes, analizando 3 niveles celulares de las crip-
tas duodenales. Se emplearon 36 ratones hembra de la cepa C3H/S de 27 dias de edad
la mitad de los cuales recibié, a las 16:00 horas, una inyeccidn intraperitoneal de solu-
cion fisioldgica, y los restantes extracto hepdtico (0,01 ml/g). Lotes de B animales de cada
grupo se sacrificaron a las 08:00/16, 12:00/20 y 16:00/24 (hora del dia/horas post trata-
miento) previa inyeccién de colchicina (2pgfg) 4 horas antes. Los resultados, expresados
como metafases colchicinicas por mil nicleos, demuestran que la actividad mitotica, en
los animales tratados con extracto, es significativamente menor con respecto a los testi-
gos. El efecto inhibidor se manifiesta en los niveles celulares de 1 a 4 y de 5 a 12 células
de las criptas analizadas. En el nivel superior, de 13 a 20 células, no se aprecia ninguna
modificacion de la actividad proliferativa. Esta inhibicién de la actividad mitdtica de los
enterocitos de las zonas basal y media de las criptas duodenales es probablemente de-

bido a factores hepéaticos difusibles.
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Los mecanismos de conftrol de los procesos de
proliferacidén celular, adn no han sido totalmente
aclarados. Se han emitido varias teorias que pos-
tulan la presencia de factores promotores y/o
inhibidores autorreguladores del crecimiento, en
las poblaciones celulares'-2. Por otra parte en
nuestro laboratorio hemos demostrado que el re-
sultado de la administracion del extracto hepati-
co es funcion del estado de los animales recep-
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tores? y también que ejerce una accidn inhibitoria
sobre el indice mitdtico, la sintesis y el conteni-
do de ADN, el contenido de ARN y proteinas del
higado regenerante®. Del mismo modo demostra-
mos que el plasma de ratones adultos intactos y
el obtenido 36 horas después de la hepatectomia
subtotal (70%) ejercen un efecto inhibidor de la
actividad mitética de los hepatocitos y enterocitos
del ratén joven®,

La cripta ducdenal, constituye uno de los mo-
delos mas adecuados para los esiudios de
cinética celular, debido a que permite analizar a
qué nivel se pone en evidencia un eventual efec-
to, empleando el modelo de Loeffer y Potten, que
toma en cuenta la ubicacion, el nimero y las se-
ries proliferativas de las stem celis*®.
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En el presente trabajo se estudia el compor-
tamiento proliferativo de la poblacidn enterocitica
en ratones tratados con exiracto de higado de ra-
tones adultos, obtenido a las 36 horas después
de su hepatectomia parcial, intentando estable-
cer si el tejido hepatico tiene algun grado de in-
tervencion en el efecto demostrado por el plas-
ma de animales en similares condiciones experi-
mentales.

Material y métodos

Animales: Se utilizaron ratones endocriados de la
cepa C3H/S, colocados en condiciones de estandari-
zacién para andlisis de periodicidad (los valores de la
variable estudiada presentan variacidn circadiana). Los
animales se aislaron en un cuarto =ad hoc= en cajas
individuales con agua y comida ad libitum, bajo un ré-
gimen de lluminacion con luz artificial directa de 06:00
a 18:00 horas, alternando con doce horas de oscuridad
(de 18:00 a 06:00 hs.). a una temperatura de 22 = 2 °C,

Dadores de Extracto: 10 ratones adultos de 90 dias,
hepatectomizados (70%) a las 14:00, hora comecta de
operacion eslablecida previamente por nuestro grupo de
trabaja’?,

Extracto: Sobrenadanta 02:00/36 HD/HPH (Hora del
Dia/ Horas Posthepatectomia) del homogeneizado de
higado (1 gramo de higado en 10 ml de agua destila-
da) con 10 golpes de émbolo en 30 segundos, utilizan-
do un Potter Dual en bafo de hielo, centrifugado a 4° C,
a 4000 rpm, durante 10 minutos.

Receptores de solucidn fisiolégica (SF) y extrac-
to (E): En total se utilizaron 36 hembras jovenes de 27
+ 2 dias de edad, 6 por punto de control. La mitad de
los animales, testigos internos o controles, recibid SF.
La olra mitad, experimantales o tratados, recibid axtracto
hepatico,

Disafio Expenimenial

Administracién de extracto y solucidn fisiologi-
ca: Se buscd un efecto en el pasaje G1-5 del ciclo ce-
lular, por lo gue se inyectd por via intraperitoneal una
dosis de 0,01 ml de extracto o de solucidn fisicldgica,
por gramo de peso corporal del receptor, a las 16:00
horas, antes de la parte ascendente de la curva de sin-
tesis de ADN.

Administracién de colchicina: para detener las mito-
sis en metafase, se administraron 2 pg de colchicing (en
0,01 ml de agua destilada) por gramo de peso, por via
intraperitoneal, 4 horas antes del sacrificio de los anima-
les.
Control: se controlaron las metatasaes colchicinicas en
3 niveles celulares: correspondientes a las hileras de
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1-4, de 5-12 y de 13-20 de 20 criptas duodenales, (B0D a
1000 células) en animales sacrificados al dia siguianta an
3 puntos horarios 08:00/16, 12:00/20 y 16:00/24 (Hora del
Dia‘horas Post tratamienta) en una franja temporal de
control que abarca, durante el periodo de reposo (luz) de
los animales la parte sincronizada de la curva circadiana
de mayor actividad mitdtica, con el objeto de detectar cam-
bios de fase qua puedan simular falsos resultados cuan-
do se confroda en un solo punto, Para detectar cualquier
electo se hizo la comparacion (t de Student) de los valo-
res punto por punto y de los promedios de los 2 puntos
controlados en las curvas testigo y problema para cada
nivel criptico.

Resultados

Los valores de la actividad mitdtica de los ani-
males tesligo, muestran que la actividad prolife-
rativa en lodos los niveles cripticos es mayor a
las 08:00/16, observandose un leve descenso a
medida gue el lapso post tratamiento se incre-
menta. Ademas se evidencia que el indice
mitdtico es muy bajo en la zona superficial, sien-
do generalmente mayor en la zona intermedia que
en la basal (Tabla 1).
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TABLA 1.— Ensayo del extracto de higado de rafones 36 horas posthepaleciomia, sobre la actividad mildlica de
los enlerocitos duodenales

Metafases colchicinicas por mil nicleos

Mival SF E
HOD/HFI Celular X +ES P< X +ES % V
; 13 - 20 68 = 06 NS 79 07 + 14
B16 5 - 12 216 = 0.4 0,001 67+ 11 - 69
1 -4 164 £ 12 0,001 03+ 03 - 88
13 - 20 2303 NS 26+ 02 + 18
12/20 5 - 12 157 + 0.2 0,001 6,8 + 03 -52
1 -4 139 + 04 0,001 0
13 - 20 13 £ 02 NS 1,8 + 0,4 + 48
1624 : 5 - 12 12,1 = 0.6 0,001 64 =07 - 47
1 -4 139 £+ 16 0,001 0101 - 89
i 12 - 20 35 =07 NS 44 + 02 +25
B+12+16 5 - 12 165 £ 11 0,001 66 + 0. - 58
1 -4 147 £ 0,7 0,001 0,1 +£01 -89
Raferencias
HOVHPT: hora dal dia / horas post tratamiento
X + ES: media aritmética + error estandar
(B+12416); Promedio de los valoras da los tras puntos estudiados
SF: solucidn fisioldgica
E: axtracio de higado
P: valoras de significacidn de las diferencias
W% porcantaje de variacidn con respecto al valor testigo
El extracto ensayado provoca una evidente Discusién

disminucién de la actividad mitdtica de las celu-
las correspondientes tanto al nivel de 1-4 como
al nivel de 5-12 células de las criptas duodenales.
La significacién de las diferencias en ambas zo-
nas alcanza un valor estadistico de p < 0,001. La
magnitud de esta inhibicion de |la actividad
proliferativa es muy notable en el nivel de 5-12
{(entre el 50 y 70%) y es casi absoluta en el nivel
de 1-4 células (99%:). Por el contrario no se ob-
serva ningin efecto en la regién mas superficial
de la cripta, nivel celular de 13 a 20. Este fend-
meno inhibitorio se puede apreciar tanto al com-
parar puntualmente los valores de actividad
mitdtica, coma asi también al comparar el prome-
dio de los valores de la franja temporal de con-
tral (figura 1).

Estos resultados sugieren la existencia, en el
extracto de higado, de factores inhibidores de la
proliferacién de los enterocitos, que pueden co-
rresponder a productos elaborados por cuales-
quiera de las aproximadamente 20 poblaciones
celulares que constituyen el tejido hepatico'.
Ademas se debe considerar que las células blan-
co, correspondientes a cada zona de la cripta,
son células con diferentes grados de diferencia-
cion®, debido a gque se encuentran en distintos
estadios del ciclo vital de los enterocitos; es al-
tamente probable que constituyan subpoblaciones
diferentes, cada una de ellas con distinta capaci-
dad de respuesta a estimulos similares. Esta hi-
pétesis se veria apoyada por la respuesta dife-
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rente de la zona superficial, cuando se compara
con las restantes.

Mo obstante, aun cuando un mismo factor pue-
de poseer distintos grados de afinidad o de
latencia para cada subpoblacion, lo que daria por
resultado respuestas diferentes, no puede descar-
tarse la posibilidad de que se trate de distintos
factores con accién especifica sobre células co-
rrespondientes a poblaciones o subpoblaciones
diferentes.

En cualquiera de las siluaciones supuecstas se
debe aceptar que elflos factores responsables
ejercen el electo inhibidor en la zona basal de las
criptas y no en la zona superficial.

Por otro lado, si se tiene en cuenta la longitud
temporal del ciclo reproductive celular, y consi-
derando que los animales recibieron el extracto
a la hora 16:00 y fueron controlados 16, 20 y 24
horas posteriores al tratamiento, podemos afirmar
que los factores que se encuentran eén al extrac-
to hepdtico ejercerian su accién en el pasaje G1-
§ del ciclo celular'?, y que mantienen su efecto
por lo menos durante todo el tiempo controlado.

El efecto que se deline en este trabajo es si-
milar al resultado, previamente descripto por no-
sotros, que se observa al tratar los animales con
plasma de ratones oblenido 36 horas después de
la hepatectomnia por lo que consideramos como
allamente probable que el efecto se debe a los
mismos factores que, producides por el higado
regenerante, pasan a la sangre (Factores difusi-
bles). No obstante no se puede descarlar que los
mismos puedan ser el resultado de mecanismos
de produccién indirecta por otros tejidos o, alter-
nativamente, el resultado del incramento de se-
crecidn de alguna glandula endocrina®™.

Con el presente experimento, no estamos en
condiciones de poder determinar cual o de gue
lipo es el agenle productor del efecto inhibidor,
No obstante la mayoria de estos productos han
sido homologados a factores de crecimiento ais-
lados por biclogia molecular (TGFa, TGFp, etc.)
o a otros productos reguladores del crecimiento
y diferenciacién celular, como son los protoonce-
genes, de conocida relevancia en la regeneracion
hepatica™ "%,
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Summary

Action of liver extract from partially
hepatectomized mice on the mitotic activity of
young mouse enterocyles

We have previously demonstraled that adull
mouse plasma obtained 36 hours post partial
hepatectomy has an inhibitory effect on the mitotic
activity of enterocytes from young mouse duode-
nal cripts. In this paper we investigate whether
this effect is derived from any regenerating liver
factor.

Accordingly, we studied the action of adult
mouse (90 days old) liver extract oblained 36
hours after partial hepatectomy (70%]), on the mi-
totic activity of young mouse enlerocytes, consid-
ering 3 cellular levels of the duodenum cripts,
Thirty six C3H/S inbred female mice (27 days old)
ware employed. Half of them received at 16:00
hour an intraperitoneal injection of saline and the
other half received liver extract (0.01 ml'g). Ani-
mals from each group were sacrificed at 08:00/
16, 12:00/20 and 16:00/24 (time of day/hours post
treatment). All the animals received an
intraperiloneal dose of colchicine (2 ug/g) 4 hours
before sacrifice.

The results are expressed as colchicine
metaphases/1000 nuclei and show thal the mitotic
aclivity is significantly lower in the animals treated
with the extract than in the controls. This inhibiting
effect is observed at the levels from 1 to 4 and
from 5 to 12 cells of the analyzed cripts. At the
superficial level from 13 to 20 cells there is no
modification of the proliferative activity. This inhib-
iting effect on the mitotic activity of ducdenum
enterocytes from the basal and intermedial zone
ol the cripts is probably due to a liver dilfusing
factor.

Bibliografia

1. Waiss P. Salf-regulation of organ growth by its own
products. Science 1952; 115: 487-8.

2. Bulloug WS. Mitotic and functional homeostasis, a
speculative review. Cancer Res 1965; 25 1683-
T27.

3. Echave Llanos JM, Bordin Cl. The growth eflect of
a raganerating liver homogenate as a function of
the rasponsiveness of the receptor. Naturwissens-
chaften 1963; 50: 201

4, Echave Llancs JM, Epele ME, Surur JM, Accidn

a



. Potten

EXTRACTO DE HIGADO Y PROLIFERACION DE ENTEROCITOS

inhitidora del homogenado lotal de higado de rato-
nes adultos, sobre el indice mitdtico, sintesis de
ADM, contenido ADM-ARMN-Protainas, materia seca,
an higada en regeneracion, Rev Soc Argent Biol
1973; 2: 234-45.

- Surur JM, Surur DM, Accidn del plasma de ratones
adultos 36 horas después de la hepatectomia; sobra
la actividad mildtica de enterocitos cripticos
duodenales en estudio sectorial. Rev Soc Cs Morfol
Lz Plala. 1995; 1: 67-74.

. Loeffer M, Stein R, Poftten CS. Intestinal cell
praliferation. & comprehensive model of steady
state proliferation in crypt. Cell Tissue 1984; 19:
G27-46.

. Potten C5, Morris RJ. Epithelial stem cells in vivo,
J Call Sci 1988, 10: 45-62.

. Paotten C5, Loaffar M. Stem calls: Aftributes, cycles,
spirals, pitfalls and uncertainties. Lessons for and
from the crypt. Development 1990, 110: 1001-20.
CS. Tha role of stem cells In the
regeneration of intestinal crypts after cytotoxic
exposure. Chemically induced Cell Proliferation:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Implications for Risk Assessmeant, Mew York: Wilay-
Liss; 1991; 155-71.

Souto M, Echave Llanos JM. The circadian right time
for hapatactomy in the study of liver regenaration.
Chronobiol Int 1985; 2: 169-75,

Echave Llanos JM. Liver lissue growth factors and
circadian rhythms in liver regeneration. Control of
cellular growth in adull organism. MNew York:
Academic Press, 1967; 209-20.

Echave Llanos JM, Badran AF, Moreno FH.
Inhibiting effect of a hepatoma extract on the milotic
rate regenerating liver. Virchows Arch Zell Path
1986; 51: 17-9.

Echave Llanos JM, Gomez Dumm CL, Surur JM:
Growth hormone release after hepalectomy.
Exparigntia. 1971, 27: 574,

Goustin AS, Leof EB, Shipley GD, Moses HL.
Growth factor and cancer, Cancer Hes 1986; 46:
1015-29.

Thompson ML, Meadl LB, Goyetle M, Fausto M.
Sequential protooncogena exprassion during rat
liver regeneration. Cancer Res 1986; 46: 3111-7.

A few observalions and much reasoning lead to error; many observations and a little

reasoning to truth,

Pocas observaciones y mucha especulacidn llevan a error, muchas observaciones y

poca especulacion a la verdad.

Alexis Carrel (1873-1944)
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