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Abstract

Cell Nucleus morphometry during hepatic regeneration.

There are many evidences on the importance of nuclear growth/ chromatin
changes related to cell proliferation. The aim of this work was to study
the nuclear morphometry of hepatocytes during regeneration in the rat by
means of light and electron microscopy in order to quantify the variations
of nuclear volume and chromatin condensation.

From nuclear sections of normal and partial hepatectomized rats, the
mean nuclear volume was calculated. Using a stereological analysis from
Saltykov, nuclear size classes were identified and quantified. The mean nu-
clear volume increased by a factor of 1.8 during the activation process
preceding the onset of DNA synthesis although nuclei from different size
classes at quiescence showed different behaviour.

The changes in the volume density of nuclear electron-dense material,
measured at different times after partial hepatectomy, are closely corre-
lated with heterochromatin measuraments from other authors.

Introduccid

Al fetge de rata adulta Jove, els hepatdcits constitueixen el 78% del
volim parenquimdtic i es troben ra un estat ‘quiescent, és a dir, fora del
cicle cel:lular, gairebé en la seva totalitat. Al practicar una hepatecto-
mia parcial, a les poques hores els hepatdcits entren al cicle i aixé es
pot detectar mesurant la sintesi de DNA i el percentatge de mitosi durant
el procés regeneratiu. Aquesta resposta deguda a la pérdua de massa hepa-
tica és produida per quasi bé tots els hepatdcits encara que es dona una a-
sincronia dins de la poblacié de manera que hi ha hepatdcits que responen
més aviat que altres a 1l'estimul.Aquesta asincronia reflexe un diferent com-
portament dels hepatdcits que pot produir-se tant a la transicidé de l'estat
de quiescencia a l'estat proliferatiu com al llarg del cicle cel.lular.

Es coneixen molts factors que estan implicats a la resposta p;olifera—
tiva dels hepatdcits durant el procés de la regeneracié (Bucher , 1963).
Alguns d'ells actuen ja poc temps després d'haver-se practicat 1l'hepatecto-
mia parcial i estan relacionats amb el pas de l'estat quiescent al prolife-
ratiu. A diferents tipus cel.lulars s'ha vist que hi ha una correlacié errtre
el volum nuclear i l'entrada a la fase S del cicle cel.lular (Yen i Pardee,

1979). Els canvis funcionals durant el cicle cel.lular probablement depenen

de l'estructura de la cromatina. Estudis in vitro suggereixen que hi ha una




descondensacid de la cromatina conjuntament amb 1l'ircrement de la sintesi de

0) al proliferatiu (Gl) i

una descondensacidé i augment de la sintesi de DNA durant la trancisid G.-S

1
(Giaretti et al., 1982).

RNA durant la transicidé de l'estat de quiescencia(G

En aquest treball hem volgut estudiar , mitjancant técniques morfoldgi-
ques si durant la regeneracié hepatica es produien canvis als nuclis dels he-
patdcits que afectesin al seu tamany o al grau de condensacid de la seva cro-
matina, especialment durant la fase pre-replicativa.

Material i métodes

S'han emprat rates Sprague-Dawley mascles de 200-250 grams de pes i de
8-10 setmanes d'edad. L'hepatectomia parcial s'ha realitzat segons el métode
descrit per Higgins i Anderson (1931).

Per microscopia dptica s'ha incluit el teixit amb EPON i s'han fet talls
d'una micra de gruix. A partir de les fotografies obtingudes s'ha mesurat la
superficie dels perfils nuclears dels hepatdcits amb un analitzador semi-auto-
matic d'imatges KONTRON-MOP 20. Per cada punt s'han mesurat 600 seccions de
nuclis (200 per animal). L'excentricitat dels perfils estava compresa entre
0.8 i 1.0 per lo que s'han considerat esférics. El volum nuclear aixi com
1'obtencié dels diferents tipus de nuclis s'han estimat a partir del diame-
tre mig segons el métode de Saltykov (1957).Esséncialment aquest métode es
basa en: a)determinacié de les seccions de diametre maxim.b) distribucid dels
didmetres experimentals en un histograma en classes d'intervals de progressié

l:i. amb limit superior al diametre maxim. c)calcul de

geométrica de rad Tk
les seccions totals generades per els diferents tipus de nuclis. El1 nombre

de seccions NAl,que apareixen a l'interval superior de l'histograma tnica-
ment pot venir dels nuclis més grans. Una vegada calculat NAl es repeteix

el procés pel tipus de nucli inmediatament inferior i aixi succesivament

fins que ja no guedin seccions. A partir d'aqui es pot calcular el nombre de
nuclis de cada tipus per unitat de volum.

Per microscopia electrdnica a partir dels talls ultrafins s'han foto-
grafiat 100 nuclis d'hepatocdits per animal utilitzant tres animals per cada
punt a un augment final de X 15000. S'ha superposat un reticle de superficie
de 16 mm2 d'unitat i1 s'ha valorat la superficie de material electrodens res-
pecte a la superficie total de cada nucli. Els nuclis que presentaven nucl2ol

se'ls hi ha restar la seva superficie de manera que el calcul de la quantitat

de material electrodens s'ha realitzat utilitzant la relacid

_ Superficie eocupada per material electrodens

~ Superficie total del nucli - Superficie nucléol
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Resultats

A) Estimacid del volum mig i classificacid dels diferents tipus de nuclis

A la figura 1A es presenta la grafica dels volums nuclears (a) estimats
a partir del radi mig calculat per el métode de Saltykov i les corbas de sin
tesi de DNA (b) i de mitosi (c¢) presentades 'a un treball anterior (Serrato-
sa , 1981). A les 12 hores de regeneracié hepatica es pot veure un augment
considerable del volum dels nuclis respecte als valors control (1.8 vegades).
Durant el periode'comprés entre les 12 i les 24 hores el volum continua aug-
mentant arribant a un valor maxim a les 24 hores (2.4 vegades respecte a les
O hores) que coincideix amb el maxim de nuclis que sén a la fase S. Després,
el volum va disminuint a mesura que els nuclis van passant per la mitosi (el
maxim de mitosis es troba a les 29-30 hores ). No obstant, el volum nuclear
mig durant les 48 primeres hores de la regeneracié té sempre valors més alts
que els valors trobats a les O hores (1.6 vegades respecte al control a les
48 hores).

A la Taula I es donen els resultats obtinguts pel métode de Saltykov de
les diferents classes de nuclis i el nombre que n'hi ha de cadascin per ua
3 106. Per tal de comprobar la seva evolucid durant el procés regeneratiu
s'han normalitzat aquests valors respecte als obtinguts a les O hores i sén
els que es presenten a la taula II on s'expresa el nombre de nuclis que hi
ha de cada tipus sobre un total de 257 nuclis que sén els que hi ha per psx

106 a les rates normals.

diametre volum 0 hores 12 hores 24 hores 36 hores 48 hores
12 904 - 14 58 25 12
9.53 453 33 154 - 131 110
Toa DT 227 205 10 —— 15 42
6.01 113 ‘19 - - i L
Totaly 257 178 143 171 164

3 3
Taula I. Nombre i tipus de nuclis trobats per u x 106 a les diferents hores
; 3
a les que s'ha fet l'estudi. Eldiam. es dona en U i el volum en u . Per cada
hora s'han utilitzat tres animals dels quals s'han mesurat 600 seccions de

nuclis d'hepatdcits ( 200 per animal ).

A la figura 1B es presenten els resultats de la taula II que poden ser
observats en relacid a les corbes de sintesi de DNA i de mitosi de la part

superior (1A, a i b). L'evolucié dels diferents tipus de volums nuclears s'ha

obtingut a partir dels segiients pasos: 1) Periode 0-12 hores. A les O hores
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diametre volum O hores 12 hores 24 hores 36 hores 48 hores
12 904 -— 21 104 38 19
9.53 453 33 222 153 197 172
7457 227 205 14 —— 22 66
6.01 113 19 - —— - -
Total 257 257 257 257 257

Taula II. Normalitzacid dels valors presentats a la taula I. S'ha referit a
257 nuclis que és el valor trobat a les O hores per poder comparar la seva

evolucié durant el procés regeneratiu.

hi han tres classes de nuclis amb una relacidé de volums 1:2:4 i a les 12
hores també es troben 3 classes de nuclis amb una relacid de volums de 2:4:8.
L'increment global de volum nuclear observat és de 1.8 vegades el valor con-
trol (figura 1A, a). S'ha considerat que és poc probable que un nucli passi

a dues categories superiors de volum. Dels nuclis més petits (113 ua) que es
troben a les O hores no n'hi ha cap a les 12, és a dir, el 100% han passat a
una categoria superior de volum. Dels nuclis mitjans, com a minim el 93% han
passat a una categoria superior de volum i dels nuclis grans, com a maxim un
63% augmenten de volum. De manera que els nuclis petits i els mitjans a les
12 hores han augmentat més de volum que els nuclis grans. 2) Periode 12-24
hores. A les 24 hores es troben dues classes de volums de nuclis en una re-
lacié de 4:8. E1 100% dels nuclis petits han passat a una classe superior de
volum. Dels nuclis mitjans, ho fan un 37.38% i dels grans, cap passa a una
classe superior de volum ja que no apareixen classes superiors a 904 ua.

3) Periode 24-36 hores. A les 36 hores les classes de volums sén les mateixes
que a les 12 hores. Cal considerar que en aquest estadi ja hi han cél.lules
que han passat per la mitosi, és a dir, que a més de 1l'augment de volum per
part d'alguns nuclis s'ha de tenir en compte que d'altres han disminuit el
seu volum com a conseqiiencia de la divisidé cel.lular. E1 fet que cada nucli
quan es divideix en proporciona dos fa que calgui modificar la normalitzacid
anterior per un factor de correccié (l+m) on m seria la proporcidé de cél.lu-
les que han passat per la mitosi. Considerant x, la proporcié de nuclis grans
que han passat per la mitosi i y la proporcidé de nuclis mitjans que passant

a una categoria superior de volum i z, la proporcidé de nuclis mitjans que han
passat per la mitosi, es pot plantejar un sistema d'equacions que contempli
aquests factors i els resultats obtinguts durant aquest periode de temps (re-

sultats de la cinquéna i siséna columnes de la taula II). S'ha trobat que u-

nicament hi ha solucions possibles quan 0.27% m = 0.46. Aquest resultat esta
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d'acord amb 1l'index mitdtic acumulat que hem calculat durant aquest periode
a partir dels resultats obtinguts de la corba de mitosis considerant que la
duracié d'aquesta és d'una hora. El valor m, calculat d'aquesta manera ens
ha donat 0.29 i substituint-el en el sistema d'equacions es troba que el 58%
dels nuclis grans (8v) es divideixen i dels mitjans (4v), un 9% es dividei-

¥en i un 4% augmenten a una categoria superior de volum.

Iy

600
1A)

400( a

3 2 24 38 Ca

Figura 1. (A) : a) Corba que representa el volum nuclear calculat a partir
del radi mig trobat a les diferents hores pel métode de Saltykov. Al'abscissa
hores de regeneracidé i a l'ordenada el volum en “3. b) Corba de sintesi de
DNA. A 1l'ordenada percentatge de nuclis marcats trobat per autorradiografia.
c) Corba de mitosis. A 1'ordenada percentatge .de mitosis x 10.

(B) : Evolucié dels volums nuclears. Les rodones indiquen els diferents
tipus de nuclis segons el seu volum nuclear en pa ( ordenada ). Dins de cada
cercle s'indica el % de nuclis que hi ha de cada tipus. Amb les fletxes, el
% de nuclis de cada categoria de volum que pot haver passat a una categoria
diferent o que es mantenen a la mateixa que tenien. Aquest esquema s'ha ela-
borat a partir dels resultats de la taula II seguint els passos explicats al

text.

B) Valoracié de la quantitat de material electrodens als nuclis durant la

regeneracio




A la figura 2 es donen els resultats obtinguts conjuntament amb les cor-
bes de DNA i de mitosis. Es pot observar una disminucidé del material electro-
dens durant les sis primeres hores i un augment que retorna als valors con-
trol entre les 6 i les 12 hores. A partir d'aquest moment, es produeix unal-
tre disminucié que concorda amb la sintesi de DNA i un augment en el periode

que correspon al maxim de cél.lules que es troben en mitosi.

wF Figura 2. Relacid entre la su-
perficie ocupada per material

electrodens i la superficie

aoel_
! total dels nuclis a les dife-
rents hores de regeneraciéd.
s Els valors s'han obtingut a
partir de microfotografies e-
204 lectrdoniques a un augment de
x 15000 . a) Percentatge de
o i : nuclis marcats per autorradio-

a 0 grafia. b) Percentatge de mi-

tosis . x 10.

Discussid

Hem comprovat que quan es fa un estudi comparatiu del volum mig dels nu-
clis dels hepatdcits, qualsevol dels métodes que hi ha per estimar aquest va-
lor a partir de seccions que provenen de cossos esférics,tots donen els ma-
teixos valors relatius. -Per tant, tots sén adequats. Presentem Unicament els
valors obtinguts pel métode de Saltykov ja que aquest permet classificar en
diferents classes de volums les seccions que provenen de poblacions d'esferes
de diferents tamanys, que és el cas dels nuclis dels hepatdcits on és sap
que hi ha nuclis 2n, 4n, 8n (Jacobj, 1925) i que hi ha.una relacié directe
entre el grau de ploidia i el volum que tenen aquests diferents tipus de nu-
clis

Es pot veure que hi ha un gran increment del volum nuclear a les 12 hores
de regeneracidé (1.8 vegades el valor control). Aquest increment es produeix
abans que els nuclis comencin a sintetitzar DNA, a la fase pre-replicativa.

De manera que el pas de l'estat de quiescencia dels nuclis al de sintesi de

DNA vé caracteritzat per un augment considerable del volum nuclear. Es creu
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que 1l'augment de volum nuclear es deu fonamentalment a 1'acumulacid neta de
proteines (LLoyd et al., 1982). Entre les 12 i les 24 hores continua augmen-—
tant el volum mig dels nuclis. Durant aquesta fase, l'augment seria atribui-
ble principalment a la sintesi de DNA que té el seu punt maxim entre les 22

i les 24 hores. De manera que els resultats obtinguts de l'analisi morfoldgi-
ca concorden perfectament amb la cinética de sintesi de DNA dels nuclis. A
les 36 hores trobem que disminueix el volum respecte a l'estadi anterior i
aixé també concorda amb el fet que entre les 24 i les 36 hores una bona part
de nuclis ja han passat per la mitosi. A les 48 hores el volum mig dels nu-
clis continua augmentat respecte als valors control (nuclis quiescents). Pen-
sem que aquest augment reflexe que el creixement que es produeix als nuclis
durant la transicidé des de l'estat de quiescencia al proliferatiu es manté
mentre els hepatdcits estan al cicle cel.lular.

El métode de Saltykov, degut a la seva particié en classes que es troben
en progressié geométrica,fa que les relacions d'una classe de volum respec-—
te l'inmediat superior siguin gairebé d'1:2, de manera que no poden apareixer
classes de volums intermedies encara que realment puguin existir. Considerem
que els nuclis dels hepatdcits a les rates control sén adequats per utilitzar
aquest tipus de particidé ja que reflexen aquesta situacid: Els tipus de nu-
clis que es troben segons la seva ploidia reflexen una proporcid volumétri-
ca 2:4:8 (Jacobj, 1925). D'altra banda , la proporcié de nuclis que trobem
de cada categoria de volum a les rates control (13% dels grans, 80% dels
mitjans i 8% dels petits), estd perfectament d'acord amb els obtinguts per
rates d'edad similar a les nostres mesurant la quantitat de DNA que hi ha
per nucli i el nombre de nuclis de cada classe de ploidia per métodes micro-
espectrefotométrics (Carriere, 1969). Aixé ens fa pensar que la particid és
bona. A les 12 hores també hi han tres tipus de nuclis i tots han crescut
passant a una relacidé volumétrica de 2:4:8 , perd no ho han fet de la matei-
Xa manera: els petits el 100% , els mitjans el 93% mentre que els grans tni-
cament el 63%.

A les 24 hores, solament es troben dues categories de volum. Aqui, una bo-
na part dels nuclis estadn sintetitzant DNA i és evident que hi hauran nuclis
que estaran entre 2n i 4n i altres entre 4n i 8n, perd que el métode de par-
ticidé no pot classificar com a tals. De qualsevol manera, també queda refle-
xat que els nuclis es comporten diferentment segons el seu tamany: Tots els
petits han passat a una categoria superior de volum mentre que dels grans
cap ho ha fet ja que no hem trobat seccions superiors a 12 micres de diime-

tre. A les 36 hores, cal considerar la reduccidé de volum deguda a la divisié

cel.lular. En efecte, els resultats estimats aixi ho reflexen ja que tornen
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a apareixer tres tipus de volums de nuclis amb una proporcidé 2:4:8. Dels nu-
clis que eren més grans a les 24 hores, el 58% s'han dividit i dels mitjans
el 9%. Aquesta proporcid relativament baixa podria ser explicada per 1l'exis-
tencia dins la classe 4v de nuclis 8n que no han respost a l'estimul.

Respecte a la quantificacid del material electrodens s'observa com a un
estadi molt inicial després de l'hepatectomia hi ha una gran disminucid que
té el seu minim valor a les 6 hores. Entre les 6 i les 12 hores hi ha un in-
crement que condueix a valors semblants als control a les 12 hores. Aquests
canvis es donen, per tant, abans de la sintesi de DNA, mentre que la disminu-
cié d'aquest material a partir d'aquest moment coincideix amb la sintesi de
DNA. El material nuclear electrodens es composa esséncialment de cromatina
condensada o heterocromatina. Briane et al. (1978), a partir de cromatina
extreta de rates normals i regenerants i mitjangant un assaig d'accessibili-
tat de la cromatina a la RNA polimerasa troben que a les 6 hores després de
l'hepatectomia parcial hi ha una eucromatinitzacid. A les 12 hores la quan-
titat deucromatina disminueix, per tornar a augmentar entre les 16-20 hores.
La similitud d'aquests resultatsamb els nostres demostre que hi ha una bona
correspondéncia entre ambdos métodes- funcional i morfoldgic-de quantititzar
l'estat comformacional de la cromatina.

La subdivisid del procés d'activacid proliferativa de cél.lules quiescents
en una primera etapa d'activacid o d'adquisicié de competencia proliferativa
(entrada al cicle cel.lular des de l'estat de quiescencia) i a una segona de
progressidé cap a la fase de sintesi de DNA troba soport experimental en els
estudis sobre l'evolucidé del contingut cel.lular de RNA i de la sensibilitat
de la cromatina a la desnaturalitzacié acida (Darzynkiewicz et al., 1980) .1
també en les relacions entre activacid proliferativa, cicle centriolar i fac-
tors de creixement (Tucker i Pardee, 1982). En el cas de la regeneracidé hepa-
tica, dues ones d'acumulacid d'AMP ciclic amb maxims a les 4 i a les 12 hores
marquen les corresponents etapes. Els nostrés resultats sobre la morfometria
‘del nucli de l'hepatdcit durant la regeneracié concorden aproximadament amb
aquest esquema: el creixement de volum nuclear entre les O i les 12 hores -
clarament independent de la sintesi de DNA-, i del cicle de relaxacidé-conden-
sacid de la cromatina en el mateix interval correspondrien a la primera eta-
pa i la relaxacidé de la cromatina a partir de les 12 hores a la segona. L'in-
crement durant les primeres 12 h. podria ser explicat primerament per una re-
laxacidé de la cromatina i després per acumulacidé de RNA i proteines, doncs,
durant aquesta etapa la sintesi de RNA aumenta considerablement (Fujikoa et

al., 1963). Durant el periode estudiat (48 hores) el volum nuclear no retor-

na als valors propis dels hepatdcits quiescents, la qual cosa concorda amb
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el manteniment de 1l'estat de competencia proliferativa fins al restabliment

de la massa hapatica inicial.
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