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Abstract
Morphometric study of the regenerating hepatocyte cytoplasmic compar-
tment by perfused fixation.

Structural and uwltrastructural changes in rat hepatocytes during
the first 48 hours following partial hepatectomy (p.h.) were studied.
The weight of the remaining liver at various times after 2/3 p.h. was
determinated as a percentage of its weight at the time of operation
calculated from the known weight and the percentage of removed liver.
Liver weight increase immediately after surgery and at 48 hours p.h.,
24% of the removed hepatic mass was restored.

For the microscopic and morphometric studies, livers were perfused
with gluteraldehyde. In these conditions no evident changes at the ul-
trastructural level were observed. Livers were studied using electron
microscopic morphometry. Changes in the total mitochondrial volum and
in the number of mitochondria per hepatocyte were observed. Likewise
we have detected modifications in the average hepatocyte volum, in the
total lysosome volum and a massive accumulation of lipids in the form
of lipid droplets. These changes appear to be secondary effects associa-
ted with the stimulation for, but not necessary to, cell division.

Introduccid

El fetge regenerant, després d'una hepatectomia parcial, és un model
molt emprat per l'estudi del creixament controlat in vivo i un sistema
per l'estudi comparatiu dels mecanismes de carcinogénesi o de creixe-
ment incontrolat (Bresnick, 1971). Encara que el fetge regenerant ha
sigut molt estudiat (veure la revisié de Bucher i Malt, 1971), els meca-
nismes basics que dirigeixen la iniciacié i la regulacié de la regenera-
cié no es coneixen amb precisié.

Hi han molts estudis estructurals i ultraestructurals fets durant
la regeneracié hepatica al fetge de rata (Aterman, 1961; Bernhard i
Rouiller, 1956; Fawcet, 1955; Takahashi,1960; Jordan, 1964; Viragh i
Bartdék, 1966; Stenger i Confer, 1966; Becker i Lane, 1965; Lane i Be-
cker 1966a; 1966b; 1967; Bartel et al., 1977). No obstant hi ha pocs
estudis quantitatius dels canvis ultraestructurals que es donen als
estadis inicials després de la hepatectomia parcial. Un d'ells (proba-
blement el més complet), és el de Rohr et al. (1970) i més recentment,

el de Murray et al. (1981). En el primer d'aquests dos treballs les

mostres sén agafades a diferents hores del dia i després de practicar
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repetides bidpsies i la recollida de mostres es molt espaiada. El1 segon
treball presenta unes condicions més estandaritzades i un control més
rigurés a l'estabulacié dels animals, perd utilitzen rates de diferent
soca (Wistar) i sexe (femelles) a les emprades per nosaltres. Totes
aquestes variacions sén susceptibles de donar resultats diferents quan
es valora la resposta regenerativa i quan es volen fer estudis quantita-
tius ja sigui morfométrics o emprant altres metodologies. Malgrat aixd
probablement 1'aspecte més important del nostre estudi que, per rea-
litzar-se utilitzant diferents condicions i soca de rata, les dades
obtingudes ja podrien presentar un aspecte novedés, resideix en que
l'estudi s'ha fet fixant el fetge dels animals per perfussié del glu-
teraldehid. Aquest aspecte és important per que després dels estudis
de Fahimi (1967) a fetge normal i d'alguns resultats concrets presen-
tats per Grisham et al. (1975) en regeneracié hepatica, es demostra
que la no fixacid per perfussié del fetge comporta 1l'aparicié d'artefac-
tes que afecten fonamentalment al compartiment lisosdmic (aparicié de
molts autofagosomes quan es fixa per inmersié) i al compartiment mito-
condrial (inflament i baixa electrodensitat dels mitocondris dels hepa-
tdécits fixats per inmerssid). En les condicions emprades per nosaltres
l'aspecte d'aquests compartiments no difereix del que presenten en els
hepatdcits normals i aixd ens fa pensar que a l'hora de quantificar
morfométricament els diferents compartiments, els resultats puguin ser
més precisos donada 1'abséncia d'artefactes de fixacié.

L'any passat varem presentar els nostres resultats obtinguts en
aquestes condicions al compartiment nucleal, nucléolal i de condensacié
de la cromatina (Serratosa et al. 1984). Enguany presentem els obtin-
guts a diferents compartiments citoplasmétics amb el proposit d'oferir
un estudi morfométric més complet de 1'hepatdcit regenerant fixat en
les millors condicions i realitzat amb el mateix tipus d'animals (edat,
sexe, estabulacib, etc.) de manera que els resultats siguin el més auto-

consistents possible.

Material i métodes

Animals: s'han utilitzat rates Sprague Dawley de 220-250 gr. de pes
i de 8-10 setmanes d'edat. Els animals han estat sotmesos durant tota
la seva vida a periodes diaris de 1llum foscor alternatius de 12 hores.
S'han alimentat amb menjar de manteniment per rata-ratoli a base de

pinso premsat (Panlab, S.A.). L'aigua de beguda s'ha suministrat a vo-
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luntat.

L'hepatectomia parcial s'ha realitzat segons el métode de Higgins
i Anderson (1931), previa anestéssia dels animals amb Ketolar (Parke-
Davis, S.A.) a una dosi de 150 mgr. per Kgr. de pes corporal. Les opera-
cions s'han fet sempre entre les 8 i 10 hores A.M.

Restaurament de la massa hepatica: el pes del fetge remanent dels ani-
mals al moment de 1'hepatectomia parcial s'ha determinat a partir de
la relacidé estimada entre el pes del fetge i el pes corporal (a partir
d'animals control) i restant al pes total de fetge estimat, el pes de
fetge tret durant 1l'operacié. La diferéncia entre aquest valor i el
pes del fetge dels animals al moment del sacrifici (es a dir a una hora
determinada de la regeneracid) ens ha permés valorar el % de massa hepa-
tica restaurada, a les diferents hores. El nombre d'animals emprat per
valorar aquest parametre per cada punt de regeneracié ha oscil.lat en-
tre (6 i1.16.

Preparacié del teixit: la fixacidé dels fetges s'ha realitzat segons
el métode descrit per Fahimi (1967). El1 fixador utilitzat ha sigut glu-
taraldehid al 1.5% amb tampé cacodilat sodic 0.15 M, pH=7.4 ajustat
a una osmolaritat de 340 miliosmols amb sucrosa. El fluxe de perfussid
ha sigut constant i de 7 ml/min. Després s'ha postfixat amb tetroxid
d'osmi al 1% amb el mateix tampé durant 1 hora, deshidratat gradualment
amb alcohol i incluint amb resina DURCUPAN. Les seccions ultrafines,
daurades-platejades (aproximadament 80 nm.de gruix) s'han montat en
reixetes de coure de 200 mesh i contrastades amb citrat de plom. Durant
la deshidratacié s'ha fet un contrast previ amb acetat d'uranil segons
descriuen Farquar i Palade (1965).

Morfometria: el volum cel.lular mitja dels hepatocits ha sigut determi-
nat a partir de talls semifins de gran superficie i valorant, per mi-
croscdpia Optica la densitat de volum nucleal, respecte al volum de
1'hepatocit i el volum nucleal absolut (Serratosa et al. 1984). El nom-
bre d'animals per interval de temps, ha sigut de 3.

L'estudi morfométric s'ha realitzat seguint essencialment la meto-
dologia descrita per Weibel et al. (1969): s'han utilitzat 3 animals
per punt. De cadascun s'han tallat 2 blocs i de cada bloc s'han realit-
zat 15 fotografies. Es a dir, 30 fotografies per animal i 90 per cada
interval de temps. L'augment microscopic ha sigut de 5000 i la magnifi-

cacié total de 20.000. La calibracié dels augments microscopics s'ha

fet amb una reixeta que presenta una xarxa de 2160 linies/mm i que s'ha
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posat al moment de fer cada grup de fotografies. L'augment fotografic
total s'ha calibrat posant a 1l'ampliadora els negatius corresponents

a les reixetes de calibracié per cada grup.

Resultats

A la figura 1 es presenten els resultats obtinguts de la taxa de
restaurament de la massa hepatica: durant el periode que compren les
primeres 24 hores aquest parametre augmenta de forma linial (un 2.3%
cada 6 hores). Entre les 24-30 hores hi ha un fort increment (un 6.36%
en 6 hores). Entre les 30 i 42 hores l'augment és també linial i del
mateix ordre de magnitud que el trobat durant les primeres 24 hores.
Finalment, entre les 42 i 48 hores del procés es torna a produir un
increment més gran que arriba a ésser d'un 4.34% en 6 hores per tornar
a baixar entre les 48-54 hores del procés. Aquest comportament ciclic
de l'increment de la massa hepatica coincideix amb les dues ones d'en-
trada a la sintesi de DNA i a la mitdsi que caracteritzen el procés
regeneratiu.

A la figura 2 es mostra l'evolucié del volum cel.lular mitja dels
hepatdcits durant les 48 primeres hores que segueixen a 1'hepatectomia
parcial. Aquest parametre augmenta rapidament per arribar a ésser 1.5
vegades els valors control a les 12 hores. A les 24, practicament s'ha
duplicat (1.92 vegades) i a les 28, es troba un maxim que és de 1'ordre
de 1.4 cops els valors normals. A les 48, quan ja s'han completat els
2 primers cicles de divisidé dels hepatdcits que es produeixen en aquest
interval de temps, el volum cel.lular mitjd continua augmentat respecte
als valors control de manera que és més semblant al que trobem a les
12 hores.

A la figura 3 (a) es presenten els resultats de 1'estimacié morfomé-
trica de la densitat de volum mitocondrial dels hepatdcits referida
al volum d'aquestes cél.lules. Durant les 8 primeres hores no hi han
variacions significatives d'aquest volum (el compartiment mitocondrial
representa gairebé un 22% del volum de 1'hepatdcit). A partir de les
12 hores (16% del volum de 1l'hepatdcit), va baixant aquest valor de
manera gradual fins a constituir tant sols un 9% a les 48 hores. A la
figura 3 (b) presentem el volum mitocondrial mitja en micres cibiques.
Durant les primeres 24 hores hi han oscil.lacions que sén poc significa-

tives perd a partir d'aquest moment es produeix un augment que a les

28 hores és significativament més alt. Entre les 34 i 48 hores el volum
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Figura 1. Taxa de restaurament de la massa hepatica durant el procés
regeneratiu. El nombre d'animals per promitjar cada punt ha oscil.lat en-
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Figura 2. Estimacié morfométrica del volum mitja, en micres cabiques,
dels hepatdcits a les diferents hores després de 1'hepatectomia parcial,a
l'abcisa. Cada punt es el resultat de promitjar els valors corresponents

aa 3 rates.
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Figura 3. Morfométria del compartiment mitocondrial: (a). Estimacié de

la densitat de volum mitocondrial dels hepatocits, referit al volum

dels mateixos. (b). calcul del volum mitja del compartiment mitocondrial.

Aquest parametre s'ha estimat a partir del volum mitja dels

hepatocits (Figura 2) i de la densitat de volum mitocondri-

al (a). El resultat es dona en micres cibiques i correspon

al valor mitja de tres animals per punt.
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Figura 3 (continuacié). Morfométria del compartiment mito-
condrial: (c). Nombre de mitocondris per hepatocit a les di-
ferents hores que segueixen a l'hepatectomia —parcial. (d).
Volum mitja, en micres cubiques del mitocondri durant el
procés regeneratiu. Igual que abans, els resultats per cada

punt corresponen al promitjament de tres animals.
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mitocondrial mitja baixa de l'ordre d'un 50% respecte els animals no
hepatectomitzats.

A la figura 3 (c) es presenten el nombre de mitocondris per hepatd-
cit que hem trobat mitjangant 1'analisi morfométrica. Durant les prime-
res 4 hores no hi han diferéncies significatives respecte als animals
control perd a partir d'aquest moment el nombre de mitocondris va dismi-
nuint i quedant practicament reduit a la meitat, a les 48 hores i com
sempre, agafant com a punt de referéncia el punt de O hores.

A la figura 3 (d) es dona el volum individual mitja dels mitocondris.
Aquest parametre experimenta un augment a partir de les 8 hores i a
les 14, és de 1.6 vegades el que trobem a les rates normals. Entre les
18-22 hores baixa per tornar a fer-se més gran a partir d'aquest moment
i arribar a un valor maxim a les 28 hores (2.20 vegades el control).
A partir d'aguest moment i dins del periode comprés entre el primer
cicle de divisié i fins que ja s'ha completat el segon (a les 48 hores
de 1'hepatectomia parcial), el volum individual mitja dels mitocondris
disminueix per assolir valors una mica inferiors, perd no significativa-
ment, als dels animals control.

A la figura 4 (a) es presenten els valors de la densitat de volum
de lipids als hepatdcits respecte a aquestes cél.lules.El compartiment
lipidic als animals control representa un 0.6% del volum de 1'hepatdo-
cit. A les 2 hores de la intervencié quirirgica s'arriba a un valor
que aproximadament és 6 vegades superior, de manera que el compartiment
lipidic passa a ser un 3.4%. A les 18 hores s'arriba al valor maxim
que és 33 vegades superior al de O hores i passa a constituir un 20%
del volum de 1l'hepatdocit. A partir d'aqui baixa perd quedant molt elevat
durant tot el periode de temps estudiat en comparacié als animals con-
trol.

A la figura 4 (b) es presenta l'evolucidé del volum lipidic mitja
en micres cubiques. A les 18 hores, quan es troba el valor més alt,

ha augmentat 52 vegades, de manera que es pot dir gque creix de forma

desproporcionadament més alta el volum lipidic que el volum cel.lular mit-

jans. El1 cicle d'augment de volum cel.lular mitja i disminucié del ma-
teix (veure la figura 2), com a consegiiéncia del pas dels hepatdcits

per la divisié cel.lular no coincideix amb el cicle d'augment-disminucid

del volum mitja lipidic durant el mateix periode de temps.
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Figura 4. Morfométria del compartiment 1lipidic. Estimacié
de la densitat de volum de lipids respecte al volum dels he-
patécits (a) i del volum mitja absolut d'aquest compartiment
a les diferents hores que segueixen a l'hepatectomia parci-

al (b). Aquest parametre s'ha estimat considerant, el vo-

lum mitja absolut dels hepatdcits (Figura 2) i també la densi-

tat de volum lipidic (a).Cada valor és el promitjament de

tres animals.
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A la Figura 5 (a) es presenten el resultats morfométrics
de la densitat de volum de lisosomes. Pot observar-se que
aquest parametre es manté practicament constant durant el
periode de temps estudiat, i representa un 0,7% del volum
de 1l'hepatdcit. A 1la Figura 5(b), presentem l'evolucié del
volum 1lisdmic mitja. Es pot veure que el comportament es
semblant al del volum cel.lular mitja dels hepatocits.
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Figura 5. Morfométria del compartiment lisosémic. (a) Calcul de la den-
sitat de volum dels lisosomes, respecte al volum dels hepatdcits. (b).
Volum mitja del compartiment lisosémic, en micres cibiques, a les dife-

rents hores, després de l'hepatectomia parcial.El nombre d'animals per

elaborar cada punt, ha sigut de tres.
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Discussid

El restaurament de 1la massa hepatica segueix una evolucié similar
a la trobada per Higgins i Anderson (1931). La quantitat mitjana de fet-
ge que treiem al fer l1l'hepatectomia parcial, és d'un 66.71%. No hi ha
correspondéncia exacte entre l'increment de massa hepatica i 1'augment
de volum cel.lular, ja que per exemple, a les 12 hores l'increment hepa-
tic és d'un 114.8% i el del volum cel.lular mitja d'un 154.5%. Es a dir,
es més gran, a un determinat interval de temps 1'increment de volum
cel.lular que l'increment hepatic.

Durant les primeres 24 hores hi ha un augment linial de la massa
hepatica. Entre les 0-12 hores aquest augment no es degut a que el nom-
bre d'hepatdocits es fagi més gran, donat que no hi ha increment del nom-
bre de mitési fins les 18-20 hores (Serratosa et al, 1984). Entre les
18 i 24 hores l'increment de massa hepatica te d'ésser degut tant al
creixement cel.lular com al augment en el nombre d'hepatocits. Entre
les 24-30 hores 1l'index mitdtic és dell'ordre d'un 4%. A partir d'aquest
moment la massa hepatica continua incrementant-se mentre que el volum
cel.lular presenta un fort descens com a conseqgiiéncia de la divisid dels
hepatocits que comporta que moltes de les cél.lules que havien crescut,
s'hagin dividit. No obstant, durant les 48 primeres hores, quan ja s'han
produit dos cicles de divisié, el volum cel.lular sempre queda més ele-
vat que en els animals control.

El fetge dels animals regenerants fixat per perfussidé, a nivell ul-
traestructural no presenta grans modificacions qualitatives comparant-
ho amb els animals intactes, deixant a part 1l'augment de volum cel.lular,
nucleal i nucléolal. Es pot observar una pérdua de glucogen als hepato-
cits i un aspecte normal del reticle rugés i 1lis, dels mitocondris i
dels lisosomes. Compartiments que en els estudis fets per altres autors
fixant el fetge per inmersié queden altament modificats, especialment
el nombre i tamany dels lisosomes i 1l'augment de tamany dels mitocondris
aixi com la seva electrodensitat que relaten que es fa més baixa que
en el cas dels hepatdcits control. Sembla doncs, que aquestes modifica-
cions es poden atribuir a artefactes de fixacié. El canvi més espectacu-
lar i que es presenta sigui quina sigui la manera en que s'hagi fixat
el fetge, és la gran accumulacié lipidica que es produeix desde el pri-
mer moment dins dels hepatocits regenerants.

Respecte als resultats morfométrics, en el cas dels animals control,

els nostres resultats sén comparables als obtinguts per altres autors
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(Weibel et al., 1969). Aixd ens indica que la manera en que hem emprat
la metodologia morfométrica és adequada. En el cas del compartiment mito-
condrial trobem que durant el periode replicatiu avangat, el volum mito-
condrial mitja experimenta un augment per arribar a un maxim a les 28
hores i a partir d'aquest moment, quan els hepatdcits passen per la divi-
sié cel.lular, es produeix una disminucié d'aquest volum. En el nostre
estudi no trobem modificacions de 1l'aspecte dels mitocondris perd si
del seu tamany individual, del seu nombre per hepatocit i del seu volum
mitja total. E1 fet que durant les 14 primeres hores el volum individual
dels mitocondris augmenti per tornar a disminuir significativament po-
ques hores després, podria indicar que s'ha produit divisié dels mito-
condris. D'altra banda la disminucidé del volum mitocondrial que es produ-
eix a partir de les 28 hores pot indicar una evolucidé paralel.la a la
de la divisid cel.lular dels Hepatécits.

Els resultats trobats al compartiment lipidic indiquen un gran aug-
ment durant el procés restaurador hepatic. Nogensmenys el cicle d'aug-
ment-disminucié del volum cel.lular al llarg del temps, no coincideix
amb el cicle d'augment-disminucié del volum lipidic. Estudis realitzats
sobre el metabolisme dels lipids (Bucher i Malt, 1971) suggereixen que
després de l'hepatectomia parcial hi ha una important mobilitzacidé hormo-
no dependent de la grassa a partir del teixit adipés. L'accumulacid de
lipids al fetge probablement esta relacionada amb la gluconeogénesi a
partir del glicerol ja que 1'infusié continuada de glucosa durant les
20 primeres hores de la regeneracid, inhibeix 1'accumulacié 1lipidica
sense que aixd afecti a la sintesi de DNA (Simek et al., 1968).

Respecte al compartiment lisosomic es pot veure que la densitat de
volum es manté constant durant el periode de temps estudiat i que el
volum mitja lisosomic segueix una evolucidé paralel.la a la del volum
mitja dels hepatdocits. No hi ha per tant una accumulacié de lisosomes
en forma d'autofagosomes, tal com suggerien els estudis fets per altres
autors ( veure introduccibé) al fetge regenerant fixat per inmersidé. En
un treball recent (Terayama i Miyamoto-Morioki, 1984) es demostra que
l'alliberacié dels enzims lisosomics Catepsines D i L, queda molt augmen-
tada després de 1l'hepatectomia parcial i quan s'injecten aquestes catep-
sines a rates i ratolins intactes, es provoca 1l'iniciacidé de la sintesi
de DNA i de la divisid cel.lular especificament al fetge. Els autors

argumenten una implicacié dels lisosomes a la resposta proliferativa

durant la regeneracié hepatica.
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De qualsevol manera no sembla que aquests compartiments citoplasma-
tics estudiats puguin tenir una implicacidé directe en el pas de l'activa-
cié dels hepatocits de l'estat quiescent al de adquisicié de competéncia
proliferativa i malgrat que en el nostre estudi morfométric trobem can-
vis significatius, seria aventurat intentar biscar a partir d'ells impli-
cacions en la resposta proliferativa de 1l'hepatdcit durant el procés

regeneratiu.
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