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RESUMEN

Se realizé un estudio analitico con el objetivo de caracterizar y comparar aspectos
morfométricos del higado a partir de un modelo experimental de hiperlipidemia
realizado en la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias
Médicas de Villa Clara, durante el periodo comprendido de enero de 2010 a junio de
2011. Se utilizaron ratas machos de la especie Rattus rattus, cepa Wistar de 100 a
150g de peso corporal. Se formaron aleatoriamente tres grupos experimentales con
6 animales cada uno. En el grupo I (control) se utilizé una dieta estandar, en el
grupo II se utilizd una dieta estandar suplementada con 20% de caseina y 20% de
grasa de cerdo; y el grupo III dieta estandar suplementada Unicamente con grasa
de cerdo al 20%. Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas del &cino hepatico
de Rappaport: peri portal, intermedia y perivenosa. Se observaron las
preparaciones histoldgicas, escogiendo zonas alrededor del espacio porta, en la
zona intermedia de la vena central, de esa forma se seleccionaron dos espacios
porta, dos venas centrales y dos zonas medias de cada biopsia. Los resultados
obtenidos demostraron valores elevados para las variables area nuclear, volumen
nuclear y area citoplasmatica en el grupo II, y existe diferencia significativa entre
los valores medios de estas variables cuando las comparamos con los dos grupos
restantes, Los parametros morfométricos observados en el grupo II se comportaron
de manera uniforme en las tres zonas del acino hepatico, lo que sugiere un dano
celular

PALABRAS CLAVE: Morfometria, Hepatocito, Area Nuclear, Volumen Nuclear.
INTRODUCCION

Las enfermedades crénicas no transmisibles ocupan un lugar importante entre los
dafios a la salud que mas repercuten en la atencion médica del proceso salud
enfermedad. Estudios prondsticos de la Organizaciéon Mundial de la Salud estiman
gue de los 64 millones de personas que falleceran en 2015, 41 millones lo haran de
enfermedades cronicas, a menos que se tomen medidas urgentes, y 388 millones
de personas moriran en los proximos 10 afios de una enfermedad crénica. 2
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En Cuba, al cierre del afio 2010 la situacién de salud del pais se caracterizé por un
incremento en la mortalidad y morbilidad por enfermedades crénicas no
transmisibles.?

Entre las enfermedades crénicas no transmisibles mas estudiadas se encuentran la
Cardiopatia Isquémica Aterosclerdtica, la Hipertension Arterial, la Diabetes Mellitus
y las Enfermedades Cerebrovasculares; todas ellas convergiendo en un factor de
riesgo comun: la Hipercolesterolemia.

Cada afio, como minimo, 4.4 millones de personas mueren como resultado de los
niveles de colesterol total elevados. La Hipercolesterolemia, a diferencia de otros
factores de riesgo, es modificable, siendo posible prevenir, retardar o incluso
revertir el proceso patoldgico que este provoca.

Se ha calculado que en el afio 2020 la Aterosclerosis sera la primera causa
de mortalidad en todo el mundo. A ello contribuirdn de forma determinante
dos factores que facilitan su desarrollo: de un lado, el progresivo
envejecimiento de la poblacidn mundial y, de otro lado, los habitos de vida
occidentales (principalmente, la alimentacion excesivamente rica en grasas y
calorias, y la vida desordenada y estresada que comporta el ejercicio
profesional y laboral).

La prevalencia de ateroesclerosis estda aumentando rapidamente en los paises en
desarrollo y como las personas en los paises desarrollados viven mas tiempo, la
incidencia aumentara.®

En Cuba, donde las infecciones no constituyen las primeras causas de
morbilidad y mortalidad, la aterosclerosis ocupa un lugar principal,
incluyendo sus manifestaciones mas importantes; la cardiopatia isquémica y
la enfermedad cerebrovascular.

En las proyecciones actuales de la Salud Publica Cubana, los esfuerzos estan
encaminados a prolongar la esperanza de vida al nacer, a partir de que lo
esencial, es el ser humano. La piramide poblacional actual se mantiene con
un patron estacionario, la aspiracion es la prolongacién de la vida; lo que
trae aparejado un incremento de las enfermedades crénicas no transmisibles
y otros dafios a la salud que prevalecen de forma creciente y sostenida en la
morbilidad y mortalidad, lo que hace necesario el desarrollo de enfoques
preventivos.’

Los habitos nutricionales inadecuados, fundamentalmente cuando hay un consumo
elevado de grasas, especialmente las que contienen &acidos grasos saturados de
origen animal, provocan un aumento de lipidos en la sangre y este exceso de
lipidos produce una acumulacion de acidos grasos y triglicéridos en las células
hepaticas (hepatocitos), ya que es precisamente el higado el érgano principal que
participa en el metabolismo de las grasas.

El higado graso no alcohdlico simple tiene una prevalencia de un 20 a 23 %, esta
prevalencia va en aumento y las causas primarias son la obesidad,
dislipoproteinemia, la Diabetes Mellitus tipo 2 vy el sindrome de
insulinorresistencia.®°°

El higado funciona como un ecosistema, en el cual, los diversos componentes de su
unidad estructural estan funcionalmente interrelacionados y responden en forma
unitaria a la agresion.

El acino hepatico es una interpretacion funcional de la estructura del higado, y los
hepatocitos se describen dispuestos en tres zonas elipticas las cuales tienen gran
importancia en la descripcién y la interpretacion de los modelos de degeneracion,
regeneraciéon y efectos téxicos especificos del parénquima hepatico en relacion con
el grado o la calidad de la perfusion vascular de los hepatocitos. A causa del flujo
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sanguineo sinusoidal, en las tres zonas varian el gradiente de oxigeno, la actividad
metabdlica de los hepatocitos y el predominio de las enzimas hepaticas. La
distribucidén de las lesiones hepaticas por isquemia y exposicién a sustancias toxicas
puede explicarse mediante el uso de esta interpretacidon en zonas.!!

Cuando se observa una lesién al microscopio de luz o al microscopio electroénico, la
respuesta tisular hay que entenderla en términos bioldgicos profundos, que nos
indiquen lo que estd sucediendo a nivel celular o molecular. Asi, la interpretacién
del proceso patoldgico sera mas real, las clasificaciones que actualmente se hacen
de las enfermedades seran menos rigidas y la practica de la medicina tendra un
sentido mas légico.*?

Con el advenimiento y el desarrollo de la computacion y las nuevas técnicas de
informacidn, ha surgido la posibilidad de digitalizar las imagenes, con lo que se ha
ganado en rapidez, productividad y abaratamiento de los costos. A pesar de que
muchos programas de computacion son sofisticados, existen propuestas de
programas que con un minimo de recursos son capaces de determinar los
parametros fundamentales como complemento del diagndstico cualitativo basico.

Los parametros morfométricos son una herramienta que permite la mejor
comprensiéon de las relaciones entre los procesos de desarrollo-forma y estructura-
funcién, asi como procesos patoldgicos como son la inflamacién-reparacion, las
atrofias, las hipertrofias y las hiperplasias, entre otros.!>.

La morfometria es una técnica poco costosa que permite obtener indicadores
cuantitativos de los componentes celulares y tisulares.!*

Los estudios morfométricos a nivel del hepatocito permiten evaluar los cambios
morfoldgicos ante diversas situaciones patoldgicas.

En 1949, Horlick y Katz, realizaron estudios de arteriosclerosis experimental en
pollos y comprobaron que el dafio tisular en vasos sanguineos aumentd mientras se
incrementaba la dosis de colesterol ingerida, pero no estudiaron el higado.®

En Cuba, entre los afios 1987 y 1996, se hizo un estudio meta analitico que integré
5 estudios experimentales en los que se registraron los cambios producidos en el
volumen nuclear de los hepatocitos como resultado de situaciones de estrés
inducido por farmacos y hepatectomia.®

En el hospital provincial Vladimir Ilich Lenin de la provincia Holguin, se han
realizado varias investigaciones morfométricas en casos de Hepatitis Viral que
demostraron cambios en el volumen nuclear entre diferentes zonas del &cino
hepético.!” 18

En la Universidad de Ciencias Médicas de La Habana, se estudiaron las variables
morfométricas: area nuclear y area citoplasmatica, en hepatocitos de ratas albinas
expuestas a la ingestién cronica de alcohol.®

Otro estudio realizado en 2008 en la Universidad de Murcia, valora el efecto de la
dieta y el tratamiento medicamentoso sobre la Enfermedad Grasa del Higado no
Alcohdlico inducida en pollos mediante una dieta hiperlipémica. Se realizd una
valoracion morfométrica cuantitativa utilizando un equipo de analisis de imagenes
para precisar con mayor exactitud el depdsito graso, constatandose que el mismo
era homogéneo.?°

Todos estos estudios anteriores expresan un interés de la comunidad cientifica por
estudiar, mediante la morfometria, la respuesta hepatocelular ante situaciones de
dafio inducido utilizando alcohol y farmacos, y como parte de los procesos
patoldgicos desencadenados por la Hepatitis Viral; sin embargo, en Cuba no se han
constatado evidencias de estudios, que en su disefio experimental, provoquen un
estado de hiperlipidemia inducida como situacion de estrés para determinar
cuantificaciones morfométricas en hepatocitos.
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Objetivos

Determinar los resultados de los valores medios de las variables morfométricas
estudiadas.

Comparar las variables morfométricas estudiadas en las zonas del acino hepatico
dentro de cada grupo.

Comparar el resultado de las variables morfométricas estudiadas, entre los grupos.
MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo responde a un proyecto de investigacion en las ciencias basicas
biomédicas, cuyo objeto es el analisis de parametros morfométricos en ratas Wistar
sometidas a un modelo experimental de hiperlipidemia, que permitid la realizacién
de un estudio analitico con enfoque cuantitativo considerando un sistema de
métodos morfométricos y estereoldgicos. El mismo fue realizado en la Unidad de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara,
durante el periodo comprendido de enero de 2010 a junio de 2011.

Muestra

La muestra utilizada en la investigacion proviene de un experimento realizado
durante 30 dias, a partir de un modelo experimental de hiperlipidemia, a través de
la combinaciéon de grasa de cerdo al 20% vy caseina al 20%. Se utilizaron ratas
machos de la especie Rattus rattus, cepa Wistar de 100 a 150g de peso corporal.
Se formaron aleatoriamente tres grupos experimentales con 6 animales cada uno.

En el grupo I (control) se utilizéd una dieta estandar, en el grupo II se utilizé6 una
dieta estandar suplementada con 20% de caseina y 20% de grasa de cerdo; vy el
grupo III dieta estandar suplementada Unicamente con grasa de cerdo al 20%.

Técnicas y procedimientos:

El estudio morfométrico del higado se realizdé a partir de las muestras de higado
fijadas en formol neutro al 10% Yy procesadas por la técnica clasica de inclusion en
parafina procedente de dicho estudio. Se realizaron cortes transversales de 5
micrometros de grosor y se prepararon laminas que se colorearon con hematoxilina
y eosina bajo control de pH.

Se procedid a la realizacion del examen morfométrico de las ldminas. El proceso se
inicio con la clasificacion, separacion y ordenamiento de las laminas.

Para efectuar las mediciones se utilizé el sistema morfométrico SCOPE PHOTO
3.0.para Windows, con licencia propietaria incluida en una solucién tecnoldgica
adquirida por Cuba.

La digitalizacion de las imagenes fue realizada con una camara digital DCM500,
acoplada a un microscopio binocular Olympus (Japdén 1985, objetivos 20x y 40X).
La digitalizacion se realizd con el objetivo 40x, previa seleccidon de la zona con el
objetivo 20x, para ello se buscaron marcadores biolégicos en el tejido, que
permitieron delimitar el area a estudiar.

Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas del acino hepatico de Rappaport:
peri portal, intermedia y perivenosa. Se observaron las preparaciones histolégicas,
escogiendo zonas alrededor del espacio porta, en la zona intermedia de la vena
central, de esa forma se seleccionaron dos espacios porta, dos venas centrales y
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dos zonas medias de cada biopsia.

Fueron observadas 20 células por cada zona, seleccionando aquellas en las que se
observaron bien los nucléolos y que se delimitaba bien su contorno y excluyendo
las células binucleadas.

La medicién se llevd a cabo contorneando los nucleos celulares y las membranas
citoplasmaticas, asi como trazando rectas entre puntos para obtener el didmetro.

La densidad de los sinusoides hepaticos se obtuvo mediante el conteo de todos los
sinusoides que aparecieron en la imagen digitalizada, tantas veces como la imagen
lo permitio.

Todas las imagenes obtenidas fueron respaldadas con sus trazos y anotaciones para
consultas posteriores. Los datos obtenidos mediante la medicidn, se captaron
almacenaron en una base de datos de Microsoft Access, disefiada especificamente
para esta investigacién, pero que permite ser reutilizada en procesos similares.

Todo el proceso de digitalizacién, mensuraciéon, almacenamiento y procesamiento
de los datos fue realizado en una computadora portatil bajo ambiente Windows,
configurada para establecer interfaz con el microscopio digital.

Los datos fueron resguardados en medios externos de almacenamiento.
Métodos de investigacion

Para la realizacién del presente estudio, se consideré un sistema de métodos
formado por métodos teoricos, empiricos, estadisticos y particulares.

Los métodos tedricos como el hipotético-deductivo, el histdrico-ldgico y el analisis y
sintesis permitieron la construccién y desarrollo de la teoria cientifica, la
interpretacion de la bibliografica consultada, la discusion y el analisis de los
resultados, etc.

Los métodos empiricos contribuyeron a la obtencién de la informacion, ya sea
mediante la observacion directa, asi como mediante el disefio de un formulario para
la captura primaria de los datos en las diferentes etapas de la investigacion.

Los métodos estadisticos permitieron la operacionalizacion de variables,
construccién de escalas, uso de medidas de resumen, asi como la representacion
de las mismas en cuadros estadisticos.

Se trianguld la informacidn, teniendo en cuenta la revision bibliografica exhaustiva
que se realizdé del tema, los datos recolectados en la investigacion y los criterios
propios del autor, se pudo resumir la informacién, expresandose en tablas; y
finalmente llegar a conclusiones y recomendaciones.

Se utilizé la formula de Palkovits I para el calculo del volumen nuclear del
hepatocito segln se expresa a continuacién:

V=1.04n (ab)vab

Donde:

V: Volumen nuclear
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a: Diametro mayor

b: Didmetro menor

n: Constante pi=3.14

El Diametro Nuclear se obtuvo midiendo el segmento que une a dos puntos del
nucleo y pasando por el centro de este, como el nucleo no es una circunferencia
exacta se generd un diametro mayor y uno menor. La unidad de medida se expreso
en micrometros.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizoé el analisis de varianza de un factor
(ANOVA) a partir del partir del planteamiento del contraste de los siguientes
niveles:

Ho:pi= M2=W3
Hit Mi# H2# W3

Donde H, asume que no existe diferencia significativa con relacion al
comportamiento del volumen nuclear, el drea nuclear, el area citoplasmatica, la
relacion area del nlcleo/area del citoplasma, la cantidad de sinusoides; como parte
de la medicidn morfométrica realizada entre las zonas para cada grupo. Por otra
parte H; asume que existe diferencia significativa con relacion al comportamiento
del volumen nuclear, el area nuclear, el area citoplasmatica, la relaciéon area del
nucleo/area del citoplasma, la cantidad de sinusoides; como parte de la medicion
morfométrica realizada entre las zonas para cada grupo.

Se tomd un nivel de significacion p=0.05, para rechazar Hy, en valores de p
inferiores a este.

El procesamiento de los datos se realizd mediante el paquete SPSS version 11.0 y a
través del mismo se reflejaron tablas y graficos que posibilitaron la adecuada
interpretacién de la informacién acopiada. La frecuencia de los intervalos de
confianza con el 95%, fueron utilizados para inferir el comportamiento puntual y
poblacional de la media, la desviacién estandar y la varianza.

Se emplearon ademas métodos propios de ciencias particulares como la Histologia,
que permitieron el corte, la preparacion y la fijacion histologica de los tejidos; asi
como herramientas informaticas que posibilitaron la digitalizacién y la segmentacion
de los tejidos.

Aspectos éticos

El empleo de animales de laboratorio fue respaldado por el aval del comité de ética
de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara. No se realizaron
procedimientos que pudiesen afectar la seguridad de seres humanos.

El estudio fue conducido teniendo en cuenta las BPL de Toxicologia Experimental.
Todas las actividades fueron llevadas a cabo segun las normas establecidas por los
Procedimientos Normativos Operacionales (PNO) vy fueron sujetas a las
inspecciones de la UGC (PNO/ASC/0004). Se cumplieron las normas de
Bioseguridad y Bioética establecidas para este tipo de ensayo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las células son unidades funcionales basicas de los organismos complejos y estan
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divididas en dos compartimientos principales el nucleo y el citoplasma.

El ndcleo es la organela de mayor tamafio en la célula, estd situado en la parte
central de la misma y suele tener forma redondeada u ovalada. Es un archivo o
registro de la célula, el repositorio de su material genético. !

La tabla 1 muestra la distribucion de los diferentes diametros nucleares obtenidos
en el procedimiento de morfometria para cada grupo. Obsérvese que el grupo II
evidencia los valores mas elevados para las tres modalidades de didmetros
nucleares obtenidas, siendo 7.78 um para el didmetro mayor, 6.91 ym para el
didmetro menor y 6.79 ym el diametro medio.

Estudios realizados por Carlos y Bélgica para describir el higado de cobayo
mediante la determinacién del diametro medio del hepatocito y del nucleo celular,
demostraron que los mismos poseen tamanos y formas variables, pero que no
fueron significativos. Asi, el didametro medio del hepatocito fue de 17,25 pm y oscild
entre 10,8 ym como minimo y 27,0 ym como maximo. El diametro medio del
nucleo hepatico fue de 7,31 ym, siendo el didmetro minimo de 5,94 ym vy el
maximo de 10,8 ym. *

Los resultados del presente trabajo en relacion al didmetro menor y mayor del
hepatocito son similares a los descritos anteriormente, aunque de manera general
en los tres grupos estudiados se encontré un intervalo mas pequefo entre el
didametro menor y mayor, lo que se debe a que se estan estudiando diferentes tipos
de roedores.

La tabla 2 muestra la distribucién de la variable area nuclear en las zonas
periportal, intermedia y perivenosa para los tres grupos estudiados (I, II, III).

Se puede apreciar que el mayor valor del area nuclear media se observa en el
grupo II (42.72 pm?) especificamente en la zona perivenosa (43.33 pm?), no
existiendo diferencia significativa entre las tres zonas de este grupo (p>0.05). En el
caso de los grupos I y III coincide el mayor valor de la media en la zona
intermedia, observandose diferencia significativa entre los valores del area nuclear
para las tres zonas de estos grupos (p<0.05).

Olhan y cols. estudiaron en el 2006 las alteraciones morfoldgicas del tejido hepatico
de ratén, durante la fase aguda de la infeccion por Trypanosoma cruzi y
constataron que los nucleos de los hepatocitos se presentaron semejantes, tanto en
el grupo control, como en el infectado, a nivel de las regiones intermedias y
centrolobulillar. En la region alrededor del espacio porta, los nlcleos se presentaron
mayores, confirmado por los valores aumentados para los didmetros mayor, menor
y medio, volumen, area, perimetro y relacion volumen/area, no observandose
alteraciones de forma en los nlcleos de los hepatocitos, en las tres regiones. 23

Estos resultados se corresponden con el presente estudio, en relacidon al area y
volumen nuclear, ya que ambos parametros estdn aumentados en el grupo II, pero
con la diferencia de que en este caso, el incremento mayor se observa en la zona
perivenosa, lo que se debe a la distribucién enzimatica que presentan los
hepatocitos en relacion al gradiente de oxigeno establecido a lo largo del sinusoide,
diversos autores describen que los hepatocitos localizados en la zona perivenosa
tienen un predominio de las enzimas implicadas en el metabolismo de los lipidos
(enzimas encargadas de la sintesis del colesterol y del componente lipidico de las
lipoproteinas).

En la tabla 3 se muestra el comportamiento del volumen nuclear en las tres zonas
del acino hepatico por cada grupo estudiado.
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El mayor valor del volumen nuclear se observa en el grupo II con un valor medio de
1317.44 ym>. En este grupo se constata que no existe diferencia significativa entre
los valores de la media para las tres zonas estudiadas (p>0.05), a diferencia de los
grupos I y III en los que si existe diferencia significativa entre las tres zonas,
siendo la zona intermedia en la que se evidencian los mayores valores (1188.1 y
1109.9 pm? respectivamente).

El volumen del nlucleo de los hepatocitos puede modificarse seguin el estadio
celular, cada nucleo somatico tiene un tamano que depende del contenido de ADN y
proteinas, y se relaciona con la actividad funcional que posee en la interfase.? %*

Se ha demostrado que el volumen nuclear puede depender de dos aspectos
importantes: el primero de ellos es la suma del contenido de ADN, proteinas y jugo
nuclear, y el segundo el aumento exclusivo de proteinas y jugo nuclear, esto
traduce dos estadios importantes que pueden definirse como la etapa en la cual el
nucleo se prepara para la divisién celular y la etapa en que el nacleo dirige una
intensa actividad metabdlica celular respectivamente. °

En Cuba, en el periodo 1987 - 1996, fue realizado un estudio meta-analitico que
incluyd cinco estudios experimentales realizados sobre los efectos que la induccidn
de estrés (farmaco y hepatectomia) provoca sobre el volumen nuclear de los
hepatocitos. Los resultados mostraron que la zona mas sensible a los efectos del
estrés es la zona intermedia del lobulillo, el efecto consistié en una disminucion del
volumen nuclear de los hepatocitos. °

Los resultados de la presente investigacién coinciden en que la zona intermedia es
la mas sensible a los efectos del estrés, ya que tanto en el grupo control como en el
grupo III, es en ésta zona donde se obtienen los valores medios mas altos del
volumen nuclear, pero se difiere de los trabajos citados anteriormente en cuanto al
efecto que produce el estrés en los hepatocitos, ya que en este caso al influir sobre
los hepatocitos un estrés lipidico, el resultado observado consiste en un aumento
del volumen nuclear.

Se plantea que existe una relacién directa entre el volumen nuclear y la actividad
celular, lo que se asocia con un aumento en la sintesis proteica, esto se relaciona
con la sintesis de los complejos enzimaticos involucrados en el metabolismo de las
grasas.

Existen estudios que consideran que los hepatocitos se desplazan en su ciclo de
vida hacia la vena central y al acercarse al final de su vida sufren hipertrofia e
hiperplasia celular, lo que naturalmente incluye al nucleo y justifica también la
presencia de los valores altos del volumen nuclear a este nivel.®

Rios Hidalgo et al, en una serie de casos de hepatitis crénica, al estudiar el volumen
nuclear de los hepatocitos, determind que el mayor volumen nuclear se encuentra
en la zona perivenosa.!’

Estos resultados coinciden con los encontrados en la presente investigacién, donde
el aumento del volumen nuclear fue mas evidente en el grupo II (dieta estandar
mas grasa de cerdo y caseina), no encontrandose diferencias significativas entre las
tres zonas del acino, lo que sugiere que el estrés fue suficiente tanto en cantidad
como en duracién para producir un efecto uniforme en las tres zonas. Es valido
sefialar que a pesar de no encontrarse diferencias significativas entre las tres zonas
del acino en éste grupo, el mayor volumen nuclear se encuentra en la zona
perivenosa.

En el afio 2001, en la provincia de Holguin, se realizé un estudio sobre las hepatitis
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virales aguda y croénica, en el que se observaron los mayores valores del volumen
nuclear en la zona intermedia, en la hepatitis viral aguda y en la zona central, en la
hepatitis crénica, y existieron diferencias altamente significativas al comparar los
valores de las variables estudiadas a nivel de la zona intermedia y central en ambas
enfermedades. En la hepatitis viral aguda, la mayor actividad metabdlica se pudo
localizar en la zona intermedia, mientras que en la hepatitis cronica, los valores se
desplazaron hacia la vena central.'®

En la tabla 4 se observa la distribucién de la variable: area citoplasmatica, en las
tres zonas estudiadas para cada grupo.

El area citoplasmatica mayor se observa en el grupo II con un valor medio de
293.35 pm?, seguido del grupo III con un valor de 224.66 um?. En el andlisis de las
zonas, en los grupos I y II se constata que no existe diferencia significativa entre
estas, sin embargo en el grupo III se evidencia diferencia significativa entre las tres
zonas, siendo mayor el valor medio del area citoplasmatica en la zona intermedia.

Una de las manifestaciones celulares de los trastornos metabodlicos es la
acumulaciéon de sustancias en su interior. La sustancia se puede acumular en el
nucleo o en el citoplasma. Cuando la sustancia es de naturaleza lipidica se acumula
en el cigozalasma y su abundancia varia en dependencia del grado de actividad
celular. ™

En el afio 2003, en el Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas "Victoria de Girén",
se realizd un trabajo donde se describen las alteraciones morfométricas de los
hepatocitos de ratas albinas que ingieren alcohol desde la adolescencia. Al
comparar las 3 zonas no encontraron heterogeneidad zonal en relacién con las
variables morfométricas estudiadas, ni en animales controles ni en alcohdlicos,
ademas, las variables area nuclear y la relacién nucleo/citoplasma, presentaron
diferencias significativas entre las ratas alcohdlicas y controles (las ratas alcohdlicas
presentaron valores mayores que los de las ratas controles), no asi las areas
citoplasmaticas, que no variaron entre los hepatocitos de las ratas controles y
alcohdlicas.®

A diferencia de estos resultados, en el estudio que se defiende, se obtuvieron
diferencias significativas entre las medias para los tres grupos en cuanto a la
variable area citoplasmatica, siendo mayor en el grupo sometido al estrés lipidico
(grasa de cerdo y caseina) y especificamente en la zona intermedia. Estos
resultados se justifican por la acumulacion de grasa en el citoplasma del hepatocito,
como resultado de un desequilibrio entre el suministro, formaciéon, consumo y
oxidacion hepatica de acidos grasos.

En un estudio realizado en la universidad de Murcia en el afio 2008, sobre el efecto
de la atorvastatina sobre la Enfermedad Grasa del Higado No Alcohdlica (EGHNA)
inducida en pollos mediante una dieta hiperlipémica, se utilizé un equipo de analisis
de imagen, que permitio valorar el depdsito graso a nivel centrolobulillar (zona 3) y
las zonas 1 y 2 del lobulillo y por este método se encontraron diferencias
significativas entre todos los grupos estudiados. En el grupo control no se
apreciaron depositos grasos y en los grupos no tratados con el medicamento, los
valores del depdsito graso fueron casi el doble con respecto a los tratados con el
medicamento. El depdsito graso fue homogéneo, es decir, no se encontraron
diferencias entre la zona centrolobulillar y el resto del lobulillo.?°

Coincidiendo con los resultados anteriores, no se encontraron en el presente
estudio diferencias significativas en el deposito graso en el caso del grupo II, lo que
sugiere que el deposito graso se extendid a las tres zonas del acino hepatico como
fue explicado anteriormente, no siendo asi para el grupo III donde predominé en la
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zona intermedia. En cuanto a este criterio, se asume que se debe a la
heterogeneidad funcional y metabodlica de los hepatocitos, segin su localizacién
dentro del acino, se describe a la zona intermedia como una zona metabdlicamente
activa.

El comportamiento de la relacion area nuclear/area citoplasmatica se muestra en la
tabla 5.

Como puede observarse, la relacidon area nuclear/area citoplasmatica es mayor en
el grupo I con un valor de 0.197 seguido del grupo III y del grupo II. La zona
intermedia evidencia un valor mayor para el grupo I (0.247), sin embargo para el
resto de los grupos dicha zona muestra los valores inferiores, siendo menor el del
grupo II (0.148). El grupo I es el Unico que muestra diferencia significativa entre
los valores de media para las tres zonas (p<0.05).

El nlcleo y el citoplasma tienen funciones distintas pero acttan en conjunto para
mantener la viabilidad celular.!*

La relacion nucleo/citoplasma expresa una relacion metabdlica funcional, cargas de
elementos citoplasmaticos en relacion con los elementos nucleares. Ambos con sus
respectivas funciones. Debe existir una correspondencia en cuanto al tamano del
nucleo vy el citoplasma, o sea, nucleos grandes con citoplasmas grandes, aunque se
pueden encontrar nucleos pequenos con citoplasma grande y traduce signos de
muerte celular.

En un estudio realizado en ratas macho alcohdlicas adolescentes inoculadas con
Heber-biovac HB, se analizaron diferentes variables morfométricas como area
nuclear, area citoplasmatica y relacion nucleo/citoplasma. Los resultados obtenidos
en el estudio morfométrico revelaron que las tres zonas del lobulillo hepatico no
mostraron grandes variaciones con relacion a las variables morfométricas
estudiadas para ninguno de los grupos de animales.>® En el presente trabajo se
encontré una relacion nucleo/citoplasma muy baja en el grupo II, no existe
diferencia significativa entre las tres zonas, pero es la zona intermedia donde se
obtienen los valores mas bajos, a diferencia del grupo control que presento el valor
mas elevado de la relacion nucleo/citoplasma y es en la zona intermedia donde esta
relacion obtuvo valores mas elevados. Se infiere que estos resultados son debido a
la presencia de abundantes inclusiones lipidicas residuales acumuladas en el
citoplasma del hepatocito en el grupo II y a la elevada actividad metabdlica de la
zona intermedia. Se observa el mayor valor en el grupo control (12.41) seguido del
grupo II y III con un valor medio de 9.13 y 8.05 respectivamente. En el analisis de
las diferentes zonas estudiadas en los grupos, se comprobaron diferencias
significativas en la distribucidon de los sinusoides para todos los grupos, en el grupo
control el valor medio mayor se encuentra en la zona perivenosa (13.58), a
diferencia de los grupos II y III donde el mayor valor se encuentra en la zona
periportal con 9.83 y 8.16 respectivamente.

Los sinusoides estédn en intimo contacto con los hepatocitos, reciben el aporte
sanguineo de la vena porta y de la arteria hepatica y drenan en la vena
centrolobulillar, son importantes para el intercambio de sustancias entre la sangre
y las células hepaticas, funcién que es facilitada por la ausencia de lamina basal en
algunos animales, como la rata, no existiendo una barrera importante para este
intercambio.?!

En un estudio realizado en el Hospital Provincial "V. I. Lenin" de Holguin en el afo
2000 fueron analizados una serie de casos de hepatitis cronica y se encontré que
el mayor valor lo incluye la densidad de los sinusoides alrededor de la zona porta y
no existieron diferencias significativas en la distribucién de la densidad de
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sinusoides en las tres zonas estudiadas.'’

Estos resultados son similares a los encontrados en la presente investigacién ya
que el valor medio mayor de sinusoides se obtuvo en la zona periportal en el caso
de los grupos II y III, a diferencia del grupo control, en el cual se obtuvieron los
valores mayores en la zona perivenosa. Se sefiala que si existido diferencia
significativa entre las tres zonas en todos los grupos de estudio.

En la literatura consultada no se encontraron otros trabajos donde se analizara la
densidad de sinusoides para comparar con los resultados obtenidos en esta
investigacion.

La Tabla 7 resume los resultados de las variables morfométricas estudiadas y se
comparan los resultados obtenidos entre los tres grupos. Se observa que para las
variables area nuclear, volumen nuclear y area citoplasmatica, el grupo II muestra
los valores mas elevados con valores medios de 42.72 pm?, 1317.44 pm?®y 293.35
um? respectivamente, y existe diferencia significativa entre los valores medios de
estas variables cuando las comparamos con los dos grupos restantes, el grupo
control y el grupo III (p<0.05).

El grupo III presenta los valores menores para las variables area nuclear y
volumen nuclear con valores medios de 36.44 um? y 1041.55 um? respectivamente.
La variable area citoplasmatica si se encuentra aumentada, en este grupo, con
relacion al grupo control y presenta un valor medio de 267.473 um? pero es
menor que el valor medio obtenido en el grupo II para esta variable.

En el caso de la relacién nucleo/citoplasma, el valor menor se observa en el grupo
I1, con un valor de 0.152, seguido del grupo III con 0.17 y por ultimo el grupo I en
donde se obtuvo el mayor valor medio para esta variable, 0.197. Se demostré que
también existen diferencias significativas entre los tres grupos (p<0.05).

En cuanto a la densidad de sinusoides, los valores medios mayores fueron
encontrados en el grupo control, que presenté un valor medio de 12.41, seguido del
grupo II con un valor de 9,13 y el valor medio mas bajo se detectd en el grupo III
con un valor de 8,05. Para esta variable también se pudo demostrar que existen
diferencias significativas entre los valores medios para todos los grupos.

Experimentos realizados por Kudchodkar y Lee con ratas diabéticas, demostraron
que una dieta enriquecida con caseina produce una acumulacién anormal de
colesterol y una menor tasa fraccional de la esterificacion del colesterol
plasmatico.?

Esta demostracion coincide con los resultados del presente trabajo. Al analizar los
resultados entre el grupo II (sometido a dieta estdndar, grasa de cerdo y caseina)
con los resultados del grupo III (sometido a dieta estandar y grasa de cerdo), se
puede apreciar claramente que en el grupo II, todas las variables morfométricas
gue implican al nucleo (area y volumen nuclear) estdn aumentadas, asi como el
area citoplasmatica. Anexo 5.

Este aumento fue uniforme, ya que implicé a todas las zonas del acino como se ha
explicado con anterioridad, situacion que se debe a la asociacion entre la caseina y
grasas saturadas en el grupo II, lo cual tiene un efecto hipercolesterolémico
importante que propicia el incremento del depdsito de grasa en el hepatocito.
CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los valores medios de las variables morfométricas estudiadas,
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el grupo mas afectado es el grupo II.

Los parametros morfométricos observados en el grupo II se comportaron de
manera uniforme en las tres zonas del acino hepatico, lo que nos sugiere que se
produjo un dafio celular.

La respuesta del higado ante el estrés lipidico es mas evidente en la zona
intermedia del acino hepatico.

El modelo experimental de hiperlipidemia empleando una combinacién de grasas
saturadas y caseina en la dieta de ratas Wistar es mas eficiente para incrementar
los depositos grasos en el hepatocito.
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ANEXOS

Tabla 1. Distribucion del diametro nuclear por grupos.

Primera Jornada Cientifica de la Catedra Santiago Ramoén y Cajal

Disponible en:

[about 7 p.]. Available from:

Grupos

Diametro mayor

Didmetro menor

Diametro medio

I 7.31 6.55 6.93
i 7.78 6.91 7.34
(] 7.31 6.28 6.79
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Tabla 2. Comportamiento del area nuclear por grupos y zonas.

. zonas
media
del Periportal Intermedia Perivenosa ANOVA | Significacion
Grupos o
grup n=120 n=120 n=120 (F) (p)
n=360 media | desv. | media | desv. | media | desv.
37.74 | 37.03 | 7.58 | 39.54 | 5.12 | 36.66 | 7.62 6.231 0.002
42.72 | 42.08 | 6.82 | 42.76 6.8 43.33 | 8.73 0.838 0.433
I1I 36.44 | 34.37 | 5.86 | 38.36 | 6.68 36.6 7.7 10.386 0.000

Tabla 3. Comportamiento del volumen nuclear por grupos y zonas.

. zonas
media
del Periportal Intermedia Perivenosa ANOVA | Significacion
Grupos
grupo n=120 n=120 n=120 (F) (p)
n=360 media | desv. | media | desv. | media | desv.
| 1111.12 | 1087.5| 336.9 | 1188.1 | 256.4 | 1057.8 | 328.4 | 5.843 0.003
1 1317.44 | 1291.9 | 323.8 | 1304.9 | 327.3 | 1356.1 | 433.1 | 1.037 0.356
11 1041.55 | 964.24 | 241.6 | 1109.9 | 300.9 | 1050.5 | 315.8 | 7.769 0.000
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Tabla 4. Comportamiento del area citoplasmatica por grupos y zonas.

] zonas
media
del Periportal Intermedia Perivenosa ANOVA | Significacién
Grupos
grupo n=120 n=120 n=120 (F) (p)
n=360 media | desv. | media | desv. | media | desv.
[ 198.53 | 202.67 | 42.77 | 198.24 | 42.83 | 194.68 |43.74 | 1.033 0.357
11 293.35 | 296.67 | 77.29 | 299.8 | 71.61 | 283.58|62.76| 1.771 0.172
1l 224.66 | 212.15| 50.21 | 241.3 | 58.72 | 220.53 |44.62 | 10.181 0.000
Tabla 5. Comportamiento de la relacion area nuclear/area citoplasmatica por

grupos y zonas.

] zonas
media
del Periportal Intermedia Perivenosa ANOVA | Significacién
Grupos
grupo n=120 n=120 n=120 (F) (p)
n=360 media | desv. | media | desv. | media | desv.
[ 0.197 | 0.188 | 0.044 | 0.207 | 0.047 | 0.195 | 0.05 5.156 0.006
1 0.152 0.15 | 0.041 | 0.148 | 0.034| 0.158 | 0.039 | 2.044 0.131
11 0.17 0.172 | 0.052 | 0.167 |0.047 | 0.171 | 0.042 | 0.304 0.738
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Tabla 6. Distribucion de la densidad de sinusoides segun grupos y zonas

Media entre los grupos | ANOVA | Significacion
variables
G ()
| 11 1l
Area nuclear (um?) 37.74 42.72 36.44 77.242 0.000
Volumen nuclear (um?3) 1111.72 | 1317.44 | 1041.55 | 70.131 0.000
Area citoplasmatica (pm?) 198.53 293.35 | 224.66 | 267.473 0.000
Relacion nucleo/citoplasma 0.197 0.152 0.17 89.769 0.000
Densidad de sinusoides 12.41 9.13 8.05 930.06 0.000

Tabla 7. Comparacion de las variables morfométricas estudiadas entre los grupos.

. zonas
media
del Periportal Intermedia Perivenosa ANOVA | Significacién
Grupos
grupo n=120 n=120 n=120 (F) (p)
n=360 media | desv. | media | desv. | media | desv.
| 12.41 13 1.71 10.66 | 1.18 | 13.58 1.2 147.7 0.000
11 9.13 9.83 1.46 8.16 | 0.94 | 9.41 1.1 63.5 0.000
I 8.05 8.16 0.85 7.91 | 0.88 | 8.08 0.34 3.56 0.029
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Fig. 1. Imagen visualizada en ambiente de Scope Photo 3.0. Obsérvese las

diferentes mediciones realizadas a la célula.

Fig.2

Fig. 2. Fotomicrografias de un preparado de higado de
ratas Wistar tefiido con hematoxilina y eosina (20X).
A: Higado normal. B: Higado con depdsitos grasos.
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