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RESUMEN

Introduccion: la enfermedad por higado graso no alcohdlico se considera la
expresion hepatica del sindrome metabdlico y se acompafia de alteraciones
histoldgicas y funcionales del higado. La morfometria es un valioso instrumento en la
valoracion de la morfologia hepética.

Objetivo: describir las diferencias histomorfométricas del higado de un grupo de
ratas sanas y uno sometido a un estado de sindrome metabdlico.

Métodos: se realizdé un estudio investigativo de desarrollo, correlacional, transversal,
experimental con enfoque cuantitativo, en el periodo comprendido desde octubre de
2015 hasta septiembre de 2019, que utilizé un sistema de métodos morfométricos. Se
analizaron laminas histolégicas de higado a 16 ratas Sprague-Dawley machos
distribuidas de forma aleatoria en dos grupos experimentales de ocho animales para
cada grupo. Se aplico la prueba paramétrica (ANOVA de un factor) para las
comparaciones de los grupos. Se determinaron las relaciones existentes entre las
variables.

Resultados: el area del nudcleo resultdé mayor en los hepatocitos de la zona
perivenosa en el grupo inducido. El area del citoplasma resultdé mayor en los
hepatocitos de la zona perivenosa, pero su comportamiento fue homogéneo en los dos
grupos de estudio. Conclusiones: las diferencias encontradas entre los grupos
control e inducido respecto al area nuclear y citoplasmatica podrian constituir la
expresion morfolégica de las alteraciones bioquimicas causadas por el sindrome
metabdlico.

Palabras clave: sindrome metabdlico; morfometria; biomodelo; enfermedad por
higado graso no alcohdlico

ABSTRACT

Introduction: the disease by non-alcoholic fatty liver is considered the hepatic
expression of the metabolic syndrome and is accompanied by histological and
functional alterations of the liver. The Morphometry is a valuable tool in the
assessment of liver morphology.

Objective: to describe the histomorphometric differences in the liver of a group of
healthy rats and one of them subjected to a state of metabolic syndrome.
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Methods: a developmental, correlational, cross-sectional, experimental research
study with quantitative approach was conducted in the period from October 2015 to
September 2019, using a system of morphometric methods. Histological liver slices
were analyzed to 16 male Sprague-Dawley rats randomly distributed in two
experimental groups of eight animals for each group. Parametric test (one-factor
ANOVA) was applied for group comparisons. The existing relationships between the
variables were determined.

Results: the area of the nucleus was greater in the hepatocytes of the perivenous
zone in the induced group. The area of the cytoplasm was greater in the hepatocytes
of the perivenous zone, but its behavior was homogeneous in the two study groups.
Conclusions: the differences found between the control and induced groups with
respect to nuclear and cytoplasmic area could constitute the morphological expression
of the biochemical alterations caused by the metabolic syndrome.

Key words: metabolic syndrome; morphometry; biomodel; disease by non-alcoholic
fatty liver

INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) se ha convertido en uno de los principales
problemas de salud del Siglo XXI y, aunque se considera una enfermedad
altamente vulnerable a las medidas de prevencion y tratamiento, aun implica
un considerable impacto en la calidad de vida de quienes lo padecen.*? Su
incidencia a nivel mundial exhibe notables diferencias en funcion del origen
poblacional que, a su vez, tiene mucho que ver con la composicion genética de
los grupos humanos y, por supuesto, también con factores ambientales vy
dietéticos.’*® En la patogenia de este sindrome se invocan multiples
elementos que interactian para producirlo, pero existen causas predominantes
como la obesidad, el estilo de vida sedentario, la dieta desequilibrada y los
factores genéticos.(>®

El SM fue inicialmente descrito por Reaven, en 1988, y también se le conoce
con otras denominaciones, como sindrome plurimetabdlico, sindrome de
resistencia a la insulina, el cuarteto de la muerte o el sindrome X.(%*> Segun
el criterio de muchos autores la definicion de sindrome metabdlico como tal no
existe, sino que es multifactorial y engloba distintas enfermedades que
comparten, como eje principal, la obesidad y la resistencia a la insulina.
Ademas, comprende la hipertension, la tolerancia alterada a la glucosa o la
diabetes, la dislipidemia y la microalbuminuria.>3*® Se informan varias
repercusiones del SM a nivel sistémico, evidenciadas en enfermedades como el
higado graso no alcohdlico (EHGNA), la disfuncion renal, la demencia, los
cambios funcionales en los pulmones y el cdncer de mama, pancreas y
vejiga.’® También se encuentra aumentada la incidencia de diabetes tipo 2 y
son frecuentes las complicaciones del aparato cardiovascular como las
enfermedades coronarias y el infarto de miocardio.”'®

La bibliografia consultada muestra que la prevalencia del SM a nivel mundial
ha aumentado vertiginosamente en los Ultimos afios, se estima que el 25% de
la poblacion mundial adulta lo padece y es la causa del 7% de todas las
muertes por cualquier motivo.(®%19 por ejemplo, en México existen 21,4
millones de adultos con obesidad que tienen al menos un componente del
SM.D En los Estados Unidos de América la prevalencia estimada, segun las
encuestas de salud (NHANES III), es de 23,1%, mientras que en los paises de
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América Central es de 30,3%.11%13) En Cuba las enfermedades crénicas no
trasmisibles, incluido el SM, constituyen la primera causa de muerte segun el
Anuario Estadistico de Salud 2018, con una tasa de 769,8 defunciones por
cada 100 000 habitantes.¥

La EHGNA se considera la expresién hepatica del SM, en su patogenia se
encuentran implicadas tanto la obesidad como la diabetes mellitus tipo 2 (DM-
2).1518) Esta enfermedad se acompafia de alteraciones histoldgicas vy
funcionales del higado que incrementan el riesgo hepatico, la hiperplasia y la
hipertrofia de los hepatocitos, secundarias a la acumulacién de grasa,
principalmente de triglicéridos (TG). Los pacientes pueden presentar lesiones
de esteatosis hepatica simple (EH), esteatosis con inflamacion
(esteatohepatitis, EHNA), cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC).(}”/®) Ep
Cuba se informaron 1 735 fallecidos por estas causas en 2017, para una tasa
de 15,4x100 000 habitantes. En el caso de la Provincia de Villa Clara hubo 161
fallecidos por cirrosis y otras enfermedades crénicas del higado.¥

El higado es una glandula voluminosa que por sus funciones y su localizacién
anatdmica se considera el 6rgano central del metabolismo y de la defensa
xenobidtica y que participa en la transformacién de sustancias enddgenas y
exogenas del organismo, en la eliminacion de agentes toxicos y en la sintesis y
la distribucidon de nutrientes; por consiguiente, la afectacion de cualquiera de
sus funciones trae como consecuencia graves alteraciones en el metabolismo y
la homeostasis del organismo. Desde el punto de vista funcional la estructura
microscopica del higado se describe de tres maneras: lobulillo hepatico clasico,
lobulillo portal y el acino hepatico.(°29 La presente investigacién se enfoca en
el andlisis del acino hepatico, el que presenta heterogeneidad zonal. Estas
zonas difieren en su comportamiento metabdlico, en el contenido de sus
enzimas y en sus estructuras subcelulares. Es por eso que resulta interesante
estudiar por separado las caracteristicas morfoldgicas de los hepatocitos de
estas zonas.

La morfometria resulta una atil herramienta desarrollada en las Ultimas
décadas que se aplica en areas de la Biologia tradicionalmente dedicadas a
estudios descriptivos como las Ciencias morfoldgicas, abarca estudios basados
en el analisis estadistico univariado de datos lineales (de ahi la importancia de
su utilizacién en este estudio) y, en el caso particular del higado, permite
evaluar importantes parametros morfométricos como el didmetro y el area
(tanto nuclear como citoplasmatica), por solo mencionar los mas utilizados.®"
En la actualidad existen programas de Computacién que, con un minimo de
recursos, son capaces de determinar los parametros cuantitativos
fundamentales utilizados en el diagndstico anatomopatoldgico como
complemento del diagnodstico cualitativo. Estos métodos se basan en el
procesamiento digital de imagenes y permiten realizar mediciones indirectas
mediante el andlisis de imagenes del objeto en diversos planos. De esta forma
los parametros morfométricos constituyen una herramienta que permite una
mejor comprensién de los procesos patolégicos, con lo que se ha ganado en
rapidez, productividad y abaratamiento de los costos.??) El programa Imagel®
es uno de los mas empleados para estos fines en varios de los estudios
consultados sobre el SM vy las afectaciones hepaticas.(?2:23:24)

Los modelos bioldgicos se utilizan habitualmente en el estudio del SM
experimental.®® Una gran parte de estos trabajos se desarrollan en roedores
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(ratones y ratas principalmente) debido a su similitud biolégica con el hombre
y al gran conocimiento que de estas especies se tiene a nivel genético,
molecular y enzimatico.

En la bibliografia revisada aparece poca informaciéon sobre estudios de
indicadores morfométricos del higado en el curso del SM que permitan
establecer parametros cuantitativos para apoyar el diagndstico cualitativo
tradicional y que proporcionen propuestas de tratamiento de esta enfermedad.
Es por este motivo que surge la motivacion de emprender un estudio que
permita establecer las diferencias histomorfométricas entre el higado de un
grupo de ratas sanas y uno sometido a un estado de sindrome metabdlico.

METODOS

El presente trabajo responde a un proyecto de investigacion en las Ciencias
basicas Biomédicas desarrollado en la Unidad de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad de Ciencias Médicas de la Ciudad de Santa Clara, Provincia
de Villa Clara, en el periodo comprendido desde octubre de 2015 hasta
septiembre de 2019. Se realizd un estudio investigativo de desarrollo,
correlacional, transversal, experimental con enfoque cuantitativo, que utilizd
un sistema de métodos morfomeétricos.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, machos, de peso corporal 180 a 200g,
provenientes del Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio,
sometidas a condiciones de alimentacion convencional y agua ad libitum, asi
como a ciclos de luz/oscuridad de 12/12, temperatura ambiente de 25°C y
humedad controlada de 50 a 70%. La muestra quedd constituida por 16 ratas
machos. Se formaron dos grupos experimentales, de forma aleatoria (grupo
control y grupo de induccién), de ocho animales para cada uno. Las muestras
de drganos, tejidos y células se procesaron al finalizar el estudio (semana 12)
y se utilizd la metodologia adecuada para su conservacion.

El grupo I, de control, se mantuvo con la dieta estandar (DE). Para obtener
animales hiperlipémicos a la DE del grupo II se le agregd una solucion de
sacarosa al 35% como agua de bebida durante cuatro meses, la que se
mantuvo hasta finalizar el estudio.

El estudio morfométrico del higado se realizd6 a partir de las muestras de
higado fijadas en formol neutro al 10%, procesada por la técnica cladsica de
inclusion en parafina, y se colocaron en laminas histolégicas tefidas con
hematoxilina y eosina bajo control de pH.

Se procedid a la realizacion del examen morfométrico de la muestra
comenzando por la separacién, la clasificacién y el ordenamiento de las
laminas.

La captaciéon de imdagenes se realizd con una camara digital Olympus G11
semiprofesional acoplada a un microscopio binocular Olympus BH-2 CCD Scion
(lente objetivo 40x y lente ocular 10x). Las mediciones se determinaron
mediante el programa de analisis y procesamiento de imagenes de dominio
publico, Imagel®, versidon 1.44p (National Institutes of Health, Estados
Unidos).*® Los andlisis se llevaron a cabo sobre las fotografias al 100% de su
tamano. Una escala de 10um (434 pixeles) fue utilizada para realizar las
medidas. Las mediciones fueron ejecutadas con la consiguiente comprobacion
para reducir al minimo los errores y fueron respaldadas con sus trazos y
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anotaciones para consultas posteriores. Las opciones de calculo fueron de
area. Los datos se guardaron en una hoja de calculo de Microsoft Excel 2016,
disefiada para este fin, que posteriormente fue importada al paquete de
programas estadisticos SPSS (Statistical Package for the Social Sciences),
version 20.0 para Windows, para el procesamiento estadistico de la
informacion.

Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas del lobulillo hepatico de
Rappaport: periportal, intermedia y perivenosa. Se midieron 10 células por
cada zona y se seleccionaron en las que se observaron bien los nucléolos.

Variables

Las variables se correspondieron con los parametros histoldgicos analizados:
area del nucleo y area del citoplasma. Las variables se operacionalizaron de la
siguiente manera:

- Area del nucleo: se logra al marcar con cuidado el contorno del nucleo
celular hasta rodearla completamente, es una imagen plana
bidimensional. La computadora brinda su valor de forma automatica en
micrémetros cuadrados. Clasificacion: cuantitativa continua.

- Area del citoplasma: se alcanza al contornear la membrana
citoplasmatica y al restar el area nuclear, es una imagen plana
bidimensional. La computadora brinda su valor de forma automatica en
micrémetros cuadrados. Clasificacion: cuantitativa continua.

Métodos de analisis y procesamiento de la informacion
Se emplearon técnicas de estadistica descriptiva para la caracterizacién de la
muestra por las diferentes variables estudiadas, la inferencia estadistica para
la obtencion de los intervalos de confianza y los contrastes entre variables en
funcion de los objetivos planteados, lo que posibilitd obtener el
comportamiento puntual y poblacional de la media, la mediana y la desviacion
estandar. En el estudio se aplicd la prueba paramétrica (ANOVA de un factor
para analisis de varianza) para las comparaciones de los grupos con un nivel
de significacién de 0,05.
Se realizd la caracterizacion estadistica mediante los estadigrafos descriptivos:
Media aritmética, Mediana, Minimo, Maximo, Desviacion estandar.
Se utilizo la prueba estadistica paramétrica ANOVA de un factor para analisis
de varianza. Se consideraron los siguientes valores de significacion estadistica:

- Si p es menor de 0,01 existen diferencias altamente significativas

- Si p es mayor e igual a 0,01 y menor que 0,05 existen diferencias

significativas
- Si p es mayor e igual a 0,05 no existen diferencias significativas.

Consideraciones éticas

Se cumplieron los principios éticos de la experimentacion animal, asi como las
normas de Bioseguridad y Bioética establecidas. La investigaciéon fue
respaldada por los avales del Comité de Etica de la Investigacién y de la
Comisién Cientifica de la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara.
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RESULTADOS

En la presente investigacién se analizaron 16 animales, distribuidos en dos
grupos: un grupo sano (control) y uno con sindrome metabdlico inducido. Cada
uno de los grupos proporcioné dos parametros morfométricos (area de nucleo
y area de citoplasma), los que se determinaron en las tres zonas del acino
hepatico.

La Tabla 1 y la Tabla 2 muestran los resultados descriptivos de la variable area
nuclear. Para la zona periportal la media resulta menor en el grupo control y
crece con respecto a este en el grupo inducido. El contraste mediante la
prueba ANOVA ofrece un valor de significacidon bilateral de 0,01, lo que indica
que en esta zona los grupos muestran diferencias significativas. Para la zona
intermedia la media se situa ligeramente por debajo de su valor en el grupo
control, en tanto su valor crece en el grupo inducido. El contraste mediante la
prueba ANOVA indica diferencias significativas entre los grupos (p=0,011).
Para la zona perivenosa la media mas pequefia corresponde al grupo control y
crece con respecto a este en el grupo inducido. En este caso la prueba ANOVA
ofrece un valor de significacién de 0,011, lo que sugiere que hay diferencias
significativas entre los grupos.

Tabla 1. Descriptivos para el area del nlcleo segun los grupos y las zonas

Zonas N Media Desviacion tipica Minimo Maximo
Periportal Contrpl 8 36,04 2,85 41,55 49,82
Inducido 8 47,95 4,78 29,22 41,62
Intermedia Contrgl 8 41,32 6,02 41,80 60,15
Inducido 8 47,95 1,29 39,40 42,83
Perivenosa Contrgl 8 42,72 3,31 46,74 56,59
Inducido 8 49,88 2,01 40,41 46,77

Tabla 2. Anova para el area del nucleo segun los grupos y las zonas

Suma de I Media
cuadrados 9' cuadratica
Inter-grupos 316,939 2 248,937 10,589 ,01
Periportal Intra-grupos 588,048 21 23,509
Total 904,986 23
Inter-grupos 246,096 2 158,469 5,659 ,011
Intermedia Intra-grupos 461,364 21 28,002
Total 707,460 23
Inter-grupos 497,873 2 123,048 5,601 ,011
Perivenosa Intra-grupos 493,681 21 21,970
Total 991,554 23

Zonas Sig.

Los resultados descriptivos del area del citoplasma aparecen en la Tabla 3 y la
Tabla 4. En la zona periportal la media para esta variable resulta menor en el
grupo control y crece en el grupo inducido. El anadlisis estadistico indica que en
esta zona los grupos muestran diferencias significativas (p=0,03). En la zona
intermedia se aprecia un comportamiento similar de la media: su menor valor
corresponde al grupo control y se incrementa en el grupo inducido no tratado.
También en esta zona se encuentran diferencias significativas entre los grupos
(p=0,019). En cuanto a la zona perivenosa, aunque el comportamiento de la
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media sigue un patrdén similar al de las zonas anteriores, los grupos resultan
homogéneos respecto a esta variable (p=0,823).

Tabla 3. Descriptivos para el area del citoplasma segun los grupos y las zonas

Zonas Grupos N Media Desviacion tipica Minimo Maximo
Periportal Contrgl 8 295,61 13,03 322,98 354,50
Inducido 8 335,51 35,97 247,34 336,07
Intermedia Contrgl 8 281,76 45,41 274,19 391,843
Inducido 8 335,62 18,14 311,76 349,18
Perivenosa Contr(_)I 8 338,50 7,41 326,05 358,453
Inducido 8 348,74 19,98 320,37 377,03

Tabla 4. Anova para el area del citoplasma segun los grupos y las zonas

Zonas | Media
cuadrados 9 cuadratica

Inter-grupos 12102,7549 2 6051,38 4,26 0,03
Periportal Intra-grupos 26592,7334 21 1266,32

Total 38695,4884 23

Inter-grupos 497,92062 2 248,96 4,78 0,02
Intermedia Intra-grupos 26641,3521 21 1268,64

Total 27139,2727 23

Inter-grupos 8311,27862 2 4155,64 0,20 0,82
Perivenosa Intra-grupos 20474,3185 21 974,97

Total 28785,5971 23

Suma de sig.

DISCUSION

En el analisis del area nuclear es posible apreciar su incremento en el grupo
inducido no tratado con respecto al control, hallazgo que se corresponde con la
hipertrofia celular desarrollada en los hepatocitos sometidos a la repercusién
del SM. Dentro de este grupo las células correspondientes a la zona perivenosa
exhibieron los nucleos con mayor valor de area (49,99um?2), resultados que
concuerdan con los informados en otros estudios.???®) La tendencia a la
hipertrofia nuclear observada en los hepatocitos de esta zona podria responder
a la distribucién enzimatica que poseen estas células en relacién con el
gradiente de oxigeno establecido a lo largo de la sinusoide. Se conoce que en
los hepatocitos de la zona perivenosa existe un predominio de las enzimas
implicadas en el metabolismo de los lipidos, por lo tanto, ante la presencia de
un estrés lipidico, como ocurre en el SM, las células responden con un
incremento en la sintesis de sus complejos enzimaticos. Légicamente este
hecho se acompafa de un aumento del volumen nuclear debido al papel rector
del nucleo en el metabolismo celular y al resultado observado que consiste en
un aumento del area nuclear. Se describe en la literatura la existencia de una
relacion directa entre el area nuclear y la actividad celular como consecuencia
de un incremento en la sintesis proteica, especificamente de los complejos
enzimaticos involucrados en el metabolismo de las grasas, principalmente los
triglicéridos (TG).(17/19:23)

Resulta preciso destacar que la tendencia al aumento del drea nuclear desde la
zona periportal hasta la perivenosa se manifest6 en mayor o menor grado en
todos los grupos. Este hallazgo ha sido previamente senalado por diversos
autores que consideran que los hepatocitos se desplazan durante su ciclo vital
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hacia la vena central y al acercarse al final de su vida sufren hipertrofia; su
expresién morfométrica es el incremento del &rea nuclear.(?32%2827) yn
resultado similar se informa en un estudio sobre la morfometria nuclear de
hepatocitos esteatdsicos estimulados con laser infrarrojo, procedimiento capaz
de provocar cambios ultraestructurales en los hepatocitos que se manifiestan
por un aumento de su area nuclear.®?” En este sentido, los estudios de
Neuschwander-Tetri precisan que las alteraciones inherentes a la EHNA
conducen a cambios determinantes en la estructura de la cromatina, que
desencadena hipertrofia de los componentes nucleares y, consecuentemente,
una elevada actividad celular.(?®2829 Se han llevado a cabo multiples
investigaciones sobre el dafio hepatico que, aunque no emplean la
morfometria, se basan en hallazgos ecograficos, laparoscdpicos e histoldgicos y
también informan un patrén similar de hipertrofia de los hepatocitos. (?7:28:39)

En el estudio del comportamiento de la variable area del citoplasma resulta
evidente el incremento de sus valores desde el grupo control al grupo inducido.
Esta tendencia fue apreciable en las tres zonas del acino hepatico, con la zona
perivenosa ofreciendo los mayores valores de area citoplasmatica,
comportamiento similar al descrito anteriormente para el area del nucleo.
Estos resultados sugieren la hipertrofia y la tumefaccion celular que
experimentan los hepatocitos de esta zona porque son las primeras células en
sufrir necrosis isquémica y acumulacién de lipidos como respuesta al dafo
hepatico. Una situacién andloga ha sido descrita por otros investigadores al
estudiar el desarrollo de la EHNA, en la que se ha observado acumulacién de
vacuolas de grasa en el citoplasma del hepatocito como una de las
manifestaciones celulares del trastorno en el metabolismo lipidico. Estas
alteraciones predisponen a una segunda etapa caracterizada por el estrés
oxidativo, la formacién de radicales libres de oxigeno y la sintesis citosinas
proinflamatorias que determinan la progresion de la hepatopatia, desde
esteatosis hasta la fibrosis avanzada.®

En estudios realizados en ratas Wistar se evalué el efecto de la hiperlipidemia
sobre los hepatocitos y se informé un aumento del area nuclear vy
citoplasmatica en el grupo en el que se indujo la enfermedad.®®

CONCLUSIONES

Las diferencias encontradas entre los grupos control e inducido respecto al
area nuclear y citoplasmatica podrian constituir la expresion morfoldgica de las
alteraciones bioquimicas causadas por el sindrome metabdlico.
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