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Resumen

RESUMEN: El presente trabajo pretendi6 determinar los posibles cambios producidos por la ingestién crénica de etanol a partir de la adolescencia en las variables morfom étricas,
area del nacleo (AN), area del citoplasma(AC) y relacién area nuicleo-area citoplasma(AN/AC) de los hepatocitos de las zonas peri portal, intermedia y peri venosa del lobulillo

hep atico. Se utilizaron 60 ratas, se conformaron tres grupos, uno experimental (etanol y vacuna) y dos controles (agua y vacuna), (agua y solucién salina) y se trataron durante uno
y dos meses. Para el estudio morfométrico se utilizo el sistema cubano MADIP. Las comparaciones binarias realizadas resultaron significativas para el area del citoplasma en la zona
peri venosa entre los animales tratados con agua y vacuna, y los tratados con etanol y vacuna durante un mes. A los dos meses de tratamiento se encontraron diferencias entre
estos dos grupos, pero en este caso la variable afectada fue el area del ntcleo en los hepatocitos del area peri portal. Estos hallazgos sefialan que el etanol provocé cambios en los
hepatocitos del area peri portal aun cuando fue suministrado a dosis bajas y por un tiempo no muy prolongado. Palabras Claves: alcoholismo, adolescencia, higado, morfometria,
etanol, hepatocitos, ratas

Introduccion

El alcoholismo es la toxicomania méas importante por ser la m as universal y por sus complicacionesl’S. El consumo de alcohol ha ido aumentando de forma indiscriminada y
alarmante #. En Cuba consumen bebidas alcohélicas el 45,2% de los sujetos mayores de 15 a fios 57 En los altimos afios se ha producido un aumento progresivo del consumo de
bebidas alcohdlicas entre los adolescentes, siendo cada vez m as frecuente el niumero de alcohdlicos crénicos en estas edades[*5.7, Pequefias dosis de alcohol que en los adultos no
causarfan problemas podrian resultar muy peligrosas en los adolescentes. Estos estan en una etapa de mayores requerimientos nutritivos, poseen menos peso corporal y poca
experiencia como bebedores 8 El higado es el principal érgano diana del alcoholismo. El exceso de bebidas alcohdlicas provoca varios efectos sobre éste. No obstante 33% de los

grandes bebedores no presentan consecuencias hepaticas, sin que hasta el momento se conozcan las causas 9.10 El virus de la Hepatitis B (VHB), es un virus de la familia
Hepadnaviridaell. La infeccién por él tiene gran repercusién socio sanitaria. Existen entre 300 y 500 millones de personas portadoras de VHB en el mundo y m &s de 10 millones en

Am érica Latina'? . Siendo la enfermedad producida por él, un problema de salud mundial que puede ser controlado con el uso apropiado de vacunas'3 . Estudios previos han revelado
que los alcohdlicos con enfermedad hepatica presentan una exposicién aumentada VHB, lo cual se determina por la presencia de anticuerpos contra las proteinas del ntcleo y su
envoltura (antiHBs y antiHBc). Estos han sido observados con mayor frecuencia en alcohélicos con enfermedad hepatica. Esto sugiere que la exposicién y la posible adquisicién de la
infeccion al VHB puede estar relacionada con el uso de alcohol 15 se piensa que la respuesta inmune humoral y celular a las diferentes proteinas del VHB son esenciales para
eliminar al mismo, ademas la respuesta inmune celular juega un papel importante en el desarrollo de hepatitis crénicas y cirrosis’® 15 . También se plantea que los pacientes

alcohdlicos son menos sensibles a la vacuna contra la hepatitis B15.16 En este trabajo se pretendi6 determinar los posibles cambios en las variables morfométricas, area del nucleo
(AN), area del citoplasma(AC) y relacion n Gcleo-citoplasma(AN/AC) en los hepatocitos de las zonas per iportal, intermedia y peri venosa del lobulillo hep atico.

Material y Métodos

Se emplearon 60 ratas Wistar albinas machos de 30 dias de vida postnatal. Se conformaron tres grupos de tratamiento: uno experimental y dos controles. El experimento se disefid
para dos tiempos, un mes y dos meses de tratamiento y en cada uno se incluyeron los tres grupos. A las ratas del grupo experimental se les administré etanol y se les inmunizé6 con
la vacuna Heberbiovac-HB (EV). Los animales de los grupos controles tuvieron tratamientos diferentes, a un grupo se le administr6 agua y se inoculé solucién salina (ASS), control
negativo, y al otro se le administr6 agua y se le inmuniz6 con la vacuna Heberbiovac-HB (AV), control positivo.

Se utilizé etanol al 40% diluido en agua, a razén de tres gramos por kilogramo de peso corporal, en dosis Gnica diaria. La via de administracién fue oral y se empleé una canula
intraesofégicala. A las ratas no tratadas con etanol se les administré agua a la misma dosis y en el mismo horario, utilizando el procedimiento anterior.

Se emple 6 la vacuna cubana Heberbiovac -Hb, contra el antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg). La dosis empleada fue 0.1 ml por via intramuscular en el
cuadriceps derecho del animal. El esquema de inmunizaci 6n fue de tres dosis en ambos grupos y una dosis de refuerzo para los animales tratados durante dos meses. Los animales

tratados por un mes fueron inoculados a los 30, 37 y 51 dias de nacidos, y los tratados durante dos meses los 30, 37, 51 y 65 dias de nacidos. Al concluir el experimento y después
de la extraccion de sangre a los animales fueron anestesiadas en atm 6sfera de éter con auxilio de una campana. Se extrajo el higado, se tomaron fragmentos y se procesaron las
muestras para realizar el estudio morfométrico del higado y se utiliz6 la técnica de inclusién en parafina, se obtuvieron cortes histolégicos, se colorearon por el método de
hematoxilina y eosina. Las | aminas fueron observadas, se digitalizaron las im dgenes y se procedi6 a realizar mediciones sobre ellas utilizando el sistema cubano para morfometria de
imagenes MADIP 19,20

Se estudiaron los hepatocitos de las tres zonas del lobulillo hepéatico de Rappaport: peri portal, intermedia y perivenosa. Se midieron 10 células por cada zona y se analizaron las
variables morfom étricas area ntcleo (AN), area citoplasma (AC) y relacién area nucleo/ area citoplasma (AN/AC). La medicién se realiz6 contorneando manualmente los nucleos y las
membranas citoplasm aticas. Las células a medir fueron escogidas al azar y se tomaron aquellas en las que se observaron bien los nucléolos. La digitalizacién para este caso se
realizé con el objetivo 40x, previa seleccion de la zona con el objetivo 25x, para ello se buscaron marcadores biolégicos en el tejido que permitieron delimitar el area a estudiar.

Para realizar el an alisis de los datos se empleo el paquete estad istico SPSS versién 9.0.

Como primer procedimiento se realiz 6 un analisis de varianza multivariado (MANOVA) para ver el efecto de las variables grupo y tiempo sobre las variables del estudio. El MANOVA
mostr 6 el estad istico (la ? de Wilks con su correspondiente significacion) para cada efecto grupo, tiempo y grupo*tiempo y para las variables dependientes en su conjunto. Luego se
realizé un ANOVA para cada una de las variables que arroja tres estadisticos (uno correspondiente a cada variable dependiente).

Luego el SPSS realiz6 las pruebas a posteriori (post-hoc tests) cuando el efecto grupo fue significativo, para ver cuéales eran los grupos que diferian entre si. Se realizaron
comparaciones binarias dos a dos entre los diferentes grupos para todas las variables del estudio y para cada tiempo de tratamiento.

Resultados

Al comparar las variables morfom étricas AC, AN y relacién AN/AC de los hepatocitos en cada zona del lobulillo hepatico, al mes de tratamiento se observaron los siguientes
resultados. Tabla 1.

En la zona peri portal la media de la variable AC es menor en el grupo tratado con etanol y vacuna que en el resto de los grupos. En cambio, la variable AN esta aumentada en el
grupo tratado con agua y vacuna. La media de la relacion AN/AC esta aumentada en el grupo tratado con agua y vacuna.

En la zona intermedia, el area del citoplasma tiene un comportamiento igual al caso anterior. Sin embargo, el area del nucleo y relacién la AN/AC estan aumentadas en el grupo
tratado con agua y vacuna, con un comportamiento similar a la zona anterior.

En la zona peri venosael comportamiento fue diferente. Aqui los valores medios mayores corresponden tanto en AC como en el AN y los presenté el grupo tratado con agua y
vacuna. Mientras que la relacion AN/AC esta aumentada en el grupo tratado con etanol y vacuna.

Al realizar un analisis similar al anterior para comparar las variables morfométricas AC, AN y relaciéon AN/AC a los 2 meses de tratamiento y en cada una de las zonas del lobulillo
hep atico se observaron los siguientes resultados. Tabla 2.

En los hepatocitos de la zonaperi portal, las medias de las tres areas en el grupo etanol y vacuna se encuentran aumentadas con respecto a los demas grupos estudiados.
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En los de la zona intermedia, al analizarlas AC y las AN se encontré que los valores medios mayores estan en el grupo etanol y vacuna, y en el caso de la relacion AN/AC el valor
medio menor se encuentra en el grupo tratado con agua y vacuna.

En la zona peri venosa,el comportamiento es diferente para cada area y cada grupo. Las medias del AC tienen valores mayores para el grupo de agua y solucion salina. En esta
zona el valor de la media del AN es menor en el grupo tratado con agua y vacuna. En el caso de la relacién AN/AC encontramos el valor mayor en el grupo tratado con etanol y
vacuna.

Al analizar los resultados de las pruebas de significacién mediante anélisis de la varianza multi y univariado, para el efecto grupo, tiempo e interacci6n grupo/tiempo, se obtuvieron
resultados de ? la de Wilks y significacion, correspondientes con las tablas anteriores. Tabla 3.

Al analizar los efectos grupo y tiempo en las zonas del lobulillo hepatico para el mes de tratamiento, se comprobé que la prueba multivariada es significativa en las zonas peri
venosa y peri portal.

Cuando se compararon estos resultados con los obtenidos a los dos meses no se obtuvieron diferencias significativas. En las comparaciones m ultiples realizadas entre los grupos de
animales, se encontré que cada una de las variables tiene un comportamiento diferente. Al mes de tratamiento y en la zona peri portal, las variables AN y AC no presentaron
diferencias significativas en ninguna de las comparaciones binarias realizadas. En cambio, la relacién AN/AC mostr¢ diferencias significativas al comparar los grupos agua y solucién
salina y agua y vacuna (p<0.05). La zona intermedia no mostré diferencias significativas.

En la zona peri venosa s 6lo mostr 6 diferencias significativas la variable area del citoplasma al comparar los grupos agua y vacuna contra etanol y vacuna (p<0.05).

Este mismo an alisis se realiz6 a los dos meses de tratamiento y sélo se observo significacion en la zona de la triada, en el area del nlcleo en la comparacién entre el grupo tratado
con agua y vacuna, y el tratado con etanol y vacuna (p=.013).

ZONA AREAS | AS AV EV

X=199.56* X=199.79* X=179.35

AC 8=16.57 85=56.20 5=16.38
X=30.42 X=34.08* X=28.68
S=2.14 $=10.21* 5=2.29

X=153 X=.172* X=160
AN/AC q=012

PERTPORTAL
&

5=.023* S=010

X=197.67* X=198.55* X=180.73
< ae $-23.68* $=53.32% §=27.34
X=32.83 X=33.84* X=28.99
% AN §=6.24 $=12.70* 5=6.20
z X=.166 X-.169* X=.159

AN/AC $-0.21 §=.033* §=022
X=221.96 X=240.73* X=175.14
§=31.12 §=72.96* §=25.23
X=32.65 X=38.55+ X=29.75

8=3.33 S=14.51% S=8.17

AC

X=.148 X=159 X=.169*
5=.016 8=.026 5=.032*

PERIVENOSA
7

AN/AC

TABLA No 1. Estadisticas descriptivas de las variables morfométricas en las tres zonas del lobulillo hep atico al mes de tratamiento.
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EONA AREAS AS AV EV
199,65 19401 Hm2l425%
e S=15.43 §=28.07 S=16.08*
3033 X778 X-34.11%
= +
R ERIEORTAL AN G=1.87 a=6.15 H=3.24
*=153 H=13 X160
=012 8= S=msa*
A 3= 023 A
K=19873 x=189.25 H=211466*
5=21.78 5=26.08 5=3442¢
AC
F=3384 F=2 16 X~3556%
= = =7 Bl
5 R EnCd AN G=bAg G684 =780
H=170 H= 54 =110
3=017 5- 026+ 5-.040
ANIAC
X=221.04* X=7.74 H=10% .43
S=3324% E=31.43 5=47.654
AC
F=ALET Ke2034 FEIRT2
X i e =368 B=451 =361
=14 =14 =163
=015 3=032 =035*
ANFAC E=1035

TABLA No2 Estadisticas descriptivas de las variables morfom étricas en las tres zonas del lobulillo hepatico a los dos meses de tratamiento.

GRUPO/ PERTPORTAL INTERMEDIA PERIVENOSA
TIEMPO
AC AN ANAC AC AN  ANJAC  AC AN ANAC
1MES F 1105 1.943 3.535 706 T8O 351 A4.693 2.031 1,692
p M6 164 D44 503 490 707 018 151 204
1599 %020 1572
p.047 p.o12 p.030
2 F 2316 4013 2.191 1.732 2.195 900 360 1.570 1.287
MESES p 119 Ko a3 197 132 419 701 227 293
616 %.758 A .92
p.059 p.330 p443

TABLA No3 Anélisis de los efectos grupo y tiempo para las zonas del lobulillo hepatico.

Discusién

Los resultados obtenidos en el estudio morfom étrico revelaron que las tres zonas del lobulillo hepatico no mostraron grandes variaciones con relacién a las variables morfom étricas
estudiadas para ninguno de los grupos de animales. Otros autores sefialan que las tres zonas del lobulillo hepatico presentan diferencias funcionales, metabdlicas, en la respuesta

xenobittica y en las caracteristicas morfologicas 20-22

Las comparaciones binarias realizadas resultaron significativas para el area del citoplasma en la zona peri venosa entre los animales tratados con agua y vacuna, y los tratados con
etanol y vacuna durante un mes. A los dos meses de tratamiento también se encontraron diferencias entre estos dos grupos, pero en este caso la variable afectada fue el area del
nucleo en los hepatocitos del area peri portal. Estos hallazgos sefialan que el etanol provocé cambios en los hepatocitos del area peri portal aun cuando fue suministrado a dosis
bajas y por un tiempo no muy prolongado.

La presente investigacion lleva a pensar que el dafio hepatico estd presente desde una etapa muy temprana en el bebedor.

En este trabajo se concluye que los resultados obtenidos en el estudio de las variables morfom étricas no mostraron grandes diferencias entre las tres zonas del lobulillo hep atico en
ninguno de los grupos de animales.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el estudio de las variables morfométricas no mostraron grandes
diferencias entre las tres zonas del lobulillo hepéatico en ninguno de los grupos de animales.
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