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RESUMEN: Un total de 24 ratas hembras de 4 meses de vida con peso aproximado de 250 gramos fueron divididas en dos
grupos de animales rotulados como Ay B. El grupo A se mantuvo con pellet y agua ad libitum sirviendo como controlesusigntras q
grupo B conservaba el pellet y recibia una solucion de alcohol 40% disuelto en agua lo cual derigleaiasigi@cohdlica multivesicular.
Ambos grupos se mantuvieron en estas condiciones por 60 dias. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas y se extegeemanues
de higado normal-control como de higado graso para enseguida ser procesadas para microscopia electronica de transaiisiitosDe hep
normales y esteatdsicos se obtuvieron microfotografias electronicas de transmisién con aumentos finales de 9.500XuE®rcuales f
sometidas a estudios morfométricos para determinar fracciones volumétricas de los siguientes componentes celularesoplesmatien
rugoso, mitocondrias, inclusiones lipidicas y de glicégeno, eu y heterocromatina. De igual manera se cuantificaron laBéeas ce
nucleares. Del analisis de los resultados entre hepatocitos normales y alcohdlicos se visualiza que existen notableswlifedesdias
componentes celulares cuantificados. Se concluye que los efectos de la ingesta diaria de alcohol provoca en los hepatecitosisina
microvesicular que genera una drastica transformacion en su ultraestyuetusal morfologia, situacion que se traduciria, por ende, en
una variacion funcional, representando de esta manera el efecto que esta droga provoca en los hepatocitos.
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INTRODUCCION

La patologia referida como higado graso es la m@smo etanol y tetracloruro de carbono (Day & Yeaman 1994),
frecuente de las afecciones conocidas como esteatosis, egiétiendo también diversos factores de riesgo asociado a la
caracterizada por la deposicion anormal de lipidos tanto &feccion tales como diabetes mellitus (Arayal, 2006),
los espacios intersticiales del higado como en los citoplasnmal nutricion proteica (Conde Martelt al., 1993),
de los hepatocitos, revelando anormalidad en los procesmsertension (Brokes & Cooper, 2007), obesidad (Saadeh,
de sintesis y eliminacion de triglicéridos (Iskakl, 1991). 2007) y anoxia (Cotraet al, 1998). De igual manera Day

et al (1993) sugieren intervencion de factores genéticos en

Dichos lipidos se acumulan formando vesiculas qug desarrollo de esta patologia.
cuando son de mayor tamafio rodean al ntcleo desplazandolo
hacia la periferia celular pegado a la membrana plasmatica, ~ Asi mismo, la expresién alterada en los hepatocitos
generando asi la denominada esteatosis macrovesicular.d®proteinas/enzimas involucradas en la oxidacion de aci-
el contrario, si el lipido se estructura en pequefias gotas odus grasos asi como de las constitutivas de peroxisomas, se
pando distintas areas del citoplasma se produce la esteatgsiguciria en la acumulacion de triglicéridos hepaticos
microvesicular (Arakawat al. 1975). (Rehnmarket al, 1998). Por otra parte, modificaciones en

la morfologia tanto de la matriz como el aumento en los

Se ha demostrado que la etiologia de la esteatosigi#metros de la membrana interna mitocondrial, sugieren
relaciona con componentes metabdlicos y nutricionalegisminucion en los mecanismos de beta oxidacion de Aci-
farmacologicos generalmente provocado por antibiéticosdys grasos y generacion de esteatosis microvesicular (Santer
mayoritariamente con un consumo exacerbado de toxirgtsal, 1990).
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Es objetivo fundamental del presente trabajo fue Para la evaluacion de las fracciones volumétricas de
visualizar las diferencias morfolégicas y de volumen que &&s componentes celulares, fue sobrepuesto un reticulo de
puedan establecer mediante la microscopia electrénicaplmtos sobre las microfotografias electrénicas y se proce-
transmision y técnicas morfométricas, comparando las fraié al conteo diferencial de los puntos que incidian sobre
ciones volumétricas de hepatocitos normales y esteatdsitms perfiles de los componentes, calculandose la fraccién
a nivel de: ndcleos, citoplasmas, reticulo endoplasmico nelumétrica que ellos ocupan, mediante la siguiente ecua-
goso, mitocondrias, inclusiones de glicégeno y gotason (Weibel 1969).
lipidicas. De igual manera se cuantificé la relacion nucleo-

CItOpIaS.matlca y el area nuclear y celular de ambos Pi Ecuacion de Weibel utilizada para calcular frac-
hepatocitos. Fv=

Pt cion volumétrica de los componentes celulares.

En la medida que se cuantifiquen y comparen a nivel
ultraestructural los volimenes que ocupan los distintos cons-
tituyentes celulares de hepatocitos normales versus los ~ Donde: Fv = Fraccion volumétrica del componente
esteatésicos, se podra determinar las variaciones erc@lar; Pi = Puntos incidentes sobre el componente en estu-
funcionalidad que adquieren aquellos que contienen Ig9; y Pt = Puntos totales incidentes en la célula estudiada.

infiltraciones lipidicas.
Todos los datos cuantitativos obtenidos fueron so-

metidos a la prueba de Wilcoxon para muestras no
MATERIAL Y METODO paramétricas estableciendo diferencias con un valor de
Z=2,023 y un p= 0,043 indicando entonces que existen di-
ferencias significativas entre ellos.
Un total de 24 ratas hembras, de 4 meses de vida con
un peso de aproximadamente 250 gramos fueron divididas
en dos grupos de 12 animales cada uno rotulados como RESULTADOS
B. El primero se mantuvo con pellet y agua ad libitum como
control, mientras que el grupo B conservaba el pellet reci-
biendo una solucién de alcohol 40%. Ambos grupos se man-  La microscopia electronica de transmision utilizada
tuvieron en estas condiciones por 60 dias. Posteriormeffenuestro estudio muestra la morfologia de hepatocitos
las ratas fueron sacrificadas y se extrajeron muestras tafggmales y su contrapartida afectados con esteatosis
de higado normal-control como higado graso para ensegdtiicrovesicular, detallandose en ellos la ultraestructura de
da ser procesadas para microscopia electrénica de trafts componentes celulares, evidenciados en las Figuras 1y
mision donde a las muestras se le adicion6 una soluciénZigespectivamente y que generan los siguientes datos
glutaraldehido 2% en tampoén fosfato 0,15 M, pH 7,2 y $gorfométricos los cuales se consignan en la Figura 3.
mantuvo a temperatura ambiente por 2 horas. Luego, fue-

ron sometidas a un lavado en solucién de 6 g de NaCly 73 ~ Comparandose las fracciones volumeétricas corres-
g de sacarosa, disuelto en 1 litro de agua destilada. pondientes a las inclusiones lipidicas se observa con nitidéz

gue el volumen correspondiente al hepatocito esteatdsico
La post-fijacion se realizé con tetréxido de osmio 198sta aumentado en un 90%.

disuelto en la solucién antes descrita durante una hora a 40°C
y acetato de uranilo 0,5% por 18 horas. Luego de lavado el ~ De igual manera, cuantificandose las fracciones
material fue deshidratado en concentraciones crecientesv@éumeétricas de reticulo endoplasmico rugoso (RER) y
acetona (30 a 100%) e incluido en Araldita 6005. Se obtuvigitocondrias, se evidencia claramente que estan
ron cortes ultrafinos de aproximadamente 70 nm de grogdayoritariamente expresados en el hepatocito esteatésico
los que fueron tratados con acetato de uranilo 2% durantea@ntando entonces que en esta célula se realiza una nota-
minutos y citrato de plomo 0,5% por 10 minutos. Las mueble activacion de la sintesis proteica.

tras fueron finalmente estudiadas y microfotografiadas en un
microscopio electronico Phillips EM 300. Igualmente en relacion a las inclusiones de glicégeno

cuantificadas en el hepatocito esteatésico y observandose
Anélisis estadisticoA partir de los bloques para microscopiglaramente su disminucion hasta un 50%, apuntando de igual
electronica fueron obtenidos cortes ultrafinos desde los ciganera a una actividad celular mayor que la observada en
les se micrografiaron hepatocitos irradiados con distintg@snormal. Todos los datos anteriormente descritos estan re-
dosis con un aumento final de hasta 9.500X. sumidos en la Figura 3.
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hepatocito de rata normal. 8.500X. Fig. 2. Microfotografia e lectronica de transmision perteneciente a
hepatocito de rata que presenta esteatosis microvesicular. 9.500X.

20 7 ~ H Hepatocito normal
18 T - .
18 | H Hepatocito esteatosis
14 .
12 ' — Respecto al volumen nuclear la
10 ] [ diferencia encontrada a favor del
8 . hepatocito esteatdsico equivalente a un
6 . = 2%y 4,342, se podria traducir en activos
o F mecanismos de replicacion y transcrip-
27T =] i cion.
0 = T T 1
@ L &L & \3:!1 Finalmente, considerando los vo-
cﬁb \{.d‘ K [imenes cuantificados en relacién a la
@@' g eucromatina de hepatocitos normales res-

. : - : _ pecto a su contrapartida esteatésico, se
Fig. 3. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje correspondiente a com- . i
observa con claridad que la manifiesta

ponentes celulares pertenecientes tanto a hepatocitos normales como esteatdsicos. . . - .
diferencia a favor de esta Ultima célula se

traduce en una alta tasa de expresion

Tabla I. Areas celulares y nucleares expresadas’ @emenecientes tanto a génica y por ende, en una mayor activi-
hepatocitos normales como esteatésicos. PR ’ P
Hepatocito Normal Hepatocito esteatdsico d?d repllcatlva'),/ transcripcional y guarda
directa relacién con los volimenes
AreaCelular 248,8 2485 incrementad de | mponent
AreaNuclear 234 27,7 crementados de [0S componentes

citosolicos descritos con anterioridad.

Tabla Il. Fracciones volumétricas expresadas en porcentaje correspondiente
tanto a eu como heterocromatina evaluadas en hepatocitos normales y
esteatosicos.

Hepatocito norma Hepatocit o esteatdsico
Heterocromatina 32% 8%
Eucromatina 68% 92%
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DISCUSION minucién en la oxidacion de acidos grasos. Situacion seme-
jante plantean Ruebnetal (1969) al describir en hepatocitos
esteatdsicos mitocondrias con opacidad en su matriz y crestas

El andlisis de los resultados obtenidos evidencia qe@culares en extremo electrodensas. En contexto semejante,
el efecto de infiltraciones lipidicas desemboca en unfaitunaruet al (2010) han demostrado en los citoplasmas de
esteatosis microvesicular resultado de un consumo persisteepatocitos con esteatosis, la presencia de mitocondrias gi-
te de alcohol sobre hepatocitos de rata, generan notablesgeamtes que contienen inclusiones en sus crestas y cisternas
riaciones en los componentes celulares tanto nucleares cail@tadas o hipertrofiadas pertenecientes a reticulo
citosdlicos, las cuales provocan légicas modificaciones a mndoplasmatico rugoso.

vel morfolégico, ultraestructural y de funcionalidad celular.

Paralelamente, es preciso considerar que los volime-

Nuestro hallazgo en términos de evidenciar la apames de glicogeno cuantificados en el hepatocito esteat6sico
cién de una esteatosis microvesicular evidenciada en la Figlisminuyen con respecto al normal, indicando, por ende, una
ra 2 y caracterizada por presentar un 18 % del volumen cetonstante degradacion a glucosas citoplasmaticas para reali-
lar perteneciente a infiltraciones lipidicas provenientes de aar procesos de glicélisis y posterior sintesis de ATP
consumo indiscriminado y diario de alcohol, es congruenteitocondrial, obteniendo la energia necesaria para enfrentar
con los resultados de variadas investigaciones en las cualesiseanismos diversos, de acuerdo a nuestros resultados mos-
genera esta afeccién hepatica. Asi Macfarktnal. (2011) trando notables incrementos en los organelos involucrados,

demuestran generacion de esteatosis producto de deficienmia activa sintesis de proteinas (Junqueira & Salles 1975).

en la dieta de metionina y colina lo que provoca acumulacién

de triglicéridos. En este mismo sentido, Maical (2011) Este hepatocito esteatdsico como ya fue mostrado en

describen que histidina, carnosita y alanina tienen accién tiis resultados, presenta dos evaluaciones que indican una fun-

recta sobre la expresién de RNA de enzimas lipogénicas quién celular mas activa que la caracteristica de un hepatocito
regulan el esterol y su deficit induciria esteatosis. Por su pan@mal: un aumento de 4,3 @n su area nuclear y una frac-

Kieferet al (2011) precisan que en la generacion de esta afeodn volumétrica de 92% perteneciente a la eucromatina, am-

cion tiene un rol fundamental el deficit de la citoquindoos valores 6ptimos que indicarian activos mecanismos tan-

osteopontina, la cual en situaciones normales actta impidiémde replicacion como de transcripcion que determinarian una
do obesidad y alteraciones hepaticas incluyendo esteatosiactiva expresion génica y por consecuencia una acentuada sin-
tesis proteica (Paniageaal, 2007).

En este mismo sentido, Rehnmatlal describen que

la acumulacion de triglicéridos hepaticos se debe tanto auna  En conclusion, nuestros resultados definen con clari-

expresion alterada de proteinas involucradas en la oxidaciad las caracteristicas morfométricas y ultraestructurales de

de acidos grasos, como una notable reduccion en la activida@steatosis microvesicular generada por un consumo croni-

de lipasas hepaticas y otras enzimas propias del peroxisoroasle etanol en los hepatocitos de rata, destacando que parale-

reducidas hasta un 60%. lamente con las infiltraciones lipidicas se ha estimulado el
desarrollo de estructuras nucleares y citosélicas asociadas a

En este contexto y en términos generales Orlatky sintesis proteica, en comparacién con las evaluaciones de los
al. (2011) precisan que la generacion de esteatosis se delseraponentes de hepatocitos normales y que, por ende, se
dos procesos que actlian sincronicamente: un metabolismoiherementa la actividad celular en los hepatocitos esteatdsicos.
patico alterado o afectado asociado con un consumo crénico

de alcohol.

CORNEJO, R.; GARRIDO, O.; SAEZ, L.; BUSTAMANTE, C. &
Nuestros resultados muestran también coincidencia c6ARTES, G. Morphometric analysis of alcoholic microvesicular

lo demostrado por distintos investigadores respecto al incfPatiC steatosis in ratst. J. Morphol., 32(2)488-492, 2014.

mento ggl volumen mltocc_)ndnal encontrado en los hepatocitos g yMMARY: A total of 24 female rats, aged 4 months and
esteatosicos, Bezborodkiatal (2008) describen claramen- weighing approximately 250 g, were divided into two groups, called A
te que el hepatocito alcohdlico presenta un 28 % de inckgd B. The group A animals were kept on pellets and water ad libitum
mento en la densidad y volumen mitocondrial. Por su pargfd served as controls, while group B animals were fed pellets and
Santeret al.. informan sobre este volumen mitocondrial hadiven a solution of 40% alcohol dissolved in water, leading to alcoholic

. . . . . aultivesicular is. Both gr were ki nder th ndition
ciendo énfasis tanto en alteraciones de su maqumaf?é{t esicular steatosis. Both groups were kept under these conditions
QF 60 days. The rats were then euthanized and samples of normal-

enzimatica como también en la presencia de una mattiirol and fatty liver were taken and processed for examination by
mitocondrial electrodensa y una hipertrofia en el diametro @@nsmission electron microscope. Transmission electron microscope
la membrana interna, todo lo cual indicaria una notable disicrophotographs of normal and steatotic hepatocytes were obtained
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with final magnification of 9,500 X. They were subjected toKiefer, F. W.; Neschen, S.; Pfau, B.; Legerer, B.; Neuhofer, A.; Kahle,
morphometric studies to determine the volumetric fractions of the M.; Hrabé de Angelis, M.; Schlederer, M.; Mair, M.; Kenner, L;
following cell components: Rough Endoplasmic Reticulum,  Plutzky, J.; Zeyda, M. & Stulnig, T. M. Osteopontin deficiency
mitochondria, lipid and glycogen inclusions, and eu- and protects against obesity-induced hepatic steatosis and attenuates
heterochromatin. In addition, the cell and nucleus areas were quantified glucose production in mic®iabetologia, 54(82132-42, 2011.
and the nucleo cytoplasmic ratio of each cell type was determined.
Analysis of the results between normal and alcoholic hepatocytes shavacfarlane, D. P.; Zou, X.; Andrew, R.; Morton, N. M.; Livingstone, D.
that noticeable differences exist in all the cell components quantified. E.; Aucott, R. L.; Nyirenda, M. J.; Iredale, J. P. & Walker, B. R.
It is concluded that the effects of the daily consumption of alcohol Metabolic pathways promoting intrahepatic fatty acid accumulation
provoke microvesicular steatosis in the hepatocytes, generating a drastic in methionine and choline deficiency: implications for the
transformation of their ultrastructure and morphology. This finally leads  pathogenesis of steatohepatifisma. J. Physiol. Endocrinol. Metab.,
to functional variations, representing the effects produced by this drug 300(2)E402-9, 2011.
in the hepatocytes.

Mong, M. C.; Chao, C.Y. & Yin, M. C. Histidine and carnosine alleviated
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