Sitio Argentino de Produccién Animal

Diferencias microestructurales del higado utilizando técnicas histoquimicas

2) Resumen:

3) Introduccién:

Anatémicamente se encuentra ubicado a la derecha del plano medio de la region anterior del
abdomen. Su cara parietal contacta con el diafragma y la visceral presenta impresiones producidas
por los érganos contiguos: librillo, bonete y cuajar. En la parte dorsal se encuentra a un costado del
I6bulo caudal la impresion del rifién derecho.

Histolégicamente la unidad tradicional es el lobulillo hepatico que consiste en una agrupacion
ordenada de hepatocitos demarcada por un delicado marco de tejido conjuntivo por el que se
distribuyen las circulaciones portal, hepatica y biliar. En corte transversal tiene una forma
hexagonal y muestra una disposicidn radial de células parenquimatosas que formando columnas
unicelulares (columna de Remark) confluyen hacia el centro en una vena centrolobulillar. Desde el
punto de vista tridimencional se encuentran anastomosadas entre ellas formando placas
cribiformes. Las columnas estan separadas entre si por unos capilares modificados, los sinusoides
hepaticos que unen la capilarizacion de la circulacién venosa portal y de la circulacién arterial
hepatica con la vena del centro del lobulillo. Esta es el origen de la vena hepéatica que abandona el
Organo para unirse a la vena cava posterior. Los sinusoides son capilares con un recubrimiento
endotelial y de lamina basal discontinuo lo que los hace aptos para la rapida transferencia de
productos entre el medio interno celular parenquimatoso y el medio interno sanguineo. Como parte
de los sinusoides se encuentra una poblacién de macrofagos fijos, las células de Kupffer,
verdaderos basureros que fagocitan y digieren hematies envejecidos y los multiples antigenos que
transporta la impura sangre portal. Como todo miembro del sistema monocitico macrofagico
derivan de los monocitos circulantes.

Entre la célula parenquimatosa y la pared del sinusoide existe un espacio real, el espacio de Disse,
a donde protuyen las microvellocidades hapatocitarias que amplian la superficie de contacto del
parénquima con el lecho vascular. En este espacio se encuentran células de origen mesenquimal
denominadas lipocitos o células de Ito, se cree desempefian algun papel en el transporte de
lipidos, en el almacenamiento de vitamina A y en actividades de tipo enddcrino. En los estados
patolégicos pareciera que sufren una metaplasia hacia la diferenciacién fibrinosa,
encontrandoselas responsables del desarrollo del tejido conjuntivo intralobullar especialmente en
las estasis crénicas de origen cardiaco o en diversos procesos debido a sustancias téxicas.

El sistema biliar se inicia en un espacio de seccidén capilar formado por la invaginacién de la
membrana citoplasmatica de dos hepatocitos contiguos (el colangiolo), en este punto la membrana
celular contiene microfilamentos de actina y miosina que desempefian funciones contratiles e
impulsan la produccién biliar.  Aprovechando la disposicion anastomética de las placas
hepatocitarias estos canaliculos convergen hacia la periferia del lobulillo formando los canales
intermedios de Hering los que desaguan en los conductos biliares extralobulillares en el espacio
porta

En el punto de contacto de tres lobulillos contiguos existe un espacio ocupado por una
condensacion mayor de tejido conjuntivo por el que circulan las ramificaciones de la vena porta, de
la arteria hepatica y del conducto biliar extralobulillar: el espacio porta.

Tanto desde el punto de vista fisiolégico como patol6gico el concepto micromorfoldgico actual es el
del acido hepatico (tras la efimera vigencia del denominado lobulillo de Rappaport de los afios
sesenta). Esta unidad fisiohistoldgica privilegia el modelo circulatorio portal y hepético a la par que
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tiene en cuenta la forma como transita la produccién biliar desde los espacios colangiales
intralobulillares hasta dar origen al conducto biliar portal.

Esta forma de interpretar el disefio hepético favorece la interpretacion de los cambios histol6gicos
que se presentan durante el funcionamiento normal y patolégico del 6rgano.

El acino es concebido como un area en forma de huso cuyos extremos unen dos espacios porta
contiguos. Los arcos laterales del huso alcanzan las venas centrolobulillares de dos hepatocitos
contiguos demarcando el parénquima que recibe sangre desde el espacio interlobulillar de las
mismas arborizaciones capilares de la vena porta y de la arteria hepatica. Del mismo modo la
circulacion biliar de los dos hepatocitos considerados terminan en los mismos canaliculos de los
espacios porta.

Las placas de hepatocitos comprendidas dentro del huso se dividen imaginariamente en tres
sectores: uno interno que comprende el fino tejido conjuntivo interlobulillar y la denominada placa
limitante, otro sector medio que llega hasta la mitad del recorrido de un cordén hepatocitario y un
ultimo externo que comprende los hepatocitos que se encuentran en torno a la vena
centrolobulillar.

Si bien morfolégicamente los hepatocitos parecen todos iguales su posicién dentro del acino los
hace diferentes frente a la agresion y a la forma de reaccionar fisioldgicamente. Los hepatocitos de
la placa limitante son los que reciben en primer lugar a la mezcla de sangre arterio-venosa y son lo
menos lesionados en el caso de producirse hipoxia 0 anoxia; contrariamente son los mas
afectados cuando esa sangre transporta productos téxicos. Se considera que las diferencias
metabolicas en hepatocitos dispuestos en zonas distintas dentro del acino son mas bien de tipo
cuantitativo que no cualitativo, con todos los hepatocitos periacinares son especialmente
vulnerables a la hipoxia o anoxia dada la alta carga de oxidasas de accién mixta que poseen.

No es parte del proposito de este trabajo el extendernos en las numerosas e importantes funciones
gue cumple el higado; baste al menos el enumerar las mas relevantes: formacion de bilis,
almacenamiento y liberacion de carbohidratos, formacion de urea, produccion de proteinas
plasméticas, funciones varias en el metabolismo de los lipidos, inactivacion de hormonas
polipeptidicas, reduccibn y conjugacion de hormonas esteroides, sintesis de 25-
hidroxicolecalciferol y acciones de detoxicacion para sustancias residuales del medio interno o
sustancias téxicas exégenas.

En la practica diagnéstica el higado es tal vez el 6rgano que rara vez esta ausente en el muestreo
durante las necropsias.

La delimitacion desde el punto de vista micromorfolégico entre o normal y anormal es a menudo
dificil. La posicién circulatoria del 6rgano y su relaciéon con un medio tan antigénicamente complejo
como es el tubo digestivo lo transforma en un blanco importante de impactos nosolégicos. Debe
tenerse en cuenta que mas del setenta por ciento de la sangre que circula por el higado es venosa
y tiene su origen en el expuesto tubo digestivo.

Durante nuestro estudio y a partir de las evidencias que nos aportaban las muestras nos vimos
obligados a considerar el enfoque de los denominados “cambios minimos” y correlacionarlos con
los hallazgos encontrados en el abomaso y en los intestinos delgado y grueso en cada animal
estudiado.

Los cambios minimos son la frontera que permite separar lo normal de lo patol6égico con cierto
grado de racionalidad y permite dar explicacion a las diferencias de rendimiento en la produccién
de carne o leche cuando clinicamente no hay evidencias de una clara disfuncion hepatica.

Entre el fallo o colapso hepatico (por necrosis hemorragica periacinar 0 por necrosis masiva con
compromiso de la placa de hepatocitos centroacinares de lobulillos contiguos) y los cambios
minimos (tumefacciones y degeneraciones celulares, hiperplasia del sistema monocitico
macrofagico, colangioectasia colangial o desordenamiento trabecular con afectacion de la red de
reticulina sinusoidal) hay un abanico de grados lesionales practicamente infinito.

Todo 6rgano tiene modelos estereotipados para responder a la agresion; los mismos dependen
fundamentalmente del tipo de célula parenquimatosa, de las caracteristicas de la matriz
extracelular y del disefio de su distribucidn circulatoria sanguinea y linfatica.

El hepatocito es una célula altamente compleja y especializada en funciones diversas; con todo,
posee un alto potencial mitético que le permite reemplazar a las unidades envejecidas en la
normalidad o disparar desde su reservorio en periodo celular Go una andanada proliferativa para
repoblar el parénquima lesionado con una velocidad poco usual para modelos celulares tan
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especializados fisiol6gicamente. Desde este punto de vista se lo clasifica como una célula de tipo
labil.

Dado que su aparato enzimatico es abundante y complejo es comprensiblemente fragil a los
estados de hipoxia o anoxia. El modo de manifestarse la caida de la recuperacion energética que
debe aportar el ATP es la inactivacién de la bomba de sodio con la consiguiente retencion de agua
intracitoplasmética (tumefaccién celular aguda). La progresién de la lesion en aparato energético
se completa con la acumulacion de agua en las cavidades circunscriptas por los sistemas de
membranas formando vacuolas hidricas (degeneracion microvacoular o hidrépica). El dltimo
cambio de esta serie y sobre todo cuando la hipoxia 0 anoxia es provocada por bloqueo toxico es
la imposibilidad de movilizar los lipidos citoplasmaticos (degeneracion grasa). Dado que el marco
conjuntivo del lobulillo, aunque muy delicado en el bovino, es poco extensible. Al producirse un
aumento en el volumen celular por el secuestro de agua o lipidos se produce un estrechamiento de
los sinusoides y una pérdida de la regularidad radial de las columnas hepéticas que tratan de
acomodar a sus células haciéndose tortuosas.

El otro parametro patolégico del higado es tendencia a la fibroplasia cuando es agredido. Este
hecho aparece en varios procesos patolégicos graves tales como la congestion pasiva crénica con
esclerosis de la vena centrolobulillar, la cicatrizacién posnecrética o la fibrosis hepatica difusa inter
e intralobulillar producida por los alcaloides pirrolizidinicos, la nitrosamina o las aflotoxinas.

En los higados de bovinos jévenes el tejido conjuntivo es practicamente inaparente entre lobulillos
contiguos, encontrdndose apenas concentrado; pero con un grado de maduracion colagena muy
baja, en los espacios porta. En animales adultos es comin encontrar un aumento del conectivo
perilobulillar y una colagenizacion importante en los espacios porta. Su presencia solo esta
denunciando la acumulacion de agresiones leves y repetidas pero que no tiene un correlato clinico
evidente. La patologia hepatica tiene sus reglas que derivan de su enorme potencial de reserva
como parénquima; cuando hay cuadro clinico detectable por signologia o por evaluacion
enzimatica sérica es porque se esta a las puertas de un fallo o colapso del 6rgano.

La infiltracién de células proveniente de exudados en los espacios porta 0 en los limites conjuntivos
del lobulillo es el signo histopatolégico que denota un proceso inflamatorio mas o0 menos agudo.
Con todo otro signo importante como parte del cuadro inflamatorio es el encharcamiento y
ampliacién de los sinusoides que se los ve conteniendo gran cantidad de PMN adheridos al
endotelio vascular. La ampliacién de los sinusoides por la plétora generalmente se hace a
expensas de una atrofia de las células parenquimatosas.

El otro cambio marcador de lesién hepética es la proliferacion de los canaliculos biliares. En la
enfermedad biliar primaria, sobre todo la obstructiva los nuevos conductos se forman a partir de los
conductos interlobulares; en cambio en la enfermedad hepatocelular cronica (téxica o inflamatoria)
la proliferacion canalicular deriva de los colangilos intralobulares preexistentes. Este modelo
reaccional tan frecuente esta por ahora incompletamente explicado, lo que si se reconoce que su
presentacion es a veces independiente del grado de lesion parenquimatosa y segun el proceso
actuante seria una respuesta a determinados mediadores quimicos de la inflamacion.

La necrosis hepatica es el modo como el higado responde a la anoxia - hipoxia o a la toxemia
endogena o exdgena. Excepto etuilogias particulares (bacterias pidgenas, bacilo TBC) el modelo
es predominantemente coagulativo. Las posibilidades regenerativas del parénquima dependen del
volumen de parénquima comprometido y especialmente del mantenimiento del andamiaje de la red
de reticulina que soporta a las columnas y sinusoides. Sin esta guia puede darse cierto grado de
regeneracion en volumen, pero la funcionalidad de lo regenerado es minima por la proliferacion de
tejido conjuntivo en el espacio de Disse y por faltar las correctas conexiones para la evacuacion
biliar. Este hecho patolégico es regularmente no medido en la rutina diagndéstica pues requiere de
la utilizacion de técnicas de impregnacion argéntica que marque la reticulina.

En la literatura se insiste en cierta diferencia en el modelo reaccional del higado segun el
parénquima esté a la izquierda o derecha de la masa organica. Esto ha sido comprobado en la rata
y posiblemente en el perro. Se basa en el concepto del flujo portal continuo que lleva a que la
porcién izquierda reciba sangre procedente del bazo y del colon, mientras que la porcién derecha
recibe sangre proveniente del intestino delgado. Desde hace mucho tiempo en nuestro laboratorio
los muestreos de higado se hacen por separado siendo hasta ahora el resultado poco relevante en
el bovino.
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4) Materiales y métodos:

El disefio del ensayo que utilizé 37 terneros en estaca de una misma guachera y origen durante

los 49 dias que duré la experiencia fue el siguiente:

a) Los animales calostraron durante los cinco primeros dias de vida.

b) Al sexto dia se sacrificaron tres animales identificados como “testigos lactantes”, y se dividieron
los restantes en dos lotes identificados como “testigos con sustituto lacteo” (18 animales) y
“terneros Ruter ®” (16 animales).

c) Los testigos con sustituto fueron alimentados con el producto comercial de ACA segln sus
propias instrucciones (1), y los terneros Ruter® se alimentaron siguiendo las instrucciones del
fabricante (2).

d) ElI muestreo se efectud en seis periodos y el plan de necropsias programado es el que se
muestra en el siguiente cuadro:

Etapa Dia de ensayo | Testigos lactantes Testigos con Terneros  Ruter

sustituto lacteo ®

1° 50 3 0 0

20 18° 0 3 5

3° 26° 0 2 4

40 34° 0 3 3

5° 390 0 3 4

6° 49° 0 7 0

Animales Total

estudiados 37 3 18 16

e) El muestreo estuvo constituido por piezas de 2 x 2 centimetros del lado derecho e izquierdo
del 6rgano que se colocaron separadamente en Formol al 10%. Las muestras se entregaron al
Laboratorio dentro de las 24 horas de su obtencién.

El proceso de laboratorio consistié en reduccién de tres piezas por muestra, refijacién por 24 horas

en Formol al 10% y proceso conducente a la obtencién de bloques incluidos en parafina. Se

selecciond un taco y se obtuvieron tres cortes de 3 micrones con 100 micrones de separacion entre
uno y otro, se montaron en portaobjetos silenizados dobles para someterlos a las coloraciones de

Hematoxilina de Mayer — Eosina, Tricrémico de Van Gieson, Acido Perddico de Schiff (PAS) e

Impregnacion Argéntica de Del Rio Hortega con reduccién con Formol al 1%. Los cortes se

observaron en un microscopio trinocular Olympus CX 40 y las imagenes se levantaron con la

utilizacion una camara digital Olympus C-3000 montada sobre sus adaptadores y se procesaron en
el programa Microsoft Photo Editor archivandose bajo formato JPEG. Para efectuar las mediciones
se incorpord un reticulo micrométrico en uno de los oculares del microscopio.

5) Desarrollo:

Como ha sido una constante en toda la experiencia, hemos analizado la informacién mediante dos
procedimientos basicos: primeramente una observacion microscépica ordenada y general de los
cortes histoldgicos y luego la seleccién y medicion de marcadores tisulares y celulares que hemos
seleccionado como importantes segun el 6rgano considerado.

Los datos relevados por la segunda metodologia fueron luego sometidos a tratamiento estadistico
para comprobar su grado de significancia.

En el cuadro siguiente se detallan los correspondientes indicadores para el higado derecho e
izquierdo evaluados separadamente.

Numero Indicador Pardmetro, aumento de
observacion y técnica utilizada
() Hepatocitos SLA 1) Presencia
2) Ausencia
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Objetivo x 4
Hematoxilina de
Esosina

Mayer -

(in

Hepatocitos con degeneracién microvacuolar

1) Presencia

2) Ausencia
Objetivo x 40
Hematoxilina de
Esosina

Mayer —

D)

Hepatocitos con degeneracion grasa

1) Presencia

2) Ausencia
Objetivo x 40
Hematoxilina de
Esosina

Mayer -

(V)

Infiltracién inflamatoria periportal o intrasinusoidal

1) Presencia

2) Ausencia
Obijetivo x 40
Hematoxilina de
Esosina

Mayer -

(V)

Desarrollo y maduracion del
perilobulillar y centrolobulillar

tejido conjuntivo

1) Poco aparente y no
colagenizado

2) Groseroy colagenizado

Objetivo x 40

Tricrémico de Van Gieson

(V1)

Ordenamiento de las columnas de Remark y
aspecto citoplasmatico de los hepatocitos

1) Lineales, radiales
hepatocitos SLA

2) Tortuosas, no
regularmente radiales con
hepatocitos con TCA o
degeneracion
microvacuolar.

Objetivo x 40

Tricromico de Van Gieson

con

(VI

Desarrollo del tejido reticular intralobulillar y del
sistema macrofagico de Kuffer

1) Fibras delicadas y lineales
con células de Kuffer de
nucleo fusiforme y
distribucion regular.

2) Fibras grumosas y
discontinuas con células de
Kuffer de nucleos groseros,
polilobulados con
distribucion irregular.

Objetivo x 40

Impregnacién Argéntica de Del

Rio Hortega con reduccién.

D)

Ordenamiento de las columnas de Remark y
aspecto citoplasmatico de los hepatocitos

1) Lineales, radiales con
hepatocitos con delicada
granulacién citoplasmatica.

2) No lineales, no
regularmente radiales y
con hepatocitos con
grosera granulacioén
citotoplamética

Objetivo x 40

Impregnacion Argéntica de Del

Rio Hortega con reduccién.

(IX)

Distribucién de los granulos de glucégeno de los

1) Uniformemente
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hepatocitos respecto al lobulillo hepatico.

2)

distribuidos en el
lobulillo.

No
uniformemente
distribuidos con
disposicion
perilobulillar o
centrolobulillar

Objetivo x 40
Acido Perodico de Schiff.

(X)

Modelo

intracitoplasmatica

granulacion

glucogénica

1)

2)

Intensa, delicadamente
pulverulenta y en todos los
hepatocitos del lobulillo.
Poco intensa y
groseramente granular
presentandose hepatocitos
con escasa 0 hula carga
glucogénica.

Objetivo x 40
Acido Perodico de Schiff.

Los resultados obtenidos se muestran en el siguiente cuadro:

Higado derecho e izquierdo:

Nota. Se informan de modo conjunto aunque las observaciones fueron realizadas separadamente
pues no se encontré diferencias entre las lecturas.

Etapa
Indicador 10 20 30 40 50 6°
Lactante
SL R SL R SL R SL R SL R

[0) 1(1) 1] 1 1ol 1 1 1 2] 1 2

() 2 (1) 2 (1) 2 2 (1) 2 1 2 1(1) 2 1

(D) 2 2 (1) 2 2 2 2 2 2 2 2
(V) 2 2 2 2 2 2 2 2 (1) 2 1(2)
V) 1 2] 1 2 1 2 1 20l 1 123
(V1) 1 1(1) 1 2 1 2 1 2 1 2
(VN 1 1(1) 1 2 1 2 1 2 1 2
(VI 1 1(1) 1 2 1 2 1 2 1 2
(1X) 2 1(1) 1 2 1 2 1 2 1 2

X) 2 1(1) 1 2 1 2 1 2 1 2

(1) En dos de tres muestras

(2) En cuatro de siete muestras
(3) En seis de siete muestras

Debe consignarse que el estudio de este 6rgano se efectué en dos etapas: la primera con la
coloracion de rutina y dado que fueron poco reveladores los indicadores que se pudieron evaluar
con su aplicacién (Indicadores de | a IV) se pas6 a un segundo estudio utilizando técnicas
histoquimicas que realmente marcaron diferencias (Indicadores de V a X) que permiten interpretar
las comprobaciones clinicas en lo que hace a ganancia de peso y estado del pelo entre las dos

poblaciones.

6) Discusidn y conclusiones:

Con la técnica de rutina (H-E) los cambios encontrados son sugestivamente minimos.
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Correlacionando estos hallazgos con las observaciones hechas en abomaso e intestinos delgado y
grueso presumiamos que se iban a encontrar diferencias mayores.

Desde el punto de vista de lesién parenquimatosa solo puede asegurarse una mas constante
presencia de procesos de tipo degenerativo en los animales que se alimentaron con sustituto
lacteo, pero sin llegar al grado de la necrosis aunque mas no sea unicelular.

Signos histolégicos de reaccion inflamatoria con encharcamiento sinusoidal e infiltrados nodulares
periportales compuestos por mononucleares solo se encontraron en la etapa 6° en estos animales.
Tampoco en este caso los cambios regresivos parenquimatosos fueron espectaculares.

El signo histolégico de proliferacion de los canaliculos biliares estuvo ausente durante toda la
prueba en cualquiera de las poblaciones.

La aplicacién sobre el mismo material de otras técnicas puso en evidencia la presencia de algunos
cambios que diferencian el estado morfologico y seguramente funcional.

El Tricrémico de Van Gieson mostré que el tejido conjuntivo perilobulillar y el que rodea a la vena
centrolobullar era mas abundante y maduro en los animales que se alimentaron con sustituto
lacteo. Este cambio, indicativo de agresién sobre el parénquima hepatico no fue visto en los que se
trataron con Ruter®. Se debe consignar que con todo este hecho no se extendia al interior del
lobulillo a lo largo de la basal sinusoidal y que en ningln caso se observaron fenémenos de
seudolobulillacion.

Con esta técnica y con la técnica argéntica fue notoria diferencia de disposicion de los hepatocitos
en sus columnas. La tumefaccion celular del grupo que consumié sustituto lacteo obligd a disponer
los hepatocitos en columnas tortuosas. Con la técnica argéntica la granulacién citoplasmatica se
observé mas grosera, signo microscopico que habla de un proceso de apostosis de restos
membranosos.

La misma técnica argéntica mostré un sistema de Kupffer mas exigido en los animales que se
alimentaron con sustituto lacteo, seguramente por un mayor aporte antigénico derivado de las
circulaciones de la regién tubular que habian sido también estudiadas y que mostraban cambios de
tipo inflamatorio de leve a moderado a nivel del abomaso y del duodeno y yeyuno.

La confrontacion hecha en bateria de la cantidad de glucégeno hepatocitario presente por reaccion
colorimétrica demostré que los animales que fueron tratados con Ruter ® poseian en todas las
etapas hepatocitos con mayor y mejor distribuida carga de reserva energética.

El dltimo indicador a consignar no es de relevancia menor: las posibilidades de una regeneracion
hepética, no solo en masa sino funcional, esta atada a la permanencia de una red de reticulina.

Los animales tratados con Ruter® mostraron que la red de reticulina que soporta a las columnas
de hepatocitos y a los sinusoides estaba integra, de fibras gruesas y bien tefiidas por la plata.

En cambio en el otro grupo, en casi todas las etapas, la red se mostraba con fibras discontinuas,
de trazado irregular y de aspecto grumoso o granular, evidencia de una apetencia disminuida a al
plata reducida.

En sintesis comparando las dos poblaciones se puede concluir que los animales tratados con
Ruter® terminaron su etapa de prerumiante con un higado con un parénquima mejor conservado
tanto citolégica como histolégicamente, con un sistema mononuclear macrofagico no exigido
antigénicamente, con una armazon conjuntiva no madura o hialinizada, con un esqueleto reticular
critico mejor conformado y con una reserva glicogénica mayor. Todo esto hace prever al menos en
el comienzo de la etapa de rumiante un mejor desenvolvimiento fisiolégico del érgano y una
predisposicion fuerte frente a descargas nosolégicas.

Autores:
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Profesionales de la Asociacion de Cooperativas Argentinas — San Nicolas (Pcia. de Buenos Aires)
Ing. Ago. Félix Beltramino (Tratamiento estadistico) — Catedra de Genética y Mejoramiento Animal
— Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral — Esperanza (Pcia. de
santa Fe)

MV Carlos J. Peralta y Vet. Paula Rejf (Estudio histolégico) — Laboratorio de Cito e Histopatologia -
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral — Esperanza (Pcia. de
santa Fe)
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Esperanza, 21 de marzo de 2003.
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