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RESUMEN

Se estudiaron los efectos del alcoholismo crénico sobre el higado de ratas albinas adoles-
centes. Se utilizaron 57 ratas de ambos sexos a las que se le suministraron 6 g de etanol
por kilogramo de peso corporal diariamente desde los 28 hasta los 90 d de nacidas. Se
estudiaron las variables: ganancia en peso corporal, concentraciones en suero de la enzima
transaminasa glutdmico pirtvica, triacilglicéridos, lipoproteinas de muy baja densidad y
las caracteristicas histologicas del higado y el glucdgeno hepatico. Se comprobd que las
ratas alcoholicas: ganaron menos peso, presentaron valores significativamente mayores de
transaminasa glutdmico pirdvica y menores de triacilglicéridos y lipoproteinas de muy
baja densidad que los controles. El higado de las ratas alcohélicas presentd esteatosis
intensa, signos de muerte celular por apoptosis y necrosis, infiltrados leucocitarios, cuer-
pos de Mallory y megalomitocondrias. Los datos encontrados sugieren que las ratas ado-
lescentes son muy sensibles al etanol.

Descriptores DeCS: ALCOHOLISMO/patologia; HIGADO/patologia; AUMENTO DE
PESO; ALANINA TRANSAMINASA/sangre; TRIGLICERIDOS/sangre;
LIPOPROTEINAS VLDL/sangre.

El alcoholismo crénico representa un
grave peligro para el hombre. El consumo
frecuente de alcohol puede ocasionar daio
hepatico,! alteraciones en los sistemas ner-
vioso e inmunolégico,?* asi como un com-
portamiento social inapropiado en el indi-
viduo.*

En las ultimas décadas se ha produci-
do un incremento en el consumo de alco-
hol por parte de menores de edad, sobre
todo adolescentes; y lo que es mas preocu-

pante, el nimero de grandes bebedores ha
alcanzado cifras elevadas en esta pobla-
cion.>¢

Durante la adolescencia se producen
cambios en los sistemas endocrino y ner-
vioso que llevan a transiciones significati-
vas en el desarrollo biolégico, cognitivo,
psicoldgico y social del individuo.”-® Todo
esto hace que la adolescencia posea carac-
teristicas que la hacen diferente de otras
etapas de la vida.



En las ratas la adolescencia se define
como la fase peripuberal de maduracion
sexual; en la cual se producen transforma-
ciones bioldgicas y conductuales en el ani-
mal.” Esta etapa comienza alrededor de
los 28 d de nacida y culmina a los 50 d en
la hembra y mds alld de los 63 d en el
macho.’

El higado es uno de los 6érganos que
mds se afecta como consecuencia de la
ingestion irresponsable de alcohol,!*
se plantea que la enfermedad hepatica
alcohodlica se desarrolla en 3 etapas o
estadios: esteatosis hepdtica, hepatitis
toxica o alcohdlica, y cirrosis hepatica.!!
Cada etapa se caracteriza por lesiones
anatomopatoldgicas diferentes. En la eta-
pa de esteatosis se observa infiltracion
grasa de los hepatocitos. En la hepatitis
alcohodlica se afiaden otras lesiones,
como son: infiltrados leucocitarios, cuer-
pos de Mallory y necrosis celular. La
cirrosis se caracteriza por la presencia
de extensas areas de fibrosis y desorga-
nizacion de la arquitectura lobulillar. !

Se han utilizado marcadores bioqui-
micos efectivos para valorar la funciéon
hepética; entre los mas utilizados esta
la enzima transaminasa glutdmico
pirivica (TGP)."? Los estudios de los
triacilglicéridos en suero (TG) y las
lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) han sido utilizados como exce-
lentes predictores de dafio hepético en
el hombre.!

En la literatura no se reportan traba-
jos donde se estudien las alteraciones que
provoca el alcohol en el higado de anima-
les de experimentacién durante la adoles-
cencia. Por lo cual el objetivo del presente
trabajo fue estudiar los efectos que el alco-
holismo crdnico ocasiona sobre el higado
de ratas albinas adolescentes.
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METODOS

Se utilizaron 57 ratas albinas de 28 d
de nacidas provenientes de diferentes ca-
madas y seleccionadas al azar con la utili-
zacion de una tabla de nimeros aleatorios,
se formaron 2 grupos: experimental y con-
trol. El primero formado por 27 ratas, 13
hembras y 14 machos. El segundo se for-
mé con 30 animales, 15 de cada sexo.

A las ratas del grupo experimental se
les suministré etanol 40 % diluido en agua,
desde los 28 hasta los 90 d de nacidas. La
dosis fue de 6 g por kilogramo de peso
corporal dividido en 2 tomas con un inter-
valo de 4 h entre una y otra. La via de
eleccidn fue la oral y se utiliz6 una canula
intraesofagica. Las ratas se colocaron en
jaulas individuales.

Se les suministré agua y comida para
ratas ad libitum, y se mantuvieron en igua-
les condiciones ambientales e higiénicas.
Las ratas fueron pesadas semanalmente
para ajustar la dosis de alcohol. Al final
de la experiencia se tomaron los valores
de los pesos iniciales y finales para deter-
minar la ganancia en el peso (OP). Para
conocer el valor de OP se tom¢ el valor de
peso final (PF) y se le rest6 el valor del
peso inicial (PI), de este modo OP = PF-PI.
Las pesadas se efectuaron en una balanza
marca Yamato LW 3200.

Al final de la experiencia los ani-
males fueron colocados en atmosfera de
éter con el auxilio de una campana. Se
tomaron 5 cc de sangre directamente del
seno orbicular para determinar TGP, TG
y CT. Con esta maniobra el animal mu-
rid y se procedio a extraer el higado. Se
tomaron fragmentos de 1 cm®y se fija-
ron en liquido de Carnoy y formalina
neutra tamponada 12 % y el material
obtenido fue procesado por el método
de la parafina. Se obtuvieron cortes



histoldgicos a 4 |4 con un micrétomo ver-
tical marca Spencer.

Para realizar el estudio histoldgico se
tomaron 10 cortes de cada animal y se co-
lorearon con la técnica de hematoxilina y
eosina. La esteatosis se evaludé mediante la
presencia de vesiculas (macrovesiculas y
microvesiculas) en el citoplasma de los
hepatocitos. Se tomo la escala convencio-
nal siguiente: Negativo (0): ninguna célula
afectada, Débil (x): células afectadas ais-
ladas, Moderada (xx): la mitad de las cé-
lulas afectadas, Intensa (xxx):la totalidad
o casi la totalidad de las células afectadas.

La inflamacién se valoré de acuerdo
con la presencia de células inflamatorias
en el tejido hepatico. Se evalud de la for-
ma siguiente: Ausente (0): no hubo células
inflamatorias, Escasa (x): células inflama-
torias aisladas, Focal (xx): coleccion de
células inflamatorias en el parénquima,
Inflamacion difusa (xxx): areas extensas
de células inflamatorias en el parénquima
y en los tractos portales.

La fibrosis se evalu6 por la presencia
de tejido conectivo. Los cuerpos de Mallory
se reconocieron como estructuras redon-
deadas intensamente aciddfilas en el cito-
plasma celular. Las megalomitocondrias se
identificaron por la existencia de reaccion
acidofila que rodeaba a los nucleos.

Para el estudio del glucégeno hepati-
co se tomaron 10 cortes de cada animal.
Se utiliz6 la técnica de PAS segun
Hotchkiss.!* Como control se tomaron 2
de los 10 cortes y se incubaron con amilasa
salival a 37 °C, en la estufa, durante 3 h,
antes de realizar la técnica de PAS. Se utili-
z0 la escala convencional siguiente: Nega-
tivo (0): no hay reaccion, Débil (x): hasta
10 granulos PAS + por célula, Intensa (xx):
mas de 10 granulos PAS + por célula.

Todos los cortes fueron observados y
fotografiados en un microscopio Olympus.

Se realizaron determinaciones en sue-
ro de la enzima transaminasa glutdmico
pirdvica (TGP) mediante el método alanin
amino transferasa (ALAT) segun Reitman-
Frankel .** Se realizaron determinaciones de
triacilglicéridos (TG) en suero, por el mé-
todo GOP-PAPY y se determinaron los
valores de CT mediante el método de
CHOP-PAP de la Boehringer Mannheim,
segun Siedel,'* para obtener los valores de
VLDL.

Para el procesamiento estadistico se
utilizé una ANOVA de 2 vias, se tomaron
las variables oP, TGP, TG y VLDL como
variables dependientes y el grupo (alcohé-
licas y controles) y el sexo (hembras y ma-
chos) como variables independientes.

RESULTADOS

El anilisis de varianza para comparar
la ganancia de peso (0P) no result6
estadisticamente significativo entre ambos
sexos en ninguno de los 2 grupos, tampoco
resultd significativa la interaccion sexo/tra-
tamiento. La comparacion de esta variable
entre alcohdlicos y controles fue
estadisticamente significativa (tabla 1).

TABLA 1. lalores de la ganancia de peso en gramos

Ratas Alcohdlicas Controles
X 98,538 X 154,933
Hembras DE 19,242 DE 28,739
n 13 n 15
X 104,857 X 166,533
Machos DE 18,292 DE 26,989
n 14 n 15

X: Media, DE: Desviacion estandar, n= Nimero

Efectos F P
Sexo 1,563 0,217
Tratamiento 4,534 0,038

Interaccion  Sexo/Tratamiento 0,335 0,565
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Los valores medios de TGP no pre-
sentaron diferencias entre los sexos, ni se
comprobd relacion entre el sexo y el trata-
miento. Esta variable present6 diferencias
estadisticamente significativas entre ratas
alcohdlicas y controles (tabla 2).

Tabla 2. Valores de transaminasa glutamico pirivica (TGP) en
umt

Ratas Alcohdlicas Controles
X 54075 X 27,923
Hembras DE 11,090 DE 12,048
n 12 n 13
X 53185 X 29,321
Machos DE 4,097 DE 4,249
n 13 n 14

X: Media, DE: Desviacion estandar, n: Nimero

Efectos F P
Sexo 0,889 0,351
Tratamiento 2,168 0,019

Interaccion  Sexo/Tratamiento 0,324 0,372

Las ratas alcoholicas presentaron va-
lores significativos inferiores de TG que
los de las ratas controles (tabla 3). No se
comprobaron diferencias entre los sexos,
ni interaccién sexo/tratamiento. Las VLDL
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TABLA 3. Valores en triacilglicéridos (TG) en mmol/L

Ratas Alcohdlicas Controles
X 2,830 X 3,018
Hembras  DE 0,647 DE 0,530
n 13 n 10
X 2,528 X 3,020
Machos DE 0,486 DE 0,186
n 10 n 12

X: Media, DE: Desviacion estandar, n: niimero

Efectos F P
Sexo 0,400 0,531
Tratamiento 10,145 0,003

Interaccion  Sexo/Tratamiento 2,383 1,132

no presentaron diferencias entre los sexos,
ni se observo interaccion sexo/tratamien-
to. Los valores de las medias fueron
significativamente diferentes entre ratas al-
cohdlicas y controles; aunque las ratas alco-
hélicas mostraron valores inferiores.

En el estudio histologico de los higa-
dos se comprob6 que todas las ratas alco-
hélicas presentaron esteatosis intensa (fig. 1)
en los hepatocitos de las zonas periportal,
intermedia y perivenosa. Se observaron
focos de células necrdticas acompaiadas
de inflamacion focal (fig. 2). No se obser-
varon signos de fibrosis.

Fig 1. Rata alcohdlica. Se observan
hepatocitos con esteatosis intensa.
Técnica hematoxilina y eosina. M.0.
120x.



Fig. 2. Rata alcohdlica. Se observan
signos de inflamacién focal con célu-
las necrdticas. Técnica hematoxilina y
eosina. M.0. 120x.

Fig. 3 Rata control: Los hepatocitos .
muestran aspecto normal; nicleos
eucromaticos y citoplasma basdfilo y
vacuolado. Técnica hematoxilina y
eosina. M.0. 120x.

Se encontraron megalomitocondrias en
los hepatocitos de las 3 zonas del lobulillo
hepético. Los cuerpos de Mallory son poco
frecuentes y s6lo se observaron en los
hepatocitos localizados proximos a las ve-
nas centrolobulillares.

Algunos hepatocitos de la zona
perivenosa presentaron signos de muerte
por apoptosis.

Los hepatocitos de las ratas controles
mostraron aspecto normal (fig. 3). No se
observaron células necréticas ni inflama-
cién en ninguna de las 3 zonas del lobulillo

hepatico. Tampoco se observaron cuerpos
de Mallory ni megalomitocondrias.

En los higados de las ratas alcoholi-
cas, la reaccion de PAS fue inferior a la
presentada por las ratas controles. En la
zona perivenosa, la reaccion fue débil o
ausente (fig. 4). En la zona intermedia
la reaccion fue débil en la mayoria de
las células y algunas presentaron reac-
cion intensa. Las células periportales
presentaron reaccién débil con un ma-
yor nimero de células con reaccién in-
tensa.
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Las ratas controles presentaron reac-
cién intensa en los hepatocitos periportales.
En la zona intermedia la mayoria de las
células presentaron reaccion intensa; algu-
nas células mostraron reaccion débil. Las
células perivenosas presentaron reaccion
débil; algunas células presentaron reaccion
intensa. No se observaron diferencias en-
tre los sexos.

DISCUSION

En el presente trabajo se observd que
las ratas alcohdlicas ganaron menos peso que
las controles y que no hubo diferencias en-
tre los sexos. Estos hallazgos resultaron di-
ferentes a los reportados por la literatura'’
donde se han encontrado diferencias signifi-
cativas en el peso de las ratas adultas s6lo
después de un tiempo prolongado de trata-
miento. Esto hace pensar que las ratas que
ingieren alcohol durante la adolescencia son
mas susceptibles al etanol que las adultas.

Los signos de dafio hepatico que con
mads frecuencia se encontraron en las ratas
alcohélicas fueron: esteatosis intensa y
necrosis focal con acimulos de neutréfilos
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Fig. 4. Rata alcohdlica. Técnica de
PAS. Se observan células que no re-
accionan y algunas con débil reaccién
que rodean a la vena centrolobulillar.
Ndtese que va aumentando la inten-
sidad de la reaccién en la medida en
que se aleja de la vena. M.0. 120x.

y otras células inflamatorias. Segun plan-
tea la literatura, la esteatosis es un signo
precoz de dafio hepético y puede aparecer
sola o presentarse con otras alteraciones
anatomopatdlogicas mas severas.'

Las ratas alcohdlicas de la presente
serie mostraron concentraciones de
triacilglicéridos y VLDL en suero inferio-
res que las controles, con una diferencia
estadisticamente significativa.

Otros autores han encontrado que las
cifras de los lipidos y lipoproteinas au-
mentan en las ratas alcohdlicas en la me-
dida en que se prolonga el tratamiento y
refieren que el etanol provoca un incremen-
to en la sintesis de éstos."!”

Los hepatocitos exportan lipidos en
forma de lipoproteinas ricas en TG (las
VLDL) y se plantea que el etanol estimula
la sintesis de TG, ' por lo cual resulta atrac-
tiva la hipdtesis de que la esteatosis se
debe a un aumento en la sintesis de TG y
VLDL con una exportacion deficiente de
estos compuestos. Esta hipdtesis explica-
ria la presencia de esteatosis, asi como las
bajas concentraciones de TG y VLDL en-
contradas en las ratas adolescentes en el
presente trabajo.



Las ratas de la presente serie presen-
taron ademds de esteatosis hepatica otros
signos severos de dafio hepético como son:
necrosis focal, acimulos de neutréfilos y
otras células inflamatorias, cuerpos de
Mallory, megalomitocondrias y marcada
disminucién del glucégeno hepatico. El
dafio hepético es corroborado con los va-
lores elevados de la TGP. Todo esto hace
pensar que estas ratas son portadoras de
hepatitis alcohdlica, una etapa avanzada de
la enfermedad hepitica alcohdlica.!-1+12:17

Como se dijo en parrafos anteriores,
en la adolescencia el individuo es mds
susceptible al etanol que en etapas poste-
riores del desarrollo. Esto hace que la in-
gestion irresponsable de este toxico resul-
te mas peligrosa en esta etapa de la vida.

SUMMARY

Se ha planteado que la muerte celular
por necrosis se produce ante un dafio ma-
sivo que provoca el colapso de la
homeostasis interna de la célula.'® En el
presente trabajo la noxa que provoc) este
tipo de muerte celular fue el etanol.

En la zona perivenosa del lobulillo
hepético de las ratas alcohdlicas adoles-
centes se encontraron algunos hepatocitos
con caracteristicas de células apoptéticas.
Este hecho ha sido reportado por otros
autores en el higado de ratas alcohdlicas. 1
Esto parece indicar que el alcohol no sélo
ocasiona la muerte celular por necrosis,
sino que ademas, desencadena los meca-
nismos fisioldgicos de la apoptosis; esto
ultimo debe ser corroborado con técnicas
inmunohistoquimicas méas especializadas.

The effects of chronic alcoholism on the liver of adolescent albinic rats were studied. 57 rats of both sexes were
administered 6 g of ethanol por kg of boby weight daily from the 28 ® to the 90" day of life. The following
variables were studied: body weight gain, concentrations in serum of alanine transaminase, triglycerides, very
low density lipoproteins, the histological characteristics of the liver and the liver glycogen. It was proved that the
alcoholic rats gained less weight and presented significantly higher values of alanine transaminase and lower
values of triglycerides and of very low density lipoproteins than the controls. The liver of alcoholic rats showed
severe steatosis, signs of cellular death due to apoptosis and necropsy, leucocytic infiltrates, Mallory bodies and
megalomitochondria. The data found suggest that the adolescent rats are very sensitive to ethanol.

Subject headings: ALCOHOLISM/pathology; LIVER/pathology; WEIGHT GAIN; ALANINE
TRANSAMINASE/blood; TRIGLY CERIDES/blood; LIPOPROTEINS, VLDL/blood.
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