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RESUMEN

La esteatosis hepética no alcohdlica es una enfermedad que es causada por la
degeneracion de las células hepéticas y por la acumulaciéon de grasa en los
hepatocitos. La cual es la causa mas frecuente a nivel global de alteraciones
cronicas en pacientes asintomaticos y la biopsia sigue siendo el método mas
preciso y especifico para el diagnéstico de esta enfermedad. La siguiente
investigacién, tiene como objetivo general Determinar la Importancia de la Técnica
Histol6gica en el diagnéstico de la Esteatosis Hepatica, y como objetivos
especificos, describir las caracteristicas histopatolégicas de la Esteatosis
Hepatica, explicar la Técnica Histoldgica en el diagnostico y definir su importancia
en el diagnostico de la Esteatosis Hepatica. Metodol6gicamente, la investigacion
que conlleva este estudio es de tipo cualitativa de método documental, para dar a
conocer la importancia que tiene el proceso histolégico en las biopsias en el
diagnéstico de la Esteatosis Hepatica ya que los métodos de tincion para tejidos
grasos tienen que ser especiales por la cantidad de lipidos que este contiene
debido a que las tinciones de rutina no muestran con exactitud los lipidos en el
microscopio.

Palabras claves: Esteatosis, Hepatocitos, Diagndstico, Biopsia, histologico

Linea de investigacion: Estudios morfoldgicos normales y patolégicos
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ABSTRACT

Nonalcoholic hepatic steatosis is a disease which is caused by the degeneration of
liver cells and fat accumulation in hepatocytes. Which are the most common
chronic global changes in asymptomatic patients cause and biopsy remains the
most accurate and specific for the diagnosis of this disease method. The following
research has the general objective to determine the significance of the histological
technique in the diagnosis of hepatic steatosis and specific objectives, describe the
histopathologic features of hepatic steatosis, and explain the histological technique
in the diagnosis and its importance in the diagnosis of hepatic steatosis.
Methodologically, research involving the study is qualitative type of documentary
method to raise awareness of the importance of the histological process biopsies in
the diagnosis of hepatic steatosis and staining methods for fatty tissues have to be
special the amount of lipid that it contains because the routine stains do not
accurately show lipids microscope.

Keywords: steatosis, hepatocyte, diagnosis, biopsy, histologic

Research line: normal and pathological morphological studies
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INTRODUCCION

El higado es el segundo 6rgano mas grande del cuerpo humano después de la
piel y es el mayor organo interno, el cual se localiza bajo el diafragma y las
costillas. Se extiende a través del lado izquierdo del cuerpo por encima del borde
superior del estbmago y est4 formado por dos l6bulos principales, cada uno
contiene unidades mas pequefias llamadas lobulillos. Las funciones del higado
son numerosas, convierte la glucosa en glucogeno y la almacena hasta que el
organismo la necesita. También almacena vitaminas, hierro y minerales. Las
células hepéticas producen proteinas y lipidos o sustancias grasas que son los
triglicéridos, el colesterol y las lipoproteinas, por lo tanto, el higado produce &cidos
biliares que descomponen la grasa de los alimentos, ya que estos acidos biliares

se necesitan para que el organismo absorba las vitaminas A, Dy E'?

Ahora bien, el higado elimina quimicos, alcohol, toxinas y medicamentos del
torrente sanguineo y los envia a los rifiones como urea para ser excretados como
orina 0 a los intestinos para ser eliminados. Debido a que el higado es tan
complejo, es susceptible a una amplia variedad de trastornos, algunos causados
por exceso de alcohol o medicamentos, otros por infecciones como la hepatitis
virica, el cancer, y otros trastornos metabdlicos, como lo son la esteatosis hepatica
o higado graso (EHGNA), la cual, es la causa mas frecuente a nivel global de
alteraciones cronicas en las pruebas de funcibn hepéatica en individuos

asintomaticos.

Esta enfermedad hepatica comprende desde el punto de vista histopatolégico un
espectro que varia entre el simple depdsito de grasa en el higado (esteatosis)
hasta la esteatohepatitis, fibrosis y cirrosis, en ausencia de otras alteraciones que
si pueden acompafar al dafio histologico por alcohol, como son la necrosis
esclerosante hialina, la lesidbn veno-oclusiva de la enfermedad alcohdlica, la
proliferacion ductular, colangiolitis y colestasisaguda. Actualmente se considera

que la EHGNA es el componente hepatico del denominado sindrome metabdlico,
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que se puede definir como la agrupacion de diferentes factores de riesgo vascular
y metabdlico como la obesidad visceral, la hiperglucemia secundaria a resistencia
a la insulina, la dislipemia y la hipertension arterial. Debido a la creciente
incidencia del sindrome metabdlico en los paises desarrollados, la EHGNA esta
emergiendo como una de las enfermedades hepéticas méas frecuentes en nuestro
medio. Hoy en dia se considera que el principal factor patogénico de la esteatosis
hepatica es el incremento del flujo y de la captacién hepética de acidos grasos
libres (AGL) circulantes procedentes de una lipdlisis periférica excesiva, todo ello

como consecuencia de la resistencia a la insulina (RI) en el tejido adiposo.?

Por lo tanto, el diagnostico de esteatosis se sospecha en la mayoria de los
pacientes por la alteracion en las pruebas de funcionamiento hepatico,
especificamente por una elevacién de ALT y de AST (Transaminasas). Pero como,
la mayoria de estos enfermos estan asintométicos, no tienen manifestaciones de
enfermedad hepatica en el momento del diagndstico; ocasionalmente se quejan de
hepatomegalia dolorosa, fatiga y malestar general, cuando existen signos de
insuficiencia hepatica a la exploracion y se detecta por ejemplo, trombocitopenia
en la citologia heméatica o signos ultrasonograficos de aumento de la fibrosis
hepatica, por lo que, la biopsia hepatica continua siendo el “estandar de oro” para
el diagnostico de la esteatosis hepatica y permite ademas evaluar la extension
del dafio, la presencia y caracter de la fibrosis y la presencia y grado de la
remodelacion de la arquitectura hepatica.?

En este sentido, la siguiente investigacion, tiene como objetivo general Determinar
la Importancia de la Técnica Histoldégica en el diagnéstico de la Esteatosis
Hepatica ya que la Técnica histologica es el conjunto de procedimientos aplicados
a un material bioldégico con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones
Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfologicos.
Y como objetivos especificos, describir las caracteristicas histopatolégicas de la
Esteatosis Hepatica, Explicar la Técnica Histoldgica en el diagnostico y definir su
importancia en el diagnostico de la Esteatosis Hepatica, Esto es importante, ya
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que ni los analisis de sangre ni los ultrasonidos o pruebas similares pueden
proporcionar con certeza esta informacion y como puede observarse, los métodos
de tincidn para tejidos grasos tienen que ser especiales por la cantidad de lipidos
que este contiene debido a que las tinciones de rutina no muestran con exactitud

los lipidos en el microscopio.

Desde el punto de vista metodoldgico, esta investigacion es de tipo bibliografica,
con un disefio documental y una modalidad de tipo monografico que busca
enfocar la atencién y curiosidad en desarrollar el tema, por lo que, se debe tener
el conocimiento, de que la biopsia también puede indicar si se han formado
cicatrices en el higado, esto es muy importante para precisar lo mas posible Ila
naturaleza y el alcance de la enfermedad vy poder realizar el diagndstico,
establecer el pronéstico y determinar datos de importancia a la terapéutica,
debido a esto se espera que el estudio contribuya a reforzar el valor y
conocimientos, en los profesionales de Histotecnologia con relacion a la biopsia
hepatica, la cual permitira ademas de evaluar la extension del dafio, el analisis
oportuno y seguro de dicho material biolégico proporcionando, al clinico un
elemento importante para el diagndstico, prondéstico y tratamiento que debe definir

como el mas adecuado para cada paciente en particular



DESARROLLO

Antecedentes
Como antecedente de la investigacion tenemos Ferndndez D, Velbes P, Nasiff A,

Dominguez C, Soto J, Giral T (2014) quienes presentaron su trabajo, titulado
“Efecto del tratamiento con extracto de propdleos rojo oral en la esteatohepatitis
no alcohdlica”. En el cual tuvo como objetivo destacar mediante un estudio que la
esteatohepatitis no alcohdlica es frecuente y puede evolucionar hacia la cirrosis.
Sus opciones de tratamiento farmacoldgico son poco eficaces. Se conoce que los
propéleos tienen accion antioxidante y antiinflamatoria y se han reportado efectos
beneficiosos de los propdleos y para ello se realizé un ensayo clinico a doble
ciegas, con grupo control paralelo, aleatorizado y mono céntrico discutido y
aprobado por el Comité de Etica y Cientifico del hospital por la realizacion de 2
biopsias hepaticas una al inicio del estudio y otra al concluirlo. La muestra quedo
constituida por 40 pacientes los cuales fueron atendidos en una Consulta de
Protocolo creada para ello, con estudio histoldgico se logr6 comprobar que el
propdleos rojo puede ser una alternativa terapéutica para detener la progresion de

la esteatohepatitis.*

Muestra relaciones con nuestra investigacion ya que ambas Permite confirmar el
diagnostico de la esteatosis hepéatica mediante una biopsia histolégica, no
obstante su diferencia radica en que la investigacion referencial se busca es
evidenciar a través de una biopsia es efecto del tratamiento con extracto de
propéleos rojo oral en la esteatohepatitis no alcohdlica y la de la presente
investigacion se basa es en la importancia de las técnicas histoldgicas usadas en

las biopsias para el diagnostico de higado graso no alcohdlico.

Ahora bien, Singh S, Allen A, Wang Z, Prokop L, Murad M, Loomba R (2015)
quienes presentaron su trabajo, titulado “La progresion de la fibrosis en el higado
graso no Alcohdlicas vs La esteatohepatitis no alcohdlica: una revision sistematica

y El metandlisis de estudios de biopsia Apareadas”, Cuyo objetivo fue explicar un
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poco acerca de las diferencias en las tasas de progresion de la fibrosis entre los
pacientes con higado graso no alcohdlico (HGNA) vs esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA). Hemos llevado a cabo una sistematica revision y meta-analisis
de todos los estudios que evaluaron las muestras de biopsia hepatica
emparejados a estimar las tasas de progresion de la fibrosis en pacientes con
enfermedad de higado graso no alcohélico (EHNA) incluyendo HGNA y EHNA.®

Muestra relaciones con nuestra investigacion ya que ambas Permite confirmar el
diagnostico de la esteatosis hepéatica mediante una biopsia histolégica, no
obstante su diferencia radica en que la investigacién referencial se busca es
demostrar las diferencias en las tasas de progresion de la fibrosis entre los
pacientes con higado graso no alcoholico (HGNA) vs esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA y la de la presente investigacion se basa es en la importancia de
las técnicas histolégicas usadas en las biopsias para el diagnostico de higado

graso no alcohdlico.

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS
La organizacion celular del higado es relativamente sencilla puesto que es la

repeticion de una estructura basica denominada lobulillo hepético. Los lobulillos
suelen estar separados entre si por tejido conectivo, aunque no en todas las
especies es claramente visible. Tienen forma de prisma poligonal que mide de 1 a
2 mm de didmetro. En secciones transversales tiene una forma aproximada de
hexagono con una vena central o centrolobulillar de gran diametro. En los vértices
del hexagono, entre lobulillos contiguos, se encuentran los espacios portales
formados por tejido conectivo y por las denominadas triadas portales, compuestas
por una rama de la vena porta, una rama de la arteria hepatica y un conductillo
biliar. La vena porta hepatica trae el 70-75 % del flujo sanguineo (15 ml/min) y
contiene sangre poco oxigenada y rica en nutrientes proveniente del sistema

digestivo y del bazo, mientras que la arteria hepatica contiene sangre oxigenada. ©
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La sangre llega a Los vasos sanguineos portales de los vértices, los cuales traen
las sustancias desde el sistema digestivo, mientras que la arteria central drena el
resultado de la actividad de los hepatocitos. Los vasos portales y la vena central
se comunican gracias a capilares que discurren entre los hepatocitos
denominados capilares sinusoidales, cuya pared estd compuesta por una capa
discontinua de células endoteliales que carecen de membrana basal. Estos
capilares discurren de forma radial, recogen el fluido de las venas portas y arterias
de los vértices, ademas de la secrecién endocrina de los hepatocitos, y confluyen
en el centro del lobulillo para liberar su contenido en la vena centrolobulillar. La
confluencia de las venas centrolobulillares da lugar a las venas hepaticas que

finalmente drenan en la vena cava inferior.5

Cuando hablamos de esteatosis hepéatica no alcohdlica decimos que La causa
fundamental de esta enfermedad parece ser la llamada resistencia insulinica. Esto
significa que el organismo no maneja apropiadamente el azlcar que se consume
en la dieta. Ello produce un exceso de azlcar en la sangre similar, pero menos
marcado, a lo que ocurre en la diabetes. El Higado y el pancreas detectan el
exceso de azUcar en la sangre lo que produce un aumento de la insulina y
finalmente acumulacién de grasa en el higado. El higado acumula el exceso de
azucar en forma de grasa pues esta es la forma de almacenar energia cuando hay

exceso de ella.”

Histopatologicamente hablando la principal caracteristica histologica de la EHGNA
es el acumulo de grasa en los hepatocitos, fundamentalmente triglicéridos, lo que
se denomina esteatosis. La presencia de mas de un 5% de hepatocitos
esteatdsicos es el criterio minimo para el diagnostico histolégico de esteatosis
hepatica. La esteatosis en la EHGNA es generalmente macro vesicular,
caracterizada por la presencia de grandes gotas de grasa en el interior de los
hepatocitos que desplaza el nucleo a la periferia. No es infrecuente la presencia
combinada de esteatosis macro y micro vesicular. En la esteatosis simple, se

observa en ocasiones un leve infiltrado inflamatorio lobulillar o portal.?
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Cuando se estudia la acumulacién de grasa en el higado se deben de considerar
dos escenarios:

Que la acumulacién de grasa no sea muy fuerte ni progresiva y no esté asociada
a inflamacion hepatica en lo que se denomina ESTEATOSIS

e Esteatosis = acumulacion de grasa en células hepaticas

Que la infiltracién con grasa sea mas pronunciada y dafie a las células hepaticas
produciendo inflamacion en lo que se denomina ESTEATOHEPATITIS.

e Esteatohepatitis = acumulacién de grasa en células hepaticas +inflamacion®

TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO
Las técnicas histoldégicas son un conjunto de operaciones que someten al tejido,

para luego ser vistas en el microscopio para un estudio de su estructura celular.
Unos de los primeros pasos para la identificacion de células anormales el proceso
de inclusion, para muestras de rutina se conoce a la parafina como el medio de
inclusién por eleccién, pero tenemos que para muestras de tejido con sospecha de

higado graso se utiliza el procesamiento de muestras por congelacion.

Biopsia por congelacion

El procedimiento de la biopsia por congelacion consiste en la congelacion
inmediata del tejido con una solucion criostatica fijadora o directamente en el
criostato, cuando se recibe el tejido fresco se realiza el examen y los cortes macro
para obtener las secciones tisulares de interés. Posteriormente, las secciones
tisulares se colocan con la orientacion indicada segun el espécimen, en un soporte
de muestras que contienen un medio de inclusion compuesto por una solucién
acuosa viscosa de alcohol polivinil y polietilenglicol (conocida cominmente como
OCT) que estabiliza la seccién de tejido favorece su congelacion y permite su

corte posterior.®
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Al momento de la tincion de las muestras existen muchos tipos de colorantes, pero
hay muestras que necesitan coloraciones especiales para su estudio.
Sudéan 1116 IV

El Sudan 111 6 IV se prepara en una solucion saturada de la manera siguiente:

@ ACEIONA. e 50.0ml
e Alcohol etilico al 70%......uuneen e 50.0ml
o AgregarelSudanlll V..., 2.0g

Preparacion

1. Es conveniente colocar el polvo de sudan sobre la acetona solamente y luego
agregar los 50 ml de alcohol al 70%

2. Mezclar vy filtrar

3. Se obtiene asi el colorante ya listo para su uso

Procedimientos

Los cortes congelados se recogen en agua destilada.

Colocar las secciones en alcohol al 70%, 5 6 10segundos.

Se tifien en Sudan 111 6 1V, de 5 a 10 minutos.

Lavar en dos bafos de agua destilada para quitar el exceso de colorante.

Lavar en alcohol al 70% por 5 a 10 segundos.

Lavar en agua destilada.

Tefiir con hematoxilina de Mayer por 5 minutos.

Lavar en agua corriente

© 0 N o g b~ wDdPRE

Lavar en corriente con unas gotas de carbonato de litio
10.Lavar

11.Montar con jarabe de apathy o con gelatina

Resultados
e Grasas NEULras.........cooviiiiiii i Rojo anaranjado
® NUCIEOS. ..., Azules.

Sudéan Negro
Soluciones de propilene-glicol al 85%
e Propilene-glicol puro..........coooiiiiiiiii 85.0ml

o Aguadestilada ..., 15.0ml



Sudéan negro

IS0 [ £ o W g =Y | o P 0.7g

e Propilene glicol ... 100.0ml

Preparacion

1. Se disuelve 0.7 de sudan negro en 100 ml de propilene-glicol por
calentamiento hasta 100°C.

2. Agitarse por unos minutos solamente. No debe pasarse el calentamiento a mas
de 110°C.

3. Filtrar en papel filtro y asi se ve elimina el exceso de colorante.

4. Dejar enfriar a la temperatura del cuarto y luego se filtra con un filtro seitz con
la ayuda del vacio.1°

Procedimiento

Fijacion en formol calcico.

Cortes por congelacion.

Lavar los cortes en agua destilada.

Propilene-glicol al 100%, 3 minutos.

Solucién de Sudan negro, 5 minutos.

Propilene-glicol al 85%, 2 minutos.

Lavar en agua destilada.

Rojo neutro al 1, de 30 a 60 segundos.

© 00 N o o b~ WP

Lavar en agua destilada.
10.Colocar los cortes en portaobjetos.

11.Eliminar el exceso de agua y montar en medio acuoso.

Resultados

e Nucleos y citoplasmas..........cccoviiiiiiiiiiin, azul oscuro
e LipidOS....ccuiviiiiii i, Negro.!!
Hematoxilina de Mayer

Soluciones

o Aguadestilada...........oooiiiiii 1000 ml

e Sulfato aluminico potasico o sulfato aluminico de amonio... 50g

e Hematoxilina cristalizada (C.1. 75290)...........cccciiiiennie 19
15



Yodato de sOdio.......c.coviiiiiiii i 0.2¢9
ACIAO CIMICO. .. 19

Hidrato de cloral...........coooiiii 509

Preparacién

1.
2.
3.

4.

Afadir el sulfato al agua destilada hasta que esté completamente disuelta.
Afnadir la hematoxilina cristalizada.

Cuando la hematoxilina este completamente disuelta se afiade el acido citrico,
el hidrato de coral y yodato de sodio.

Hervir durante 5 minutos, enfriar y filtrar.12

Procedimiento

N oo g A

Los cortes ve colocan en agua destilada.

Propilene-glicol puro por 2 minutos.

Solucion de aceite rojo por 1 hora. Si los coretes estan en una lamina de vidrio
hay que dejarlos toda la noche en la solucion.

Diferenciar en propilene-glicol al 85% por 1 minuto.

Lavar en agua destilada por dos veces.

Teflir con hematoxilina de Mayer por 5 minutos.

Lavar en agua destilada dos veces y montar en glicerina

Nota. Se puede usar también hematoxilina de Harris, diferenciar con alcohol y

agua alcalina. Lavar y montar.°

IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS
Denominamos lipidos a un conjunto muy heterogéneo de biomoléculas cuya

caracteristica distintiva aunque no exclusiva ni general es la insolubilidad en agua,

siendo por el contrario, solubles en disolventes organicos (benceno, cloroformo,

éter, hexano, etc.), por éste motivo las muestras de higado graso no debe pasar

por el proceso de deshidratacion.

En el caso de la inclusién de la parafina tenemos que, el procedimiento de

infiltracion con la parafina elimina la grasa, debido a que los deshidratantes y
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aclaradores utilizados son disolventes de las grasas y por esta razon se utilizala
técnica de congelacion de tejidos.*®

Este proceso histolégico para el diagnostico de la esteatosis hepatica no es de
rutina, ya que por rutina conocemos que las muestra después de fijadas en formol
van directo al deshidratado y luego a la inclusién en parafina, no es el caso para el
diagnostico para esteatosis hepéatica ya que por ser un tejido que en su
investigacion se busca detectar las posibles grasa en el higado el proceso cambia.
La fijacion en este estudio es importante porque modifica los cuerpos grasos. Por
rutina conocemos que la técnica mas utilizada es fijar los fragmentos en formol (10
a 20%), y cortar los fragmentos por congelacion. No se pueden someter a los
pasos necesarios para la inclusion en parafina por ser solubles en agua en medios

aclarantes (xilol, bencina, etc.). En el fijador una parte de los lipidos se pierden.°

En la coloracién también hay una parte importante para este proceso ya que tiene
qgue ser reactivos especiales para los lipidos. Los colorantes especificos de las
grasa es el Sudan negro, colorante azoico introducido en técnica por Lison en
1934. Colorea los cuerpos grasos en negro y da fuerte coloraciones a todas las
sustancias grasas, inclusive las que toman débilmente el sudan Il 6 IV y rojo
escarlata.1®

En la biopsia por congelacién esta la obtencién de resultados rapidos con la
finalidad de modificar intraoperatoriamente una conducta, ya que los cortes por
congelacion permiten un diagnéstico en un tiempo de 15 a 20 minutos, mientras
gue los preparados convencionales permiten diagndésticos en 24 a 48 horas. Con
la biopsia por congelacién se logra una preservaciéon de mayor cantidad del tejido
libre de la lesidon con mejores resultados estéticos, hay un mejor aprovechamiento
de los recursos médicos.'* Y para el medio de montaje se utiliza un medio acuoso
como lo es la gelatina o la jalea de glicerina ya que si se utiliza el de rutina que es

un medio sintético se pierden los lipidos en este proceso.'!
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CONCLUSIONES

La degeneracion de las células hepaticas o hepatocitos son caracteristicas
significativas de la esteatosis hepatica, esta afeccion conocida y expresada,
durante mucho tiempo se ha encontrado como una de las que mas produce
dafios en una alta escala mundial. Es frecuente que esta enfermedad implique
una creciente expansion de dafos en el higado debido al aumento de grasa en
este Oorgano concerniente a no obtener medidas necesarias para evitar la
evolucion de este padecimiento por medio de cierta inflamacién que llegan a
ocasionar dafios permanentes en este 6rgano. Es por ello que la ejecucion de
biopsias hepéaticas la consideramos como uno de los métodos méas eficientes y
utilizados para la obtencion de una correcta porcién de muestra de tejido para
su correspondiente e importante proceso histopatolégico que reiteramos es
fundamental.

Como histotecnologos manifestamos la importancia de efectuar un proceso
histolégico apto con conocimientos obtenidos por medio de este tipo de tejido y
su morfologia que nos demanda utilizar un mecanismo de ejecucion de fijacion
y tincion contrario a lo efectuados repetidamente en nuestro laboratorio, es
importante determinar y manifestar que estamos sujetos a emplear variedades
de tinciones para la realizacion de esta técnica histologica por lo que las
diversas técnicas de coloracion utilizadas para el higado graso o esteatosis
hepética son convenientes para la elaboracion de un procedimiento de tincion
necesarios en esta clase de muestra con propiedades de grasa, asi que es
resaltante dominar las distintas coloraciones empleadas para este fin, a pesar
de que es normal utilizar una en especifico, las bases y datos de esta
investigacion relacionaron un listado de coloraciones diversas con
componentes distintos con motivo de esta afeccion que son proporcionales
para nuestro uso como técnicos histélogos.

Es importante destacar y resaltar que nuestra capacitacion y ética profesional
como histotecnologos va a influir siempre en el desarrollo secuencial de estos

procedimientos, dejando en claro que nuestro conocimientos aprendido del
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estudio de los tejidos serdn determinante para la observacion de la muestra
segun su naturaleza y la composicion en la que estas se encuentran a nivel
histolégico debido a la condicién o avance de esta enfermedad.

Una elaboracién correcta de estos procedimientos a través de los técnicos
histélogos trascendental para elaboracidbn de un excelente diagnostico o
indispensable en vista de la condicion expresada del tejido mediante su
observacion. Para efectuar un tratamiento adecuado, preciso y necesario para

la mejora y el progreso del paciente afectado por esta enfermedad.
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