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Summary

El proposito de este estudio, es evaluar las lesiones
hepdticas ocasionadas en un modelo animal ba-
sado en obstruccion temporal de la via biliar extra-
hepdtica y establecer la relacion entre obstruccion y
severidad del dario a través del tiempo. Métodos: Se
usaron 20 ratones machos adultos (25-35 g). Previa
anestesia general se practico una incision quirurgica,
se localizaron los conductos biliares y se ataron en su
base con hilo de algodon. Se sacrificaron 6 ratones
cada vez a los dias 1, 7 y 15 dias. Se obtuvieron el hi-
gado, corazon, cerebro, rifiones y pulmones para
estudio histopatologico por microscopio optico. Resul-
tados: El primer dia, se encontraron en 20% de los
cortes de tejidos hepdticos lesiones leves como con-
gestion sinusoidal y dilatacion de vasos portales,
asociados con estasis biliar hepatocelular, el dia 7 se
encontraron lesiones adicionales como acumulacion
de pigmento biliar en los colangiolos, prolifera-
cion de coldgeno portal y leve proliferacion pericol-
angiolar en 60% de los cortes. Eldia 15 se observaron
lesiones severas como proliferacion hamartomatosa
de colangiolos y fibrosis portal de los conductos
biliares que deformaron la placa limitante y lobular
en 15% de los cortes. El cerebro, el corazon y los
pulmones, solo mostraron dilatacion vascular y con-
gestion en grados severos, excepto al dia 15 cuando
los rifiones presentaron precipitacion de pigmen-
to biliar en el lumen de los conductos colectores.

The aim is to evaluate the liver damage due to an
experimental animal model based in the temporal
obstruction of biliar extrahepatic duct and deter-
mine the relation between obstruction and sever-
ity of damage through time. Methods: We used
20 adults male mice going from 25 to 35 g weigth,
previous to general anesthesia, a surgical incision
was applied and biliar duct were localized and
tied using linen cloth. Six animals were sacrificed
each time at 1, 7 and 15 days of treatment, the
hepatic, lung, kidney, hearth and brain were ob-
tained for histopatologic analysis using optic mi-
croscope. Results: In the first day 20% of hepatic
samples, light lesions as sinusoidal congestion
and dilation of portal vessel with hepatocelular
biliar stasis were found. In 7" day additional le-
sions were found as accumulations of biliar pig-
ments in the cholangiols, proliferation of portal
collagens and light pericholangiolar proliferation
in 60% of samples. At 15" day, severely lesions as
hamartomatous proliferation of cholangiols and
portal fibrosis of biliar ducts that deformed the
boundary plaque and lobular in 15% of samples.
In brain, hearth, and lung samples showed vascu-
lar dilation and severe congestion, except at 15™
day, when samples of kidneys showed biliar pig-
ment precipitation in lumen of collets ducts. Con-
clusions: The proposed method is useful to study



Conclusiones: El método descrito es titil para el
estudio de la relacion de las lesiones anatomopa-
tologicas causadas por la obstruccion biliar y el
tiempo transcurrido.

Palabras clave: andlisis histopatologico, dafio
hepdtico, modelo experimental, modelo animal,
obstruccion biliar.

Introduccion

Un modelo animal experimental bien establecido
para producir colestasis y fibrosis hepatica, es la
ligadura de los conductos biliares extrahepaticos
en ratones. La colestasis resulta en la acumulacion
de 4cidos biliares hidrofébicos, que puede ser res-
ponsable de apoptosis hepatocelular y necrosis he-
patica.! Como consecuencia de este dano inicial,
se desarrolla inflamacién hepética, involucrando
la activacién de las células de Kupffer, la secrecién
de citocinas y reclutamiento de neutrdéfilos en el
higado. Se ha descrito ampliamente a la ligadura
de la via biliar en ratones como el prototipo expe-
rimental para inducir hiperplasia ductal.?

De acuerdo con estudios previos, se sabe que
la obstruccién de las vias biliares extrahepaticas
altera la morfologia hepdtica, produciendo lesiones
due varian segln el tipo y tiempo de duracién de
la obstruccién éstas pueden ser de tipo colestasis
centrolobulillar o cirrosis hepdtica. No se ha es-
tudiado ampliamente la relacién entre el tiempo
de obstruccién y la severidad del dano hepatico
y si ante la posibilidad de “retirar” el agente que
ocasiona el proceso obstructivo, poder caracteri-
zar morfolégicamente la evolucion temporal de la
reversibilidad (recuperabilidad) de las zonas afec-
tadas.

El propésito de este estudio es evaluar las le-
siones hepaticas ocasionadas en un modelo animal
basado en la obstruccién temporal de la via biliar
extrahepdtica y establecer la relacion entre obstruc-
cién y severidad del dafio a través del tiempo.

Materiales y métodos

Animales

Se usaron 20 ratones machos, adultos con peso
de 25-35 g, obtenidos de bioterio. Se mantuvieron
en grupos de cinco, en cajas de acrilico de 36 x
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the chronologic relationship of anatomophatologic
damage produced by biliar obstruction.

Key words: histopatologic assay, hepatic damage,
experimental model, animal model, biliar obstruc-
tion.

26 X 16 cm en un cuarto cerrado con condiciones
ambientales de temperatura de 21 + 3 °C, humedad
relativa de 55 + 10%, y un promedio de 10-12 in-
tercambios de aire por hora, con ciclos de luz/oscu-
ridad de 12/12 horas y con acceso libre de agua y
comida.

Procedimiento experimental
El estudio se condujo bajo un protocolo aprobado
por el Comité Institucional de uso y cuidado de
animales. Se formaron tres grupos de 6 ratones
y un grupo de 2, como grupo control. Bajo anes-
tesia general con fenobarbital sédico (5.5 mg/kg
intraperitoneal) y bajo condiciones asépticas, a
los 18 ratones se les realizd una incisién quirur-
gica de 1.5 cm de longitud en el borde costal de-
recho, se incidié piel, tejido celular subcutdneo
(TCS), aponeurosis superficial y profunda, muscu-
los recto y transverso, y peritoneo. Se localizé
la via biliar extrahepdtica y se até en su base,
inmediatamente, la herida se cerré en dos capas,
la primera con peritoneo, musculo y aponeurosis
y la otra con TCS y piel. Se limpi6 la herida con
jabdén y agua estéril y el ratén se regreso inme-
diatamente a su caja y se mantuvo con una ldm-
para eléctrica. Los ratones fueron sacrificados en
grupos los dias 1, 7 y 15 posterior a la cirugia y el
control el dia 15. De cada ratén, se obtuvieron
el higado, corazén, cerebro, rifones y pulmones
para su estudio histopatolégico por microscopia
Optica

Los animales se sacrificaron al mismo tiempo
cada dia. Cada érgano obtenido fue preparado por
inmersiones en formalina por al menos 48 horas,
después, incluidos en parafina, cortados en piezas
de 6 a 8 micréometros y tenidos con hematoxilina
y eosina. Después, se hizo microfotografia a cada
pieza. La interpretacién histolégica fue hecha in-
dependientemente por dos médicos patdlogos y si
las opiniones eran diferentes, se deliberaron para
tener una en comun.
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Resultados

Al momento del sacrificio, la cavidad peritoneal
de los ratones mostré adherencias en grados varia-
bles entre el higado y la cavidad peritoneal, ileon
y pared costal. Todos los ratones presentaron he-
patomegalia por congestion y 25% de los ratones
presentaron abscesos.

Histolégicamente los cortes de los ratones sacri-
ficados el dia 1 (24 horas postobstruccién), mostra-
ron congestion sinusoidal y vascular a nivel de los
vasos portales con estasis biliar asociada en 20%
de los cortes. Estas lesiones se consideraron como
leves (figuras 1a, 1b). Los cortes obtenidos el dia
7 mostraron acumulacién de pigmento biliar en
colangiolos y zona pericolangiolar, con prolifera-
cién portal de coldgeno en 60% de los cortes. Estas
lesiones sumadas a las consideradas leves, se refie-
ren como lesiones moderadas (figuras 1c, 1d). En los
cortes de los tejidos de los ratones sacrificados el dia
15 postobstruccién, ademds de las lesiones obser-
vadas en los dias 1 y 7, se encontro proliferacién
hamartomatosa de colangiolos y fibrosis portal

Figura 1la.
Morfologia y organizacién del parénquima hepdtico bien
conservado.

Figura 1b.
Trombo biliar intracolangiolar (flecha grande) con prolife-
racion conectiva concéntrica, repliegue de ducto epitelial
(flecha mediana) y signos de esteatosis (flecha pequena).

Figura 1c.
Trombo biliar asociado con fibrosis periductal (flecha grande)
mononucleares y fibroblastos (flecha pequena).
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en conductos biliares, placa limitante y l6bulos en
15% de los cortes. Estas lesiones se clasificaron
como severas (figuras 2a, 2b, 2¢, 2d). Las lesiones
observadas a nivel de cerebro, corazén y pulmones

Figura 1d.
Proceso fibrético en porcién centrolobular que se extiende a
todo el 16bulo.

Figura 2a.
Trombosis biliar colangiolar (flecha grande) asociada con
fibrosis irregular incrementada en drea portal y que envuelve
al 16bulo (flecha pequenia), principalmente en centro.
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Figura 2b.
Trombo biliar intracolangiolar (flecha grande) con fibrosis
periductal (flecha mediana) y proliferacién colangiolar
(flecha pequena).

Figura 2c.
Fibrosis portal e invasién lobular (flecha pequeria) y prolifera-
cién colangiolar (flecha grande).

Figura 2d.
Proliferacion colangiolar seudohamartomatosa a nivel portal
(zona de flechas).
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se debieron a congestién vascular y dilatacién en
varios grados. Los rifiones mostraron precipitacion
de pigmento biliar en los tibulos colectores al dia
15 de sacrificio. El grupo control presenté morfolo-
gia macroscdpica y microscépica hepdtica normal.

Discusion

Los resultados observados mostraron una relacion
entre las lesiones producidas y el tiempo trans-
currido. Las lesiones incrementaron su severidad
ante la permanencia del proceso obstructivo,
apareciendo desde congestion sinusoidal en las
etapas tempranas de la obstruccién, hasta fibrosis
biliar con proliferacién hamartomatosa de colan-
giolos en sus etapas prolongadas.

En este estudio, se encontraron una serie de
ventajas del método descrito, como son disponi-
bilidad, facil de manejar, bajo costo y gran capa-
cidad de adaptacién al manejo experimental en
otras especies,* la capacidad de sobrevivencia de
los ratones, posterior a la intervencién quirtrgica,
ademds muchos de los efectos coinciden con los
previamente informados.®

El proceso obstructivo de la via biliar extrahe-
patica, determina el nivel de alteracién intrahepa-
tica, asf como el dafio hepatocelular y colangiolar,
sino se revierte el proceso obstructivo, las lesiones
a nivel hepdtico son irreversibles. La biopsia hepa-
tica es necesaria para evaluar correctamente las
modificaciones hepdticas derivadas de una obs-
truccién de la via biliar extrahepatica.

Las alteraciones hepdticas morfolégicas deri-
vadas de la obstruccién de la via biliar extrahe-
patica pueden clasificarse como a) tempranas, b)
relativamente tempranas y ¢) tardias. También se
encontraron lesiones en el encéfalo, en los gan-
glios basales, rifién y miocardio de intensidad e
importancia variada y éstos deben investigarse en
otros niveles del cuerpo.®

A nivel hepatocelular la necrosis centrolobular,
debe considerarse como una manifestacion tempra-
na de la obstruccién de la via biliar extrahepadtica.
Otro tipo de alteraciones morfolégicas en otros nive-
les como el espacio portal, que determinan edema
pericolangiolar, colangitis y pericolangitis con proli-
feracion de fibras de coldgeno en grado severo, hay
una secuencia de evolucién y puede ser considerada
como relativamente tardia.’ Alteraciones que indu-
cen necrosis centrolobular en el hepatocito, también
promueven un proceso reversible como depésito de
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fibras de coldgeno con modificaciones a nivel portal
que determina en pasos relativamente tardios puen-
tes fibrosos entre estas areas. La obstruccion biliar
extrahepdtica en tiempo relativamente tardio estd
asociada con proliferacién seudohamartomatosa de
conductos biliares pequenos, necrosis hepatocelular,
depdsito de fibras de coldgeno a nivel centrolobular
y portal, asi como en la zona puente ocurrida la base
anatémica del proceso de cirrosis biliar por obstruc-
cién extrahepadtica. La reversibilidad o irreversibili-
dad de estas lesiones no se establecié en esta fase
del estudio sélo se evaluo la relacién entre el dafno
anatomopatolégico y tiempo de establecimiento.

Conclusiones

Cuando fue desarrollado el método para determi-
nar la instalacién y magnitud del dafio en este estu-
dio, se estableci6 que si los animales permanecian
ligados por 15 dias o mds, a ese tiempo se notaria
el efecto lesivo maximo hepdtico, asi como dafos
menores a periodos de obstruccién mas cortos.

Con el método descrito se lograron inducir le-
siones hepdticas que nos permitieran establecer
una relacién entre las lesiones anatomopatoldgi-
cas hepaticas y el tiempo transcurrido después de
establecerse la obstruccién biliar extrahepdtica.
Estas lesiones fueron evidentes desde la primera
muestra observada, es decir, 24 horas posterio-
res a la ligadura de la via biliar extrahepdtica, las
cuales aumentaron en severidad en relacion con el
tiempo, llegando a producir proliferacién seudoha-
martomatosa de conductos biliares pequenos y el
depdsito de fibras de coldgeno.

En estudios posteriores, se podrd analizar en
qué estadio las lesiones hepdticas descritas pueden
ser reversibles si se retira el proceso obstructivo de
la via biliar extrahepaética.
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