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RESUMEN: El higado de los mamiferos presenta variantes estructurales dentro del mismo orden taxonoémico. Se han descripto
alrededor de 80 especies, de las cuales 70 presentan una estructura lobuliliar formada por lobulillos hepéticos perfectamente
definidos por tabiques conjuntivos completos mientras que las restantes presentan una estructura pseudolobulillar sin divisién de
lobulillos concreta o aparente. Microscopicamente, la pseudolobulillacion se manifiesta por dreas perilobulillares del mismo color
pero en tono mas intenso que el resto del lobulillo cuando se utilizan técnicas de coloracion como Tricrémicas (Van Gieson o
Masson), PAS o Bielchowsky. Con el objetivo de identificar, aislar y resaltar lo observado en dichas coloraciones, se recurio a la
asistencia de la computacion. El Andlisis Digital de Imégenes (A.D.l.) aplicado a fotos de preparaciones de higado humano
coloreadas con Tricromica de Masson y Bielchowsky permitié apreciar con mucha mayor definicién elementos fibrilares estruc-
turales que no aparecian tan evidentes en las folos de las coloraciones originales,
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SUMMARY: The liver of mammals presents structural variants within the same taxonomic order. Around BO species have been
described, 70 of which present a lobular structure formed by hepatic lobules perfectly defined by complete connective walls
whereas the remaining ones present a pseudolobular structure, without concrete or apparent lobular division. Microscopically, the
pseudolobulation is manifested by perilobular areas of the same but more intense color that the rest of the lobule when using stain
methods like Trichromes (Van Gieson or Masson), PAS or Bielchowsky. A computer assisted study was performed to identify,
isolate and highlight the observations made by the above mentioned methods. With Digital Image Analysis (D.I.A.), applied to
human liver slides pictures, stained with Masson Trichrome and Bielchowsky methods, it is appreciated a greater definition of
structural fibrilar elements that were not so evident in the original pictures.

Key words: human liver - hepatic parenchyma - Digital Image Analysis.

Introduccién

Estudiando el higado de los mamiferos, obser-
vamos que esta clase taxonémica de animales no
posee una dnica estructura hepatica en la totalidad
de sus Ordenes. Los:-mamiferos pueden dividirse en
dos grupos perfectamente definidos: a) el que posee
una lobulillacion hepética perfectamente definida,
formada por unidades discretas, poliédricas, limita-
das entre si por tabigues conjuntivos perfectamente

* Este trabajo ha sido presentado en florma de comunicacion oral
en las “Xil Jornadas Cientificas de la Sociedad de Biologia de
Cordoba” - 28 de junio al 2 de julio de 1399 ~ Villa de Metlo y
ciudad de Cdrdoba.

visibles. Este grupo esté representado por un peque-
fio numero de casos (alrededor de 8 especies) (Foto
1) . b) el grupo cuya lobulillacién es muy imperfecta,
reduciéndose la presencia de tejido conjuntivo
interlobulillar a los llamados espacios porta y a al-
gunas trazas de diferente espesor, rudimentarias,
mas o menos largas, muchas veces interrumpidas
por tejido hepatocitico. Eventualmente s3g observa
alguna figura poligonal perfectamente delineada. En
este grupo se encuentran los casos mas numero-
s0s, entre los cuales estaincluido el género humano
(Hominidea) (Foto 2).

Las preparaciones histol6gicas de tejido hepati-
¢0 humano, que fueron objeto de nuestro estudio por
otros motivos experimentales, han venido demostran-
do, de acuerdo con un mayor o menor contraste foto-
grafico inducido ya sea en el proceso de exposicion o
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revelado, la presencia de una pseudo-demarcacion
muy débil, representada por un sombreado
hipercrémico que se aprecia a la manera de una ban-
da divisoria interlobulillar que carece de estructura
conjuntiva manifiestamente objetiva y/o estructural.

El desarrollo embrioldgico de los higados, en
las distintas especies de mamiferos, se manifiesta
de forma similar durante las etapas de dicho desa-
rrollo. En el proceso general se observa un nicleo
conjuntivo interior (mesodérmico), llamado Sep-tum
Transverso, que separa el celoma intraem-brionario
en dos partes, una superior que daré origen a la ca-
vidad toracica, y una inferior, origen de la cavidad
que en este momento debemos llamar abdomino-
pélvica. Al interior de este conglomerado tisular pe-
netray se desarrolla el brote endodérmico que, pro-
veniente de la parte terminal del intestino anterior, da
origen a la porcion hepatocitica del higado. Este es-
bozo hepético se cubre y ala vez es penetrado por el
tejido del Septum Transverso. Esta penetracion dara
origen a los lobulillos hepaticos, tomando jerarquia
de tabique en los siguientes ordenes:

1) Suidos: cerdo de granja o doméstico y sal-
vaje, jaball y pecari (14, 15).

2) Camélidos del viejo mundo: dromedario y
batriano (5, 8, 10-13). No se han encontrado referen-
cias sobre los camélidos americanos: llama (alpa-
ca), vicunay guanaco.

3) Carnivoros, plantigrados Ursidos: 0so par-
do, negro, gris y polar (2-8).

4) Carnivoros, procionidos: oso lavador
(mapache) (5,6,8,12).

5) Roedores: degu (rata de las madrigueras) (9).

En los otros drdenes, durante el desarrollo em-
brionario, el tejido conjuntivo que conformaba el
Septum Transverso pierde su estructura inicial y s6lo
quedan algunos restos que de alguna manera esta-
rian manifestindose en las separaciones interlo-
bulillares a manera de una sombra densa periférica
al lobulillo.

En latecnologia moderna, han hecho su apari-
cion en todos los campos de la ciencia los procedi-
mientos de ordenacion y computacion de datos por
métodos digitales. El uso de computadoras persona-
les de facil manejo ha traido como consecuencia
directa una explosiva adquisicion de datos y desa-
rrollo de métodos répidos para su obtencién y com-
paracion, aplicables también a estructuras histolo-
gicas, especialmente el Analisis Digital de Im4ge-
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nes (A.D.L.). Un programa de procesamiento de ima-
genes puede utilizarse tanto en observaciones mi-
croscopicas directas como en fotografias (tiempo
real o remoto) en blanco y negro o color, o
microfotografias. Los resultados ampliamente satis-
factorios comunicados por otros autores y los halla-
dos por nosotros nos decidieron a aplicar estos mé-
todos computarizados al estudio de la estructura con-
juntiva de los discutidos tabiques interlobulillares he-
péticos.

El primer objetivo planteado fue el anélisis del
destino de los tabiques embrionarios iniciados a par-
tir del Septum Transverso mesodérmico en el higado
humanoy la posibilidad de demostrar objetivamente
los restos interlobulillares de los mismos en el higa-
do adulto. En una primera etapa, implementamos la
aplicacion de la computacion a través del A.D.l. con
el abjetivo de comprobar si resulta una herramienta
util para resaltar elementos fibrilares que no apare-
cen destacados en coloraciones de rutina y conacer
detalles sobre su organizacion estructural,

Ekataksin y Wake (16) han publicado un trabajo
tridimensional muy completo sobre el esqueleto
conjuntivo reticular en el higado de cerdo que tendria
cierta correspondencia con nuestro estudio en higa-
do humano.

Material y Método

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron
10 biopsias de higado humano con morfologia nor-
mal, obtenidas de autopsias realizadas vy
protocolizadas en el Instituto Médico Legal de Rosa-
rio, provenientes de muertes accidentales. Las mis-
mas se fijaron en formalina al 10% y se procesaron
histol6gicamente hasta su inclusion en parafina. Se
realizaron cortes de 7 micras, los cuales fueron co-
loreados mediante los métodos tricrémicos de Van
Gieson y Masson y la impregnaci6n argéntica de
Bielchowsky (17) y fotografiados usando pelicula Fuji
35mm 100 ASA. Las fotografias correspondientes a
las coloraciones de Bielchowsy y Tricrémica de
Masson fueron escaneadas mediante un scanner
Genius full-page e ingresadas como datos para el
procesamiento de las imagenes (18-23). Se utiliz6
una PC con microprocesador Pentium Celerdn, de 64
Mb de RAM y un disco rigido de 6,2 Gb. El software
para el desarrollo del A.D.I. fue el K.Y.E. Photolmpact.
Se utiliz6 la funcién “Rotacion de paleta” para:
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1- Definir los distintos grados de saturacion
del color con el fin de diferenciar estructuras que, de
otro modo, aparecen al 0jo humano como una biomasa
homogénea;

2- Resaltar con relieves los diferentes gra-
dos de saturacion de color;

3 Eliminar aquellos colores que representa-
ban estructuras que no eran de interés para el estudio.

Las imagenes fueron obtenidas con una impre-
sora Hewlett Packard 693 C.

Resultados y discusion

La foto 3 muestra las areas perilobulillares
ampliamente contrastadas mediante la utilizacion de
laimpregnacion argéntica de Bielchowsky. El recua-
dro marca la zona de Ia fotografia sometida al A.D.I.

Se han marcado cuatro pseudolobulillos espe-
cificos utilizados en el procesamiento.

La foto 4 muestra la pseudolobulillacion del hi-
gado humano que se manifiesta por la presencia de
areas perilobulillares de igual color pero mas inten-
so que el resto del lobulillo, utilizando la coloracién
tricrémica de Masson. El area total de la foto fue
sometida al proceso de A.D.I.

Amodo ilustrativo, la Figura 1 (a, b, ¢ y d) mues-
tra imégenes obtenidas de las distintas etapas del
proceso de A.D.I. correspondiente a la coloracién de
Bielchowsky:

La Figura 1a corresponde al efecto Neon que
resalta estructuras en base a relieves.

Las Figuras 1b y 1¢ son productos de cambios
realizados en los colores.

La Figura 1d corresponde al efecto Emboss que
pone de sobrerrelieve |a parte densa de la foto original
mientras que la parte central queda en bajorrelieve.

La Figura 2 muestra el resultado final del pro-
ceso de A.D.l. correspondiente a la coloracion de
Bielchowsky, donde aparece una imagen fibrilar
perilobulillar nitida y contrastada.

La Figura 3 muestra el resultado final del proce-
so de A.D.l. correspondiente a la coloracion Tricrémica
de Masson, donde aparece una imagen puntillada
reticular en las zonas perilobulillares. No se muestra,
como se hizo en el caso anterior, la secuencia de
imégenes intermedias del procesamiento.

En el procesamiento de la foto correspondiente
a la coloracion de Bielchowsky podemos observar

1"

que las imagenes reproducen fielmente la trama fibrilar
puesta en evidencia por la impregnacion argéntica,
aunque con mayor definicion como consecuencia de
su separacion digital del resto del tejido.

En el procesamiento de la foto correspondiente
ala coloracidn Tricrdmica de Masson podemos ob-
servar como resultado final una imagen reticular que
se corresponde con las areas perilobulillares mas
oscuras que se observan en la foto original. Se obtie-
ne asi una muy mejorada imagen de una supuesta
trama fibrilar que no se pone en evidencia mediante
Ia coloracidn.

A partir de los resultados obtenidos con la apli-
cacion del ADI al estudio selectivo de ciertos ele-
mentos estructurales de los tejidos podemos consi-
derar que este método podria resultar una herramienta
0til para resaltar dichos elementos aislandolos y
sobreexpresandolos, aun cuando las coloraciones
originales no los pongan de manifiesto claramente.

Podemos utilizar estos resultados como punto
de partida para el estudio de elementos resaltados a
través del A.D.I. aplicdndolo a otras coloraciones
como Van Gieson, Orceina o PAS.

También seria de utilidad la implementacion
del A.D.I. en el estudio de casos de patologia hepati-
ca donde se encuentre comprometida su trama fibrilar
(fibrosis, cirrosis).

Las iméagenes obtenidas por A.D.l. no propor-
cionaron mayores datos sobre la organizacion es-
tructural de la trama perilobulillar. Estudios
tridimensionales podrian contribuir a un mayor co-
nocimiento sobre su distribucion espacial.

Conclusién

Se pudo constatar que el A.D.l. resulta un ele-
mento de trabajo Util y valido cuando se quieren des-
tacar estructuras o elementos histoldgicos que apa-
recen poco claros con coloraciones de rutina. Se
deberia ampliar el uso de esta técnica para otras
coloraciones y caracteristicas del tejido a fin de co-
nocer los alcances de este aporte.
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Foto 1: Higado de cerdo mostrando el tabicamiento lobulillar completo. Tricrémica con azul de anilina.
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Foto 2: Higado humano mostrando islotes de tejido conjuntivo correspondientes a los espacios porta y la ausencia
absoluta de tabiques interiobulillares. Tricrémica de Masson.
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Foto 3: Higado humano mostrando las dreas perilobulillares de color mas intenso. El recuadro marca la zona de la

Foto 4: Higado humano mostrando la pseudolobulillacion en forma de areas perilobulillares de igual color pero més
intenso que el resto del lobulillo. Tricromica de Masson
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Figura 1: Imagenes obtenidas de las distintas etapas del proceso de A.D.l. correspondientes a la coloracion de
Bielchowsky. a- Efecto Neon, que resalta estructuras en base a relieves; b- refuerzo del color; c-inversion del color a

través de la paleta; d- efecto Emboss de sobre y bajo-relieve.

Figura 2: Resultado final del proceso de A.D.l. para la coloracidn de Bielchowsky. Se observa la imagen fibrilar
perilobulillar nitida y contrastada.
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Figura 3: Resultado final del proceso de A.D.\. para |a coloracion Tricrémica de Masson. Se observa una imagen
puntillada reticular en las zonas perilobulillares.
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