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[ll. RESUMEN.

El aceite de emu, es un aceite de origen animal, extraido de la grasa
hipodérmica del ave no voladora Dromiceus novaehollandiae, el cual ha sido utilizado
por los aborigenes australianos, desde hace miles de afios, por sus efectos topicos de
aliviar el dolor, humectar y regenerar la piel. De acuerdo a sus propiedades
relipidizantes, por su capacidad de actuar como un efectivo vehiculo incrementador de
la penetracion de sustancias y por su alto contenido de &acidos grasos poliinsaturados
,Ccualitativamente similares a los de la piel humana, despierta el interés de su
investigacion y estudio. Actualmente, el aceite de emu esta siendo utilizado como
ingrediente activo en variadas formulaciones farmaceéuticas y/o cosmeéticas.

En este trabajo se estudid, en un modelo de dafio celular hepatico, el efecto
protector y/o regenerador del aceite de emu, cuando es administrado previo y posterior
a la induccion del dafo lipoperoxidativo con tetracloruro de carbono (CCl,) al 20% en
aceite de oliva. Para ello, se procedio a observar y evaluar los cambios histologicos
producidos en el tiempo, en los tejidos hepaticos tratados con y sin aceite de ema.

Los resultados de la observacién histologica, mostraron que cuando el aceite de
emu se administré previo al dafio producido por el hepatotéxico (CCls), existe una
disminucién del desarrollo de necrosis del tipo balonizante mediozonal y centrolobulillar
y, una aparicion mas temprana de los signos de regeneracion en el area periportal, que
cuando el aceite de emu es administrado posterior a la accion dafiina del CCl, en el

tejido hepatico.




SUMMARY

Emu oil is an animal origin oil extracted from the of hypodermic fat of the non-
flying bird Dromiceus novaehollandiae, which has been used by australian native
population since immemorial times due to their moisturizing, analgesic, and skin
regenerating properties. According to its re-lipidizing properties emu oil is an effective
penetration enhancing vehicle for a great variety of substances and because of its high
poli unsaturated fatty acid content which are quantitatively similar to human skin has
attracted a great deal of interest .Currently, emu oil has been used as an active
ingredient en several cosmetic and pharmaceutical preparations.

In this work we evaluated, in an hepatic damage model the emu oil protective
and regenerating effect when administered before and after 20 % CCl,; induced
lipoperoxidative damage, with olive oil acting as vehicle for CCl, .The emu oil protective
effect was assessed observing the histopathological changes through time in hepatic
tissues treated with or without emu oil.

The results obtained from histopathological observations showed that when emu
oil was administrated before CCl,; induced damage, a decrease in balloonized
centrolobular and mediozonal necrosis was observed and early signs of regeneration at
the periportal region were assessed when emu oil was added after CCl, induced hepatic

damage.




1. INTRODUCCION.

1.1 Higado.

El higado es el 6rgano mas representativo del organismo, debido a las complejas
funciones que realiza, tales como, biotransformacion de sustancias endégenas y
exogenas, sintesis de proteinas, metabolismo energético y desintoxicacion. Su unidad
funcional es el hepatocito, que son células poligonales, de unos 20 a 30 um de
diametro, que se agrupan entre si para formar placas anastomosantes de una a dos
células de grosor. Estas células muestran variaciones en sus propiedades estructurales,
histoquimicas y bioquimicas, segun su localizacion dentro de los lobulillos hepaticos,
por lo tanto, cualquier sustancia toxica que afecte al higado estara destruyendo o
dafiando hepatocitos, cuyo dafio estructural o funcional se denomina hepatotoxicidad.

El higado es a menudo el érgano blanco para lesiones quimicamente inducidas.
Primero, la mayoria de los xenobibticos se incorporan al cuerpo a través del aparato
gastrointestinal y, después de la absorcién, son transportados por la vena porta
hepatica al higado, asi el higado es el primer 6rgano inundado por los productos
guimicos que se absorben en el tracto gastrointestinal. Un segundo factor es la alta
concentracion de enzimas metabolizantes de xenobidticos en el higado, principalmente
del sistema de monooxigenasa dependiente de citocromo P-450 (CYP). Asi, muchas
de las reacciones oxidativas que produce este sistema pueden inducir metabolitos

activos que ocasionen lesiones en el higado.




Las areas del dafio se manifiestan a menudo en la region centrolobulillar, y esta
localizacion se ha atribuido, principalmente por la presencia la alta concentracion del

citocromo P-450 en esa area del higado.

1.2. Sustancias téxicas que inducen dafio hepético.

Existe una gran de variedad sustancias quimicas que producen dafo celular
hepatico, tales como CCl,, furosemida, paracetamol, entre otros. Algunos, actlan
directamente sobre determinadas moléculas celulares, asi por ejemplo, el mercurio
afecta grupo sulfihidrilo y el cianuro interfiere con la cadena respiratoria mitocondrial.
Otros lo hacen a través de la generacion de radicales libres, como es el caso de
algunas toxinas de hongos y bacterias. Otros como el alcohol, interfieren con el

metabolismo hepético de multiples maneras.

1.2.1 Tetracloruro de carbono (CCl,)

a) Caracteristicas generales:

De todos los compuestos mencionados, el tetracloruro de carbono es utilizado
frecuentemente para realizar un modelo de hepatoxicidad, ya que, el mecanismo de la
necrosis hepdatica inducida por tetracloruro de carbono (CCl;) ha sido objeto de
investigacion extensa y, es quizas el hepatotéxico mejor estudiado y conocido entre
aguellos xenobioticos que se sabe causan dafio hepatico (Kiso y Tohkin, 1983). El CCl,
pertenece al grupo de hidrocarburos halogenados, es poco soluble en agua y, se usa

como disolvente (aceites, grasas, ceras y limpieza en seco), difunde facilmente a través



de las membranas plasmaticas. Su absorcidn lenta en el tracto gastrointestinal se ve
favorecida por la presencia de aceites y grasas de origen animal o vegetal (Daykin,
1965), esto se debe a que las sustancias no polares que se disuelven en lipidos
difunden con mayor rapidez, ya que, la membrana celular que es permeable, se
encuentra constituida principalmente por fosfolipidos, y cuya permeabilidad esta
determinada por las caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias.

b). Mecanismo de accién:

El mecanismo de accion del CCl, es complejo y para el inicio de su toxicidad se
requiere su metabolizacion en el higado. Ademas, se indica que por si mismo no seria
toxico, pero que en el reticulo endoplasmico liso entraria a la cadena enziméatica
microsomal (Taira et al, 1980). El CCl, ejerce su efecto toxico al generar el radical libre
altamente téxico (CCl;®) (Payer et al, 1980) por accion de oxidasas ligadas al sistema
P-450 en el reticulo endoplasmico, paralelamente por una reaccion de reduccion (via de

eliminacion cloro), se formaria el CCl,. (Wolf et al, 1977).
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El CCl;* inicia la rapida peroxidacion de lipidos de membrana, lo que provoca
una reducciéon de la fluidez de la membrana (Campo et al, 2001), la cual es esencial
para preservar la funcion celular (transduccién de sefal, secrecion y endocitosis). Se
rompen las membranas del RE, se liberan los ribosomas. Se acumulan triglicéridos al
no existir sintesis de las apoproteinas necesarias para su salida del higado. Esto se
traduce en esteatosis. Por otro lado, la peroxidacion de lipidos que afecta a la
membrana plasmatica se traduce en trastornos en el transporte de iones, ingreso

masivo de agua, sodio y calcio. (Ver figura N° 1).

I <+— Citocromo P-450

Radicales libres
I I
Lisosomas Nucleos RE Membrana Mitocondria
| celular
Agregacion : — | = Hinchami
de Polisomas Disminucién Inchamiento
Ruptura cromatina separados bomba de
| Sodio
) _, Disminucion de » | Acumulacion
Liberacion de sintesis de Interrupcion de la de Calcio
hidrolasas proteinas membrana celular
I I
Cariolisis Acumulacion Residuos de Disminucion
de grasa membrana [ | concentracién
ATP
MUERTE CELULAR

Fig. N° 1. Esquema del mecanismo de accién del dafio hepético inducido por

tetracloruro de carbono (CCly).
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De manera que dependiendo de la magnitud y tiempo de la accién del toxico las
consecuencias fisiopatolégicas difieren, pudiendo encontrarse esteatosis 0 necrosis
masiva (Lowrey, 1981).

Dado lo anterior, la necrosis inducida por CCl, es mas severa en las células
centrolobulillares del higado quienes contienen la mas alta concentracion de la
isoenzima P-450 (Hodgson, 1996; Niesink, 1996), la cual es la responsable de la
activacion del CCl,. Ademas, se ha observado que el dafio hepatico, se expresa a
través de dos tipos celulares morfologicamente diferentes, necrosis balonizante y
necrosis hialina, los cuales alcanzan su maximo a las 24 horas luego de administrado el
toxico. (Ortiz, 1988).

1.3 Regeneracion hepatica.

Por otra parte, el inicio de la regeneracion hepatica estaria intimamente
relacionado con la ubicacion zonal, ventajosa o desventajosa de los hepatocitos en el
lobulillo hepatico. Por lo tanto, los hepatocitos ubicados en la zona periportal (cercanos
al espacio porta) inician un temprano proceso de recuperacion y de regeneracion,
puesto que reciben cantidades excelentes de nutrientes y oxigeno, y soOlo estan
expuestos en forma minima a productos metabdlicos, a diferencia, de aquellos
hepatocitos posicionados en la regiéon mediozonal y centrolobulillar , ya que estos
reciben sangre de “segunda calidad” en términos de nutrientes y oxigeno y fuertemente
cargada de metabolitos. (Ham, Cormarck , 1988 ; Gartner , Hiatt , 2002 ; Robbins,

Kumar, 2005)
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1.4 Estudio del arte.

El continuo avance de la investigacion farmacoélogica ha hecho posible la
obtencion de nuevos productos que presentan una actividad hepatoprotectora y / o
regeneradora, de origen natural. Es asi como por ejemplo compuesto derivados del
Haplopappus bailahuen (Martin et al, 1986; Nufiez et al, 1986), Silybum marianum
(Benda y Zens, 1974; Pérez — Carnero et al, 1976) , Cynara scolymus (Adzet et al,
1987), Aspalathus linaeris ( Ulicna et al, 2003) han demostrado poseer tal efecto.

Asi esta interminable busqueda hoy se centra en una sustancia de origen animal,
que es el aceite de Emua (Dromiceius oil). Un producto obtenido a partir de la grasa
hipodérmica del ave Dromiceus novaehollandiae, ave de origen australiano de unos 45
Kg. de peso y hasta 1,9 mts de altura, no voladora y que se alimenta principalmente de
semillas y bayas. Actualmente, se esta criando para el aprovechamiento de su aceite y
su carne de color rojizo, baja en colesterol. (Ventura, 2006)

El aceite de emu, es una grasa semi-sélida a temperatura ambiente, pero se le
clasifica como aceite y ha sido utilizado por los aborigenes australianos, desde hace
miles de afios, por sus efectos topicos de aliviar el dolor, regenerar y humectar la piel.
Sus fantasticas cualidades se difundieron tanto por sus propiedades de reducir el
colesterol, triglicéridos y lipoproteina de alta densidad, como por su capacidad Unica de
penetrar en forma rapida y profunda la epidermis, por estimular células nuevas de la
piel y por atenuar cicatrices y quemaduras. Ademas, el aceite de emu a diferencia de
otras materias primas que se utilizan en la industria cosmética, ha demostrado poseer

ventajas y beneficios, debido a que no tiene la tendencia de obstruir los poros; no
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comedogénico (Departament of dermatology. University of Texas Medical School,
Houston, 1993), ser hipoalergénico, también ha dado bueno resultados en estudios
sobre su actividad antiinflamatoria (Qiu XW., et al, 2005), anestésicas (Code, 1997) en
el tratamiento y/o cicatrizacion de heridas, en otras alteraciones dérmicas como
psoriasis y eccemas (Fein E., et al, 1997; Zemtsov A., et al, 1997) y como un vehiculo
extraordinariamente efectivo. (Craig- Scmidt et al, 1994; Whitehouse , Turner , 1997)

El estudio lipidico del aceite de emu, indicé una composicion similar a los acidos
grasos que constituyen la barrera hidrolipidica cutanea, lo que la hace ideal para el

tratamiento de todo tipo de pieles. (Craig- Scmidt et al, 1994) (Ver grafico n° 1)

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS
Aceite de emu v/s Piel Humana. m Aceite de EmU

@ Piel Humana

% Total de Acidos
Grasos
=
[eoNe)

Acidos Grasos.

Grafico N° 1. La figura muestra una comparacion entre la composicion de acidos

grasos de la piel humanay el aceite de emu
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El aceite de emu posee &cidos grasos saturados (30 %) e insaturados

(monoinsaturados 40% Y poliinsaturados 22% a 25%). (Ver grafico n°2)

Alto en 4cidos
grasos
monoinsaturados

Bajo en acidos

grasos
MONOINSATURADOS poliinstaurados e

insaturados

0 10 20 30 40 50

% Total de Acidos Grasos

Grafico N° 2: La figura muestra el porcentaje de cada uno de los acidos grasos presentes

en el aceite de Emu.

La mayor cantidad de acidos grasos saturados encontrados en el aceite de emu
fueron acido palmitico (16:0), el cual comprende aproximadamente el 20% del total de
acidos grasos y acido esteérico (18:0) el 8%.

Acido oleico (18:1), es el mayor &cido graso monoinsaturado encontrado v,
comprende el 40% del total de acidos grasos. En cantidad mucho mas pequeiia, cerca
del 5%, se encuentra el acido palmitoleico (16:1).

Acido linoléico (18:2), fue el acido graso poliinsaturado encontrado en mayor
cantidad (20%), seguido por cantidades pequefias (1-2%) del acido linolénico (18:3).
Solamente cantidades trazas de acido araquidonico fueron encontrados. (Craig -

Schmidt et al., 1994)
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En conclusion, aproximadamente el 70% de acidos grasos presentes en el aceite
de emu son insaturados. El acido oleico, es el mayor acido graso presente en el aceite.
También contiene los acidos grasos esenciales, acido linoléico y linolénico, que son

necesarios para determinadas funciones del organismo y que los seres humanos los

deben adquirir a través de la dieta (Craig — Schmidt et al, 1994), posiblemente estos

altimos podrian ser los responsables de la elevada penetrabilidad de este aceite en la
piel y que le permite estimular células nuevas en la piel. Debido a que la membrana
celular es permeable cuando permite el paso, mas o menos facil, de una sustancia y
cuya permeabilidad depende de varios factores relacionados con las propiedades fisico-
qguimicas de las sustancias. Asi sustancias que se disuelven en los lipidos (moléculas
hidrofobas, no polares) penetran con facilidad en la membrana dado que esta
compuesta en su mayor parte por fosfolipidos. Y, por otro lado, el transporte de acidos
grasos a través de membrana ocurre en forma pasiva, como también por proteinas que

unen acidos grasos ( J. J. F. P. Luiken et al, 2002 ; Tova Meshulam et al, 2006).
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2. HIPOTESIS.

Se plantea que de acuerdo a la composicion de los acidos grasos que posee el
aceite de emu, cuando se administra previo y/o posterior a la induccion de un dafio
hepético lipoperoxidativo agudo con tetracloruro de carbono (CCl,) al 20% en aceite de
oliva, éste presenta un efecto protector y/o regenerador de las células hepéaticas de

ratas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General.

Estudiar en un modelo de dafio celular en ratas, el efecto protector y/o
regenerador del aceite de emu, cuando es administrado previo y/o posterior a la
induccion de un dafo lipoperoxidativo en membranas celulares (especificamente

hepaticas), con tetracloruro de carbono (CCl,).

3.2 Objetivos Especificos.

3.2.1 Observar y evaluar los cambios histoldégicos que se producen en el tiempo,
cuando se administra aceite de emu previo a la administracion en dosis Unica de CCl, al
20% en aceite de oliva.

3.2.2 Observar y evaluar los cambios histoldégicos que se producen en el tiempo,
cuando se administra aceite de emu posterior a la administraciéon en dosis Unica de

CCl, al 20% en aceite de oliv
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Materiales.

4.1.1 Animales
Se utilizaron un total de 62 ratas machos cepa Sprague Downley, de dos meses

de edad, cuyos pesos fluctuaban entre los 160 y 250 gramos. Se alimentaron en forma
libre con pellets y se le administré agua por goteo.

4.1.2 Reactivos.
o Aceite de Oliva.

0 Aceite de emu. (Emuélle Chile ®)
0 Tetracloruro de Carbono (CCly).(Merck ®)
o Eter Etilico. (Merck ®)

4.1.3 Instrumental.
o Jeringas de 3 ml.

0 Sonda de alimentacion bucogastrica.
o0 Placas petri.
o Tijeras, pinzas, tabla de diseccion.

4.2 Método.

4.2.1 Disefio Experimental *.

*Segun disefio experimental (Rutherford, 1988 y Nielsen, 1990).
El disefio experimental para el estudio del efecto protector y/o regenerador del
aceite de emda, considerdé 5 grupos de 12 animales cada uno, mas un grupo control,

constituido por dos ratas.
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La administraciéon de cada una de las sustancias fue por via oral, usando una
sonda bucogastrica. Las ratas permanecieron 24 horas en ayuno con agua ad - libitum,
previo al inicio del estudio.

La descripcion de los grupos es la que se detalla a continuacion:

GRUPO I: Ratas a las que se administré aceite de oliva en dosis Unica de 0,5 mL / 200

grs de peso

GRUPO II: Ratas a las que se administré una dosis de 0.5 mL / 200 grs de peso de una

solucién de CCl, al 20% en aceite de oliva.

GRUPO IlI: Ratas a las que se administrd6 una dosis de 1 mL / 200 grs de peso de

aceite de emu.

GRUPO |V: Ratas a las que se administré en dosis de 1 mL / 200 grs de peso de aceite

de emuU 24 v 1 hora previo a la induccidon del dafo celular con dosis Unica de 0.5 mL /

200 grs de peso de una solucion de CCl, al 20% en aceite de oliva.

GRUPO V: Ratas a las que se administrd en dosis de 1 mL / 200 grs de peso de aceite

de emu 1, 24, 36 y 48 horas posterior a la induccién del dafio celular con dosis Unica

de 0.5 mL / 200 grs de peso de una solucién de CCl, al 20% en aceite de oliva.
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Luego de administrado el CCl, se sacrificaron las ratas de los grupos I, II, 1lI, 1V
(2 ratas por grupo) a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas.

Las ratas del grupo V fueron sacrificadas 2 a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas, luego
de administrado el CCls.

En el sacrificio de las ratas se utilizé una sobredosis de éter por via inhalatoria.
Una vez sacrificado el animal se procedié a extraer el higado, y realizarle 2 a 3
cortes, luego cada corte fue fijado en formalina al 10%, posteriormente fueron
incluidos en histosec, seguidos de cortes histolégicos de 4 um y finalmente se les

efectuo tincion con Hematoxilina — Eosina (H-E).



18

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO

La administracion de cada una de las sustancias fue por via oral, usando una
sonda bucogastrica. Las ratas permanecieron 24 horas en ayuno con agua ad - libitum,
previo al inicio del estudio.

La descripcion de los grupos es la que se detalla a continuacion:

GRUPO I[: Ratas a las que se administré aceite de oliva en dosis Unica de 0,5 mL / 200

grs de peso

I GRUPO II: Ratas a las que se administré una dosis de 0.5 mL / 200 grs de peso de una I
I solucién de CCl, al 20% en aceite de oliva. I

GRUPO IlI: Ratas a las que se administrd6 una dosis de 1 mL / 200 grs de peso de

aceite de emu.

GRUPO |V: Ratas a las que se administré en dosis de 1 mL / 200 grs de peso de aceite

de emul 24 v 1 hora previo a la induccion del dano celular con dosis Unica de 0.5 mL /

200 grs de peso de una solucion de CCl, al 20% en aceite de oliva.

GRUPO V: Ratas a las que se administrd en dosis de 1 mL / 200 grs de peso de aceite

de emu 1, 24, 36 v 48 horas posterior a la induccién del dafio celular con dosis Unica

de 0.5 mL / 200 grs de peso de una solucién de CCl, al 20% en aceite de oliva.
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4.2.2 Método de procedimiento histoldgico.

A. Evaluacion del dafio:

Realizada por observacién en microscopia 6ptica, enfocada en describir cambios
en las caracteristicas morfologicas del tejido, de acuerdo a criterios de: Tipo y
Localizacion.
A.1) Tipo:
Los tipos de cambios morfolégicos considerados, incluyeron los siguientes:
& Esteatosis: presencia de pequefias vacuolas de grasa en el citoplasma del
hepatocito.
@ Degeneracién balonizante: hepatocitos aumentados en volumen con
tumefaccion citoplasmatica, palidez tintorial y aspecto homogéneo.
@ Necrosis balonizante: producto de la degeneracion balonizante, al cual se le
agrega picnosis nuclear.
@ Necrosis hialina: necrosis de coagulacion, donde la célula se reduce en
volumen, citoplasma hialinizado, eosindfilo y nucleo picnético.
< Infiltrado inflamatorio.
A.2) Localizacion:
Se efectu6 una fragmentacion del lobulillo hepético en tres zonas:
& Periportal, hepatocitos cercanos a la triada portal.
@ Centrolobulillar, hepatocitos que limitan con la vena hepética central y,
@ Mediozonal, hepatocitos que se sitlan entre ambas zona centrolobulillar y

periportal.
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Fig. N° 2. Microfotografia de tejido hepético. Se observan la tres zonas en que fue

divido el lobulillo hepatico: zona periportal (P), mediozonal (M) y centrolobulillar
(CL).

B. Evaluacion de la regeneracion:

La regeneracidon hepatica se evalud, mediante la observacién de los tejidos por
microscopia oOptica, determinando la presencia de los siguientes signos histolégicos:
< Basofilia citoplasmatica.
& Anisocariocitosis.
< Nucleolos prominentes.

& Mitosis.



23

5. RESULTADOS.

5.1 Observacion macroscopica de los higados.
La arquitectura externa de los higados de las ratas control, exhibian una

superficie lisa, brillante y de color rojo oscuro. Sin embargo, la apariencia de aquellos
higados pertenecientes al grupo | y lll, tratados con aceite de Oliva y aceite de emu
respectivamente, presentaban una ligera tonalidad amarillenta.

Respecto a los higados provenientes de las ratas tratadas con tetracloruro de
carbono (CCl;) o grupo Il mostraban en general una coloracion palida-amarillenta y
superficie moteada.

Finalmente, los higados de ratas que fueron tratados con aceite de emu previo y
posterior a la induccion del dafio con CCl,;, manifestaban una tonalidad rojiza menos

acentuada con respecto al grupo control.
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5.2 Observacion microscopica de los tejidos hepaticos.
La evaluacion de las muestras se realizo a través del estudio histolégico con la

tincion de Hematoxilina Eosina, observando los cambios morfologicos en las distintas
horas de exposicion a los compuestos.

5.2.1 Tejido hepatico de ratas control.

Caracteristicas del grupo:
0 Grupo constituido por dos ratas.
Observacion:

Se observa en general una estructura comun del tejido, sin evidencias de dafio,
con una conformacioén lobulillar normal: vena central y triada portal, constituida por vena
porta, conducto biliar y arteria hepatica, de facil identificacion, cordones de hepatocitos
separados unos de otros por sinusoides de calibre normal, hepatocitos con nucleos
regulares en tamafio y citoplasmas granulados, homogéneos y tenuemente basdfilos.

(Ver foto 1)
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Foto 1. Microfotografia de tejido hepatico normal de rata control, se destaca vena porta
(VP), conducto biliar (CB), arteria hepética (AH), cordones de hepatocitos (H),

sinusoides de calibre normal (S) y regularidad nuclear. H-E 20x
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5.2.2 Tejido hepatico de ratas de grupo |

Caracteristica del grupo:
0 Ratas a las que se administr6 aceite de oliva.
Observacion:
A las 6 horas, se observa un tejido de arquitectura histoldgica igual que el del
tejido control, con una leve esteatosis microvacuolar difusa ( Ver foto 2-A), la cual
desaparecié rapidamente, haciéndose ausente a las 12 horas donde se observa un

tejido sin dafio ( Ver foto 2-B), permaneciendo de esta manera a las 24, 48 y 72 horas

de exposicion al aceite de oliva.

Foto 2-A.

- 5 P
o 4 PR r Y 2 5

Se observa esteatosis microvacuolar difusa (A ), sin desplazamiento del
nucleo a las 6 hrs, H-E 20x
Foto 2-B. Se observa un tejido y lobulillos hepéticos de conformacién regular, sin dafio

y, de caracteristicas similares al tejido control. H-E 10x
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5.2.3 Tejido hepatico de ratas de grupo I

Caracteristicas del grupo:
o Ratas a las que se administré tetracloruro de carbono (CCl,) al 20 % en aceite de
oliva.
Observacion:
Se observa durante las primeras 6 horas un evidente grado de esteatosis
citoplasmatica, cuya intensidad es preferentemente centrolobulillar. Ademas, se
manifiesta tumefaccién de hepatocitos, infiltrado inflamatorio y dilatacion sinusoidal (Ver

foto 3).

Foto 3. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo Il a las 6 horas, se observa
esteatosis microvacuolar mediozonal y centrolobulillar (/T\), infiltrado inflamatorio ([l) y

tumefaccion de hepatocitos mediozonales (/T\). H-E 20x.
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A las 12 horas, aparece mayor grado de tumefaccion de hepatocitos mediozonal
e infiltrado inflamatorio, nucleos picnéticos y hepatocitos periportales y mediozonales
con necrosis balonizante (Ver foto 4). Cada una de estas alteraciones se mantiene y
aumenta su intensidad de manifestacion hasta las 24 horas, donde se suma la

aparicion de necrosis hialina centrolobulillar (Ver foto 5).

Foto 4. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo Il a las 12 horas después de
la administraciéon de CCl,. Se destaca tumefaccion de hepatocitos ( ?) necrosis
balonizante mediozonal (*), infiltrado inflamatorio y esteatosis microvacuolar @). H-

E 20x.
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Foto 5. Microfotografia de tejido hepético de rata de grupo Il a las 24 horas después de

la administracion de CCl,; se destaca mayor grado de necrosis balonizante (/1\) desde
espacio porta hacia el centro del lobulillo, infiltrado inflamatorio ( |:|), esteatosis (/N y

necrosis hialina (/T\) a nivel centrolobulillar. H-E 20x.
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A las 48 horas es posible distinguir ausencia de necrosis balonizante y signos de
regeneracion en zona periportal; observandose basofilia  citoplasmatica,
anisocariocitosis, nucléolos prominentes y alta actividad mitética. Sin embargo, la
necrosis hialina centrolobulillar aun permanece, siendo simultanea y posterior a la
necrosis balonizante, acompafiada de abundante infiltrado inflamatorio, disgregacion

del parénquima y cordones de hepatocitos dificiles de distinguir (ver foto 6).

Foto 6. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo Il a las 48 hrs. post-inyeccion

de CCl,; se observa necrosis hialina (/T\) centrolobulillar e infiltrado inflamatorio (|:|) Y,
hacia espacio porta se destaca binucleacién (| ) y numerosas mitosis ('), signos que

indican regeneracion hepética. H-E 20x



Finalmente a las 72 horas, se observa colapso en el centro del lobulillo, menor
presencia de hepatocitos necroéticos e infiltrado inflamatorio. Aun persisten signos de

regeneracion (principalmente mitosis y anisocariocitosis) en el espacio porta, los

cuales se extienden hacia el centro del lobulillo. (Ver foto 7)

Foto 7. Microfotografia de tejido hepéatico de rata de grupo Il a las 72 hrs. post-
inyeccion de CCls; se observa despoblamiento de hepatocitos y colapso del centro del
lobulillo, infiltrado inflamatorio, y evidentes signos de regeneracion hacia espacio porta y
al centro del lobulillo, se destaca mitosis 4\), binucleacién (') y anisocariocitosis VT\).

H-E 20x.
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5.2.4 Tejido hepatico de ratas de grupo IlI
Caracteristicas del grupo:

0 Ratas a las que se administro aceite de emu.
Observacion:
A las 6 horas de la administracion es posible distinguir una leve esteatosis
microvacuolar (Ver foto 8-A), que persiste hasta 12 horas (Ver foto 8-B), y cuya

manifestacion es insignificantes o nula a las 24 hrs (Ver foto 8-C), permaneciendo de

esta manera a las 48y 72 horas de administrado el aceite.

Foto 8-A. Microfotografia de tejido hepatico a las 6 horas, se observa esteatosis
microvacuolar mediozonal difusa (/T\). H-E 20x

Foto 8-B. Microfotografia de tejido hepatico a las 12 horas, se menor grado de
esteatosis microvacuolar (T\) H-E 20x

Foto 8-C. Microfotografia de tejido hepatico a las 24 horas, se observa un tejido

hepético normal, ausente de algun grado de esteatosis. H-E 20x
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5.2.5 Tejido hepético de ratas de grupo IV

Caracteristicas del grupo:
0 Ratas a las que se administré aceite de emu 24 y 1 hora previo al dafio con CCl,
al 20% en aceite de oliva.
Observacion:
Es posible identificar a las 6 horas de la administracion, esteatosis microvacuolar,
escaso infiltrado inflamatorio, balonamiento celular mediozonal y algunas células con

necrosis hialina (Ver Foto 9).

Foto 9. Microfotografia de tejido hepéatico de grupo IV a las 6 horas, se destaca

esteatosis microvacuolar ('), y balonamiento mediozonal VN . H-E 20x
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Sin embargo, a las 12 horas, se observa un notorio aumento de necrosis y
degeneracion hialina centrolobulillar y esteatosis microvacuolar. El grado de
degeneracion y necrosis balonizante mediozonal es menor que en el grupo Il a tiempos

iguales (Ver foto 10).

Foto 10. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo IV a las 12 horas, se
destaca degeneracion balonizante mediozonal (/h, necrosis hialina d\) centrolobulillar

esteatosis (/b) e infiltrado inflamatorio (|:|). H-E 20x
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A las 24 horas, predomina mayor cantidad de necrosis hialina, esteatosis
microvacuolar moderada en hepatocitos conservados e infiltrado inflamatorio
centrolobulillar, no obstante, el grado que se observa de necrosis balonizante es menor

respecto al grupo Il a la misma hora. (Ver foto 11).

Foto 11.Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo IV a las 24 horas, se
destaca esteatosis (), necrosis hialina (/T\) centrolobulillar y no se observa necrosis

balonizante en comparacion al grupo Il a las 24 hrs. H-E 20x
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A las 48 horas, el tejido muestra evidentes y excelentes signos de regeneracion
en la zona periportal (mitosis, nucleolos prominentes y anisocariocitosis), no se observa

la presencia de necrosis balonizante, pero el grado de necrosis hialina centrolobulillar

persiste (Ver foto 12)

Foto 12. Microfotografia de tejido hepatico de ratas de grupo a las IV 48 horas, se
destaca necrosis hialina centrolobulillar (4\) y signos de regeneracion, tales como,

mitosis (/|\), y nucléolos prominentes (- ). H-E 20x
y p
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A las 72 horas, no se observan gran cantidad de células necroticas, hay
presencia de macrofagos a nivel centrolobulillar, se ve un tejido muy vital, con signos de
regeneracion aumentados, pero no hay recuperacion completa del higado, debido a que

aun hay colapso del lobulillo. (Ver foto 13)

Foto 13. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo IV 72 horas, se observa

disminucion del dafio y recuperacion casi completa del higado. H-E 10x
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5.2.6 Tejido hepatico de ratas de grupo V.

Caracteristicas del grupo:

o Ratas a las que se administr6 aceite de Emu 1, 24, 36,48 horas posterior al dafio
con CCl4 al 20% en aceite de oliva.

Observacion:

Se observa a las 6 horas de la administracion una abundante esteatosis microvacuolar

y balonamiento de hepatocitos en la region mediozonal (Ver foto 14).

Foto 14. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo V a las 6 horas, se observa
balonamiento mediozonal (/T\), esteatosis microvacuolar (/T\) y algunas células con

necrosis hialina m H-E 20x.
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La degeneracion balonizante se mantiene a las 12 horas y se afiade necrosis
balonizante desde espacio porta hacia region mediozonal. También es posible distinguir
una ligera necrosis hialina centrolobulillar, acompafiada de infiltrado inflamatorio, (Ver
fotol5) manifestacion que aumenta a las 24 horas donde, ademas, se observa una

disminucion de la necrosis del tipo balonizante y se evidencian signos de regeneracion

en regiones mediozonal y periportal (Ver foto 16).
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crofotografia de tejido hepatico de rata

Foto 15. Mi de grupo V 12 horas, se observa

degeneracion balonizante (N necrosis balonizante (IT\) y necrosis hialina centrolobulillar

.
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Foto 16. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo a las V 24 horas, se
observa necrosis hialina (4\) centrolobulillar y signos de regeneracion, tales como,

mitosis (T\) y binucleacion 4\) desde de espacio porta hacia region mediozonal. H-E

20x
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A las 48 horas se observa un alto grado de necrosis hialina e infiltrado
inflamatorio, principalmente a nivel centrolobulillar. Los signos de regeneracion

persisten y aumentan su manifestacion desde espacio porta hacia mediozonal. (Ver foto

17).

Foto 17.

Microfotografia de tejido hepatico de ratas de grupo V a las 48 horas, se destaca
necrosis hialina (/1\) centrolobulillar, mitosis (/T\), binucleacién (/r‘), y nucléolos

prominentes (/1\) H-E 20x
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5.2.6 Tejido hepatico de ratas de grupo V

Caracteristicas del grupo:

o Ratas a las que se administr6 aceite de Emu 1, 24, 36,48 horas posterior al dafio
con CCl4 al 20% en aceite de oliva.

Observacion:

Se observa a las 6 horas de la administracion una abundante esteatosis microvacuolar

y balonamiento de hepatocitos en la region mediozonal (Ver foto 14).

Foto 14. Microfotografia de tejido hepatico de rata de grupo V a las 6 horas, se observa
balonamiento mediozonal (/T\), esteatosis microvacuolar (/T\) y algunas células con

necrosis hialina m H-E 20x.
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6. DISCUSION.

6.1 Macroscopia de los higados.

La ligera tonalidad amarillenta, que exhibian las ratas tratadas con aceite de
oliva, como aquellas que se les administr6 aceite de emu, fue provocada por la
esteatosis que estaria relacionada estrechamente con la ingesta enteral de lipidos a la
gue fueron sujetos ambos grupos. (Nielsen, A., 1990).

La superficie palida y amarillenta que presentaban los higados de las ratas
tratadas con tetracloruro de carbono (CCl,), es consecuencia de la acumulacion de
lipidos al interior de los hepatocitos, producto de la peroxidacién lipidica de la
membrana celular provocado por metabolitos del CCl,. (Lowrey et.al., 1981)

Finalmente, aquellos higados de ratas que se les administré aceite de emdu
previo y posterior a la induccién del dafio con CCl, presentaban en general, la misma
apariencia externa que el grupo tratado sélo con CCl,;, pero en un grado menos
acentuado, esto debido al probable efecto protector y/o regenerador de células

hepaticas que se postula para el aceite de emu
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6.2 Microscopiade los tejidos hepaticos (H-E).

6.2.1 Tejidos hepéticos tratados con aceite de oliva y aceite de emda.

Basado en los resultados y de acuerdo a las observaciones, se determina que
tanto el tejido hepatico tratado con dosis Unica de 0,5 mL / 200 grs. de peso de aceite
de oliva, como con dosis Unica de 1 mL / 200 grs. de peso de aceite de emu, en
ambos se manifiesta la presencia de esteatosis microvacuolar difusa en el citoplasma
de los hepatocitos, la cual es evidencia de un dafio celular agudo y en el que las células
presentan al microscopio 6ptico numerosas vacuolas pequefas intracitoplasmaticas, sin
desplazamiento del nucleo.

La esteatosis se considera en términos generales, una situacion patologica, a
excepcion cuando se da en forma transitoria en el epitelio hepatico y enteral después
de una alimentacion rica en grasas. La existencia de vacuolas de grasa en la célula,
puede inferirse como un desequilibrio entre la oferta y la utilizacion de los lipidos. Este
signo se evidencié claramente a las 6 horas de su administracion, atenuando su
intensidad a las 12 horas y desapareciendo a las 24 horas, donde se observa un tejido

de apariencia normal y sin dafo.
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6.2.2 Tejidos hepaticos tratados con CCl, al 20% en aceite de oliva.

En el grupo I, se usé una dosis Unica de 0,5 mL / 200 grs. de peso de una
solucién de tetracloruro de carbono (CCly) al 20 % en aceite de oliva, dosis efectiva
para producir la hepatoxicidad esperada. Los cambios morfolégicos mas importante
resultantes como producto del dafio provocado por la accién de esta noxa en el tejido
hepético, fueron necrosis del tipo balonizante mediozonal y hialina a nivel
centrolobulillar, la que se manifest6 en forma paralela y posterior a la balonizante.

La necrosis balonizante es de aparicion temprana y se caracteriza por la
manifestacion de un nucleo picnético, tumefaccion de hepatocitos, con gran niamero de
vacuolas lipidicas intracitoplasmaticas. La presencia de esta alteracién se relaciona con
la metabolizacién hepéatica del CCl, al radical libre triclorometil (CCl3®) (Taira et.al,1980),
el cual provoca la peroxidacién de los lipidos de las membranas del reticulo
endoplasmico liso (REL), rica en acidos grasos poliinsaturados, produciendo
desintegracion de las membranas de las diferentes estructuras, lo que desencadena la
ruptura y posterior muerte celular (Masuda y Nakamaya, 1982) y liberacion del material
citoplasmatico al lumen sinusoidal, que junto al aumento de volumen de la célula
hepatica, disminuyen el flujo de la circulacion sanguinea, impidiendo el transito de
oxigeno y nutrientes hacia el centro del lobulillo, lo que desencadenaria el desarrollo y
aparicion de necrosis hialina (Ortiz, 1988) . Ademas, se le agregaria a esta lesion, la
accion provocada por el mecanismo del metabolito CCl;*, en el REL de los hepatocitos

centrolobulillares.
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Por lo tanto, en este grupo se puede observar a las 24 horas en forma
simultdnea, la manifestacion de necrosis balonizante y hialina centrololubulillar.
Situacion dada, porque los hepatocitos de la zona centrolobulillar estarian expuestos a
concentraciones menores de oxigeno y nutrientes y concentraciones mayores de
metabolito reactivo, puesta que esta zona tiene una provision mucho mas abundante de
REL y el doble enzimas microsomales que los hepatocitos del area periportal. (Gooding
et.al,1967).

Los signos de regeneracion comienzan a ser evidentes a las 48 horas,
iniciandose en la zona periportal, dado que esta zona del lobulillo hepatico poseen una
mejor irrigacion sanguinea, de manera tal que los hepatocitos recibirian mayor cantidad
de oxigeno y nutrientes (Wittwer, 1997). La regeneracion se extiende en forma paulatina
hacia el centrolobulillo. De esta forma, a las 72 horas, se observa un parénquima

hepatico recuperado casi en su totalidad completa.
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6.2.3 Tejidos hepaticos tratados con aceite de emu previo al dafio con CCl,.

En el grupo tratado con dosis de 1 mL / 200 grs. de peso aceite de emd, 24y 1
hora previo a la induccién del dafio con tetracloruro de carbono (CCl,) al 20% en aceite
de oliva, presentd en general un adelanto en la aparicion e intensidad de necrosis del
tipo hialina en relacion al grupo Il (tejidos tratados solo con CCl,). Asimismo, el grado de
degeneracion balonizante se mantiene en comparacion al grupo Il, pero existe una
disminucién clara y evidente de necrosis de hepatocitos del tipo balonizante mediozonal
y centrolobulillar. Por otro lado, la identificacion de los signos de regeneracion, que
incluyen anisocariocitosis, basofilia citoplasmética, mitosis, nucléolos prominentes, es
evidente, pero no presenta la misma intensidad que en el grupo tratado sélo con CCly,
esto se debe principalmente a que se produjo un menor grado de injuria 0 muerte

celular en el tejido hepatico de este grupo.
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6.2.4 Tejidos hepaticos tratados con aceite de emu posterior al dafio con CCl,.

En el grupo que fue tratado con dosis de 1 mL / 200 grs. de peso aceite de emd,
1, 24, 36 y 48 horas posterior a la induccion del dafio con CCl,, se pudo visualizar a las
distintas horas, un transcurso de la manifestacién del dafio similar al observado en el
grupo Il. Sin embargo, el hecho mas importante de destacar, es el inicio temprano de la
recuperacion de la histologia hepética normal, manifestado por la aparicion de signos
de regeneracion en zona periportal y mediozonal, haciéndose ya evidentes a las 24
horas, en comparacién con el grupo Il los cuales se manifestaron a las 48 horas.

Estos signos se acentuaron a las 48 horas de administrado el aceite de emd,
para finalmente observar a las 72 horas un tejido vital, casi recuperado en su totalidad.
La leve, temprana y progresiva recuperacion del tejido hepético esta dada por la
reduccion de la necrosis del tipo balonizante después de las 24 horas y es indicativo de
un aceleramiento del proceso de regeneracion del tejido hepatico respecto del grupo no

tratado con aceite de emu.

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados y al igual que un estudio previo (Oviedo,
2008), se confirma que el aceite de emdu, independiente de cuando se administra
(previo, conjuntamente o posterior al CCl,) produce una disminucién en la aparicion de
necrosis balonizante centrolobulillar y mediozonal, al comparar con el tejido que recibe

sélo CClsal 20% en aceite de oliva.
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7. CONCLUSIONES.

Dosis Unica de 0.5 ml de CCl, por 200 grs de peso via sonda bucogastrica,
provocan necrosis de células hepaticas del tipo balonizante y hialina.

La necrosis desarrollada fue preferentemente centrolobulillar y mediozonal, de
caracteristica hialina y balonizante respectivamente.

La regeneracion hepatica se inicié en la region del higado menos perjudicada por
la accion del toxico (CCl,), correspondiente a la zona periportal, extendiéndose
en forma progresiva hacia el centro del lobulillo.

De acuerdo al estudio histoldgico, el aceite de emu en su administracion previa
a la del hepatotoxico, produjo una disminucion del dafo, destacando el menor
grado de desarrollo de necrosis balonizante en el tejido.

Cuando el aceite de emu se administr0 posterior al dafio provocado por el
hepatotoxico, se observé un aceleramiento en el tiempo de aparicion de los

signos de regeneracion en los tejidos hepaticos sometidos a la accion de la noxa.
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9. ANEXOS.

Técnica Utilizada

Hematoxilina — Eosina. (H-E)

Principio:

La tincibn se basa en una coloracion combinada: coloraciéon sucesiva. Con un

colorante nuclear basico, la hematoxilina y un colorante acido eosina.

Completado el procedimiento de tincion de tejidos, los nucleos de los hepatocitos

y regiones acidas del citoplasma se veran de color azul o morado oscuro ( por accién de

la hematoxilina) y las regiones basicas del citoplasma se observaran de color rosa. (por

accion de la eosina).

Técnica:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Desparafinar los cortes mediante pasos sucesivos en xilol y en alcohol de
concentraciones decrecientes, llevar al agua.

Colorear con Hematoxilina durante 3 minutos.

Lavar con agua corriente.

Colorear con Eosina durante 3 minutos.

Lavar en agua destilada rapidamente.

Deshidratar en alcohol de concentraciones crecientes.

Pasar por alcohol absoluto y xilol para la aclaracion, montar en balsamo de

Canada.
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