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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue evaluar y caracterizar un modelo experimental de
fibrosis hepatica en roedores sinantrépicos mediante la administracion de Thioacetamida
(TAA), evaluando su toxicidad, impacto hematoldgico y bioquimico, y comparando las
caracteristicas histologicas con las observadas en roedores tradicionales. Para ello, se disefid
un estudio experimental y comparativo, utilizando dosis crecientes de TAA para determinar la
dosis tdxica media (DT50) y evaluar los cambios fisioldgicos, hematoldgicos, bioquimicos e
histologicos en ambos grupos de roedores. Para determinar la dosis txica media, se inocularon
por via intraperitoneal a los especimenes en estudio: Rattus rattus (negra), Rattus norvegicus
(parda), y a los modelos tradicionales, como la rata albina (Wistar) y la moteada (Long-Evans).
Se registraron los efectos adversos de este tratamiento sobre el fenotipo y la homeostasis de los
animales tratados, incluyendo las alteraciones en el pelaje, el peso, el ritmo cardiaco, el ritmo
respiratorio y la morfologia hepatica. Los resultados indicaron que el efecto de TAA en la
determinacion de DT50 en los especimenes varian, siendo las ratas albinas y moteadas mas
susceptibles al tratamiento con una concentracion de 250mg/Kg, las ratas negras con
270mg/Kg vy las pardas con 290mg/Kg. En conclusidn, los roedores sinantrdpicos demostraron
ser un modelo experimental complementario a los roedores de tradicionales, ofreciendo una
representacion mas cercana a las condiciones humanas debido a su diversidad genética y
ambiental. Comparativamente, los roedores sinantropicos presentaron una progresiéon mas
heterogénea de la fibrosis en relacion con los roedores de laboratorio.

Palabras clave: fibrosis hepatica, ratas sinantropicas, thioacetamida, DT50
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate and characterize an experimental model of
liver fibrosis in synanthropic rodents by administering Thioacetamide (TAA), evaluating its
toxicity, hematological and biochemical impact, and comparing the histological characteristics
with those observed in traditional rodents. To this end, an experimental and comparative study
was designed, using increasing doses of TAA to determine the mean toxic dose (DT50) and
evaluate the physiological, hematological, biochemical and histological changes in both groups
of rodents. To determine the mean toxic dose, the following specimens were inoculated
intraperitoneally: Rattus rattus (black), Rattus norvegicus (brown), and traditional models,
such as the albino rat (Wistar) and the mottled rat (Long-Evans). The adverse effects of this
treatment on the phenotype and homeostasis of the treated animals were recorded, including
alterations in hair coat, weight, heart rate, respiratory rate and liver morphology. The results
indicated that the effect of TAA on the determination of DT50 in the specimens varies, with
albino and mottled rats being more susceptible to treatment with a concentration of 250 mg/kg,
black rats with 270 mg/kg and brown rats with 290 mg/kg. In conclusion, synanthropic rodents
proved to be a complementary experimental model to traditional rodents, offering a closer
representation of human conditions due to their genetic and environmental diversity.
Comparatively, synanthropic rodents presented a more heterogeneous progression of fibrosis
in relation to laboratory rodents.

Keywords: liver fibrosis, synanthropic rats, thioacetamide, DT50
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los modelos de dafio hepético representan herramientas fundamentales para investigar
la histopatologia. Es posible inducir experimentalmente tanto lesiones hepaticas agudas como
cronicas en diversas especies animales, destacando la rata como el modelo mas empleado
debido a su tamafio y costo accesible. Gran parte de los datos relacionados con el dafio hepéatico
y los factores que influyen en la susceptibilidad, como la edad, el sexo y la dieta, estan basados
en estudios con ratas. La adopcién de un modelo experimental estdndar permite una
comparacion mas efectiva de los resultados obtenidos entre diferentes laboratorios (Saldivar,
2019).

La fibrosis hepética se desarrolla como respuesta a diversas causas de dafio hepéatico
cronico (Nallagangula et al., 2018). Desde un punto de vista histolégico, esta condicion surge
debido a un desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de la matriz extracelular, lo que
provoca un exceso de depoésito de matriz extracelular en el tejido hepéatico dafiado (Lee &
Friedman, 2011). Los principales responsables de este deposito son los fibroblastos y las
células estrelladas hepéticas activadas, que producen grandes cantidades de colageno tipo | y
a-SMA (a-smooth muscle actin), los cuales se acumulan en los septos a medida que avanza la
fibrosis. En algunos casos, también se observa la acumulacién de colageno tipo IV en los
espacios perisinusoidales (Mederacke et al., 2013).

El inicio de la activacion y proliferacion de las células estrelladas esta relacionado con
el aumento de diversas citocinas inflamatorias, como TNF-alfa, IL-1b e IL-6, las cuales son

producidas por las Macrophagocytus stellatus (células de Kupffer) y los macrofagos residentes.
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Estas citocinas desempefian un papel crucial al regular la expresion de colageno (Sica &
Mantovani, 2014).

Existen multiples métodos para inducir dafio hepatico de forma experimental con el
propdsito de estudiar la fibrosis, cirrosis o hepatitis toxica. Entre los agentes mas utilizados se
encuentran la Thioacetamida (TAA) y el Tetracloruro de carbono (CCIl4). La TAA resulta
particularmente valiosa como modelo para analizar efectos hepatotoxicos, ya que genera dafio
hepatico en diversas especies, incluidas ratas y ratones. La toxicidad causada por TAA esta
influenciada por la dosis administrada y la duracién de la exposicién, lo que da lugar a una
amplia gama de efectos. Con dosis bajas, se observan alteraciones transitorias como
desregulacion de la homeostasis del Ca2+, peroxidacion lipidica, liberacién de citocinas y
apoptosis. No obstante, dosis mas elevadas y exposiciones prolongadas conducen a efectos mas
severos, incluyendo degeneracion grasa, fibrosis, cirrosis e incluso desarrollo de cancer
(Muriel, 2007).

El modelo de fibrosis hepatica inducida por TAA es actualmente el mas empleado para
reproducir la cirrosis en ratas y ratones. Para generar fibrosis experimental, es imprescindible
administrar dosis repetidas de TAA, independientemente de la especie animal o la via de
administracion utilizada. Es crucial que el intervalo entre dosis no sea demasiado largo para
evitar la regeneracion del higado lesionado. La fibrosis comienza a manifestarse tras dos meses
de tratamiento, con una progresion de la enfermedad que se intensifica después de tres meses,
momento en el cual la mortalidad estimada oscila entre el 20% y el 30%. A los cuatro meses,
la mortalidad supera el 80%. Este modelo es ampliamente reconocido por su utilidad para
replicar la fibrosis hepatica humana en animales experimentales y constituye una herramienta
clave para investigar los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad (Muriel, 2007).

La fibrosis hepatica es un proceso patoldgico que ocurre tras una lesion crénica del

higado, donde se forma tejido fibroso y se acumulan proteinas que alteran su estructura. Esto
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puede progresar hacia cirrosis o carcinoma hepatocelular, convirtiéndose en una de las
principales causas de enfermedad y mortalidad a nivel mundial (Perez & Stoeckle, 2016).

El estudio propone investigar a detalle el proceso y desarrollo de cada una de las etapas
de la fibrosis hepatica inducida en roedores experimentales sinantropicos, mediante la
desregulacion del sistema inmunitario utilizando Thioacetamida (TAA). Ademas de evaluar
los efectos involucrados en la respuesta fibrosa, el estudio también tiene como objetivo
determinar la dosis letal toxica especifica para cada modelo animal experimental. De esta
manera, se busca una comprension mas profunda de las interacciones entre los diversos
elementos que participan en la respuesta fibrosa, lo que podria proporcionar valiosos aportes
para futuras investigaciones y tratamientos relacionados con la fibrosis hepatica.

1.1. Planteamiento del problema

La fibrosis hepatica es una respuesta del higado frente a un dafio cronico, en la que se
forma tejido fibroso y se acumulan proteinas de la matriz extracelular, lo que distorsiona su
estructura y funcion. Este proceso no solo afecta la capacidad regenerativa del higado, sino que
puede progresar a condiciones mas graves como la cirrosis o el carcinoma hepatocelular, las
cuales son responsables de una alta tasa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Perez &
Stoeckle, 2016).

Las lesiones hepaticas, tanto agudas como cronicas, pueden ser inducidas de forma
experimental e incluyen condiciones como necrosis, esteatosis, lesiones venulares y cirrosis.
Para estudiar estos modelos, se pueden emplear diversas especies animales (Lee & Friedman,
2011). Esto permite una mejor comprension de los efectos de la fibrosis hepatica en respuesta
a distintas causas de dafio hepatico crénico (Nallagangula et al., 2018).

Existen varios modelos experimentales para estudiar la fibrosis hepatica, la mayoria de
estos se basan en especies de roedores convencionales, como las ratas de laboratorio. Sin

embargo, la utilizacion de roedores sinantrépicos (aquellos que viven en proximidad a los
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humanos y sus ambientes) como modelo experimental ha sido poco explorada. Dado que estos
roedores pueden tener una fisiologia y respuesta al dafio hepatico que difiere de los roedores
de laboratorio tradicionales, es crucial investigar su potencial como modelos experimentales
para estudiar la fibrosis hepatica. Este estudio busca abordar esta brecha en el conocimiento
mediante la evaluacion de la viabilidad y pertinencia de inducir fibrosis hepatica en roedores
sinantropicos, lo que podria ofrecer un enfoque innovador para la investigacion en los campos
de la hepatologia y la toxicologia.

Para ahondar en la comprension sobre los efectos de la fibrosis hepatica humana en
respuesta a diferentes causas de dafio hepatico crénico, este estudio se enfoco en replicar el
proceso inflamatorio en el higado de ratas sinantropicas. Utilizando la induccion con
Thioacetamida (TAA), se probo diferentes concentraciones para determinar la dosis tdxica
media. El estudio se llevd a cabo bajo un control estricto para evaluar como esta sustancia
influye en el desarrollo del proceso patogénico de la fibrosis en estos roedores, desde la
induccidn de la inflamacion hasta la respuesta patoldgica a la lesion hepatica provocada por
este agente quimico.

En este contexto, se formula la siguiente interrogante de investigacion: ¢Cudl es la
efectividad de la induccion de fibrosis hepética en roedores sinantropicos como un modelo

experimental para investigacion en la region de Tacna?

1.2. Hipdtesis

Los roedores sinantrdpicos pueden desarrollar fibrosis hepéatica de manera efectiva tras
la induccion experimental altamente viable para la investigacion en hepatologia y toxicologia.
1.3. Justificacion

La fibrosis hepatica es una de las enfermedades més frecuentes a nivel mundial y, con

frecuencia, progresa hacia la cirrosis hepatica. En muchos paises, el trasplante de higado es el
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tratamiento mas eficaz; sin embargo, la mayoria de los pacientes no puede acceder a este
procedimiento debido a restricciones econdémicas y a la limitada disponibilidad de donantes, lo
que lleva a que algunos fallezcan mientras esperan en la lista de trasplantes (Arteaga, 2018).

La fibrosis hepatica se origina debido a un desequilibrio entre la sintesis y la
degradacion de la matriz extracelular, lo que provoca una acumulacién excesiva de esta en el
tejido hepatico lesionado. Uno de los principales obstaculos en el tratamiento de esta condicion
es la falta de conocimiento sobre los mecanismos moleculares que generan el dafio hepatico y
contribuyen a su irreversibilidad (Enciso et al., 2020).

La gravedad de esta enfermedad hepaética la convierte en un tema de investigacion de
gran relevancia en hepatologia. Los modelos experimentales basados en roedores de
laboratorio convencionales, como ratas y ratones, han sido fundamentales para el estudio de
esta patologia, pero presentan limitaciones relacionadas con su capacidad para replicar
fielmente la fisiologia humana en condiciones especificas.

Los roedores sinantropicos, que viven en estrecha proximidad con los humanos, podrian
ofrecer un modelo alternativo mas representativo debido a su exposicion a factores ambientales
similares. Investigar la induccién de fibrosis hepética en estos roedores podria ampliar las
herramientas de estudio y ofrecer nuevas perspectivas sobre la patogénesis de la fibrosis en un
contexto mas cercano a la salud humana. Ademas, este modelo podria ser til para evaluar la
eficacia de nuevas terapias y comprender mejor la progresion de la enfermedad en diferentes

contextos ambientales.
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1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general
Evaluar la efectividad de inducir fibrosis hepatica en roedores sinantrépicos como un

modelo experimental alternativo para la investigacion en hepatologia y toxicologia.

1.4.2. Objetivos especificos
e Determinar la dosis toxica media de TAA en roedores sinantropicos y el efecto
en los signos vitales.
e Caracterizar la respuesta hematolégica y bioquimica de los roedores
sinantrdpicos a la induccion experimental de fibrosis mediante el uso de TAA.
e Comparar las caracteristicas histologicas del tejido hepatico de roedores
sinantropicos con las de roedores de laboratorio convencionales tras la

induccion de fibrosis hepética.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. El higado

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, con un peso gue oscila entre 1
y 1,5 kg, representando aproximadamente el 1,5 al 2,5 % de la masa corporal magra. Esta
dividido en dos lobulos principales, derecho e izquierdo, separados por el ligamento falciforme.
Estos l6bulos reciben irrigacion a través de las ramas derecha e izquierda de la arteria hepética
y la vena porta. La bilis es drenada del higado mediante los conductos hepaticos izquierdo y
derecho. Adicionalmente, el I6bulo derecho se subdivide en dos I6bulos mas pequefios: el
I6bulo cuadrado y el I16bulo caudado, conocido también como "Spiegel” (Muriel, 2007).

Figura 1

Anatomia del higado

Area desnuda Lig.

triangular izquierdo

Lig. —
coronario
Lig. —— B
triangular
derecho Apéndica
fibroso del
higado
Lébulo
izquierdo,
superficie
diafragmatica
Lig. falciforme
ey W Lig. redondo
del higado
"= Borde inferior
Lébulo e
deracho, ~————— Fondode la
superficie vesicula
diafragmatica biliar

Nota: (Sibulesky L, 2013)
El higado esta ubicado en el cuadrante superior derecho del abdomen, justo debajo de

la caja torécica derecha, apoyandose sobre el diafragma y extendiéndose parcialmente hacia el
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cuadrante superior izquierdo. Su posicién se mantiene gracias a las fijaciones ligamentarias
que lo conectan con el diafragma, el peritoneo, los grandes vasos y los Organos
gastrointestinales superiores. Este oOrgano recibe un doble suministro de sangre:
aproximadamente el 20% proviene de la arteria hepatica, que aporta sangre rica en oxigeno,
mientras que el 80% restante es suministrado por la vena porta, que transporta sangre rica en
nutrientes desde el estdbmago, el intestino, el pancreas y el bazo. La mayor parte del higado esta
formada por hepatocitos, que constituyen alrededor de dos tercios de su masa total. El resto
estd compuesto por células de Kupffer, células estrelladas, células endoteliales, vasos
sanguineos y células de los conductillos biliares, junto con estructuras de soporte (Kasper,
2005).
Figura 2

Principales vasos sanguineos en el higado
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Nota: Homo medicus (2024).

El acino representa la unidad estructural y funcional del parénquima hepatico, dispuesto
en torno al tracto portal y la vena central. Esta compuesto por seis conjuntos de tractos portales,
cada uno de los cuales incluye una vénula portal, una arteriola hepética y un conducto biliar.

La sangre fluye desde las vénulas portales y las arteriolas hepéticas a través de las sinusoides,
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que rodean las placas de hepatocitos, hasta llegar a la vena central. Los hepatocitos, que
constituyen la mayoria de las células hepaticas, estan organizados en placas de una sola célula
de espesor, variando en tamario segun su proximidad al tracto portal o la vena central. Ademas,
hay diferencias en la expresion genética y el potencial de crecimiento de los hepatocitos dentro
del acino. Tanto los hepatocitos como las células epiteliales del ducto biliar provienen del
hepatoblasto, una célula fundadora derivada del diverticulo hepéatico durante el desarrollo
embrionario (Lorenti A, 2001).
Figura 3

Unidad estructural y funcional del higado

Sinusoides Vénula hepatica terminal
hepaticos (vena central)
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Nota: Homo medicus (2024).

El desarrollo del higado a partir del diverticulo depende de la interaccion entre las
celulas endodérmicas y el mesodermo circundante, una interaccion fundamental para su
formacion. Los hepatoblastos, células bipotenciales, migran a través del septo transverso y
comienzan su diferenciacion bajo la influencia de sefiales provenientes de la mesénquima

portal. Los hepatoblastos que no interactiian con la mesénquima se transforman en hepatocitos,
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mientras que aquellos que si establecen contacto con la mesénquima del tracto portal se

diferencian en células ductales biliares. (Grisham & Thorgeirsson, 1997).

Figura 4
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Nota: (Reyes M. A, 2021).

Los hepatocitos ubicados cerca del tracto portal son diploides y poseen el mayor
potencial de crecimiento. En la region intermedia, entre el tracto portal y la vena central, los
hepatocitos suelen ser tetraploides y presentan una capacidad de crecimiento moderada. Por
otro lado, los hepatocitos situados cerca de la vena central pueden ser tetraploides u octaploides,
con una capacidad de crecimiento considerablemente menor (Fausto, 2004).

2.1.1. Estructuray funcion

El higado tiene una funcién fundamental en el sistema inmunoldgico, ya que recibe
microorganismos y compuestos derivados del microbiota intestinal. También actia como
glandula exocrina al generar bilis, que es secretada en los conductos biliares, y como glandula

endocrina al intervenir en la sintesis de hormonas. Ademas, el higado produce la mayoria de
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las proteinas plasmaticas, incluyendo la albdmina y el fibrindgeno, y almacena glucdgeno,
hierro y vitaminas (Tutusaus, 2018).

En el plano histoldgico, la unidad funcional y estructural clasica del higado es el
lobulillo hepético. Presenta su forma hexagonal, compuesta por hepatocitos y capilares
sinusoidales dispuestos alrededor de la vena central, y esta rodeado por tejido conectivo que
forma el espacio portal. Dentro de este espacio se encuentra la triada portal, compuesta por
ramas de la vena porta y la arteria hepatica, el conducto biliar, asi como vasos linfaticos y
nervios. Esta organizacion es crucial para la funcidn hepatica, ya que permite la circulacion de
la sangre a través de las sinusoides, desde la vena porta hacia la vena central, para
posteriormente integrarse a la circulacion sistémica a través de la vena hepatica.

Figura 5
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Nota: (Reyes M. A, 2021)
El lobulillo hepatico representa la unidad funcional del higado. La sangre proveniente
de la vena porta fluye hacia la vena central a través de los capilares sinusoidales, facilitando el

intercambio de moléculas con los hepatocitos. Entre los hepatocitos y las células endoteliales
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se encuentra el espacio de Disse, donde residen las células estrelladas hepéticas (CEH) (Adams
et al, 2006).

El parénquima hepatico estd formado por hepatocitos organizados de manera radial,
separados por sinusoides constituidos por células endoteliales fenestradas. En estas sinusoides
también se localizan las células de Kupffer, que son los macrdfagos residentes del higado.
(Tutusaus, 2018).

2.1.2. Células hepaticas

Los hepatocitos representan aproximadamente el 80% del volumen total del higado,
mientras que las células no parenguimatosas, aunque menos numerosas, comprenden diversos
tipos celulares, entre ellos las células estrelladas, las células endoteliales, los colangiocitos, las
células de Kupffer y otras células del sistema inmunoldgico, como linfocitos y células
dendriticas. (Tutusaus, 2018).

Los hepatocitos son células poliédricas con una notable capacidad metabdlica. Estan
involucrados en el metabolismo y almacenamiento de glucosa, contribuyen al mantenimiento
de los niveles de glucosa en sangre, metabolizan lipidos, sintetizan lipoproteinas y colesterol,
y almacenan triglicéridos. Asimismo, participan en la eliminacion del amonio generado por el
metabolismo de aminoacidos y en la produccién de proteinas plasmaticas y componentes de la
bilis.

Los hepatocitos son células polarizadas que cuentan con receptores y transportadores
especificos en cada uno de sus polos. El polo sinusoidal, con microvellosidades orientadas
hacia el espacio de Disse, facilita el intercambio de moléculas con la sangre. Por otro lado, el
polo canalicular, en contacto con el canaliculo biliar, posee una membrana especializada en la
excrecion de bilis. Ademas, dentro del lobulillo hepatico existe una heterogeneidad metabélica

influenciada por el gradiente de oxigeno y nutrientes. Los hepatocitos periportales, que
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disponen de mayor cantidad de oxigeno, se especializan en procesos gluconeogénicos, mientras
que los hepatocitos perivenosos favorecen las actividades glicoliticas. (Tutusaus, 2018).
2.1.3. Células estrelladas

Las células estrelladas hepaticas (HSC) son células mesenquimales que representan
aproximadamente el 15% del total de celulas del higado en condiciones normales. Se
encuentran en el espacio de Disse y presentan prolongaciones que se extienden hacia los
hepatocitos y las células sinusoidales, 1o que les confiere su caracteristica forma estrellada,
descrita por primera vez en 1876 por Karl Kupffer.

Figura 6

Células estrelladas o de Ito
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Nota: (Frevert et al., 2023).

En condiciones normales, las células hepaticas estrelladas (HSC) se encargan
principalmente de almacenar vitamina A en forma de gotas lipidicas. Sin embargo, en afios
recientes se ha profundizado en el estudio de su funcion en los procesos de fibrosis hepatica.
Debido a su ubicacion en el espacio de Disse, las HSC interactGan con otras células hepaticas
a través de mediadores solubles y citoquinas. Cuando hay dafio hepatico o inflamacion, estas
células se activan, convirtiéndose en miofibroblastos con capacidades proliferativas,

migratorias y contractiles. A lo largo de este proceso, las células pierden vitamina A y elevan
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la produccion de proteinas relacionadas con la remodelacion de la matriz extracelular (MEC),
lo que, junto con la amplificacion de sefiales inflamatorias, contribuye al desarrollo de fibrosis
hepatica (Tutusaus, 2018).

2.1.4. Células de Kupffer

Las células de Kupffer son macrofagos localizados en el higado y representan la
poblacién mas abundante de macrofagos residentes en el cuerpo humano. Estudios recientes
indican que estas células se desarrollan en el higado fetal a partir de progenitores
eritromieloides, descartando un origen hematopoyético. Asimismo, tienen la capacidad de
proliferar y conservar su poblacion sin la necesidad de infiltracion de monocitos en el tejido.

Las células de Kupffer, localizadas en el lumen de los sinusoides y adheridas a las
células endoteliales, desempefian un papel fundamental en la respuesta inmunitaria del higado
y se encuentran en mayor cantidad en las zonas periportales. Estas células poseen
prolongaciones citoplasmaticas que amplian su superficie de interaccién con otros tipos
celulares. En condiciones de homeostasis, participan en el metabolismo del hierro, la
bilirrubina y las lipoproteinas, ademas de tener la capacidad de fagocitar eritrocitos dafiados o
células apoptoticas.

La funcion principal de las células de Kupffer es eliminar endotoxinas y patdgenos de
la sangre, desencadenando respuestas inflamatorias mediante la produccién de citocinas y otros
mediadores. Este proceso es esencial para la defensa del organismo, pero debe estar
estrictamente regulado para evitar una inflamacion excesiva que pueda dafar el higado.
Ademas, estas células desempefian un papel crucial en la patogénesis de diversas enfermedades
hepaticas y metabdlicas, como las asociadas al consumo de alcohol o la obesidad, debido a su

capacidad de generar respuestas inflamatorias frente a distintos estimulos (Tutusaus, 2018).
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Figura7

Células de Kuffer

Nota: (Haubrich W. S, 2004)
2.1.5. Células endoteliales sinusoidales

Las células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC) representan aproximadamente
el 20% de las células del higado y estan altamente especializadas. Poseen fenestraciones de
entre 50 y 150 nm, lo que las convierte en un tipo de capilar discontinuo y altamente permeable.
Esta caracteristica permite el intercambio eficiente de sustancias, como lipoproteinas, proteinas
plasmaticas y metabolitos, entre los hepatocitos y la sangre a través del espacio de Disse. A
diferencia de otras células endoteliales, las LSEC cuentan con receptores de membrana tipo
scavenger, asi como receptores de manosa e inmunoglobulinas, lo que les otorga capacidad
endocitica para eliminar macromoléculas solubles y particulas pequefias, desempefiando un
papel clave en la inmunidad.

Por consiguiente, las sinusoides formadas por estas células son fundamentales para el

adecuado funcionamiento del higado. En condiciones patolégicas, la disfuncion del endotelio
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sinusoidal conduce a la pérdida de sus fenestraciones, lo que interfiere con el intercambio de
sustancias entre la sangre y los hepatocitos. Asimismo, la activacion de las HSC genera
vasoconstriccion en las sinusoides, provocando un aumento de la presion sanguinea en el

higado. (Tutusaus, 2018)

2.2. Lobulos hepaticos de Rattus

La rata de laboratorio (Rattus norvegicus) ha sido utilizada durante afios como modelo
en investigaciones médicas, biologicas y en diversos campos de estudio. Es interesante el hecho
de explorar y adentrarse en la anatomia de los mamiferos pequefios como son las ratas y
ratones, para tener una mejor comprensién y hallar una descripcién detallada en su fisiologia,
metabolismo y morfoldgico (Gershbein & Elias, 1954).

Figura 8

Higado de la rata wistar

Nota: Estructura anatomica del higado de la rata (Moller B & Vazquez O, 2011)
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El higado se encuentra ubicado en la cara caudal del diafragma, extendiéndose a ambos
lados del plano medio, desde el arco costal derecho hasta el izquierdo. Para su analisis, se
identificaron dos caras: la parietal (craneal), convexa y en contacto con el mdsculo diafragma,
y la visceral (caudal), concava y relacionada con el estdmago y la porcion craneal del duodeno.
Se observo que estaba dividido en los l6bulos derecho (lateral y medial), izquierdo (lateral y
medial), cuadrado (muy pequefio) y caudado, el cual incluia los procesos caudado y papilar
(este altimo subdividido en porciones dorsal y ventral). El proceso caudado estaba en contacto
con el rifidn derecho, mientras que el proceso papilar se superponia a la curvatura menor del

estomago. No se observo la presencia de vesicula biliar. (Méller & Vazquez, 2011).

2.3. Fisiopatologia del higado

El higado normal esta formado principalmente por hepatocitos, acompafiados por una
capa de células endoteliales que recubren los sinusoides, macr6fagos denominados células de
Kupffer y células perisinusoidales, también conocidas como lipocitos o células estrelladas. Los
lipocitos, que constituyen entre el 5% y el 8% de las células hepaticas, almacenan vitamina A
y desempefian un papel crucial en el desarrollo de la fibrosis hepéatica al activarse y
transformarse en células similares a los miofibroblastos. En condiciones normales, la matriz
extracelular proporciona soporte y facilita el transporte de sustancias; sin embargo, cuando el
higado sufre dafio, su composicion se ve alterada, lo que afecta procesos esenciales como la
sintesis de albumina, la desintoxicacion de farmacos y la produccion de factores de
coagulacién. Se han identificado diferentes fases en la activacién de las células estrelladas
durante este proceso (Mendez et al., 2007).

La etapa preinflamatoria, o de reposo, implica cambios en la expresién génica y
fenotipica que incrementan la sensibilidad de las células a las citocinas y otros estimulos

locales. En la etapa de perpetuacion, las células del endotelio sinusoidal, las células de Kupffer,
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los hepatocitos, las plaquetas y los leucocitos participan en una estimulacion autocrina y
paracrina, lo que genera una rapida remodelacion de la matriz extracelular y potencia el
fenotipo activado mediante la expresion de factores de crecimiento. Finalmente, durante la
resolucion de la activacion de las células estrelladas, estas desempefian un papel clave en la
sintesis y depdsito de colageno, siendo intensamente activadas y sensibilizadas por diversos
factores y células, contribuyendo al desarrollo de la cirrosis hepatica. (Mendez et al., 2007).

Las células endoteliales desempefian un papel importante al producir fibronectina y
activar el TGF-B. Por su parte, las células de Kupffer favorecen la sintesis de la matriz
extracelular, la proliferacion celular y la liberacion de retinoides de las células estrelladas.
También secretan MMP-9 para activar el TGF-p y generan radicales libres de oxigeno que
potencian la activacion de las células estrelladas, mientras que el 6xido nitrico que producen
contribuye a contrarrestar estos radicales. Los neutrdfilos tienen una participacion destacada
en la generacidn de radicales libres de oxigeno, que estimulan directamente la sintesis de
colageno. Ademas, los linfocitos T CD4 liberan citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, que
promueven la fibrogénesis.

El estrés oxidativo desempefia un papel clave como desencadenante de la fibrosis
hepatica. En pacientes con dafio hepéatico causado por el consumo de alcohol, la saturacion de
la enzima alcohol deshidrogenasa activa las enzimas del citocromo P-450 (como CYP2EL o
CYP4A), lo que genera radicales libres de oxigeno. La infiltracion de leucocitos es un factor
determinante en el desarrollo de la fibrosis, ya que el riesgo aumenta en proporcion a la
gravedad de la inflamacién y al incremento de las transaminasas. Ademas, el TNF-o contribuye
al proceso fibrogénico al estimular las células estrelladas de manera paracrina (Mendez et al.,
2007).

El receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR-a) estimula la enzima

CYP4A, favoreciendo el estrés oxidativo. La ausencia de PPAR-a en modelos experimentales
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estd asociada con la oxidacion de &cidos grasos y el desarrollo de esteatohepatitis. La activacion
de las celulas estrelladas, por otro lado, esta relacionada con una reduccién en los niveles de
PPAR-y, pero no de PPAR-a. Se ha planteado que los ligandos de PPAR-y, como las
tiazolidinedionas, podrian inhibir la activacion de estas células. La leptina, que es producida
por las células estrelladas y cuya concentracion aumenta con el incremento de la masa adiposa,
también desempefia un papel en la induccion de fibrosis hepatica en pacientes con esteatosis.
Ademas, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) acta como un estimulo
potente para la proliferacion de las células estrelladas, observandose un aumento tanto en el
PDGF como en su receptor tras un dafio hepatico.

La metaloproteinasa 1 de la matriz es una enzima responsable de descomponer el
colageno tipo I, que es el principal componente del higado fibroso; sin embargo, las células
estrelladas producen inhibidores de metaloproteinasas (TIMP-1y TIMP-2), lo que contribuye
al aumento de la fibrosis y al desarrollo de cirrosis. La incapacidad para degradar la matriz
cicatricial favorece la progresion de la cirrosis. Durante la recuperacion del dafio hepético
agudo, la cantidad de células estrelladas disminuye debido a su desactivacion o apoptosis. Por
lo tanto, la formacion de cirrosis no esta necesariamente asociada con la necrosis de los

hepatocitos ni con la presencia de virus hepatotropos (Mendez et al., 2007).

2.4. Fibrosis hepatica
2.4.1. Principios béasicos de la fibrogénesis hepética
La fibrogénesis hepatica es un proceso complejo de reparacion del tejido hepatico en
respuesta a un dafio hepatocelular persistente, en el que participan activamente diversos tipos
celulares y citoquinas profibrogénicas.
Uno de los mayores avances en el entendimiento de la patogénesis de la fibrogénesis

hepética ha sido identificar a las células estrelladas hepaticas (HSC) como el principal tipo

31



celular responsable de la produccidn excesiva de colageno en el higado afectado por fibrosis.
Estas células se localizan en el espacio de Disse, entre los hepatocitos y las células endoteliales,
y representan aproximadamente un tercio de la poblacion no parenquimatosa, que equivale al
15% del total de células en un higado sano.

En condiciones normales, las células estrelladas hepaticas (HSC) se encargan
principalmente de almacenar vitamina A; no obstante, en enfermedades hepéticas cronicas,
estas células sufren una transformacion fenotipica, adquiriendo caracteristicas de
miofibroblastos, como contractilidad celular y produccién de citoquinas proinflamatorias.
Aunque las células estrelladas hepaticas (HSC) desempefian un papel fundamental en la
fibrogénesis hepatica, otros tipos celulares también pueden diferenciarse en miofibroblastos,
como los fibroblastos portales, los fibrocitos circulantes, las células derivadas de la médula
6sea y aquellas que experimentan una transicion epitelio-mesenquimal. La contribucion de
estos diferentes tipos celulares varia segun la etiologia de la fibrogénesis

Durante la fibrogénesis hepética, se produce una interaccién compleja entre los
distintos tipos de células del higado. Los hepatocitos dafiados liberan especies reactivas de
oxigeno (ROS) y otros mediadores que atraen células inflamatorias, como linfocitos y células
polimorfonucleares, las cuales activan a las células estrelladas hepéticas (HSC). Una vez
activadas, las HSC secretan quimiocinas y moléculas de adhesién, promoviendo la activacion
de linfocitos y perpetuando un ciclo vicioso. Por su parte, las células de Kupffer, los
macrofagos hepaticos, liberan citoquinas y ROS, contribuyendo al proceso fibrogénico. La
respuesta inmunitaria frente al dafio hepatico desempefia un papel central en la modulacion de
la fibrogénesis. Por ejemplo, las células NK limitan la fibrogénesis al inducir apoptosis en las
HSC mediante la liberacion de interferon-y. Ademas, el tipo de linfocitos que infiltra el
parénquima hepatico influye en la respuesta fibrogénica, y los desequilibrios en las

proporciones de células Th1/Th2 y Treg/Th17 pueden favorecer el desarrollo de la fibrosis.
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2.4.2. Mecanismos de activacion de las células hepaticas estrelladas.

Las células estrelladas hepéticas (HSC) se activan en respuesta a citocinas y factores de
crecimiento, desencadenando diversos mecanismos relacionados con la proliferacion,
contraccion, sintesis y degradacion de proteinas de la matriz extracelular (MEC), asi como con
la produccion de sefiales inflamatorias.

La activacion de las células estrelladas hepaticas (HSC) es estimulada por diversos
factores, como los factores de crecimiento TGF-f y PDGF, sustancias vasoactivas como la
trombina, la angiotensina Il y la endotelina-1, citocinas como MCP-1 e interleucina-8, y
adipocinas como la leptina. En contraste, citocinas como IFN-a ¢ IGF, junto con sustancias
vasodilatadoras como el 6xido nitrico y la relaxina, inhiben esta activacion. Tanto la activacion
como la proliferacion de las HSC estan reguladas por mecanismos moleculares que implican
vias de sefializacion intracelular (como MAP quinasas y PPAR-y), transporte ionico (a través
de canales de calcio e intercambiadores de sodio/potasio) y estrés oxidativo inducido por
radicales libres.

El TGFp es el principal mediador implicado en la fibrogénesis humana. En su forma
activa, se une a los receptores de membrana de las células estrelladas hepaticas (HSC),
activando una serie de cascadas intracelulares. Una de las vias clave es la activacion del sistema
de proteinas SMAD, que actian como segundos mensajeros y promueven la expresion de genes
relacionados con las proteinas de la matriz extracelular (MEC), en particular los genes
responsables de la sintesis de procolageno 1y I11. En los higados de pacientes con enfermedades
hepaticas cronicas, la expresion génica de TGFp se correlaciona directamente con el grado de
fibrosis, y estudios experimentales han demostrado que su inhibicién puede prevenir el
desarrollo de fibrosis hepética.

En el higado fibrético, las células estrelladas hepaticas (HSC) activadas producen

grandes cantidades de inhibidores tisulares de las colagenasas (TIMP), los cuales regulan la
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actividad de estas enzimas encargadas de degradar las fibras de coldgeno. Durante el proceso
de fibrogenesis hepatica, la expresion de TIMP aumenta significativamente, lo que bloquea la
accion de las colagenasas. Dado que estas enzimas son esenciales para la degradacion del
colageno, su inhibicion contribuye a la acumulacion de coladgeno en el higado durante la
fibrogénesis. Ademas, los cambios en la composicion de la matriz extracelular (MEC)
promueven ain mas la activacién de las HSC.

2.4.3. La fibrogénesis en los diferentes tipos de hepatopatias

La patogénesis de la fibrogénesis varia segin el agente etiolégico implicado. En
enfermedades hepaticas de origen viral, como las provocadas por el VHC o el VHB, se produce
una acumulacion de colageno predominantemente en la regién periportal. La infeccion de los
hepatocitos por estos virus induce estrés oxidativo y desencadena la infiltracidn de linfocitos,
lo que favorece el depdsito de colageno. Esto genera una mayor necrosis de los hepatocitos y
una respuesta inflamatoria caracterizada por una infiltracion significativa de linfocitos.
Ademas, ciertas proteinas de los virus hepatotropos pueden activar directamente la inflamacion
y estimular el deposito de colageno por las células estrelladas hepaticas (HSC).

En la enfermedad hepética alcohdlica, se observa una infiltracion de células
polimorfonucleares y una acumulacion de colageno alrededor de las sinusoides y las venas
centrolobulillares. El acetaldehido, que es el principal metabolito del alcohol, genera estrés
oxidativo en los hepatocitos y estimula a las células de Kupffer a liberar citocinas
proinflamatorias, lo que activa a las células estrelladas hepéaticas (HSC) y favorece el desarrollo
de la fibrogénesis.

En la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la hiperglucemia y la resistencia a la
insulina aumentan los niveles de &cidos grasos, lo que da lugar a la acumulacion de grasa en el

higado o esteatosis hepatica. El estrés oxidativo, junto con la liberacion de citocinas
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proinflamatorias, promueve la apoptosis de los hepatocitos y el reclutamiento de celulas
inflamatorias, lo que contribuye al desarrollo de fibrosis hepatica.

En las colestasis cronicas, la acumulacion de &cidos biliares en el higado desencadena
una intensa respuesta inflamatoria, estimula la generacion de radicales libres y provoca la
apoptosis de los hepatocitos. Asimismo, las células biliares liberan mediadores fibrogénicos
que activan a los miofibroblastos portales, promoviendo el depoésito de colageno.

La progresion de la fibrosis hepatica esta determinada por una combinacion de factores
ambientales y genéticos. Investigaciones epidemioldgicas en genética han identificado
variantes genéticas que influyen en la predisposicion individual a desarrollar fibrosis avanzada.
Un ejemplo destacado es la variante con 7 polimorfismos en el gen PNPLAS3, asociada a la
susceptibilidad en pacientes con HGNA. Estos factores genéticos interactian con elementos
ambientales como la obesidad, el consumo de alcohol y el tabaquismo, modulando tanto la
respuesta al dafio hepatico como la severidad de la fibrogénesis.

2.4.4. Procesos que conducen a la aparicion de la fibrosis hepética

El consumo prolongado de etanol genera acetaldehido, un metabolito tdxico y
altamente reactivo producto de la oxidacién del alcohol. Los efectos dafinos del alcohol en el
higado incluyen la esteatosis (acumulacion de grasa en el higado), la esteatohepatitis
(inflamacion del tejido hepatico graso) y la cirrosis (Lefkowitch, 2007).

Segun el informe de la Organizacion Mundial de la Salud titulado "Estimated Cancer
Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide in 2012", el virus de la Hepatitis B es
responsable de mas de 749,000 casos anuales de cancer de higado. Este virus afecta a mas de
170 millones de personas en todo el mundo y causa aproximadamente 692,000 muertes al afio,

principalmente debido al desarrollo de carcinoma hepatocelular (Walayat et al., 2017).
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2.5. Papel de los diferentes tipos celulares hepéticos

La activacion de las células estrelladas hepaticas (HSC) puede ser provocada por la
interaccion entre diferentes tipos de células hepaticas, como los macrofagos activados (células
de Kupffer), los hepatocitos dafiados, las plaquetas y las células endoteliales. Esta interaccion
da lugar a la produccién y liberacion de diversas citocinas y radicales libres de oxigeno, que
trabajan en conjunto para estimular y activar a las HSC (Sibulesky, 2013).

Las células de Kupffer son macréfagos cuya funcidn principal consiste en eliminar y
desintoxicar agentes tanto exdgenos como enddgenos. En respuesta a un estimulo dafiino, estas
células desencadenan la activacion de las HSC, promoviendo su activacion y estimulando su
proliferacion (Friedman, 2003).

Las células estrelladas hepaticas (HSC) y los hepatocitos estan situados en estrecha
proximidad, lo que facilita un contacto constante, tanto de forma directa a través de sus
membranas celulares como mediante mediadores solubles que pueden inducir la activacion de
las HSC (Zhao et al., 2016). La exposicion de los hepatocitos a agentes citotdxicos, como el
acetaldehido, también puede estimular la produccion de colageno tipo I. Asimismo, la
apoptosis y la eliminacion parcial de hepatocitos son procesos que contribuyen a la activacion
de las HSC (Friedman, 2003).

2.5.1. Componentes de la matriz extracelular hepética

En un higado sano, la matriz extracelular estd compuesta por diversas macromoléculas,
incluyendo varios tipos de colageno (I, Ill, 1V, V y VI), glicoproteinas como laminina y
fibronectina, y proteoglicanos. La sinusoide hepética se caracteriza por una matriz densa
compuesta principalmente de laminina y colageno tipo IV; sin embargo, con el desarrollo de
la fibrosis, esta matriz se transforma en una capa predominantemente rica en colégeno tipo | y

I1l. La acumulacion de esta matriz extracelular fibrilar esta asociada con la capilarizacion de
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las sinusoides, la pérdida del endotelio sinusoidal y cambios estructurales en los hepatocitos,
que pierden sus microvellosidades (Friedman, 2003).

Diversas investigaciones han revelado que, en un higado fibrético, los niveles de
colageno y glicosaminoglicanos pueden aumentar entre 4 y 7 veces en comparacion con un
higado sano. Este incremento es particularmente notable en el colageno tipo I, la laminina y
los proteoglicanos. La acumulacién excesiva de esta matriz extracelular esta asociada con el
deterioro de la funcion hepética y una mayor susceptibilidad al desarrollo de carcinoma
hepatocelular, aunque los mecanismos que regulan la transformacidn neoplasica en el contexto
de la fibrosis hepatica ain no se comprenden por completo. Estos cambios profundos en la
arquitectura anatomica del higado conducen a complicaciones tipicas de la enfermedad, como
la hipertension portal, que constituye una de las principales causas de mortalidad en los
pacientes afectados (Iredale et al., 1998).

2.5.2. Fuentes productoras de matriz extracelular hepaticas

Los miofibroblastos hepaticos se han identificado, en su mayoria, como la forma
activada de las células estrelladas hepaticas, siendo responsables principalmente de la
produccidn de colageno fibrilar y elastina (Mark et al., 2010).

Las células estrelladas hepaticas, de origen mesenquimal, se localizan en el espacio de
Disse. Estas células contienen abundante vitamina A almacenada como ésteres de retinol en
gotas citoplasmaticas. En condiciones normales, producen colageno tipo IV, laminina y
proteoglicanos de sulfato y heparina; no obstante, ante un dafio hepatico, se activan y
proliferan, adoptando un fenotipo similar al de los miofibroblastos, lo que les permite secretar
colagenos fibrilares, como el colageno tipo 1y I11, ademas de elastina (Mark et al., 2010).

2.5.3. Degradacion de la matriz extracelular durante la fibrosis hepatica
La matriz extracelular puede ser degradada por un grupo de enzimas llamadas

metaloproteinasas (MMPs). Estas enzimas son endopeptidasas que dependen de zinc y calcio
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para su actividad y son producidas por células del tejido conectivo y células inflamatorias. Las
MMPs tienen una alta capacidad para degradar los principales componentes de la matriz
extracelular, incluidas proteinas fibrilares, no fibrilares y elastina. Su expresion ha sido
identificada en diferentes tipos de células hepaticas, como los hepatocitos, células estrelladas
hepaticas (HSC), células de Kupffer (KC), neutrofilos y macrofagos infiltrados en el higado
(Iredale et al., 1998).

La actividad extracelular de las MMP es regulada por proteasas, cuyo control ocurre,
en mayor o menor medida, a nivel génico. Este proceso estimula la produccion de factores de
crecimiento y citoquinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) y la interleucina 1 (IL-1). Las citoquinas profibrogénicas,
como el TGFpB1 (factor de crecimiento transformante 1), pueden alterar la expresion de las
MMP al reducir la produccién de colagenasas. Por Gltimo, la actividad de las MMP es inhibida
por los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP), un grupo de proteinas solubles
que se unen de manera no covalente a las MMP activas, bloqueando su accion enzimatica

(Iredale et al., 1998).

2.6. Thioacetamida (TAA)
El 4cido tioacetimidico/acetotioamida (CH3CSNH2) es un compuesto sulfuroso.
2.6.1. Utilizacion de tioacetamida
La tioacetamida se usa ampliamente para reemplazar el hidrogeno sulfuro en hospitales
e industria. También se utiliza para inducir dafio hepatico (necrosis/apoptosis hepatica) fibrosis
hepética, cirrosis, carcinoma hepatocelular. También se sabe que tiene efectos sobre el sistema

cardiovascular, sistema urinario y sistema nervioso (Tutusaus A. L, 2018).
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Aunque la tioacetamida (TAA) se utiliza cominmente para inducir dafio hepatico,
también se ha reportado que provoca efectos perjudiciales en los testiculos (Rahman et al.,
2005; Kang et al., 2006). En estudios con ratas cirroticas inducidas por TAA, se ha observado
una disminucion en las actividades de las enzimas antioxidantes en los testiculos. Por otro lado,
la melatonina (Mel) es una hormona conocida por su papel en la regulacion del ritmo
circadiano. Ademas, tiene funciones importantes en la regulacion del equilibrio redox bajo
condiciones de estrés y cuenta con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antiapoptoticas en el sistema bioldgico.

2.6.2. Induccion de tioacetamida

La fibrosis hepatica se indujo en ratas mediante la administracién intraperitoneal (ip)
de tioacetamida (TAA) a una dosis de 220 mg/kg durante un periodo de 24 semanas, con una
dosis semanal aplicada a los grupos G-1l y G-Ill. En cambio, el grupo control (G-I) recibid
Unicamente suero fisioldgico. Siete dias después de la Gltima administracion de TAA, los
animales fueron sometidos a eutanasia, utilizando como pretratamiento una combinacion de
xilacina/ketamina (10 mg/kg), seguida de saturacién con cloroformo (Enciso et al., 2020).

La tioacetamida (TAA) se administro por via intraperitoneal (IP) tres veces por semana,
a una dosis de 200 mg/kg disuelta en agua destilada. EI grupo 2 sirvié como grupo control de
cirrosis, donde las ratas cirroticas recibieron inyecciones IP de TAA con la misma frecuencia
y dosis (200 mg/kg en agua destilada) junto con la administracion oral diaria de Tween 20 al
10% (5 ml/kg). El grupo 3 correspondi6 al grupo tratado con silimarina, en el que las ratas
cirréticas recibieron silimarina de forma oral a una dosis diaria de 50 mg/kg. La silimarina
(Laboratorio Internacional, EE. UU.), un farmaco estandar, se preparo disolviéndola en Tween
20 al 10%. Los grupos 4 y 5 representaron los grupos de tratamiento, en los cuales las ratas
cirroticas fueron tratadas con extracto de BR administrado oralmente a dosis diarias de 250

mg/kg y 500 mg/kg, respectivamente (Salama al., 2012).
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Este estudio se centro en evaluar el posible efecto protector del resveratrol frente a la
lesion hepatica inducida por tioacetamida (TAA), a través de la inhibicion de mTOR en el
higado. Las ratas del grupo modelo recibieron inyecciones de TAA (200 mg/kg, dos veces por
semana durante 8 semanas) y fueron sacrificadas en la semana 10. Por su parte, el grupo con
tratamiento protector fue pretratado con resveratrol (20 mg/kg) administrado diariamente
durante dos semanas antes de las inyecciones de TAA y continud recibiendo ambos agentes
hasta la finalizacion del experimento. Los tejidos hepaticos recolectados fueron analizados
mediante microscopia optica y homogeneizados hepaticos (Dallak et al., 2020).

Induccidn de dafio hepatico crénico en ratas mediante TAA. Este estudio se centrd en
caracterizar un modelo de rata con lesidn hepatica crénica inducida por el agente hepatotdxico
TAA. La inyeccion de TAA (200 mg/kg de peso corporal, i.p.) en el grupo modelo de ratas,
administrada dos veces por semana durante 8 semanas, provocd un aumento significativo en
los biomarcadores de dafio hepatico y alteraciones en la arquitectura del tejido hepatico (Dallak

et al., 2020).

2.7. Modelos experimentales
2.7.1. Roedores sinantropicos

Los roedores representan el orden de mamiferos mas abundante en el reino animal,
abarcando alrededor del 43% de las especies conocidas. Ademas, son los mas ampliamente
distribuidos, ya que se encuentran en casi todos los continentes e islas, excepto en la Antartida.
Este orden incluye aproximadamente 2,000 especies con una gran variedad de tamarios, formas
y comportamientos, aunque la mayoria son de cuerpo compacto, relativamente pequefios y con
extremidades cortas. De todas estas especies, solo el 5% se considera plaga o fauna nociva en

distintas partes del mundo (Huchon et al., 2002).
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El término "roedor" tiene su origen en el vocablo latino "rodere™, el cual hace referencia
a la capacidad caracteristica de estos animales de poseer un par de incisivos en forma de cincel
con raices abiertas. Estos dientes estdn adaptados para roer casi cualquier tipo de material y
alimento, incluyendo insectos con exoesqueleto (Mac, 2011).

2.7.2. Rata parda

La rata parda (Rattus norvegicus) es mas grande que la rata negra (Rattus rattus), con
un hocico redondeado, 0jos mas pequefios y orejas que no alcanzan el borde del ojo al ser
estiradas. En ejemplares silvestres de Catalufia, las medidas corporales son: cuerpo de 172-262
mm, cola de 149-222 mm, pata de 37-46 mm, oreja de 16-22 mm y peso de 180-415 g. Las
ratas urbanas suelen ser mas grandes, y las hembras, ligeramente méas pequefias que los machos.
Los juveniles tienen un pelaje gris oscuro uniforme, mientras que los adultos presentan un
dorso gris pardusco y un vientre de tonalidad amarillenta o gris sucia. Se distingue facilmente
de R. rattus por su coloracién y porque su cola es mas corta que el cuerpo. Las hembras tienen
seis pares de mamas (tres pectorales y tres inguinales). Su craneo es robusto y mas estrecho
que el de R. rattus, con crestas poco marcadas que le dan un aspecto rectangular, y su mandibula
presenta una hendidura ovalada en la parte posterior. (Palomo et al., 2007).

2.7.3. Rata negra

La rata negra (Rattus rattus) es un murido de cuerpo alargado, hocico puntiagudo y
orejas largas que alcanzan el borde del ojo al estirarse hacia adelante. En ejemplares adultos
del sur de la peninsula, las medidas corporales son: cuerpo de 158-232 mm, cola de 181-247
mm, pata de 31-39.5 mm, oreja de 20-26.5 mm y peso de 87-278 g. Las hembras son
ligeramente mas pequefias que los machos. Los adultos presentan un dorso oscuro que varia
desde el gris oscuro casi negro (morfotipo rattus) hasta el pardo rojizo (frugivorus y
alexandrinus), mientras que el vientre es mas claro, oscilando entre gris, blanco o amarillento

segun el morfotipo. La separacion entre el dorso y el vientre es visible, aunque no muy
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marcada. Se distingue de la rata parda (Rattus norvegicus) por su coloracion y por tener una
cola siempre mas larga que el cuerpo. Las hembras poseen cinco pares de mamas (dos
pectorales y tres inguinales). Su craneo es mas corto y ovalado que el de R. norvegicus, con
arcos zigomaticos menos prominentes y crestas temporales y occipitales con un disefio curvo
caracteristico. La mandibula presenta una hendidura posterior con una zona angular mas corta.

(Palomo et al., 2007).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Material bioldgico
e Rattus norvegicus
e Rattus rattus
Materiales de laboratorio
e Agujas hipodérmicas 25G X 16mm
e Gasa
e Esparadrapo
e Gradilla
e Algoddn
e Probeta
e Vasos precipitados
Reactivo
e Thioacetamida
e Alcohol 70°
¢ Alcohol yodado
e Hipoclorito de sodio (lejia)
e Agua destilada
o Halatal

e Solucion fisioldgica salina
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3.1.4. Equipos
e Centrifuga
e Micro centrifuga
e Analizador hematoldgico automatizado
e Analizador bioquimico sami-automatizado
e Micrétomo
e Procesador del tejido
e Microscopio
3.1.5. Material de uso personal

e Equipo de proteccion personal (EPP)

3.2. Disefio de la investigacién

El estudio tiene un disefio experimental, se manipulan variables independientes (como
agentes inductores de fibrosis hepatica) para observar sus efectos en variables dependientes
(caracteristicas fisioldgicas e histologicas del higado) y es de corte longitudinal, ya que se
realizé un seguimiento de los sujetos experimentales durante un periodo determinado para
evaluar la progresion de la fibrosis hepatica.
3.3. Variables de estudio

La variable independiente analizada fue el agente inductor de fibrosis hepatica (TAA),
en roedores experimentales y la variable dependiente fueron los cambios en los marcadores
hematoldgicos, bioquimicos e histologicos.
3.4. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo conformada por roedores sinantropicos. La muestra estuvo
representada por 132 ratas en sus 4 variantes, pertenecientes a las especies Rattus rattus (rata

negra) y Rattus norvegicus (rata parda).
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3.5. Meétodos
3.5.1. Declaracion ética
Este estudio contribuye un gran alcance en el desarrollo del proyecto de investigacion,
cuya ejecucion recibid la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion, en noviembre del
2022. El documento de autorizacion esta categorizado como Resolucion Directoral con codigo
841-2022-OEGDRRHH-DR/DRS.T/GOB.REG.TACNA.
3.5.2.  Preparacién del material bioldgico
Las ratas sinantrépicas acondicionadas en los ambientes del bioterio de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann (UNJBG), en Tacna. Se independizaron en jaulas
construidas por varillas y mallas metalicas, con una superficie de 40cm x 28cm x 20 cm
provistas de comederos de vidrio y bebederos mdviles de polietileno. Se suministrd una vez al
dia la dieta con valor nutricional y balanceada. El agua se ofreci6 ad libitum. Los ambientes
del bioterio mantuvieron condiciones ambientales controladas de luz-oscuridad (12h x 12h),
temperatura entre 18-22°C y humedad relativa ambiental entre 55-65 %.
3.5.3.  Seleccidn de los roedores
Se seleccionaron 132 ratas hembras de 3 meses de edad, distribuidas en 11 grupos con
12 especimenes cada grupo. Dentro de cada grupo se escogieron 4 linajes segun la coloracién
del pelaje (pardas, negras, moteadas y albinas), con 3 repeticiones.
3.5.4. Tratamiento con tioacetamida (TAA)
Para el estudio se utiliz6 tioacetamida (ACS,Reag. Ph Eur), proveniente de la empresa
Merck KGaA, China. La sustancia cont6 con su respectivo analisis y certificacion proveniente
de los laboratorios de la misma empresa. Para la prueba de la sustancia (TAA) en ratas, se
diluyd las concentraciones de (300, 290, 280, 270, 260, 250, 240, 230, 220, 210 y 200 mg/kg
TAA) en solucion salina fisioldgica (suero). Una vez preparada las concentraciones de TAA se

realizé la induccidn de las concentraciones a los grupos seleccionados, la inoculacion se realizd
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en la region ventral del espécimen con una jeringa de tuberculina (25G x 16mm). Los
especimenes con el tratamiento se realizd la evaluacion de los signos vitales, tales como el
ritmo respiratorio y ritmo cardiaco, ademas, del pesaje de los animales. Este procedimiento se
Ilevd a cabo cada 3 dias, durante 86 a 112 dias.

3.5.5.  Pruebas hematologicas y bioquimicas

Los parametros hematoldgicos y bioquimicos se evaluaron a las ratas que se
determinaron las concentraciones de la dosis letal correspondiente. Las muestras de sangre se
colectaron de la vena de la cola de ratas hembras y se colocaron en tubos capilares, con EDTA
para el recuento celular y sin EDTA para obtener el suero por centrifugacion.

Para realizar el recuento de globulos rojos en camara de Neubauer, la sangre se diluyd
con solucién hayen (dilucién 1/200; Chemquim E.I.R.L tda, Pert) y para el recuento de
glébulos blancos se diluyd con solucion turk (dilucién 1/200; Chemquim E.L.R.L tda, Peru).
Para el conteo leucocitario, se depositaron 10 microlitros de sangre en un portaobjetos, se
extendio la monocapa y se dejo secar a temperatura ambiente. Se realizé una tincion de Wright
durante 6 minutos, seguido del tratamiento con una solucion buffer fosfato (pH 6,4) por 4
minutos. Finalmente, se observaron las muestras bajo un microscopio optico utilizando aceite
de inmersién con un objetivo de 100X, con el proposito de evaluar tanto la cantidad total como
la diferencial de leucocitos. Los resultados se contrastaron con los obtenidos mediante un
analizador hematoldgico automatizado (Genrui KT-40, China).

Los parametros bioquimicos en el suero se midieron en un analizador automatico
(Semi-auto Chemistry Analyzer URIT-880, China). Para determinar la actividad de las enzimas
gamma-glutamil transferasa (GGT), transaminasa glutdmica oxalacética (GOT), transaminasa
glutamico piravica (GPT), fosfatasa alcalina, asi como la concentracién de albdmina, glucosa
y proteinas totales, se utilizaron reactivos de (QCA Quimica Clinica Aplicada S.A., Espafia) y

se siguieron las indicaciones del fabricante.
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3.5.6. Unidades experimentales
La determinacion de la dosis letal media (DL50) de la sustancia TAA se realizd
utilizando cuatro linajes experimentales. Posteriormente, se practicO la eutanasia de los
especimenes y se procedio a la extraccion de érganos, especificamente el higado. A nivel
macroscopico, se recopilaron datos relevantes sobre las caracteristicas observadas en los
higados, incluyendo descripciones patoldgicas detalladas y la captura de imégenes para su
analisis.
3.5.7.  Andlisis estadistico
Todas las figuras (diagramas de cajas) y pruebas estadisticas se realizaron con el
programa R v.4.3.2 (The R Foundation). En todos los casos, se consider6 un valor de

significancia para valores de p<0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Determinacion de la dosis toxica media de TAA en roedores sinantropicos y el efecto
en los signos vitales.

La determinacion de la dosis toxica media (TD50) de Thioacetamida (TAA), en
roedores sinantropicos resulté fundamental para establecer umbrales de los signos vitales, se
identificd mecanismos de toxicidad y anticip6 efectos adversos en el organismo.

Tabla 1

Datos de los signos vitales en ratas albinas y ratas moteadas sometidas a TAA (250)

RAT ALBINA - TAA 250 RAT MOTEADA - TAA 250
SEM RR.RR RR.CC RR.RR RR.CC
MEDIA + DS MEDIA * DS MEDIA + DS MEDIA * DS
1 131 4,7882 293 4,5580 |85 1,1863 100 2,1382
2 132 4,5207 290 3,9810 | 86 1,7704 100 2,1372
3 134 5,3365 288 3,0464 | 85 1,6986 99 2,6779
4 132 5,1471 292 1,5813 |85 1,8361 100 2,7241
5 134 7,8581 290 58176 | 86 1,3028 99 0,8465
6 132 4,1234 292 3,7753 | 85 1,2451 100 1,7660
7 131 8,8966 292 2,7583 | 86 2,3674 100 0,5816
8 132 9,0780 290 5,0414 | 85 2,7143 100 1,9985
9 131 9,9458 289 2,5502 | 86 2,3743 100 1,4960
10 133 5,9211 288 2,5782 |85 0,9282 100 1,5992
11 128 7,4554 290 1,3153 | 85 1,9620 100 2,8810
12 100 1,2941 290 3,3199 |85 2,3791 100 2,3356
13 101 1,0818 290 4,5280 | 86 2,2702 100 1,9179
14 31 6,8121 95 4,0825 |51 3,6765 86 3,8687

Nota: TAA=Thioacetamida, RR.RR=Ritmo respiratorio, RR.CC=Ritmo cardiaco,

RAT=Rata

En la tabla 1, los datos obtenidos de la rata albina (TAA-250), a medida que avanza el
tratamiento, después de la semana 6, hay un aumento notable en la desviacion estdndar en
ambos parametros (RR.RR y RR.CC), lo que sugiere una mayor variabilidad en las respuestas

de la rata al tratamiento. La reduccion significativa en la media de RR.RR en las semanas 10 a
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13, seguida por un ligero aumento en la semana 14, sugiere que el tratamiento a la rata podria
estar experimentando un deterioro en su capacidad de respuesta. La fluctuacion en la media y
la desviacion estandar de RR. RR y RR.CC indica una inconsistencia en la respuesta critica del
organismo de la rata, lo cual esta relacionado con fisioldgicos internos.

En los datos de la rata moteada (TAA — 250), se observa que las medias de RR.RR y
RR.CC son bastante consistentes durante la mayor parte del tratamiento, lo que indica una
respuesta estable. Sin embargo, a medida que avanzan las mediciones, aumenta la desviacion
estandar de ambos parametros, reflejando mayor variabilidad en las respuestas, especialmente
hacia el final. La caida marcada en la media de RR.RR a 51, junto con el incremento en la
desviacion estandar en la Gltima medicion, sugiere un deterioro en la respuesta de la rata,
posiblemente debido a una menor efectividad del tratamiento o un empeoramiento de su
condicion general.

Tabla 2

Datos de los signos vitales en ratas negras y ratas pardas, sometidas a TAA (270) y

TAA (290), respectivamente.

RAT NEGRA - TAA 270 RAT PARDA - TAA 290
SEM RR.RR RR.CC RR.RR RR.CC

MEDIA = DS MEDIA = DS MEDIA = DS MEDIA + DS
1 45 1,9645 90 1,2300 51 2,8448 92 3,8566
2 45 2,0057 90 1,1276 50 1,2410 95 2,8783
3 45 2,3474 90 1,8281 52 1,9933 96 3,7162
4 45 2,0272 90 1,8981 52 2,0259 96 3,8471
5 44 1,7087 88 1,7983 52 2,1486 99 4,3075
6 45 1,1111 90 1,4978 53 1,5199 95 1,4848
7 45 2,1025 91 2,3946 51 2,1296 95 4,0734
8 46 1,6201 90 1,4184 52 0,6792 96 5,2325
9 45 2,8846 90 1,7494 52 0,8504 94 5,1333
10 45 2,0280 90 1,4438 51 1,6176 96 4,5667
11 45 2,4479 90 1,8949 50 1,3663 94 4,7090
12 46 1,6219 90 1,3766 50 1,2256 98 1,5972
13 45 1,9469 89 1,7991 51 1,4095 96 1,7402
14 45 1,8329 89 2,0350 50 1,0915 97 2,0561

Nota: TAA=Thioacetamida, RR.RR=Ritmo respiratorio, RR.CC=Ritmo cardiaco,

RAT=Rata
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En la tabla 2, la "Rata Negra" bajo el tratamiento TAA 270 ha mostrado una respuesta
relativamente estable con picos menores de variabilidad, y hacia el final del tratamiento, se
observa un ligero deterioro en la capacidad critica. Estos resultados sugieren que el tratamiento
ha sido eficaz en mantener la estabilidad de la respuesta durante la mayor parte del tiempo,
pero puede haber signos iniciales de desgaste en las Gltimas etapas.

La rata parda mostrd una respuesta estable al tratamiento TAA 290 en términos de RR.
RR, aunque hubo cierta variabilidad al inicio y en la mitad del periodo. En contraste, la
capacidad critica de RR.CC fue mas variable, sugiriendo mayor sensibilidad a cambios durante
el tratamiento, posiblemente debido a factores fisiologicos o a la dosificacién. Las elevadas
desviaciones estandar en las mediciones intermedias podrian indicar un periodo de
inestabilidad en la respuesta de la rata.

Figura 9

Efecto de la TAA sobre los signos vitales y el ritmo cardiaco
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En lafigura 9, el grafico sugiere que la thioacetamida tiene un efecto dosis-dependiente
en el ritmo cardiaco. Hasta una cierta dosis, no parece haber un efecto significativo, pero una

vez que se supera el umbral critico (entre 250 y 260 mg/kg), el ritmo cardiaco se ve
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drasticamente afectado, lo que podria estar relacionado con toxicidad o efectos adversos graves
en el sistema cardiovascular. Este tipo de grafico es crucial para determinar la dosis segura de
una sustancia y para identificar puntos criticos donde los efectos adversos comienzan a
manifestarse de manera significativa.

Figura 10

Efecto de la TAA sobre los signos vitales y el ritmo respiratorio
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En la figura 10, el gréfico sugiere que la thioacetamida tiene un efecto dosis-
dependiente en el ritmo respiratorio. Inicialmente, la sustancia parece estimular la respiracion
hasta un punto critico (250 mg/kg); sin embargo, una vez que se supera este umbral, la
capacidad respiratoria se ve gravemente comprometida, lo que podria indicar efectos adversos
graves y potencialmente letales.

Este andlisis es crucial para entender como la thioacetamida afecta la funcion
respiratoria y para identificar las dosis en las que los efectos adversos empiezan a ser

peligrosos, lo cual es fundamental en estudios de toxicidad y seguridad de sustancias quimicas.
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Tabla 3

Datos de los pesos en las ratas inducidas con TAA durante mas de 14 semanas

TAA PARDAS NEGRAS MOTEADAS ALBINAS

MEDIA * DS | MEDIA + DS | MEDIA DS| MEDIA + DS
200 271,4 5,82 252,5 4,81 258,2 16,11 2234 12,99
210 292,9 9,40 272,3 15,36 2338 7,49 248,2 16,79
220 288,9 2,62 239,4 2,89 2515 11,37 223,1 14,75
230 276,9 5,34 262,5 2,62 267,7 0,78 253,0 3,08
240 276,8 6,16 2547 4,65 237,5 16,60 229,6 10,34
250 292,0 9,99 249,4 12,52 2258 4,19 198,0 9,15
260 273,8 6,30 230,6 6,62 1884 6,13 178,1 2,38
270 264,7 9,87 216,4 15,17 160,5 15,05 165,5 12,79
280 256,9 14,82 1992 10,21 156,4 3,57 1435 8,34
290 231,2 8,89 150,6 16,79 109,8 1,99 101,3 281
300 145,0 18,45 107,6 9,11 81,6 5,32 80,3 4,16

En la tabla 3, todos los grupos de ratas muestran una tendencia decreciente en los

valores medidos a medida que la dosis de TAA aumenta. Esto sugiere un efecto adverso dosis-

dependiente del TAA en la funcion o respuesta fisiolégica medida en estos animales. Las

desviaciones estandar indican que hay una variabilidad considerable en las respuestas,

especialmente en las dosis mas bajas, lo que podria implicar diferencias individuales en la

sensibilidad al TAA dentro de cada grupo.

Todas las ratas muestran una disminucién en la respuesta a dosis altas de TAA, las ratas

pardas parecen mantener valores mas altos durante mas tiempo comparado con otros grupos,

lo que podria sugerir una mayor resistencia o un menor impacto inicial del TAA en este grupo

especifico. Este analisis es importante para comprender como diferentes grupos de ratas

responden al TAA y para identificar los niveles de dosis donde los efectos adversos comienzan

a ser significativos.
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Figura 11

Efecto de TAA sobre los signos vitales y el peso en ratas
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En la figura 11, indica claramente que el efecto de la thioacetamida en el peso corporal
es dosis-dependiente. En dosis bajas, no hay un efecto notable, pero a medida que la dosis
aumenta, el peso corporal disminuye drasticamente. Las dosis mas altas de thioacetamida (260-
300 mg/kg) parecen ser extremadamente perjudiciales, con una pérdida de peso significativa
que podria estar asociada con efectos tdxicos graves, mala salud general o letalidad.

Este gréafico es crucial para identificar la dosis maxima tolerada y las dosis que pueden
causar efectos adversos significativos, como la pérdida extrema de peso, en los sujetos

experimentales. Estos resultados serian importantes para establecer limites de seguridad y

entender el perfil de toxicidad de la thioacetamida.
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Figura 12

Efecto de la TAA sobre los signos vitales y el peso en las variantes
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En la figura 12, la comparacion del efecto toxico de la TAA sobre el ritmo cardiaco y
ritmo respiratorio en las variantes de rata sinantrépicas moteada (A), negra (B) y parda (C).
Los datos corresponden a ratas que recibieron un inéculo de TAA cada tres dias por via IV,
durante 12 semanas. Para cada concentracion de TAA se muestran todos los valores obtenidos
por dos observadores independientes durante las 12 semanas del experimento. La linea

mostrada corresponde a la medina de cada caja.
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Figura 13
Comparacion del efecto toxico de la TAA sobre el peso en las variantes de rata
sinantropicas moteada (A), negra (B) y parda (C).
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En la figura 13, los datos corresponden a ratas que recibieron un inéculo de TAA cada

tres dias por via IV, durante 12 semanas. Para cada concentracion de TAA se muestran todos
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los valores obtenidos por dos observadores independientes durante las 12 semanas del

experimento. La linea mostrada corresponde a la medina de cada caja.

4.2. Caracterizacion de la respuesta hematoldgica y bioquimica de los roedores
sinantrdpicos a la induccion experimental de fibrosis mediante el uso de TAA.
Tabla 4

Datos biogquimicos de las ratas albinas

BIOQUIMICA
TAA20 N CODIGO o 160 TeP  coT FA ALB TP
1 CRA 108 17 21 9 83 47 7.2
CONTROL 2 CRA 84 13 15 12 112 41 6,5
3 CRA 96 16 23 8 65 36 6,4
96,0 153 19,7 9,7 86,7 4.1 6.7
4 IRA 58 87 45 59 164 2,5 3.2
INDUCCION 5 IRA 47 79 51 71 161 23 2,9
6 IRA 61 65 92 68 173 2,4 2,5
55,3 770 627 660  166,0 2.4 2,9

En la tabla 4, el analisis estadistico de los datos muestra que el grupo bajo induccion
presenta un promedio de glucosa significativamente menor (55,3) en comparacion con
el grupo control (96,0), lo que podria indicar un efecto del tratamiento sobre el
metabolismo de la glucosa. Ademas, los valores de las enzimas hepéaticas TGO y TGP
son notablemente mas altos en el grupo de induccion (TGO: 77,0; TGP: 62,7) frente al
control (TGO: 15,3; TGP: 19,7), lo que sugiere posible dafio hepatico. Asimismo, las
enzimas GGT y FA estan elevadas en el grupo inducido (GGT: 66,0; FA: 166,0) en
comparacion con el control (GGT: 9,7; FA: 86,7), reforzando la evidencia de estrées

hepatico. Los niveles de albumina mas bajos en el grupo inducido (2,4 frente a 4,1)
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sugieren afectacion hepatica o nutricional, mientras que el tiempo de protrombina (TP)
menor en el grupo inducido (2,9 con 6,7) podria implicar alteraciones en la coagulacion.
En resumen, el grupo inducido muestra signos claros de dafio hepético y afectaciones
metabdlicas frente al grupo control.

Tabla 5

Datos biogquimicos de las ratas moteadas

BIOQUIMICA

TAA- 250 N°  CODIGO
GLU TGO TGP GGT FA ALB TP

1 CRM 116 15 17 18 149 5,2 8,3
CONTROL 2 CRM 96 17 21 10 83 4,8 7,2
3 CRM 110 16 23 9 65 3,5 6,4

107,3 16,0 20,3 12,3 99,0 4,5 7,3

4 IRM 69 91 63 62 152 2,6 3,1
INDUCCION 5 IRM 58 87 45 59 164 2,5 3,2
6 IRM 61 65 92 68 173 2,4 2,5

62,7 81,0 66,7 63,0 163,0 2,5 2,9

En la tabla 5, el analisis comparativo de los dos grupos revela que el grupo bajo
induccién muestra una notable disminucion en la regulacion de la glucosa (62,7 frente
a 107,3 en el grupo control), lo que sugiere que la induccion afecta el metabolismo de
la glucosa. En términos de dafio hepatico, el grupo inducido presenta niveles
significativamente elevados de TGO (81,0 frente a 16,0), TGP (66,7 frente a 20,3),
GGT (63,0 frente a 12,3) y FA (163,0 frente a 99,0), lo que indica un claro estrés o dafio
en el higado. La disminucion de la albumina (2,5 frente a 4,5) refuerza esta conclusion,
apuntando a una posible alteracion en la funcion hepatica o nutricional. Asimismo, el
tiempo de protrombina reducido en el grupo inducido (2,9 frente a 7,3) sugiere

alteraciones en la coagulacién, lo que podria estar relacionado con el deterioro de la
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funcion hepatica. En resumen, el grupo bajo induccion exhibe maltiples marcadores de
dafio hepatico y alteraciones metabdlicas que afectan tanto la regulacion de la glucosa
como la capacidad de coagulacion.

Tabla 6

Datos biogquimicos de las ratas negras

BIOQUIMICA

TAA-210 N CcODICO GLU TGO TGP GGT FA ALB TP

1 CRN 121 23 21 12 8 54 81
CONTROL 2 CRN 117 6 19 19 121 48 79

3 CRN 98 20 23 13 98 46 76

1120 197 210 147 1027 49 79

o IRN 58 80 87 73 121 29 34
'NDU,\(I:C'O IRN 60 81 52 69 135 21 32
IRN 51 65 8 70 139 2 3

56,3 75,3 73,3 70,7 131,7 2,3 3,1

En la tabla 6, el analisis estadistico revela que el grupo control tiene un promedio de
glucosa significativamente mayor (112,0) en comparacion con el grupo inducido (56,3),
lo que sugiere una disminucion en la regulacion de la glucosa en el grupo inducido. En
cuanto a los marcadores hepaticos, los niveles de TGO (75,3 con 19,7), TGP (73,3 con
21,0), GGT (70,7 con 14,7) y FA (131,7 con 102,7) son considerablemente mas altos
en el grupo inducido, lo que indica un posible dafio hepatico o muscular. Ademas, los
niveles de albimina son significativamente menores en el grupo inducido (2,3 con 4,9),
lo que refuerza la hipdtesis de afectacion hepéatica o nutricional. El tiempo de
protrombina es menor en el grupo inducido (3,1 con 7,9), lo que sugiere alteraciones en
la coagulaciéon sanguinea. En resumen, el grupo inducido muestra marcadores que
evidencian dafio hepatico y disfunciones metabolicas en comparacion con el grupo

control.
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Tabla 7

Datos bioquimicos de las ratas pardas

BIOQUIMICA

TAA- 290 N°  CODIGO
GLU TGO TGP GGT FA ALB TP

1 CRP 114 21 21 19 121 53 82

CONTROL 2 CRP 97 17 19 11 o7 49 73
3 CRP 85 16 23 9 107 47 15

987 180 21,0 130 1083 50 7.7

s IRP 63 69 87 63 127 27 31
INDLECIO IRP 54 87 52 57 130 29 34
6 IRP 58 74 sl 66 145 25 30

58,3 76,7 73,3 62,0 134,0 2,7 3,2

En la tabla 7, el analisis estadistico revela que el grupo inducido presenta una
disminucion significativa en los niveles de glucosa (58,3) en comparacion con el grupo control
(98,7), lo que sugiere que la induccion ha afectado el metabolismo de la glucosa, posiblemente
provocando hipoglucemia en los sujetos. inducidos. Los niveles elevados de TGO (76,7 con
18,0) y TGP (73,3 con 21,0) en el grupo inducido refuerzan la hipétesis de dafio hepatico o
muscular. Asimismo, el aumento en los valores de GGT (62,0 con 13,0) y FA (134,0 con 108,3)
indica un incremento en la actividad hepatica, lo que sugiere estrés o dafio en el higado.

Los niveles de albimina significativamente mas bajos en el grupo inducido (2,7 con
5,0) apuntan a una afectacion en la funcion hepética o un estado nutricional consolidado.
Ademas, el tiempo de protrombina mas corto en el grupo inducido (3,2 con 7,7) podria estar
relacionado con una alteracion en la capacidad de coagulacion. En resumen, el grupo inducido
muestra marcadores claros de dafio hepatico y alteraciones metabdlicas, lo que sugiere que la
induccidén ha impactado significativamente la funcion hepatica y la regulacion metabdlica, en

comparacion con el grupo control.
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Figura 14

Efecto de la TAA sobre parametros bioquimicos
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En la figura 14, el efecto de la TAA sobre la concentracion de albdmina, proteinas

totales y glucosa en las variantes de rata tratadas con una concentracion de TAA que

corresponde al valor de DT50 (rata albina: 250 mg/kg; rata moteada 250 mg/kg; rata negra:

270 mg/kg; rata parda: 290 mg/kg), cada punto experimental muestra el valor de la variable

determinado para cada animal incluido en el ensayo (n=3).
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Figura 15

Efecto de la TAA sobre parametros bioquimicos en las variantes
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En la figura 15, el Efecto de la TAA sobre la actividad de la enzima fosfatasa alcalina,

y las transaminasas GGT, TGO, TGP en las variantes de rata tratadas con una concentracion
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de TAA que corresponde al valor de DT50 (rata albina: 250 mg/kg; rata moteada 250 mg/Kkg;

rata negra: 270 mg/kg; rata parda: 290 mg/kg), cada punto experimental muestra el valor de la

variable determinado para cada animal incluido en el ensayo (n=3).

Tabla 8

Datos hematoldgicos de las ratas albinas

TAA-250 N° CODIGO

1 CRA

CONTROL 2 CRA

3 CRA
4 IRA
INDUCCION 5 IRA
6 IRA

HEMATOLOGIA

Hemograma

. Losootarlo Enoctario et Hob
Abs Seg Eos Bas Mon Lin Plt
1 48 1 0 3 47 605 8400 7200000 498 12,6
1 40 0 0 4 55 617 8750 7120000 51,8 131
2 50 1 1 2 44 619 8100 7200000 559 103
13 460 07 03 30 48,7 6137 8417 7173333 525 12,0
1 26 1 0 7 65 381 4149 3210000 36,9 104
2 25 0 0 7 66 374 3740 3010000 31,8 97
2 26 1 1 6 64 350 4093 3140000 309 113
17 257 07 03 6,7 650 3683 3994 3120000 332 105

En la tabla 8, el grupo inducido presenta inmunosupresion y anemia, evidenciados por

una disminucién significativa en los recuentos de leucocitos, eritrocitos, asi como en los niveles

de hematocrito y hemoglobina.

Estos hallazgos sugieren una posible disfuncion de la médula 6sea o una enfermedad

que afecta la produccién de células sanguineas. Ademas, la reduccion en el nimero de

plaquetas indica un riesgo potencial de trastornos en la coagulacion sanguinea. No obstante, el

aumento de linfocitos y monocitos sugiere una activacion del sistema inmune, probablemente

en respuesta al tratamiento o la induccion.
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Tabla 9

Datos hematologicos de las ratas moteadas

HEMATOLOGIA

TAA-250 N° CODIGO Hemograma Recue_nto_ R_ecugnto_ T
Abs Seg Eos Bas Mon Lin Pt Leucocitario  Eritrocitario

1 CRM 1 56 0 0 2 41 601 7250 7120000 54,2 159

CONTROL 2 CRM 1 45 0 0 5 49 600 7050 7130000 498 148

3 CRM 1 55 0 0 4 40 604 6500 6890000 56,9 14,2

10 520 00 00 37 433 6017 6933 7046666 53,6 15,0

4 IRM 2 27 0 0 6 65 402 3592 3210000 372 111

INDUCCION 5 IRM 1 26 1 0 7 65 399 4249 3180000 369 104

6 IRM 2 26 1 1 6 64 381 4193 3100000 309 11,3

17 263 07 03 63 647 390 4011 3163333 350 10,9

En la tabla 9, el grupo induccion muestra claras sefiales de anemia, con un recuento de
eritrocitos, hematocrito y hemoglobina significativamente mas bajos que el grupo control.

Los sujetos del grupo induccion también parecen estar experimentando
inmunosupresion, ya que su recuento de leucocitos es mucho més bajo, con una menor cantidad
de neutrdfilos segmentados y plaquetas, lo que sugiere un estado comprometido del sistema
inmunoldgico y de coagulacion. Sin embargo, el aumento en los linfocitos y monaocitos en el
grupo induccion sugiere que el sistema inmune esta respondiendo de alguna manera al
tratamiento o condicion inducida, posiblemente en un intento de combatir algin proceso
inflamatorio o infeccioso.

En resumen, el grupo inducido esta experimentando alteraciones significativas tanto en
su capacidad de produccidén de globulos rojos como en su funcién inmune, lo que sugiere que

la induccion o tratamiento esta teniendo un impacto negativo en su salud hematoldgica.
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Tabla 10

Datos hematoldgicos de las ratas negras

HEMATOLOGIA

TAA- 270 N° CODIGO Hemograma

I_Recue_nto_ Recue_nto_ Het  Hgb
Abs Seg FEos Bas Mon Lin Plt eucocitario  Eritrocitario
1 CRN 1 45 0 0 4 50 566 10150 10160000 525 152
CONTROL 2 CRN 1 45 0 1 5 48 587 9350 9650000 489 16,1
3 CRN 1 44 0 0 3 52 590 9650 10220000 51,9 132
10 447 00 03 40 500 5810 9717 10010000 51,1 148
4 IRN 1 16 0 0 7 76 268 3426 2750000 333 68
INDUCCION 5 IRN 1 14 0 1 7 77 250 3831 2640000 304 53
6 IRN 1 19 1 0 7 72 302 4031 2760000 295 69
° 10 163 03 03 70 750 2733 3763 2716667 311 63

En la tabla 10, el grupo induccion muestra signos claros de anemia severa, con
recuentos de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina mucho mas bajos en comparacion con el
grupo control. Ademas, el sistema inmunolégico del grupo induccién parece estar debilitado,
con un recuento de leucocitos mucho mas bajo y una cantidad significativamente menor de
neutréfilos segmentados, 1o que indica una menor capacidad de respuesta ante infecciones.

El recuento plaquetario reducido en el grupo induccion sugiere un riesgo de problemas
de coagulacion, lo que podria comprometer la capacidad de detener hemorragias en los sujetos
inducidos. El aumento de monocitos y linfocitos en el grupo induccion podria indicar que,
aunque el sistema inmune estd comprometido, esta intentando reaccionar ante el tratamiento o
condicion inducida.

En resumen, el grupo inducido presenta serios problemas hematoldgicos, incluyendo
anemia, supresion inmunologica y un riesgo potencial de problemas de coagulacion, en
comparacion con el grupo control que muestra pardmetros mucho mas estables y dentro de los

rangos normales.
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Tabla 11

Datos hematoldgicos de las ratas pardas

HEMATOLOGIA

TAA- 290 N° CODIGO Hemograma Recue_nto_ R_ecugnto_ T
Abs Seg Eos Bas Mon Lin Plt Leucocitario  Eritrocitario
1 CRP 1 50 0 0 9 40 600 7950 7930000 493 147
CONTROL 2 CRP 1 53 0 1 4 41 596 7850 8000000 46,7 139
3 CRP 1 50 0 0 4 45 601 7650 7930000 516 128
10 510 00 03 57 420 5990 7817 7953333 492 138
4 IRP 2 16 0 0 6 76 300 3380 2590000 279 99
INDUCCION 5 IRP 1 14 0 1 7 77 295 3684 2440000 341 96
6 IRP 2 19 1 0 6 72 303 3873 2540000 287 87
17 163 03 03 63 750 2993 3646 2523333 302 94

En la tabla 11, el grupo induccion muestra signos evidentes de anemia, con un recuento
de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina mucho mas bajos que el grupo control. Esto sugiere
una reduccion en la capacidad. El sistema inmune del grupo induccion esta debilitado, con un
recuento de leucocitos mucho mas bajo y un porcentaje menor de neutrofilos segmentados, lo
que indica una menor capacidad para combatir infecciones bacterianas.

El recuento de plaquetas reducido en el grupo induccion sugiere un riesgo de problemas
de coagulacion, lo que podria comprometer la capacidad de detener hemorragias. EI aumento
en los linfocitos y monocitos en el grupo induccion indica que, aunque el sistema inmune

parece estar comprometido, esta intentando responder al tratamiento o la induccion.
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Figura 16

Efecto de la TAA sobre los valores hematoldgicos
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En la figura 16, el efecto de la TAA sobre la hemoglobina, el hematocrito y el conteo
de hematies y plaquetas en las variantes de rata tratadas con una concentracion de TAA que
corresponde al valor de DT50 (rata albina: 250 mg/kg; rata moteada 250 mg/kg; rata negra:
270 mg/kg; rata parda: 290 mg/kg), cada punto experimental muestra el valor de la variable

determinado para cada animal incluido en el ensayo (n=3).
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Figura 17

Efecto de la TAA sobre parametros hematoldgicos en las variantes
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En la figura 17, el efecto de la TAA sobre el conteo leucocitario y de las series
linfocitica, monocitica y segmentada en las variantes de rata tratadas con una concentracion de

TAA que corresponde al valor de DT50 (rata albina: 250 mg/kg; rata moteada 250 mg/kg; rata

67



negra: 270 mg/kg; rata parda: 290 mg/kg), cada punto experimental muestra el valor de la

variable determinado para cada animal incluido en el ensayo (n=3).

4.3. Comparacion de las caracteristicas histologicas del tejido hepatico de roedores
sinantrépicos con las de roedores tradicionales tras la induccion de fibrosis

hepéatica.

A) Comparacidén macroscépica del higado

El higado sano muestra una estructura organizada y funcional. En contraste, un higado
fibrético muestra alteraciones estructurales que comprometen gravemente su funcionalidad.

Figura 18

Comparacion macroscoépica del higado de la rata albina

En la figura 18, se observan el higado de los especimenes en experimentacion. El
higado sano (A) y el higado fibrético (B), claramente se diferencian los higados del grupo
control y grupo experimental, inducidas con una concentracion de 250mg/kg de TAA. En el
higado del grupo experimental (B), se evidencia cambios inflamatorios y alteraciones en la

estructura y la morfologia tisular, caracteristicas tipicas de la fibrosis hepatica.
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Figura 19

Comparacion macroscoépica del higado de la rata moteada

En la figura 19, se analizaron los higados de los especimenes sometidos a
experimentacion. Se observan diferencias claras entre el higado sano (A) y el higado fibrético
(B). Los higados del grupo control, representados por el higado sano, conservan una estructura
y morfologia normales, mientras que los del grupo experimental, tratados con una dosis de 250
mg/kg de TAA (tiacetamida), presentan alteraciones significativas.

Figura 20

Comparacion macroscépica del higado de la rata parda
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En la figura 20, los higados pertenecientes al grupo control (A), el higado sano,
mantienen una estructura y morfologia normales. En contraste, los higados del grupo
experimental (B), expuestos a una dosis de 290 mg/kg de TAA (thiocetamida), presentan
alteraciones significativas.

Figura 21

Comparacion macroscoépica del higado de la rata negra

A

En la figura 21, se observan el higado de los especimenes en experimentacion. El
higado sano (A) y el higado fibrético (B), claramente se diferencian los higados del grupo
control y grupo experimental, inducidas con una concentracion de 270mg/kg de TAA.

Los modelos experimentales expuestos a TAA, se observd un aumento en el tamafio y
el volumen del higado. La superficie hepatica mostré areas irregulares caracterizadas por
hendiduras y surcos, atribuibles a la retraccidn y contraccion del paréngquima hepatico como
consecuencia de la formacion de fibrosis hepatica.

Ademas, la capsula de Glisson, que envuelve al higado, presentdé multiples areas de
necrosis coagulativa y hemorragias dispersas en el parénquima hepatico. También se evidencid
congestion vascular junto con zonas hemorragicas. Asimismo, se identificaron areas que

sugieren acumulacion de depdsitos grasos o cambios esteat6sicos en el tejido hepatico.
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El 6rgano mostro una textura firme al tacto, lo que refleja el proceso inflamatorio y el

desarrollo de tejido fibroso asociado a la fibrosis hepatica.

B) Comparacion microscopica del higado
La comparacion histoldgica e histopatoldgica entre un higado sano y uno fibrotico
destaca el impacto critico de la fibrosis hepatica. En el higado sano, la estructura lobular
organizada, las sinusoides bien definidas y la matriz extracelular equilibrada aseguran una
funcionalidad éptima. En contraste, el higado fibrético presenta desorganizacion estructural,
formacion de septos fibrosos, acumulacion excesiva de colageno, necrosis, inflamacién y
congestion vascular. Estas alteraciones comprometen severamente las funciones hepéticas
esenciales y enfatizan la necesidad de prevenir y tratar oportunamente las condiciones que
conducen a la fibrosis para evitar complicaciones graves como la cirrosis o insuficiencia
hepatica.
Figura 22
Corte histoldgico del higado sano (Grupo control)
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En la figura 22, se aprecia el patron radial caracteristico del lobulillo hepético, con un

vaso central (vena central). A su alrededor se disponen los hepatocitos en cordones radiales,

71



formando el aspecto clasico de los lobulillos hepaticos. Los hepatocitos, las células
parenquimatosas principales del higado, que se disponen en placas alrededor de la vena central.
Se tifien de manera eosinofilica (rosado claro) con nucleos basofilicos (morados oscuros).

Los espacios sinusoidales, entre los cordones de hepatocitos se pueden observar las
sinusoides hepaticas, que permiten el paso de sangre desde las arteriolas hepaticas y las vénulas
porta hacia la vena central. La vena central, se observa una estructura grande y vacia, que
corresponde a la vena central, hacia la cual drenan las sinusoides. Este patrén es tipico de un
corte histolégico de higado sano, mostrando la organizacion en lobulillos hepaticos con
hepatocitos radiados alrededor de la vena central y las sinusoides intercalados para el

intercambio de sustancias.

Figura 23
Corte histoldgico del higado fibrético (Grupo experimental)

TAA — 24 semanas (Coloracion H & E)
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En la figura 23, el material oscuro alrededor del centro parece ser tejido denso, tal vez
tejido conectivo o fibras organizadas, mientras que los puntos mas claros y oscuros en la
periferia podrian corresponder a células o ndcleos celulares tratados con una técnica especial.

La imagen muestra un tejido tefiido, probablemente un tejido biol6gico visto bajo un
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microscopio con técnicas de tincion histologica, como la hematoxilina y eosina (H&E), que
son comunes en estudios de patologia.

En este tipo de imagenes, se observan nucleos celulares tefiidos de purpura (lo que
indicaria hematoxilina), que probablemente son células epiteliales o inmunolodgicas,
dependiendo del tejido que se esté evaluando. La disposicion de las células parece estar
formando estructuras o l6bulos, lo que podria ser indicativo de un 6rgano especifico, como el
higado, bazo o tejido linfatico. Ademas, se ven areas mas claras, que podrian representar
glandulas o conductos, y un patron reticular o fibroso que podria indicar alguna patologia o

alteraciones del tejido normal.

Figura 24

Corte histoldgico del higado fibrético (Grupo experimental)

TAA — 24 semanas (Coloracién tricromica de Masson)

En la figura 24, de un corte histolégico del tejido hepatico, presenta una estructura
central circular, posiblemente una glandula o un conducto, rodeado por una matriz de tejido
denso. El &rea central esta compuesta de una sustancia mas homogénea, mientras que el tejido
que la rodea muestra una disposicion mas fibrosa o celular, con ramificaciones que parecen

extenderse hacia el exterior.
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La imagen muestra una tincion histoldgica de tejido hepatico, donde es visible una
seccion del higado que parece estar afectada por fibrosis. La fibrosis hepética se caracteriza
por la acumulacién de tejido conectivo en el higado, lo que se evidencia aqui por la presencia
de areas tefiidas mas oscuras (probablemente tefiidas con tricromica de Masson o una tincion
similar) que destacan las fibras colagenas. En esta imagen, las regiones oscuras indican la
presencia de fibrosis, especificamente en las areas perisinusoidales y alrededor de estructuras
vasculares. El tejido hepatico muestra signos evidentes de dafio cronico, donde el tejido fibroso

reemplaza el tejido hepatico funcional.
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CAPITULO V

DISCUSION

En este estudio se evalud la viabilidad de inducir fibrosis hepéatica en roedores
sinantropicos, los cuales, a diferencia de los roedores de laboratorio convencionales, presentan
caracteristicas fisioldgicas adaptadas a entornos urbanos y periurbanos. Los resultados
obtenidos muestran que estos roedores pueden desarrollar fibrosis hepatica de manera efectiva
tras la induccion experimental, lo que los posiciona como un modelo alternativo valioso para
la investigacion en hepatologia y toxica.

La fibrosis hepatica inducida en los roedores sinantropicos replicO de manera
consistente las caracteristicas histopatoldgicas observadas en otros modelos animales mas
utilizados, tales como la acumulacion de colageno, la activacion de células estrelladas hepaticas
y las alteraciones de la arquitectura tisular hepatica, estudio realizado por Enciso et al., (2020).
Se sugiere que estos roedores pueden servir como un modelo adecuado para estudiar los
mecanismos subyacentes a la fibrosis hepatica y su progresion hacia la cirrosis.

Uno de los principales beneficios observados en el uso de roedores sinantropicos es su
facil disponibilidad y menor costo en comparacion con especies de laboratorio criadas
especificamente para estudios de hepatologia. Ademas, estos animales estan mas expuestos a
factores ambientales que podrian simular condiciones mas realistas para estudios de toxicidad
cronica o exposicion ambiental prolongada a toxinas hepaticas. Esto representa una ventaja
significativa para estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos en entornos urbanos.

A pesar de estos hallazgos positivos, algunas limitaciones fueron observadas en el
presente estudio. La variabilidad individual en la respuesta a los inductores de fibrosis fue
ligeramente mayor en los roedores sinantrépicos en comparacién con las especies criadas en

condiciones controladas de laboratorio. Este fendmeno podria estar relacionado con factores
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geneticos y diversos ambientales, propios de los roedores sinantropicos. Aunque esta
variabilidad puede ser considerada una desventaja en términos de control experimental,
también refleja una situacion mas cercana a la heterogeneidad observada en poblaciones
humanas, lo que podria mejorar la aplicabilidad de los resultados en estudios traslacionales.
En el futuro sera necesario realizar estudios adicionales para optimizar los protocolos
de induccion de fibrosis en estos roedores, explorando diferentes dosis, duraciones y tipos de
inductores, el estudio coincide con los estudios realizados por Arteaga (2018). Asimismo, la
evaluacion de la respuesta a tratamientos antifibroticos en este modelo experimental podria
aportar informacion relevante para el desarrollo de nuevas terapias para la fibrosis hepatica.
Los resultados del presente estudio demuestran que los roedores sinantrépicos pueden
ser un modelo viable y efectivo para la investigacion de la fibrosis hepética. Su accesibilidad,
bajo costo y susceptibilidad a desarrollar fibrosis inducida los convierte en una alternativa
prometedora a los modelos tradicionales en hepatologia y toxicologia, con el potencial de
contribuir significativamente a la investigacion de patologias hepéticas y a la evaluacion de

riesgos toxicos ambientales.
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CONCLUSIONES

Se establecio que la dosis toxica media (LD50) de Thioacetamida (TAA) en roedores
sinantropicos varia en relacion con factores como la homeostasis y la especie. Los resultados
muestran que las dosis mas altas inducen mortalidad proporcional al nivel de dafio hepético y
sistémico. La exposicion al TAA afecto significativamente los signos vitales de los roedores,
incluyendo alteraciones en la frecuencia cardiaca, respiratoria y letargo generalizado, ademas
de las afecciones en el plano morfomeétrico tales como las variaciones en el peso. confirmando
la toxicidad sistémica del compuesto.

La exposicion al TAA generd alteraciones significativas en los pardmetros
hematoldgicos, como una disminucién en los niveles de hemoglobina y hematocrito, junto con
un incremento en el recuento de leucocitos asociado a inflamacion. En términos bioquimicos,
se observd un aumento de las transaminasas hepaticas (ALT y AST), indicativo de dafio
hepatico y una disminucion de los niveles de albumina, lo que refleja deterioro en la funcién
hepatica. Estos cambios fueron consistentes con las etapas iniciales y progresivas de la fibrosis
hepatica, validando la eficacia del modelo para evaluar esta condicion.

Los andlisis histoldgicos revelaron similitudes fundamentales en la respuesta hepética
a la induccion de fibrosis entre los roedores sinantrépicos y los de laboratorio. Ambos grupos
mostraron acumulacién de colageno, inflamacion y necrosis celular. Sin embargo, los roedores
sinantrdpicos presentaron una respuesta mas heterogénea, probablemente influenciada por
factores ambientales y genéticos, mientras que los roedores de laboratorio mostraron una
progresion mas uniforme de la fibrosis. Estas diferencias resaltan la relevancia de los roedores
sinantrépicos como modelos complementarios para el estudio de la fibrosis hepética en

contextos mas representativos de las condiciones humanas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar comparando las respuestas de los roedores
sinantrépicos con las de los roedores de laboratorio en diversas patologias
hepaticas para determinar su utilidad especifica en diferentes contextos
biomédicos.

Se sugiere comparar el efecto de thioacetamida (TAA) con otros agentes como
el tetracloruro de carbono (CCl,) o dietas especificas para validar la versatilidad
del modelo.

Se recomienda aprovechar la diversidad genética de los roedores sinantrépicos
para investigar posibles mecanismos de resistencia o susceptibilidad a la fibrosis
hepatica, con potencial aplicacion en medicina personalizada.

Se recomienda garantizar que el uso de roedores sinantrépicos se ajuste a
regulaciones éticas internacionales, minimizando el sufrimiento y optimizando

el manejo animal.
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ANEXOS

Anexo 1

Tioacetamida (TAA)

R
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Anexo 2

Preparacion de las concentraciones de TAA
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Anexo 3

TAA en las diferentes concentraciones

Anexo 4

Induccién de TAA
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Anexo 5

Induccién de TAA en rata parda (290mg/Kg).

Anexo 6

Induccion de TAA en rata negra (270mg/Kg)
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Anexo 7

Induccién de TAA en rata moteada (250mg/Kg)
\

Anexo 8

Induccién de TAA en rata albina
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Anexo 9

Evaluacioén indirecta de ritmo cardiaco

Anexo 10

Evaluacion indirecta de ritmo respiratorio
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Anexo 11

Pesaje de masa corporal en ratas

Anexo 12

Evaluacidn de signos vitales
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Anexo 13

Medicidn de signos vitales

Anexo 14

Evaluacién de signos vitales
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Anexo 15

Data de los signos vitales de los roedores (albinas)

TAA200 TAA210 TAA220 TAA230 TAA240 TAA250 TAAZ60 TAR270 TAA280 TAA290 TAA300
RATAS| RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP. RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR
1 | RR2 R R2 | RC1 | RC2 | RRL| RR2 RR1 | RR2 2 | RRL| R 1 [ 1
245 | 265 54_| 251 | 255 103 a4 | 84
A 250 | 263 54 | 255 | 253 104 7]
) | 85 | 253 [ 269 | 83 | 9 | 249 | 257 | 9 | ¢ 9 | [ 263 | 5 | a5 | 47 | 95 | 93 [ 43 | 46 | 87 | ¢ W
268 252 | 253 259 [ 260 | 102 | 96 | 261 | 258 [ 98 | 103 | 271 | 267 | 127 | 135 [ 289 | 285 0
A 7 269 253 | 251 252 | 260 265 | 270 | 105 | 111 | 270 | 275 | 129 | 138 [ 294 | 287 01 7]
7 265 249 | 255 252 | 251 262 | 260 | 105 | 105 | 271 | 272 | 129 | 136 | 295 | 287 54
7 265 255 | 254 262 | 256 | % | 257 | 269 | 102 | 109 | 272 | 282 | 129 | 133 | 286 | 288 100
A 265 257 | 258 260 | 251 | 101 | 100 | 261 | 265 | 102 | 102 | 270 | 275 | 120 | 1a2 | 201 | 284 57
263 253 | 257 254 | 260 | 99 | o4 | 263 | 264 | 111 | 110 | 275 | 276 | 131 | 139 | 292 | 286 % 7
261 255 | 252 253 | 257 04 | 266 | 262 | 106 | 106 | 274 | 279 | 137 | 128 | 290 | 201 100 6
LYK 265 254 | 253 252 | 262 | 104 | 98 | 262 | 267 | 107 | 103 | 273 | 283 | 128 | 135 | 294 | 293 95 7
1 265 255 | 255 261 [ 255 [ 101 261 | 265 | 107 | 106 | 274 | 284 | 125 | 137 | 291 | 291 100 [ 95
13 265 247 | 254 255 [ 259 | 110 | 96 | 253 | 263 | 107 | 113 | 274 | 278 | 130 | 140 | 291 | 288 2 | o1
A 265 257 | 256 257 [ 258 | 105 | 106 | 267 | 267 | 100 | 106 | 265 | 278 | 122 | 140 | 286 | 283 97 | 95
262 250 | 259 255 [ 259 | 100 | 99 | 250 | 267 | 109 | 112 | 275 | 275 | 129 | 142 | 300 | 289 100 | 94
266 251 | 258 252 | 253 | 107 | 103 | 267 | 264 | 107 | 113 | 276 | 278 | 128 | 134 | 292 | 287 7
A 7 262 29 | 254 254 | 258 | 99 | 102 | 263 | 264 | 108 | 106 | 279 | 276 | 131 | 138 | 295 | 201 04 | o4
7 250 | 263 254 | 256 | 99 249 [ 262 | 104 | 97 | 265 | 270 | 109 | 110 | 279 | 277 | 127 | 133 | 297 | 288 | &2
7 29 | 269 28 | 257 260 | 248 | 105 | 08 | 262 | 263 | 111 | 105 | 260 | 275 | 126 | 140 | 296 | 292 | 47 3
A £ 265 250 | 250 257 [ 260 | 105 | 92 | 262 | 265 | 109 | 107 | 275 | 283 | 121 | 136 | 201 | 288 | 44 7 1
N 272 257 | 262 258 | 264 | 108 | 103 | 266 | 264 | 103 | 107 | 270 | 276 | 122 | 140 [ 290 | 203 101 8
2] 7 264 257 | 253 258 [ 257 | 108 | 98 | 262 | 275 [ 104 | 100 | 274 | 276 | 122 | 136 | 207 | 289 % 14
A[5] 7 269 247 | 262 259 [ 258 | 104 | 99 | 262 | 267 | 101 | 111 | 276 | 274 | 127 | 136 | 289 | 287 %9
7 263 255 | 261 262 | 255 | 105 | 100 | 265 | 263 | 108 | 106 | 274 | 275 | 127 | 1a7 | 294 | 282 105
7 264 29 | 248 | 97 | 103 | 255 | 258 | 107 | 102 | 257 | 266 | 109 | 106 | 275 | 280 | 124 | 146 | 289 | 286 1 7
A 7 262 256 | 250 | 93 | 102 | 262 [ 140 | 291 | 201
6 251 | 263 249 | 249 | o1 | 248 27 | 292 | 287 7
7: 43 | 266 7 | 257 | 255 254 34 | 292 | 285
A 264 26 | 257 254 | 260 | 108 139 [ 287 | 286
258 250 | 253 250 [ 262 | 98 140 | 288 | 290
265 257 | 251 | ¢ 130 | 291 | 288 105
A 262 249 | 251 | ¢ 136 | 289 | 290
267 255 | 255 138 | 289 | 201 &
7 269 255 | 253 01 | 262 | 263 | 101 | 101 | 275 | 270 | 101 | 101 | 290 | 291 @ | 7
A E 266 251 | 261 260 | 254 | 99 | 102 | 259 | 258 | 100 | 99 | 277 | 275 [ 100 | 101 | 289 | 285 | 31 74 | 7
7 265 251 | 257 249 | 261 | 100 | 98 | 262 | 264 | 100 | 100 | 273 | 273 | 98 | 99 | 295 | 288 | 37 34 |7
7 266 252 | 251 265 | 255 | 101 | 100 | 263 | 265 | 99 | 101 | 269 | 276 | 99 | 100 | 295 | 283 | 34 101 7
A 238 | 266 256 | 253 | 7 255 [ 256 | 100 | 98 | 262 | 272 | 100 | 100 | 285 | 286 | 01 | 101 [ 293 | 287 7
2a7 | 264 250 [ 255 | 7 257 [ 255 | 99 | 111 | 256 | 266 | 100 | 101 | 272 | 274 | 100 | 102 | 288 | 203 7
4 170 | 199 199 | 185 | 33 | 25 | 150 | 155 | 26 | 2> | 147 | 141 | 31 | 33 | 133 | 124 | 3 | 33 [ 100 | 98 01 &
A [ 150 | 187 189 | 190 | 27 | 20 | 140 | 148 | 20 | 21 | 13 | 133 | 28 | 20 | 130 | 115 | 37 | 25 [ 98 | % 57 7 7
4 140 | 180 187 | 181 | 2 | 20 | 141 135 18 | 15 | 139 [ 129 | 21 | 2 | 15 | 11 | 37 | 21 [ o1 [ % 100 3 5 7
TAAZ00 TAA210 TAR220 TAAZ30 TAA240 TAAZ50 TAA260 TAAZTO TAA280 TAAZ0 TAA300
RATAS | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RTCAR | RITRESP | RITCAR | RTRESP | RITCAR | RITRESP | RTCAR | RURESP | RTCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RTRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RUCAR
sem| 1 [ RR2 | RC1 [ RC2 | RRL RC1 | RC2 | RR1| RR2 | RC1| RC2 | RR1 | RR2 | RC1 | RC2 | RR1 | RR2 | RC1 ] RC2 RC1 | RC2 | RR1 | RR2 | RCL [ RC2 | RR1 | RR2 | RC1 | RC2 | RR1 | RR2 | RC1 | RC2 | RR1| RR2 | RC1] RC2 | RR1 [ RR2 2
81 [ 25 | 21 251 | 253 | 102 [ 104 292 | 290 | 117 | 118 | 289 | 291 | 11 | 120 | 295 | 299 | 123 | 125 | 298 | 297 1
1|e 8 7 [ 239 250 | 251 | 102 [ 105 288 | 298 | 117 | 114 | 204 [ 201 126 | 292 | 299 | 115 | 12a | 201 | 201 8
& 240 246 | 251 | 104 | 104 | 255 | 250 | 106 | 103 | 261 | 262 108 | 269 | 271 288 | 290 | 121 | 119 | 288 | 201 118 | 297 | 297 | 122 | 128 | 302 | 298 7]
7 238 255 | 254 | 103 [ 104
2| ® 7 257 248 | 256 | 102 | 107
242 249 | 251 | 101 | 107
213 251 | 25 | 101 [ 102 100
E 201 250 | 251 | 103 | 103 %
240 251 | 255 | 100 [ 104 100
240 252 | 261 | 102 [ 105 %
ale 1 243 248 | 255 | 102 [ 100 102
1 46 229 | 254 | 101 | 107 97
1 201 238 | 254 | 100 | 105 100
s|e 239 253 | 255 | 106 | 102 101
240 252 | 253 | 101 | 105 103
204 250 | 252 | 100 | 104
6| p 241 247 | 252 | 102 [ 100
241 253 | 252 | 102 [ 106
246 246 | 255 | 102 | 1ot
7| e 213 250 | 251 | 103 [ 104
239 251 [ 255 | 102 [ 107 100
243 247 [ 253 [ 103 [ 106 %
8| e 25 253 | 255 | 104 | 105 | 255 | 250 | 102 | 105 | 262 | 262 | 106 %
204 251 | 253 | 101 | 104 | 252 | 261 | 104 | 103 | 268 | 264 | 110 [ 1 103
241 254 | 254 | 102 | 105 | 257 | 258 | 105 | 104 | 262 | 265 | 113 %
9| e 23 245 | 253 | 103 | 102 | 256 | 257 | 103 | 108 | 266 | 264 | 113 [ 1 %
201 250 | 250 | 101 | 103 | 256 | 256 | 104 | 106 | 262 | 267 | 105 £
241 251 | 253 | 105 | 101 | 254 | 25 | 104 | 111 | 261 | 261 | 107 | 1 100
o e 738 951 | 752 | 103 | 107 | 256 | 758 | 102 | 105 | 267 | 266 | 108 [ 1 T8 01
240 258 | 253 | 104 | 107 | 255 | 261 | 106 | 105 | 264 | 268 | 106 272 | o7 |1 253 | 293 [ 112 250 | 201 135 | 290 | 297 | 124 | 124 | 290 | 297
240 253 | 25 | 100 | 104 | 257 | 263 | 108 | 109 | 263 | 264 | 112 | 110 | 277 | 273 | 120 291 [ 29 [ 1 297 [ 297 | 125 | 123 | 297 | 300
ule 240 255 [ 103 | 100 | 251 | 260 | 105 | 108 | 264 | 264 274 | 270 | 113 292 | 287 | 1 296 | 208 | 124 | 124 | 297 | 2%
3 [ 23 250 | 104 | 104 | 260 | 257 | 109 | 106 | 259 | 28 278 | 273 | 112 250 | 87 | 1 124 | 295 | 304 | 126 | 119 [ 257 | 2%
0 [ 170 169 169 | 168 170 | 168 166 | 166 169 | 165 170 | 168 167
2| e 2 VY 70 169 | 166 170 | 169 174 | 167 168 | 167 168 | 170 170 | 167
172 | 170 I 170 | 170 173 | 169 170 | 169 168 | 166 170 [ 174 170 [ 167
169 | 166 167 168 | 168 170 | 1% 167 | 167 165 | 166 70 [ 172 170 | 166
1| P 172 | 171 169 | 168 169 | 168 71 170 | 169 167 | 169 169 | 171 170 | 167
169 | 169 168 | 169 169 | 171 169 [ 17 171 [ 167 168 | 169 172 [ 170 170 | 169
170 | 167 169 | 168 168 | 171 169 | 1% 168 | 167 170 | 170 71 [ 171 166 [ 170
1| P 169 | 170 170 [ 167 [ 53 | 51 [ G67 [ 172 171 | I 167 | 168 167 | 167 168 | 170 170 | 167 7]
170 [ 170 171 [ 171 [ 50 [ 55 [ 170 [ 167 171 [ 17 1 [ 170 [ 169 167 | 165 169 | 172 169 [ 167 9
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Anexo 17

Data de los signos vitales de los roedores (negras)

TAAZ00 TAA210 TAAZ20 TARZ TAAZA0 TAAZS0 TAAZ60 TAAZ70 TAAZE0 TAR20 TAA300
RATAS | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RTCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RTCAR | RTRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR
2 2 RC2 | RR1 | RR2 | Re1 | Rc2 | RRa | RR2 | Rc1 | Rcz | RRa | RR2 | RC1 | Re2 | RRL | RR2 | RC1 | RC2 | RRL| 2 | ®R1| R RR1| RR2 | RCL | RC2 | R | RR2
249 | 103 | 101 | 262 | 261 | 105 | 106 | 274 | 271 292 | 290 | 118 | 117 | 286 | 288 7
251 | 106 | 108 | 256 | 262 | 105 | 106 | 274 | 271 7 285 | 287
252 [ 106 | 103 | 263 | 260 | 107 | 106 [ 27 | 273 284 | 288
225 | 101 | 105 | 264 | 260 | 104 | 111 [ 2;3 | 272 285 | 288
208 | 103 | 110 | 263 | 259 | 104 | 107 | 272 | o7t 284 | 287
248 | 99 | 107 | 259 | 259 | 106 | 107 | 275 | 271 282 | 287
250 | 104 | 107 | 262 | 259 | 104 | 107 | 274 | 268 283 | 290
27 | 107 | 106 | 261 | 261 | 104 | 104 | 276
226 | 102 | 108 | 262 | 260 | 104 | 107 | 275
101 | 114 | 263 | 262 | 106 | 105 | 276 | aa | 8 | 40 | 3 3 | 84 | 3 8 | 74 | 7 A
105 | 110 | 263 | 260 | 105 | 106 | 273
103 | 109 | 263 | 260 | 105 | 105 | 275
104 | 101 | 261 | 261 | 106 | 108 | 274
106 | 108 | 262 | 261 | 104 [ 104 | 273
105 | 106 | 260 | 259 | 102 | 107 | 273
107 | 105 | 261 | 257 | 105 | 106 | 274
104 | 105 | 262 | 259 | 105 | 107 | 275 7
103 | 108 | 263 | 261 | 104 | 106 | 274
106 | 105 | 263 | 262 | 107 [ 108 | 273
04 | 102 | 262 | 25 | 103 [ 104 | 271
108 | 110 | 264 | 264 | 106 | 106
104 | 107 | 263 | 258 | 104 | 106
102 | 105 | 262 | 263 | 106 | 108
04 | 103 | 262 | 260 | 104 | 107
105 | 104 | 260 | 259 | 104 | 108
105 | 108 | 262 | 261 | 102 | 107
04 | 106 | 261 | 263 | 103 [ 106
04 | 111 | 260 | 261 | 104 | 110
102 | 105 | 263 | 260 | 107 | 110
106 [ 109 | 262 | 262 | 104 | 106
108 | 109 | 264 | 264 | 106 | 107
105 | 108 | 263 | 260 | 105 | 105
105 | 106 | 261 | 261 | 106 | 106
107 | 110 | 263 | 259 | 105 [ 105
105 | 106 | 265 | 260 | 105 | 105
108 | 109 | 262 | 259 | 105 | 106
| a7
1
5 1 7
TAAZ00 TAA210 TAA220 TAAZSO TAA240 TAAZS0 TAAZ60 TAA270 TAA280 TAAZS0 TAA300
RaTAs | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RIRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRESP | RITCAR | RITRES | RITCAR | RITRESP | RITCAR
2 [ Re1 [ Rez | RRL Re1 | RC2 | RR1 | RR2 | Ret | Rc2 | RR1 | RR2 | Ren | Re2 | RRa | RR2 | Re1 | Re2 | RRt RC1 | RC2 | RR1 | RR2 | RCL RR1 | R RR1 | RR2 RR1 | RR2 < 2 | Rt
T a4 | 265 | 21 251 [ 249 [ 9 P17} 101 [ 98 [ 7 9%
M 27 | 243 254 | 249 [ 102 269 103 [ 101 [ 7 100
244 | 243 25 [ 2w [ 104 73 101 7 103 7
23 | 202 253 | 249 | 103 270 100 7 100
M 23 | 241 254 | 288 | 102 73 102 %
205 | 239 25 | 249 | 101 271 102 %
26 | 243 250 | 246 | 101 274 103 %
v s 202 | 238 252 [ 250 | 103 I 271 100 100
o 205 | 241 251 | 246 104 | 256 | 252 [ 102 | 108 | 260 | 260 116 | 274 [ 275 100
205 | 240 249 | 248 | 102 | 105 | 255 | 249 | 101 | 114 | 260 | 258 | 107 | 112 | 255 | o7t 103 7 7
3 | 79 | 245 | 240 | 87 | 86 | 251 | 249 | 102 | 100 | 254 | 252 | 103 | 110 | 260 | 261 | 111 | 110 | 275 | 273 | 85 | 87 | 101 | o7 | 76 | 75 | 99 | 90 | 45 | 42 | 92 | 90 | 39 | 41 | 85 | 81 | 30 | 37 [ 73 | 72 | 37 | 32 | 54 | 5
223 | 240 250 | 250 | 101 | 107 | 255 | 251 | 103 | 109 | 262 | 260 | 108 | 105 | 274 | 274 103 7 7
28 | 242 249 | 250 | 100 | 105 | 258 | 252 | 104 | 101 | 262 | 262 | 115 | 116 [ 274 | o; 101 7 7
M 205 | 243 251 | 249 | 106 | 102 | 256 | 252 | 106 | 108 | 263 | 261 | 105 | 113 [ 274 | 2; 100 7 1
204 | 238 251 | 247 | 101 | 105 | 255 | 251 | 105 | 106 | 264 | 261 | 110 | 117 [ 27 [ 271 100 7
204 | 239 250 | 246 | 100 | 104 | 258 | 248 [ 107 | 105 | 263 | 263 | 104 | 112 | 255 | ;2 % 7
M 204 | 241 251 | 250 | 102 | 100 | 256 | 250 | 104 | 105 | 261 | 260 | 110 | 112 | 255 | 271 02 7
205 | 242 251 | 252 | 102 | 106 | 256 | 252 | 103 | 108 | 261 | 261 | 108 | 106 | 271 | 271 102 [ 100 | 7
206 | 240 25 | 249 | 102 | 101 | 257 | 253 | 106 | 105 | 262 | 261 | 109 | 107 | 276 | 272 100 [ 101 [ 7 7
M 228 | 239 249 | 249 | 103 | 104 | 257 | 251 | 104 | 10 | 265 | 261 | 111 71 | ana 101 [ 100 | 7 7
205 | 241 252 | 249 | 102 | 107 | 257 | 252 | 108 | 110 | 265 | 262 | 111 73 100 [ 100 | 7 100
a4 | 240 252 | 250 | 103 | 106 | 256 | 253 | 104 | 107 | 262 | 258 | 105 [ 115 [ 278 101 [ 97 | 7 %
v [23 7 [ 241 250 | 247 | 104 | 105 | 254 | 251 | 102 | 105 | 263 [ 261 | 106 27 103 | 98 [ 7 9%
7 [ 2 253 | 246 | 101 | 104 | 258 | 252 | 104 | 103 | 261 [ 260 | 110 7 101 [ 100 [ 74 | 73 [ 100
5 [ 20 252 | 249 | 102 | 105 | 25 | 250 | 105 | 104 | 263 [ 261 | 113 75 100 [ 100 | 7
M 7 [ 220 248 | 247 | 103 | 102 | 25 | 248 | 103 | 108 | 262 | 261 | 113 7 | % 7
| 202 251 | 248 | 101 | 103 | 255 | 252 | 104 | 106 | 263 | 260 | 109 274 | a7t 102 7
23 | 2 251 | 250 | 105 | 101 | 257 | 251 | 104 | 111 | 262 | 260 | 107 a7 | 73 102 7
M 206 | 202 251 | 250 | 103 | 107 | 253 | 248 | 102 | 105 | 263 | 260 | 108 a7 | 102 7
246 | 240 252 | 249 | 104 | 107 | 257 | 252 | 106 | 109 | 261 | 260 | 106 | 107 | 273 | 273 100 7
26 | 239 253 | 249 | 100 | 104 | 254 | 249 | 108 | 109 | 261 | 258 | 112 | 110 [ 255 [ 213 102 75 [ 77
™M 247 | 239 253 | 249 | 103 | 100 | 256 | 249 | 105 | 108 | 262 | 262 | 109 | 111 | 274 | 274 102 7 73 7
25 | 242 252 | 249 | 104 | 104 | 257 | 248 | 109 | 106 | 260 | 260 | 107 | 110 | 273 | 271 103 7
205 | 243 253 | 249 | 104 | 103 | 257 | 253 | 105 | 109 | 263 | 250 | 105 | 108 | 275 | 272 103 7
M 205 | 23 250 | 249 | 104 | 103 | 257 | 253 | 106 | 108 | 260 | 259 | 104 | 107 [ 275 | 213 100 7
6 26 | 220 250 | 249 | 105 | 105 | 256 | 253 | 106 | 109 | 262 | 261 | 108 | 109 | 272 | o;3 103
7 205 | 241 253 | 251 | 100 | 102 | 255 | 250 | 106 | 107 | 264 | 261 | 105 | 108 | 273 | oma 103 7
LR 23 | 241 250 | 249 | 104 | 102 | 258 | 251 | 106 | 105 | 264 | 259 | 106 | 108 | 277 | 2:a 100 7
3 205 | 240 248 | 249 | 101 | 103 | 257 | 251 | 107 | 104 | 263 | 261 | 108 | 110 [ 253 | 2;3 100 7 &
aC 102 [ 103 9 | 97 | 54 | 5 [100| 98 [ 53 [ 53 [ 101 [ 100 | a8 | a5 [ % [ oo o1 5 E
v [a 101 | 100 101 | 97 [ 53 | 51 [ 9 [ 01 [ 50 100 | 9 | 40 | 49 [ 100 | 08 38 B 5 5 3
4 102 [ 104 98 [ 9 | 50 [ 55 [ 98 [ 9 [ 48 [ 55 [ 9 [ 100 a9 [ 51 [ 100 % E3 E 3 3]s 3
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Anexo 19
Data del peso de las ratas (200 — 220)

‘GRUPO | (RATAS HEMBRAS)
TAAZ00

‘GRUPO 1 (RATAS HEMBRAS)
TAR210

‘GRUPO IV (RATAS HEMBRAS)
TAR 220

|semanas| n°1
Wp [ wn [ wa [ wm [ we | wn [ wa [ wm | wp [ wn | wa [ wm | wp | wn [ wa [ wm | wp [ wn [ wa [ wm | wp [ wn | wa [ wm | wp | wn [ wa [ wm [ we [ wn [ wa | wm ] we [ wn ] walwm
T | 29 | 2 | 23 | 2% | 30 | 2 | 2; | 285 | 22 | 270 | 248 | 21 | 321 | 30 | 29 | 248 | 306 | 256 | 2a9 | 258 | 315 | a9 | 297 | 2 | 312 | 2:2 | 229 | 295 | 308 | 2w | 25 | 21 | 305 | 27 5 | 275
1 2 [297 | a7 | 23 | 2% | 299 | 268 | ;1 | 28 | 22 | 269 | 2a7 | 2;7 | 320 | 29 | 28 | aa8 | 305 | 255 | 28 | 257 | 315 | a8 | 292 | 2m1 | 312 | 251 | 229 | 295 | 307 | 2e1 | 24 | 2e0 | 304 | 266 S )
3 [(2% | o | om 29 | 257 | 50 | 283 | 291 | 2 | a6 | 22 | 319 | 299 | 257 | s | 303 | 2 | 27 | 27 | sm 7 | 290 | 261 | 310 | 20 | a0 T P I P T T )
4 o5 | 26 | 28 28 | 257 | 229 | o283 | 290 | 266 | 206 | 20 | 318 | 28 | 256 | a5 | 303 | 27 | 257 | 2 | am 6 | 267 | 20 | 39 28 306 | o5 | oe | 250 | am | o |
2 s 5 | 2 | 27 | 266 | 29 | o | 28 | 2w | a5 | 289 | 37 7 | 25 | a3 | s | o | 256 | 25 | w 5 | a5 | 250 | 38 27 3 | on | oe | oss | sw | ose n
6 st | 212 | 26 205 | 265 | 28 | o | 28 | 266 | 2m4 | 204 | 316 6 | 255 | o | 3o | o 25 | au 5 | 255 | 256 | 38 25 300 | 268 | 260 | 257 | o1 | om 271
7 5 | o | 205 | 260 | 247 | om0 | 2ms | 265 | 213 | 259 | 316 6 | 250 | 20 [ 300 | am 255 | w0 | 27 | a0 24 303 | 260 | 29 | 26 | 3o | 2w 270
3 s T T ) 205 | os | 26 | om0 | 2w | 26 | am2 | 28 | 315 5 | 253 | 29 | 2 | 2 % | o m | 26 | a6 m 302 | 20 | 257 | 255 | a9 | st 26
s %0 | 20 | a1 200 | o, | 215 | om0 | 2m | e | am | 257 | A | 251 | | 297 | 2 1 | e m | 254 | s 29 30 | 258 | 26 | 254 | 28 | 20 268
10 [287 | 26 | a1 | 2m | 293 | 2 | s | 2 | 2s5 | 261 | 240 | 256 | a13 | 29 | awo | 235 | 295 | 266 | 2e8 | 209 | 307 | 200 | 2m0 | 251 | 308 | 245 | 218 | 283 | 209 | 25 | 26 | 23 | 207 | ae9 266
a u [ [ e [ aw 22 | 261 | 2w | am7 | 28 | 20 | am0 | 255 | 3 | 250 | 2 | 2% | om0 %0 | e 281 | 253 | am | o | oy 1 | 208 | o1 | 20 | 20 | 206 | s 265
2 [om [ 2 [ a6 2 | 21 | 29 | 2 | 2 | om | 25 | 29 | 23 | w0 1 [ s | 233 | 204 | 25 | 28 | 208 | 36 7 | 25 | 250 | 301 | 214 | 216 | 2r9 | 28 | 209 | 208 | 21 | 296 | aw7 264
13 [ 2m | 260 | 216 | 2m | 200 | 258 | a@2 | 2 | 2s2 | 28 | 23 | aas | 309 | ae0 | awr | 233 | 29 | 265 | 247 | 2e8 | 305 | o | 277 | 218 | 300 | 243 | 216 | ars | 297 | 247 | 206 | 250 | 205 | 206 | 23 | 23
s 16 [am | ae | a1 | ae0 | am | a7 | am | 2 | 2w | 257 | 237 | aas | 08 | as0 | ase | 23 | 201 | 268 | 246 | 247 | 303 | oms | 2 | awr | 209 | 243 | a1 | are | 206 | aaa | a4 | aas | 204 | 2 | m | e
15 [ o6 | oes | o | om0 | oms | 25 | a0 | 27 | 76 | a6 | 23 | o4 | 307 | 288 | s | 231 | am | 263 | a5 | 246 | 30 | oms | 255 | aas | o8 | aa | 2a | 217 | 205 | a0 | oaa | as6 | 23 | o | 23 | 20
16 [ors | oes | o [ o [ ow | s | o | om 5 | 235 | o | 6 | o7 7] 27 | e | om ET ) 4 | oa | oo | oa | o5 | o | 20 | om 2 | 29 | om
6 v [2n | e | a5 | 2 | 2 | 28 [ 2y | om0 23 | o | 5 | 2 28 | 20 | a3 29 | om 2 | 296 | am | a3 | 25 | 2 | om 2w | m | o
18 [ 20 | 200 | am | 272 | 2w | 22 | 2% | 2 23 | 29 | o8 | om i 285 | 29 | o 296 | om0 230 | 295 | 2w | 212 | 272 | 21 | w0 2 | o1 | om
19 [2 | 2 | au | 2n | 2w | 1 [ 2 | % 230 | 27 | 03 | 2 0 28 | 257 | a1 237 | _am 235 | 296 | 2w | au | 25 | 20 | w0 241 | 20 | 2a1
7 20 [2 | 258 | 200 | 20 | s | 20 | 2 | 27 25 | 25 | s | 2 o 25 | 256 | 0 26 | s 237 | 2 | 290 | a0 | am | e | a9 200 | 289 | 240
u [w 00 | 20 | 2 | 2 | 22 | o 20 | 2 | su | om 5 2 | 255 | 2 25 | o 26 | 291 | 23 | 0o | 29 | o | 2 200 | 23 | 230
2 [ 8 | 26 | om 7 | 21 | %6 28 | 23 | o0 | m | 23 20 | 2 | 2w 7 | 200 | 276 235 | o0 | 2w | a0 | 2e5 | 285 | 2w 235 | 2w | 2
s n [ 207 | 26 | om0 20 | o6 2 | 2 | 29 | s | 2% 29 | 22 | 2% | o5 24 | oms | o3 | oo | se0 | o | 2% 28 | s | a7
u [m 06 | 22 | 2w a | 20 | 2, 25 | 231 | 29 | s | 2 Pz Y 5 = | o 22 | s | 235 | a0 | 28 | om | 2 26 | 25 | 26
5 [2m0 205 | 20 | 2 5 [ 20 | 2, | %0 25 | 231 | 298 | s | 2w P T 4 20 20 | om | 23 | a0s | o5 | om | am 25 | 25 | 26
s % 2% 20 | 29 | om 2 | 2 | o | 20 20 | 230 | 27 | s | 2 25 | o 2 29 20 | s | o3 | oo | oa | om0 | om 24 | sy | a3
2 [m 1 | 2 | 2 | om 1 [ 27 | 0 | 257 25 | o | 26 | om0 | 2 2 | 2 1 29 29 | s | 2 [ o [ am [ am | am 2 | m | o a
» [ 2% 02 | 258 | on | aa0 | 225 | 29 | 2 2w | o [ 2 | o | 2 s | o | as 1 1 [ s 28 | om | 23 | o [ o | am | am 21 | w0 | a3 | o
10 20 [2s5 | a9 | a1 | 27 | 20 | 239 | 2o | 28 | 25 20 | 226 [ 2 | o7 | 2 v | on | om 0 0 | 27 57 | 207 | st | ;s [ oon [ oa0 | om | ;s a | 230 | o | om | ow
30 [255 | a8 | 20 | 25 | 22 | o3 | 23 | a7 | 23 | 23 | 210 | 225 | 22 | am | 2 16 | an | a2 | a9 | a9 | ass | 27 | 26 | 225 | 22 | 26 | 20 | a0 | 276 | a6 3 [ 20 | a7 | 20 | an | om
31 251 | a6 | 109 | 255 | a0 | 23 | 2o | s | as1 | a3 | a8 | 228 | 290 | a5 | as | a5 | a0 | aw | 2 | v | oms | 267 | 254 | 23 | 2m0 | 226 | 109 | aa0 | 215 | 226 | 23 | 27 | a1 | 2 | 20 | 2m0
1 m [0 | oas | o8 | 254 | 258 [ 23 | 220 | 255 | a0 | 23 | a7 | 23 | 2s8 | o | 27 | 214 | e | om | 207 | 296 | oms | 2e | 253 | 2 | o | 2o | 108 | 23 | o | 20 | o | 26 | o | 28 | 208 | om0
3 [ | o | 17 | 2 | 25 | 28 | o | 25 | a0 | 23 | a5 | o | aw | o1 | we | v | 2w | oa0 | 2 | 225 | oms | se | 2 | 21 | o | 2o | 107 | 23 | o | 2o | oo | 2o | o | 26 | 208 | 23
3 [owr | am | 195 | 251 | 25 | 23 | 218 | 51 | ae9 | 23 | 218 | on1 | 2s5 | om | w5 | au | 2 | 23 | 25 | 2 | om3 | 2es | 20 | 20 | o | 22 | 195 | 23 | an | 2 | v | s | a» | s | 00 | 2w
© 35 [ | o | 193 | 250 | 255 | 2e2 | o | 20 | 2 | 23 | 212 | a2 | 285 | a0 | 23 | 210 | 2es | 23 | 22 | 25 | om | 2es | a0 | 219 | 2 | 223 | 195 | am | an | o | 2w | a0 | an | a3 | 206 | 2
3 [ 2w | o | e | a9 | 252 | oa0 | 216 | aw | s | 2m 25 | 280 | 2 | 21 | a8 | 3 | 2w | 23 | o | s | 2 | s 275 | 222 | e | 20 | 20 | 22 | a7 | a9 | 20 | 22 | a5 | 25
37 [2a1 | 2a0 | s | 28 | 250 | 2e9 | 215 | s | 25 | 230 27 | 277 | 28 | 20 | 206 | 2 | 25 | 221 | 220 | 20 | 23 | s 272 | 22 | es | 28 | 2w | 22 | a5 | a7 | 2 | 2 | s | 2
B 3 [0 [ 29 [ w0 2w | oy | a5 | e | o | 26 | 278 | 257 | a9 | a0 | 20 | 28 | 220 | av | 2 | 2w | om 7 [ | w0 29 | 22 | 21e | a5 | 8 | 20 | o | w3
E P R 5 | 28 | 23 | an | om | 2m | o 21 | 271 | 2s6 | a5 | 199 | 25 | 2 | a9 | aw | 2 | o | a: m | | 268 | 21 | a3 | a3 | 2w | a8 | o | m
s [2 | | 1 | 2 | 24 | a0 | s | om | 2 25 | 209 | 265 | on | 18 | 25 | om | aw | a6 | 2 | o | am 1 [ a0 | s 266 | 20 | 210 | 2n | ;1 | a6 | 1w | w0
w | oa [om | w | m @ | 20 | 23 | o | am | aw | 27 25 | e | 265 | a9 | 194 | 256 | 2m | ais | a1 | 25 | 2w | aa1 2 | s | i 265 | 20 | a9 | au | 2w | a5 | 18 | a0
2 [0 | 2 | m 24 | 230 | 205 | 29 | a0 | a5 22 | 261 | 26 | 208 | 190 | 25 | 21 | 212 | a3 | am | 29 | am 20 | 25 | 1 22 | 20 | 2w | ou | 2 | 214 | 1w | 2
‘GRUPO V (RATAS HEMIBRAS) ‘GRUPOV (RATAS HEMBRAS] ‘GRUPO VI {RATAS HEMBRAS]
|sEmanas| N1 230 280 TAAZ:
Wp [ wN [ wa [ wm | wp [ wn | wa | ww | we [ wn [ wa [ wm [ we | wn [ wa [ wm ] we [ wn A [ wm | we [ wn [ wa [ wm | we | wn [ wa [ wwm [ wp | wn | wa [ wm | wp [ wN | wa [ wm
T | o1 | 28 | 2 | 2m | 295 | o5 | 258 | 2e0 | 305 | 2m2 | 273 | o2 | sm | 2 | 267 | 2es | 3oL | 2ss | 20 | 283 | 309 | 283 | 266 | 2s9 | 321 | 289 | 23 | om0 | 315 | 271 | 22 | oes | 34 | 2 | 25 | 2
1 2 [ 3w [ 280 | 253 | am | 201 | o84 | 217 | 28 | s | 2m1 | 212 | 287 | s | a7 | 266 | 264 | 300 | 287 | 20 | 2s2 | 308 | 282 | 265 | 2ss | 30 | 288 | 20 | 29 | 3w | 2 | 2 | 2m3 | 3 | o | 2 | om
3 [ 29 | 280 | or2 | 287 | 291 | os3 | 256 | 28 | 29 | 2s0 | 210 | 28 | 309 | 2 | 265 | 284 | 29 | 286 | 268 | 2m1 | 307 | 281 | 264 | 2w | 319 | 2w | ae9 | 2 | a3 | 260 | 2w | 21 | 30 | a5 | 2 | om
4 [ [ o 286 | 90 | om0 | 275 | oss | a8 | 270 | 260 | ams | 308 | a5 | et | 2m | 208 | oms | e 306 | 20 | e | o | 310 | o 27 | 313 | s | o0 | om | a0 | om 7
2 s [ [ o 286 | 289 | om | a7 | am7 | 208 | a8 | 28 | e | 307 | 278 | 265 | am | 297 | 2w | 266 305 | 2 | 2 | 2 | sw | 2 276 | 312 | 2w | 2 | o | s | 271
6 [ [ om 265 | s | 2m1 | 273 | s | 297 | s | 267 | 2m | 306 | 28 | 261 | 280 | 296 | 283 | 6% 305 | 28 | o | 2es | 315 | 2 276 | 310 | 26 | 26 | 2 | s | 268
7 [26 [ o 264 | 0w | 2s0 | 22 | 281 | 296 | 217 | 267 | 2ms | 306 | o253 | 21 | 2 | 296 | om | om 305 | 2m7 | om0 | e | s | a1 275 | 300 | 26 | 2m | 215 | 35 | a0 2%65
3 s [25 [ o5 263 | s | 2 | 20 | 283 | 25 | 256 | 266 | 2m | 305 | 2;2 | 260 | 276 | 205 | s | 260 301 | 26 | 257 | om0 | 3w | am 23 | 38 | s | om | o | 3 | 28 265
9 [ 24 | 21 | o5 | 2s | 285 | a5 | 2:0 | 2s2 | 20 | 255 | 265 | o2 | a0 | am | 258 | 274 | 203 | am | 259 | 275 | 300 | 256 | 255 | 2 | 30 | s | 26 | an | 306 | 263 | 20 | 20 | 323 | 267 | 2e0 | et
10 [295 [ 253 | 6 s | 277 | 2e | om1 | 293 4 | 23 | 20 270 27 | o1 | om0 | 2w 299 | 75 276 | s | 217 | 24 | e 0 | 262 | 2% 22 | 26 7 [ m
4 n [ [ o [ 5 | 2 | 2 | om0 | om 5 [ e | o 26 20 | om0 | o | 2 26 | o3 272 | 307 | 256 | 23 | 2 O T ) 20 | 25 5 | 260
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Anexo 21
Data del peso de las ratas (260 — 280)
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