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Introduccién

El higado es un d6rgano grande y multifuncional de vital importancia para el
funcionamiento adecuado del cuerpo humano, @ donde; el consumo excesivo del
alcohol, asi como la obesidad, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes
mellitus tipo 2, uso y abuso de farmacos, infecciones virales, parasitos, bacterias y
hongos, son factores que modifican el correcto funcionamiento hepéatico
ocasionando alteraciones locales y sistémicas. ¢34

Se han descrito varios eventos morfolégicamente distinguibles en las enfermedades
hepaticas, los cuales pueden existir de forma simultanea o no, tales como son la
esteatosis como primer evento (acumulacion de lipidos > 5%) y si el estimulo
negativo continua, se desarrolla la esteatohepatitis (esteatosis en las células
hepéticas e inflamacion crénica) pudiendo evolucionar hasta fibrosis (acumulacion
de tejido conectivo), siendo la etapa mas avanzada, la cirrosis hepéatica
(cicatrizacion) y finalmente el hepatocarcinoma o cancer de higado. ©:6.7.8.9)

Las enfermedades hepaticas han sido responsables de aproximadamente 3
millones de muertes en el mundo, donde las principales causas de muerte son: la
cirrosis hepatica y hepatocarcinoma. %1, En México, la cirrosis hepatica es la
cuarta causa de muerte, siendo el alcohol uno de los principales factores, afectando
principalmente hombres de 35 a 55 afios y con el paso de los afios las
enfermedades concomitantes como la obesidad, las alteraciones metabdlicas han
modificado la epidemiologia de cirrosis en el pais y en el mundo. Ademas, una
problemética que surge es que no se conocen los indices precisos sobre la
mortalidad por enfermedades hepaticas, ni el estadio en la cual esta se encuentra,
por lo que es necesario llevar a cabo estudios de las enfermedades hepéticas. (1213)

Una de las herramientas utilizadas para estudiar las enfermedades hepaticas es el
uso de animales de laboratorio como cerdos, conejos, ratones y ratas las cuales
suelen ser tratadas de diversas formas, como son dietas (ricas en metioninay colina
o altas en grasas), inoculacion de parasitos, hongos, bacterias o virus y con
tratamientos farmacoldgicos como acetaminofén, tetracloruro de carbono o
tiocetamida (TAA) para simular un dafio hepatico (ya sea esteatosis,
esteatohepatitis, fibrosis o cualquier evento morfoldégico) para estudiar las
caracteristicas de las enfermedades hepaticas, lo cual a su vez ha permitido evaluar
una variedad de compuestos hepatoprotectores, siendo que en estos modelos
usualmente se reporta el uso de machos preferentemente.(*19 A |a fecha, solo se
han publicado tres articulos de 1988, 2019 y 2020, que estudian las diferencias de
progresion de dafio hepético entre ratas hembra y macho,617.18) en los cuales se
reporta el uso de las rata de la cepas Lewis, Wistar y Sprague-Dawley. No obstante,
los tiempos de estudio solo reportan etapas muy especificas del dafio hepatico y la
administracion de dosis variables. Por lo que en el presente trabajo se llevara a cabo
la simulacion del dafio hepatico con el compuesto tiocetamida en ratas hembras y
ratas macho de la cepa Wistar desde etapas tempranas (esteatosis,
esteatohepatitis) intermedias (fibrosis) y avanzadas de la enfermedad (cirrosis y/o
hepatocarcinoma); comenzando por la estandarizacion de la dosis efectiva de dafio
e identificar las diferencias de progresion de dafio hepatico en este modelo.



Planteamiento del problemay justificacion

Las enfermedades hepéticas imponen un problema de salud humana tanto en
México como en el mundo, ya que comunmente se asocian con una morbilidad y
mortalidad significativas. El Unico tratamiento estandar actual para la enfermedad
hepatica crénica, como la cirrosis hepatica es el trasplante de higado, con los
avances en las técnicas quirdrgicas, los cuidados posoperatorios, la
inmunosupresion y la terapia antiviral han permitido un progreso notable en la
supervivencia de estos pacientes.(19202) No obstante, lamentablemente los
trasplantes suelen presentar ciertas problematicas como lo es la falta de donadores,
siendo que solamente 11% de los pacientes reciben el trasplante y solo entre el 8-
9% son exitosos, derivado que algunos, pueden presentar complicaciones
vasculares, anastomosis de la arteria y la vena porta, del drenaje venoso, biliares.
Sin lugar a dudas, el estudio de fisiopatologia de las enfermedades hepaticas es
crucial para identificar blancos terapéuticos y/o desarrollar nuevas terapias y
estrategias preventivas. (2223

Una herramienta experimental es el uso de modelos murinos, ya que son confiables,
reproducibles y dependiendo de la administracion de un agente o dieta puede
presentar los eventos morfoldgicamente distinguibles parecidos al humano. Tal es
el caso de la TAA, un agente Util que se ha estado estudiando desde 1988, el cual
actua simulando la cirrosis por el consumo de alcohol, generando especies reactivas
del oxigeno y con esto dafiando los hepatocitos y los colangiocitos. Aunque, las
dosis no estan del todo estandarizadas, la mayoria de los experimentos utilizan
dosis de 100-200 mg/kg, tres veces por semana administrados por via
intraperitoneal (I.P.) ?42% Con esto, el laboratorio tiene la finalidad el empleo de
modelos murinos, asi como la estandarizacion de la dosis efectiva para generar el
dafio hepatico, ya que es fundamental para el entendimiento del origen,
fisiopatologia y progresion de la enfermedad hepatica entre ratas macho y hembra
de la cepa Wistar.

Antecedentes

La TAA es un compuesto 6rgano sulfurado que se utiliza cominmente como
fungicida, pertenece a los carcinogénicos de clase 2B. Debido a su naturaleza el
compuesto puede disolverse facilmente en agua, ademas de producir dafio hepético
agudo, por lo que es muy utilizado en modelos experimentales en ratas, ya que
cuando este compuesto se activa a sulfoxido de tiocetamida, posteriormente a
diéxido de tiocetamida-S,S, que conduce a la generacién de radicales peroxido y
asi producen las especies reactivas del oxigeno (ROS, en espafol ERO). Estas
ROS son capaces de iniciar reacciones de oxidacion y generar metabolitos, los
cuales son los causantes de la lesion hepatica. (26:27)

Es de importancia establecer un esquema de dosificacibn que genere esta
produccion de ROS, induzca el dafio hepatico y no sea mortal para el animal. Un
gran punto de partida para determinar estos esquemas de dosificacion adecuados
para la generacion de dafio hepatico esta documentado desde el afio 1988 con el
estudio de Lawrence et al los cuales utilizaron una Unica dosis de 200 mg/kg de TAA
en ratas hembra y macho de la cepa Sprague-Dawley, sugiriendo las diferencias



sexuales de los animales observando mayor dafio en los machos, no obstante, la
discusion y las implicaciones de estos hallazgos no fueron estudiados a detalle, y
quedo solo como un reporte aislado. % Afios posteriores, en un esquema de
dosificacion distinta a la de Lawrence et al, el grupo de trabajo de Bludovska en
2013, administraron 200 mg/kg de TAA, tres veces por semana durante 12 semanas
en ratas Wistar hembra mostrando incrementos en la produccion de los ROS 28),
pero sin comparar con ratas macho. Otro estudio en 2014 de Rajamani et al
presenta la misma dosis, pero con dos parametros distintos de tratamiento: cada
tercer dia por un tiempo de 60 dias y en este estudio solo se utilizaron ratas Wistar
macho.?® Con estos antecedentes podemos determinar que los rangos de dosis
de tratamiento con TAA para generar dafio hepatico son 200 mg/kg a diferentes
tiempos para poder simular los distintos eventos morfolégicos. Ademas, se
presentan 2 estudios que dan informacion acerca de las diferencias de progresion
hepatica entre machos y hembras, uno en 2019 con ratas Sprague-Dawley las
cuales fueron administradas con dosis de TAA de 150 mg/kg diario, en las cuales
una mayor lesién hepética en ratas macho fue observada.”) Mientras que en ratas
Lewis, se demuestran un notable dimorfismo sexual con respecto al dafio hepatico
inducido por TAA, donde reportan los mismos casos acerca de la susceptibilidad de
ratas macho, ademas en el mismo estudio se les retiraron los ovarios a las ratas
hembra y presentaron la misma lesion hepatica que las ratas macho, por lo que
concluyen que las hormonas sexuales tienen implicacion en la proteccién al higado
como es el caso del estrogeno y aumento en el dafio hepatico como es en el caso
de la testosterona. 1® Lamentablemente se tiene muy poca evidencia de las
implicaciones de las hormonas en el desarrollo de las enfermedades hepéaticas que
determinen el dimorfismo entre macho y hembra, solo hay tres estudios en ratas SD
o Lewis. De manera inesperada no existen estudios de dimorfismo sexual y
susceptibilidad de dafio hepatico en la rata Wistar a pesar de ser la primer cepa en
ser "estandarizado” el uso de la TAA y la importancia del modelo para su uso en
investigacion preclinica, estudios genéticos o incluso elaboracion de mecanismos
de sefializacion de vias G, En otras palabras, no hay estudios documentados de
estas ratas.

Objetivo General

Determinar la dosis efectiva de tiocetamida para generar dafio hepéatico e identificar
las diferencias de progresion de dafio hepatico en cuanto al sexo.

Objetivos especificos

1. Estandarizar la dosis efectiva de dafio de 200 y 100 mg/kg de tiocetamida (TAA)
a ratas Wistar macho y hembra.

Determinar el peso de los animales durante todo el estudio.

Determinar el indice hepatico de los animales de estudio.

Comparar la evolucion de la enfermedad hepatica en ratas Wistar macho y
hembra inducidas por TAA mediante descripcidbn macroscopica de higado de los
grupos CT y TAA.
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5. Comparar la evolucién de la enfermedad hepatica en ratas Wistar macho y
hembra inducidas por TAA mediante analisis histolégico hepatico de los grupos
CTy TAA.

6. Comparar el perfil bioquimico y pruebas de funcion hepatica entre ratas TAA y
CT.

Materiales y Métodos
Consideraciones Eticas

El protocolo fue aprobado por las comisiones de Etica e Investigacion del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga” (HGM-DG-149-DI-2022; Di/22/122/05/09)
y de la Facultad de Medicina de la UNAM (FMED/CEI/PMSS/051/2022;
FM/DI/006/2022) siguiendo las normas éticas para el cuidado y uso de animales de
laboratorio y se garantizara el cumplimiento de las normas éticas en todas las
etapas del estudio.

Animales de Estudio

Para el presente estudio, se formaran grupos aleatorios de ratas Wistar macho y
hembra, con un peso corporal entre 150-250 gramos, las cuales se agruparan en
dos condiciones:

e Grupo Tiocetamida (TAA): Este grupo consistira en 60 ratas (30 machos y
30 hembras) que recibiran 3 dosis de 100 y otro grupo con 200mg/kg del
compuesto tiocetamida durante 4, 6, 8, 19 y 12 semanas con 3 ratas cada
grupo, la cual serd disuelta en agua desionizada y administrada por via
intraperitoneal (1.P.).

e Grupo control (CT): Este grupo también consistira en 60 ratas (30 machos
y 30 hembras) en el mismo periodo de tratamiento: 4, 6, 8, 19 y 12 semanas
con 3 ratas cada grupo, a los cuales se les administrara una solucion salina
estéril como control, administrada por via intraperitoneal del mismo volumen
que el grupo TAA, manteniendo asi las condiciones de administracion
constantes entre los grupos.

Condiciones de Cuidado y Monitoreo

Todas las ratas seran mantenidas en condiciones controladas de temperatura (23 +
2°C) y humedad (50 + 10%) en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se les
proporcionara agua y alimento ad libitum durante todo el periodo del experimento
formulado para satisfacer las necesidades nutricionales generales de los animales.
Ademas, se realizara un monitoreo diario de los animales para observar signos de
malestar, cambios en el comportamiento o cualquier efecto adverso asociado con
el tratamiento. El peso corporal de cada rata se registrara semanalmente para
evaluar cualquier cambio asociado con el tratamiento.

Eutanasia y Procedimientos Post-mortem



Al finalizar el tratamiento de acuerdo con la semana de estudio, se llevara a cabo la
eutanasia de los animales a partir de una inyeccién por via intraperitoneal de
pentobarbital sodico con dosis de 60 mg/kg. Posteriormente, se realizara una
laparotomia exploratoria para examinar el estado general de los 6érganos internos y
se procedera con la recuperacion del higado de cada rata para su posterior andlisis.
Los higados seran cuidadosamente extraidos, pesados, limpiados de tejido
circundante, posteriormente fijados en formol para su conservacion y andlisis
histopatolégico.

Andlisis de bioquimicos

Se extraeran 3 ml de sangre del animal por puncion cardiaca para posteriormente
centrifugarla y obtener el suero para realizar las pruebas bioquimicas que constan
de PFH’s: Aspartato aminotransferasa (AST), Alanino aminotransferasa (ALT),
Gamma-glutamil transferasa (GGT), Lactato deshidrogenasa (LDH), Fosfatasa
alcalina (ALP), Albumina (ALB) y Proteinas totales (TP), perfil lipidico: Bilirrubina
directa (DBIL), Bilirrubina total (TBIL), Colesterol (CHOL), Triglicéridos (TRIG),
Lipoproteina de alta densidad (HDL-c) y Lipoproteina de baja densidad (LDL-c)
ademas de la Quimica sanguinea: Creatinina (CRE), Nitrégeno ureico en sangre
(BUN) y el Acido Urico (AU).

Evaluacion Macroscépicay Microscépica

Cada higado extraido sera sometido a una descripcidbn macroscépica detallada,
donde se observaran y registraran caracteristicas como tamafio, color, textura y
cualquier lesiéon visible. Se realizaran fotografias para documentar el aspecto
macroscopico de los higados, lo que permitira una posterior comparaciéon entre los
grupos de tratamiento y control. Posteriormente, los higados se llevaran a procesar
para inclusion en parafina, se cortaran en secciones de 5 micrometros de grosor y
se teflirdn con hematoxilina-eosina (H&E) y tricrémica de Masson para la evaluacion
histopatoldgica, para asi identificar caracteristicas del dafio hepatico, como depdsito
de lipidos, utilizacion de la escala METAVIR para la evaluacion de la inflamacion,
fibrosis y otros cambios patolégicos asociados con la TAA.

Anélisis Estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizara una prueba de Multi
T-test para evaluar las diferencias significativas en el peso corporal y otros
parametros cuantitativos entre los grupos TAA y CT. Este analisis permite
determinar si las diferencias observadas son significativas en funcién de la variable
del tratamiento y del sexo de las ratas. Ademas, se realizara una curva de mortalidad
utilizando el Log-Rank test para comparar las tasas de mortalidad entre los grupos
tratados con TAA. Este test permite evaluar si la supervivencia de los animales entre
las dos de TAA 200 y 100 mg/kg para ver que si es significativamente diferente a la
del grupo CT.



Metas alcanzadas

e Estandarizar la dosis efectiva de dafio de 200 y 100 mg/kg de tiocetamida
(TAA) a ratas Wistar macho y hembra — Complimiento total.

e Determinar el peso de los animales durante todo el estudio — Cumplimiento
total.

e Determinar el indice hepatico de los animales de estudio — Cumplimiento
total.

e Comparar la evoluciéon de la enfermedad hepatica en ratas Wistar macho y
hembra inducidas por TAA mediante descripcion macroscopica de higado de
los grupos CT y TAA — Cumplimiento total.

e Comparar la evoluciéon de la enfermedad hepatica en ratas Wistar macho y
hembra inducidas por TAA mediante analisis histologico hepatico de los
grupos CT y TAA — Cumplimiento total.

e Comparar el perfil bioquimico y pruebas de funcion hepatica entre ratas TAA
y CT — Cumplimiento parcial.

Resultados

Evaluacion de la sobrevivencia a diferentes dosis de TAA en ratas macho y
hembra

Para analizar la tasa de sobrevivencia se llevo a cabo un registro de decesos de las
ratas macho y hembra administradas con TAA con dosis de 200 y 100 mg/kg
mediante el andlisis estadistico Long rank test obteniendo resultados en forma de
porcentaje, donde se encontré que la dosis de 200 mg/kg generaba la mortalidad
del 60% de las ratas macho en las primeras semanas del estudio, y posteriormente
entre las semana 3 y la semana 6 (Figura 1), mientras que las ratas hembras no
presentaron cambios en la sobrevivencia, Mientras que la dosis de 100 mg/kg no
gener6 mortalidad en ninguno de los dos grupos (Figura 2). Con estos resultados y
por motivos éticos y de recursos del estudio, se determind no utilizar la dosis de 200
mg/kg, ademas que no nos permitiria llevar a cabo la comparacion de dafio hepético
a diferentes etapas por sexo, derivado de la tasa de mortalidad.

Comparacién de peso corporal, del higado y indice hepatico en ratas macho
y hembra tratadas con TAA.

Con los resultados obtenidos en la sobrevivencia de las ratas a diferentes dosis, se
encontré que no se podia llevar a cabo la comparacion de rata macho y hembra con
dosis de 200 mg/kg debido a la falta de informacion entre semanas, por lo que los
resultados obtenidos con la dosis de 100 mg/kg seran tomados en cuenta para
realizar la comparacion de dafio, como fue mencionado previamente. Se realizé un
registro de peso cada semana, se encontré que hay un aumento de pesos de rata
*p<0.001, (Figura 3) y de higado de rata (Figura 4) en las ratas macho y ratas
hembra tratadas con TAA *p<0.001, aunque las ratas hembra presentaron
incrementos de pesos a semanas iniciales de tratamiento, se estabilizaron llegando



a las 12 semanas, todo esto comparado con los controles. En cuanto al indice
hepatico, el cual fue calculado como: peso del higado/peso corporal total, se
encontré que durante las fases iniciales del tratamiento no se observaron cambios
significativos comparados con el grupo control; sin embargo, en la semana 12, tanto
los machos como las hembras presentaron una disminucion en el indice hepético.
(Tabla 1)

Cambios macroscopicos de ratas tratadas con TAA (100 mg/kg de peso)

Para evaluar los cambios macroscopicos en los higados de los animales, se llevo a
cabo un registro fotografico macroscopico, donde en las ratas macho (G,H,l,J,K,L)
presentaron cambios morfolégicos mas distinguibles a partir de la 4 semana de
tratamiento, como son: coloracién café oscuro heterogéneo, bordes irregulares,
aumento del tamafio y la presencia de nodulacion tisular comparados con el higado
control, mientras que las ratas hembra (A,B,C,D,E y F) presentan cambios mas
discretos. (Figura 5)

Comparacion histopatologica de la progresion de dafio hepatico en ratas
macho y hembra.

Se llevo a cabo en analisis de las laminillas H&E y tricromica de Masson de las ratas
macho (F,G,H,l,J) y hembra (A,B,C,D,E), donde en las laminillas de H&E a las 4
semanas en ratas macho hay presencia de dafio de la estructura en el parénquima
como en hepatocitos ademas de la presencia de células inflamatorias, mientras que
las ratas hembras presentan zonas con grasa; a las 6 semanas en los machos
presentan una posible hiperplasia de los conductos biliares, mientras que en las
ratas hembras se logra apreciar bilis, células inflamatorias y dafio en hepatocitos;
a las 8 semanas en los machos se logra apreciar un encapsulamiento de ciertas
zonas del parénquima, mientras que en ratas hembra hay mayor presencia de
células inflamatorias; a las 10 semanas se presenta mas células inflamatorias y
aumentan las zonas de encapsulamiento del parénquima, mientras que en las ratas
se presenta una posible hiperplasia de los conductos biliares asi como
desorganizacion del paréngquima; finalmente a las 12 semanas en ratas macho se
siguen presentado este encapsulamiento del parénquima ademas de presentar
muerte celular, mientras que a las ratas hembra apenas se empiezan a formar este
encapsulamiento y aumento de la presencia de células inflamatorias.

En las laminillas de tricromica de Masson, en los machos y las hembras a las 4
semanas se presenta distribucion normal matriz extracelular; a las 6 semanas los
machos presentan acumulacion excesiva de la matriz extracelular en la vena prota
asi como la extension de la matriz, mientras que las ratas hembra presentan un
ligero aumento en la matriz; a las 8 semanas los machos se presenta en
engrosamiento de la matriz extracelular, mientras que en las ratas hembra apenas
se logra apreciar la acumulaciéon de matriz extracelular en las venas porta; a las 10
semanas en las ratas ancho se logra apreciar la formacion de puentes fibrosis,
mientras que en las ratas hembra se presenta el engrosamiento de la matriz
extracelular y finalmente a las 12 semanas en las ratas macho se presenta la



formacion de nodulos, asi como la posible muerte celular de hepatocitos y
colangiocitos, mientras que en las ratas hembra se logra apreciar la formacion de
los puentes fibréticos y la formacion de nddulos, todo esto comparado con el grupo
control.

Andlisis de las PFH’s, PL y QS

Se llevo a cabo el analisis de las pruebas de funcionamiento hepatico (PFH’s), perfil
lipidico (PL) y de la quimica sanguinea (QS) entre los grupos TAA machos y TAA
hembras contra los CT, se graficaron los datos y se evalué por semanas de
tratamiento con una *p<0.001. Se encontrd que no hay cambios significativos entre
machos y hembras tratados con TAA, pero comparandolos con los controles
tuvieron cambios significativos a lo largo de las semanas de tratamiento. Donde a
las 4 semanas se presentan cambios en las PFH’s, PL y QS de las ratas hembra:
ALP, DBIL, HDL, LDL, GLUC y AU; y en ratas macho: TP, DBIL, TRIG, HDL, LDL,
CRE y AU. (Figura 5)

En la semana 6 se presentaron cambios en las ratas hembra: LDH, ALB, GLUC,
BUN, AU; y en ratas macho: LDH, ALP y AU. (Figura 6)

En la semana 8 se presentaron cambios en las ratas hembra: AU; y en ratas macho:
LDH, ALPy AU. (Figura 7)

En la semana 10 se presentaron cambios en las ratas hembra: TBIL, CRE, AU; y en
ratas macho: CRE, GLUC y AU. (Figura 8)

En la semana 12 se presentaron cambios en las ratas hembra: AU; y en las ratas
macho: AST, ALP, CHOL, TRIG y AU. (Figura 9)

Al analizar los datos correspondientes a las semanas de tratamiento, se observo
qgue durante las primeras 4 semanas, las ratas hembra que presentaron esteatosis
mostraron una disminucién en los niveles de ALP, HDL, LDL y GLUC, lo que
refuerza la presencia de alteraciones hepaticas compatibles con esteatosis. Por su
parte, en los machos que desarrollaron esteatohepatitis, los datos bioquimicos
indicaron una disminucién en TP, TRIG, HDL y LDL, estableciendo asi una relacién
entre las alteraciones estructurales y funcionales hepaticas.

A las 6 semanas, en las hembras con esteatohepatitis se evidencio una disminucion
en LDH y GLUC, junto con un aumento en BUN. En los machos, con hallazgos
histologicos compatibles con fibrosis estadio 1 (F1), se observo una disminucion en
LDH y un aumento en ALP.

A las 8 semanas, las ratas hembra presentaron indicadores histol6gicos compatibles
con fibrosis estadio 1 (F1), acompafiados de una disminucion en AU. En los machos,
gue alcanzaron fibrosis estadio 2 (F2), se registr6 un aumento en LDH, ALP y un
leve incremento en AU.



A las 10 semanas, las hembras mostraron hallazgos histolégicos correspondientes
a un grado de fibrosis entre F2 y F3, asociados a disminuciones en CRE, GLUC y
AU, ademas de un leve aumento en TBIL. En los machos, con fibrosis estadio 3
(F3), se observaron disminuciones en CRE, GLUC y AU.

Finalmente, a las 12 semanas, las hembras con fibrosis estadio 3 (F3) mostraron
una disminucion en AU. En los machos, se evidenciaron lesiones avanzadas
compatibles con fibrosis estadio 4 (F4), asi como caracteristicas histolégicas de
hepatocarcinoma/colangiocarcinoma, junto con aumentos en AST, ALP y CHOL, y
disminuciones en TRIG y AU.

Cabe destacar que, al momento de realizar los analisis, se identifico hemdlisis en
varias muestras, lo cual podria haber afectado la precision de algunos parametros
bioquimicos.

Discusioén

Se sabe que las enfermedades hepaticas han presentado un problema de salud
muy importante a nivel mundial por sus multiples factores de riesgo. Ademas, en los
ultimos afios se ha presentado una alta prevalencia de estas, lo cual refleja la
necesidad de mejorar la prevencién, el diagndstico y tratamiento, lamentablemente
estas enfermedades hepaticas son silenciosas, no se presentan sintomas hasta
etapas avanzadas de dafio, solamente cuando un paciente esta en estado grave.
En este contexto los modelos experimentales, principalmente los murinos, nos
permiten reproducir de forma controlada las diferentes etapas de dafio, facilitando

su estudio, comprender mejor la progresion y poder evaluar una posible terapia.
(31,32,33)

En concordancia con los estudios en modelos murinos con dosis de 200 y 100 mg/kg
de peso corporal de TAA, se encontré que con la dosis de 100 mg/kg de peso
corporal 3 veces por semana, durante 4,6,8,10 y 12 semanas es un esquema de
dosificacion adecuado que puede presentar las distintas etapas de dafio hepatico
ya que no genera mortalidad en las ratas macho previamente descritas en otros
modelos utilizando dosis de 200 mg/kg de peso corporal. También se encontré que
las ratas macho aumentan de peso durante las semanas de evaluacion sin importar
el tratamiento, esto puede deberse a la ganancia de peso del higado. ¢416 Sj bien
se ha comentado en la literatura que la TAA genera una disminucion de peso con
TAA, tanto para machos como para hembras, esto puede deberse al esquema mas
agresivo de dosificacion (200 mg/kg de peso corporal). (35:36)

Respecto a las caracteristicas macroscopicas del higado, encontramos que las
ratas machos presentaron cambios mas evidentes en cuanto a color, tamario,
textura y superficie. Estos aspectos morfologicos son parametros relevantes que
continlan siendo herramientas Utiles para la evaluacion clinica a nivel
macroscopico, ya que permiten inferir el estado funcional del 6rgano. De esta



manera, es posible establecer comparaciones entre un higado sano y uno con
alteraciones patoldgicas, facilitando el diagnostico y la comprension de diferentes
enfermedades hepéticas. " Adicionalmente, en el andlisis histolégico con tincion
H&E, se observaron los cambios previamente descritos en el analisis macroscopico,
destacando una disposicion irregular en la estructura del parénquima desde la
semana 4, presentando indicios de esteatohepatitis en machos y esteatosis en
hembras, ejemplificando el dafio a nivel celular de las ROS que genera el
compuesto.®® Ademads, evaluando las histologias Tricromica de Masson se
presentd aumento anormal de la matriz extracelular especialmente en zonas
periportales, lo que indica la presencia de fibrosis en etapa inicial a las 6 semanas
en machos y 8 en hembras, ademas de poder clasificar con ayuda de la escala
METAVIR podemos determinar las etapas de dafio a diferentes temporalidades de
tratamiento, donde a la semana 4 para ratas hembra se presenta esteatosis y en
ratas macho se presenta esteatohepatitis; semana 6 hembras esteatohepatitis,
machos F1, semana 8 hembras F1, machos F2, semana 10 hembras F2, machos
F3y semana 12 hembras F3-F4, machos F4/Hepatocarcinoma/Colangiocarcinoma,
con esto podemos remarcar que hay diferencia de dafio de 2 semanas entre hembra
y macho. “D

El analisis de los bioquimicos se identificaron ciertas alteraciones significativas en
algunos bioquimicos, aunque estos no fueron concordantes con lo reportado de la
literatura. En estudios previos se ha documentado un aumento en ciertas enzimas
hepéticas y marcadores de dafio tisular; sin embargo, en nuestro caso en la mayoria
se presentd una disminucion en algunos de estos parametros. Esta discrepancia
puede atribuirse a una interferencia analitica que es la hemolisis de las muestras,
gue pueden generar alteraciones en la medicion de los bioquimicos como AST o
LDH.

Por otro lado, al comparar nuestros hallazgos con la literatura, se identifico la
ausencia del analisis de un bioquimico clave: el &cido urico (AU), el cual ha sido
ampliamente relacionado con procesos de estrés oxidativo, inflamacion y disfuncién
renal. Su inclusién en futuros estudios resulta fundamental para comprender con
mayor profundidad el impacto sistémico del dafio hepatico. Su inclusion en futuros
estudios resulta fundamental para comprender con mayor profundidad el impacto
sistémico del dafio hepatico.

A pesar de esta limitacion, es importante resaltar que varios bioquimicos evaluados
mostraron una relacion clara con los hallazgos histologicos. Entre ellos se
encuentran: ALP, AST, GLUC, HDL, LDL, TRIG, CRE, BUN, TBIL, PT, CHOL y AU,
cuyos patrones reflejaron, en distintos momentos, el grado y tipo de dafio hepatico.
Adicionalmente, se observdO que las hembras presentaron alteraciones
tempranas y progresivas en el metabolismo de la glucosa, lipidos y acido
arico, asociadas con estadios de esteatosis y fibrosis intermedia. En contraste, los
machos mostraron incrementos mas marcados de enzimas hepéaticas (ALP,
AST)y lipidos totales en estadios mas avanzados, compatibles con fibrosis estadio
4 (F4) y con el desarrollo de lesiones tumorales. Sin embargo, estos patrones
deberan ser corroborados en futuros estudios.



Con esto, podemos decir que, aunque los valores bioquimicos no coincidieron con
lo reportado en la literatura, la concordancia entre algunos parametros y las
alteraciones histolégicas observadas en este estudio aporta evidencia
complementaria y refuerza la importancia de integrar diferentes tipos de analisis
para una evaluacién mas precisa. (38.39.40.41,42,43)

Conclusiones.

En este estudio, la administracion de tiocacetamida a una dosis de 100 mg/kg, tres
veces por semana, demostro ser efectiva para inducir dafio hepatico progresivo
permitiendo  encontrar etapas desde esteatosis hasta F4 hasta
Hepatocarcinoma/Colangiocarcinoma, mediante analisis macroscopico, histologico
y bioquimico.

Los parametros bioquimicos presentaron variaciones que se correlacionaron con
los cambios histolégicos observados, lo que evidencia la utilidad de realizar un perfil
bioquimico amplio para evaluar el estado funcional del higado. Estos cambios
también permitieron identificar diferencias marcadas segun el sexo y la etapa de la
enfermedad, en el cual se observé una diferencia significativa entre sexos, con un
desfase aproximado de dos semanas en la progresién del dafio, lo que resalta la
necesidad de considerar el sexo como una variable biolégica relevante en estudios
preclinicos. No obstante, para estudios futuros, es fundamental mejorar el manejo
preanalitico de las muestras, especialmente para evitar la hemdlisis de las mismas,
que puede interferir en la interpretacion de algunos pardmetros bioquimicos.

Los hallazgos obtenidos en este modelo experimental con ratas macho y hembra
deben ser considerados en futuros estudios, tanto para el disefio y validacion de
modelos animales mas representativos, asi como para la evaluacién de terapias
farmacoldgicas. Incorporar el sexo como una variable biolégica permitird ajustar las
dosis de forma especifica, asi como contribuir al desarrollo de tratamientos mas
eficaces, personalizados y orientados tanto al entendimiento como al tratamiento de
las enfermedades hepéticas.

Recomendaciones

A patrtir de los resultados obtenidos e recomienda que futuros estudios que utilicen
el modelo de dafio hepéatico inducido por tiocacetamida incorporen el sexo como
una variable biolégica relevante, debido a las diferencias observadas en la
progresion del dafio hepatico entre machos y hembras. Asimismo, es fundamental
optimizar el manejo preanalitico de las muestras bioldgicas para evitar la hemalisis,
ya que esta puede afectar la interpretacion de los parametros bioquimicos.
Finalmente, este modelo experimental puede ser empleado en la evaluacion de
terapias farmacoldgicas, ajustando las dosis segun el sexo y la etapa de la
enfermedad.

Aporte a la sociedad



El presente estudio contribuye al entendimiento de la progresion del dafio hepatico desde
etapas tempranas hasta estadios avanzados, mediante un modelo experimental validado.
Ademas, se resalta la importancia de considerar el sexo como una variable biolégica en la
investigacion biomédica, lo que puede favorecer el desarrollo de tratamientos mas eficaces,
personalizados y orientados a mejorar el abordaje de las enfermedades hepéticas.
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Figura 1. Tasa de sobrevivencia de las ratas macho y hembras administradas con
TAA dosis de 200 mg/kg 3 veces por semana.
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Figura 2. Tasa de sobrevivencia de las ratas macho y hembras administradas con
TAA dosis de 100 mg/kg 3 veces por semana.
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Figura 3. Registro de los pesos en (kg) de ratas macho y hembra administrados
con TAA dosis de 100 mg/kg 3 veces por semana. 4 semanas: a, CT M vs TAA M;
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Figura 4. Registro de pesos de higado (g) de ratas Wistar macho y hembra
administrados con TAA dosis de 100 mg/kg. 4 semanas: a, CT Mvs TAA M; b, CT
Hvs TAA H. 6 semanas: ¢, CT Mvs TAA M; d, CT Hvs TAA H. 8 semanas: e, CT
Mvs TAA M; f, CT Hvs TAA H. 10 semanas: g, CT Mvs TAA M; h, CT Hvs TAA
H. 12 semanas: i, CT vs TAA M; j, CT vs TAA H. Multi t-test *p<0.001.



Tabla 1. Determinacion de indice hepético de las ratas macho y hembra tratadas

con TAA.
[ Semanas | CTMacho | TAAMacho | CT Hembra | TAA Hembra |

4 16.5 16.6 23.7 23.3

221 22.4 19 20.1

20.4 19.5 16 19.6
10 24.7 23.3 15.6 18.7
12 26 20.2 19.3 15.5

CT 125 TAA 45 TAA 6S TAA 8S TAA 10S TAA 125

A ! B | I

G H ’ K L i

Figura 5. Analisis macroscopico de higados rata Wistar hembra (A,B,C,D,E,F) y
macho (G,H,1,J,K,L) con dosis de 100 mg/kg.
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Figura 6. Histologias de ratas hembra (A,B,C,D,E) y macho (F,G,H,I,J) CT (K-
Macho y L-Hembra) por tincion H&E

Figura 7. Histologias de higados hembra (A,B,C,D,E) y macho (F,G,H,l,J) por
tincion tricromica de Masson.



Tabla 2. Identificacion de etapa de fibrosis entre machos vs hembras con dosis de
100 mg/kg
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Figura 5. Analisis comparativo del perfil bioquimico entre ratas Wistar macho y
hembra CT y TAA con dosis de 100 mg/kg durante 4 semanas. a, CT vs M; b, CT
vs H; ¢, M vs H. Multi t-test *p=<0.001
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Figura 6. Analisis comparativo del perfil bioquimico entre ratas Wistar macho y
hembra CT y TAA con dosis de 100 mg/kg durante 6 semanas. a, CT vs M; b, CT
vs H; ¢, M vs H. Multi t-test*p<0.001
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Figura 7. Analisis comparativo del perfil bioquimico entre ratas Wistar macho y
hembra CT y TAA con dosis de 100 mg/kg durante 8 semanas. a, CT vs M; b, CT
vs H; ¢, M vs H. Multi t-test*p<0.001
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Figura 8. Andlisis comparativo del perfil bioquimico entre ratas Wistar macho y
hembra CT y TAA con dosis de 100 mg/kg durante 10 semanas. a, CT vs M; b, CT
vs H; ¢, M vs H. Multi t-test*p<0.001
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Figura 9. Analisis comparativo del perfil bioquimico entre ratas Wistar macho y

hembra CT y TAA con dosis de 100 mg/kg durante 12 semanas. a, CT vs M; b, CT
vs H; ¢, M vs H. Multi t-test*p<0.001.



