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RESUMEN ESPANOL

Las hepatopatias cronicas se caracterizan por la progresion hacia fibrosis
secundaria al depdsito de proteinas de la matriz extracelular (PME). Las PME son
producidas por células del tipo de los miofibroblastos entre ellas las células
hepaticas estelares (CHE), localizadas en los espacios perisinusoidales. Posterior a
una lesion hepética las CHE se transforman en miofibroblastos proliferativos y

fibrogénicos.

La rapamicina es un macrolido que se utiliza como inmunosupresor ya que inhibe
al blanco de rapamicina en mamiferos (mTOR), suprimiendo asi la proliferacion de
linfocitos T y B. Se sugiere que su accién sobre las CHE tiene un efecto

antifibrogénico.

Se disefid un ensayo controlado, aleatorio y doble ciego en 20 ratas Wistar, a
quienes se dividio en grupos control y estudio. En ambos grupos se realizo ligadura
de la via biliar para induccion de cirrosis biliar secundaria y posteriormente se le
administra rapamicina al grupo estudio durante un mes, evaluando desde el punto

de vista histoldgico el grado de fibrosis/cirrosis en cada grupo.

PALABRAS CLAVE

Rapamicina, fibrosis, cirrosis, miofibroblastos, mTOR, células hepaticas estelares,

proteinas de matriz extracelular, ligadura de la via biliar



ABSTRACT

Chronic hepatopaties are characterized by progression to secondary fibrosis
because of extracellular matrix protein deposit (EMP). EMP are produced by
myofibroblasts cell type like stellate hepatic cell (SHC), located in perisinusoidal
spaces. After a hepatic injury the SHC transforms into proliferative and fibrogenic

myofibroblasts.

Rapamycin is a macrolide used as immunosuppressant that inhibits the mammalian
target of rapamycin (mTOR), suppressing the lymphocytes B and T proliferation. It

Is suggested that this effect on SHC have antifibrogenic properties.

It has been designed a randomized control trial, double blinded, in 20 Wistar rats
divided in control and study groups. Both groups underwent common bile duct
ligation in order to induce secondary biliary cirrhosis, then rapamycin was given to

study group for a month, testing the histological grade of fibrosis/cirrhosis in each

group.

KEY WORDS

Rapamycin, fibrosis, cirrhosis, myofibroblasts, mTOR, hepatic stellar cells,

extracellular matrix proteins, bile duct ligation.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Las hepatopatias cronicas se caracterizan por la progresion hacia fibrosis
secundaria al depésito de proteinas de la matriz extracelular (PME) ®. Las PME
son producidas por células del tipo de los miofibroblastos, hasta ahora se reconocen
tres tipos de acuerdo a su localizacion histologica; las células hepaticas estelares
(CHE, localizadas en los espacios perisinusoidales), los miofibroblastos
portales/septales, y los miofibroblastos de interfase ¥ ® @ Posterior a una lesién
hepatica las CHE se transforman en miofibroblastos proliferativos, fibrogénicos y

miofibroblastos contractiles.

Un paso importante para la transformacion de las CHE es la activacion del mTOR
(blanco de rapamicina en mamiferos) dependiente de la P13-K/AK1, el cual es una

cinasa que controla la proliferacion celular a través de la sintesis de proteinas.

De las celulas mencionadas anteriormente, las CEH son las mejor estudiadas, y que
ademas son claves para el desarrollo de fibrosis hepatica ©. El mitdgeno més
potente para la activacion de las CEH, es el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (FCDP) ©.

Este factor es secretado en forma autdcrina por las CEH, pero también es

sintetizado por los colangiocitos durante la colestasis .

El factor de crecimiento transformador (FCT-B1) es el estimulo fibrogénico mas
importante para las CEH ®. Los niveles del FCT-p1 aumentan en la fibrosis

hepatica y regulan la actividad de CEH de modo autdcrino. Otra citocina



importante que también se encuentra involucrada en la fibrogénesis es el factor de
crecimiento del tejido conectivo (FCTC). Este es un mediador del FCT-B1,
mediando y potenciando algunos de sus efectos, como la proliferacion de

fibroblastos y la produccién de MEC ©.

La transformacion de las células estelares, es mediante la activacion de mTOR, una
kinasa que esta involucrada en el control de las funciones celulares relacionadas al
crecimiento; en primer lugar, mTOR fosforila a p70 activandola e inhibe el factor
de iniciacion eucariotico (elF) y a la proteina de union 4E (4E-BP-1), por lo tanto
imposibilita el ensamblaje del complejo elF4F. En segundo lugar, p70 fosforilada,
activa a la kinasa S6 y ésta aumenta la translacion de mRNA de proteinas

esenciales para la progresion del ciclo celular.

MODELOS EXPERIMENTALES

Uno de los modelos mas usados y aceptados para el estudio de los cambios
fisiopatologicos que tienen lugar durante el desarrollo de fibrosis hepética e
hipertension portal, es la induccion de la cirrosis biliar secundaria por la ligadura
del conducto biliar. Una vez ligado el conducto biliar, existe disminucion del

parénquima funcional, aumento en la fibrosis y proliferacién de ductos biliares ‘9.

Ademas de desarrollar de manera paralela hipertension portal, cortocircuitos
portosistémicos y el sindrome de circulacion hiperdindmico, descrito por Van de
Casteele ™Y manifestado por una disminucién de las resistencias vasculares

sistémicas y un aumento en el gasto cardiaco.



La rapamicina también conocida como Sirolimus® (Wyeth Pharmaceuticals) (Fig.
1), Inicialmente fue introducida a la practica clinica como un farmaco
inmunosupresor. Sin embargo, se han observado otras propiedades, como la
inhibicion de la proliferacion la cual interfiere con la progresion del ciclo celular
entre otras ' (Tabla 1). Se sabe que la rapamicina se une dentro de la célula a las
proteinas que unen al tacrolimus (FK506). La proteina de unién mas importante es
la FKBP12 ™,

El complejo rapamicina — FKBP12 inhiben a mTOR, enzima importante en la
proliferacion celular como ya se ha mencionado

(Fig. 2). La rapamicina también disminuye la concentracion de ciclina D1y por lo
tanto bloguea la eliminacion del inhibidor p27 y p21, contribuyendo a la

disminucion de la proliferacion celular
(Fig. 3).

Ademas se cree que al inhibir la proliferacion de las células T, limite la respuesta
inmunoldgica patogénica, el cuales un componente importante tambien en la

fibrosis hepaética.

En 1999, Zhu et al, investigd por primera vez, los efectos de rapamicina en la
fibrogénesis hepatica ¥ .El experimento se realizé en ratas, que se dividieron en
tres grupos; el grupo de rapamicina consisti6 en 7 animales tratados con
inyecciones intraperitoneales (IP) con tetracloruro de carbono (CCl,) 2 veces por

semana durante 8 semanas.



El CCl, fue administrado en dosis mayores de 0.3ml/kg durante la primer semana,
0.7ml/kg la segunda semana, y 1ml/kg la tercer semana y hasta que se terminara el
experimento. Estas ratas fueron tratadas ademas con rapamicina IP (1.5mg/kg/dia)
durante todo el estudio. El segundo grupo consistié en 8 animales tratados solo con
CCl; como se describié antes y en lugar de rapamicina se usaron volimenes

equivalentes de solucion inyectable diariamente.

Por ultimo, el tercer grupo incluia 3 animales solo tratados con solucion inyectable
IP (grupo control). Todos los animales se sacrificaron después de las 8 semanas de
tratamiento; los higados se extrajeron al momento de su muerte y se fijaron en

formalina al 10% para su estudio histologico.

Cuando se evalud la histologia del higado de las ratas tratadas con CCl,; mas
solucidn inyectable se observd depdsito de MEC en localizacion centrilobulillar y
periportal, en tanto que hubo una disminucion en el depdsito de MEC en el higado

de las ratas tratadas con rapamicina 'y CCl, con una P < 0.025.

La disminucién del depésito de colagena se confirmd también con hidroxiprolina
en el higado de las ratas tratadas, comparado con el de las ratas con CCl, + solucion
inyectable. Mediante analisis de hibridacion, se encontr6 un aumento de los
niveles de mRNA de procolagena y FCT- B1 inducida en los higados que
recibieron CCl; y que fue inhibido con el tratamiento con rapamicina, con una
P<0.01.



Se analizé también la actividad de transglutaminasa, que aumenta durante la lesion
hepatica y fibrosis y esta involucrada también en la sintesis de MEC y por lo tanto
es otro factor que participa en la fibrogénesis. En base a lo anterior, se observo que
la actividad de ésta enzima aumenta 3-4 veces cuando se induce lesion con CCly, en

tanto que rapamicina, disminuye la actividad de esta enzima con una P<0.01.

Se estudio también el efecto de la rapamicina sobre la proliferacion de las CEH,
usando la incorporacién de timidina a estas celulas como indicador de proliferacion
celular, observandose una menor incorporacion en las células que recibieron FCDP
+ RAPA que en las que solo recibieron PDGF con una P<0.01. Por los resultados
anteriores se concluy6 que rapamicina es una alternativa in vivo para frenar la

progresion de la lesion hepatica, inhibiendo la fibrosis.

Posteriormente en el 2005, Biecker et al ™ investigd también el impacto de
rapamicina en la fibrosis hepética y en la hemodinamia de ratas con ligadura del
conducto biliar (LCB). Para inducir la cirrosis, se sometio a 16 animales (ratas) a la
ligadura de la via biliar comdn bajo anestesia con pentobarbital. Las ratas se
dividieron en tres grupos: los animales con LCB que recibieron 2 mg/kg/dia de
rapamicina, los animales con LCB sin tratamiento y un tercer grupo que fue el

grupo control.

El tratamiento fue por 28 dias y se inicié inmediatamente despues de la LCB.
Como resultados, se obtuvo lo siguiente: el peso del bazo fue mayor en los
animales sin tratamiento que los que recibieron rapamicina y el grupo control, con
una P<0.001. Los valores séricos de AST y bilirrubinas reflejaron el efecto
positivo con el tratamiento con rapamicina, ya que estos marcadores séricos fueron

mayores en el grupo que no fue tratado comparado con los que recibieron



rapamicina (P<0.01). En cuanto a los parametros hemodindmicos, la presion
arterial media no tuvo diferencias significativas entre los dos grupos, sin embargo

hubo una tendencia a la baja en el grupo que no recibio tratamiento.

La presion venosa porta, fue mayor en el grupo sin tratamiento y menor en el grupo
con rapamicina con una P<0.01. El gasto cardiaco fue mayor en las ratas sin
tratamiento en relacion a los que recibieron el farmaco sin embargo la diferencia
no tuvo significancia estadistica. Por otro lado, se observo que el efecto positivo de
la rapamicina en cuanto a parametros hemodinamicos fue paralelo a la inhibicién
de los cambios histologicos posterior a la LCB, con los siguientes resultados: el
grupo con rapamicina tuvo un mayor volumen de hepatocitos comparado con el
grupo no tratado. En contraste, el volumen de tejido conectivo, las células del
epitelio del ducto biliar y las células positivas para actina y desmina fueron

menores en el grupo tratado en relacién al grupo sin tratamiento.

En cuanto a los factores de crecimiento, se pudo demostrar que la rapamicina
bloquea el desarrollo de fibrosis, asi como la proliferacion de ductos biliares. Se
observo entonces que el FCT-f1 (medido por PCR cuantitativo), aumentd 5 veces
en el grupo sin tratamiento, comparado con los controles (P<0.001), mientras que
las ratas que recibieron rapamicina, solo aumenté 2.5 veces mas con una P<0.05.
Este efecto inhibitorio fue paralelo a los niveles plasmaticos de FCT-B1 en cada
grupo, observando que la rapamicina disminuye sus niveles plasmaticos hasta en un
20%. Se midieron también los niveles de mMRNA para FCTC que aumentaron hasta
86.8 veces mas en los animales sin tratamiento en relacion a los controles con una
P<0.001; mientras que en los animales que recibieron tratamiento mostraron solo

un factor de incremento de 11.4 veces con una P<0.001.



En cuanto al mRNA para el FCDP, se observo un aumento de 29 veces en los
animales sin tratamiento comparados con los controles con una P<0.001, siendo
que las ratas que recibieron sirolimus mostraron un aumento solo de 8.8 veces
comparado con los controles P<0.001 y con las que no recibieron tratamiento
P<0.01.

Estos resultados claramente muestran que el tratamiento con rapamicina inhibe la
expresion génica de las citocinas profibrogénicas y promitogénicas mas
importantes. Ademas se sabe que la rapamicina tiene un efecto inhibitorio directo
en la maquinaria del ciclo celular, observando que el grupo de ratas sin tratamiento
tuvieron niveles plasmaticos mas bajo de p27, en tanto que la rapamicina indujo un
aumento en los niveles plasmaticos de p27, pero no alcanzo los niveles de p27 de
las ratas control P<0.01. En cuanto a los niveles plasmaticos de p21, los mayores
niveles se encontraron en las ratas con LCB con tratamiento, en tanto que las ratas
sin tratamiento, tuvieron niveles menores con una P<0.01. De igual manera los
niveles de p70 fueron disminuidos en forma significativa por la rapamicina en
relacion a las ratas que no la recibieron con una P<0.001. Por lo anterior, se
confirmo una vez mas el efecto inhibidor de la proliferacion celular asi como la

disminucién de la fibrosis hepatica.

Durante el 2006 Neef et al, ® publicé nuevamente los efectos de rapamicina en
dos modelos animales de cirrosis establecida: cirrosis biliar inducida por la ligadura
del conducto biliar (LCB) y cirrosis inducida por tioacetamida (TAA). Un total de
89 ratas Wistar recibieron LCB, de éstas, 12 ratas murieron los primeros 10 dias
posteriores a la LCB. Por otra parte, en 40 ratas se inyectd TAA a 200mg/kg dos
veces por semana; 5 ratas de éstas murieron en los proximos 21 dias después de la

inyeccion. El régimen de tratamiento fue como sigue: el dia 28 después de la LCB,



las ratas fueron aleatoriamente asignadas a tratamiento con rapamicina oral 6 bien
no recibieron tratamiento. La rapamicina se dio por un régimen de 14 dias 0 un
régimen extendido de 28 dias. Las ratas con LCB sin tratamiento sirvieron como
control de ambos regimenes. Los niveles de bilirrubina fueron medidos al final del
experimento para asegurar la LCB; 5 animales (2 LCB-14, 1 LCB-RAPA-28 y 2
LCB-28), mostraron niveles de bilirrubina menor a 20mmol/L por lo que fueron
excluidos del anélisis estadistico. Las ratas TAA, fueron aleatorizadas al dia 42 de
la induccion del TAA, a algunas se les dio tratamiento por 14 y a otras por 28 dias,
y hubo algunas que no recibieron tratamiento y sirvieron como grupo control para
ambos subgrupos. Se obtuvieron los siguientes resultados: 20% de las ratas control
LCB-14 y 55% de las ratas RAPA-LCB-14 murieron durante la fase del
tratamiento. 41% de las ratas LCB-28 y 18% de las ratas RAPA-LBC-28 murieron;
por lo anterior se observé que el tratamiento con rapamicina prolongo la sobrevida
en los animales tratados, con respecto a los controles con una P=0.017. Ningun

animal murio durante la fase de tratamiento del experimento con TAA.

Se observd mayor volumen de hepatocitos en las ratas LCB-RAPA-14, en relacion
con el grupo LCB-14 con una P<0.001, no asi en las ratas que recibieron régimen
de 28 dias, en donde no hubo cambios significativos. De igual forma, no se
encontro diferencia en cuanto al volumen de hepatocitos en las ratas con TAA con
y sin tratamiento. En cuanto al deposito de matriz extracelular, fue menor en las
ratas LCB-RAPA-14 en comparacion con el grupo control LCB-14 con P<0.001.
En las ratas LBC-RAPA-28 hubo menos deposito de MEC, en relacion a las del
grupo control con P<0.05. En las ratas TAA-RAPA-14 también se encontré menor
depdsito de MEC en relacion al grupo control con P significativa, pero no en las
TAA-RAPA-28.
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Se midié también la actividad de MMP-2, considerada una enzima que participa en
la activacion de la produccion de MEC; su actividad aumentd en forma
significativa en las ratas con LCB y TAA, y disminuy¢ después del tratamiento con
rapamicina a un 26% en las ratas LCB-RAPA-14, a un 46% en LCB-RAPA-28 y
en un 68% en TAA-RAPA-14 pero no en las ratas TAA-RAPA-28.

Lo anterior se asocid con una preservacion de la funcién hepatica metabolica y ain
cuando no se pudo medir directamente la presion portal, se midio el peso de bazo
como medida indirecta, de manera que el peso de éste 6érgano fue menor en las
ratas con LCB-RAPA-14 en relacion a las control con una P<0.001, asi como en las
TAA-RAPA-14 en relacion al grupo control en quienes el peso del bazo también
fue menor P<0.05; sin embargo no hubo ninguna diferencia estadistica en las ratas
con regimenes mas largos tanto en el grupo con LCB como en las que recibieron
TAA.

Los resultados anteriores, especificamente la falla del tratamiento para inhibir la
fibrogénesis en el modelo TAA sugiere dos conclusiones: la primera, que la
efectividad de la rapamicina puede variar segun la causa de la fibrosis y la segunda
que mecanismos alternativos pueden compensar la inhibicion de mTOR y por lo

tanto conferir resistencia a rapamicina.

Segun los resultados mencionados, se podria especular que la rapamicina puede ser
maés efectiva en las ratas con LCB, por su efecto antiproliferativo en los conductos
biliares, sin embargo, la proliferacion de los ductos biliares no cambié en forma

significativa en uno y otro grupo.
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Con respecto a la resistencia con rapamicina, no podemos concluir aun que es
igualmente resistente en humanos, porque tanto con la LCB como el uso de TAA,
ambos tienen un estimulo profibrético mucho maés intenso que la mayoria de las
causas de hepatopatia en el hombre. Por lo tanto, este estudio demuestra
nuevamente el efecto antifibrotico de la rapamicina en modelos animales

establecidos.

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Existen 3 estudios evaluando la eficacia de la rapamicina como antifibrogénico, el
primero de ellos por el grupo de la Universidad Thomas Jefferson, Pensilvania ),
donde se apreciaron los posibles efectos antifibrogénicos en ratas expuestas a
tetracloruro de carbono, posterior a este estudio se publicaron 2 trabajos del grupo
de la Universidad de Berna, Suiza ¥ ® en los que se utilizaron modelos de cirrosis

biliar secundario a ligadura de la via biliar.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sirolimus es un farmaco que fue introducido inicialmente como inmunosupresor,
sin embargo se le han descubierto nuevas propiedades, entre ellas, inhibe la
fibrogénesis en higados lesionados. Hasta ahora hay pocos ensayos que aprueben el

efecto anterior.

OBJETIVO

Analizar el impacto que tiene el uso de rapamicina sobre los cambios
fisiopatologicos que tienen lugar durante el desarrollo de la fibrosis hepética y con

ello, la disminucidn de la progresion de la enfermedad.

HIPOTESIS

Si se demuestra, que el uso de rapamicina tiene un efecto inhibidor sobre la
fibrogénesis en un modelo animal con LCB para induccion de lesion hepatica,
entonces podriamos darle una utilidad futura en el ser humano como inhibidor de la
progresion de la enfermedad hepética que es hoy en dia un problema de salud

publica en nuestro pais y en el mundo.

JUSTIFICACION

La justificacion del estudio fue demostrar el efecto antifibrogénico de la rapamicina
en un modelo experimental controlado y que carezca de los sesgos de los estudios
anteriores. Actualmente no se dispone de ningln factor protector o tratamiento que
limite la progresion hacia cirrosis en grupos de riesgo, por lo que se busca

desarrollar o encontrar farmacos con éste efecto.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 150 a 300 mg Todos los animales recibieron
cuidados por personal calificado. Se les mantuvo en ciclos de luz / obscuridad de

12 hrs. Los estudios fueron aprobados por un Comite de ética del laboratorio.

Modelo experimental de cirrosis

Se indujo cirrosis mediante la ligadura del conducto biliar principal, de acuerdo a la

técnica descrita por Zimmermann ®©.

Tratamiento

28 dias después de la ligadura de la via biliar, se asignd aleatoriamente a las ratas

para recibir rapamicina a 0.5mg/kg/dia o bien no recibir tratamiento.

Toma de biopsias

Se tomo biopsia hepética a todas las ratas ( dia 0 ) antes de someterlas a ligadura
del conducto biliar y a los 28 dias de la ligadura de la via biliar. De igual manera al
término del tratamiento con rapamicina y a las que no hayan recibido tratamiento se

sometieron a biopsia hepatica para su analisis.
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Procedimiento quirdrgico

Ligadura de la via biliar. Se realiz6 laparotomia media previa infiltracion con

xylocaina al 1%. Se identifico la via biliar y se ligé con Vicryl 5-0 y se secciono.

Biopsia control. Se realiz laparotomia media y toma de biopsia, hemostasia con

electrocauterio.

Hepatectomia vy _sacrificio. Al dia 56 de posoperatorio. Laparotomia media,

hepatectomia de I6bulo anterior, toma de muestra sanguinea, sacrificio del animal.

Procedimiento anestésico

En los tres procedimientos quirurgicos se realizd anestesia intraperitoneal con

pentobarbital a dosis de 50mg/kg.

Procesamiento de muestras

» Biopsias Se colocaron en formol al 4% y se enviaron al laboratorio de
patologia para andlisis con tincion de Masson e inmunohistogquimica (actina,
desmina). Se evaluaron y graduaron parametros de fibrosis hepatica.

» Se realizd determinacion morfométrica del area ocupada por proliferacion
ductal en 10 espacios porta al azar en cada sujeto.

» Se utilizo Microscopio Axioscope Carl Zeiss — Programa KS300

 Promedio y desviacion estandar para cada sujeto. Las diferencias se

consideraron significativas cuando P<0.05 (t-Student pareada).

15



Sangre Se tomaron muestras previo al sacrificio del animal para biometria
hematica y pruebas de funcionamiento hepatico (TGO, TGP, fosfatasa alcalina

bilirrubinas y albumina). (Fig.4).

TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio prospectivo, aleatorizado, controlado, doble ciego.

16



RESULTADOS

Se aplicaron medidas de tendencia central y prueba de T de student. Los valores de

P fueron significativos si <0.05.

e EIl grupo control mostro proliferacion extensa de colangiolos en el espacio
porta con extension al lobulillo hepético.( Tabla 2)

e EIl grupo tratado con rapamicina mostro proliferacion restringida al espacio
porta con area de 108.37 - 376.96um? (promedio 208.32 pm?).

e El é&rea ocupada por estos vari6 de 1543.03 - 1800.8um? (Promedio
1562.07um?). La diferencia entre grupos fue estadisticamente significativa
(P<0.001) (Grafical).
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DISCUSION

Desde 1999, Zhu et al, investigd por primera vez, los efectos de rapamicina en la
fibrogénesis hepatica, bajo el modelo experimental para la induccion de la cirrosis
biliar secundaria por medio de la ligadura del conducto biliar. La rapamicina,
(Sirolimus® de Wyeth Pharmaceuticals) Tiene maltiples efectos, principalmente
como un farmaco inmunosupresor. Sin embargo, se han observado otras
propiedades, entre ellas la inhibicion de la proliferacion la cual interfiere con la
progresion del ciclo celular. Se sabe que la rapamicina se une dentro de la célula a
las proteinas que unen al tacrolimus (FK506). La proteina de unién mas importante
es la FKBP12. EIl complejo rapamicina — FKBP12 inhiben a mTOR, enzima
importante en la proliferacion celular. La rapamicina también disminuye la
concentracion de ciclina D1 y por lo tanto bloquea la eliminacion del inhibidor p27
y p21, contribuyendo a la disminucion de la proliferacién celular, ademas de que
inhibe la proliferacion de las celulas T, limita la respuesta inmunoldgica

patogénica, el cual es un componente importante tambiéen en la fibrosis hepatica.

En este trabajo se demostré el efecto antifibrogénico de la rapamicina en un

modelo experimental controlado sin sesgos de los estudios anteriores.
No es claro si este efecto antiproliferativo es el mismo en otras causas de lesion

hepatica, ya que no fue objeto de este estudio, lo que vale la pena seguir

investigando, ya que esto nos ampliaria la aplicabilidad de este farmaco.
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CONCLUSIONES

» La rapamicina disminuye significativamente la proliferacion ductal. (Foto 1).

* Los sujetos tratados con rapamicina muestran fibrosis reticular limitada al
espacio porta. (Foto 2).

e La dosis necesaria para éste efecto aln no esta estandarizada por lo que
podria ser objeto de otro estudio. Sin embargo la dosis usada en este estudio
fue menor a la utilizada con efectos inmunosupresores.

e EIl impacto de la rapamicina como terapia antifibrogénica en los pacientes
con cirrosis, podria cambiar la historia natural de la enfermedad, ya que hasta
ahora no existe ningn medicamento que detenga la progresion hacia

cirrosis, y con ello se podria disminuir la necesidad de trasplante hepatico.
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ANEXOS

Figura 1. Estructura quimica de la Rapamicina.
Tomado de: Sehgal SN. Sirolimus: Its Discovery, Biological Properties, and
Mechanism of Action Transplantation Proceedings 2003; 35: (Suppl 3A, 7S-14S
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Tabla 1. Propiedades de la Rapamicina.
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Rapamicia-FKBP12

l p27 kip1

Proliteracion

Figura 2. Rapamicina inhibe la progresion del ciclo celular.

Rapamicina-FKBP12 inhibe mTOR (objetivo de rapamicina), e inhibe la
progresion celular en la transicion G1-S, via regulacion a la alta del inhibidor de la
ciclina dependiente del inhibidor de la cinasa p27*""*.La habilidad de la rapamicina
de inhibir la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma es un marcador para sus
acciones inhibitorias del ciclo celular.

Modificado de: Marks AR Rapamycin: Signaling in Vascular Smooth Muscle Transplantation
Proceedings, 2003; 35: Suppl 3A, 231S-233S
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crecimiento

TIROSINA CINASA
FAMILIAS SRCY JAK

FOSFATASA
ESPECIHCA-
56K

- Activacion de
IMICIODE LA CDK2/ Cyclin E

THAIR I CICH

Figura 3. Efectos bioquimicos que acompafian la activacion de mTOR.

Sirolimus causa inactivacién rapida de S6K1 que es critica para la fosoforilacion de
la proteina ribosomal S6. También inhibe el evento bioquimico mediado por
mTOR que lleva a la traduccion. mTOR activado fosforila 4E-BP1 por medio de la
disminucion de la afinidad por elF-4E.  Esto resulta en la inhibicion de la
traduccion de algunos mMRNAs especificos para el crecimiento celular y
proliferacion. Otro evento afectado por sirolimus es la disociacién de p27kipl del
complejo cdk2: ciclina E, inhibiendo su activacion.

Modificado de: Sehgal SN. Sirolimus: Its Discovery, Biological Properties, and Mechanism of
Action Transplantation Proceedings 2003; 35: Suppl 3A, 7S-14S
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Metodologia

Rapamicma (swrolimus)
0. 5mg kg dia VO

Ligadura

via biliar comin

Dia0 Dia 28 Dia 56

Figura 4. Metodologia de estudio experimental. Modificado de Lara y cols. 2007.

- | P |

Foto 1. Disminucion de la proliferacién ductal en la fase prefibrotica por medio del tratamiento
con rapamicina en el modelo experimental de cirrosis biliar secundaria en rata



Tincién H/E

Tincion para Reticulo
Tratado

Foto 2. Analisis con tinciéon de H/E, Tricromico de Masson y tincion para reticulo.
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Avrea de proliferacion ductal § 208.32 pm2 1562.07 um2 <0.001
(1543 - 1800)

Bilirrubina Total Media 0.20 Media 1.35 < 0.001
Bilirrubina Directa Media 0.10 Media 1.10 < 0.001

Tabla 2. El grupo control mostr6 proliferacion extensa de colangiolos en el espacio porta con

extension al lobulillo hepatico.
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i

10

M Control

B Rapamicina

Grafica 1. El 4rea ocupada por estos vari6 de 1543.03 - 1800.8um? (Promedio 1562.07um?).

La diferencia entre grupos fue estadisticamente significativa (P<0.001)
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