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RESUMEN EN ESPANOL

Los a/f adrenobloqueadores (doxazosina y carvedilol) se probaron como un
tratamiento alternativo para lesiones hepéticas crénicas como fibrosis y/o cirrosis y para
una posible regeneracion de la cirrosis hepatica en un modelo de hamster. Sin embargo, se
observo que la doxazosina causo ligeros cambios morfolégicos en los hepatocitos, mientras
gue la curcumina mostré proteccién al parénquima hepatico. Sin embargo, se desconocen
los efectos farmacocinéticos de estos a/ adrenobloqueadores en la viabilidad celular de
los hepatocitos restantes, posiblemente involucrados en la repoblacién del parénquima
hepatico durante la reversién de la cirrosis. El presente estudio fue disefiado para dilucidar
en la linea celular HepG?2 el efecto protector de la curcumina sobre los posibles efectos
secundarios de la doxazosina tamsulosina y el carvedilol ya probados con actividad
antifibrotica. La prueba de viabilidad (MTT) confirm6 que la doxazosina disminuye la
viabilidad celular en funcion del tiempo y la dosis, el carvedilol y la tamsulosina aumentan
la proliferacién celular, sin embargo, la curcumina regula estos mecanismos en la linea
celular HepG2, aumentando o manteniendo la viabilidad en comparacion con el control. El
microscopio electronico de barrido y la tincibn con hematoxilina y eosina proporcionaron
evidencia de que la doxazosina, el carvedilol y la tamsulosina inducen cambios morfolégicos
dependientes del tiempo y la dosis en la linea celular HepG2, aproximadamente el 80% de
las células estan balonizadas y la curcumina protege estos efectos secundarios
manteniendo la morfologia en el 90% de Las células tratadas. La curcumina disminuye los
cambios morfolégicos y regula la viabilidad celular en las células tratadas con doxazosina,
tamsulosina y carvedilol. Por otra parte, posiblemente los «a/f adrenobloqueadores
produzcan dafio celular (dirigido a apoptosis) debido al estrés oxidativo y la curcumina
activa mecanismos antioxidantes reduciendo la muerte celular, de esta manera se evallo
BCL-2 y se realizd el ensayo con naranja de acridina, observando coincidencia en la
disminucion de la expresion de BCL-2 con los cambios morfolégicos en las células

hepaticos mostrados por la Doxazosina.



RESUMEN EN INGLES

The a/f adrenoblockers (doxazosin and carvedilol) were tested as an alternative
treatment for chronic liver injury such as fibrosis and/or cirrhosis and for possible
regeneration of the liver cirrhosis in a model of hamster. However, it was observed that
doxazosin caused slight morphological changes in hepatocytes, while that curcumin showed
protection to the hepatic parenchyma. Regardless, the pharmacokinetic effects of these a/f
adrenoblockers on the cell viability of the remaining hepatocytes, possibly involved in the
repopulation of the hepatic parenchyma during cirrhosis reversal, are unknown. The present
study was designed to elucidate in the HepG2 cell line the protective effect of curcumin on
the possible side effects of doxazosin tamsulosin and carvedilol already tested with
antifibrotic activity. The viability test (MTT) confirmed that doxazosin decreases the cell
viability dependently time and dose, carvedilol and tamsulosin increases cell proliferation,
however, curcumin regulates these mechanisms in HepG2 cell line, increasing or
maintaining viability compared to control. Scanning electron microscope and hematoxylin
and eosin staining provided evidence that doxazosin, carvedilol and tamsulosin induces
morphological changes dependently of time and dose in HepG2 cell line, approximately 80%
of the cells are balonized and curcumin protect this side effects maintaining the morphology
in 90% of the treated cells. Curcumin decreases morphological changes and regulates cell
viability in treated cells with doxazosin, tamsulosin and carvedilol. On the other hand,
possibly a / B adrenoblockers produce cell damage (directed to apoptosis) due to oxidative
stress and curcumin activates antioxidant mechanisms reducing cell death, in this way BCL-
2 was evaluated and the test with acridine orange was carried out, observing coincidence in
the decrease of the expression of BCL-2 with the morphological changes in liver cells shown

by Doxazosin.



1 INTRODUCCION

1.1 Estrés oxidativo como principal factor de citotoxicidad celular

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas conocidas por ser
altamente reactivas, ya que tienen un electrén libre o desapareado en su Orbita exterior que
las convierte en inestables. Tiene la capacidad de retener un electron de las moléculas
disponibles con el objetivo de lograr estabilidad electroquimica. Se producen de manera
normal como resultado del metabolismo celular normal y factores ambientales, pueden

desestabilizar los &cidos nucleicos y las proteinas (Gupta et al., 2014).

Existen otras especies reactivas que tienen impacto en las reacciones redox como
las especies reactivas de nitrogeno (RNS) que tienen radicales como el 6xido nitrico (NO")
y el dioxido nitrico (NOy’), y no radicales como el acido nitroso (HNO3) y el tetroxido de
dinitrégeno (N20a) (del Rio, 2015).

Pueden generarse otros oxidantes por reduccion de un electrén de compuestos
adecuados, en particular de naturaleza quinona. La semiquinona resultante puede
autooxidarse, generando el radical anién superéxido por transferencia de electrones. Por lo
tanto, la quinona regenerada puede sufrir otra ronda de reduccién de un electrén en un

proceso denominado ciclo redox (Kappus & Sies, 1981).

Existen dos tipos de ROS, los radicales libres y los no radicales (Tabla 1), los mas
importantes son el anion superdxido (O27) y el peroxido de hidrégeno (H202), que son
generados por enzimas especificas o0 como subproductos durante procesos moleculares,
son moléculas de sefializacion importantes que pueden contribuir a la progresion de la
enfermedad hepética (Luangmonkong et al., 2018). Las especies reactivas de oxigeno

tienen un amplio rango de reactividad y diversa naturaleza quimica (Gupta et al., 2014).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno.

Radicales libres No radicales

Anién superoéxido radical (O,") Peroxido de hidrogeno (H202)

Radical hidroxilo (OH") Hidroperéxido organico (ROOH)
Radical peroxilo (ROO") Oxigeno molecular (O?)
Radical alcoxi (RO’) Ozono (O3)
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1.2 Fuentes celulares de ROS

En los seres vivos, las especies reactivas de oxigeno se producen en diferentes
sistemas por lo general ubicados en la membrana plasmatica, citosol, peroxisomas,

membranas mitocondriales y reticulo endoplasmico.

En el citosol los tioles, hidroquinonas, catecolaminas y flavinas son los encargados
de aumentar la produccion de ROS intracelulares por las reacciones redox. También existe
la enzimas xantina oxidasa responsable de la mayor produccion de ROS (Di Meo, Reed,
Venditti, & Victor, 2016).

Citocromo p450 Oxidasas
Citocromo b5 |
Ero1p

- Peroxisoma
Lisosoma

|

Sistema de transporte
de electrones

Xantina oxidasa
Citoplasma = Catecolaminas
Flavinas

Mitocondria
Cadena respiratoria
Reticulo endoplasmico de oxidasas
Fe2+ -Cu*
I Ciclooxigenasa
- Lipoxigenasa ]
"""‘-». Reaccion de Fenton NADPH oxidasa o
*"‘-...‘-‘ thar O 1 : o B o
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Figura 1. Principales fuentes de produccidon de especies reactivas de oxigeno. Diferentes
organelos subcelulares, sus componentes estructurales y solubles contribuyen a la produccién de

especies reactivas. Imagen modificada de (Di Meo et al., 2016).

Durante afios las mitocondrias solo se consideraban importantes por su rol en la
produccion de energia, sin embargo, se ha descrito que son necesarias para la respiraciéon
y produccion de energia oxidativa, ademas de la regulacién de la concentracion de calcio
intracelular y la oxidacién de los acidos grasos (Di Meo et al., 2016). En la respiracion los

centros de redox se conforman de cuatro complejos proteicos en la membrana mitocondrial
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interna, el complejo I 'y Il son los encargados de transferir electrones al transportador soluble
en ubiquinona, después los electrones atraviesan el complejo Ill, el citocromo c y el
complejo IV hasta llegar al oxigeno. Cuando ocurre un decremento de energia potencial de
los electrones se almacenan protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal
(Klimova, Fearnow, & Kristian, 2020). Este proceso de regresion de los protones a la matriz
por medio de ATP sintasa mitocondrial que resulta en sintesis de ATP es llamado
fosforilacion oxidativa (Arechaga & Fotiadis, 2007).

Se ha relacionado a la mitocondria con los procesos patdgenos y de envejecimiento
debido al descubrimiento de relacion entre la transferencia de electrones a lo largo de los
transportadores de la membrana mitocondrial interna y la formacién de ROS. Con la
autooxidacién mitocondrial de los transportadores de electrones tiene como resultado el O,"
gue después es transformado por la SOD mitocondrial en H.O.y con la reaccién de Fenton

puede convertirse en un radical ‘OH (Turrens & Boveris, 1980).

Es importante conocer la localizacion de los productores de ROS para determinar
los posibles efectos de los ROS, en el complejo | y Il cuando se libera O, en la matriz
puede resultar en dafio al acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial y transportarse al
citosol (Brand, 2010).

1.3 Estrés oxidativo

El inicio del uso del término “estrés oxidativo” fue acufiado por primera vez por (H.
Sies & Cadenas, 1985) como un concepto en la biologia y la medicina de reacciones de
oxido reduccién. Se define como “un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, donde
los oxidantes son mayores que los antioxidantes y surge la interrupcién de la sefializacion
y control redox y dafio molecular”. En el metabolismo existe un equilibrio redox en estado
estacionario que suministra un estado redox basal y un desequilibrio de este se considera

estrés que puede incitar una respuesta (H Sies, Berndt, & Jones, 2017).

1.4 Efectos de estrés oxidativo en ADN

Los principales efectos del estrés oxidativo en ADN son la oxidacion, hidrolisis y
metilacién que resulta en la inestabilidad y fragmentacién (H Sies et al., 2017). Freudenthal
et al.,, (2015) demostr6 que el nucleésido 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina que se

encuentra en el ADN como 8-0x0-G y como en forma de nucleétido libre (8-oxo-dGTP) es
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el propenso a oxidacion. Estos nucleotidos son especialmente vulnerables al dafio oxidativo
y codifican una enzima llamada MutT/MTH1 que se encarga de eliminar los nucle6tidos
oxidados libres como control ante el estrés oxidativo.

Sin embargo, el estrés oxidativo también tiene efectos negativos en el acido
ribonucleico (ARN), Wang et al., (2015) informaron que los microARN (miARN) que son
ARN no codificantes tienen la capacidad de unirse a secuencias complementarias en las
tres regiones principales no traducidas (3’UTR) del ARNm encargado de su traduccién o
degradacion, pueden ser modificados por ROS, el miR-184 por medio de oxidacion sufre
cambios y se une a las regiones 3'UTR de Bcl-xL y Bcl-w lo que evita su traduccion. Bcl-xL
y Bcl-w son una familia de proteinas que actian como respuesta anti-apoptética si las
células sufren oxidacion la traduccién de estas proteinas es inhibida y se inicia el proceso
apoptético, esto fue demostrado en experimentos en una linea celular de corazén de rata

(H9c2) y en modelos in vivo (Figura 2).

a Célula Normal b célula Oxidada
AAAA AAAA
AAAA AAAA
. Traduccion
w Traduccidn l blogueada *
Apoptosis bloqueada Apoptosis

Figura 2. MicroARN oxidado puede cambiar la especificidad de ARNm. MicroARN-184 no se
une a 3’-UTRs de Bcl-xL y Bcl-w, permitiendo la traduccién que bloguea la apoptosis en las células
normales. En células oxidadas la guanina se oxida en microARN-184 y causa falta de reconocimiento
del 3'-UTRs de Bcl-xL y Bcl-w que resulta en apoptosis. Imagen modificada de (Wang et al., 2015).

1.5 Efectos de estrés oxidativo en proteinas

El estrés oxidativo en las proteinas se relaciona con modificaciones
postraduccionales, que pueden ser causadas debido a modificaciones reversibles o
irreversibles. Las reversibles son modificaciones de la proteina cisteina, el proceso inicia

con la oxidacion de la cisteina y la formacion de &cido sulfénico que aumenta la formacion
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de productos de oxidacion como: disulfuro, s-glutationilacion, nitrosilacion, que presentan
funciones similares a ROS (Cai & Yan, 2013).

Las modificaciones irreversibles incluyen la carbonilacion de proteinas y nitracion
de tirosina y ambas estén relacionadas con el estrés oxidativo. Los carbonilos de proteina
que son formados en residuos amino&cidos sirven como biomarcador de dafio por estrés
oxidativo (Wehr & Levine, 2013). La nitrotirosina se forma entre especies reactivas de
nitrégeno y el residuo tirosina de una proteina, sin embargo, esta modificacién es altamente
especifica ya que no todas las proteinas o tirosinas pueden nitrarse, sin embargo, también

se considera como marcador de estrés oxidativo (Radi, 2013).
1.6 Antioxidantes

El término "antioxidante" se define como una molécula capaz de estabilizar o
desactivar los radicales libres antes de que dafien las células (Rahman, 2007). Los
antioxidantes tienen la capacidad de reducir o prevenir la oxidacion del sustrato oxidable en
las células (Kurutas, 2016). Existen sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
gue gracias a su sinergia pueden dar proteccion a la células y 6rganos contra el estrés
oxidativo. Los antioxidantes pueden ser endégenos o exdgenos. La caracteristica mas
importante de un antioxidante es que debe absorberse facilmente y eliminar los radicales

libres y quelar los metales redox a niveles fisiologicos (Valko et al., 2007).

1.7 Clasificacion de antioxidantes

Los antioxidantes se dividen en enzimaticos y no enziméticos. Los enzimaticos mas
importantes son glutatién peroxidasa, catalasa y superoxido dismutasa (Matés et al., 1999).
Los no enzimaticos incluyen vitamina E y C, antioxidantes tiol (glutatién, tiorredoxina),

carotenoides, flavonoides entre otros (Jiang, 2014).

Las peroxidasas de glutation catalizan la oxidacion del glutatién de un hidroperéxido

gue se transforma en peréxido de hidrogeno a un hidroperéxido lipidico:
ROOH + 2GSH — GSSG + H:0 + ROH

Los hidroperéxidos lipidicos también son capaces de comportarse como sustratos

para estas enzimas, y pueden tener un papel en la reparacion del dafio que causa la
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peroxidacion de lipidos. Existen dos formas de la enzima una dependiente de selenio y la
independiente (Molavian et al., 2015).

La catalasa fue la primera enzima antioxidante que fue caracterizada y es la que

cataliza la conversion de peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno.
H.02; — 2H>0 + O>

Esta enzima tiene cuatro subunidades, en cada una tiene un grupo hemo y una molécula
de NADPH. Se encuentra en el peroxisoma y es altamente eficaz en la conversion de
perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular. Su mayor actividad esta en el higado
(Sies, 2015).

La superéxido dismutasa (SOD) es uno de los antioxidantes intracelulares mas
poderosos ya que cataliza la conversion de aniones superdxido en dioxido y peroxido de

hidrogeno con la siguiente reaccion:
Oz + Oy + 2H" — H202 + O2

El peréxido de hidrogeno se elimina mediante la catalasa o la glutation peroxidasa.
La superoxido dismutasa tiene diferentes isoformas que difieren en el centro metalico
activo, la composicion de aminoacidos y cofactores. La enzima neutraliza los iones
superodxido a través de los ciclos sucesivos de oxidacion y reduccion de iones de metales

de transicién en su sitio activo (Sheng et al., 2014).

1.8 Nrf2 requla a la alza la proteina anti apoptotica Bcl-2 v previene la apoptosis

El complejo Keapl inhibidor de Nrf2 sirve como sensor del estrés oxidativo y
electrofilico inducido por radiacion y sustancias quimicas (Kaspar et al., 2009). Nrf2 se
encuentra principalmente en el citoplasma donde interactda con la proteina citosélica
proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (Keapl) asociada a actina. Esta proteina es una
adaptadora de sustrato para el complejo de ubiquitina ligasa E3 encargada de ubiquitinizar
a Nrf2 y mantener una concentracion basal de esta proteina. El mecanismo por el cual Nrf2
es liberado de Keapl se debe a la presencia de estrés oxidativo de Keap1Cis-151 seguido
de la fosforilacion de Nrf2Ser-40 mediada por PKCd que resulta en la liberacion vy
estabilizacion de Nrf2 (Niture et al., 2009).
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Después de su liberacion Nrf2 se transloca al nucleo y activa de manera coordinada
la transcripcion de una cascada de proteinas citoprotectoras que incluyen NAD(P)H:
guinona oxidorreductasa 1 (NQO1) y hemo oxigenasa 1 (HO-1), debido a la uniéon de Nrf2
al elemento de respuesta antioxidante (ARE) presente en las regiones promotoras de genes
citoprotectores (Kaspar et al., 2009). También existe una activacion retardada que controla
la inactivacion de Nrf2, GSK3 fosforila la tirosina proteina quinasa Fyn y Src en residuos de
treonina, y los transloca al nucleo y pueden fosforilar Nrf2 y se puede exportar al nucleo
(Niture et al., 2011).

La regulacion de Nrf2 conduce a la supervivencia celular y la proteccién contra el
estrés oxidativo inducido por sustancias quimicas y radiaciones, inflamacion y neoplasia
(Copple et al., 2008). De hecho, la acumulacién de pruebas in vivo ha demostrado la
importancia de Nrf2 en la proteccion de las células de los efectos toxicos y cancerigenos.
Enomoto et al., en (2001) analizaron que los ratones que tenian el gen Nrf2 inactivado eran
propenso a sufrir dafios agudos inducidos por acetaminofén, ovoalbdmina, humo de
cigarrillo, pentaclorofenol y diepéxido de 4-vinilciclohexeno y habian aumentado la
formacion de tumores cuando se expuso a carcinégenos como benzo[a]pireno, gases de

diésel y N-nitrosobutil (4-hidroxibutil) amina.

Diversos estudios indican que Nrf2 es un regulador maestro de la activacion
transcripcional impulsada por ARE para genes antioxidantes en el mantenimiento de la

homeostasis del estado redox dentro de las células (Suryakant K. Niture et al., 2009).

Se sugiere que el papel de Nrf2 en la resistencia a farmacos es muy importante
porque puede activar las enzimas antioxidantes y transportadoras de farmacos (Goel &
Aggarwal, 2010). Sin embargo, no se conoce del todo el mecanismo de muerte celular
apoptdética mediada por Nrf2. Las proteinas de la familia Bcl-2, que comprenden mas de
seis miembros anti apopt6ticos, incluido Bcl-2 y muchos miembros proapoptéticos, regulan
la muerte y supervivencia celular (Boise et al., 1993). (Suryakant K. Niture & Jaiswal, 2012)
investigaron el mecanismo de regulacion positiva de Nrf2 hacia Bcl-2 y como disminuye la

apoptosis y genera resistencia a farmacos.
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1.9 Susceptibilidad de los hepatocitos al estrés oxidativo

Una patologia muy conocida en higado donde se da amplio dafio celular por el
estrés oxidativo generado es la fibrosis hepatica que es una repuesta a diferentes estimulos
agudos y/o crénicos que se caracterizan por dafio parenquimatoso e inflamacion hepética,
generados por diversos factores como el abuso de alcohol, hepatitis viral crénica, obesidad,
hepatitis autoinmune, enfermedades parasitarias (esquistosomiasis), trastornos
metabdlicos (hemocromatosis y enfermedad de Wilson), enfermedad biliar, exposicion
persistente a toxinas y productos quimicos y enfermedades hepaticas cronicas inducidas
por farmacos. La fibrosis hepatica se desarrolla por el aumento en la sintesis de colageno
fibrilar y su acumulacién en el estroma, ademas de una incorrecta reorganizacion celular.
La progresion de la fibrosis hepatica lleva a cirrosis, que esta caracterizada por la distorsion
de la arquitectura normal de los hepatocitos y formacion de nodulos, flujo sanguineo
alterado, hipertension portal, carcinoma hepatocelular e insuficiencia hepatica (Mormone et
al., 2012).

En la fibrosis hepética, se encuentran diferentes tipos de células involucradas como
las células estelares hepaticas, fibroblastos portal, células madre mesenquimales derivadas

de médula 6sea, hepatocitos, células epiteliales biliares y fibrocitos (Mormone et al., 2012).

Sin embargo, los hepatocitos son los reguladores centrales que controlan la
demanda metabdlica sistémica, la homeostasis de los electrolitos y los procesos de
desintoxicacion en el higado. Después de la muerte de los hepatocitos, se liberan varios
mediadores como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) para amplificar la respuesta inflamatoria y fibrética en
hepatocitos adyacentes, células de Kupffer (CK) y células estelares hepaticas (Fig. 2)

(Luangmonkong et al., 2018).

La patogénesis molecular de la fibrosis hepatica puede ser causada por diferentes
mecanismos, entre ellos se encuentran las interacciones célula-célula y célula-matriz, el
estrés oxidativo y el papel de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPS) y los
inhibidores tisulares de metaloproteinasas de la matriz (TIMPs). Siendo el estrés oxidativo
el principal mecanismo de dafio ya que la hepatitis viral crénica y el consumo a largo plazo
de alcohol inducen dafio celular a través de una generacién exagerada de especies

reactivas de oxigeno. Debido a que el estrés oxidativo favorece la transicion de la
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permeabilidad mitocondrial, y asi promueve la muerte celular por necrosis o apoptosis de
los hepatocitos. También, la generacién de ROS en los hepatocitos puede resultar en un
estado metabdlico alterado como en la enfermedad del higado graso no alcohdlico y la
esteatohepatitis no alcohodlica. Se sabe que los ROS también puede afectar directamente
el comportamiento de las células estelares hepaticas y miofibroblastos y aumentar la
regulacion de la expresion de genes asociados a la fibrosis, como COL1A1, COL1A2, MCP1
y TIMP1 mediante la activacion de vias de transduccion de sefiales y factores de
transcripcion, incluidos JNK, proteina activadora-1 y NFkB como respuesta a mediadores
pro-fibrogénicos, incluyendo angiotensina Il, PDGF, TGFB y leptina. En general, una
disminucion en la defensa antioxidante como glutation (GSH), catalasa o SOD, junto con
una mayor peroxidacion de lipidos conduce a una respuesta pro-fibrogénica al mejorar la

expresion de la proteina de colageno | (Mormone et al., 2012).

Aunque los hepatocitos no se consideran las principales responsables de la
progresion de la fibrosis, la muerte por apoptosis de los hepatocitos es suficiente para
inducir una respuesta fibrética. Takehara et al., en (2004) en un modelo experimental de
apoptosis con ratones deficientes de Bcl-xL, demostré que la tasa de muerte de los

hepatocitos esta correlacionada con la progresion de la fibrosis hepatica.

Células de Kupffer HEPATOCITOS Células estelares hepaticas

RV

Células de Kupffer Hepatocitos Células estelares hepéticas
activadas apoptoticos/necroticos activadas

v Expresion de ROS, v Perdida de funciones. v Secreta ROS y citocinas.
quimiocinas, citocinas y v Amplifica las respuestas v Produce componentes de
moléculas de adhesion. inflamatorias y fibrogénicas la matriz extracelular.

v’ Lesion y fibrogénesis.
Figura 3. Efectos de las especies reactivas de oxigeno en células del higado. Los hepatocitos

en presencia de ROS entran en proceso de apoptosis o necrosis. Imagen modificada de
(Luangmonkong et al., 2018).
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1.10 Doxazosina

La doxazosina es un inhibidor de los adrenoreceptores a1, tiene como base de su
estructura la quinazolina de la familia de los metanosulfonatos (Kaplan, 2005). La
doxazosina contiene un carbono quiral, con dos enantiomeros: (-) doxazosina y (+)
doxazosina, Sun et al., (2013) demostraron que el atomo de carbono quiral en la estructura
molecular de la doxazosina no afecta la actividad terapéutica en los adrenoceptores aia en

la préstata.
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Figura 4. Estructura de doxazosina. Imagen modificada de (Partin, Anglin, & Kyprianou, 2003).

La doxazosina se usa como tratamiento para la hiperplasia prostatica benigna y los
sintomas del tracto urinario inferior para reducir el tono del musculo liso en la prostata y el
cuello de la vejiga ya que tiene como principal efecto la reduccién de la resistencia vascular
sistémica (Frick et al., 1986). Debido a que la (£) doxazosina no es selectiva, los efectos de
blogueo de los receptores adrenérgicos a 1 no se limitan al tracto urinario inferior y también
afectan a otros tejidos, como la vasculatura; por lo tanto, la (£) doxazosina puede causar

efectos adversos vasodilatadores (Kirby et al., 2001).

La biodisponibilidad de doxazosina es de aproximadamente el 65%, se absorbe en
el tracto gastrointestinal después de 2 a 3 horas. Se ha demostrado que la comida tiene
poco o ningun efecto sobre la biodisponibilidad, y aproximadamente el 98% del farmaco se
encuentra unido a proteinas plasmaticas (Pfizer Canada Inc., 2017). La eliminacién
plasmatica es bifasica con una vida media de eliminacién terminal es de 22 horas. El
aclaramiento va de 1 a 2 ml/min/kg. Existe una acumulacion de niveles plasmaticos de
doxazosina después de la dosificacion de estado estacionario, consistente con la vida

media de eliminaciéon terminal. En un estudio con 24 pacientes normotensos, la
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farmacocinética y la seguridad de la doxazosina demostraron ser similares con los
regimenes de dosificacion de la mafiana y de la noche, es decir, la doxazosina se puede
administrar en una sola dosis diaria (Cox et al., 1986).

La doxazosina es metabolizada en el higado fundamentalmente por O-demetilacion
del nucleo quinazolino o la hidroxilacion de la benzodioxano. Los estudios in vitro proponen
gue la principal via de eliminacion es a través del CYP 3A4; sin embargo, las vias
metabdlicas CYP 2D6 y CYP 2C19 también estén involucradas en la eliminacién, pero en
menor medida (Scott et al., 1988).

La excrecién es principalmente a través de las heces con una dosis excretada del
9%, el (<0.5%) se elimina por la orina y menos del 5% se excreta como el medicamento

intacto en heces (Frick et al., 1986).

La disposicion de doxazosina en pacientes con insuficiencia renal es similar a la de
los pacientes con funcién renal normal. Sélo se dispone de datos limitados en pacientes
con insuficiencia hepatica y sobre los efectos de los medicamentos conocidos por influir en

el metabolismo hepético (Young & Brogden, 1988).

La dosis letal 50 (DL50) reportada por (Pfizer Pharmaceuticals Group, 2009) de
doxazosina en ratas via oral es de >1200 mg/kg, el simbolo mayor que (>) indica que el
punto final de toxicidad que se esta probando no se pudo lograr con la dosis mas alta

utilizada en la prueba.

La compaiiia Pfizer Canada Inc., (2017) reporta que la dosis de doxazosina debe
ser administrada segun el padecimiento, se puede administrar por la mafiana o por la noche,
y se debe tomar en cuenta si se afiade un diurético u otro agente antihipertensivo ya que
puede ser necesario reducir la dosis. Si la administracion del medicamento se interrumpe
durante varios dias o mas, el tratamiento debe restablecerse utilizando la dosificacion

inicial.

La dosis inicial de doxazosina en pacientes con hipertensibn es de 1 mg
administrado una vez al dia, esta dosis minimiza los efectos hipotensores posturales. La
dosis diaria maxima recomendada es de 16 mg una vez al dia, y la reduccién maxima de la
presion arterial se logra de 2 a 6 horas después de una dosis, y puede ser aumentada hasta

lograr la respuestas deseada de la presion arterial y el rango normal de doxazosina es de
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1 a 8 mg por dia. Los aumentos de la dosis de >4 mg aumentan la probabilidad de efectos
posturales excesivos incluyendo sincope, mareo postural/vértigo e hipotensién postural
(Pfizer Canada Inc., 2017).

La dosis inicial es de 1 mg administrado una vez al dia. Dependiendo de la
urodinamica del paciente individual y la sintomatologia de la hipertrofia prostatica benigna
(HPB) significado de estas siglas, la dosis puede aumentarse a 2 mg y, a partir de entonces,
a 4 mgy 8 mg una vez al dia, la dosis maxima recomendada (Wishart et al., 2018).
Doxazosina debe interrumpirse si los efectos secundarios de doxazosina son mas molestos
gue los sintomas de la HPB, o si el paciente desarrolla una complicacién urinaria secundaria

a la HPB durante el tratamiento con doxazosina (Pfizer Canada Inc., 2017).
1.11 Carvedilol

Carvedilol es un antagonista no selectivo de los receptores adrenérgicos B de
tercera generacion (bloquea tanto . como 32) con propiedades vasodilatadoras debido al
antagonismo del receptor adrenérgico a:. ES una mezcla racémica de dos enantidmeros, S
() y R (+). El isbmero S (-) tiene propiedades adrenoblogueadoras a;y 8 a diferencia del
isbmero R que tiene propiedades bloqueadoras a; mas débiles (Fonarow, 2009). Carvedilol
también tiene propiedades antioxidantes, vasodilatadoras, antiinflamatorias, anti

apoptoticas y anti proliferativas (Prajapati, Sharma, & Patel, 2016).
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Figura 5. Estructura de carvedilol. Imagen modificada de (Ruffolo & Feuerstein, 1997).

Actualmente el carvedilol esta indicado para tratar insuficiencia cardiaca leve a

grave, disfuncién ventricular después de un infarto o hipertension.

El mecanismo de accion de este medicamento es por medio del antagonismo

adrenérgico B ya que reduce la presion arterial con el antagonismo adrenérgico a. y relaja
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el musculo liso en la vasculatura debido a la modulacién de la liberacién de catecolaminas
mediada por los receptores adrenérgicos 32, el antagonismo de las acciones téxicas de la
noradrenalina mediadas por los receptores sobre el miocardio y los efectos favorables sobre
la energia del miocardio, se refleja en la reduccion de la resistencia vascular periférica y
reduccion de la presion arterial. También puede bloquear los canales de calcio, y su
actividad antioxidante previene la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad y su

captacion en la circulacion coronaria (Hori et al., 2004).

El carvedilol tiene una biodisponibilidad del 25 al 35% y tiene un volumen de
distribucion de 1.5 a 2 L/kg. Se une a proteinas plasmaticas en un 98% y 95% a la albumina
sérica (Morgan, 1994). El carvedilol se elimina por la orina (16%) y <2% se elimina como
medicamento no metabolizado (Hines et al., 2017). El aclaramiento plasmatico es de 0.52
L/Kg (Morgan, 1994).

Las principales enzimas P450 responsables del metabolismo de R (+) y S (-) -
carvedilol en microsomas hepaticos humanos fueron CYP2D6 y CYP2C9 y, en menor
medida, CYP3A4, 2C19, 1A2 y 2E1 (Vlahovic-Palcevski et al., 2010). Carvedilol es un
medicamento que se metaboliza con hidroxilacion en la posicion 1 por CYP2D6, CYP1A2
o0 CYP1A1l y forma 1-hidroxifenilcarvedilol; por CYP2D6, CYP2E1, CYP2C9 o CYP3A4
después se transforma en 4'-hidroxifenilcarvedilol; por CYP2D6, CYP2C9 o CYP3A4 para
formar 5'-hidroxifenilcarvedilol; y en la posicion 8 por CYP1A2, CYP3A4 y CYP1Al para

formar 8-hidroxicarbazolilcarvedilol.

Ademas de hidroxilacion se puede desmetilar por CYP2C9, CYP2D6, CYP1A2 o
CYP2EL1 y resultar en O-desmetilcarvedilol. El beta adrenobloqueador y los metabolitos se
pueden conjugar con sulfato o glucuronidacion antes la eliminacion. El carvedilol puede ser
O-glucuronidado por UGT1AL, UGT2B4 y UGT2B7 para formar glucurénido de carvedilol
(Iwaki et al., 2016).

1.12 Tamsulosina

La tamsulosina es un antagonista selectivo de los adrenoceptores alA y alB que
tiene efecto en la préstata y la vejiga, donde estos receptores son mas comunes. Esta
indicado para el tratamiento de signos y sintomas de hipertrofia prostatica benigna. El

antagonismo de estos receptores lleva a la relajacion del musculo liso en la prostata y los
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musculos detrusores en la vejiga, lo que permite un mejor flujo urinario. A comparacion de
otros antagonistas de los adrenoreceptores al como doxazosina, teratozina, prazosina que
han sido ampliamente usados desde 1980, tamsulosina muestra mayor selectividad y no
tiene como efecto secundario la hipotension (Food and Drug Administration, 2005).
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Figura 6. Estructura de tamsulosina basada en sulfonamida. Imagen modificada de (Partin,
Anglin, & Kyprianou, 2003).

La tamsulosina es un blogueador de los receptores adrenérgicos alfa con
especificidad para los subtipos alA y alD, que son mas comunes en la préstata. El subtipo
alfa-1B, es mas comun en la aorta y el bazo. La tamsulosina se une a los receptores alA
de 3,9 a 38 veces mas selectivamente que el alB y de 3 a 20 veces mas selectivamente
que el alfa-1D. Esta selectividad permite un efecto significativo sobre el flujo urinario con
una incidencia reducida de reacciones adversas como hipotension ortostatica (Dunn,
Matheson, & Faulds, 2002b).

La tamsulosina posee una cinética lineal después de la administracion de dosis
Unicas y maltiples. Las concentraciones plasmaticas en estado estacionario se alcanzan en
4 a 7 dias de administracion, y se relacionan con una variabilidad interindividual (Dunn et
al., 2002b).

El metabolismo de la tamsulosina se lleva a cabo en el higado por medio del
citocromo P450, (CYP3A4 y CYP2D6), el farmaco en su mayoria se conserva en el plasma
sin alteraciones. El fArmaco inalterado representa el 81% de la radiactividad en plasma 0.5
a 4 horas después de la administracién oral de una solucién acuosa de 0.2 mg de
tamsulosina. El 62% del farmaco se elimina por medio de la orina. Actualmente no existen
datos farmacocinéticos sobre tamsulosina en pacientes con insuficiencia hepatica grave
(Dunn et al., 2002b).
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Actualmente la tamsulosina no tiene registro de ser mutagénica, pero puede ser
cancerigena a niveles superiores a la dosis humana maxima recomendada. En un estudio
con ratas hembra expuestas al medicamento demostraron un ligero aumento en las tasas
de fibroadenomas y adenocarcinomas de las glandulas mamarias. La DLso oral en ratas es
de 650 mg/kg (Food and Drug Administration, 2005).

La tamsulosina, es comunmente administrada en una dosis Unica de 0.4 mg
después de una comida, esta recomendacion es por parte de la Unién Europea (Dunn et
al., 2002b). Esta dosis se considera eficaz y bien tolerada en el tratamiento de los sintomas
del tracto urinario inferior asociados con la hiperplasia prostatica benigna. Debido a que
existen comparaciones de la tamsulosina con los demas a adrenobloqueadores, esta
destaca por diferentes ventajas en términos de la cantidad y su bajo potencial de
hipotensiéon, tampoco presenta efectos secundarios en pacientes con tratamientos
antihipertensivos. La dosis es la misma desde el inicio del tratamiento y su mecanismo de
accion es rapido y eficaz en pacientes con sintomas moderados y graves (Dunn, Matheson,
& Faulds, 2002a).

1.13 Curcumina

La curcumina (Curcuma longa) pertenece a la familia del jengibre (Zingiberaceae)
(Crews, 2007) es un compuesto natural ampliamente estudiado por sus propiedades
biolégicas y quimicas, también conocida como diferuloil metano, 1,7-bis-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona. Es soluble en solventes organico, alcalinos y

extremadamente acidos.

Es un compuesto cristalino de color amarillo. Tiene estructura simétrica con dos
grupos fendlicos y un dicetona. Estos grupos funcionales se presentan como dos anillos
aromaticos que contienen grupos o-metoxifendlicos con un enlazador de siete carbonos
gue tiene un resto de B-dicetona a, B-insaturado. El grupo B-diceto presente en la curcumina
exhibe tautomeria ceto-endlica segun la acidez de la solucién, donde esta presente en las
formas ceto y enol en soluciones 4cidas/neutras y alcalinas, respectivamente (Jain et al.,
2018).
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Figura 7. Los tautémeros de la curcumina. Presente en la forma ceto y enol (Gonzalez-Albadalejo
et al., 2015).

Sus caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas se atribuyen
a los grupos metoxi, hidroxilo, a, B-carbonilo insaturado o diacetona (Aggarwal, Gupta, &
Sung, 2013).

La curcumina tiene diferentes objetivos moleculares que pueden regularse a la alza
0 a la baja segun el objetivo. En la tabla 2 se muestran los principales factores de
transcripcion incluido Nrf2 marcador de estrés oxidativo que se activa con la curcumina y
esta relacionado con la expresion de GST y NADP(H): quinona oxidorreductasa (NQO) y
hemooxigenasa-1 (HO-1). También se sabe que la curcumina induce la expresién de
proteinas anti apoptéticas como la proteina inhibidora celular cFLIP, inhibidor de la proteina
de apoptosis, IAP, Bcl-2 y Bcl-xL, Con base en lo anterior, se describe a la curcumina como

antiinflamatoria, anti proliferativa y proapoptética (Aggarwal & Sung, 2009).

Tabla 2. Objetivos moleculares de la curcumina.

Factores de transcripcion Enzimas Proteinas anti apoptoéticas
B-catenina p300 histona acetil transferasa cFLIP
HIF-1a GST IAP
NF-kB NQO XIAP
Nrf2 Hemooxigenasa-1 Bcl-2
p53 Glutatién reductasa Bcl-xL

La curcumina puede activar la via de apoptosis en células tumorales por la via de
las caspasas, iniciando con la caspasa 8 y con una escisién del dominio de interaccién entre
Bcl-2 y BID, liberando el citocromo c. Después se activan las caspasas 3y 9 y también se
reporta que la via de apoptosis mitocondrial es inducida por curcumina (Jana et al., 2004).
La curcumina tiene una mayor capacidad antioxidante que la vitamina E sin embargo, se

han revelado estudios donde tiene mecanismos prooxidantes (Aggarwal & Sung, 2009).

25



2 ANTECEDENTES

2.1 Medicamentos experimentales utilizados para revertir la fibrosis hepatica

Friedman, (2000) sugiere que después de una lesién hepética las células estelares
hepaticas presentan una activacion, es decir, una transicion de inactividad a miofibroblastos
proliferativos, fibrogénicos y contractiles. Los principales cambios fenotipicos después de
la activacion incluyen proliferacion, contractilidad, fibrogénesis, degradacion de la matriz,
guimiotaxis, pérdida de retinoides y quimioatraccion de glébulos blancos. Después de una
lesion hepatica, las células estelares hepaticas (HSC) se someten a una "activacion”, que
connota una transicion de las células quiescentes ricas en vitamina A, a miofibroblastos
proliferativos, fibrogénicos y contractiles. Las células miofibroblasticas activadas son
responsables de la acumulacién progresiva de colageno como resultado de la cirrosis

hepatica.

En un modelo experimental de ratas con hipertension espontanea a las cuales se
les administro CCL4 se observo que el sistema nervioso simpatico (SNS) libera cantidades
masivas de catecolamina que luego conducen a la vasoconstriccion y cambios metabdlicos
gque promueven el dafio hepatico sin embargo, los inhibidores del SNS pueden participar en

la reversion de la fibrosis hepatica (Hsu, 1992, 1995).

Oben et al., (2004) demostraron que las células estelares hepéticas expresan
enzimas clave para la biosintesis de catecolaminas y noradrenalina. Ya que, estas células
usan las catecolaminas para autorregular su crecimiento porque el aumento de las células
estelares disminuye significativamente con antagonistas de los adrenoreceptores a o . En
un modelo experimental con ratones incapaces de convertir la dopamina en noradrenalina,
las dietas hepatotéxicas solo activan a las estelares cuando la actividad de los
adrenoreceptores aumenta con el tratamiento de adrenérgicos. Por lo tanto, cuando la
noradrenalina es deficiente, la leptina no puede activar completamente a las células
estelares, y el TGF-B1 y el colageno no se inducen normalmente en respuesta a una lesion

hepatica.

La noradrenalina es capaz de desempefar otro papel ademas del clasico de
neurotransmisor, como ejemplo esta la reestructuracion cardiaca en la insuficiencia

cardiaca que implica acciones mitogénicas Y fibrogénicas de la noradrenalina que estan
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mediadas a través de adrenoreceptores (Akiyama-Uchida et al., 2002). Sin embargo, lo
estudios proporcionan evidencia de que las células estelares hepaticas son tanto una fuente
como un objetivo celular directo de noradrenalina. Oben et al., (2004) proporcionan
evidencia de los mecanismos que median las acciones profibrogénicas de las
catecolaminas en el higado y sugieren que la interrupcion dirigida de la sefializacion de
catecolaminas en las células estelares hepéticas puede ser un enfoque terapéutico util para
restringir la respuesta fibrogénica de la lesién hepéatica mediante el uso de antagonistas de

los adrenoreceptores a o f.

2.2 Doxazosina y carvedilol tratamiento antifibrético

En un modelo de cirrosis hepatica en hamster se demostro que el tratamiento con
doxazosina y carvedilol reduce la concentracion de fibras de colageno en higado y se
mejora el funcionamiento del parénquima hepatico con la disminucion de AST y ALT.
Doxazosina modificé la morfologia normal de los hepatocitos y afecté el proceso de
regeneracion del parénquima (Serna-Salas et al., 2018). (El-Demerdash et al., 2017)
demostraron que el carvedilol se considera antifibrético gracias a su actividad antioxidante
y puede restaurar el parénquima hepatico debido a la inactivacién de las células estelares

hepaticas y reduccién de colageno.

En el estudio de (Ling et al., 2019) se analizaron los efectos antifibréticos del
carvedilol en un modelo de cirrosis hepatica in vivo de ratas tratadas con tetracloruro de
carbono y un modelo in vitro de linea celular de estelares hepaticas (LX-2). La morfologia
del parénquima hepéatico mejoro con el tratamiento de carvedilol ademas inhibi6 la
activacion, proliferacion e invasion de las células estelares hepaticas. También se observo

la inhibicién de la sintesis de colageno a través de la via TGFB1/SMAD.

Macias-Pérez et al., (2019) relacionaron el proceso de fibrosis hepatica con la
disminucion de la respuesta antioxidante del factor 2 relacionado con el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf2) y la regulacion inhibitoria de la via proinflamatoria del factor nuclear kappa
B (NF-«kB). Evaluaron la actividad antifibrética de doxazosina y carvedilol en co-tratamiento
con curcumina en un modelo in vivo de hamster con CClsy reportaron una reversion de la
fibrosis por la disminucién de colageno | y una morfologia de los hepatocitos sin alteraciones
y una funcién hepéatica normal. Se sugiere que la curcumina aumenta la expresion de RNAm
de la relacion de Nrf2/NF- kB.

27



2.3 Citotoxicidad de doxazosina y tamsulosina como nueva propuesta

Los estudios in vitro de Batty et al.,, (2016) proporcionan evidencia de que los
antagonistas a que poseen en su estructura la quinazolina como doxazosina, teratozina y
prazosina presentan actividad citotoxica en lineas celulares de cancer de prostata LNCaP,
DU145 y PC-3 (dependientes de androgenos). Sin embargo, los efectos citotoxicos no se

observaron con tamsulosina ya que su estructura esti basada en sulfonamida (figura 8).
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Figura 8. Comparacioén estructural de los a-adrenobloqueadores doxazosina y tamsulosina.
Doxazosina tiene una estructura basada en quinazolina y tamsulosina en sulfonamida. Imagen
modificada de (Batty et al., 2016).

El mecanismo de citotoxicidad de doxazosina se debe a la induccién de apoptosis y
disminucion de la proliferacion celular por la quinazolina, ya que estudios previos de
(Kyprianou, 2003) y (Desiniotis & Kyprianou, 2011) indican que la doxazosina induce
apoptosis dosis dependiente en estudios in vitro e in vivo y esta mediada por un mecanismo
independiente del bloqueo de los adrenoreceptores a1 e inducido por el nucleo de
guinazolina ya que en el estudio la tamsulosina no provoca respuesta apoptética. Ademas,
se demostré que desregula las vias de transduccion de sefiales que involucran el factor de

crecimiento transformante f y la interrupcién de la unién celular a la matriz extracelular.

2.4 Curcumina y marcadores genéticos de estrés oxidativo

La curcumina es un antioxidante derivado de la planta Curcuma longa y diferentes
investigaciones han demostrado su papel en la regulacién del ciclo celular, apoptosis debido
a que es capaz de modular enzimas implicadas en el equilibrio redox dentro de las células

como SOD, HO-1, catalasa y glutation peroxidasa (Jain et al., 2018).
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La curcumina reacciona directamente con las especies reactivas de oxigeno y
puede regular de manera positiva proteinas citoprotectoras y antioxidantes. Puede eliminar
radicales hidroxilo (-OH), aniones superoxido (O2-), peréxido de hidrégeno (H202), éxido
nitrico, oxigeno singlete, peroxinitrito y radicales peroxilo (ROO-). Sin embargo, se ha
demostrado que puede producir un efecto prooxidante en dosis altas, y el grupo hidroxilo
fendlico puede formar un complejo por quelacién con metales de transicion como Cu (ll) y
después de la reaccion de transferencia de electrones el complejo forma radicales
semiquinona, superoxido e hidroxilo (Chattopadhyay, Somaiah, Raghunathan, &
Thirumurugan, 2014). También puede modificar la actividad de la tiorredoxina reductasa y
oxidar el NADPH por oxigeno y formar ROS (W. Cai, Zhang, Duan, Wu, & Fang, 2012).

Uno de los principales mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo es la
activacion de la via de sefializacion del elemento de respuesta antioxidante (ARE) Nrf2, que

regula la expresion de genes implicados en la eliminacién de ROS (Fig. 9).
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Figura 9. Curcumina activa Nrf2 y causa la transcripciéon de genes involucrados en la
respuesta del estrés oxidativo. El tratamiento con H20:2 incrementa la generacion de especies
reactivas de oxigeno, sin embargo, el pretratamiento de curcumina bloquea la generacién de ROS
por la fosforilaciéon y translocacion de Nrf2 al nicleo. Imagen modificada de (Sabarwal, Kumar,
Shyanti, & Singh, 2018).
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Sin embargo, estos mecanismos reguladores no se comprenden por completo. Las
proteinas citosélicas como Keapl son clave en la regulacién ya que en condiciones
normales Keapl se une a Nrf2, provocando la degradacion de Nrf2 por ubiquitinacion.
Cuando existe estrés oxidativo, Nrf2 se fosforila y se disocia de Keap1l y Nrf2 es translocado
al nucleo, después de que entra se une a proteinas adaptadoras como fibrosarcoma
musculoaponeurotico (Mafl) y se dirige al elemento de respuesta antioxidante que activa
los genes de respuesta como GSTA2 (glutation S-transferasa A2), NQO1 (NADPH: quinina
oxidorreductasa 1) hemo oxigenasal (HO-1) y y-glutamil cisteina sintasa (Kensler,
Wakabayashi, & Biswal, 2007).

Un estudio con células NRK-52E de epitelio renal, la expresion de Nrf2 aumento
cuando las células fueron expuestas a concentraciones bajas de curcumina, Nrf2 se
transloco del citoplasma al nicleo y se estimuld la respuesta antioxidante y como
consecuencia aumento significativamente la expresion de HO-1 y los niveles de actividad

de hemo oxigenasa (Balogun et al., 2003).

2.5 Repoblacion del higado fibrético por células madre y hepatocitos remanentes

Actualmente no se cuenta con la compresion critica de los requisitos y mecanismos
de la repoblacion hepatica efectiva para un tratamiento o reversion de la fibrosis o cirrosis
hepatica. Se han establecido diferentes modelos de cirrosis y fibrosis en roedores con el fin
de estudiar un mecanismo de progresion de estas enfermedades y/o terapias antifibroticas.
La investigacién de (Yovchev, Xue, Shafritz, Locker, & Oertel, 2014) indujo fibrosis hepatica
por tioacetamida demostraron que las células madres progenitoras epiteliales que son
derivadas del higado fetal de la rata pueden injertarse en el higado con fibrosis/cirrosis
avanzada y diferenciarse en hepatocitos lo que conlleva a una repoblacién del parénquima,
ademas las células que fueron injertadas pueden expandirse y reemplazar la poblacién
celular hepatica defectuosa o dafiada poco tiempo después de una infusion celular.
Demostraron que para lograr una repoblacién hepética eficaz por células madre
progenitoras trasplantadas en higados con una fibrosis avanzada no se necesita estimulos

adicionales y por lo tanto el higado muestra un retroceso en la fibrogénesis.
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3 JUSTIFICACION

En hamsteres con cirrosis hepatica inducida por CCl., el tratamiento con doxazosina
y carvedilol mejora la funcién hepatica y reduce los nédulos de regeneracion de la fibrosis.
Sin embargo, se observaron cambios morfoldgicos (balonizacion) en los hepatocitos con el
tratamiento de doxazosina y carvedilol, posibles efectos secundarios que afecten el proceso
de regeneracion del parénquima hepético una vez que se dio la regresion de la fibrosis
hepética, y por otra parte se observd que el carvedilol incrementa la expresion de

marcadores de proliferacion celular como c-MYC y Ki67 (Serna-Salas et al., 2018).

En un estudio, el uso simultaneo de curcumina con los medicamentos doxazosina y
carvedilol se logré un efecto antifibrotico en un modelo de dafio hepético en hamster.
Ademas, la curcumina protegio el parénquima hepatico a nivel histoloégico (Macias-Pérez et
al., 2019b).

(El-Demerdash et al., 2017) demostraron evidencia de los efectos antifibréticos de
carvedilol y que mejora de la eficacia hepatica, por la reduccion del flujo sanguineo hepético

y la expresion de CYP2D6 en el higado.

Sin embargo, se desconocen los efectos farmacocinéticos de estos medicamentos
antagonistas de los receptores adrenérgicos a y 3 (doxazosina, tamsulosina y carvedilol)
sobre la viabilidad celular de los hepatocitos remanentes, posiblemente involucrados en la
repoblacién del parénquima hepatico durante la reversion de la fibrosis, por lo que este
proyecto de investigacién propone un estudio in vitro en la linea celular HepG2 para
dilucidar el papel protector de la curcumina sobre los posibles efectos secundarios de los

medicamentos ya probados con actividad antifibréticas.
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4 HIPOTESIS

La aplicacion de curcumina en conjunto con los antagonistas de los receptores a y
B adrenérgicos con actividad antifibrotica (doxazosina, carvedilol y tamsulosina) en las
células de la linea HepG2, reducira los efectos secundarios generados, y reflejado en la
disminucion de cambios de alteracién morfoldgica y estrés oxidativo.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

- Evaluar el efecto de la curcumina ante la citotoxicidad de doxazosina, carvedilol y

tamsulosina en la linea celular HepG2.

5.2 Objetivos Particulares

- Determinar el efecto citotoxico durante la interaccion con doxazosina, carvedilol o
tamsulosina en presencia y ausencia de la curcumina.

- Identificar los cambios morfolégicos durante la interaccién con doxazosina, carvedilol o
tamsulosina en presencia y ausencia de la curcumina.

- Determinar el proceso de dafio celular por estrés oxidativo en la linea celular HepG2 in
vitro durante la interaccion de los medicamentos en presencia y ausencia de la

curcumina.
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6 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

- ¢Existen efectos citotdxicos en los hepatocitos con el tratamiento de doxazosina,
carvedilol y tamsulosina? ¢ El uso de curcumina podré reducir o eliminar estos efectos
secundarios?

- ¢Podra doxazosina, carvedilol y tamsulosina generar cambios morfol6gicos en la linea
celular HepG2? ¢La aplicacién concomitante de curcumina serd capaz de eliminar
cambios morfoldgicos en la linea celular HepG2?

- ¢Si los medicamentos doxazosina y tamsulosina son a adrenobloqueadores tendran el
mismo posible efecto citotéxico o de cambios en la expresion genética de marcadores
de estrés oxidativo?

- ¢Podra la sinergia entre carvedilol y curcumina tener un efecto protector en los

hepatocitos? ¢0 un efecto prooxidante?
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Diserio experimental

Las pruebas se realizaron en un modelo in vitro con la linea celular inmortalizada
HepG2, (células no tumorigénicas con altas tasas de proliferacion) (Donato et al., 2015), ya
gue pueden considerarse modelo para evaluar la eficacia del desarrollo de farmacos
preclinicos y herramienta para la comprension de terapias para tratar enfermedades
hepaticas (Collins et al., 2019). Otra de sus caracteristicas es que sirve como modelo de
toxicidad mitocondrial y en protocolos de estrés oxidativo (Pinti et al., 2003).

Las células HepG2 fueron expuestas a diferentes concentraciones de los
medicamentos ya probados con actividad antifibrética (doxazosina, carvedilol) y
tamsulosina en tratamientos de 24 a 72 horas en ausencia o presencia del antioxidante
curcumina. Se evalué el porcentaje de viabilidad celular, cambios morfologicos y niveles de
expresion genética de marcadores de estrés oxidativo y la capacidad antioxidante de la

curcumina ante el posible estrés oxidativo ocasionado por los medicamentos (figura 10).

Se consideré usar un rango de dosis de antifibréticos de 0.1 a 25 uM debido a que
(Gonzélez et al., 2003) reportaron que la concentracion de 1 puM/L de doxazosina en un
estudio in vitro en cardiomiocitos imita las concentraciones que se encuentran a nivel
intracelular de manera in vivo por la dosis terapéuticas, actualmente a los pacientes de
hiperplasia prostatica se les administran dosis de 8 y 16 miligramos que equivalen a 0.122

y 0.244 uM/L respectivamente.
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Figura 10. Disefio experimental del proyecto.
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7.2 Cultivo celular

Las células HepG2 fueron cultivadas en medio DMEM (Sigma, D5546)
suplementado con 2% de suero bovino fetal (SBF), 2% de L-glutamina (Corning, 25-005-
Cl) y 1% de penicilina/estreptomicina a 37°C en una atmosfera humidificada que contiene
5% de CO;y 95% de O,. Después de la incubacion, las células se enjuagaron con buffer
fosfato salino (PBS, pH 7.4), después de la adicion de 1 ml de tripsina (EDTA al 0.02%,
tripsina al 0.25%) durante 7 min para digerir las células. Se afiadi6 DMEM para terminar la
digestion. Luego, las células se recolectaron centrifugando a 2,000 rpm durante 5

minutos. Todas las células estaban en la fase logaritmica de los experimentos.

7.3 Tratamientos con doxazosina, carvedilol y tamsulosina

Se prepar6 una solucién madre de doxazosina (Sigma, D9815), carvedilol (Sigma,
PHR1265) y tamsulosina (Sigma, T1330) a una concentracion de 50 mM utilizando como
disolvente una solucion de DMSO al 0.08%. Partiendo de esta solucion se obtuvieron, por
medio de diluciones, los tratamientos preestablecidos de concentraciones de 0.1 uM, 0.3
MM, 10 puM, 15 uM y 25 uM, usando como disolvente el medio completo DMEM. Después

de la exposicién, se realizaron las siguientes pruebas en las células.

7.4 Prueba de viabilidad celular (MTT)

Las células con una incubacién previa de 24 h se trataron con 0.1 uM, 0.3 uM, 10
UM, 15 uM y 25 uM de los antagonistas de los receptores a y B adrenérgicos durante 24,
48 y 72 h. Las interacciones se realizaron en presencia o ausencia de curcumina 1 uM
(Sigma, C1386). Se utilizd6 bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo (MTT) (Sigma, M2128)
para evaluar la viabilidad de las células HepG2, a partir de un stock disuelto en 5 mg/ml de
PBS, se preparé una solucién de 0.5 mg/L utilizando como disolvente medio completo
DMEM. Se intercambié el medio con tratamiento por medio con MTT, se incubaron las
placas por 4 h a 37°C, se retir6 el medio con MTT vy los cristales formados se disolvieron
con 100 pul/pozo de isopropanol acido (84 pl de HCI al 25% en 25 ml de isopropanol), la
placa se coloc6 a temperatura ambiente por 10 minutos y se realiz6 la lectura de la
absorbancia en el espectrofotbmetro Microplate reader, Bio-Rad® a una longitud de onda

de 595 nm con un filtro de referencia de 655 nm.
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7.5 Determinacion cuantitativa de transaminasas (AST y ALT)

Para el analisis de las transaminasas, alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato
aminotransferasa (AST) se recolecté el medio de cultivo DMEM de las células HepG2
después de los tratamientos en presencia y ausencia del pretratamiento de curcumina y se
analizaron en el espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm y se calculé el
promedio del incremento de absorbancia por minuto (AA/min). Se cuantifico en unidades
por litro (U/L), se cuantificaron utilizando un analizador espectrofotométrico semiautomatico
bts-350 (Biosystems S.A.).

7.6 Tincidn de hematoxilina/eosina

Para el analisis de los efectos sobre la morfologia de la monocapa del cultivo celular
HepG2 con los antagonistas de los receptores a y 3 adrenérgicos en presencia y ausencia
de curcumina, se sembraron las células en cubreobjetos redondos colocados al fondo de la
placa, se retir6é el tratamiento de las células y se realiz6 un lavado con PBS 1x, se fijaron
con paraformaldehido al 4% por 20 minutos a temperatura ambiente y se lavd con PBS 1x
el exceso, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se colocaron 500 pl por pozo de
Hematoxilina de Harris por un minuto y se enjuagaron las células con agua destilada. Luego
se colocaron 500 pl por pozo de eosina por 20 segundos, se lavaron las células con agua
destilada y se montaron los cubreobjetos donde se encontraba la monocapa ya tefiida a un

portaobjetos con glicerogel y se observaron al microscopio a 20X y 40X.

7.7 Microscopia electrénica de barrido

Las células HepG2 con tratamientos de 24 h de doxazosina, carvedilol y tamsulosina
en presencia y ausencia de curcumina, se cultivaron en placas de 24 pozos y al término del
tratamiento se retird el medio y se realizaron dos lavados con PBS 1x posteriormente las
células se fijaron con glutaraldehido al 2.5% por 15 minutos y se desecaron en la camara
del aparato de diseccién en un cilindro de aluminio con grafito bajo el estereoscopio y por
Gltimo se cubrieron con oro en el recubridor o bafiador de oro marca Dentuum Vaccum y se
analizaron las imagenes de microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-5900 Low
Vacuum SEM).
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7.8 Tincidn de naranja de acridina

Las células con el tratamiento de los antagonistas de los receptores a y
adrenérgicos (doxazosina, carvedilol y tamsulosina) después de retirar el tratamiento, se
coloco el control positivo de dafio con 250 puM de perdxido de hidrogeno al 30% por 15
minutos, después se retiré el H,O: y las células se fijaron con paraformaldehido 2.5% y se
tifieron con 1 pg/ml de naranja de acridina (concentracion de 1 ug/ml de naranja de acridina
en PBS pH 7.4) durante 15 minutos en incubacion a 37°C y se lavaron con PBS para
detectar organulos vesiculares 4cidos. Se montaron los cubreobjetos a un portaobjetos con
glicerogel y analizaron las iméagenes con un microscopio de fluorescencia con un filtro de

excitacion configurado a 490 nm y 515 nm.

7.9 Tincidon de SYTOX dgreen

Después de terminado el tratamiento con los antagonistas de los receptores a y
adrenérgicos las células se fijaron al cubreobjetos donde se cultivaron, se realizé un lavado
con PBS 1x hasta eliminar el medio DMEM de las células, se colocé el control positivo de
dafio con 250 UM de perdxido de hidrogeno al 30% por 15 minutos, después se retiro el
H.O. y se preparé la solucion de tincibn SYTOX® Green diluyendo la solucion madre
1:30,000 (167 nM) en PBS 1x, se afiadieron 500 pl de la solucién de tincion hasta cubrir las
células, se incubaron durante 17 minutos a 37°C en oscuridad. Se lavaron las células con
PBS 1x, se mont6 el cubreobjetos con glicerogel y se analizaron las imagenes con

microscopio de fluorescencia a 504-523 nm.

7.10 Extraccion de ARN

Las células tratadas con los antagonistas de los receptores a y  adrenérgicos en
presencia y ausencia del pretratamiento con curcumina después de 24 horas fueron
procesadas con el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep®, siguiendo el protocolo del fabricante.
Las células fueron recolectadas en tubos Eppendorf y se centrifugaron hasta contener una
pastilla, se agregaron 250 pl de trizol reagent a las células, posteriormente se mezclé
vigorosamente por 30 segundos usando el vértex hasta eliminar la pastilla, se agreg6 una
cantidad igual de etanol y se mezcl6 por inversion, se tomaron los 500 pl y se colocaron en
un tubo con columna, se centrifugo por 30 segundos a 14,000 rpm y se elimin6 el

sobrenadante, luego se agregaron 400 uL de pre-wash y se centrifug6 por 30 segundos a
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14,000 rpm y elimino el sobrenadante, después se agregaron 600 pl de buffer wash y se
centrifugo por 1 minuto a las mismas rpm. Finalmente, la columna se transfirié a un tubo
nuevo y se agregaron 30 ul de agua libre de nucleasas y se centrifugo a 14,000 rpm durante

45 segundos. El eluido se alicuot6 y colocé en bafio de hielo.

7.11 Cuantificacién de ARN total

El ARN obtenido fue cuantificado con la absorbancia a 260 y 280 nm en el
espectrofotémetro BioDrop uLITE® y almacenado a -81°C hasta su uso. La pureza del ARN
se determin6d con la relacion Azso/Azg0, considerandose como valores puros aquellos

mayores a 1.8, y la relacion Azeo/A230 con valores mayores a 1.5.

7.12 Evaluacion de la Integridad del ARN

La integridad fue evaluada por electroforesis en agarosa al 1.5% en buffer SB 1X
(acido bérico 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8.5) se cargaron las muestras de ARN (5 pl) con
Green Loading Buffer 6X (1 pl) a una migracién bajo un campo eléctrico de 90 V durante
30 minutos, en la camara de electroforesis horizontal Gel Box MidiPlus VWR®. Se utilizo un
marcador de peso molecular de 100 pb y se tifid6 con bromuro de etidio hasta que el

marcador de peso molecular fue visible con luz ultravioleta.

7.13 Retotranscripcion de ARN

La transcripcion inversa se realiz6 utilizando el kit GoScript Reverse Transcription System

de Promega® siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 3. Condiciones de la mezcla de reaccién para sintesis de cADN.

Reactivo Cantidad
ARN 1 pg/ul
Oligo dt 1l
Agua libre de nucleasas 10 ul
Total 12 ul

La reaccion se colocé 5 minutos a 65°C en el termociclador Swift™ MiniPro®, luego

el volumen de la muestra se ajusté a 20 ul, al agregar los siguientes reactivos:
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Tabla 4. Condiciones de la mezcla de reaccion para sintesis de cADN.

Reactivos Cantidad
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/ul) 1l

10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase 1 pl
Volumen total 20 ul

Tabla 5. Protocolo del termociclador para sintesis de cADN.

Segmento Temperatura  Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos
2. Desnaturalizacion 95°C 45 segundos
3. Hibridacion 60°C 30 segundos
4. Elongacion 72°C 12 segundos
5. Elongacién final 72°C 3 minutos

*Segmento 2, 3y 4 se repitieron por 40 ciclos.

7.14 Andlisis por PCR en tiempo real

El cADN se ajust6 a una concentracion de 50 ng/pl para todas las muestras con una
dilucion 1:5 en agua libre de nucleasas. Se realizaron mezclas en placas de 48 pocillos para
gPCR (Applied Biosystems® MicroAmp® -N8010560), gPCR SybGreen (PCR Master Mix,
Thermo-Scientific®) y los oligonucleotidos correspondientes (IBT © 2020 Integrated DNA
Technologies, Inc.) en dilucion 1:20 (10 ng).

Tabla 6. Condiciones de la mezcla de reaccién de PCR en tiempo real

Reactivos Cantidad
Master Mix 5l
Oligonucledtido Forward 50 ng/pl 1l
Oligonucledtido Reverse 50 ng/pl 1l
Templado (cADN) 50 ng/pul 1l
Agua libre de nucleasas 2l
Volumen total 10 ul

Se utilizaron las reacciones para el andlisis de los genes utilizando el termociclador
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System, con las condiciones demostradas

en la tabla 6.
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Tabla 7. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para RT-PCR.

Gen Oligonucleétido Fw Oligonucleétido Rv
Linfoma de células B2 (Bcl-2) GACTTCGCCGAGATGTCCAG GAACTCAAAGAAGGCCACAATC
El factor de transcripcion (Nrf2) AATGAGCTATTGGCAAGGTACC CTCTTCAGGAGAGTAGCTGTTG
Hemo oxigenasa 1 (HMOX1) CCTCCCTGTACCACATCTATGT GCTCTTCTGGGAAGTAGACAG
18S ARN ribosomal (18SrRNA) AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA

La cuantificacion de expresion relativa se determiné con el método AACH, utilizando

18SrRNA como gen constitutivo para la normalizacion con la siguiente ecuacion:

Expresion relativa = 2 “2ACt
AACt = ACt tratamiento — Cq gen constitutivo del tratamiento
ACt tratamiento = Cq gen problema de tratamiento — Cq gen constitutivo de tratamiento

ACt control = Cq gen problema del control — Cq gen constitivo del control

7.15 Andlisis Estadistico

Los datos de todas las variables cuantitativas que se obtuvieron fueron capturados
y ordenados en una hoja electronica de Microsoft Excel® para facilitar su andlisis. Se utilizd
el software Prism GraphPad para realizar la prueba de normalidad por D'agostino & Pearson
y el analisis de varianza (ANOVA) y se utilizé el post hoc Dunnett para comparaciones

multiples. Se considerd un nivel de probabilidad P<0.05.
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8 RESULTADOS

8.1 Citotoxicidad de los antagonistas de los receptores a y [ adrenérgicos

La citotoxicidad de los antagonistas de los receptores a y 3 adrenérgicos se evalud
cuantitativamente mediante un ensayo MTT y cualitativamente por la tincion sytox green.
Ambos ensayos de viabilidad mostraron que la doxazosina ejerce un efecto citotoxico
dependiente del tiempo y concentracion después de 24 h.
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Figura 11. Doxazosina reduce viabilidad celular en la linea celular HepG2. La prueba de MTT
de células HepG2 tratadas con doxazosina durante 24, 48 y 72h y la tincién sytox green muestran
un decremento tiempo y dosis dependiente relacionado con el control positivo para necrosis (células
HepG2 expuestas a 250 uM de peroxido de hidrégeno por 15 min). Los datos se representan como
la media + desviacién estandar (n=12).*Estadisticamente significativo en comparacién con el control
(células intactas) (* P: 0.022, ** P: 0.0025, **** P <0.0001) por analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion multiple de Dunnett.

La viabilidad de las células HepG2 comenz6 a disminuir a partir de la dosis 10 uM
con una viabilidad del 80% y con la dosis de 25 pM disminuye hasta un 50% en el
tratamiento de 24 h. Sin embargo, a 48 h y 72 h se puede analizar que la viabilidad es de

40% con la dosis de 0.5 uM, lo que nos indica una citotoxicidad alta. En la tincién de sytox
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green se observa que las células comienzan a disminuir y se tifien los nacleos de la mayoria
con las mayoria de las dosis.

Por otro lado, las células HepG2 expuestas a carvedilol aumentaron la viabilidad
celular con la dosis de 25 uM a 50% durante 24 h de exposicion, sin embargo, la viabilidad
disminuyo al 20% significativamente a las 48 h a las dosis de 01y 0.5 pM. En la exposicién
del farmaco a las 72 h, la viabilidad no muestra cambios, manteniéndose sin diferencias
con el control.
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Figura 12. Carvedilol induce proliferacion de las células HepG2. Viabilidad celular de células
HepG2 tratadas con carvedilol durante 24 48 y 72 h muestra un aumento en el primer periodo de
tiempo y una normalizacién a las 72 h. En la tincién sytox green se utilizaron células HepG2
expuestas a 250 uM de perdxido de hidrégeno como control positivo para la necrosis. Los datos se
representan como la media = desviacion estandar (n=12).*Estadisticamente significativo en
comparacion con el control (** P: 0.0062, *** P: 0.0006, **** P <0.0001) por analisis de varianza

(ANOVA) y comparacién multiple de Dunnett.

En la tincién de sytox green con exposicion de 24 h no se muestran tanto nlcleos
tefiidos lo que indica que carvedilol puede no ser tan citotoxico para la linea celular HepG2,
a comparacion del tratamiento de doxazosina. Las células con la dosis de 0.1 a 10 uM son

las que muestran menor cantidad de ndcleos tefiidos a comparacién con el control.
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En la figura 13 se observa que la tamsulosina tiene un comportamiento similar a
carvedilol a 24, 48 y 72 h muestra un aumento en la proliferaciéon en la interacciéon a 24 h
con las dosis de 10, 15y 25 uM, y cuando el tiempo de exposicion alcanza las 48 h la
viabilidad se reduce con las dosis de 0.1, 0.3 y 0.5 uM, sin embargo, a las dosis de 10 a 25
UM la viabilidad no es diferente al control, y a 72 h no existen diferencias significativas entre
todas las dosis y el control.
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Figura 13. Tamsulosina mantiene la viabilidad y posiblemente induce proliferacién en lalinea
celular HepG2. Viabilidad celular de células HepG2 tratadas con tamsulosina durante 24 h 48 h'y
72 h muestra un ligero incremento de la viabilidad. Los datos se representan como la media +
desviacion estandar (n=12). *Estadisticamente significativo en comparacion con el control, se
utilizaron células HepG2 expuestas a 250 uM de peréxido de hidrégeno como control positivo para
la necrosis. (*P: 0.049, ** P: 0.0027, ****P<0.0001) por analisis de varianza (ANOVA) y comparacion
multiple de Dunnett.

Para los tratamientos con tamsulosina se observa que la tincién de sytox green tiene
un mayor nimero de ndcleos tefiidos con las dosis de 10 y 25 uM en comparacion con las

dosis 0.1 y 0.5 uM gque tienen muerte celular basal igual al control.
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8.2 Determinacién de pretratamiento de curcumina

Se realizé6 un ensayo de viabilidad MTT para encontrar la concentracion de
curcumina capaz de proteger a las células HepG2 ante la posible citotoxicidad de los a/8
adrenobloqueadores, el pretratamiento se realiz6 con diferentes concentraciones (0.01,
0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25 pM) durante 24 h. Como se indica en la figura 14, la
pérdida de viabilidad celular inicia con una dosis =2 5 yM hasta la dosis de 25 uM que
disminuyo significativamente la viabilidad celular hasta un 70%. Por lo tanto, se seleccion6

la concentracion de curcumina 1 uM como tratamiento para experimentos posteriores.
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Figura 14. Hormesis de curcumina en células HepG2. La viabilidad celular comienza a disminuir
en la dosis mayor a 5 pM de curcumina. Los datos se representan como la media + desviacion
estandar (n=18).*Estadisticamente significativo en comparacion con el control (*P<0.05,
**+*P<(0.0001) por analisis de varianza (ANOVA) y comparacion multiple de Dunnett.
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8.3 Curcumina inhibe la citotoxicidad inducida por antagonistas de los receptores a vy 8

adrenérgicos

La viabilidad celular se analiz6 por medio del ensayo MTT Yy tincién sytox green.
Como lo muestran resultados previos, la exposicion de las células HepG2 a doxazosina,
carvedilol y tamsulosina durante 24 h indujo una citotoxicidad significativa. Sin embargo, el
pretratamiento con curcumina 1 uM durante 1 h antes de la exposicion a los antagonistas
mejoro significativamente la viabilidad resultando en un aumento en la viabilidad hasta no
mostrar diferencias significativas contra el control. Estos resultados sugieren que la

curcumina ejerce un efecto protector ante el posible estrés oxidativo.

El pretratamiento de curcumina en conjunto con doxazosina no muestra diferencias
significativas en comparacion con el control lo que nos indica que protege las células ante
el posible estrés oxidativo. En la figura 15 se observa de manera cualitativa con la tincion
de sytox green que las células mantienen la viabilidad con las diferentes dosis de

doxazosina.
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Figura 15. La curcumina reduce la citotoxicidad en las células HepG2 tratadas con
doxazosina. La curcumina protege las células HepG2 contra la citotoxicidad inducida por
doxazosina. La viabilidad celular se analizé con el ensayo MTT Yy tincidn sytox green, se utilizaron
células HepG2 expuestas a 250 uM de perdxido de hidrdgeno como control positivo para la necrosis.

Los datos se representan como la media + desviacion estdndar (n=12). *Estadisticamente

45



significativo en comparacién con el control (** P: 0.0025) por analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion multiple de Dunnett.

La curcumina en conjunto con carvedilol no muestra diferencias significativas en
comparacion con el control en la mayoria de las dosis lo que nos indica que protege las
células ante el posible estrés oxidativo y se observa como se regula el crecimiento celular
que se observa en la figura 12. También se observa en la tincion de sytox green que las
células en todas las concentraciones del medicamento se mantienen con el mismo nimero
de muertes que las células no tratadas (figura 16).
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Figura 16. La curcumina regula la proliferacion en las células HepG?2 tratadas con carvedilol. La
viabilidad celular se analizé cuantitativamente con el ensayo MTT y cualitativamente con la tincién
sytox green. Los datos se representan como la media + desviacion estandar (n=12).
*Estadisticamente significativo en comparacién con el control y células HepG2 expuestas a 250 uM
de peréxido de hidrégeno como control positivo para la necrosis. (**** P <0.0001) por andlisis de

varianza (ANOVA) y comparaciéon mdultiple de Dunnett.
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Se observa el mismo comportamiento que en la figura 16, ya que el tratamiento de
tamsulosina y curcumina no muestra diferencias significativas en comparacioén con el
control en la mayoria de las dosis lo que nos indica que protege las células ante el posible
estrés oxidativo y se observa como se regula el crecimiento celular que se observa en la
figura 12. También se observa en la tincion de sytox green que las células en todas las
concentraciones del medicamento se mantienen con el mismo ndmero de muertes que las
células no tratadas (figura 16).
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Figural7.Lacurcuminamantiene laviabilidad en las células HepG2 tratadas con tamsulosina.
La viabilidad celular se analizd6 ensayo MTT vy tincién sytox green, se utilizaron células HepG2
expuestas a 250 uM de peréxido de hidrégeno como control positivo para la necrosis. Los datos se
representan como la media * desviacion estandar (n=12). *Estadisticamente significativo en

comparacion con el control (** P: 0.0024) por andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion mdltiple
de Dunnett.
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8.4 Determinacién de transaminasas (AST y ALT)

La figura 18 muestra que las células HepG2 que no se les agregé ningun farmaco
(control) contienen bajas cantidades de AST y ALT intracelular basal. Sin embargo, después
de la exposicion a los medicamentos durante 72 h, las células mostraron dafio en la
membrana por permeabilidad debido al alto nivel de ALT y AST intracelular. La figura 18 A
y D nos indica que incluso con dosis de 0.1 uM, doxazosina puede permear hasta el
citoplasma y solo las dosis altas entran a mitocondria. La figura 18 B y E muestran que el
aumento de ALT se da solo con dosis altas de carvedilol de 25 pM y AST aumenta con la
dosis de 0.1 uM, pero las demas dosis no muestran diferencias significativas. Por ultimo, el
tratamiento de 72 h con tamsulosina muestra un comportamiento similar a doxazosina
debido a que ambos medicamentos son a adrenobloqueadores, pero tamsulosina muestra
un menor aumento de ALT y con AST no se observan diferencias entre las dosis y el control

solo con 25 puM.

o [c :
A Doxazosina (ALT) B Carvedilol (ALT) i Tamsulosina (ALT)
30 25
; T
20
—~ ~ 15
i =
2 2
I == T 10
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5
0 0
Control 0.1 puM 0.5 uM 10 uM 25 uM Control 0.1 pM 0.5 uM 10 uMm 25 M Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM
72 h 72 h 72 h
D Doxazosina (AST) E Carvedilol (AST) 5 Tamsulosina (AST)

(/L)
(U/L)

Control  0.1uM  O5uM 10 uM 25 um Control  0.1uM  05uM  10uM 25 M Control  0.1uM  05uM  10uM 25 uM

72h 72 h 72h

Figura 18. Cambios en la permeabilidad celular durante el tratamiento con los a y B
adrenobloqueadores mediante la determinacion de AST y ALT. Los medicamentos doxazosina,
carvedilol y tamsulosina aumentan la concentracion de transaminasas por lo menos con una dosis.
El contenido de ALT y AST fue determinado después de 72 h. Los datos se representan como la
media + desviacion estandar (n=6). *Estadisticamente significativo en comparacién con el control
(*P<0.05, **P<0.001 ****P<0.0001) por andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion mdltiple de
Dunnett.
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Los resultados de la figura 19, muestran como la curcumina controla la liberacion de
enzimas AST y ALT, gracias al posible efecto protector de la permeabilidad. En las células
tratadas con curcumina y doxazosina no se observa diferencia significativa entre el control
y las diferentes dosis (figura 19, A,B). Con carvedilol se presenta un incremento en ambas
enzimas AST y ALT con las dosis 0.1 y 0.5 pM. El medicamento tamsulosina con curcumina
solo presenta aumento en la enzima AST en las dosis més altas del tratamiento 10 y 25
MM, sin diferencias significativas en relacion con ALT. El control de curcumina 1 puM
curcumina no muestra diferencias significativas en relacion con el control, lo que nos indica

gue no altera las cantidades de AST y ALT intracelulares basales.
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Figura 19. La curcumina controla la liberacion de enzimas de dafio celular AST y ALT por un
posible cambio en la permeabilidad. La curcumina protegi6 a las células HepG2 contra el estrés
oxidativo inducido por los medicamentos doxazosina, carvedilol y tamsulosina. El contenido de ALT
y AST en las células con pretratamiento de curcumina y los a /B adrenobloqueadores fue
determinado después de 24 h. Los datos se representan como la media + desviacién estandar (n=6).
*Estadisticamente significativo en comparacién con el control (*P<0.05, **P<0.001, **** P<0.0001)

por analisis de varianza (ANOVA) y comparacion multiple de Dunnett.

8.5 Efectos de a y B adrenoblogueadores en la monocapa de las células HepG2

Los cambios morfologicos de las células HepG2 a nivel monocapa después de la

exposicion a los a y B adrenobloqueadores durante 24 h mostraron una disminucién en la
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interaccion entre las células a comparacion con el control, agregados de células
eosinofilicas con carvedilol y tamsulosina y balonizacion dependiente de la dosis con
doxazosina. En la figura 20 se observa el dafio general a la morfologia celular, y a la
monocapa con doxazosina se pierden las conexiones celulares y con carvedilol y
tamsulosina existen conglomerados celulares con las dosis de 25 uM. Sin embargo, cuando
se hace el pretratamiento con curcumina se observd que se protege la viabilidad y la
morfologia del cultivo celular durante una interaccion con doxazosina, tamsulosina y
carvedilol. Viéndose reflejado en la disminucion de la muerte celular, se mantiene la
integridad de la monocapa debido al aumento de interaccion entre las células, se visualizan
menos agregados celulares y disminuye la cantidad de células balonizadas (figura 21).

Control 0.1 uM 0.5 yM 10 yM 25 uM

Carvedilol Doxazosina

Tamsulosina

Figura 20. Efectos de doxazosina, carvedilol y tamsulosina sobre laintegridad de lamonocapa
de lalinea celular HepG2. Los principales cambios morfolégicos en las células se observan como:
alteracion de la monocapa, disminucion de la interaccion celular, agregados de células eosinofilicas
y balonizacién. En doxazosina los cambios observados son disminucion de la interaccién celular y
balonizacion y son dependientes de la dosis. Carvedilol y tamsulosina muestran agregados de
células eosinofilicas con las dosis de 10 y 25 uM. Los tratamientos durante 24 h se visualizaron

mediante tincion de hematoxilina y eosina (40x).
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Tamsulosina

Figura 21. La curcumina protege la integridad de la monocapa durante una interaccion con
los medicamentos ya probados antifibréticos. La curcumina disminuye la muerte celular,
mantiene la integridad de la monocapa, aumenta la interaccion entre las células, menos agregados
celulares y disminuye la balonizacion. Con curcumina y doxazosina la muerte celular y células
balonizadas disminuyeron hasta recuperar por completo la integridad de la monocapa. Con
curcumina en conjunto con carvedilol y tamsulosina no se observan agregados celulares
eosinofilicos. Los tratamientos durante 24 h se visualizaron mediante tincién de hematoxilina y eosina
(40x).

8.6 Efectos ultraestructurales de las células HepG2

Las células HepG2 mostraron cambios posiblemente pro-apoptéticos dependientes
del tiempo y de la dosis de los medicamentos, en la interaccion a 24 horas, se identificd que
las células HepG2 sufrian contraccion citoplasmatica, condensacion nuclear y
desprendimiento de las células vecinas (Fig. 22). Las células expuestas a dosis =2 10 uM de
los medicamentos presentaron caracteristicas como: balonizacion o redondeo celular,
condensacion de organulos citoplasméticos, seguido de la aparicion de irregularidades en
la superficie celular y formacién de vesiculaciones seguidas de fragmentaciéon celular y

aparicion de cuerpos apoptoticos.
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Doxazosina

Cgrvedilol

Tamsulosina

Figura 22. Efectos ultraestructurales de doxazosina, carvedilol y tamsulosina sobre las
células HepG2. Los efectos ultraestructurales en las células HepG2 expuestas a los a y B
adrenoblogueadores muestran cambios progresivos caracteristicos de la muerte celular programada
(apoptosis), los efectos fueron dependientes de la dosis de los medicamentos. Flecha (2): superficie
celular irregular con pliegues de la membrana celular, Asterisco (*): contracciéon celular con
formacion de vesiculas seguidas de fragmentacion, Numeral (#): balonizacion que resulta en
separacion de células vecinas, Mayor que (>): superficie celular irregular con proyecciones radiadas,
Punta de flecha (A): posible cuerpo apoptético. Los tratamientos durante 24 h se visualizaron bajo

un Microscopio Electrénico de Barrido (Aumento 3000x, barra de escala de 5 pm).

Sin embargo, cuando las células se exponen al tratamiento de curcumina en
conjunto con los a/p adrenobloqueadores (figura 23), la morfologia no muestran diferencias
entre las células tratadas y las células no tratadas (controles), las caracteristicas
morfolégicas que se pueden describir son: a) microvellosidades de las uniones
intercelulares normales, b) nlcleos o binlcleos de tamafio y forma normal, ¢) interaccion
entre células y morfologia normal, d) no se observa la formacién de vesiculas que indiquen

inicio de apoptosis 0 necrosis.
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Figura 23. La curcumina reduce las variaciones morfologicas relacionadas con dafio celular
ocasionadas por los farmacos a y B adrenobloqueadores. La morfologia de las células expuestas
a curcumina como tratamiento previo a los medicamentos presenta vellosidades y uniones
intercelulares normales sefialadas con una flecha (=), las células presentan nucleos o bindcleos de
tamafio y forma normal, no se observa la formacion de vesiculas o balonizacién celular lo que nos
indica que las células no estan en procesos de muerte celular (apoptosis o necrosis). Los
tratamientos durante 24 h se visualizaron bajo un Microscopio Electronico de Barrido (Aumento
3000x, barra de escala de 5 um)

8.7 Evaluacion de la expresidon genética de marcadores de estrés oxidativo en células

HepG2 vy deteccion de apoptosis

La expresion genética se evaluo, en células HepG2 expuestas al rango de dosis de
los af adrenobloqueadores de 0.1 a 25 uM por 24 h. Mediante la técnica de RT-PCR se
analizé la expresion del gen: factor de transcripcion Nrf2, hemo oxigenasa 1 (HO-1)
marcadores de estrés oxidativo, linfoma de células B2 (Bcl-2) gen anti apoptético y el gen
constitutivo 18S RNA ribosomal (18SrRNA). La integridad del RNA de las células tratadas
con los medicamentos en ausencia y presencia de curcumina fue analizada en el gel de
agarosa (figura 24, 1). La comprobacion de los oligonucleotidos forward y reverse se
observan en la (figura 24, 2) y la reaccion en cadena de la polimerasa para analizar la
calidad del cDNA se observa en la figura (24, 3) de muestras al azar y como comprobacion
de la retrotranscripcion se observan las bandas correspondientes a 700 pb del control

actina.
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MP A B C D E F

18srRNA

Figura 24. Validaciéon de la integridad de RNA y especificidad de los oligonucleotidos para
blancos y constitutivos. 1) Integridad de ARN de células HepG2 tratadas con doxazosina,
carvedilol y tamsulosina. 2) Comprobacion de oligonucleotidos forward y reverse usados en RT-PCR.
MP: marcador de peso molecular, Bcl-2: Linfoma de células B2, El factor de transcripcion (Nrf2),
HMOX1: Hemo oxigenasa 1 y 18srARN ribosomal. 3) Reaccion en cadena de la polimerasa de
muestras de cDNA con oligonucle6tidos control de actina: MP) Marcador de Peso Molecular A)
Doxazosina 0.1 uM B) Doxazosina 0.5 pM C) Tamsulosina 25 uM D) Tamsulosina 0.1 uM E)
Carvedilol 0.5 uM F) Carvedilol 25 pM.

Otro resultado a analizar es la curva de fusion de los productos, estas se obtuvieron
después de la amplificacion y como consecuencia del decaimiento de la sefial fluorescente
debido a la fusion dependiente de temperatura de los bancos. Se analiz6 la grafica de
amplificacién con la sonda SYBR Green y no se observan productos inespecificos o

dimeros de oligonucleotidos en ningun gen.

En la figura 25 se observan las pruebas de validacion de los oligonucleotidos
utilizados tanto blancos de expresion como constitutivos, ademas, se muestra la curva de
fusién de renaturalizacién y desnaturalizacion. Asi como los graficos de amplificacién para
el gen constitutivo 18srRNA donde se observa que amplifica en un rango de CT de
aproximadamente 20 ciclos. En la figura 26 se muestra la curva de fusion de
renaturalizacion y desnaturalizacién. Asi como los graficos de amplificacién para el gen anti
apoptatico Bcl-2 donde se observa que amplifica en un rango de CT de aproximadamente

20 ciclos.
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Figura 25. Curva de fusion y grafica de amplificacion de RT-PCR de expresion de 18srRNA en

células HepG2 en tratamiento con a/f adrenobloqueadores en ausencia y presencia de

curcumina. No muestran productos inespecificos o dimeros de oligonucleotidos.
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Figura 26. Curva de fusion y grafica de amplificacién de RT-PCR de expresién de Bcl-2 en

células HepG2 en tratamiento con a/f adrenobloqueadores en ausencia y presencia de

curcumina. No muestran productos inespecificos o dimeros de oligonucleotidos.

En la figura 27 se observa la expresion de los genes de células HepG2 tratadas con

doxazosina y co-tratamiento con curcumina y se puede ver en la figura 27 (A y D), el

tratamiento con doxazosina redujo la expresién de Bcl-2 y con curcumina aumento su

expresion. Los marcadores de estrés oxidativo Nrf2 y HO-1 mostraron una relacién dosis-

efecto y Nrf2 aumenté con las dosis bajas y disminuyé con el aumento de dosis

posiblemente debido a la muerte celular.
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Las caracteristicas morfolégicas de células apoptéticas inducidas por los
medicamentos se determinaron mediante tincion de naranja de acridina. Los resultados
demostraron que después de la incubacion de los doxazosina por 24 horas las células
HepG2 existen una serie de cambios morfoldgicos que incluyen vesiculacién y formacién
de cuerpos apoptoticos con relacién a las células control que muestran una morfologia
normal o con respecto a las células tratadas con curcumina, siendo el co-tratamiento con

curcumina un protector ante el posible efecto pro apoptético de doxazosina.

Los tratamientos con carvedilol un [ adrenobloqueador con propiedades
antioxidantes muestran el aumento de la expresién de Bcl-2 con las dosis de 0.1y 0.5 pM,
y un aumento dosis dependiente en Nrf2 con y sin curcumina. En el gen HO-1 se observa
un decremento conforme aumentan las dosis del medicamento con y sin curcumina.
Posiblemente con un efecto prooxidante cuando se hace el co-tratamiento con curcumina
ya gue en la tincién naranja de acridina se observa una mayor concentracion celular pero
también un aumento en la coloracién de posibles cuerpos apoptéticos o células con

vesiculas (figura 28).

Los tratamientos tamsulosina inducen el aumento en la expresion de Bcl-2 con las
dosis de 10y 25 uM y con el co-tratamiento de curcumina se observa un aumento de hasta
el doble, la expresiéon del gen Nrf2 con las dosis de 10 y 25 uM aumenta hasta 30 veces a
comparacion con el control y con curcumina disminuye la expresién. En el gen HO-1 se
observa un aumento con tamsulosina, sin embargo, con curcumina la expresion no muestra
cambios significativos con el control. La expresion genética nos indican que la tamsulosina
con curcumina no altera los marcadores de muerte celular ni los marcadores de estrés

oxidativo (figura 29).

El tratamiento con los a y [ adrenobloqueadores muestra una coloracién
dependiente de la dosis similar a la del control de H;O, que refleja células altamente
comprometidas con una alta coloraciéon roja que indica contraccién de a membrana y
formacion de vesiculas como respuesta a muerte apoptética. La tincién naranja de acridina
nos indica que con el tratamiento de curcumina en sinergia con los medicamentos existe
una reduccion en la coloracion roja que se puede comparar con la coloracion en células

sanas (control) ya que se observa una tincion distribuida en el citoplasma.
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Expresion relativa

Expresién relativa

Figura 27. Efecto protector de la curcumina en el co-tratamiento con doxazosina mediante la
posible activacion de marcadores de regulacién de estrés oxidativo. 1) En ausencia de la
curcumina se observé disminucién en la expresion de Bcl-2, en presencia de la curcumina aumento
la expresion de Nrf2 controlando la apoptosis, la expresién de Nrf2 muestra un decremento
dependiente de la dosis y HO-1 incremento. 2) Deteccidn de células apoptéticas (flecha) en células

HepG2 expuestas a doxazosina en presencia o ausencia de curcumina, existe mayor tincién de
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vesiculas en el tratamiento con doxazosina. Los tratamientos durante 24 h se visualizaron mediante

tincion naranja de acridina (20x).
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Figura 28. El co-tratamiento de carvedilol y curcumina afecta la activacion de marcadores de
regulacion de estrés oxidativo y las células son susceptibles al proceso de apoptosis. 1)
Aumento en la expresion de Bcl-2 y Nrf2. Decremento en la expresion de HO-1 en ausencia y
presencia de curcumina. 2) Deteccion de células apoptéticas (flecha) en la linea celular HepG2 con
carvedilol la tincién no muestra diferencias al tratamiento de curcuminay carvedilol. Los tratamientos
durante 24 h se visualizaron mediante tincién naranja de acridina (20x).
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regulacion de estrés oxidativo y por lo tanto no se inicia el proceso apoptético regulado por
Bcl-2. 1) Cambios en la expresion de los genes Bcl-2, HO-1 y Nrf2 generados por la interaccion de
la tamsulosina con las células HepG2, en presencia y ausencia de curcumina aumenta la expresion
de Bcl-2 y Nrf2. 2) Deteccion de células apoptéticas (flecha) en la linea celular HepG2 con el
tratamiento de tamsulosina las células aumentaron la coloracion y con curcumina se disminuyeron

las células apoptoticas. Los tratamientos durante 24 h se visualizaron mediante tincion naranja de
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Figura 29. El co-tratamiento de curcumina con tamsulosina no altera los marcadores de



9 DISCUSION

En relacion con los antecedentes donde se utilizan los medicamentos en la fibrosis
hepéatica se han observado cambios morfolégicos y alteracibon en marcadores de
proliferacion hepética. A partir de estos resultados se desarrollé el presente proyecto donde
observamos estos principales hallazgos: 1) citotoxicidad, 2) cambios morfol6gicos y 3)
cambios en la expresion de genes de respuesta antioxidante y de muerte celular en
hepatocitos. Estas alteraciones morfoldgicas, en citotoxicidad y expresién han sido

reguladas por el pretratamiento con curcumina.

En el estudio de (Gonzalez-Juanatey et al., 2003) se investigo la citotoxicidad de
diferentes alfa adrenobloqueadores doxazosina, prazosina, 5-metilirapidil y teratozina en
células HL-1 (derivadas de cardiomiocitos) como modelo in vitro porque mantienen el
fenotipo y los elementos intracelulares y de superficie celular. Se reporta que todos los alfa
adrenoblogueadores doxazosina y prazosina indujeron apoptosis de manera dosis
dependiente y doxazosina muestra cambios significativos en disminucion de viabilidad con
la dosis de 0.1 pM/L, estos resultados fueron confirmados con tinciébn de Hoechst y los
estudios se hicieron de 24, 48 y 72 h. En nuestros resultados se puede observar que
doxazosina tiene el mismo comportamiento dosis y tiempo dependiente. Se muestran
cambios en la viabilidad a partir de la dosis de 0.1 uM a 24 horas y se confirmaron los
resultados con la tincién sytox green. Sin embargo, carvedilol (B adrenobloqueador) con
actividad antioxidante y tamsulosina antagonista selectivo de los adrenoceptores alAy alB
mostraron un aumento significativo en la viabilidad celular dependiente de la dosis a 24 h,

y después de 72 h el mecanismo de proliferacién celular fue normalizado.

La doxazosina es el Unico de los tres medicamentos usados en el presente trabajo
con una alta citotoxicidad, esta caracteristica adversa de la doxazosina también ha sido
reportado por diferentes autores entre ellos (Garrison et al., 2006), que describen a la
doxazosina como agente citotéxico a dosis de 25 UM en lineas celulares epiteliales de
préstata, por esta razén se utilizé esta dosis en este trabajo como marcador de dafio. El
mecanismo de dafio propuesto es a través del aumento de la activacion de la caspasa 8
por la formacion del complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC) la caspasa 8 puede
detener el ciclo celular en la fase G2-M y activar la caspasa 3 asi como la tBid encargada

de la liberacién del citocromo c en el receptor BAX/Bak (Desiniotis & Kyprianou, 2011). Esto
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resulta como la liberacion de factores inductores proapoptéticos relacionados con estrés
mitocondrial: citocromo ¢ Smac/DIABLO, AMID y AIF (Harris et al., 2007).

Forbes et al., en (2016) reporto que la mayor activacion de la caspasa 3 en la linea
celular CaP es con el tratamiento de doxazosina, en el estudio se utilizaron diferentes a
adrenobloqueadores: teratozina, silodosina, tamsulosina y alfuzosina. Doxazosina aumenta
hasta 6 veces mas la activacion de la caspasa 3 en las células que son dependientes de
andrdgenos, es decir, estas células son mas sensibles a la toxicidad del medicamento. La
caspasa 3 es un marcador de apoptosis que se activa por medio de DISC por el aumento
de FADD (Batty et al., 2016).

Los estudios de (Forbes et al., 2016) también compararon la citotoxicidad de
doxazosina y tamsulosina y demostraron que existe un aumento dependiente de la dosis
en la activacion de la caspasa 3 seguida de respuesta apoptotica cuando existe la estructura
quinazolina para confirmar esto se reportd un decremento de HIF-1 que es un mediador de
resistencia en la linea LNCaP después de que se expusieron a quinazolina. En nuestro
trabajo también se compararon ambos a adrenobloqueadores a nivel citotdxico y
doxazosina muestra mayor decremento en la viabilidad celular incluso en tratamientos de
24 h se propone debido a que doxazosina tiene una estructura basada en quinazolina y

tamsulosina en sulfonamida.

Se demostro en las investigaciones de (Lin et al., 2007) que doxazosina provoca un
aumento en la fragmentacion del ADN, detencidn del ciclo celular en la fase G2 y apoptosis
por la inactivacion de CDK1. También, se sugiere que la doxazosina interrumpe el ciclo
celular por las quinazolinas gracias a la inhibicion competitiva de ATP de la tirosina quinasa
y la inhibicién de la fosforilacién de PI3K de los receptores HER2, EGF y VEGF (Anglin et
al., 2002).

(Desiniotis & Kyprianou, 2011) propusieron que, en adicion al dafio por citotoxicidad,
la quinazolina altera la integridad del ADN por la intercalacion, fenébmeno que ocurre en
guimioterapias con antraciclinas. En comparacion con nuestro trabajo donde se us6 una
dosis de 25 uyM como indicador de dafio, se demostré que la doxazosina a esa dosis
fragmenta el ADN porgue inhibe la topoisomerasa 1 e incrementa la apoptosis y detencién

del ciclo celular que tiene como efectos la disminucion de supervivencia celular y no existe
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la migracion ni adhesion celular (Tahmatzopoulos et al., 2005). Efectos que no han sido
probados en tamsulosina.
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Figura 30. Mecanismos citotoxicos propuestos a los a-antagonistas basados en quinazolina.

Imagen modificada de (Batty et al., 2016).

(Partin et al., 2003) demostraron que las quinazolinas regulan negativamente VEGF,
gue resulta en la reduccion de la represion del receptor TGF-f y es responsable de la
transcripcién de varios factores de apoptosis asi como del aumento de IkBa; el inhibidor de
NF-kB (Anglin et al., 2002; Desiniotis & Kyprianou, 2011). (Forbes et al., 2016) también
demostraron que existe un aumento en diferentes factores de estrés como p38a y MAPK,
en las células PCa tratadas con a-antagonistas, lo que indica que se activd TGF-B. La
inhibicion de esta via de sefalizacién bloquea Bcl-2, un factor inhibidor de anoikis que se
identifica en CRPC y es un mediador de la inmunidad celular a través de mutaciones de la

via de derivacion (Desiniotis & Kyprianou, 2011) (Figura 30).

Diversos autores han estudiado el uso de la curcumina con fines terapéuticos, por
sus propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes (Hatcher, Planalp, Cho,

Torti, & Torti, 2008). Es un excelente candidato por su baja toxicidad. Aunque una de las
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principales caracteristicas de la curcumina, es poseer propiedades antioxidantes y
prooxidantes que estan estrechamente relacionadas con los procesos de muerte celular y
autofagia. Por esta razon se hizo una estandarizacion con ensayo MTT para determinar la
concentracion de curcumina que no indujera muerte celular en la linea celular HepG2 y

encontrar una dosis para posteriores experimentos (figura 14).

En investigaciones in vitro de (Rainey, Motte, Aggarwal, & Petit, 2015) se informd
gue la curcumina en dosis muy bajas (<1 uM) se comporta como antioxidante, pero a dosis
medias en un rango de (5 a 10 uM) se comporta como un inductor de autofagia por la
reduccion de la acetilacion de proteinas citoplasmaticas (Pietrocola et al., 2012) y bloquea

el ciclo celular, por ultimo con dosis mayores a 25 puM, se induce la muerte celular.

Gracias a esto decidimos hacer un ensayo de MTT con diferentes concentraciones
con rangos de 0.01, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 25 uM durante 24 h, y observamos
gue las dosis < 1 uM incluso aumentaron la viabilidad a comparacion del control, las células
tratadas con dosis = 5 uM disminuyeron significativamente la viabilidad. Por esto se decidié

usar la concentracién de 1 uM.

(Moustapha et al., 2015) demostré en estudios in vitro en células Huh-7 que la
curcumina es absorbida rdpidamente por las células, en una proporcién 1/20 a comparacion
con la concentracién externa debido a que es lipofilica y puede acumularse en las
membranas intracelulares. Ademas, detectaron curcumina a nivel de reticulo endoplasmico
y lisosomas. En otro experimento demostraron que la curcumina desestabiliza la

mitocondria que se manifiesta con la caida de AW,y produccién de ROS.

Se sugiere que la curcumina es un mediador de la apoptosis celular a través de la
desestabilizacién lisosomal, ya que cuando logra entrar a la célula desestabiliza la
membrana lisosomal que desencadena en liberacién de enzimas lisosomales en el citosol
e induce metaloproteinasas de matriz extracelular por la escisién de Bid y deslocalizacién
de Bax que termina como inflamacién mitocondrial, liberacién del citocromo C y produccién
de ROS. Posteriormente el exceso de ROS desestabiliza la integridad de la membrana
lisosomal y mejora la permeabilizacién de la membrana lisosomal de las células tratadas

con curcumina (Moustapha et al., 2015).
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Nuestros resultados de viabilidad celular con pretratamiento de curcumina 1 pM
mostraron una recuperacion de la viabilidad celular en MTT como en tincién sytox green
hasta de un 100% a comparacion con las células control. Posiblemente debido a que los
medicamentos doxazosina, carvedilol y tamsulosina inducen estrés oxidativo en las células
y la curcumina induce procesos de "supervivencia" autofagica, que intentan descartar las
mitocondrias no funcionales y salvar a las células de una mayor destruccion. Sin embargo,
si el contraste inicial entre la apoptosis y la autofagia no tiene éxito, una tercera via conduce
a la muerte celular. En este caso, la permeabilizacion de la membrana lisosomal da como
resultado la liberacion de catepsinas que activan la caspasa 8 y 3/9, para garantizar la

muerte de las células (Moustapha et al., 2015).

Por lo tanto, los a y B adrenobloqueadores podrian estar causan disfuncién de
plegamiento de proteinas, y proteinas acumuladas mal plegadas/desplegadas e inducir
estrés reticular, gracias a un desequilibro en el estado redox, o por la alteracién de la funcién

del RE, como la glicosilacién y el transporte al complejo de Golgi (Kaufman, 1999).

En un estudio se demostré que la autofagia podria ser activada por los inductores
clasicos de estrés reticular en células de mamiferos. Sin embargo, la autofagia reduce el
estrés del RE y reduce la muerte celular en las células cancerosas, pero no en las no

transformadas (Ding et al., 2007).

El estrés oxidativo es considerado como un estimulo apoptoético importante en
diferentes enfermedades y las produccién de ROS pueden desencadenar la apoptosis
(Yoon et al., 2017). Las principales enzimas indicadoras de estrés oxidativo y dafio hepatico
son MDA, AST y ALT. La MDA es el producto final de la peroxidacion lipidica y los niveles

de MDA reflejan la extension del dafio celular debido al estrés oxidativo (Torun et al., 2009).

Estudios previos han demostrado en un modelo de células HepG2 el efecto del
glicirrizato (un antioxidante) en los sistemas de defensa antioxidantes analizando los niveles
de AST, ALT y MDA con y sin H,O;, demostrando que el HOzinduce aumento de AST, ALT
y MDA vy reduccion en la actividad de SOD y el pretratamiento con glicirrizato protegié
eficazmente a las células HepG2 del dafio inducido y disminuyé el nivel de ALT, AST y MDA
(Su et al., 2016).
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Con base en lo anterior en el presente trabajo se analizaron las enzimas AST y ALT
de las células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de a y B adrenobloqueadores
y se observd un aumento en ambas enzimas con la concentraciones de 0.1 y 10 uM de
doxazosinay 0.1y 25 uM carvedilol y 0.1 uM de tamsulosina, sin embargo, el pretratamiento
de curcumina disminuy6 el nivel de AST y ALT contrarrestando el efecto oxidante de los

medicamentos.

(Faa et al., 1994) estudiaron el efecto de la cicloheximida en células hepéticas a
nivel histolégico con tincion de hematoxilina y eosina como en el nivel ultraestructural con
microscopia electronica de barrido. Describieron las etapas de apoptosis en hepatocitos de
rata, en cuatro fases secuenciales: 1) contraccion celular, 2) fragmentacion celular, 3)
liberacién de globulos en los sinusoides, 4) fagocitosis y digestion de los glébulos por
hepatocitos y células Kupffer. Otra de las caracteristicas observadas en los hepatocitos fue
ultraestructuras de coloracion blanca o con mayor brillo en la fotografia, debido a la pérdida
progresiva de agua, y esto sugiere una fragmentacion progresiva del cuerpo celular y cada

fragmento da lugar a un cuerpo apoptético.

En nuestro trabajo los resultados de las ultraestructuras analizadas con microscopia
electrénica de barrido indican que doxazosina, carvedilol y tamsulosina inducen proceso
pro apoptoticos que son dependientes de la dosis, sin embargo, doxazosina muestra mas
cambios morfoldgicos como balonizacion y separacion de las células que resultan en
formacion de vesiculas o cuerpos apoptoticos y tamsulosina muestra menores cambios en
las células como superficies irregulares con proyecciones radiadas. Con el tratamiento de
curcumina la morfologia celular presenta vellosidades y uniones intercelulares normales sin

presencia de vesiculas, lo que indica que inhibe el proceso apoptético.

En la evaluacién de la monocapa celular por hematoxilina y eosina se observa que
los a y B adrenobloqueadores alteran la formacién de la monocapa y disminuyen la
interaccion celular y existen agregados eosinofilicos o fase 3 del proceso apoptético, sin

embargo, con curcumina se restablece la monocapa y la interaccion celular.

De acuerdo con (Brenner, Galluzzi, Kepp, & Kroemer, 2013) el higado est4 expuesto
a estimulos bioldgicos y quimicos, y los hepatocitos deben mantener la homeostasis celular.
Los procesos clave en este contexto son la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico,

la autofagia y la respuesta al estrés redox.
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La apoptosis puede ser activada por via intrinseca o extrinseca, en ambas vias las
caspasas son un grupo de cisteina proteasa especifica del aspartato, que tienen un papel
clave en el proceso de la apoptosis inducida por el estrés oxidativo. Inicialmente la caspasa-
3 es un efector importante en el proceso apoptético, y la caspasa-9 es un iniciador de la
caspasa-3 en la via dependiente de la mitocondria (B. Jiang, Xiao, Shi, Liu, & Xiao, 2005).

En el estudio de Su et al., en (2016) células HepG2 se sometieron a un tratamiento
con HxOzy se reportd un aumentd la expresion de caspasa-9 indicativo de la activacion de
la via apoptética mitocondrial por estrés oxidativo. Después de la activacion de la cascada
de caspasas las proteinas Bcl-2 son las reguladoras de la liberacion del citocromo c y la
activacion de las caspasas mitocondriales. Bcl-2 es el principal protector contra la muerte
celular y las proteinas Bax promueven la apoptosis, en el estudio se demostr6 que el

glicirrizato (antioxidante) inhibe la expresién de Bax y aumenta Bcl-2.

En nuestro estudio los tratamiento de los a y 3 adrenobloqueadores con curcumina
en las células HepG2 aumentaron la expresion relativa en el gen Bcl-2, por lo que se podria
concluir que la muerte celular resultado de los tratamientos con los medicamentos esta
regulada por las proteinas de la familia Bcl-2 y su baja expresion induce liberacion del
citocromo c de las mitocondrias dafiadas que se une a la molécula adaptadora APAF-1y a
una caspasa iniciadora que se encuentra inactiva (procaspasa 9) dentro del complejo
multiprotéico llamado apoptosoma, que conduce a la activacion de la caspasa 9 y termina
como la activacion de las caspasas 3y 7 que produce cambios morfolégicos y bioquimicos
asociados con la apoptosis (Su et al., 2016). Por lo tanto, la expresién positiva de Bcl-2 de
curcumina puede ser un mecanismo clave para regular la antiapoptosis inducida por ROS

en células HepG2.

Estudios de (Singh et al., 2006) demostraron que Nrf2 influye en la resistencia a los
farmacos en funcién de su propiedad para inducir enzimas desintoxicantes, proteinas
antioxidantes y transportadoras de farmacos. Aungue el mecanismo todavia se desconoce
Niture & Jaiswal, (2012) demostraron que Nrf2 puede reducir la muerte celular por apoptosis
en células HepG2 por la resistencia a farmacos. Nrf2 puede aumentar la regulacion de la
proteina anti apoptética Bcl-2 y disminuir Bax, el citocromo c es liberado de las mitocondrias,
se activan las caspasas y hay una disminucién de la fragmentacién del ADN y hay una

reduccion significativa de la muerte celular apoptética y aumento supervivencia.
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(Niture & Jaiswal, 2012) demostraron en cinco lineas celulares entre ellas HepG2
gue la regulacion positiva de Bcl-2 puede ser mediada por Nrf2 y puede disminuir la
apoptosis y llevar a la supervivencia celular y resistencia a farmacos. Reportaron que la
inhibicién de Bcl-2 en células activadas por t-BHQ/Nrf2 aumenté la muerte celular y redujo
la supervivencia celular en comparacion con t-BHQ/Nrf2/Bcl-2 células activadas. Estos
resultados sugieren que la activacion de Nrf2 y el aumento de Bcl-2 contribuyen a la
regulacion de Nrf2 de la muerte y supervivencia celular apoptoética celular. También se
hicieron estudios de mutagénesis por delecién y transfeccion y estos identificaron AREr3
entre los nucleétidos 3148 y 3140 del promotor del gen Bcl-2 como el elemento de ADN

que se unia a Nrf2 y activaba la expresion del gen Bcl-2.

Nrf2 regula positivamente de manera coordinada la expresion del gen Bcl-2 junto
con un conjunto de genes citoprotectores que codifican enzimas desintoxicantes, proteinas
antioxidantes y transportadores de farmacos (Kaspar et al., 2009). Por lo tanto, se puede
reportar que la activacion de las proteinas protectoras contra estrés oxidativo como HO-1y
Bcl-2 contribuyen a la reduccion de la apoptosis y al aumento de la supervivencia celular
(Niture & Jaiswal, 2011).

Se ha demostrado en cultivo celular de astrocitos que la induccién de HO-1 por
curcumina se asocia con cambios transitorios y marcados en la proporcién intracelular de
GSH/GSSG, debido a que Keapl contiene residuos de cisteina altamente reactivos; y
aunque actualmente se desconoce la modificacion quimica que sefiala la disociacion del
complejo Keapl-Nrf2, existe una modulacién especifica de tioles por electréfilos en Keapl
gue podria promover un cambio conformacional que libere la proteina Nrf2, favoreciendo
asi su translocacion al nucleo. Se propone que la curcumina puede funcionar como
receptora de la reacciébn de Michael como inductora de enzimas desintoxicantes por la
reactividad del grupo tiol (Dinkova-Kostova et al., 2001). El hecho de que el donante de tiol
N-acetil-L-cisteina sea incapaz de prevenir el aumento de la actividad de la hemo oxigenasa
por los tratamientos con curcumina puede indicar que los compuestos poli fendlicos
reaccionan con cisteinas selectivas ubicadas en factores de transcripcion u otras proteinas

involucradas en las vias de transduccion de sefiales (Balogun et al., 2003).

En la figura 9 se muestra un posible mecanismo del papel de la curcumina en la ruta
de Nrf2 y Bcl-2 en la reduccion de la apoptosis y supervivencia celular. La administracion

de curcumina (antioxidante) lleva a la disociacion de Nrf2 de Keapl, Nrf2 se estabiliza 'y se
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transloca al ndcleo donde se une a la respuesta del elemento antioxidante (ARE) en la
regién promotora del gen Bcl-2, lo que resulta en un aumento en la transcripcion del gen
Bcl-2 y genes de respuesta al estrés oxidativo como HO-1. El aumento en las
transcripciones del gen Bcl-2 se traducen en un aumento en la proteina Bcl-2 vy
desencadena una disminucion significativa de Bax, liberacion de citocromo c, caspasas 3/7
y culmina con la supervivencia celular debido a la reduccion de la apoptosis reflejado en la

expresion genética de estos genes y disminucién de células tefiidas con naranja de acridina.

En estudios in vitro, en células HepG2 de (Plemel et al., 2017) se estudiaron los
mecanismos de muerte celular a partir de la sefial roja de la tincion de naranja de acridina
de diferentes compuestos generadores de estrés oxidativo como H,O,. Relacionando una
mayor sefial con la fragmentacion de estructuras celulares e inicio del proceso apoptético.
El control positivo de dafio mostraba alta coloracion roja dentro del nucleo. En nuestro
trabajo se observa que los tres medicamentos inducen la respuesta apoptética dependiente
de la dosis por el aumento de coloracion en las células comparadas con nuestro control de
dafio (H202) sin embargo cuando se analizaron las células con curcumina esta sefial roja

disminuyo probando que puede tener un efecto anti-apoptético.

En este estudio, el tratamiento con curcumina puede aminorar los dafios por estrés
oxidativo, sin embargo, se observo en la expresion genética de los marcadores de estrés
oxidativo y la tincion naranja de acridina del tratamiento de curcumina y carvedilol podrian
estar causando apoptosis en las células debido a un efecto prooxidante, posiblemente
debido a que segun estudios previos de (Budni et al., 2012) se ha sugerido que carvedilol
tiene propiedades protectoras ante enfermedades cardiovasculares por su efecto
antioxidante. (Nakamura et al., 2002) determino que los niveles de perdxidos de lipidos se
elevan con miocardiopatia dilatada y el carvedilol reduce la peroxidacion de lipidos. El
carvedilol, al ser un agonista especifico de los AR B1 y B2, activa selectivamente la
sefalizacion mediada por B-arrestina (Wisler et al., 2007) y también se ha demostrado que
activa la sefalizacion de EGFR-ERK, que protege a los cardiomiocitos a través de la B-
arrestina 1 (Kim et al., 2008). Por lo que no es recomendable utilizar un co-tratamiento con

el antioxidante curcumina y carvedilol.
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10 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostrd que el antioxidante curcumina protege a las
células HepG2 de los efectos secundarios de estrés oxidativo causados por el tratamiento

con a adrenobloqueadores (doxazosina y tamsulosina) y B adrenobloqueador carvedilol.

Doxazosina disminuye la viabilidad celular, dependiendo del tiempo de exposicion y
de la concentracion, asi mismo, altera la morfologia normal de la linea celular HepG2 a una
forma balonizada que coincide con un proceso de autofagia celular que finalizara en
apoptosis. La curcumina disminuye los cambios morfologicos en la linea celular HepG2 y
aumenta la viabilidad de las células tratadas con doxazosina posiblemente debido a un

incremento en la expresion de los mecanismos antioxidantes generados por la via de Nrf2.

Carvedilol y tamsulosina muestran un aumento en la proliferacion celular
dependiente de la dosis y modifican la morfologia celular, sin embargo, la curcumina regula

estos efectos secundarios.

Con base a los antecedentes del proyecto y a los resultados obtenidos, y en
proyeccion a un modelo in vivo con fibrosis hepética inducida, se infiere que la curcumina
puede generar las condiciones necesarias para que se dé el proceso de regeneracion del
parénquima hepatico, una vez que se dio la regresion de la fibrosis dada por los
tratamientos con los a adrenobloqueadores (doxazosina y tamsulosina) y B

adrenobloqueador carvedilol.
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APENDICE

Solucién de a/f adrenoblogueadores

Tabla 8. Solucion madre de doxazosina, tamsulosina y carvedilol

Doxazosina Tamsulosina Carvedilol

Concentracion 0.010M 0.010 M 0.010 M
Volumen 182 ul 220 pl 230 pl
Gramos 0.001 gr 0.001 gr 0.001 gr

Peso Molecular  547.58 g/mol  444.97 g/mol  406.47 g/mol

=  Caélculos:

547.58 -5

0.001 gr/
mol _ 4 910 mM

Gramos /
Peso Molecular _
Litros solucion 0.000182 L

Sol. madre Doxazosina =

0.001 gr
Gramos / /
. Peso Molecular 444.97 g/mol
L. T 1 = = =0.01 M
Soffi Tamsulosina Litros soluciéon 0.000220 L R
0.001 gr
Gramos / 8 /
: Peso Molecular 406.47 g/mol

Sol. madre C dilol = = =0.010 mM

"R i Litros soluciéon 0.000230 L b

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 1 milimolar (0.001 M)

0.001 molar (60 microlitros ) . . o ]

Volumen = = 6 microlitros solucion madre medicamento

0.01 molar
60 microlitros — 6 microlitros medicamento = 54 microlitros medio suplementado
+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 25 micromolar (0.000025 M)

0.000025M (1 ml) . . .. .
Volumen = = 25 microlitros solucion madre medicamento
0.001 molar

1000 microlitros — 25 microlitros medicamento = 975 microlitros medio suplementado
+» Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 15 micromolar (0.000015 M)

0.000015M (1 ml) . . .. .
Volumen = = 15 microlitros solucion madre medicamento
0.001 molar
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1000 microlitros — 15 microlitros medicamento = 985 microlitros medio suplementado

R/

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 10 micromolar (0.000010 M)

0.000010 M (1 ml )

Volumen = = 10 microlitros soluciéon madre medicamento
0.001 molar

1000 microlitros — 10 microlitros medicamento = 990 microlitros medio suplementado

R/

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 1 micromolar (0.000001 M)

0.000001 M (1 ml)

Volumen = = 1 microlitros solucion madre medicamento
0.001 molar

1000 microlitros — 1 microlitros medicamento = 999 microlitros medio suplementado

R/

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 0.5 micromolar (0.0000005 M)

0.0000005 M (1 ml)

Volumen = 0.000001 molar = 500 microlitros solucion madre medicamento

1000 microlitros — 500 microlitros medicamento = 500 microlitros medio suplementado

R/

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 0.3 micromolar (0.0000003 M)

0.0000003 M (1 ml)

Volumen = T ol = 300 microlitros solucion madre medicamento

1000 microlitros — 300 microlitros medicamento = 700 microlitros medio suplementado

®

+ Doxazosina, tamsulosina y carvedilol 0.1 micromolar (0.0000001 M)

0.0000001 M (1 ml)

Volumen = 0.000001 molar = 100 microlitros solucion madre medicamento

1000 microlitros — 100 microlitros medicamento = 900 microlitros medio suplementado
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Tabla 9. Concentracion y pureza de ARN de células HepG2 con o/ adrenobloqueadores.

Doxazosina

Control 0.1 uMm 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentraciéon ng/ul 430.4 837.6 450.4 78.4 625.6
260/230 2.03 2.029 2.004 1.75 1.921
260/280 1.928 1.939 1.935 1.922 1.96
Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentracion ng/ul 480.8 496.8 428.8 897.6 437.6
260/230 2.162 2.119 2.119 2.086 2.188
260/280 1.97 1.978 1.978 1.965 1.968

Carvedilol

Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentracién ng/ul 508.8 1216 442.4 400.8 541.6
260/230 2.149 2.165 2.079 2.141 2.149
260/280 1.963 1.959 1.947 1.927 1.945
Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentraciéon ng/ul 2276.8 1588.8 2011.2 556.8 1653.6
260/230 1.844 2.106 1.981 2.161 2.122
260/280 1.659 1.906 1.819 1.939 1.895

Tamsulosina

Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentracion ng/pl 547.2 853.6 805.6 820 511.2
260/230 2.144 2.151 1.925 2.026 1.395
260/280 1.966 1.976 1.971 1.967 1.925
Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentracion ng/pl 856.8 1198.4 344 886.4 733.6
260/230 2.092 2.027 2.205 2.098 2.178
260/280 1.991 2.005 1.991 2.007 2.002
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Tabla 10. Concentracion y pureza de ARN de células HepG2 con a/f adrenobloqueadores en
cotratamiento con curcumina.

Doxazosina + CURCUMINA

Control 0.1 pM 0.5 pM 10 pM 25 uM

Concentraciéon ng/ul 552 924.8 881.6 626.4 1200
260/230 2.123 2.137 1.968 2.055 1.689
260/280 1.922 1.917 1.917 1.933 1.913
Control 0.1 pM 0.5 pM 10 uM 25 uM

Concentracion ng/ul 465.6 401.6 339.2 483.2 336.8
260/230 2.064 2.1 2.109 2.134 2.137
260/280 1.902 1.88 1.91 1.924 1.914

Carvedilol + CURCUMINA

Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentraciéon ng/ul 400.8 175.2 291.2 249.6 291.2
260/230 2.352 1.911 2.111 2.889 2.141
260/280 1.965 1.921 2.056 2.108 1.916
Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentraciéon ng/ul 697.6 804 1162.4 737.6 451.2
260/230 2.052 2.171 2.185 2.18 2.136
260/280 1.955 1.963 1.958 1.949 1.952

Tamsulosina + CURCUMINA

Control 0.1 uM 0.5 uM 10 um 25 uM

Concentracion ng/pl 852 1917.6 2194.4 973.6 637.6
260/230 2.105 2.035 1.842 2.15 2.103
260/280 1.958 1.889 1.72 1.95 1.963
Control 0.1 uM 0.5 uM 10 uM 25 uM

Concentracion ng/pl 588.8 998.4 1373.6 1073.6 751.2
260/230 2.085 2.155 2.162 2.14 2.046
260/280 1.927 1.923 1.91 1.917 1.882
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