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RESUMO

O mesilato de doxazosina ¢ utilizado na clinica para o tratamento de hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva e hiperplasia benigna de prostata (BPH). Porém, muitos
estudos demonstram seu potencial antineoplasico, principalmente para tratamento de
glioblastomas. O teste de CBMN (Cytokynesis-block micronucleus) ¢é extensivamente
utilizado na epidemiologia celular e citogenética para determinar a presenca € a extensao de
dano cromossdmico. Este teste detecta agentes genotoxicos clastogénicos e aneugénicos
através da analise de alteragdes génicas como micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas
(PN) e brotos nucleares (BrN). Considerando que poucos trabalhos relatam a capacidade
genotdxica da doxazosina e visando suas novas aplicagdes terapéuticas, se torna importante
que haja uma avaliacdo do seu potencial mutagénico. Portanto, o objetivo do nosso estudo foi
avaliar o potencial citotéxico e mutagénico do mesilato de doxazosina, através da técnica de
CBMN in vitro, na linhagem de glioma de rato (C6). Para isso as células foram submetidas ao
tratamento com mesilato de doxazosina em concentragdes de 3uM a 250uM em conjunto
com citocalasina (2,5 pul/mL), um bloqueador da citocinese celular, durante um periodo de 24
horas. Apods isso, foi realizada a coleta das células em laminas através do uso de
citocentrifuga e posterior coloragdo. Essas laminas foram analisadas em microscopio ptico,
onde, pelo menos mil células por cultura foram analisadas quanto a presenca de células
mono, bi, tri e multinucleadas para analise do CBPI (Cytokinesis-Block Proliferation Index),
e duas mil células por cultura foram analisadas quanto a frequéncia de MN, PN e BrN, para
todas as concentracdes. Na analise do CBPI encontramos resultados significativos para
ambos os testes nas células tratadas com doxazosina nas concentracdes acima de S0uM. Para
analises de marcadores de instabilidade gendmica, notamos uma significativa diminui¢do no
nimero de micronucleos das células tratadas com as concentragdes de 3uM, 6uM e 12uM de
doxazosina, se comparados as células do controle negativo. Sendo assim, concluimos que a
doxazosina € capaz de induzir citostase de 50% em células C6 quando aplicada na
concentragdes de 100uM e 150uM quando analisadas pelo CBPI. Nas concentracdes de
mesilato de doxazosina testadas no presente estudo (3uM a 50uM) em célula de glioma de
ratos (C6) pelo teste de CBMN, nao ha evidéncias significativas de que esse farmaco

apresente potencial mutagénico.



I. INTRODUCAO:

A anélise de genotoxicidade estuda os processos que alteram a base genética da vida, quer
seja em sua estrutura fisico-quimica, o DNA (acido desoxirribonucléico), processo este
classificado de mutagénese; quer seja na alteracdo do determinismo genético ao nivel celular
ou organico, identificado respectivamente como carcinogénese e teratogénese (Erdtmann,
2003, p.26).

A avaliagdo da freqiiéncia de micronucleo (MNs) ¢ extensivamente utilizada na
epidemiologia celular e citogenética para determinar a presenca e a extensdo de dano
cromossdmico em populacdes humanas expostas a agentes genotoxicos, ou em perfis
genéticos de suscetibilidade. Esse ensaio ¢ aplicado também com sucesso na identificagdo de
dietas e fatores genéticos com impacto significante sobre a estabilidade gendmica. O teste
detecta agentes genotoxicos clastogénicos, que causam alteragdes na estrutura cromossomica
e aneugénicos, que sdo interferentes da formacdo do fuso mitdtico, os quais afetam a

distribuicdo equitativa dos cromossomos na divisdo celular (Maluf e Palazzo, 2011, p.180).

I.1. Ensaio de microntcleo com bloqueio da citocinese celular (CBMN):

Fenech e Morley em 1985 utilizaram citocalasina B (Cyt-B) para bloquear a citocinese
celular e diferenciar as células que passaram por um ciclo de divisao. A Cyt-B ¢ um inibidor
da polimerizagdo da proteina actina, a qual participa da formagao do anel de microfilamentos
que induzem a contrac¢do do citoplasma e a clivagem da célula-mae em duas células-filhas. O
ensaio ficou conhecido como técnica de microntcleo com bloqueio de citocinese (CBMN, de
cytokynesis-block micronucleus). A restrigdo da analise as células binucleadas previne
interferéncias causadas por problemas na cinética da divisdo celular, o que corresponde a
maior varidvel do ensaio. Desta maneira apenas as células que passam por um ciclo de
divisdo (células binucleadas) sdo consideradas na andlise de frequéncia de micronucleos
(Maluf e Palazzo, 2011, p.180).

E possivel analisar através da técnica de CBMN, além de morte celular (necrose e apoptose),
também a formagdo de anomalias nucleares, como: formagdo de micronucleos, pontes

nucleoplasmaticas e brotos nucleares.



I.1.1. Micronucleos (MN): Formados a partir de fragmentos cromossomicos ou de
cromossomos inteiros que foram perdidos na anafase, durante a divisdo celular. Os MNs
originados pela perda de cromossomos inteiros sao primeiramente formados por falha no fuso
acromatico, no cinetocoro, ¢ em outras partes do aparato mitdtico, ou por dano as
subestruturas cromossomicas, alteragdes na fisiologia celular e alteragdes mecanicas. Alguns
MNs podem derivar de quebras de pontes nucleoplasmaticas durante a anafase. A freqiiéncia
de MNs ¢ aumentada pela exposicao a agentes clastogénicos e aneugénicos e em cé€lulas que

demonstram instabilidade genomica (Maluf e Palazzo, 2011, p.180).

I.1.2. Pontes Nucleoplasmaticas (PN): Ocorrem quando os centromeros dos cromossomos,
cromatides ou anéis dicéntricos sdo tracionados para pdlos opostos da célula durante a
andfase. Uma das vantagens da andlise de PNPs ¢ a possibilidade de avaliar eventos de
quebra/translocacao sem a necessidade de utilizar marcadores de cinetdcoro ou centromero,
permitindo uma visdo mais completa do possivel dano cromossémico. O valor de PNPs ¢
positivamente correlacionado com a freqiiéncia de MNs, sendo que a relagio PNP/MN
confere uma importante ferramenta na distincdo de efeitos toxicos de diferentes agentes

(Maluf e Palazzo, 2011, p.180).

1.1.3. Brotos Nucleares (BrN): Sao morfologicamente similares aos MNs, com a exce¢do da
conexao nucleoplasmatica que os liga ao ntcleo. A formagdo de Buds foi primeiramente
observada em culturas celulares com condigdes seletivas de crescimento, o que induz a
amplificacdo génica. Acredita-se que a amplificacdo génica corresponda a um evento
importante na resisténcia celular a drogas e na progressao tumoral (Maluf e Palazzo, 2011,

p.180).

1.2. Mesilato de doxazosina

A Doxazosina [4 - (4-amino-6,7-dimetoxiquinazolina-2-il)-piperazina] 1-il - (2,3

diidro-1,4-benzodioxina-3-il) metanona ¢ um derivado quinazolinico que compreende a

classe terapé€utica dos alfa-bloqueadores adrenérgicos (Kirby, 1995).



E utilizada na clinica como mesilato de doxazosina (Cardura®) para o tratamento de
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva e hiperplasia benigna de prostata (BPH)
(Wykretowicz, 2008 apud Gaelzer et al. 2016).

Os estudos de Kirby em 1995 confirmam que a doxazosina produz uma redu¢do clinica e
estatisticamente significativa na pressdo sanguinea de homens hipertensos e que também
apresentam o quadro de BPH tendo apenas um pequeno efeito clinico e estatisticamente
insignificante em pacientes normotensos.

Em 1999, Chon e colaboradores demonstraram em seus experimentos uma indugdo
significativa de apoptose em células epiteliais e estromais de prostata de pacientes apds
tratamento com doxazosina. Enquanto que, a proliferacao celular permaneceu a mesma apos
o bloqueio do tratamento, sem afetar a taxa de divisdo celular.

A doxazosina também exerce efeitos pro-apoptoticos em células de adenoma pituitario;
segundo estudos de Fernando et al. (2005), foi demonstrado que seus efeitos
antiproliferativos e pro-apoptéticos nao sdo dependentes da expressdo do receptor alfa-1
adrenérgico, como ¢ o caso da sua agdo anti-hipertensiva, e que supostamente envolvem uma
regulacdo negativa na via de sinalizacdo do fator nuclear B (NFB). Isso foi comprovado
através de um co-tratamento com doxazosina € com phenadoxibenzamina, um antagonista
irreversivel de receptores adrenérgicos, em células LT2 e T3 de tumores pituitarios
gonadotréficos que expressavam os receptores alfa-1 e beta-1 adrenérgicos, no qual se provou
nao anular os efeitos antiproliferativos e pro-apoptéticos da doxazosina, mostrando que sua
acao nesse tipo de célula ndo ¢ mediada através desses tipos de receptores. Além disso, o
tratamento com doxazosina induziu um aumento de enzimas relacionadas com a via
apoptotica, como a caspase-3, em células de tumor pituitario de ratos e das linhagens LT2 e
T3 de tumores gonadotroficos. Estes resultados indicam um potencial terapéutico da
doxazosina no tratamento de tumores pituitdrios, ndo somente como inibidor do crescimento
tumoral e indutor de regressdo tumoral, mas também inibindo a secrecdo de hormonios
corticotroficos pelas células tumorais.

Outro estudo, realizado em 2008 por Hui e colaboradores, mostrou que o tratamento com
doxazosina inibe proliferacdo e induz apoptose em células de cancer de mama, tanto em
células que expressam receptores de estrogénio (ER-positivas) promovendo maior
crescimento , quanto em células que ndo apresentam essa caracteristica (ER-negativas). Suas

analises de ciclo celular mostraram um aumento de células nas fases GO-G1 que receberam
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tratamento nas doses mais altas que 25uM, ao passo que resultou numa diminui¢do de
40-80% dose-dependente na populagdo de células durante a fase S do ciclo celular. Em
conjunto, analise da acdo da doxazosina em cé¢lulas da linhagem MCF-7 revelaram uma
diminui¢do da expressio da proteina pRB-fosforilada, demonstrando um potencial
mecanismo pelo qual a doxazosina media a parada nas fases GO-G1 do ciclo celular. Em
adicao a isso, suas analises demonstraram um aumento na expressao de caspase-3 clivada,
resultando em indugdo de apoptose mediados pela acdo da doxazosina nas células de cancer
de mama. Em contraste, ndo houve aumento significativo de apoptose na linhagem MCF12A
de células epiteliais normais de mama, que foram tratadas com doxazosina.

Atualmente ja estd comprovada que sua acao anti-hipertensiva ¢ devido a sua capacidade de
se ligar a receptores alfa-1 adrenérgicos, mas segundo Hui et al. (2008), os mecanismos de
suas agOes antiproliferativas e pro-apoptoticas em células tumorais ainda ndo sdo bem
compreendidos. Porém, uma de suas hipoteses ¢ que a doxazosina tenha uma potencial
interagdo com receptores EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ja que apresenta em
sua estrutura quimica um anel quinazolinico, similar aos atuais inibidores de receptores
tirosina-cinase. Onde, em seus experimentos apresentou resultados positivos na reducao da
fosforilagdo de EGFR e inibi¢dao de sinais de transducao causados por estimulo de EGF em
células de cancer de mama. O gene que transcreve esse tipo de receptor estd amplificado em
40-50% nos glioblastomas e wusualmente resulta num elevado nivel de expressdo
(Wechsler-Reya et al., 2001).

Por outro lado, sua interagdo com residuos de tirosina-cinase podem induzir apoptose através
da superexpressdo do gene hERG (the human Ether-a-go-go-Related Gene) que codifica uma
proteina conhecida como Kv11.1, a subunidade alfa de um canal de ions potéssio. E o que
mostra os estudos de Staudacher et al. (2014), onde a reducdo da proteina hERG, dependente
da concentragdo, foi observada nas células expostas a doxazosina, induzindo apoptose celular
da mesma forma que a desipramina, uma droga inibidora da proteina hERG.

Gaelzer e colaboradores em 2016, avaliando as caracteristicas da doxazosina e sua acdo em
tumores do sistema nervoso, demonstraram que além de ser um promissor agente antitumoral
em linhagens de células de glioblastoma humano (U138-MG) e glioma de rato (C6), a
doxazosina apresenta também a capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica devido
a suas caracteristicas fisico-quimicas e apresenta tempo de meia vida longo o que permite

uma dosagem didria Unica, a qual representa uma vantagem terapéutica. Além disso, tem a

9



capacidade de induzir morte celular principalmente por apoptose em ambas as linhagens, o
que poderia apresentar um potencial uso clinico no tratamento de tumores do sistema nervoso
central.

Gaelzer et al. (2016), assim como Hui et.al (2008), apoiam a hipotese de que o mecanismo de
acdo da doxazosina esteja relacionado a receptores EGFR. Seus estudos mostram que a
doxazosina foi capaz de diminuir niveis de EGFR-p e induzir morte celular em células C6,
nas concentracdes de 100, 150 e 180uM, tendo um efeito similar ao AG1478 (um inibidor de
EGFR), tanto em células que foram previamente sensibilizadas a superexpressar esse receptor
(com adig¢do do substrato EGF), quanto nas células que ndo passaram por essa sensibilizagao
anterior ao tratamento (Gaelzer et al. 2016).

A doxazosina age sobre a via PI3K/Akt similarmente ao LY294002 (inibidor especifico de
PI3K). Em células de glioblastoma tratadas com doxazosina, os niveis de Akt mostraram uma
grande reducgdo, e apos exame de sua atividade protéica observou-se um “upregulation” de
GSK-3 beta e p53, levando as células a inibigdo de proliferagdo e indugdo de morte celular
via ativag@o de caspase-3 e parada do ciclo celular nas fases GO/G1 (Gaelzer et al. 2016).

A doxazosina apresenta baixa neurotoxicidade, mostrando aumento de morte celular
significativo na populacdo total de células de cultura primaria de astrocitos apenas nas
concentragdes acima de 250uM, e nas concentracdes acima de 180uM para culturas
organotipicas de hipocampo de rato (Gaelzer et al. 2016).

Porém poucos trabalhos relatam a capacidade genotdxica desse farmaco. Segundo estudos de
Dexiang et al. (1999), discute-se a inabilidade da doxazosina para induzir mutagdes de
reversdao em cepas TA97, TA9S, TA100 e TA102, com ou sem ativagdo metabdlica por S9,
no teste de Ames. Da mesma forma, o tratamento com doxazosina nao apresentou indugao de
aumento na freqiiéncia de micronticleos em células da medula 6ssea de camundongos e
nenhuma resposta significativa no teste de aberragdes cromossdmicas em células pulmonares
de hamster chinés (Dexiang et al. 1999).

Por outro lado, Gabriel e colaboradores em 2011, mostraram um significante efeito
genotoxico de doxazosina nas concentragdes de 2,0 € 4,0 mg/mL™, no teste SMART, um
ensaio in vivo utilizando o organismo modelo Drosophila melanogaster, que detecta
simultanecamente eventos de mutacdo e recombinagdo mitdtica e também ¢ capaz de

quantificar a atividade recombinogénica de substancias quimicas e/ou misturas complexas.
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Sendo assim, torna-se bastante interessante analisar o potencial mutagénico desse farmaco em
uma linhagem, que em trabalhos anteriores (Gaelzer et al. 2016), ja& se mostrou

proliferativamente sensivel.

1.3. Linhagem de glioma de rato (C6)

A linhagem de glioma de rato C6 foi originalmente induzida em ratos Wistar pela
administracdo repetitiva de N-nitroso-N-metiluréia e os tumores formados foram retirados e
cultivados in vitro (Benda et al., 1968 apud Pereira, 2011).

Esta linhagem tem sido amplamente usada como modelo para investigar varios aspectos da
biologia celular, apresentando caracteristicas morfologicas e fisiologicas de acordo com o
nimero de passagens em cultivo (Pereira, 2011).

As passagens recentes das culturas da linhagem C6 sao morfologicamente distintas quando
comparadas com as passagens tardias. As passagens tardias sdo semelhantes a astroglia
madura, enquanto as recentes assemelham-se a glioblastomas (Pereira, 2011), como ¢ o caso
das células que utilizamos no presente estudo.

Usando coloracao de Giemsa as passagens recentes da linhagem C6 apresentam nucleo
escuro, pericario escasso € processos citoplasmaticos finos (Parker et al., 1960 apud Pereira,
2011). Além disso, muitos estudos tém relatado que C6 de passagens recentes sdo menos
diferenciadas e mais glioblasticas do que as passagens tardias (Parker et al., 1960; Mangoura
et al,, 1989; Lee et al. 1992; Goya et al., 1996 apud Pereira, 2011). Devido a essas
caracteristicas, as passagens recentes da linhagem C6 tém sido amplamente usadas como
modelo de glioblastomas para uma variedade de estudos in vitro e in vivo relacionados a vias
de sinalizacdo, metabolismo de gliomas, invasdo e crescimento tumoral, migragao,
rompimento da barreira hemato-encefalica, neovascularizacdo, produgdo e regulacdo de
fatores de crescimento e terapia de drogas (Braganhol et al., 2009; Elogayli et al., 2011; Zhai
et al., 2011; Chen et al., 2011; Weyerbrock et al., 2011; Kostourou et al 2011; Lu et al, 2010;
El Sayed et al., 2011 apud Pereira, 2011).
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I1. JUSTIFICATIVA

O uso clinico do mesilato de doxazosina para tratamentos de hipertensao e hiperplasia
benigna de prostata ¢ bem estabelecido e estudado, assim como seu mecanismo de acao.
Porém, pesquisas recentes demonstram seu potencial antineopldsico para tratamento de

glioblastomas, entre outros tipos tumorais.

Muitos quimioterapicos ativam vias de sinalizacdo que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo
celular, ativa¢do ou desativagdo de mecanismos de reparo do DNA e apoptose (Camargo, et
al. 2010). Os farmacos antineoplasicos, embora comumente utilizados no tratamento de
diversos tipos de cancer, nao tém suas atividades restritas as células tumorais, e dessa forma,
podem causar danos genotoxicos em células saudaveis (Sanches-Sudrez et al., 2008 apud

Camargo, 2010), e também em células tumorais remanescentes do tratamento.

Apesar de a doxazosina ser um farmaco ja estabelecido na clinica, ndo se encontram muitos
estudos bibliograficos acerca de avaliagdes genotdxicas o envolvendo. Sendo assim, visando
essas novas aplicagdes terapéuticas, se torna importante que haja uma avaliagdo do seu

potencial mutagénico.
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II1. OBJETIVO

II1.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotoxico e mutagénico do mesilato de doxazosina, através da técnica de

CBMN in vitro, na linhagem de glioma de rato (C6).

I11.2. Objetivos Especificos

I1.2.1. Estabelecer qual concentracdo de citocalasina B seria mais eficaz em bloquear a
citocinese celular, assim como, a escolha do composto usado como controle positivo e sua

melhor concentracdo na geragdo de alteragdes mutagénicas nas células da linhagem C6;

I1.2.2. Avaliar os efeitos citostaticos do mesilato de doxazosina em células da linhagem C6,

através do indice de proliferacdo por bloqueio de citocinese (CBPI);
I1.2.3. Avaliar a frequéncia de micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares

apos exposi¢do de células da linhagem C6 a diferentes concentragdes do mesilato de

doxazosina.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV.1. Reagentes

O meio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e soro fetal
bovino (SFB) foram adquiridos a partir da Gibco® Invitrogen (Grand Island, NY, USA). O
mesilato de doxazosina e tripsina EDTA 1:250 foram obtidos a partir da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). A citocalasina B, CAS no. 14930-96-2, Smg/mL foi adquirida a partir
da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil) diluido em DMSO (Sigma). A bleomicina
(Blenoxane®), foi utilizada para induzir dano cromossdmico (controle positivo) para os testes

de mutagenicidade, diluida em DMEM incompleto.

IV.2. Cultura Celular

A linhagem celular de glioma de rato (C6) - passagens 20-25, foi obtida junto a8 ATCC
CCL-107 BCRJ nimero de catalogo 0057 (Rockville, MD, USA). As cé€lulas foram mantidas
e expandidas em DMEM (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado com 5%
(v/v) soro fetal bovino (SFB,Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA), contendo 2,5
mg/mL de Fungizona® e 100 U/L de antibidtico, combinado de estreptomicina e penicilina a
1% e gentamicina a 0,1% (Shering do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). As células foram
mantidas a uma temperatura de 37°C e com umidade relativa de 5% de CO, atmosférico em

uma incubadora (Thermo Scientific).

IV.3. Teste de Micronucleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN)

Para realiza¢do dos experimentos, aproximadamente 60.000 células da linhagem C6 foram
semeadas em placas de 24 pogos (TPP), utilizando a exclusdo de morte celular pelo uso do
corante Tripan Blue. Apds 48 horas de crescimento celular realizou-se a troca de meio de
cultivo por meio DMEM incompleto (sem suplementagdo com SFB, e sem adicao de
antibiotico e antifiingico), incluindo ao meio Cyt B (Sigma Aldrich) na concentragao final de
2,5 ng/mL. Por conseguinte, essas células foram submetidas a tratamento com mesilato de

doxazosina nas seguintes concentracoes: 3uM, 6uM, 12uM, 25uM, 50uM, 100uM, 150uM,
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200uM e 250uM. Como controle positivo utilizou-se a concentragdo de 3ug/mL de
bleomicina e como controle negativo utilizou-se a concentragdo de 8ul/mL de etanol,
solvente utilizado para diluicao da doxazosina.

Ap0ds 24 horas de tratamento as células foram lavadas duas vezes com solugdo salina fosfato
modificada por Dulbeco (DPBS) e incubada em meio DMEM completo (suplementado com
SFB e com adi¢do de antibidtico e antifungico) durante uma hora. Seguidamente as células
foram tripsinizadas, neutralizadas e coletadas em citocentrifuga (Cientec), durante 5 minutos
a 700rpm. Foram coradas (Instant-Prov/Newprov®) e levadas para analise por microscopia
optica.

O critério de selecdo, assim como o de contagem de células binucleadas com presenga de
micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares foi definido de acordo com o guia
da OECD TG 487 adotado em 26 de setembro de 2014 .

Para avaliacdo da cinética celular foi utilizado o indice de proliferagdo com bloqueio da
citocinese (CBPI). Para isso, pelo menos mil células por cultura foram analisadas quanto a
presenga de células mono, bi, tri e multinucleadas, sendo calculado de acordo com as
formulas: CBPI = [M1 + 2(M2) + 3(M3 + M4)]/NT. Onde, M1 a M4 representam células
com 1 a 4 ntcleos e NT representa o nimero total de células analisadas.

O percentual de inibi¢do foi calculado de acordo com a férmula:

% de inibicdo da proliferagdo celular = 100 - 100{(CBPIT - 1) / (CBPIc - 1)}. Onde, CBPIT
representa o CBPI das células que receberam diferentes concentracdes do tratamento com

doxazosina e CBPIc representa o CBPI das células do controle negativo.

1V.4. Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando ANOVA de uma via, seguida do teste post
hoc de Dunnet para comparacdes dos grupos de tratamento em relagdo ao controle negativo.
Todas as analises sdao referentes a pelo menos dois experimentos independentes, com P <

0,05, P <0,01 e P<0,001. Para todas as analises utilizou-se o programa IBM SPSS Statistic.
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V.RESULTADOS

No Quadro 1, estdo apresentados as caracteristicas das células analisadas no CBPI.

MONONUCLEADA

r

BINUCLEADA

TRINUCLEADA

TETRANUCLEADA

‘

C——

Os resultados referentes ao Indice de Proliferagio com Bloqueio da Citocinese (CBPI) ¢ do

percentual de inibicdo celular associados aos tratamentos com doxazosina em células da

linhagem C6 estao representados no Grafico 1.

O mesilato de doxazosina foi capaz de reduzir, significativamente, os valores de CBPI das

células dos grupos tratados nas concentragdes de 25uM a 250uM em relagdo ao grupo

controle negativo.
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Grifico 1. CBPI e efeito citostatico em células C6 expostas a diferentes concentragdes (M) de doxazosina. O
CBPI ¢ expresso como média + desvio padrdo. As médias do CBPI dos tratamentos foram comparadas com a
média do controle negativo. O efeito citostatico é expresso como % de inibicdo da proliferacdo celular em

rela¢@o ao controle negativo (CN). P <0,05* e P <0,001***,

A partir da andlise do CBPI e do percentual de inibigdo da proliferacao celular pode-se
verificar que o efeito citostatico aumenta em fun¢do da dose, com um nivel de significancia
de 0,05 para a concentragdo de 25uM e nivel de significancia de 0,001 para as concentragdes
de 50uM a 250uM, atingindo 50% de citostase entre as concentracdes de S0uM a 100uM de
doxazosina.
Em relacdo aos marcadores de instabilidade gendmica analisados (Quadro 2), foi possivel
observar uma significancia negativa na frequéncia de micronucleos de células C6 tratadas
com doxazosina quando comparadas ao controle negativo, com um nivel de significancia de
0,05 para as concentracdes de 3uM e 12uM e nivel de significincia de 0,001 para a
concentragdo de 6uM.

O controle positivo (bleomicina 3pg/mL) mostrou-se eficaz em induzir aumento na
frequéncia de micronicleos quando comparado ao controle negativo num nivel de

significancia de 0,001.
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Com relagdo a frequéncia de pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares, nossos resultados

ndo mostram diferenca significativa nos grupos tratados com doxazosina quando comparados

ao controle negativo. Todos os dados referentes as informagdes acima estdo representados na

Tabela 2.

MICRONUCLEQ

Formadoz a partir de
fragmentos de eromoszomos ou
CIOmMOs30mos Intelros.

PONTE
NUCLEOPLASMATICA

Ligacdo enire nicleos da celula
binucleada Crcorrem quando os
centromeros dos Cromossomos,
cromatides cu anéis dicénincos
s30 fracionadoz para polos
opostos da célula durante a

anafaze.

BROTO NUCLEAR

Morfologicamente  zimilares
aos MMz, com a excecdo da

conexdo nucleoplazmatca.
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Tratamentos Média de MN £+ DP Média de PN + DP  Média de BrN £+ DP
Controle Negativo 10,875 £4,16 3,75 £2,92 3,625+ 2,5600
Controle Positivo 22,20 &+ 15,87*** 6,9 + 4,65 5,8+5,85

3uM 5,889+ 5,01 * 2,111 +£1,45 5,00 £2,50
ouM 3,778 £ 1,56 ** 2,556+ 1,94 3,00 £ 1,41
12uM 6,111 £2,42% 3,333+2.24 4,111 +£2,71
25uM 8,625 £4,24 3,500 = 2,00 5,625 + 3,46
50uM 7,429 £3,5 3,429 +2.64 3,857 +£3,58




VI. DISCUSSAO

As similaridades entre células tumorais e embriogénicas ¢ grande, ambos os tipos sao
morfologicamente simples, ambas podem se diferenciar em células de varias formas e
tamanhos, e mais importante, ambas tem a capacidade de crescer extensivamente. Baseado
nessas observagdes, Cohnheim propds que células tumorais podem ser originadas de células
embriogénicas. Durante o desenvolvimento ele sugeriu que mais células do que o necessario
para a construcdo de um tecido em particular podem ter sido produzidas. Esse excesso de
células poderia persistir nesse tecido até a vida adulta, e por serem embriogénicas na origem,
poderiam reter a capacidade de crescer. Tumorigénese, entdo, poderia resultar da ativacao
anormal no programa de crescimento dessas células (Rather, 1978 apud Welchsler-Reya e
Scott, 2001).

Glioblastomas multiforme (GBM) sdao os tumores cerebrais mais comuns em adultos (Collins
1998 e Salcman 1995 apud Welchsler-Reya e Scott, 2001). Sdo os tumores mais malignos
que podem surgir a partir de células neurais ja diferenciadas ou precursores de células-tronco
neurais, mas sua morfologia e comportamento heterogéneos tornam extremamente dificeis
conclusdes sobre suas origens (Lopes et al 1995 apud Welchsler-Reya e Scott, 2001).

Os pacientes com GBM exibem uma sobrevida média de apenas 14,6 meses apoOs ressec¢ao
cirargica e tratamentos de raddio e quimioterapia adjuvantes (Ostrom, 2015 apud Galzer,
2016). A quimioterapia com temozolamida (TMZ), farmaco utilizado como terapia padrao
para esse tipo tumoral, aumenta a sobrevivéncia dos pacientes em cerca de seis meses a um
ano, dependendo do estadiamento do tumor (Stupp, 2005 apud Galzer, 2016).

A etiologia dos GBMs ¢ complexa, e quase sempre envolvem mutagdes e superexpressoes de
multiplos genes. Citogeneticamente, glioblastomas exibem perdas de porgdes dos
cromossomos 6, 9, 10, 13, 17,22 e Y e amplifica¢des ou ganho de material nos cromossomos
7,12 e 19 (Collins, 1998 e Rasheed, 1999 apud Welchsler-Reya e Scott, 2001). Alguns genes
relevantes em GBMs tem sido identificados, e entre eles se incluem os genes de receptores de
fator de crescimento (p. ex. EGFR), componentes na maquinaria celular (Rb, CDK4 ¢ CDK
inibidor de P16) e reguladores de apoptose (P53, MDM2, ARF e PTEN) (Welchsler-Reya e
Scott, 2001).

Mabher et al. (2001) especula que um estado de diferenciagcdo imaturo poderia ser permissivo

para os efeitos de transforma¢do de uma mutagdo relevante para o cancer, embora também
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seja possivel que uma mutacdo genética possa alterar o estado de diferenciacao no processo

de transformacao.

Muitos quimioterapicos ativam vias de sinalizacao que levam ao bloqueio ou retardo no ciclo
celular, ativacdo ou desativacdo de mecanismos de reparo do DNA e apoptose (Camargo, et
al. 2010). Os farmacos antineopldsicos, embora comumente utilizados no tratamento de
diversos tipos de cancer, nao tém suas atividades restritas as células tumorais, ¢ dessa forma,
podem causar danos genotdxicos em células saudéaveis (Sanches-Sudrez et al., 2008 apud

Camargo, 2010), e também em células tumorais remanescentes do tratamento.

Essa agdo antineoplasica direcionada a mecanismos relacionados com ciclo celular pode vir a
causar influéncia na estabilidade génica das células, ainda mais em células tumorais, onde ha
presenga de varios tipos de mutacdes e alteragdes genéticas que levam a uma maior
instabilidade génica. Quanto mais mutagdes houver, mais instabilidade e propensdo a
sofrerem novas mutagdes, € como cita Maher et al. (2001), podendo alterar o processo de

diferenciagdo e conduzir essa cé€lula para um fenotipo de maior malignidade.

Visando essas possiveis alteracdes malignas, torna-se necessario avaliar o potencial

mutagénico de farmacos que estdo sendo utilizados como antineoplasicos.

Apesar do mesilato de doxazosina ser atualmente utilizado na clinica para o tratamento de
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca congestiva e hiperplasia benigna de prostata (BPH)
(Wykretowicz, 2008 apud Gaelzer et al. 2016), cada vez mais, estudos mostram seu potencial
antineoplésico para varios tipos de tumores, dentre eles adenoma pituitario (Fernando, 2005),
cancer de mama (Hui, 2008) e glioblastoma (Staudacher, 2014 e Gaelzer, 2016).

Atualmente ja estd comprovada que sua acdo anti-hipertensiva ¢ devido a sua capacidade de
se ligar a receptores alfa-1 adrenérgicos, mas segundo Hui et.al (2008), os mecanismos de
suas acOes antiproliferativas e pro-apoptoticas em células tumorais ainda ndo sdo bem
compreendidos. Porém, uma de suas hipoteses ¢ que a doxazosina tenha uma potencial
interacdo com receptores EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), j& que apresenta em
sua estrutura quimica um anel quinazolinico, similar aos atuais inibidores de receptores

tirosina-cinase.

21



Por outro lado, a reduc¢do da proteina hERG, dependente da concentracdo, foi observada nas
células expostas a doxazosina, induzindo apoptose celular da mesma forma que a

desipramina, uma droga inibidora da proteina hERG (Staudacher et al. 2014).

Segundo Staudacher (2014), em pacientes tratados com doxazosina para hipertensdo ou
hiperplasia prostatica benigna, foram relatados niveis plasmaticos entre 42 nM e 244 nM do
farmaco, com 98,3% de ligagdo protéica. Esses dados indicam que a apoptose nas células de
GBMs nao serdao induzidas usando doses que sdo atualmente aplicadas para doencas
ndo-malignas. Em vez disso, seria necessario aumentar as doses de doxazosina para o uso
como farmaco antineoplasico, o que ainda ndo foi determinado. Uma solugdo a isso seria o
uso desse farmaco na sua forma nanoencapsulada, aumentando a vetorizagao do fa&rmaco no
local de acdo, o que foi mostrado pelo trabalho in vivo de Gaelzer (2016), ndo apresentando
toxicidade sistémica e sendo eficiente contra células tumorais.

Porém, mesmo na sua forma livre em solugdo, a doxazosina apresenta baixa neurotoxicidade,
mostrando aumento de morte celular significativo na populacdo total de células de cultura
primaria de astrdcitos, apenas nas concentragdes acima de 250uM, e nas concentragdes acima
de 180uM para culturas organotipicas de hipocampo de rato (Gaelzer et al. 2016).

Para este trabalho analisamos o indice de CBPI (Cytokinesis-Block Proliferation Index), e o
percentual de inibicdo da proliferacdo celular, onde achamos resultados significativos para
ambos os testes nas células tratadas com doxazosina nas concentra¢des de 25uM ( P < 0,05%)
e S50uM a 250uM ( P < 0,01**) num tratamento de 24 horas. Nossos resultados estdo de
acordo com a literatura, onde Gaelzer (2016) ja havia testado o potencial antineoplasico da
doxazosina nesta mesma linhagem, apresentando parada do ciclo celular a partir da
concentragdo de 5S0uM através da técnica de citometria de fluxo.

Entretanto, poucos trabalhos relatam a capacidade genotoxica desse farmaco. Por esse
motivo, realizamos em nossos experimentos o teste de CBMN (cytokynesis-block
micronucleus).

Em nossos estudos a doxazosina nao apresentou mutagenicidade significativa para nenhuma
das alteracdes génicas analisadas nas concentragdes testadas. Para anélise de brotos nucleares
e pontes nucleoplasmaticas o tratamento com doxazosina ndo gerou nenhuma diferenga entre
os grupos no teste de hipoteses da ANOVA, mostrando que o tratamento com doxazosina nao

influencia no aumento ou diminui¢do de suas frequéncias.
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Porém, ¢ possivel notar uma significativa diminui¢cdo no nimero de micronucleos das células
tratadas com as concentragdes de 3uM, 6uM e 12uM de doxazosina, se comparados as
células do controle negativo.

Se buscarmos na literatura trabalhos similares, encontramos corrobora¢ao para nosso estudo
nos trabalhos de Dexiang (1999), onde os autores testaram o potencial mutagénico da
doxazosina através do teste de Ames (com e sem ativagdo metabodlica por S9), teste de
aberragdes cromossomicas em cé€lulas de ovario de hamster chinés (CHO) e pelo teste de
micronicleos em medula 6ssea de camundongos. Ambos os testes foram testados com
concentragdes bem mais altas que em nosso trabalho (513, 1025 e 2050 mg/kg), ndo
apresentando resposta significativa.

Além disso, se levarmos em conta testes mutagénicos realizados em fAirmacos com estrutura
analoga a doxazosina, como ¢ o caso do Lapatinib e do cloridrato de prazosina, ndo se
encontram evidéncias de mutagenenicidade.

O Lapatinibe ¢ um duplo inibidor de residuos tirosina cinase do Fator de Crescimento
Epidermal (EGFR) e do Receptor do Fator de Crescimento Humano 2 (Herb-2). E indicado
para tratamento de pacientes com cancer de mama avancado ou metastatico com
superexpressao de Herb-2 (Balansky et al. 2014). Ao testar a frequéncia de microntcleos em
medula 6ssea de ratos Wistars fémeas tratados com Lapatinib, estes autores ndo obtiveram
resposta significativa na concentracao testada (1600mg/kg de dieta).

O cloridrato de prazosina ¢ um medicamento comercializado pela Pfizer, sob nome comercial
de Minipress® SR. E indicado para o tratamento de hipertensdo arterial primaria e
secundaria. Estudos com animais sugerem que o efeito vasodilatador do cloridrato de
prazosina estd relacionado ao bloqueio dos receptores alfa-1 adrenérgicos pos-sinapticos.
Segundo dados de seguranca pré-clinicos encontrados na bula do medicamento
comercializado, o cloridrato de prazosina ndo se mostrou mutagénico em testes de
toxicologia genética, e ndo foi carcinogénico em um estudo de 18 meses realizado em ratos
(Bula do cloridrato de prazosina).

Gabriel et al. (2011), apresentaram resultados significativos de efeitos genotoxicos da
doxazosina na avaliagdo pelo teste SMART, expressando um aumento significativo na
frequéncia total de spots em moscas trans-heterogéneas para as duas concentragdes mais altas
(2 € 4 mg.ml™"). A avaliagdo do balango de moscas heterozigotas mostrou que a doxazosina

produziu dano primario no DNA, que ¢ processado posteriormente por recombinagdo
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homologa pela via de reparo. Porém, as concentracdes de doxazosina utilizadas nesse estudo
foram muito superiores do que as concentracdes utilizadas na clinica.

Segundo nossos resultados e com base em nossa pesquisa bibliografica, observamos que nas
concentragdes utilizadas em nosso trabalho a doxazosina ndo mostra evidéncias significativas

de apresentar potencial mutagénico.
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VII. CONCLUSAO

A doxazosina ¢ capaz de induzir citostase de 50% em células C6 quando aplicada na
concentragdes de 100uM e 150uM quando analisadas pelo CBPI.

Nas concentragdes de mesilato de doxazosina testadas no presente estudo (3uM a 50uM) em
célula de glioma de ratos (C6) pelo teste de CBMN, nao hé evidéncias significativas de que

esse farmaco apresente potencial mutagénico.
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VIII. PERSPECTIVAS

Como perspectivas poderiamos realizar um teste de antimutagenicidade através da técnica de
CBMN, j& que nossos dados nos indicam uma diminui¢do significativa na frequéncia de
micronicleos em células tratadas nas concentragdes de 3uM, 6uM e 12uM de doxazosina
quando comparadas as células do controle negativo.

Esse teste de antimutagenicidade poderia ser realizado, ndo necessariamente com o intuito de
usar esse farmaco como antimutagénico, e sim de avaliar, se além de ter potencial
antineoplasico contra glioblastomas de alto grau, ele também teria uma agdo antimutagénica
para aquelas células que ainda estdo iniciando o processo de tumorigénese, corrigindo
algumas anomalias nas células que tem uma maior instabilidade génica e propensdo a sofrer
transformagao tumoral.

Com o intuito de futuro uso clinico do mesilato de doxazosina como antineoplasico seria
aconselhavel a realizacdo de mais testes genotoxicos em linhagens de glioblastoma humano,

células neurais ndo-tumorais e também testes in vivo.
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