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Dentre os varios tipos de tumores do Sistema Nervoso Central (SNC),
os mais frequentes e devastadores sdo os gliomas.O tratamento dos
gliomas € atualmente um dos grandes desafios da oncologia. Devido a
dificuldade de tratamento desses tumores, torna-se relevante a
iInvestigacao de novas substancias com potencial antitumoral. A
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doxazosina, o farmaco alvo desse estudo, constitui a classe T N 98
terapéutica dos bloqueadores adrenergicos, apresentando em sua ool B
estrutura quimica o anel quinazolinico, similar aos antineoplasicos £ ;
utilizados na clinica.
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Cultura de células Tempo de
tratamento de 48hs -

I
10
Propidium odde

C6 mantidas doxazosina nas
em DMEM 5% concentrages de
| 30uM a 180uM

Figura 1. Citometria de fluxo com coloracao de Anexina V/ lodeto de Propideo, apods
tratamento de 48hs com Doxazosina. Fotomicrografia confocal de nucleos apoptoticos
apos o tratamento de 180uM com marcacao de Hoechst.
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— Hipocampo de ratos Wistar machos de 6- 2 0 i 5 8
8 dias; sl 1 P 8
. crye = 1004 =
— Cultivado em membrana Millicell®, - 8 .
durante 14 dias em MEM 20% de SFE, Control Vehicle 30 50 75 100 150 180 Control 50 150 180
Pomaszin 149 Doxazosin (uM)

— No 14° dia €& adicionado a doxazosina
nas concentragbes de 75uM a 250uM;
— ApOs 48hs € adicionado o IP e as fatias

Figura 2. Medida da LDH no meio Figura 3. Atividade de caspase 3/7 apos

extracelular apés 48hs de tratamento com  tratamento de 48hs com doxazosina. Média
doxazosina. Meédias + D.P (n=4), **p<0,001, * D.P (n=4)"p<0,05, *"p<0,001, ANOVA seguido de

foram fotografadas. T ANOVA seguido de Tukey. Tukey.
Avaliacao da morte celular N
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Ensaio de caspase 3/7 LDH 2 61
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— A atividade da enzima foi — Meio de cultura foi reCOlhIdO; el . ™ %52 o
medida através de ensaio Reggéo enzimétic_:a colorimétrica; Eﬂa_ &
fluorimatrico com o — Agitacao por 5 min (100uM); § o
substrato Ac-DEVDAFC; — Incubagao por 30 min a 25° C 5
— Absorbancia foi medida em 490 nm. Yool Gu 75 10 10 2%
— A clivagem do substrato ocamoam Doxasozin (uM)
foi monitorada duarante 40 _ o | _ | o
min a 37°C (excita 30 Figura 4. A direita da figura mostra o efeito da doxazosina em cultura organotipica
L ¢ apos tratamento de 48hs. Fotomicrografia em luz UV (5uM IP). A esquerda, grafico
390nm/ emissao 520nm). Anexina V/ lodeto de Propideo da quantificacdo da coloracdo do lodeto de Propideo. Media + D.P (n=6), #p<0,001,

***p<0,001, ANOVA seguido de Tukey.

— As células apoptoticas/necroticas
foram identificadas através do kit de

Analise de Citotoxidade ="y Fitc. lodeto de Propideo

(Millipore®);
lodeto de Propideo A doxazosina induz morte celular por necrose e apoptose nas celulas
de glioma de rato CG6;
— Adicao de 5uM de PI; N3o apresentou citotoxidade na cultura organotipica de hipocampo de
— Visualiza(;éo em microscépio invertido de luz UV, ratos nas concentracoes utilizadas.

— Captura das imagens.
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