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LISTA DE ABREVIATURAS
AKT: proteina quinase B

a-SMA: actina de musculo liso alfa

CHC: carcinoma hepatocelular

DAPI: 4',6'-diamino-2-fenil-indol

DCF: doencas crénicas do figado

DMSO: dimetilsulfoxido

ERK: quinase regulada por sinal extracelular

FH: fibrose hepatica

GRX: linhagem celular de célula estrelada hepéatica murina
HSC: células estreladas hepaticas (do inglés: hepatic stellate cells)
IC50: concentragdo maxima inibitoria para 50% da populacao
IP3: inositol trifosfato

LX-2: linhagem celular de célula estrelada hepéatica humana
MEC: matriz extracelular

MMPs: metaloproteinases de matriz

mTOR: alvo mamifero da rapamicina

MTT: [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]

NMA: analise morfométrica nuclear (do inglés: nuclear morphometric analysis)
PBS: solucdo salina fosfato tamponado

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas

PI3K: fosfoinositideo 3-quinase

PKC: proteina quinase C

SA-B-Gal: Beta galactosidase associada a senescéncia (do inglés: senescence associated
galactosidase)

SASP: fendtipo secretorio associado a senescéncia (do inglés: senescence associated
secretory phenotype)



TGF-p: fator de transformagao do crescimento beta
TIMPs: inibidores de metaloproteinase tecidual

TSD: tetrazolium-succinato-desidrogenase



RESUMO

A fibrose hepética é caracterizada pelo acimulo de matriz extracelular (MEC) ap6s
lesdo hepatica crénica e pode levar a cirrose. As células estreladas hepéaticas (HSC)
desempenham um papel crucial durante a fibrogénese, alterando seu fendtipo quiescente para
um fendtipo ativado para proteger areas saudaveis das areas danificadas. Estratégias para
controlar a fibrose hepética envolvem a promocéo de apoptose e/ou o0 retorno ao estado de
quiescéncia das HSC ativadas. A doxazosina é um anti-hipertensivo, antagonista dos receptores
alfa-1 adrenérgicos, que também possui efeitos antifibréticos e pré-apoptéticos. Neste estudo,
através da estratégia de reposicionamento de farmacos, buscamos avaliar os efeitos da
doxazosina nas HSC. Para isso, foram utilizadas duas linhagens celulares de HSCs: LX-2
(humana) e GRX (murina). O efeito da doxazosina sobre a viabilidade e a proliferagéo destas
células foi determinado através dos ensaios de MTT e Sulforrodamina B (SRB), depois de
estabelecida uma curva de concentracdo em funcdo do tempo de exposicdo ao farmaco.
Definimos o tempo de 48 horas e escolhemos as concentracGes de 18, 27, 36 e 45 uM para LX-
2 ede 13.5, 18, 27 e 36 uM para GRX. A partir dos valores de MTT, determinamos o 1C50. A
partir do IC50, escolhemos a concentracdo para avaliacdo da morte celular: 13.5 uM para GRX
e 27 UM para LX-2. Os resultados do MTT e SRB, nas duas linhagens, demonstraram
diminuicdo significativa na viabilidade e confluéncia. A analise da morte celular mostrou que
nas LX-2, esse efeito esta relacionado com inducdo de apoptose. Porém, nas GRX, a analise
morfométrica nuclear sugere a inducdo de senescéncia celular, observada pelos nucleos
aumentados no tratamento com doxazosina. A confirmagdo da indugdo de senescéncia celular
sera feita atraves da atividade da B-galactosidase. Como perspectivas futuras, pretendemos, em
ambas as linhagens, determinar o quanto o tratamento interfere no estado de ativacdo das
células, pela expressdao de proteinas marcadoras de ativagdo como, a-SMA, colageno tipo | e

TGF-p.



ABSTRACT

Hepatic fibrosis is characterized by the accumulation of extracellular matrix (ECM)
after chronic liver injury and can lead to cirrhosis. Hepatic stellate cells (HSC) play an essential
role in fibrogenesis, change their quiescent phenotype to an activated phenotype to protect
healthy areas from damaged areas. Strategies to control liver fibrosis involve the promotion of
apoptosis and/or the return to the quiescence state of activated HSC. Doxazosin is an
antihypertensive, alpha-1-adrenergic receptor antagonist, which also has antifibrotic and pro-
apoptotic effects. In this study, through the drug repositioning strategy, we assess the effects of
doxazosin on HSC. Were used two cell lines of HSC: LX-2 (human) and GRX (murine). The
effect of doxazosin on the viability and proliferation of these cells was determined using MTT
and Sulforhodamine B (SRB) assays, after establishing a concentration curve as a function of
drug exposure time. We defined the time of 48 hours and chose the concentrations of 18, 27,
36 and 45 pM for LX-2 and 13.5, 18, 27 and 36 uM for GRX. We determine the IC50 from the
MTT values. The results of MTT and SRB, in both lineages, showed a significant decrease in
viability and confluence. The analysis of cell death showed that in LX-2, this effect is related
to induction of apoptosis. However, in GRX, the nuclear morphometric analysis showed the
induction of cell senescence, observed by the enlarged nuclei in the treatment with doxazosin.
Confirmation of cell senescence induction will be done through the activity of 3-galactosidase.
Future perspectives are to assess how much the treatment interferes in the state of cell
activation, through the expression of activation marker proteins such as a-SMA, type I collagen

and TGF-p.
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1. INTRODUCAO
1.1 Fibrose Hepética

As doengas cronicas do figado (DCF) sdo responsaveis por 2 milhdes de mortes por ano
no mundo, sendo a cirrose a 112 causa de morte mais comum atualmente (Asrani et al. 2019).
A progressdo das DCF, independente de sua etiologia, é caracterizada por lesdes
parenquimatosas cronicas e ativacdo persistente da resposta inflamatdria, assim como pela
ativacdo sustentada da fibrogénese hepética e da resposta a cicatrizacdo de feridas (Parola and
Pinzani 2019).

A fibrose hepatica (FH) € um processo dindmico caracterizado pela deposi¢do excessiva
de matriz extracelular (MEC), formando um tecido cicatricial, apds um dano cronico ao figado,
com o intuito de isolar o local da lesdo dos tecidos saudaveis. As lesBes cronicas no figado
podem ser causadas por infeccdes virais como as hepatites B e C, abuso alcodlico, toxinas,
acumulo de metais pesados, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e doencas genéticas
(Kisseleva and Brenner 2021). O deposito excessivo de MEC perturba a arquitetura normal do
figado, resultando em danos fisiopatoldgicos ao 6rgao (Parsons et al. 2007).

Se a FH ndo for diagnosticada e tratada, pode progredir para cirrose, o que pode levar a
diversas complicagBes como insuficiéncia hepéatica funcional, sangramento de varizes
esofagicas (as quais se desenvolvem devido a hipertensao portal), ascite, encefalopatia hepatica,
infeccdo bacteriana sistémica, cancer hepatico (especialmente, carcinoma hepatocelular) e
morte (Friedman 2008a; Pellicoro et al. 2014).

1.2 Células estreladas hepaticas

As células estreladas hepaticas (HSC, do inglés Hepatic Stellate Cells) localizam-se no
espaco subendotelial, entre a superficie basolateral dos hepatdcitos e o lado anti-luminal das
células endoteliais sinusoidais, e sdo conhecidas como a principal fonte de proteinas de matriz
extracelular no figado apés um dano (Higashi et al. 2017). Em condig¢Bes normais, essas células
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atuam como pericitos que armazenam vitamina A em gotas lipidicas localizadas em seu
citoplasma e apresentam baixas taxas de proliferacdo e de sintese de colégeno tipo I, o que
caracteriza seu fenétipo “quiescente” (Kisseleva and Brenner 2021).

Porém, quando h& uma lesdo hepética cronica, essas celulas passam por um complexo
processo de transformacdo e ativacdo, no qual mudam a sua morfologia de uma célula
“quiescente” armazenadora de vitamina A para um miofibroblasto “ativado”. Esse processo
esta associado a expressdo de a-actina de musculo liso (a-SMA) e aumento da contratilidade
citoplasmatica, a perda dos estoques de vitamina A e ao aumento substancial das taxas de
proliferacdo celular (Friedman 2008b; Lee and Friedman 2020; Figura 1).

A HSC ativada torna-se responsiva tanto as citocinas proliferativas, como o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), quanto as fibrogénicas, como o fator de
crescimento transformador-p (TGF-B). O TGF- B ¢ a citocina pro-fibrogénica mais potente para
as HSC ativadas. Além disso, essas células convertidas em miofibroblastos produzem proteinas
fibrogénicas, incluindo colagenos tipo | e Ill, e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs), que inibem a degradacdo da MEC através da supressdo das atividades de
metaloproteinases de matriz (MMPs) (Tsuchida and Friedman 2017; Trivedi et al. 2020).

Outra via importante de ativacdo das HSC € através de seus receptores adrenérgicos. Ja
foi demonstrado que neurotransmissores simpaticos, como a norepinefrina, sdo capazes de
ativar as HSC, aumentando seus niveis de proliferacdo e viabilidade celular e a expressdo de
proteinas como colageno tipo | e TGF- B que atuam na fibrogénese (Oben et al. 2004).

Evidéncias de estudos pré-clinicos e clinicos sugerem que a fibrose do tecido hepatico
pode ser interrompida e até revertida apds a retirada da causa subjacente da doencga. 1sso esta
associado a uma diminuicéo significativa e progressiva do niumero de miofibroblastos devido a
apoptose ou inducdo de senescéncia seguida morte mediadas por células NK, e a reversdo para

um fendtipo mais quiescente. Esta regressdo estd relacionada a reducdo da producdo de
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coladgeno, bem como a diminuicdo da expressdo de TIMP-1 e a um aumento na atividade da
colagenase e elastase hepética, resultando na degradagdo e remodelagdo da MEC (Parola and
Pinzani 2019).

Durante a regressao da fibrose hepética, as células estreladas hepaticas ativadas podem
sofrer apoptose ou reversdo para um fendtipo inativado; as células inativadas tém um fendtipo
semelhante, mas distinto das células estreladas hepéticas quiescentes (Kisseleva and Brenner

2021).

Iniciacao Perpetuacao

ATIVACAO
zgd

Desativagdo \ \
. 3 Degradagéo
Resolugao alterada de matriz_—
Senescéncia /

o Apoptose
g Imunomodulagéo e

vdq = G s 5 2
A sinalizagao inflamatoéria

Figura 1: Mecanismos de ativagdo das HSC e resolucdo. Imagem adaptada de Trivedi P, Wang S e Friedman
SL, 2020.

1.3 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento de farmacos é caracterizado pela busca de novos efeitos/alvos de
um farmaco ja estabelecido na industria e tem sido bastante discutido nos ultimos anos (Mittal
and Mittal 2021). Nesse tipo de estudo, pode-se reduzir as etapas necessarias antes de se

estabelecer os ensaios clinicos, pois farmacos ja utilizados possuem sua biodistribuicdo,
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farmacodindmica e farmacocinética conhecidas. Por exemplo, a talidomida originalmente foi
desenvolvida como antiemético, mas foi retirada do mercado apds criancgas nascidas de méaes
que tomaram o0 medicamento apresentarem defeitos congénitos. Posteriormente, foi
comprovada a eficécia deste farmaco, sendo reposicionado para o tratamento de eritema nodoso
hansénico e mieloma maltiplo (Pushpakom et al. 2018).

O uso do reposicionamento pode evitar diversos problemas que acabam com 0 processo
de desenvolvimento de novos farmacos. Alguns desses problemas incluem: seletividade do
alvo, metabolismo do farmaco e farmacocinética, toxicologia e eventos adversos (Bastos and
Coelho 2014; Waring et al. 2015). A vantagem de investigar efeitos secundarios de moléculas
que estejam no mercado esta relacionada com o tempo e o custo gerados na pesquisa e
desenvolvimento do farmaco. Por exemplo, o tempo de pesquisa para a producdo e aprovagao
de um novo medicamento pode levar em média 17 anos, enquanto o reposicionamento pode
reduzir esse processo em aproximadamente 5 anos (Ashburn and Thor 2004; Paul et al. 2010).
1.4 Doxazosina

A doxazosina [4-(4-amino-6,7-dimetoxiquinazolina-2-il)-piperazina] 1-il-(2,3-diidro-
1,4-benzodioxina-3-il) metanona é um derivado quinazolinico que pertence a classe terapéutica
dos alfa-bloqueadores adrenérgicos. Esse farmaco blogueia seletivamente os receptores alfa-1
adrenérgicos e € utilizado clinicamente como mesilato de doxazosina (Carduran®) para o
tratamento de hipertensao e hiperplasia prostatica benigna (Fulton et al. 1995; Wykretowicz et
al. 2008).

Além dos seus efeitos anti-hipertensivos ja conhecidos, a doxazosina apresentou efeitos
antitumorais no cancer de prostata (Benning and Kyprianou 2002), no cancer de mama (Hui et
al. 2008), em glioblastoma (Gaelzer et al. 2016a) e neuroblastoma (Coelho et al. 2019). Nesses
casos, seu mecanismo de agédo foi independente de sua agdo inibitoria dos receptores alfa-1

adrenérgicos, causando apoptose das células tumorais por outras vias como, por exemplo, por
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inibicdo da via PI3K/AKkt, inibicdo dos receptores de EGF e aumento da autofagia (Hui et al.
2008; Gaelzer et al. 2016; Suzuki et al. 2020).

Foi demonstrado que a doxazosina tem capacidade de reduzir marcadores fibroticos
como o TGF-B, em um modelo de FH em hamsters, por meio da inibi¢cdo dos receptores alfa-
1-adrenérgicos localizados no figado. Além disso, a doxazosina foi capaz de atenuar a FH
ativando a via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR, inibindo a autofagia e induzindo a apoptose de
HSC ativadas em camundongos e na linhagem celular humana LX-2 (Mufioz-Ortega et al. 2016;
Xiu et al. 2021). Sendo assim, consideramos relevante investigar os efeitos da doxazosina em
diferentes linhagens de células estreladas hepéaticas para compreender 0s seus mecanismos de

acao.

1.5 Modelos de estudo

Para estudos da fibrose hepdtica, existem métodos in vivo e in vitro que podem
mimetizar as condicGes fisioldgicas dessa patologia. Um dos métodos in vitro é a cultura
primaria ou de linhagens permanentes de células estreladas hepaticas, sendo a linhagem humana
LX-2 e a murina GRX exemplos bastante conhecidos. A linhagem LX-2 foi isolada de tecido
hepatico saudavel humano, a partir do tratamento com colagenase/pronase seguido de
fracionamento por gradiente de densidade de Nycodenz. Essas células sdo capazes de se
diferenciar de wum fenotipo com “caracteristicas quiescentes” para o fenotipo
ativado/miofibroblastoide durante o tempo em cultura (Xu et al. 2005; Yanguas et al. 2016). Ja
a linhagem GRX e composta por fibroblastos hepaticos isolados de granulomas induzidos em
camundongos pela infeccdo experimental com cercérias de Schistosoma mansoni. A GRX é
adequada para estudar a fibrose pois pode apresentar diferentes estados de ativacao, transitando
entre o fenotipo ativado miofibroblastoide e um fenotipo com caracteristicas de HSC
quiescentes, armazenadoras de lipideos em gotas citoplasmaticas (Borojevic et al. 1985; Guma

et al. 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

A fibrose hepatica pode progredir para cirrose, 0 que leva a morte de muitos pacientes;
sendo assim, as pesquisas para tratamentos alternativos sdo importantes. Tendo em vista que a
doxazosina tem demonstrado efeitos pré-apoptéticos in vitro e anti-fibréticos in vivo, e o
reposicionamento de farmacos é uma 6tima estratégia para reduzir o tempo de pesquisa antes
dos ensaios clinicos pois ja se conhece a farmacologia do medicamento estudado, torna-se

pertinente investigar seus efeitos nas HSC ativadas das linhagens LX-2 e GRX.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito da doxazosina sobre as células estreladas hepaticas representadas pelas

linhagens LX-2 e GRX.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da doxazosina sobre a proliferacédo e a viabilidade celular.

- Verificar a citotoxicidade da doxazosina nas células estreladas hepaticas.

- Analisar se a doxazosina reverte o fenétipo ativado das células hepaticas estreladas.
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4. CAPITULO I: MATERIAIS E METODOS
4.1 Cultivo celular

Foram utilizadas duas linhagens de células estreladas hepéticas: a GRX, linhagem
murina, estabelecida pelo Dr. Radovan Borojevic na década de 1980, proveniente do Banco de
Células do Rio de Janeiro, e a LX-2, linhagem humana enviada pela Prof* Dra Karen C.M.
Moraes da UNESP com autorizagdo do Dr. Scott L. Friedman. Ambas foram cultivadas em
meio DMEM low glucose com pH fisiologico de 7,4, suplementado com 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina) e 5% (GRX) ou 10% (LX-2) de soro fetal bovino, e mantidas em
uma incubadora umidificada com temperatura de 37°C e 5% de CO,. O meio foi trocado a cada
48 horas e as células foram observadas por microscopio invertido. Quando o crescimento
celular atingiu a confluéncia adequada, em torno de 80%, as culturas foram tratadas com
solugéo de tripsina/EDTA e a suspensdo celular foi semeada em quantidades adequadas e em

recipientes (garrafas ou placas) préprios para cada metodologia.

4.2 Tratamento

Para os tratamentos, inicialmente, foi preparada uma solucdo estoque de 1,8 mM de
mesilato de doxazosina em 20% etanol/agua Milli-Q (veiculo). Posteriormente, as células foram
tratadas com concentracGes que variaram entre 0,9 a 54 uM, por 24, 48 e 72 horas para o

estabelecimento de uma curva de concentra¢do e célculo do 1C50.

4.3 Curva de concentracao

Para a realizacdo da curva de concentracdo, foi feita a analise da confluéncia das culturas
por meio da citometria de imagem, utilizando o leitor de placas SpectraMax i3 MiniMax 300
Imaging Cytometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) com o modulo de imagem
optica e configuragao de luz transmitida. A tecnologia de detec¢do de células StainFree™ da

Molecular Devices permite a estimativa da confluéncia celular e da citotoxicidade e é
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comparavel as contagens nucleares e de células inteiras obtidas usando corantes fluorescentes
(Molecular Devices, 2019). Além disso, as células podem ser analisadas a qualquer momento

sem interromper seu crescimento.

As fotomicrografias foram capturadas 24 h ap6s a semeadura e antes do tratamento com
doxazosina (tempo O h). Fotomicrografias adicionais foram capturadas sem perturbar o
crescimento celular a cada 24 horas e a confluéncia de células por pogo foi determinada. Esta

abordagem de curso de tempo permitiu a analise temporal da proliferagdo celular.

4.4 Proliferacao e viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada a partir do ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio]. Esse ensaio demonstra a atividade mitocondrial expressa por meio da
enzima tetrazolium-succinato-desidrogenase (TSD). O MTT, sal de coloragdo amarela e solGvel
em &gua, € reduzido a cristais de formazan, sal de coloracdo roxa e insolivel em agua. Portanto,
areducdo do MTT a formazan seré diretamente proporcional a atividade mitocondrial e, assim,
a viabilidade celular. Apos o tratamento com a doxazosina, as células foram incubadas com
uma solugdo de MTT (5 mg/mL) por 2 horas a 37 °C. As células foram entdo lisadas em
dimetilsulféxido (DMSO), para solubilizacdo dos sais de formazan formados e a absorbancia
foi mensurada a 540 nm no espectrofotdmetro SpectraMax® M5. Os resultados foram

utilizados para os calculos do IC50 em ambas as linhagens.

Outro método que avaliou a viabilidade e confluéncia celular foi o ensaio com o corante
Sulforrodamina B. Neste método, € possivel se ter uma estimativa de densidade populacional
e, consequentemente, de sobrevivéncia celular. Apos o tratamento, as células foram fixadas
com 4% de paraformaldeido em solucgéo salina fosfato tamponado (PBS) e coradas com 0,4%

de corante Sulforrodamina B solubilizado em acido acético. As células coradas foram
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dissolvidas em detergente SDS (1%) e a absorbancia da solugdo resultante foi medida em

espectrofotdmetro SpectraMax® M5 a 515 nm.

4.5 Morte Celular por apoptose e necrose

A quantificacdo e caracterizacdo da morte celular foram realizadas por citometria de
fluxo, com o kit Anexina V-FITC / lodeto de Propidio (QuatroG). Apos 48 horas de tratamento
com as concentracdes de doxazosina escolhidas ap6s o calculo do IC50 (13,5 uM para GRX e
27 uM para LX-2), as células foram colhidas por tripsinizacéo e lavadas com PBS. Em seguida,
o pellet celular foi suspenso em 100 puL de tampao de ligagdo 1X a uma densidade celular de 1
x108 células / mL e incubadas com 2 pL de Anexina V-FITC e 2,5 uL de iodeto de propidio
(PI) por 15 min em temperatura ambiente protegido da luz. A anélise de fluorescéncia foi
realizada pelo citometro de fluxo BD FACSCalibur™ e os dados foram analisados usando o

software FCS Express 4.

4.6 Analise morfométrica nuclear (NMA)

A andlise do tamanho e irregularidade nuclear foi realizada a partir da coloracdo do
nticleo com DAPI, nas células GRX. As células foram semeadas em placas de 24 pogos (2,5x10*
por poco) e ap6s 48 horas de tratamento com a doxazosina, o meio foi retirado e as células
foram fixadas com 4% de paraformoldeido e coradas com DAPI. O NMA foi realizado usando
o software Image-Pro Plus 6.0. Diferentes fenétipos nucleares foram separados em um gréfico
de area versus indice de irregularidade nuclear e nucleos de células tratadas com o veiculo

foram usados para definir os pardmetros normais (Filippi-Chiela et al. 2012).

4.7 Deteccgao de gotas lipidicas

A presenca de gotas lipidicas citoplasmaticas foi determinada pelo ensaio AdipoRed™
(Lonza Wilakersville.Inc., USA). As células foram semeadas em placas de 24 pogos (2,5x10*
por poco) e apds 48 horas de tratamento com a doxazosina (concentracdes do 1C50), o meio foi
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retirado e as células foram fixadas com 4% de paraformoldeido e coradas com AdipoRed, para
coloracéo de fosfolipidios e triglicerideos, e com DAPI para coloracgdo do nucleo. O AdipoRed
é uma solucgéo do corante hidrofilico Vermelho do Nilo (Nile Red) que emite fluorescéncia em
meio hidrofébico. O corante, quando ligado a proteinas ou fosfolipidios de membrana, emite
fluorescéncia vermelha (excitagdo em 550nm e emisséo em 638 nm) e, quando ligado aos
triglicerideos das gotas lipidicas citoplasmatica, emite fluorescéncia amarelo-esverdeada
(exitagdo em 485 nm e emissdo em 572 nm). As imagens foram capturadas diretamente dos
pocos das placas de cultura no microscopio FLoid™ Cell Imaging Station. Foram realizadas

trés capturas de cada poco cultivado.

4.8 Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Verificamos a normalidade dos
dados pelo teste Shapiro-Wilk. O teste ANOVA de uma via foi utilizado para avaliar o efeito
da doxazosina conforme as concentrag¢fes. Quando necessario, foi utilizado o teste ANOVA de
duas vias (concentragdo X tempo). O Post Hoc Test de Tukey foi utilizado para comparagdes
mdaltiplas. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05, com intervalo de confianca de 95%.

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 7 (verséo 7.04).
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7. CONCLUSAO

Essa dissertacdo apresentou os efeitos da doxazosina em duas linhagens
diferentes de células estreladas hepaticas, a linhagem GRX, de origem murina, e a linhagem
LX-2, de origem humana. Em ambas linhagens foi observado o potencial antiproliferativo da
doxazosina, atuando por indugdo de apoptose nas células LX-2 e possivelmente por senescéncia
nas células GRX. Mais estudos sdo necessarios para averiguar se o efeito da doxazosina nas
células estreladas hepéticas estd relacionado a sua agdo inibitéria dos receptores alfa-1

adrenérgicos ou por outro mecanismo.
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8. PERSPECTIVAS

Como continuagéo desse trabalho, pretende-se seguir com os seguintes objetivos:

- Avaliar se o tratamento com a doxazosina € capaz de diminuir a expressao de genes

relacionados a ativacdo das HSC, como o colageno tipo I, TGF-B e a-SMA,;

- Realizar a quantificacdo das gotas lipidicas citoplasmaticas, afim de verificar se o tratamento

com a doxazosina induz a formacéo das mesmas;

- Avaliar se o tratamento com doxazosina esta induzindo senescéncia celular nas GRX por

meio da medigao da atividade da B-galactosidase;

- Analisar a contracéo celular pelo ensaio de gel de colageno;

- Averiguar se o efeito da doxazosina esta sendo causado por sua inibicdo dos receptores alfa-

1 adrenérgicos.
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