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Perhaps the most important thing I could say is to never be
thrown by failure and mistakes. Each and everything that
happens, even if it was not what you hoped would happen,
is a valuable, life-learning tool. And you will only achieve
success if you know how to learn from your failures and
mistakes. It’s vital.

Christiane Amanpour - Jornalista
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Apresentacao

Esta tese estd organizada em secdes dispostas da seguinte maneira: Introdugdo,
Objetivos, Capitulos (1, 11, 1Il), Discussdo, Conclusoes, Perspectivas € Referéncias
Bibliograficas.

A sec¢do Introdugdo apresenta o embasamento tedrico que levou a formulagao das
propostas da Tese, as quais estdo descritas na se¢ao Objetivos.

A secdo Capitulos contém os artigos cientificos publicados ou em fase de
preparagdo, e resultados preliminares. Esta secdo também apresenta os materiais e
métodos e as referéncias bibliograficas especificas de cada artigo e estd dividida em
Capitulos I, Il e 111.

A secdo Discussdo contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos
diferentes artigos cientificos e dos resultados preliminares. A se¢do Conclusoes aborda
as conclusdes gerais obtidas na Tese. A secdo Perspectivas aborda as possibilidades de
desenvolvimento de projetos a partir dos resultados obtidos, dando continuidade a essa
linha de pesquisa.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista as referéncias citadas na Introdugdo e

Discussdo da Tese.
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Resumo

O reposicionamento de farmacos ¢ o estudo da utilizagdo de farmacos para outra
indicacdo do que a originalmente aprovada. Este processo apresenta o potencial de
identificagdo rapida de terapia eficaz contra doencas como cancer e Alzheimer (DA).
Virios estudos demonstraram o efeito antitumoral da doxazosina, um bloqueador al-
adrenérgico, e os bloqueadores 1-adrenérgicos t€m sido associados a neuroprotecao em
doencas neurodegenerativas. O cancer ¢ a DA tém uma relacdo inversa em muitos
aspectos, com varios fatores que contribuem para a inibi¢ao da apoptose e a proliferagao
celular sendo aumentados nos canceres, mas diminuidos na DA. O neuroblastoma (NB)
¢ um tumor pediatrico derivado de células da crista neural embrionaria, com uma taxa de
cura em torno de 40%, apesar do tratamento agressivo. Os hemangiomas infantis (HIs)
sdo os tumores vasculares mais comuns em bebés. A morbidade pode incluir desfiguragao
e cicatrizes e, em casos mais graves, perda da visdo, comprometimento das vias aéreas,
insuficiéncia cardiaca congestiva, e morte. O NB, o HI e a DA apresentam alteracdes na
via de sinalizagdo de EGFR/Akt/GSK-3p e a descoberta de novos firmacos para o
tratamento dessas doencas tem se apresentado como um grande desafio. Assim, no
presente estudo investigamos o potencial terapéutico da doxazosina como agente
antitumoral contra NB e HI, e como agente neuroprotetor contra a DA. Primeiro,
analisamos os efeitos do farmaco em células NB humano SH-SYS5Y diferenciadas e
indiferenciadas com acido retindico e em um modelo in vitro de Da, utilizando culturas
organotipicas de hipocampo expostas ao peptideo B-amiloide (AP). A doxazosina
demonstrou efeito antitumoral em células indiferenciadas de NB por meio da indugdo de
apoptose, necrose, parada no ciclo celular e diminui¢ao dos niveis de p-EGFR1yr1043. Em
células diferenciadas, a doxazosina foi menos citotoxica e aumentou os niveis de p-
EGFRrTyr1048, p-Aktserars € p-GSK-3Bser9. Além disso, o farmaco foi capaz de proteger as
fatias do hipocampo da toxicidade do AP, através da prevencao da ativacdo da GSK-38 e
da hiperfosforilagdo da Tau. Em relacdo ao HI, utilizamos a linhagem celular murina
EOMA como modelo. O fdrmaco foi citotoxico para as células EOMA, mas baixas
concentragdes de doxazosina aumentaram a migracdo dessas células. O processo de
metastase tumoral envolve diversas fases, entre elas a migracdo celular e a invasdo. Para
avaliar se este aumento de migracdo celular tem relevancia bioldgica para a patologia do
HI, ¢ necessario avaliar também o potencial de invasdo dessas células. Neste estudo,
também padronizamos culturas 3D de esferoides tumorais de células EOMA, o que ainda
ndo foi descrito na literatura. Os esferoides tumorais se assemelham mais ao que ocorre
com o tumor in vivo em comparagdo com as culturas 2D. Observamos que a doxazosina
foi capaz de reduzir o tamanho do esferoide tumoral. Ainda, apresentamos nesse estudo
resultados preliminares do potencial antitumoral da doxazosina em células WEHI-3B,
que sdo representativas de leucemia mielomonocitica (LMM). A doxazosina foi capaz de
induzir a morte das células WEHI-3B apos 48h de tratamento. Desse modo, na presente
tese demonstramos que a doxazosina apresenta potencial terapéutico ndo sé para tumores
como NB, HI e LMM, como também ¢ neuroprotetora em um modelo in vitro da DA. Os
nossos estudos estdo baseados no reposicionamento da doxazosina para doengas de dificil
tratamento, como NB de alto risco e DA, assim como uma doenga negligenciada na
literatura, como o HI.

Palabras-chave: Doxazosina; neuroblastoma; hemangioma; leucemia mielomonocitica;
doenca de Alzheimer; antitumoral; neuroprote¢ao



Abstract

Drug repurposing is the study of the identification of novel indications for existing compounds.
This process holds the potential of rapid identification of effective therapeutics against diseases
such as cancer and Alzheimer’s (AD). Several studies have demonstrated the antitumor
effect of doxazosin, an alpha-adrenergic blocker, and f1-adrenergic blockers have been
associated with neuroprotection in neurodegenerative diseases. Cancer and AD have an
inverse relationship in many respects, with several factors contributing to inhibition of
apoptosis and cell proliferation being increased in cancers but decreased in AD.
Neuroblastoma (NB) is a pediatric tumor derived from embryonic neural crest cells, with
a cure rate of about 40%, despite aggressive treatment. Infantile hemangiomas (IHs) are
the most common vascular tumors in infants. Morbidity may include disfigurement and
scarring and, in more severe cases, loss of vision, impairment of the airways, congestive
heart failure and death. NB, IH and DA present alterations in the EGFR/Akt/GSK-3f3
signaling pathway and the discovery of new drugs for the treatment of these diseases has
presented itself as a major challenge. Thus, in the present study we investigated the
therapeutic potential of doxazosin as an antitumor agent against NB and IH, and as a
neuroprotective agent against AD. First, we examined the effects of the drug on
undifferentiated and retinoic-acid differentiated human SH-SY5Y NB cells, and on an in vitro
model of organotypic hippocampal cultures exposed to P-amyloid peptide (AP).
Doxazosin demonstrated an antitumor effect in undifferentiated NB cells through
induction of apoptosis, necrosis, cell cycle arrest and decreased levels of p-EGFRryr104s.
On differentiated cells, doxazosin was less cytotoxic and increased levels of p-
EGFR1yr1048, p-Aktsera7s and p-GSK-3fser. In addition, the drug was able to protect the
hippocampal slices from AP toxicity by preventing the activation of GSK-3a and of Tau
hyperphosphorylation. Regarding IH, we used the EOMA murine cell line as a model. The
drug was cytotoxic to EOMA cells, but low concentrations of doxazosin increased the
migration of these cells. The process of tumor metastasis involves several phases, with
cell migration and invasion among them. To assess whether this increase in cell migration
has biological relevance for IH pathologys, it is also necessary to evaluate the potential of
these cells for invasion. In this study, we also standardized 3D cultures of tumor spheroids
from EOMA cells, which has not yet been described in the literature. Tumor spheroids
resemble more closely the tumor in vivo compared to 2D cultures. We observed that
doxazosin was able to reduce the size of the tumor spheroid. Furthermore, we present
preliminary results of the antitumor potential of doxazosin on WEHI-3B cells, which are
representative of myelomonocytic leukemia (MML). Doxazosin was able to induce death
of WEHI-3B cells after 48 hours of treatment. Thus, in the present thesis we demonstrated
that doxazosin presents therapeutic potential not only for tumors such as NB, IH and
MML, but it is also neuroprotective on an in vitro model of AD. Our studies are based on
the repurposing of doxazosin for difficult-to-treat diseases such as high-risk NB and AD,
as well as a neglected disease in the literature, such as IH.

Keywords: Doxazosin; Neuroblastoma; Hemangioma; Myelomonocytic Leukemia;
Alzheimer’s Disease; Antitumoral; Neuroprotection



1. INTRODUCAO



1.1. Reposicionamento de farmacos

O processo tradicional de desenvolvimento de farmacos consome muito tempo e
recursos antes que uma molécula possa ser comercializada no mercado. Apesar de
grandes investimentos, as chances de uma molécula nova entrar no mercado sdo minimas.
A média de tempo entre os experimentos pré-clinicos iniciais até a aprovagao regulatoria
completaé de 11,4 a 13,5 anos (Paul et al., 2010). Em termos de custo, o desenvolvimento
de farmacos de novo varia de 161 a 1800 milhdes de dolares por farmaco (Adams e
Brantner, 2006).

Nas ultimas décadas, diversos artigos tem demonstrado a diminui¢do da
produtividade e o aumento dos custos com pesquisa e desenvolvimento (P&D) na
industria farmacéutica (Kuntz, 1992; Anderson, 2003; Kola ¢ Landis, 2004; Mullin,
2014). Além disso, de 1991 a 2000, altas taxas de falhas ocorreram durante ensaios
clinicos de Fase II, na qual sdo avaliados parametros de eficicia e seguranca para
candidatos a farmacos (Kola e Landis, 2004). Devido a esses desafios, o
reposicionamento surgiu como uma estratégia em potencial para superar obstaculos
durante a P&D de farmacos (Cavalla, 2005).

O reposicionamento (do inglés “repurposing” ou “repositioning”) € o estudo da
utilizagdo de fArmacos para outra indicagdo do que a originalmente aprovada. O uso do
reposicionamento pode evitar diversos problemas que acabam com o processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Alguns desses problemas incluem: seletividade do
alvo; metabolismo do farmaco e farmacocinética; toxicologia; e eventos adversos. Estes
aspectos normalmente tem que ser abordados através de testes tanto em espécies animais
quanto em humanos. Descobertas negativas em qualquer um desses pontos do processo
sdo as principais causas de falha nos estagios iniciais do desenvolvimento de novos
farmacos (Waring et al., 2015). Esses pontos normalmente ndo sdo problemas reais para
o reposicionamento de um farmaco (Fig. 1); por exemplo, ndo precisa haver seletividade
se o farmaco ¢ eficaz e seguro (Bastos e Coelho, 2014). No entanto, outros problemas em
potencial surgem do reposicionamento, como a eficacia na nova indicacao (normalmente
tanto em animais quanto humanos), problemas com patentes e liberdade de uso.

O reposicionamento de fairmacos comecou ao acaso. Mas, atualmente, com o
aumento do interesse pelo assunto e pela utilizagdo de diversas ferramentas de
bioinformatica e quimioinformadtica, o reposicionamento tem sido desenvolvido como

uma estratégia inovadora e orientada por dados (Parvathaneni ef al., 2019).
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Figura 1. Comparagdo entre a descoberta e desenvolvimento tradicional de novo de farmacos e o
reposicionamento de farmacos. (a) Sabe-se que a descoberta e desenvolvimento tradicional de novo de
farmacos ¢ um processo de 10-17 anos desde a ideia até a chegada ao mercado. A probabilidade de sucesso
¢ menor que 10%. (b) O reposicionamento de farmacos fornece a possibilidade de reduzir risco e tempo ja
que diversas fases comuns do processo de desenvolvimento de novo podem ser dispensadas porque os
candidatos a reposicionamento normalmente ja passaram por diversas fases de desenvolvimento para a sua
indicacdo original. ADMET, absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excregao e toxicidade; EMEA, European
Medicines Agency; FDA, Food and Drug Administration; PI, propriedade intelectual; MHLW, Ministry of
Health, Labour and Welfare. Adaptado de Ashburn e Thor, 2004.

O reposicionamento € realizado em 2 etapas. A primeira envolve a analise in silico
de farmacos aprovados ou presentes no mercado contra alvos terapéuticos (por meio de
pesquisa em repositorios de dados, como mostrado na figura 2), seguida pela investigacao
em vias patofisiologicas especificas da doenga de interesse com o uso de metodologias in
vitro e in vivo (NIH, 2018a). A segunda etapa ¢ a entrada do fArmaco em ensaios clinicos
para a indicagdo em estudo (NIH, 2018b).

Farmacos podem ser reposicionados em qualquer estagio a partir de sua
descoberta. A seguir estdo alguns exemplos de como fairmacos podem ser reposicionados:

e Um farmaco aprovado que apresente um efeito adverso especifico o qual,
por acaso, serve como potencial terapéutico para outra indicagdo. Por
exemplo, o sildenafil, que foi originalmente desenvolvido para tratamento
de hipertensao e angina, atualmente ¢ comercializado como Viagra® para
disfungao erétil (Boolell et al., 1996);

e Anadlise de farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA)
pelo seu uso diferente do indicado. Descobriu-se que o itraconazole,

aprovado como um agente anti-fungico, apresenta uma propriedade



adicional como anti-angiogénico. A exploracdo dessa propriedade
direcionou a liberagdo do composto através de ensaios de Fase Il para
investigacdo da sua eficacia como um agente terapéutico de segunda linha
contra cancer de pulmao (NCT02357836) e cancer de prostata
(NCT00887458);

e Féarmacos que falharam em ensaios clinicos para uma indica¢do, mas
apresentaram potencial em outra area terapéutica. Por exemplo, o
saracatinibe, que falhou como agente anticancer, mas exibiu reversao
substancial de sintomas da Doenca de Alzheimer (DA) em um modelo
murino (Nygaard et al., 2015). Atualmente, esse firmaco passou em
ensaios de Fase I (NCT01864655) contra a DA.

Neste contexto, a presente tese avalia o potencial de reposicionamento da

doxazosina contra tumores infantis € DA.

Pathway Drug
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Figura 2. Lista de bancos de dados utilizados para o reposicionamento de farmacos. SRA: Sequence Read
Archive, GEO: Gene Expression Omnibus, dbSNP: Single Nucelotide Polymorphism database, OMIM:
One Mendelian Inheritance in Man, FAERS: FDA Adverse Event Reporting System, SIDER: Side Effect
Resource, BioGRID: Biological General Repository Interaction Dataset, UNIPROT: Universal Protein
Knowledgebase, PDB: Protein Data Bank, STRING: Search Tool for Retrieval of Interacting
Genes/Proteins, STITCH: Search Tool for Interaction of Chemicals, TTD: Therapeutic Target Database,
MANTRA: Mode of Action by NeTwork Analysis, KEGG: Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes,
PID: Pathway Interaction Database. Adaptado de Hema Sree et al., 2019.
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1.2. Doxazosina

A doxazosina [4-(4-amino-6,7-dimetoxiquinazolina-2-il)-piperazina] 1-il-(2,3-
diidro-1,4-benzodioxina-3-il) metanona (Figura 3), ¢ um derivado quinazolinico que
compreende a classe terapéutica dos alfa-bloqueadores adrenérgicos. Sdo fairmacos que

bloqueiam seletivamente os receptores alfa-1 adrenérgicos.

0o
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T
Figura 3: Estrutura quimica da doxazosina.

Ela ¢ utilizada na clinica como mesilato de doxazosina (Carduran®) para o
tratamento de hipertensao e hiperplasia prostatica benigna (HPB). No inicio da década de
1990, iniciaram-se estudos clinicos para o tratamento de HPB com a doxazosina. Na
época se acreditava que os efeitos do farmaco sobre os sintomas de HPB eram
provenientes apenas de seu efeito de bloqueio dos receptores alfa-1 adrenérgicos do
musculo liso da prostata, o que resultava em relaxamento do tonus muscular prostatico e
diminui¢do da pressdo intrauretral (Janknegt e Chapple, 1993). Em 1998, Kyprianou et
al. demonstraram que o mecanismo molecular de alivio dos sintomas da HPB pela
doxazosina estava relacionado a capacidade do fArmaco em induzir apoptose nas células
musculares lisas da prostata.

Em 2000, Cal et al. levantaram a hipotese de que a doxazosina poderia ser um
novo agente citotoxico para o cancer de prostata. Eles demonstraram que o farmaco
apresentava efeito citotoxico nas linhagens celulares de cancer de prdstata humano
DU145 e PC-3. Além disso, Benning e Kyprianou (2002) demonstraram que o efeito da
doxazosina na inducdo de apoptose em células de cancer de prostata era independente da
acdo de bloqueio de receptores alfal, e estava relacionado ao anel quinazolinico presente
na molécula. A partir deste momento, diversos estudos comegaram a ser desenvolvidos
em relagcdo aos efeitos da doxazosina sobre diversos tipos de cancer e em relagdo aos
mecanismos moleculares de acdo desse farmaco. Nosso grupo de pesquisa recentemente

demonstrou que a doxazosina induz apoptose e parada no ciclo celular em células de
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glioma de rato e humano e diminui o tamanho do tumor em cérebros de ratos através de
diminui¢do da ativacdo da via do EGFR (Gaelzer, 2017). Além disso, a doxazosina
apresenta efeito antitumoral em cancer de mama, bexiga e adenoma hipofisario.

Os derivados de quinazolinas tém efeitos pleiotropicos com a capacidade de afetar
as funcdes e atividades dos receptores alfal-adrenérgicos, fosfodiesterases, tirosina
cinases e, a descoberta mais recente, adenosina cinases (Chilin ef al., 2010). Nos ultimos
anos, estes compostos tiveram grande progresso no combate de doengas proliferativas
como cancer, baseados principalmente na atividade inibidora de RTKs.

Os RTKs desempenham um papel vital nos processos de controle da proliferagao
celular, diferenciagdo e evasdo da apoptose. Até esta data, trés ligantes reversiveis
(anilinoquinazolinas) do EGFR (Gefitinib, Erlotinib e Lapatinib) foram aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA) nos EUA para uso clinico no tratamento do cancer
(Goldstein et al., 2008; Chilin et al., 2010).

Além de seus efeitos antitumorais, os derivados de quinazolinas tem efeitos
biologicos sobre o Sistema Nervoso Central como antidepressivos. A doxazosina
atualmente esta sendo testada em ensaios clinicos como tratamento para o Transtorno do
Estresse Pos-Traumatico e alcoolismo (Kenna et al., 2016; Rodgman et al., 2016).
Acredita-se que o mecanismo molecular do farmaco nesses distlrbios esteja relacionado
ao seu efeito de bloqueio de receptores alfal (Petrakis e Simpson, 2017), mas a possivel

acdo do anel quinazolinico, presente na molécula da doxazosina, ndo deve ser descartado.

1.3. Relacao entre Cancer e a Doenca de Alzheimer

Existe uma relagdo de aumento exponencial em relacdo a idade e a ocorréncia de
DA e cancer. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma associagdo reciproca entre
a DA e cancer: idosos com DA apresentam um risco menor de cancer e vice-versa
(Realmuto et al., 2012; Musicco et al., 2013). Ja é conhecido que pacientes com a doenca
de Huntington apresentam menor incidéncia de cancer, e 0 mesmo aparenta ser verdade

para a DA (Serensen et al., 1999).

1.3.1. Vias de apoptose estiao ativas na DA e inibidas no cancer
A proteina p53 ¢ um supressor tumoral ativado por varios tipos de estresses

celulares e desempenha fungdes como a regulagdo do ciclo celular, respostas a danos no
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DNA, morte celular, diferenciacdo celular e neovascularizagdo. A p53 induz parada no
ciclo celular, podendo recrutar as proteinas de reparo do DNA ou encaminhar a célula a
morte ap6s um dano muito extenso ao DNA. Esse mecanismo € responsavel pelo turnover
das células presentes nos tecidos e 6rgdos do nosso corpo, ao passo que animais que
perdem p53 desenvolvem tumores ao longo da vida (Brenner e Mak, 2009; Guicciardi e
Gores, 2009; Krakstad e Chekenya, 2010).

A inativagdo do gene TP53 confere uma predisposi¢cdo a tumores, enquanto que a
DA leva os neurdnios a apoptose via p53. A p53 pode iniciar a apoptose se o dano ao
DNA for irreparavel. A ativacao da p53 leva a parada do ciclo celular via p21. A delegado
de p53/p21 em modelos murinos melhora os fenotipos de envelhecimento e aumenta a
expectativa de vida, mas aumenta o risco de cancer (Duli¢ et al., 2000).

O peptideo B-amiloide (AP) se liga no promotor da p53 aumentando a sua
transcri¢do, enquanto que a fosforilagdo da tau ¢ estimulada indiretamente por p53
(Proctor e Gray, 2010). A delecdo completa da p53 ocorre na Sindrome de Li-Fraumeni
e o risco de cancer nesses pacientes aumenta para 100% na idade de 70 anos (Malkin,
2009). Isso demonstra uma relagdo inversa entre a DA e o cancer, visto que a ativagdo da

P53 esta presente na DA e a inibigdo ou delecdo esta envolvida com tumores.

1.3.2. Neurotrofinas e fatores de crescimento sio neuroprotetores e também
estdo envolvidos na progressiao do crescimento tumoral

O Fator de Crescimento do Nervo (Nerve Growth Factor, NGF) estd envolvido na
regulacdo do crescimento e progressdo tumoral incluindo carcinomas pulmonar,
prostatico, mamario e pancreatico. Interagdes entre fatores neurotréficos e o glutamato
também estdo envolvidas na regulagdo da neuroplasticidade. Por exemplo, a producdo do
Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) ¢ estimulada por glutamato, e 0o BDNF
modifica a sensibilidade ao glutamato nos neurdnios, a plasticidade neuronal e a
homeostasia do Ca?". Fatores neurotr6ficos modificam a expressdo de subunidades de
receptores de glutamato e de proteinas reguladoras de Ca2+, e induzem a producdo de
membros da familia de proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, de enzimas antioxidantes e
proteinas reguladoras de energia. Além disso, o excesso da ativacdo de receptores de
glutamato pelo estresse oxidativo e metabdlico pode contribuir para a neurodegeneragdo
e disfun¢do na DA (Mattson, 2008).

Fatores ambientais como o exercicio fisico, além da sinalizagdo de fatores

neurotroficos, antidepressivos, e restricdo caldrica tem o potencial de otimizar a

13



sinalizagcdo glutamatérgica e proteger contra desordens neuroldgicas. O BDNF esta
envolvido com o crescimento e a sobrevivéncia neuronal. O BDNF também tem um papel
ativo em areas vitais para a memoria e aprendizado como o hipocampo e o cortex cerebral.
Ele também ¢ importante para memoria de longo prazo e neurogénese (Huang e
Reichardt, 2001; Mattson, 2008).

O conhecimento atual sugere que o EGF e as neurotrofinas — NFG, BDNF,
neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina 4/5 (NT-4/5) —, assim como 0s seus receptores
tirosina cinase — EGFR e membros da familia trk (trk A, trk B e trk C) — apresentam uma
fun¢do significativa na patogénese do cancer de prostata (Montano e Djamgoz, 2004).

A expressdo de BDNF também ocorre em canceres como o de célon, reduzindo a
apoptose (Yang et al., 2013). Na DA, existe uma redu¢do de BDNF e outras neurotrofinas
(Lee et al., 2005).

Alteragdes genéticas de Receptores de Tirosina Cinases (RTKs), incluindo as do
EGFR, tém um papel importante na resisténcia ao tratamento, no desenvolvimento e na
progressdo de diversos tumores soélidos. A estrutura de cada um dos membros da familia
do EGFR compreende: um ectodominio para interacdo com o ligante, com 2 regides ricas
em cisteina; uma Unica regido transmembrana; e um dominio citoplasmatico com agdo
enzimatica tirosina cinase. Os ligantes responsaveis pela sua ativacdo incluem: EGF,
TGF-a (Fator de Crescimento Transformador alfa), anfiregulina, betacelulina, dentre
outros (Yewale et al., 2013).

Enquanto inativo, o EGFR ¢ encontrado na membrana plasmatica como um
mondémero. A ligacdo de uma molécula EGF ou outro ligante compativel (TGF-a,
anfiregulina, betacelulina) em um monomero do receptor desencadeiam mudangas
conformacionais que induzem a dimerizacao do receptor. A homo ou heterodimerizagao
do receptor resulta em mais alteragdes conformacionais que ativam o dominio tirosina
cinase intracelular. Isto resulta na autofosforilagdo da por¢ao citoplasmatica do receptor
e indugdo da sinalizagdo intracelular. A ativagdo do EGFR por fosforilagdo inicia vias de
sinalizagdo como a da Ras-Cinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK, Proteina Cinase
Ativada por Mitdgenos, MAPK) e PI3K/Akt, entre outras (Tebbutt et al., 2013).

A dimerizagdo, além de ativar as cinases na por¢ao intracelular, leva a formacao
de invaginacdes cobertas por clatrina na membrana. Essas invaginagdes formam vesiculas
endociticas que se fusionam com endossomos iniciais. Moléculas de EGFR que estdo
presentes nesses compartimentos retornam a membrana plasmatica (recicladas) ou sao

destinadas a degradacao (Yewale et al., 2013). A meia-vida metabolica de EGFR em
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linhagens celulares tumorais ¢ de 20 h, isso significa que o mesmo receptor podera ciclar
na via endocitica diversas vezes durante esse tempo (Hatanpaa et al., 2010).

Em células saudaveis, ha cerca de 4x10* a 1x10° moléculas de EGFR presentes na
membrana, enquanto células tumorais expressam mais de 2x10° receptores por célula
(Yewale et al., 2013). Por essa razdo, diversas alternativas terapéuticas para o cancer t€ém
sido desenvolvidas visando o receptor EGFR como alvo.

Os agentes mais promissores sao os anticorpos monoclonais (mAb) e as moléculas
inibidoras de tirosina cinase (TKI), que apresentam mecanismos de acao e especificidade
distintos para o mesmo alvo. Os mAbs se ligam a por¢do extracelular do receptor e
competem com as moléculas ligantes, impedindo a ativagdo das cascatas de sinalizagdo
(Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002); TKIs inibem a autofosforilacdo da porcao
citoplasmatica de EGFR e competem com ATP endogeno pelo dominio catalitico da
molécula (Yewale et al., 2013).

Diversos tumores, incluindo o glioblastoma multiforme e cancer de pulmao estao
associados com a superexpressdo de EGFR. Em tumores de origem epitelial, essa
superexpressao apresenta papel importante na patogénese da doenca (Bodey et al., 2005).
Mas o EGFR esté ausente no nucleo central de placas neuriticas da DA (Birecree et al.,
1988). O EGF ainda apresenta funcdo importante na neurogénese hipocampal e na
melhora da funcdo cognitiva (Sun et al., 2010). Desse modo, o EGFR esta envolvido com
o crescimento, a proliferacdo e a sobrevivéncia das células, sendo superexpresso no
cancer, mas deficiente na DA. Isso também suporta a hipotese de relagdo inversa entre

cancer € a DA.

1.3.3. Via da PI3K/Akt/GSK-38

A PI3K ¢ translocada para a membrana plasmatica por meio da ligacdo de
fosfotirosina a residuos dos RTKs. A PI3K fosforila o PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato) a PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato), e este funciona como um importante
sinalizador intracelular coordenando processos de crescimento celular, migragdo,
metabolismo e regulacdo do ciclo celular (Feldkamp et al., 1999; Krakstad e Chekenya,
2010). O actimulo de PIP3 recruta a PDK1 e a Akt a membrana plasmatica. A Akt ¢ ativa
quando fosforilada em dois residuos, a0 mesmo tempo: Thr308 (por PDK1) e Ser473 (por
mTORC2-mTOR-Rictor Kinase Complex 2). PDK1 e o complexo mTORC2 sao ambos
ativados por PI3K (Guha et al., 1997; Feldkamp et al., 1999; Krakstad e Chekenya, 2010).

A Akt ¢ responsavel pela fosforilagdo de varios substratos citosolicos e nucleares que
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regulam o metabolismo e o crescimento celular. A Akt esta relacionada com a
fosforilacdo de proteinas que regulam a apoptose (Bad, caspase-9, Double Minute murino
2 (MDM2), p21Waf1/Cipl, Fator de Transcri¢ao “forkhead homeobox O1” (FOXO1) e
Glicogénio Sintase Cinase-3 beta (GSK3p)), proliferagdo e sobrevivéncia celular
(Gesbert et al.,2000). A GSK3f ¢ um dos substratos da Akt, e esta envolvida na regulacio
de varias fungdes celulares, incluindo diferenciacdo, crescimento, motilidade,
proliferacdo, progressao do ciclo celular, apoptose e resposta a insulina. A desregulacao
da expressdo da GSK3[ conduz a muitos estados patolégicos: diabetes, DA, Parkinson,
distarbios bipolares e cancer. A ativacdo da GSK3p (quando defosforilada na Ser-9)
promove parada no ciclo celular e encaminhamento para apoptose (Gesbert ef al., 2000).
O processo de fosforilagdo de proteinas especificas pela Akt ativa estd envolvido com
angiogénese, ciclo celular, metabolismo, sobrevivéncia celular e fornece neuroprotecao.
A cinase Alvo da Rapamicina em Mamiferos (Mammalian Target of Rapamycin, mTOR)
esta envolvida no controle da transcrigao de RNAs mensageiros (mRNA) envolvidos com
a proliferacdo e sobrevivéncia celular. A PI3K ativa induz a ativagdo da Akt, a qual pode
induzir o complexo I da mTOR (mTORCI) ou ser induzida pelo complexo I da mTOR
(mTORCII). A via da PI3K/Akt/mTOR ¢ neuroprotetora. Essa via diminui a apoptose e
promove a proliferacdo, porém existe uma ativagdo dessa via em cancer, e ela parece ser
crucial para a maioria dos tumores (Kitagishi et al., 2014; Porta et al., 2014).

A GSK3p estd envolvida na proliferacdo, diferenciacdo, motilidade e
sobrevivéncia durante a embriogénese. A proteina MDM?2 ¢ responsavel pela degradagao
proteossomal da p53 em condigdes fisiologicas. Mas em momentos de estresse celular,
ha a estabilizagdo da p53 e a formacdo de um complexo com a GSK3f. Isso leva a
hiperfosforilacdo da tau, aumento do acimulo de placas de AP e ativagdo de GSK3f. A
P53 ¢ estimulada e a sua degradacdo proteossomal inibida na presenca de placas de Ap.
Também esta sendo considerado que a p53 fosforilada e a GSK3[3 atuam juntas no
desenvolvimento da DA (Proctor e Gray, 2010; Jadhav et al., 2019).

Por outro lado, em relagdo ao cancer, a GSK3[3 normalmente esta inibida devido
a fosforilacao por Akt (Luo, 2009). A GSK3 também ¢ descrita como um supressor de
tumor por inibir a transformagdo neoplasica e o desenvolvimento tumoral (Medina e
Wandosell, 2011). Esta proteina também esta envolvida na resisténcia a quimioterapia.
Quando tratadas com litio, que ¢ um inibidor de GSK3p, as células de hepatoma tornam-

se resistentes a etoposideo e camptotecina. Por outro lado, a ativacdo da GSK3p com
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LY294002 sensibiliza as células de hepatoma a apoptose induzida por esses
quimioterapicos (Rocha et al., 2014). Outros estudos demonstram que a ativagdo da
GSK3p sensibiliza células de cancer de mama ao paclitaxel, 5-fluorouracila, cisplatina,
taxol e prodigiosina (Luo, 2009). Além disso, outros estudos com inibidores de GSK3[3
em pacientes com glioblastoma e duas linhagens celulares estabilizadas (U251 e U87-
MG) demonstram que a inibicdo da fosforilagdo da GSK3p pela Akt reduziu

significativamente a invasao tumoral (Pyko ef al., 2013).

1.4. Tumores infantis

1.4.1. Neuroblastoma

O neuroblastoma (NB) ¢ o tumor sélido extracranial mais comum em criangas, €
pode aparecer desde o nascimento até a infincia inicial, com casos raros diagnosticados
em criancas com mais de 10 anos de idade. As células de NB surgem a partir de células
neoplasicas imaturas da crista neural (Ross, 1995; Hogarty, 2003). Sob condigdes
normais, precursores de células da crista neural migram do tubo neural dorsal e se
diferenciam ao atingir seus locais apropriados em tecidos e o6rgdos do sistema nervoso
simpatico. Porém, em alguns casos, defeitos na migragdo, maturagao ou diferenciacio das
células da crista neural podem levar ao desenvolvimento do NB. Uma das caracteristicas
do NB ¢ a sua alta heterogeneidade clinica e bioldgica: algumas criancas apresentam
tumores que regridlem completamente ou que se diferenciam espontaneamente sem
tratamento, enquanto outras possuem tumores metastaticos espalhados por todo o corpo

com elevada taxa de mortalidade, mesmo com intensa terapia multimodal (Diede, 2014).

1.4.1.1. Epidemiologia
A incidéncia estimada de NB na América do Norte e na Europa ¢ de 10,5 casos
por milhdo de criancas abaixo dos 15 anos de idade, com muito pouca variabilidade étnica
ou geografica (Stiller e Parkin, 1992; Ries et al., 1999; Heck et al., 2009; Irwin e Park,
2015). O NB ¢ a causa de aproximadamente 10% de todos os tumores infantis, mas
infelizmente ¢ responsavel por até 15% das mortes de criangas com cancer. A grande
maioria das criangas com NB sdo diagnosticadas antes dos 5 anos de idade, com a média

de 19 meses de idade no diagndstico.

17



1.4.1.2.  Prognédstico e estratificacdo de risco

Devido a heterogeneidade bioldgica e clinica do NB, foram identificadas uma
variedade de caracteristicas de prognostico associadas com desfechos de pacientes. Esses
fatores de prognodstico variam de fatores clinicos tais como estagio do tumor e idade do
paciente no diagndstico, até caracteristicas bioldgicas como histologia, ploidia do DNA,
fatores citogenéticos, como amplificagdo do oncogene MYCN e ganhos ou delecdes
cromossOmicas importantes, € marcadores tumorais séricos, assim como outros
marcadores moleculares (Shimada et al., 1999; Peuchmaur et al., 2003; Navarro et al.,
2006).

Utilizando-se esses fatores, pacientes com NB podem ser classificados em um dos
seguintes grupos de risco: baixo, intermediario e alto. Para muitas criancas com NB, essa
estratificacdo de risco e subsequente determinacao do tratamento tem sido bem-sucedida
(figura 4), visto que o desfecho para criancas com tumores de risco baixo e intermediério
tem sido excelente, com aproximadamente 90% de taxas de sobrevida livre de eventos a
longo prazo (Park et al., 2013). No entanto, criancas com NB de alto risco permanecem
como um desafio para tratamento, apresentando taxas de sobrevida livre de eventos a

longo prazo abaixo de 50% (figura 4).
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Figura 4. Sobrevida livre de eventos para o neuroblastoma baseada na estratificacéo de risco do Children’s
Oncology Group (COG). Curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier foram calculadas no diagnostico de
criangas inscritas nos ensaios clinicos de neuroblastoma do COG, Children’s Cancer Group e Pediatric
Oncology Group, que foram classificados como baixo, intermedidrio ou alto risco no momento do
diagnostico (adaptado de Park et al., 2013).

Até recentemente, era utilizado o Sistema de Estadiamento Internacional para
Neuroblastoma (International Neuroblastoma Staging System, INSS) para estadiamento
destes tumores. Este sistema foi desenvolvido em 1988 (Brodeur et al., 1988) e
subsequentemente revisado em 1993 (Brodeur et al., 1993), utilizava uma combinagdo de
avaliacdes de exames de imagem do tumor, comprometimento da medula 6ssea e
avaliagdes pos-cirurgicas para estadiamento apropriado. Recentemente, o sistema de
estadiamento de NB foi reavaliado e foi desenvolvido o Sistema Internacional do
Estadiamento do Neuroblastoma para Grupos de Risco (INRG) (tabela 1) (Cohn ef al.,
2009; Monclair et al., 2009). Esse sistema ¢ semelhante ao INSS, mas determina o estagio
do tumor antes da cirurgia com base nos resultados dos exames de imagem, bem como
em outros exames e biopsias. O sistema INRG usa Fatores de Risco Definidos por

Imagem (IDRFs) para determinar o quao complexa podera ser a retirada do tumor. Isso
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inclui o crescimento do tumor nas proximidades de um 6rgao vital ou em torno de vasos
sanguineos importantes.
O sistema INRG classifica os neuroblastomas em 4 estagios:

e L1 — O tumor ndo cresceu além do local onde se originou e ndo envolve
estruturas vitais, além de estar confinado a um local, como o pescogo, torax
ou abdome;

e L2 -0 tumor ndo cresceu além de onde se originou, porém tem pelo menos
um fator de risco definido por imagem,;

e M — Um tumor que se disseminou para outros 6rgaos, exceto os tumores
de estagio MS;

e MS - Doenga metastatica em criangas menores de 18 meses, com
disseminag¢do para a pele, figado e/ou medula 6ssea.

Além disso, o sistema INRG ainda utiliza 13 variaveis clinicas e bioldgicas do tumor
que afetam a sobrevida livre de eventos. As varidveis incluem idade do paciente no
diagnéstico, estagio tumoral do INRG, categoria histologica, grau de diferenciaco, status
da amplificagdo do gene MYCN, presenc¢a ou auséncia de anomalias cromossdmicas em

1p ou 11q, entre outros.

Tabela 1. Estratificagdo de risco do Sistema Internacional do Estadiamento do Neuroblastoma para
Grupos de Risco (INRG).

Estagio Idade do Diferenciagao Amplificagdio  Aberragao  Ploidia do Grupo de
INRG  paciente (meses) do tumor do gene 11q DNA risco
MYCN
L1/L2 Qualquer Qualquer Qualquer Qualquer Qualquer Muito baixo
LI Qualquer Qualquer Nao Qualquer Qualquer Muito baixo
MS <18 Qualquer Nao Nio Qualquer Muito baixo
L2 <18 Qualquer Niao Nio Qualquer Baixo
L2 >=18 Diferenciado Nao Nio Qualquer Baixo
M <18 Qualquer Nao Qualquer  Hiperdiploid Baixo
e
L2 <18 Qualquer Nio Sim Qualquer Intermediario
L2 >=18 Diferenciado Nao Sim Qualquer Intermediario
L2 >=18 Pouco Nao Qualquer Qualquer Intermediario

diferenciado ou
indiferenciado

M <18 Qualquer Nao Qualquer Diploide Intermediario
LI Qualquer Qualquer Sim Qualquer Qualquer Alto

L2 Qualquer Qualquer Sim Qualquer Qualquer Alto

M <18 Qualquer Sim Qualquer Qualquer Alto

M >=18 Qualquer Qualquer Qualquer Qualquer Alto
MS <18 Qualquer Sim Qualquer Qualquer Alto
MS <18 Qualquer Qualquer Sim Qualquer Alto
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1.4.1.3.  Tratamento

Para criangas que apresentam NB de baixo risco e intermediario, os desfechos
normalmente sdo excelentes e as estratégias terapéuticas sdo variaveis, incluindo apenas
observacdo, ressecdo cirtrgica, ou doses moderadas de quimioterapia com resse¢ao
cirargica (Baker et al., 2010; Strother et al., 2012).

Aproximadamente metade dos pacientes diagnosticados com NB apresentam
tumor de alto risco. Apesar de diversas alteragdes nas estratégias terapéuticas ao longo
dos anos, esse grupo continua a ter desfecho desfavoravel e é o mais desafiador para
tratar. Taxas de sobrevida de longo prazo para criangas com NB de alto risco atualmente
estdo em torno de 40-50% (Berthold et al., 2005; Pearson et al., 2008; Matthay et al.,
2009; Kreissman et al., 2013). Embora os regimes de tratamento para esse grupo de risco
tenham evoluido nas ultimas décadas, os regimes padrdo continuam a ter 4 componentes
principais: (1) quimioterapia de inducao, (2) controle local, (3) consolidacao e (4) terapia

de manutengao.

1.4.1.3.1. Quimioterapia de Inducio

O objetivo da quimioterapia de indugdo ¢ reduzir o tamanho das metéstases e do
tumor, para facilitar a terapia local e aumentar o sucesso da terapia mieloablativa. No
caso do NB, embora a maioria das criangas com NB de alto risco alcancem remissao apos
a quimioterapia de indu¢do, muitos pacientes tém recidiva mesmo apds terapia de
consolida¢do adicional. Além disso, em torno de 20% dos pacientes com NB de alto risco
apresentam progressdo da doenga ou tém uma resposta inadequada durante a indugdo
(Irwin e Park, 2015).

A maioria dos regimes de indu¢do incluem compostos de platina (cisplatina e/ou
carboplatina), ciclofosfamida, etoposideo e vincristina. Os inibidores de topoisomerase
(topotecano) e antraciclinas também sdo incorporados em alguns regimes de inducdo
(Park et al., 2016). Os pacientes com NB de alto risco que nio respondem a terapia de
indug@o sdo um subgrupo ainda mais dificil de tratar, com taxas de sobrevida a longo
prazo menores que 20%. Andlises gendmicas e protedOmicas destes pacientes e de seus
tumores sdo criticas para entender os mecanismos envolvidos com a resisténcia ao

tratamento e para identificar novas alvos terapéuticos (Schrey et al., 2015).
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1.4.1.3.2. Controle local

Apods uma resposta metastatica adequada a quimioterapia de indugdo, a pratica
padrdo ¢ proceder com a resse¢do cirurgica do tumor primario. A excisdo cirurgica
completa do tumor primario tem se mostrado segura e confere uma vantagem de
sobrevivéncia a esse grupo de pacientes.

Além da resse¢do cirargica, outro componente principal do controle local ¢ a
radioterapia, devido a elevada radio-sensitividade dos tumores de NB. A radioterapia
normalmente ¢ administrada apds a terapia de consolidagdo (Park et al., 2016). Criancas
com NB que recebem radioterapia, entretanto, apresentam eventos adversos tardios, em
funcdo da sensibilidade dos tecidos normais que estdo em crescimento e desenvolvimento
e sd3o muito afetados pela radiagdo (Mazloom et al., 2014). Estudos clinicos estdo em
andamento para avaliar a seguranga e eficacia de terapias com radiagdo para criangas com

NB (Hattangadi ef al., 2012; Oshiro et al., 2013).

1.4.1.3.3. Consolidacao

A terapia de consolidagdo na maioria dos regimes de tratamento de NB inclui
quimioterapia mieloablativa e resgate com células-tronco autdlogas (ASCR). O beneficio
da terapia mieloablativa com ASCR tem sido demonstrado em diversos estudos, € uma
meta-analise de 2015 demonstrou que existe um aumento estatisticamente significativo
na sobrevida livre de eventos (Yalgin ef al., 2013). Outros estudos demonstram, no
entanto, que os beneficios da terapia mieloablativa com ASCR sdo minimos, em
comparagdo com outros regimes de tratamento nesta fase como o uso de imunoterapia
anti-GD2 (Kushner et al., 2016). Portanto, o regime ideal de consolidagao para pacientes

com NB de alto risco ainda deve ser determinado através de mais ensaios clinicos.

1.4.1.3.4. Manutencao
Os pacientes com NB de alto risco geralmente entram na fase de manutencao apds
completar a terapia de indugdo, resse¢do cirurgica, terapia mieloablativa com ASCR e
radioterapia. Enquanto muitos pacientes atingem remissao clinica total com a abordagem
multimodal descrita acima, a recidiva permanece comum, sugerindo que a doenga
residual minima ¢ um fator importante na recidiva do NB. Ao longo dos anos, diversas
opcdes de tratamento pos-consolidacdo foram avaliadas numa tentativa de erradicar a

doenga residual e aumentar ainda mais a sobrevida livre de eventos (Heck et al., 2009).
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Uma das terapias utiliza isotretinoina (acido 13-cis-retin6ico), que € um retindide
sintético que reduz a proliferacdo e induz a diferenciacdo em células de NB em pacientes
com doenca residual minima e administrada apds a quimioterapia ou o resgate com
células-tronco (Matthay et al., 1999; Matthay et al., 2009). Outra terapia utilizada € o uso
de anticorpos contra o gangliosideo GD2 (Cheung et al., 1998; Yu et al., 2010) — um
marcador de superficie celular expresso em células de NB — que foi desenvolvida durante
as décadas de 1980 e 1990 e demonstrou resultados promissores em criangas com NB.

Outra abordagem para reduzir as taxas de recidiva envolve o reposicionamento de
farmacos, cujo objetivo principal ¢ utilizar farmacos ja comercializados para tratamento
de outras doencas. A vantagem principal do reposicionamento ¢ reduzir o custo e o tempo
das pesquisas, pois o farmaco utilizado ja passou por testes toxicologicos. No caso do NB
de alto risco, tem sido estudado o reposicionamento do farmaco antiprotozodrio
difluorometilornitina (DFMO) para terapia de manutencdo. O DFMO ¢ um inibidor
irreversivel da ornitina descarboxilase, uma enzima da sintese de poliaminas, cujo gene ¢
um alvo conhecido do MYCN (Hogarty et al., 2008).

Além disso, terapias utilizando alvos moleculares estdo sendo estudadas para NB
de alto risco, como estudos que utilizam o crizotinibe, um inibidor da cinase de linfoma
anaplasico (ALK). Mutagdes nessa cinase foram descritas em alguns casos de NB (Mossé
et al., 2013; Moore et al., 2014). Ja o mesilato de imatinibe (Glivec®) é um derivado
quinazolinico com agdo contra tirosinas cinases, que esta atualmente em ensaio clinico de
fase II para pacientes com NB em recidiva ou refratario (Meco et al., 2005).

Outro alvo molecular em estudo é a via de sinalizagdo da Fosfoinositideo 3-
cinase/Proteina Cinase B/Alvo mamifero da Rapamicina (PI3K/Akt/mTOR). Foi
demonstrado que Akt fosforilada estd relacionada com prognostico ruim em pacientes
com NB (Opel et al., 2007) e a via da PI3K/Akt foi relacionada com aumento da
sobrevivéncia celular (Boller ef al., 2008) e aumento da resisténcia a quimioterapia nesse
tumor (Li e Thiele, 2007). O uso de inibidores de PI3K/mTOR tem demonstrado efeito
antiproliferativo e bloqueio da angiogénese tumoral (Chanthery et al., 2012; Schramm et
al.,2013).

A inativa¢do do Fator de transcri¢cdo forkhead box O 3a (FOXO3a) - um fator de
transcricdo que promove parada do ciclo celular, diferenciacdo celular, autofagia e
apoptose — pela Akt ¢ essencial para a sobrevivéncia das células de neuroblastoma. O
tratamento de células de NB com inibidores de PI3K/mTOR ativou FOXO3a e

desencadeou apoptose (Santo et al., 2013). Desse modo, a via de sinalizagdo
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PI3BK/AKT/mTOR ¢ um importante alvo de estudo em neuroblastomas de alto risco pela
possibilidade de conferir aos tumores resisténcia a quimioterapicos.

Foi demonstrado que a doxazosina inibiu a fosforilagdao de Akt e que o tratamento
de células de cancer de prostata, de cancer de mama e de glioma com esse farmaco inibiu
a migracdo haptotatica e quimiotatica dessas células. Além disso, a doxazosina reduziu
metastases distais de células de cancer de prostata humano e prolongou a sobrevivéncia

do camundongo receptor em um modelo xenografico (Petty ef al., 2012).

1.4.14. Linhagem celular de NB humano SH-SY5Y

A linhagem celular SH-SYS5Y ¢ uma sublinhagem clonada a partir de células SK-
N-SH, originalmente estabelecidas de uma bidpsia de medula 6ssea de um paciente com
neuroblastoma de origem ganglial simpato-adrenérgica, na década de 1970 (Biedler et
al., 1973). Sabe-se que dentro de um mesmo tumor de neuroblastoma ¢ possivel encontrar
muitos fenotipos celulares diferentes, entre eles neuroblastos, células ndo neuronais e até
melandcitos. Essa heterogeneidade celular e extensdo da maturagao estdo correlacionadas
com comportamento clinico do tumor, e essas propriedades tém sido utilizadas para a
classificagdo e prognodstico da doenca (Shimada et al., 2001). A mesma heterogeneidade
¢ encontrada nas linhagens celulares derivadas desses tumores. Foram observados trés
tipos celulares distintos: neuroblastos simpatoadrenais (tipo N); células semelhantes a
precursores ndo neuronais (tipo S); células com uma morfologia intermediaria entre o tipo
N e o S (tipo I). A linhagem celular SH-SYSY ¢ descrita na literatura como um clone de
células do tipo N, no entanto, ¢ descrita a presenca de células tipo S nessa linhagem devido
a interconversdo das células (Rettig et al., 1987; Ciccarone et al., 1989). As SH-SY5Y
apresentam atividade de enzimas marcadoras neuronais (tirosina hidroxilase e dopamina-
B-hidroxilase), captacdo de norepinefrina, expressa uma ou mais proteinas de
neurofilamentos e receptores opiodides, muscarinicos e fator de crescimento de nervo
(Ciccarone et al., 1989). As SH-SYSY possuem a capacidade de proliferar em cultura por
longos periodos e podem ser induzidas a diferenciacdo por diversos agentes, incluindo
acido retinodico (Singh e Kaur, 2007), forbolester 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(Pahlman et al., 1981), fator neurotrofico derivado do cérebro (Cernaianu et al., 2008),
dibutiril AMP ciclico (Kume et al., 2008), guanosina e trifosfato de guanosina (Guarnieri
et al., 2009) ou estaurosporina (Mollereau ef al., 2007). A diferenciagdo das células SH-

SYS5Y com écido retindico modifica sua morfologia e promove o desenvolvimento de

24



neuritos e expressdo de diversos marcadores neuronais (Ciccarone et al., 1989; Singh e

Kaur, 2007; Lopes et al., 2010).

1.4.2. Tumores vasculares

Tumores vasculares sdo proliferagdes angiogénicas anormais de células
endoteliais neoplasicas com um amplo espectro de doencas clinicas, desde hemangiomas
benignos em criangas até hemangioendoteliomas e angiosarcomas malignos em adultos
(Zheng et al., 2013). Até o momento, os mecanismos celulares e moleculares que levam
a formac¢do dos tumores vasculares ndo sdo bem compreendidos.

O termo hemangioendotelioma tem sido utilizado para diversas proliferacdes
vasculares, incluindo neoplasias benignas e malignas. Em 1908, Mallory utilizou o termo
hemangioendotelioma para incluir todas as proliferagdes que ele considerava terem
surgido a partir de células endoteliais de vasos sanguineos, separando-as entre angiomata
(neoplasmas de crescimento lento com evidente formagdo de lumen vascular) e
endoteliomata (neoplasias com crescimento acelerado compostas de agregados s6lidos de
células proliferativas). Em 1943, Stout denominou hemangioendoteliomas como uma
série de neoplasias vasculares malignas, caracterizadas histopatologicamente por canais
vasculares com anastomoses delimitados por células endoteliais atipicas. Em 1961, no
entanto, Kauffman e Stout, em um estudo de tumores vasculares malignos em criancas e
adolescentes, distinguiram entre hemangioendoteliomas benignos, os quais incluiam
hemangioendoteliomas begninos juvenis (atualmente, seriam considerados hemangiomas
infantis) e hemangioendoteliomas malignos caracterizados por vasos irregulares com
anastomoses, delimitados por células endoteliais atipicas com alta frequéncia de figuras
mitdticas. Em 1982, Weis e Enzinger propuseram que o termo hemangioendotelioma
deveria se restringir as neoplasias vasculares que demonstram um comportamento
biologico intermedidrio entre hemangiomas benignos e angiosarcoma altamente
malignos. Subsequentemente, passou a ser utilizado o termo hemangioendotelioma
epitelidide (EHE) (Weiss e Enzinger, 1982). O EHE de tecidos moles foi posteriormente
estratificado em dois grupos de risco de malignidade, o classico e o maligno, baseado na
atividade mitotica e tamanho, em uma tentativa de refletir os diferentes subgrupos
bioldgicos (Rosenberg e Agulnik, 2018). Ja o termo hemangioma ¢ utilizado atualmente

para os tumores vasculares benignos infantis (Smith et al., 2017).
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1.4.2.1.  Hemangioendotelioma epitelial

Os EHEs apresentam propensdo para crescimento angiocéntrico, expandindo a
parede do vaso, fechando o limen e se espalhando centrifugamente no tecido ao redor,
no qual eles induzem uma esclerose (endurecimento do tecido). Outras caracteristicas
distintas incluem um padrao de crescimento infiltrativo, englobando estruturas proéximas,
e falta de um padrdo de crescimento lobular, como normalmente encontrado em
hemangiomas benignos (Antonescu, 2014).

Em 50% dos casos, o EHE possui uma apresentacdo clinica multifocal. Esta
ocorréncia representa um padrao pouco usual de metastase loco-regional. Isto € relevante
em EHE visceral, no qual a doenga multifocal esta restrita a um 6rgao (por exemplo,
figado, pulmao), sem disseminagdo para outros locais distantes. Como resultado deste
comportamento clinico, pacientes que apresentam EHE hepatico multifocal sdo
candidatos a transplante hepatico (Antonescu, 2014).

A distribuicao anatomica dessas lesdes ocorre principalmente em tecidos moles,
mas podendo ocorrer também nos ossos, variando de local, desde cabega e pescoco,
tronco e extremidades. Aproximadamente 21% dos casos ocorre no figado, 18% no figado
e pulmao, 12% apenas no pulmao e 14% apenas nos ossos. Dada a natureza heterogénea
desse tumor, no entanto, qualquer local do corpo pode ser um alvo da doenca (Sardaro et
al., 2014).

Os pacientes podem apresentar sintomas respiratorios como dor toracica, derrame
pleural ou hemoptise (expectoragdo com presenga de sangue). A doenga sintomatica pode
se apresentar de formas diversas como dor dssea, sintomas neurolédgicos e inchago, todas
de acordo com o local afetado (Bagan ef al., 2006). Os pacientes ocasionalmente podem
apresentar manifestacdes sistémicas como perda de peso ou anemia. Os pacientes
sintomaticos € que apresentam metastases no diagndstico possuem pior progndstico. O
EHE normalmente apresenta doenga hepatica e/ou pulmonar. Metéstases Osseas sdo
comuns, ¢ normalmente sdo as mais severas clinicamente (Amin et al., 2006; Sardaro et
al., 2014).

O prognostico do EHE ¢ varidvel, com alguns demonstrando um curso clinico
indolente, enquanto outros tendem a metastizar. Historicamente, os fatores de risco para
piores desfechos incluiram sintomas constitucionais, como perda de peso e anemia, bem
como sintomas pulmonares, como hemoptise e derrame pleural hemorragico (Amin et al.,
2006; Rosengarten ef al., 2011). Alguns fatores de risco para piores desfechos incluem

aumento da atividade mitética e tamanho do tumor (Deyrup et al., 2008).
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Visto que o EHE continua a ser uma malignidade rara, grandes dados
randomizados ndo estdo disponiveis no que diz respeito a estratégia de tratamento ideal.
Se possivel, a ressec¢do cirtirgica deve ser realizada. Em pacientes assintomaticos com
lesdes difusas, a observagdo atenta as vezes € uma estratégia razoavel, ja que regressoes
espontaneas foram relatadas (Kitaichi et al., 1998). O tratamento para doenga metastatica
inclui quimioterapia citotoxica, terapia imunoldgica e terapias direcionadas.

Além da quimioterapia citotoxica, varios pacientes com EHE foram tratados com
agentes imunomoduladores. Varios relatos de caso avaliaram a talidomida como
tratamento para EHE com trés pacientes apresentando uma resposta parcial ou doenca
estavel (Mascarenhas et al., 2004; Raphael et al., 2010; Salech et al., 2016) e dois
pacientes progressdo da doenca (Bolke et al., 2006; Kassam e Mandel, 2008). Um
paciente com EHE hepdtica irressecavel apresentou estabilidade prolongada da doenga
apos tratamento com lenalidomida (Pallotti et al., 2014). Estudos mais antigos também
avaliaram o interferon no tratamento de EHE irressecavel devido as suas propriedades
antiangiogénicas (Gaur et al., 2012).

O EHE ¢ um tumor vascular raro e talvez por isso, existam poucos dados clinicos
para orientar as opgdes de tratamento. Apesar dos poucos relatos de casos, uma possivel
estratégia terapéutica se baseou no fato de alguns EHE pulmonares superexpressarem o
receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2). O apatinibe, um
inibidor de tirosina cinase especifico para o VEGFR-2, foi usado em um caso com boa
resposta clinica e radiografica (Zheng et al., 2017). Outros relatos investigaram o
sorafenibe, um inibidor de tirosina cinase de multiplos alvos, como terapia direcionada
para EHE, predominantemente no contexto de doenga hepatica volumosa com uma
resposta parcial (Kobayashi et al., 2016). Em outro relato, um paciente com EHE
metastatico para linfonodos cervicais e mediastinais, pulmoes e figado foi tratado por dois
anos com pazopanibe (Semenisty et al., 2015), com uma resposta significativa nas
metastases pulmonares e linfonodais e melhora significativa nas lesdes hepaticas.

O sirolimus, inibidor de mTOR, também foi avaliado no tratamento de uma
pequena coorte de pacientes com EHE. O firmaco foi administrado até toxicidade
inaceitavel, com a dose sendo ajustada para atingir niveis plasmaticos-alvo de 15-20
ng/dL. Dezoito pacientes participaram do estudo, com 17 de 18 pacientes sendo avaliados
para resposta. A dose média diéria de sirolimus foi de 4,5 mg, 2 pacientes apresentaram
resposta parcial; 12, doenca estavel e 3, doenga progressiva. A mediana da sobrevida

global foi de 16 meses e a mediana da sobrevida livre de progressdao foi de 12 meses
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(variando de 1 a 45), com quatro pacientes livres de progressao aos 24 meses. O beneficio

clinico (> 6 meses) foi de 56% (Stacchiotti et al., 2016).

1.4.2.2.  Hemangioma infantil

Os hemangiomas infantis (HIs) sd3o os tumores vasculares mais comuns em
bebés. Os HIs sdo tipicamente ausentes no nascimento, passam por uma fase de
proliferacdo celular aumentada seguida por uma fase de involugao e finalmente regridem
com o tempo. A morbidade pode incluir desfiguracao e cicatrizes e, em casos mais graves,
perda da visdo, comprometimento das vias aéreas, insuficiéncia cardiaca congestiva e
morte (Chang ef al., 2008). A apresentacado clinica do HI pode variar e a avaliagdo clinica
precoce de lesdes potencialmente problematicas por um especialista pode ajudar a evitar
maior morbidade.

Dados sobre a prevaléncia de HI variam. Em um estudo prospectivo nos Estados
Unidos com 594 criangas até os 9 meses de idade, a prevaléncia relatada foi de 4,5%
(Munden et al., 2014). Este estudo pode ter sub-estimado o niimero de HI, visto que os
resultados se basearam em pais respondendo a consultas telefonicas e retornando para
exames de acompanhamento. Um recente estudo retrospectivo de pacientes em
Minnesota demonstrou um aumento da incidéncia de HI na populacdo ao longo das
ultimas 3 décadas, que se correlacionou fortemente com um declinio no peso ao nascer,
bem como um aumento no nascimento prematuro e complica¢des na gravidez (Anderson
etal.,2016).

Sexo feminino, parto prematuro, baixo peso ao nascer e produtos de gestacoes
multiplas tém sido associados ao desenvolvimento de HI. Um estudo de caso controlado
por Drolet et al. (2008) identificou um risco aumentado de HI de 40% para cada reducao
de 500 g no peso ao nascer. Varias associagdes pré-natais também foram identificadas
como fatores de risco de HI, incluindo sangramento vaginal materno durante o primeiro
trimestre, uso de progesterona, bem como pré-eclampsia, idade materna mais velha e uso
de fertilizagdo in vitro (Drolet et al., 2008; Chen et al., 2013). O historico familiar também
foi identificado como tendo associa¢ao com o risco de HI (Drolet ez al., 2008). Por outro
lado, ao analisar a incidéncia de HI em gémeos monozigdticos e dizigoticos o estudo de
Cheung et al. (1997), ndo encontrou diferenca significativa entre os dois grupos, talvez
sugerindo que os fatores ambientais desempenham um papel mais importante do que a

genética subjacente.
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Os HIs sao classificados como superficiais ou profundos ou como uma
combinag¢do. Eles podem estar presentes como uma lesdo solitaria ou uma de muitas, e
podem variar em tamanho de alguns milimetros a muitos centimetros de diametro (Drolet
et al., 2008). As lesdes superficiais crescem para se tornarem papulas, ndédulos ou placas
avermelhadas ou levemente compressiveis, vermelhas ou de cor “morango”. Lesdes mais
profundas tendem a ter uma tonalidade mais azulada ou podem aparecer como um nédulo
da cor da pele. Lesdes mistas, ou aquelas que envolvem tanto a epiderme quanto tecidos
subcutaneos mais profundos, podem apresentar caracteristicas de ambos (Chiller ef al.,
2002).

O HI segue um padrdo temporal caracteristico: a maioria estd ausente no
nascimento e aparece durante as primeiras semanas a meses de vida. Um sinal
premonitério pode estar presente, como uma area esbranquigada na pele (significando
vasoconstricao), area de contusdo ou grupo de telangiectasias (vasos muito finos na
superficie da pele) no local de crescimento futuro (Frieden et al., 2009). A proliferacao
ocorre até aproximadamente 1 ano de idade, com crescimento médio atingido aos 3 meses
de idade e com crescimento apds o primeiro ano sendo incomum. Vale ressaltar que os
hemangiomas profundos proliferam mais tardiamente que os hemangiomas superficiais,
e seu crescimento foi observado por um periodo de tempo mais longo (as vezes por 12 ou
14 meses) até os 2 anos de idade (Chang et al., 2008; Drolet et al., 2008). O HI entdo
entra em um estagio de involucdo e desaparece completamente com o passar do tempo,
em contraste com outras malformagdes vasculares congénitas, que ndo regridem
espontaneamente e continuam a crescer proporcionalmente com o crescimento da crianca
(Wojcicki e Wojcicka, 2014).

O local anatémico de um HI pode ter implicagdes prognosticas; por exemplo,
crianc¢as com HIs focais ou sobrepostos a coluna lombossacral podem ter risco aumentado
de problemas na medula espinhal ou anormalidades geniturinarias (Chiller et al., 2002).
Outros HIs envolvendo a cabega e o pescoco podem colocar criangas em risco de oclusdo
do eixo ocular, astigmatismo, ambliopia, oclusdo do canal lacrimal, hemangiomas das
vias aéreas e risco global de ulceragdo e desfiguracao (Chang et al., 2008).

A presenca de multiplas lesdes (tipicamente mais de cinco) estd associada a um
risco aumentado de envolvimento visceral, principalmente no figado e no trato
gastrointestinal (Chang et al,, 2008). As lesdes viscerais sdo frequentemente
assintomaticas, benignas e podem ser tratadas apenas com observagao (Christison-Lagay

et al., 2007). No caso de suspeita de hemangiomas viscerais, a avaliacdo utilizando
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ultrassonografia, tomografia computadorizada ou ressondncia magnética pode ajudar a
distinguir uma lesdo de HI de outro processo maligno mais agressivo (Dubois et al.,
1998).

A patogénese do HI é pouco compreendida, mas vdrias hipoteses foram
desenvolvidas. O transportador de glicose-1 (GLUT-1) ¢ uma proteina transportadora de
glicose do tipo eritrocitaria que foi identificada como um marcador altamente seletivo de
HI em todas as fases, em comparacdo com outras malformagdes vasculares (North et al.,
2000; North et al., 2001; Leon-Villapalos ef al., 2005). Em um estudo de North et al.
(2001), a imunorreatividade de GLUT-1 endotelial microvascular foi identificada em
todos os 66 HIs testados, enquanto que as outras malformacgdes vasculares, granulomas
piogénicos e tecido de granulacdo normal ndo expressaram GLUT-1. A proteina foi
identificada no cérebro humano normal e no tecido placentario, mas nao na pele normal
ou no tecido subcutaneo. A expressdo robusta e inica do GLUT-1 no HI, portanto, sugere
uma possivel associagdo patogénica.

Certas observacdes clinicas levaram recentemente a sugestdo de que o HI ¢
desencadeado e mantido por hipdxia, tanto em consequéncia de eventos maternos que
criam estresse hipoxico como também dos proprios fatores induzidos por hipdxia. Isto
apoia ainda mais a associacdo de HI com GLUT-1, uma vez que o GLUT-1 ¢ um alvo a
jusante do Fator induzido por Hipoxia 1 alfa (HIF-la), juntamente com o fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) e o fator de crescimento semelhante a
insulina 2 (IGF-2). A ideia de que a hipoxia pode desencadear o desenvolvimento de HI
foi recentemente explorada por de Jong et al. (2016), que propdem que os fatores
induzidos pela hipoéxia s@o cruciais para a vasculogénese observada nesses tumores. De
fato, muitas das condi¢des que predispdem uma crianga ao desenvolvimento de um HI
(ou seja, nascimento prematuro, baixo peso ao nascer e pré-eclampsia) estdo associados
a hipoxia. Por exemplo, bebés prematuros correm mais risco de morbidade respiratoria
neonatal que bebés nascidos a termo. Da mesma forma, os recém-nascidos com muito
baixo peso podem apresentar subdesenvolvimento dos pulmdes e do sistema respiratorio,
sofrendo assim um risco significativo de apneia e falta de oxigenagdo (Brown et al., 2013;
Mohr et al., 2014).

Certos marcadores moleculares foram identificados na proliferagdo da célula
endotelial de HI. A co-expressdo de CD34 (um marcador de células endoteliais) e CD133
(um marcador de células progenitoras endoteliais) foi detectada por citometria de fluxo

em 11 de 12 amostras de hemangioma infantil analisadas durante a fase proliferativa em
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um estudo de Yu et al. (2004). Outro estudo descobriu que o receptor de hialuronina
endotelial 1, um marcador para vasos linfaticos, era fortemente expresso em células HI,
também preferencialmente durante a fase proliferativa, e ndo durante o estidgio de
involugdo (Dadras et al., 2004). Este estudo destaca que a proliferacdo de células
endoteliais de HI compartilha um imunofenétipo semelhante com veias embrionarias
durante o desenvolvimento normal, sugerindo que a diferenciacdo das células endoteliais
do HI foi interrompida em um estagio inicial da diferenciacdo vascular. Essa ideia foi
corroborada por Ritter et al. (2002), que identificaram alta expressdo de IGF-2 durante a
fase proliferativa do desenvolvimento de HI, que diminuiu significativamente durante a
fase de involugdo. Além disso, estudos recentes tém avaliado o papel da sinalizagdo do
Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) na progressao do HI. O Fator de
Crescimento Epidérmico (EGF) pode promover a proliferacdo e motilidade in vitro de
células de hemangioma e a inibi¢do farmacoldgica do Fator Nuclear kappa B (NF-xB)
atenuou o aumento de proliferacao induzido por EGF (Zhang et al., 2016).

A via de sinaliza¢do da PI3K/Akt também foi relacionada com a patogénese do
HI. O antibidtico Pingiangmicina tem sido utilizado como tratamento de hemangioma,
sendo demonstrado que os efeitos antitumorais desse farmaco estdo relacionados com a
reducdo da expressdo de PI3K e da fosforilagdo de Akt (Peng et al., 2015). O
silenciamento da proteina cinase 1 dependente de fosfoinositol-3 (PDK1), que regula a
ativacdo da Akt, reduziu significativamente a proliferacdo e invasdo de células de
hemangioma in vitro. Estes estudos demonstram a importancia da via da PI3K/Akt na
patogénese do HI (Zheng et al., 2015).

A maioria dos HIs involui completamente com o tempo, mas muitos deixam uma
pequena cicatriz parecida com um pergaminho. Um pequeno subconjunto, no entanto, ¢
mais propenso a cicatrizes, ulceracdes, sangramentos ou desfiguragdes permanentes e
significativas. As lesdes de alto risco incluem aquelas que tém o potencial de interferir
em uma estrutura ou fungdo vital, como lesdes ao redor do olho, ponta nasal, boca, vias
aéreas, trato gastrointestinal ou figado (Chang et al., 2008).

Virias terapias sistémicas e topicas foram estudadas no tratamento de HIs. O
propranolol tem demonstrado ser um medicamento bem tolerado, com eficacia em todos
os estagios, tanto para deter o crescimento durante a fase proliferativa quanto para
acelerar a fase de involug¢@o. Em um estudo randomizado controlado (RCT) por (Hogeling
et al.,2011), o propranolol administrado por via oral a 2 mg/kg levou a uma melhora no

tamanho, cor e elevagdo dos hemangiomas localizados e segmentares em recém-nascidos
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e criancas até os 5 anos de idade. Mais recentemente, um RCT de propranolol na dose de
3 mg/kg levou a uma resolucdo completa ou proxima a isso em HI em comparagdo com
o placebo, sem uma diferenga significativa nos eventos adversos (Léauté-Labréze et al.,
2015). O uso tdpico de timolol (antagonista beta-adrenérgico) ¢ eficaz, particularmente
se utilizado precocemente no desenvolvimento do HI, ou em lesdes pequenas e finas.
Embora os glicocorticoides sistémicos tenham demonstrado deter o crescimento do tumor
na fase inicial da proliferacdo, eles sdo menos Uteis em estdgios posteriores € apresentam
uma quantidade significativa de comorbidades (Bennett ef al., 2001). A vincristina e o
interferon alfa foram estudados em hemangiomas agressivos, mas apresentam um risco
significativo de eventos adversos, como a neuropatia periférica e a diplegia espastica
(Perez et al., 2002; Michaud et al., 2004).

Evidéncias para a eficacia e seguranga dos betabloqueadores ndo seletivos orais e
topicos continuam a se acumular, e o propranolol estd sendo recomendado como
tratamento de primeira linha para HIs complicados (Schiestl ez al., 2011). O timolol ¢
agora amplamente utilizado em lesdes pequenas, finas e precoces. Embora eventos
adversos sejam raramente relatados nos RCTs que estudam o propranolol, ¢ importante
notar que os efeitos colaterais potenciais podem incluir hipotensdo, bradicardia e
hipoglicemia. Nos pacientes que ndo conseguem tolerar os betabloqueadores, agentes

alternativos como glicocorticoides, interferon alfa ou vincristina podem ser uteis.

1.4.2.3.  Linhagem celular EOMA

A linhagem celular EOMA foi estabelecida em 1980 como um modelo de
estavel de célula endotelial. Esta linhagem ¢ proveniente de um hemangioendotelioma
murino e, atualmente ¢ utilizada como modelo in vitro de hemangioma e
hemangioendotelioma (Obeso et al., 1990). As células EOMA exibem propriedades
celulares endoteliais caracteristicas, tais como rearranjo em estruturas semelhantes a
tubos em Matrigel e retengdo da morfologia em paralelepipedo na confluéncia. Eles se
comportam in vitro de maneira similar as células endoteliais microvasculares (Obeso et

al., 1990).
As células EOMA sdo tumorigénicas (Gordillo ef al., 2016) e sintetizam uma série
de produtos celulares, incluindo enzima conversora de angiotensina (ECA),
trombospondina, catepsina L, endostatina e interleucina-6. Os receptores de superficie

para a lipoproteina de baixa densidade acetilada sdo expressos pelas células EOMA, assim
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como a endotelina vascular, uma molécula de adesdo celular endotelial especifica desse

tecido (Obeso et al., 1990; Zhu et al., 1996; Wen et al., 1999; Felbor et al., 2000).

1.4.3. Leucemia Mielomonocitica

O efeito antitumoral da doxazosina também foi avaliado nesta tese na linhagem
celular WEHI-3B, representativa de leucemia mielomonocitica (LMM). A LMM ¢ uma
neoplasia hematopoiética que compartilha caracteristicas clinicas e morfologicas com
sindromes mielodisplasicas (SMD) e neoplasias mieloproliferativas (NPM) (Arber et al.,
2016). Os pacientes com LMM normalmente apresentam anemia e trombocitopenia. Eles
podem também apresentar hematopoiese extramedular e hepatoesplenomegalia. A
medula 6ssea normalmente exibe displasia e fibrose, com evidéncias de hematopoiese
clonal (Arber et al., 2016).

As terapias convencionais atuais (com exce¢do do transplante de medula 6ssea)
ndo alteram o curso natural da doenca, sdo apenas paliativas. Os pacientes assintomaticos
podem ndo se beneficiar do tratamento imediato, e ele geralmente ¢ iniciado quando a
velocidade da progressdo da doenga aumenta (por exemplo, aumento de blastos na medula
ou sangue periférico) ou quando o paciente se torna sintomatico, com esplenomegalia,
anemia exigindo transfusdes sanguineas, ou sangramento ¢ machucados associados a
trombocitopenia (Tefferi et al., 1989; Onida ef al., 2002; Schuler et al., 2014).

Os tratamentos convencionais incluem terapia de apoio (fator de crescimento e/ou
transfusdo), hidroxiureia, agentes hipometilantes, ou terapia citotdxica intensiva para
pacientes com leucemia aguda. A resposta a tratamentos convencionais ¢ variavel, a
recidiva ¢ inevitavel e a unica op¢ao de tratamento potencialmente curativo atualmente ¢
o transplante alogénico com células-tronco. No entanto, avangos recentes no
entendimento dos mecanismos dessa doenca levaram ao surgimento de novos alvos
terapéuticos que estdo em investigacdo. A descoberta de que a LMM possui uma
dependéncia pelo Fator Estimulador de Colonias de Granuldcitos e Macrofagos (GM-
CSF) despertou interesse em varios componentes da via do GM-CSF, como
JAK2/STATS (Padron et al., 2013; Padron et al., 2016). Além disso, a ativagao da via de
sinalizacdo da RAS/MAPK em alguns casos de LMM foram recentemente identificados

(Papaemmanuil et al., 2013; Patel et al., 2017).
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As vias da JAK/STATS e RAS/MAPK podem ser ativadas por RTKs, entre eles o
EGFR. Portanto, a doxazosina pode ser um potencial agente antitumoral para LMM

devido a sua agao sobre os RTKs e o EGFR.

1.5. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude
como uma prioridade da satide publica global. Apesar de grandes avangos no
entendimento da patogénese da DA, ainda ndo ha tratamentos que modifiquem essa
doenga.

A deméncia ¢ um dano cognitivo progressivo que afeta as atividades didrias e ¢ a
maior causa de dependéncia, incapacitacdo e mortalidade. Estimativas atuais sugerem que
50 milhdes de pessoas vivem atualmente com deméncia, ao redor do mundo. Prevé-se
que esse numero deve mais do que triplicar at¢ 2050 na medida em que a populagdo
envelhece e, nesse periodo, o custo anual com a deméncia pode exceder US$ 600 bilhoes,
somente nos EUA (Alzheimer’s Disease International, 2018). Na Inglaterra e Pais de
Gales, a deméncia ¢ a maior causa de morte, contabilizando 11,6% das mortes registradas
em 2015. A DA ¢ a maior causa de deméncia (50-70%) e ¢ uma condi¢do principal da
velhice, praticamente dobrando em prevaléncia a cada 5 anos ap6s os 65 anos de idade
(Prince, 2014).

A etiologia da DA envolve uma combinagdo de fatores genéticos, moleculares e
ambientais. Evidéncias epidemioldgicas sugerem que educacgdo e exercicio fisico podem
proteger contra a DA, enquanto que hipertensdo na meia-idade e diabetes aumentam o
risco da doenca (Xu et al., 2015). Os mecanismos pelos quais os fatores de risco
vasculares podem influenciar a DA ainda ndo estdo esclarecidos. Acredita-se que eles
possam aumentar o risco de DA através de dano cerebrovascular e que o dano vascular
em si pode influenciar o desenvolvimento da DA diretamente (Xu et al., 2015).

Individuos com DA pré-sintomdtica normalmente ndo apresentam qualquer
sintoma antes de atingir o estagio de deteccdo clinica, conhecido como
“comprometimento cognitivo leve (CCL)”. Uma certa porcentagem de pacientes que
sofrem com CCL mantém sua fun¢do cognitiva ao longo do restante da vida, mas a
maioria gradualmente converte de CCL para DA leve, DA moderada e, finalmente,

estagio avangado da DA. O declinio cognitivo da manifesta¢do clinica inicial dura de 10
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a 15 anos em dire¢do aos Ultimos estagios de um processo neurodegenerativo mais
devastador. Durante a progressdo da doenga, pacientes com DA exibem muitas
caracteristicas clinicas, sendo que os deficits de memoria sdo os sintomas mais

prevalentes em todos os estagios (Xia, 2019).

1.5.1. Patologia da Doenc¢a de Alzheimer

O peptideo B-amiloide (AP) apresenta uma importante fun¢do na patologia da DA
(Selkoe, 2004). A nivel molecular, as placas senis e os emaranhados neurofibrilares
(NFT) sdo duas caracteristicas neuropatologicas da DA. Mutagdes em genes que
codificam a proteina precursora amiloide (APP) ou a presinilina (PS) causam DA familiar
de inicio precoce, e uma ou duas copias do alelo €4 da apolipoproteina E (apoE) ¢ um alto
fator de risco para DA esporadica de inicio tardio (Haass et al., 1992; Shoji et al., 1992).

O AP ¢ gerado por clivagens sequenciais da APP por - e y-secretases. Primeiro,
ocorre a proteolise da APP pela B-secretase (BACE1), gerando uma por¢ao C-terminal
de 12 kDa da APP (C99); em seguida, a C99 ¢ clivada pela y-secretase para gerar duas
espécies principais do AP}: uma terminando no residuo 40 (Ai-40) € outra terminando no
residuo 42 (ABi-42). O ABi-a0 € o residuo mais comum e estudos genéticos demonstram
que mutagdes de sentido trocado em APP ou PS ligadas 8 DA familiar aumentam a razao
do residuo APBi1.42 em relacdo ao APi.40 e causam DA de inicio precoce (Jonsson et al.,
2012). Em relagdo a DA esporadica, os cérebros de pacientes com o alelo €4 da apoE
apresentam densidade aumentada de depdsitos de AP, capacidade limitada em remover o
AP, e neuroinflamacao elevada (Castellano et al., 2011) (figura 5).

O peptideo APi-42 tem sido o alvo de pesquisas terapéuticas. Na DA, o A ndo
ocorre como uma unica espécie molecular; muitos outros peptideos diferentes contendo
AP tém sido detectados no liquido cefalorraquidiano e/ou cérebro humano (Vigo-Pelfrey
et al., 1993; Portelius et al., 2006). A isoforma mais comum iz vivo € o AB1-40. O aumento
do acimulo de Ai.42 € particularmente associado com o desenvolvimento da DA. Os
dois aminoécidos hidrofébicos extras do APBi42 aumentam em grande medida a sua
propensao a agregacao (Jarrett ef al., 1993), levando a formacgao acelerada de pequenos
oligomeros de A3, conjuntos intermediarios maiores como protofibrilas e, eventualmente,
as fibrilas tipicas de aproximadamente 8§ nm que sdo encontradas em abundancia em

placas neuriticas. Pequenos oligdmeros soltiveis de A tém sido relacionados a toxicidade
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neuronal e dano sinaptico (Walsh e Selkoe, 2004). A razdo de ABi-42/AB1-40, a0 invés da
quantidade total de AP, esta relacionada com a idade de inicio da DA familiar e com a
quantidade de placas em modelos de camundongos (Deng et al., 2006; Kim et al., 2007).
O APi-42 constitui aproximadamente 10% de todas as espécies de AP (Asami-Odaka et
al., 1995) e tem maior tendéncia a se agregar do que o ABi-s0 (Deng et al., 2006; Kim et
al., 2007). Além disso, o APi.40 pode ter um papel antagonistico de prevenir a agregagao
de ABi-42 in vivo e in vitro (Kim et al., 2007; Yan e Wang, 2007; Jan et al., 2008; Murray
et al., 2009). Portanto, a inibi¢do especifica da atividade da y-secretase para a geragdo de

APi-42 € uma das estratégias para o tratamento da DA (De Strooper, 2007; Wolfe, 2007).
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Figura 5. Visdo geral dos principais eventos patologicos que levam a
Doenga de Alzheimer de acordo com a hipotese amiloide. A flexa azul
curvada indica que os oligdmeros AP podem causar dano sindptico e
neuritico diretamente e induzir hiperfosforilagdo da tau, além de ativar
cascatas de inflamagdo. Adaptado de Selkoe e Hardy, 2016.

O peptideo AP esta intimamente relacionado a uma segunda proteina da patologia
da DA, a tau. A formacdo de NFTs ocorre pela deposicdo da proteina tau. Camundongos
transgénicos expressando tau mutante demonstram uma relacao préxima da mutagdo com
a formacdo de NFTs e neurodegeneragdo (Lewis et al., 2001). Além disso, tem sido
demonstrado que o AP impulsiona a patologia da tau in vivo (Lee et al., 2005). A principal
funcdo dessa proteina ¢ estabilizar os microtiibulos responsaveis pela modulagdo da
organizag¢do funcional do neurénio. Na DA, no entanto, a tau encontra-se hiperfosforilada
e isso ocasiona no seu desprendimento dos microtiibulos, causando um acumulo
intracelular na forma de emaranhados helicoidais de filamentos pareados. A GSK-3 é uma
de varias cinases associadas a microtubulos responsaveis pela fosforilagdo da tau
(Flaherty et al., 2000; Reynolds et al., 2000). Com o uso da tecnologia de células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs), foi demonstrado que iPSCs de pacientes com DA
esporadica e familiar apresentam niveis muito elevados de APi-40, tau fosforilada (pTau)
e GSK3p ativa. Além disso, os niveis de AP, pTau e GSK3 podem ser reduzidos por
inibidores de [B-secretase, indicando uma relagdo direta entre o substrato C99 da y-
secretase e ativacdo de GSK3p/fosforilagdo da tau. Outros estudos t€ém demonstrado que
células neuronais derivadas de iPSCs exibem niveis reduzidos de A} na presenca de
inibidor de BACE] ou inibidores/moduladores de y-secretase. Portanto, o AP e a tau estdo

envolvidas na patogénese da DA e sdo importantes alvos terapéuticos para esta doenca

(Yahata et al., 2011; Israel et al., 2012; Liu et al., 2014).

1.5.2. Tratamento
Até o momento, ndo existem farmacos que alterem a patologia ou o curso da DA.
Sdo utilizados apenas tratamentos sintomaticos que tentam contrabalancear os distirbios
existentes em neurotransmissores. Nenhum farmaco significativo para a DA foi aprovado
nos ultimos 14 anos, apesar de extensos ensaios clinicos (Lane et al., 2018).
Inibidores da acetil-colinesterase (AChE), como donepezil, galantamina e
rivastigmina, sdo utilizados como o principal tratamento sintomatico, aumentando a

disponibilidade de acetilcolina ao inibir a sua clivagem na sinapse. Essa classe de
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farmacos demonstra efeito benéfico comprovado em DA leve a severa, com mais
evidéncias para os estagios leve e moderado (Birks, 2006).

A memantina ¢ um tratamento sintomatico alternativo, licenciada para DA
moderada a severa. Ela ¢ um antagonista de baixa afinidade do receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA), com o objetivo de reduzir a neurotoxicidade excitatdria do glutamato,
sem interferir com as agdes fisioldgicas do neurotransmissor. A memantina tem
demonstrado um beneficio pequeno, mas clinicamente aprecidvel na cognicao e declinio
funcional em pacientes com DA moderada a severa (Mcshane et al., 2006). Existem
evidéncias para terapia combinatoria com inibidores da acetil-colinesterase e a
memantina. Um estudo de meta-andlise recente encontrou uma evidéncia fraca para
melhora cognitiva com a terapia dupla, mas houve evidéncia de melhora nos sintomas
comportamentais (Schmidt et al., 2015).

Com base no exposto acima e no potencial terapéutico da doxazosina, neste
estudo a acdo antitumoral desse fairmaco foi testada em células de neuroblastoma e
hemangioendotelioma, e também em uma linhagem de leucemia mielomonocitica (dados
preliminares). Além disso, devido aos efeitos da doxazosina no SNC relatados na
literatura e da relagdo inversa entre cancer e Alzheimer, também foi avaliado o potencial

de neuroprote¢do do fArmaco em um modelo in vitro da doenga de Alzheimer.
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2. OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Investigar o potencial de reposicionamento da doxazosina contra tumores
infantis e como neuroprotetora, em modelos in vitro de neuroblastoma,

hemangioendotelioma, leucemia mielomonocitica e da doenga de Alzheimer.

Objetivo Especifico 1: Avaliar o efeito antitumoral da doxazosina em neuroblastoma
1) Analisar o efeito antitumoral da doxazosina na linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y;
2) Diferenciar as células SH-SYSY para neuronios com 4cido retindico e avaliar os
efeitos da doxazosina;
3) Verificar o envolvimento de algumas proteinas da via de sinalizacdo
EGFR/PI3K/Akt e p53 apos o tratamento em células SH-SY5Y indiferenciadas e

diferenciadas com acido retindico.

Objetivo Especifico 2: Avaliar o efeito neuroprotetor da doxazosina em um modelo in
vitro da Doenga de Alzheimer
1) Analisar o efeito neuroprotetor da doxazosina em culturas organotipicas de
hipocampo pré-tratadas com o farmaco e tratadas com o peptideo beta-amiloide:-
42 para inducdo da doenga de Alzheimer;
2) Verificar o envolvimento de algumas proteinas da via de sinalizacdo

EGFR/PI3K/Akt e p53, além da fosforilagdo da proteina tau.

Objetivo Especifico 3: Avaliar o efeito antitumoral da doxazosina em
hemangioendotelioma
1) Analisar o efeito antitumoral da doxazosina na linhagem de hemangioendotelioma
murino EOMA;
2) Padronizar a formacdo de culturas 3D de esferoides tumorais com a linhagem
celular EOMA;
3) Analisar o efeito antitumoral da doxazosina em culturas 3D de esferoides tumorais

com a linhagem celular EOMA.

Objetivo Especifico 4: Avaliar o efeito antitumoral da doxazosina em leucemina
mielomonocitica

1) Avaliar a citotoxicidade da doxazosina ne linhagem murina WEHI-3B.
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Abstract—Several studies have demonstrated the antitumor effect of doxazosin, an a1-adrenergic blocker, against glioma
and breast, bladder and prostate cancers. Doxazosin is also being evaluated as a treatment for posttraumatic stress disorder
(PTSD) and alcoholism, and a1-adrenergic blockers have been linked to neuroprotection in neurodegenerative disorders,
such as Alzheimer's Disease (AD). Cancer and AD have an inverse relationship in many aspects, with several factors that
contribute to apoptosis inhibition and proliferation being increased in cancers but decreased in AD. Neuroblastoma (NB)
is a pediatric tumor derived from embryonic neural-crest cells, with an overall cure rate of 40%, despite aggressive treatment.
Thus, due to the need of new therapeutic strategies against NB and neurodegenerative disorders and the inverse relationship
between these diseases, we investigated whether doxazosin may serve as an antitumor and neuroprotective agent. We ana-
lyzed the drug's effects on undifferentiated and retinoic acid-differentiated SH-SY5Y human NB cells and on an in vitro model
of organotypic hippocampal cultures exposed to amyloid-B. Doxazosin showed antitumor effect on undifferentiated NB cells
by induction of apoptosis, necrosis, cell cycle arrest and decrease of p-EGFRry104s levels. On differentiated cells, doxazo-
sin was less cytotoxic and increased p-EGFRyy1048, P-Aktsera7z and p-GSK-3Bsero levels. Moreover, the drug was able to
protect hippocampal slices from amyloid-B toxicity through prevention of GSK-3f activation and of Tau hyperphosphor-
ylation. Therefore, our results show that doxazosin has antitumor activity against undifferentiated NB and is neuroprotec-
tive on an in vitro model of Alzheimer's disease. © 2019 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: neuroblastoma, Alzheimer's disease, doxazosin, EGFR, SH-SY5Y, amyloid-B.

INTRODUCTION

Quinazolines are fused heterocycles and its derivatives pre-
sent a diverse range of biological activities such as antican-
cer, antidepressant, antihypertensive, and many other.
Several quinazoline derivatives are being investigated and
used against several types of cancer for their antitumor activ-
ities as tyrosine kinase inhibitors, such as Gefitinib and Ima-
tinib mesylate (Glivec®) (Meco et al., 2005; Tamura et al.,
2007). Doxazosin is a selective al-adrenergic receptor

blocker that has a quinazoline scaffold and it is approved by
the Food and Drug Administration (FDA) for treatment of
hypertension and benign prostatic hyperplasia. Moreover,
several studies demonstrate doxazosin's antitumor effects
in glioblastomas (Gaelzer et al., 2016), breast cancer (Hui
et al., 2008) and prostate cancer (Sakamoto and Kyprianou,
2010). In the present study, we investigated the antitumor
potential of doxazosin against neuroblastoma (NB).

NB is the most common solid tumor in childhood. This
malignancy derives from embryonic neural-crest cells of the
peripheral sympathetic nervous system and accounts for
15% of cancer-related deaths in children (Castel and
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Canete, 2004). Treatment of high-risk NB involves tumor
resection, high-dose chemotherapy with autologous stem cell
transplantation and treatment of minimal residual disease
with retinoic acid to induce cell differentiation (Matthay et
al., 1999; Moreno et al., 2017).

However, the overall cure rate for NB is 40%, despite aggres-
sive treatment (Castel and Canete, 2004). New therapeutic
strategies against this cancer may expand the cure rate and
improve the quality of life of patients. Due to the reported
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Fig. 1. Fold-change of confluence analysis of undifferentiated SH-SY5Y cells after doxazosin treatment
for 24 h, 48 h and 72 h. (A) Graph of time versus confluence percentage. (B) Photomicrographs of
cells after treatment in the different doxazosin concentrations and time-points. (C) Zoom of a portion
of photomicrographs after treatment with doxazosin for 48 h. Data are expressed as means + SEM
(n =4).**p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control.

antitumor effects of doxazosin and the mild
side effects that the drug presents, we
sought to analyze the outcomes of doxazo-
sin treatment on the human NB cell line
SH-SY5Y. In gliomas, we previously
showed that doxazosin induces apoptosis
and cell cycle arrest through inhibition of
the Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR)/PI3K/Akt pathway and upregulation
of GSK-3B and p53 (Gaelzer et al., 2016).

The tyrosine kinase EGFR is involved in
cellular proliferation, inhibition of apoptosis
and is abnormally activated in many epithe-
lial tumors (Tang and Lippman, 1998; Wells,
1999). Indeed, NB cells express EGFR (Ho
et al., 2005) and its signaling pathway has
been correlated with cell cycle progression
and cellular proliferation (Ho et al., 2005).
Also, the increased chemotherapy-induced
EGFR expression has been described in
vincristine- and actinomycin-D-resistant NB
cells (Meyers et al., 1988).

Akt (protein kinase B) is a major mediator
of survival signals and is one of the targets
for EGFR signaling. Akt regulates cell prolif-
eration, cell cycle progression and apopto-
sis (Kandel and Hay, 1999; Brazil et al.,
2002). In this sense, Akt induces G1/S cell
cycle progression through inactivation of
GSK-3B, whereas Akt activation inhibits
p53-mediated apoptosis (Kandel and Hay,
1999). In NB, high activation of Akt corre-
lates with a poor outcome (Sartelet et al.,
2008).

Human NB SH-SY5Y cells have high
expression of EGFR and can be differen-
tiated to a neuronal phenotype with retinoic
acid treatment. Differentiated cells demon-
strate a pronounced neuronal morphology
with high expression of genes related to
synapse vesicle cycle, dopamine synthesis/
degradation, and dopamine transporter
(Lopes et al., 2010).

Furthermore, doxazosin is less cytotoxic
to rat organotypic hippocampal cultures
than to glioblastoma cells (Gaelzer et al.,
2016) and the drug is currently being tested
in clinical trials for treatment of posttrau-
matic stress disorder (PTSD) and alcohol-
ism (Kenna et al., 2016; Rodgman et al.,
2016). This warrants further investigation
on doxazosin's effect on neural cells and tis-
sues and the drug's possible neuroprotec-
tive effect.

Organotypic hippocampal cultures are
extensively used to investigate mechanisms
and treatment strategies for central nervous
system disorders. Our research group routi-
nely uses organotypic cultures exposed to
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amyloid-B (AB) peptide as an Alzheimer's disease (AD)
model (Nassif et al., 2007; Hoppe et al., 2013; Arbo et al.,
2017). The extracellular senile plaques that are responsible
for the neurodegeneration in AD are formed by the accumula-
tion and aggregation of AB peptide (lttner and Goétz, 2011).
AB4_42 is the most hydrophobic form of the AR peptide, is

A

A

Control

50 uM

more prone to form aggregates and it is the predominant iso-
form found in senile plaques (Selkoe, 2001). AB1_42 has ele-
vated neurotoxic potential, interfering with synaptic plasticity,
and significantly affecting several cellular signaling pathways
(Selkoe, 2001). Anincrease in the levels of AR peptide is also
accompanied by alterations in the activity of kinases and
phosphatases, leading to Tau hyperpho-
sphorylation and the formation of intracellu-
lar neurofibrillary tangles with consequent

12,53% 12,22% 8.32%

5 29% axonal transport damage (Takata and
Kitamura, 2012). Moreover, the PI3K/Akt
pathway is directly influenced by exposure
to AB peptide, and this pathway is altered
on the brain of patients with AD (Jimenez

et al.,, 2011). One of the main targets of
Akt is GSK-33, which can hyperphosphory-
late the Tau protein (Avila et al., 2012).
Therefore, due to the described effects of
17.80% doxazosin against PTSD and alcoholism,

10 and the fact that the drug is less cytotoxic
to neural cells than to glioma, in the present
study we also tested the effect of doxazosin

Propidium lodide

16,27% 13,48%)

5.44% on neuronal-differentiated SH-SY5Y cells
and whether it could protect rat organotypic
hippocampal cultures against amyloid-3
neurotoxicity.

There is a need for new therapeutic stra-

tegies against NB and AD that are not only
effective against the disease but can also
improve the patient's quality of life. Doxazo-
sin is a potential antitumor adjuvant and

9.45% neuroprotective agent, while presenting
L mild adverse effects. Here we showed that
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Fig. 2. Analysis of the type of cell death of undifferentiated SH-SY5Y cells after doxazosin treatment
for 48 h. (A) Representative dot plot graph of cells stained with Annexin V (An) and PI. (B) Quantifi-
cation of viable cells (An-/Pl-), of necrosis (An-/Pl+), early apoptosis (An+/Pl-) and late apoptosis
(An+/Pl+). Data are expressed as means + SEM (n = 4). *p < 0.05; ***p < 0.001 compared to

control.
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doxazosin demonstrates anticancer activity
against NB cells in addition to having neu-
roprotective properties.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cell culture

SH-SY5Y human NB cell line was obtained
from American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland, MD, USA). Cells
were grown and maintained in Dulbecco's
Modified Eagle Medium supplemented with
F12 medium (DMEM/F12, Gibco®, Life
Technologies™, USA), containing 10%
Fetal Bovine Serum (Cripion Biotecnologia
Ltda., Andradina, SP, Brazil), 2.5 mg/mL
Fungizone and 100 U/L of gentamicin
(Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA).
Cells were kept at 37 °C, in an atmosphere
of 5% CO,. For induction of neuronal differ-
entiation, cells were treated 24 h after
seeding with 10 pM of all-trans retinoic acid
(ATRA, Enzo Life Sciences, USA) in
DMEM/F12 medium with 1% Fetal Bovine
Serum, in accordance with Lopes et al.
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(2010), and media was replaced every 2 days. Treatments
with ATRA-differentiated cells started on the 7th day of differ-
entiation. Cell passaging was monitored, and cells were used
only at passages in which differentiation induction occurred.

Organotypic hippocampal culture

Animal procedures were approved by local Animal Care
Committee (Comissao de Etica no Uso de Animais/Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul - CEUA/UFRGS) and
follow national animal rights regulations (Law 11.794/2008),
the National Institute of Health Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (NIH publication No. 80-23, revised
1996) and Directive 2010/63/EU. We further attest that all

A

1975

Control

1538

G1:75.66% £ 0.01%|
S:19.86% £ 0.53%
G2/M: 4.48 £ 0.52%

1154

Count
8

=
3 1m0
o
494 385

4

B Diploid S
M Diploid G2

317

efforts were made to minimize the number of animals used
and their suffering.

Organotypic hippocampal slice cultures were prepared as
previously described (Stoppini et al., 1991; Hoppe et al.,
2013). Briefly, 400 pym-thick hippocampal slices were pre-
pared from 6 to 8-days-old male Wistar rats (n = 12) using
a Mcllwain tissue chopper and separated in ice-cold Hank's
balanced salt solution (HBSS) composed of (mM): glucose
36, CaCl, 1.26, KCI 5.36, NaCl 136.89, KH,PO,4 0.44, Na,.
HPO, 0.34, MgCl, 0.49, MgSQO,4 0.44, HEPES 25; 1% fungi-
zone and 0.1 mg/mL gentamicin, pH 7.2. Slices were placed
on Millicell® culture membranes and the inserts were trans-
ferred to a six-well culture plate. Each well contained 1 mL
of tissue culture medium consisting of Minimum Essential
Media (MEM) with 25% of HBSS and 25%
of horse serum supplemented with 36-mM
glucose, 25-mM HEPES, 4-mM NaHCO3;,
1% fungizone and 0.1-mg/mL gentamicine,
pH 7.3. Cultures were kept in an incubator

G1:76.57% + 0.46
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G2/M: 2.90 £ 0.60%

at 37 °C and 5% CO, for 14 days.

Doxazosin and amyloid-B treatments

Doxazosin mesylate (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, USA) was dissolved in 20%
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ethanol/milli-Q water (vehicle) and undiffer-
entiated and ATRA-differentiated cells were
treated for 24, 48 and 72 h with concentra-
tions ranging from 15 to 150 pM.

For organotypic hippocampal cultures,
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doxazosin was added to the medium
at concentrations of 50, 75, 100 and

150 pM, for 1 h prior to the addition of fibril-
lar AB1_42. To obtain the fibrillar form of
AB1_42 peptide, an aliquot of the stock solu-
tion was incubated at 37 °C during the

i
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4 days preceding its use in culture (Hoppe
et al., 2013). After 1 h of doxazosin pre-
treatment, 2 uM of fibrillar AB4_4> was
added to the culture medium for 48 h.

768 1024

Imaging cytometry

CJ Go/G1
=3 s
@ G2/M

For cell confluence analysis, imaging cyto-
metry was performed using a SpectraMax
i3 MiniMax 300 Imaging Cytometer plate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) with the optical imaging module
and transmitted light setting. Molecular
Devices' StainFree™ Cell Detection Tech-
nology allows the performance of cell prolif-
eration and cytotoxicity assays without
stains. The StainFree technology enables
estimation of cell confluency that is com-
parable to nuclear and whole-cell counts
obtained using fluorescent dyes
(Molecular Devices, 2019). Moreover, cells
can be analyzed at any time without dis-
rupting their growth.
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Fig. 3. Analysis of cell cycle phases on undifferentiated SH-SY5Y cells after doxazosin treatment for
48 h. (A) Representative histograms of DNA content of cells. (B) Quantification of the percentage of
cells in each cycle phase. Data are expressed as means + SEM (n = 4). *p < 0.05 compared to
control.
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For undifferentiated and ATRA-differentiated cells, photo-
micrographs were captured 24 h after seeding and before
doxazosin treatment (time 0 h). Additional photomicrographs
were captured without disturbing cell growth every 24 h and
cell confluence per well was determined. This time course
approach enabled the temporal analysis of cell proliferation
and cytotoxicity.

Flow cytometry

Cell death was analyzed by flow cytometry. For undifferen-
tiated and ATRA-differentiated cells, both floating and adher-
ent cells were collected. Organotypic hippocampal slices
were dissociated in phosphate-buffered saline (PBS) contain-
ing 1% collagenase IV and 0.2% trypsin and filtered through
a 40 yum membrane (Millipore®). Annexin-V FITC/propidium
iodide (PI) double stain kit was used, following the manufac-
turer's instructions (Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Sam-
ples were incubated in binding buffer containing Annexin-V
FITC and PI for 15 min in the dark at room temperature.
For cell cycle analysis, undifferentiated cells were
seeded in 6-well plates (2 x 10° cells/well). After treat-
ments, cells were washed with PBS, trypsinized and counted.
Cells were centrifuged at 400 x g for 5 min and suspended
(10° cells/mL) in cell cycle buffer (3.5 mM trisodium
citrate and 0.5 mM Tris, pH 7.6) containing RNAse A

(100 pg/mL), 0.05% Nonidet and Pl (5 ug/mL), for 15 min in
the dark at room temperature.

For protein analysis, undifferentiated and ATRA-
differentiated cells were trypsinized, while organotypic hippo-
campal slices were dissociated as described above. Cells
were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min, centrifuged
at400 x g for 5 min and incubated for 40 min in PBS contain-
ing 0.1% Triton X-100 and the following primary antibodies:
rabbit anti-p-EGFRryr10es (1:50, Cell Signaling Technology),
rabbit anti-p-Aktsera7z (1:50, Cell Signaling Technology), rab-
bit anti-p-GSK-3Bserg (1:50, Cell Signaling Technology),
rabbit anti-p-p53ser15 (1:50, Cell Signaling Technology),
mouse anti-Tau (1:50, Cell Signaling Technology) and
mouse anti-p-Tauseraos (1:50, Cell Signaling Technology).
Then, secondary goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 antibody
(1:100, Invitrogen) or goat anti-mouse Alexa Fluor 568 anti-
body (1:100, Invitrogen) was added and, after incubation
for 40 min, fluorescence intensity was measured by flow
cytometry.

For experiments with undifferentiated and ATRA-
differentiated cells, a total of 10,000 events were acquired;
for organotypic cultures, a total of 30.000 events were acquired
by a BD FACSCalibur™ flow cytometer (BD Bioscience,
Mountain View, CA, USA). The obtained data were analyzed
with FCS Express 6 Software (De Novo Software,
Los Angeles, CA, USA).

Statistical analysis

Data are expressed as means *
s SEM. All results are represen-

tative of at least 4 independent
experiments  with triplicate
determinations for each experi-
ment, for undifferentiated and
ATRA-differentiated cultures.
Sampled distributions passed

50 75 100 normality and equal variances

test. Analysis of variance
(ANOVA) was applied to the
means to determine statistical
differences between experi-
mental groups. Post hoc com-
parisons were performed by
Tukey test. Differences be-
= tween mean values were

Doxazosin (uM)

considered significant when
p < 0.05. Statistical analyses
were carried out using the
GraphPad Prism 5 software.
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Fig. 4. Protein levels of (A) p-EGFRyyr1068, (B) p-Aktseraza, (€) p-GSK-3Bsers and (d) p-p53seris on undifferentiated
SH-SYS5Y cells after 48 h doxazosin treatment. Data are expressed as means + SEM (n = 6). *p < 0.05;

**p < 0.01 compared to control.
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The effect of concentration
and time of doxazosin treatment
on undifferentiated cells was
assessed by dose-effect curves.
The choices of concentration
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Fig. 5. Fold-change of confluence analysis of differentiated SH-SY5Y cells after doxazosin treatment
for 24 h, 48 h and 72 h. (A) Graph of time versus confluence percentage. (B) Photomicrographs of
cells after treatment in the different doxazosin concentrations and time-points. (C) Zoom of a portion
of photomicrographs after treatment with doxazosin for 48 h. Data are expressed as means + SEM
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(n = 4). **p < 0.001 compared to control.

and treatment times were based on previous work by our
research group (Gaelzer et al., 2016). Regarding cell conflu-
ence analysis (Fig. 1), cells treated with 75 pM doxazosin

75

proliferated at a much lower rate compared
to control. Doxazosin at 100 and 150 pM
remarkably decreased cell confluence of
undifferentiated cells from 24 h of treatment.
Since the confluence of cells treated with
75 uM of doxazosin increased less than
the control, doxazosin had a cytostatic
effect at this concentration. At 100 and
150 pM, doxazosin was cytotoxic to the
undifferentiated cells because the conflu-
ence at time 0 h was higher than times
48 and 72 h of treatment. In light of these
results, we chose the concentrations of 50,
75 and 100 uM and the time-point of 48 h
for the other experiments with undifferen-
tiated cells.

On undifferentiated NB cells, doxazosin
treatment for 48 h induced death by apopto-
sis or necrosis. As shown in Fig. 2, apopto-
sis was increased in cells treated with
75 uM, while treatment with 100 uM leads
to extensive necrotic death. Therefore, the
type of cell death elicited by doxazosin
was different depending on the drug con-
centration used.

Also, cell cycle analysis of undifferentiated
cells (Fig. 3) shows a lower percentage of
S-phase cells at 75 and 100 pM. This result
indicates a cell cycle arrest in GO/G1-phase
and it is in agreement with the cytostatic
effects on cell proliferation shown in Fig. 1.

At 50 and 75 pM, doxazosin decreased
EGFRyyr106s Phosphorylation in undifferen-
tiated cells (Fig. 4A). This, however,
was not accompanied by reduction in p-
Aktsera7z and p-GSK-3Bserg levels (Fig. 4B
and C). Phosphorylation of p53 protein on
Ser15 was unaltered by doxazosin treat-
ment (Fig. 4D). Therefore, the decrease of
p-EGFR1yr1068 levels caused by doxazosin
occurred in specific drug concentrations.

We then tested the concentration and
time curves used for undifferentiated cells
on ATRA-differentiated cells. As covered
by the literature (Lopes et al., 2010), ATRA
induces neuronal differentiation of SH-
SY5Y NB cells.

On ATRA-differentiated cells, doxazosin
increased cell confluence at 100 uM at 24 h
(Fig. 5). We found that doxazosin slightly
increased necrosis at 50 yM and apoptosis
at 75 and 100 uM (Fig. 6). Therefore,
doxazosin was less cytotoxic to ATRA-
differentiated cells compared to NB undiffer-
entiated cells.

At 100 uM, doxazosin increased

EGFRyyr106s8 phosphorylation in ATRA-differentiated cells
(Fig. 7A), while increasing p-Aktsera7z and p-GSK-3Bserg
levels (Fig. 7B and C). On the other hand, 50 and 75 pM
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Control

50 uM

alone induced apoptosis on hippo-
campal slices (Fig. 8). Doxazosin pro-
tected the cultures from fibrillar AB1_42
toxicity at all concentrations, since
the percentage of apoptotic cells
decreased compared to AB4_4> alone
and, at 150 uM, the percentage of
apoptosis was similar to the control
(Fig. 8). Moreover, the percentage of
cell death from treatment with doxazo-

Propidium lodide

sin alone remained unaltered (Fig. 8).
Therefore, doxazosin demonstrated a
neuroprotective effect against AB1_42
peptide.

Next, we evaluated the effects
of doxazosin pretreatment followed by
fibrillar AB1_42 treatment on the
EGFR/Akt/GSK-33 pathway, p-p53

levels and p-Tausemgs/Tau ratio
(Fig. 9). Similar to what was observed
for differentiated NB cells, doxazosin

alone increased EGFR phosphoryla-
tion (Fig. 9A). Pretreatment with
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Fig. 6. Analysis of the type of cell death of differentiated SH-SY5Y cells after doxazosin treatment for 48 h.
(A) Representative dot plot graph of cells stained with An and PI. (B) Quantification of viable cells (An-/PI-),
of early apoptosis (An+/Pl-), late apoptosis (An+/Pl+) and necrosis (An-/Pl+). Data are expressed as

means + SEM (n = 4). *p < 0.05 compared to control.

doxazosin increased p-p53ser15 levels (Fig. 7D). Thus, doxa-
zosin's effects on the EGFR/Akt/GSK-3p pathway and on
p53 activation varied according to the drug concentration.
The results of doxazosin's effects on ATRA-differentiated
cells indicate that the drug can have different biological activ-
ities on neural cells compared to cancer cells. Thus, we
sought to analyze if doxazosin could have a neuroprotective
effect on organotypic hippocampal cultures challenged
with fibrillar AB,_4, treatment. We treated the cultures with
50, 75, 100 and 150 pM doxazosin for 1 h, added fibrillar
AB4_42 and incubated for 48 h. As expected, fibrillar AB1_42

An+/PI-

doxazosin followed by treatment with
AB1_42, however, did not alter p-
EGFR levels. AB4_4- alone decreased
p-Akt levels and 100-uM doxazosin
pretreatment prevented this decrease
(Fig. 9B). Accordingly, AB1_42 treat-
ment alone decreased GSK-3f phos-
phorylation in Ser 9 (Fig. 9C), while
pretreatment with 150 uM doxazosin
almost prevented this decrease (AB
vs. D150 + AB, p = 0.0663). Phos-
phorylation of p53 protein remained
unaltered for all treatments (Fig. 9D).
Moreover, p-Tau/Tau ratio increased
in hippocampal slices treated with
AB4_42 alone, while pretreatment with
doxazosin prevented Tau phosphory-
lation (Fig. 9E). Therefore, doxazosin
neuroprotection from AB4_4o toxicity
occurred via sustained activation
of Akt, with consequent inhibition of
GSK-3B and Tau phosphorylation.

3 Control
3 50 uM
B 75 M
Bl 100 uM

An+/Pl+

DISCUSSION

NB is a pediatric tumor with elevated heterogeneity, with a
subset of cases presenting spontaneous regression while
others show aggressive tumor growth and poor response to
therapy (Meco et al., 2005). In children over 1 year with meta-
static disease the outcome is very poor, despite aggressive
therapy (Castel and Carete, 2004). Moreover, current
NB chemotherapy presents severe systemic side effects
and its prolonged use interferes with childhood development,
greatly affecting the patient's quality of life. Therefore, there is
a need for the development of novel agents with a better
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responses of NB cells to quinazoline

* derivatives appear to involve multi-
ple mechanisms of action.

In addition, it is well-known that acti-

vation of EGFR by different ligands
causes distinct downstream biological
activities. For instance, the physiologi-
cal EGFR ligands Epidermal growth

50 75 100 factor (EGF) and Neuregulin (NRG)

ok
-

can stimulate the ERK1/2, Protein
kinase C (PKC) and Akt pathways
(Wee and Wang, 2017). Therefore,
in the present study, doxazosin
decrease of p-EGFRyyr10s levels
may be targeting downstream path-

Doxazosin (uM)

ways other than Akt.

The p53 protein is a tumor sup-
pressor activated by various types
of cellular stresses and is involved
with induction of programmed cell
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Fig. 7. Protein levels of (A) p-EGFRyyr106s, (B) p-Aktseraza, (C) p-GSK-3Bserg and (D) p-p53serts in prolifera-
tive SH-SY5Y cells after 48 h doxazosin treatment. Data are expressed as means+SEM (n = 6). *p < 0.05;

**p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control.

antitumor selectivity to reduce mortality and morbidity of the
disease. Doxazosin is an FDA approved drug with mild side
effects, like dizziness and hypotension (Lepor, 2007).

In the present study, doxazosin induced NB cells death and
cytostasis, and decreased EGFRryyr1068 phosphorylation.
Tamura et al. (2007) showed that 10 uM gefitinib inhibits
EGFR phosphorylation in NB cells, while the needed concen-
trations to induce apoptotic cell death and cytostasis were 2
to 3-fold higher. In addition, we observed that the decrease
in EGFR phosphorylation was not accompanied by a
decrease in Aktsera7z phosphorylation. Meco et al. (2005)
demonstrated that imatinib mesylate induced inhibition of
NB cells growth and inhibited ligand-induced phosphorylation
of the tyrosine kinases c-kit and Platelet-derived growth fac-
tor receptor (PDGFR). However, in vivo, the phosphorylation
of the downstream effectors Mitogen Activated Protein
Kinase (MAPK) and Akt was not affected by the treatment
with imatinib mesylate (Meco et al., 2005). We observed a
similar variation of response on undifferentiated SH-SY5Y
cells to doxazosin, which means different outcomes can be
expected with different drug concentrations. This may be
explained by the fact that doxazosin has been shown to bind
to some types of tyrosine kinase receptors (Hui et al., 2008;
Petty et al., 2012; de Marcondes et al., 2016). Furthermore,
the effect of EGF on its receptor depends on ligand concen-
tration in NB cells. Stimulation of NB cells growth by EGF
occurs with concentrations between 5 and 20 and 150-
250 ng/mL, and this effect is mediated by p-Akt and p-GSK-
3B; however, cell growth decreased at concentrations raging
between 50 and 100 ng/mL (Chiu et al., 2006). Therefore, the

T

50 75 100 death and cell cycle arrest (Lane

and Levine, 2010). In the present
study, doxazosin-induced cell death
and apoptosis on undifferentiated
NB cells without altering p-p53ser1s
levels. Gong et al. (2017) showed
that the alkaloid (—)-curine-induced
GO0/G1 arrest and cell death regard-
less of p53 status in hepatocellular
carcinoma cells. In addition, there are several reports on
apoptosis and cell cycle arrest induction independent of p53
for proliferating lymphoid cells (Strasser et al., 1994), MCF7
breast cancer cells (Etti et al., 2017), HCT116 colorectal car-
cinoma cells (Park et al., 2017), among others. Our findings
suggest that the induction of undifferentiated NB cells death
and G0/G1 arrest are independent of p53 signaling.

Regarding ATRA-differentiated SH-SY5Y cells, treatment
with doxazosin maintained the neuronal morphology of the
cells and induced a slight increase in cell death compared
to the control. A long-standing paradigm had been that p53
regulates apoptosis but have no control over necrosis.
Recently, however, Tu et al. (2009) showed that H,O,-
induced necrosis on Bax and Bak double-knockout mouse
fibroblasts was mediated by p53 signaling. Moreover,
Vaseva et al. (2012) found a direct necrotic signaling
mediated by p53 in response to oxidative stress, in addition
to the p53 apoptotic induction. Therefore, the increase of
p-p53 after 50-uM doxazosin treatment may be related to
the induction of necrosis observed. However, more experi-
ments are needed to determine if this occurs. Anyway, the
cell death induction observed in differentiated NB cells was
minimal and may not have a biological relevance.

We showed in this study that 100-uM doxazosin induced a
slight increase in apoptosis in differentiated SH-SY5Y cells,
but with concomitant increase in p-EGFRyyr1068, P-Aktserazs
and p-GSK-3Bgere levels (Fig. 8). The PI3K/Akt/GSK-33
pathway is known to play an important role in neuronal
cell survival and to be affected in several injuries and neuro-
degenerative disorders (Lee et al., 2008; de Oliveira et al.,

Doxazosin (uM)
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2012). GSK-3pB dysregulation, especially, is
well described as participating in various cel-
lular processes involved with the pathology
of neurodegenerative diseases, such as
Pakinson's and Alzheimer's (Hanger and
Noble, 2011; Avila et al., 2012). Malagelada
et al. (2008) found that phospho-Akt/total
Akt ratio is decreased in patients with PD,
and Akt signaling activation protects murine
dopaminergic neurons treated with the neu-
rotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahy-
dropyridine (MPTP). Furthermore, our
research group has shown that doxazosin
induces apoptosis in glioma cells but show
no neurotoxicity on organotypic hippocampal
cultures in the same concentration, being
selective towards tumor cells (Gaelzer et
al., 2016). Thus, we tested whether the acti-
vation of the PI3K/Akt/GSK-3B pathway by
doxazosin could have a neuroprotective
effect in an organotypic hippocampal culture
model of AD.

The present study showed that doxazosin
not only causes selective toxicity towards
tumor cells, but also presents neuroprotective
effects. The drug prevented the apoptosis
induction caused by AB4_4, through preven-
tion of Tau phosphorylation. The main func-
tion of Tau is to stabilize microtubules, by
regulating their polymerization/depolymeri-
zation, and to regulate motor-driven axonal
transport (Goedert et al., 2006; Querfurth
and Laferla, 2010). Hyperphosphorylated
Tau, however, detach from the microtubule,
leading to its destabilization and to deposi-
tion of Tau protein in the form of neurofibril-
lary tangles in the cellular body and
dendrites of neurons (Goedert et al., 20086,
Querfurth and Laferla, 2010). GSK-3B is the
main protein involved with Tau phosphoryla-
tion (Avila et al., 2012). Although there was
only a statistical tendency of maintenance
of p-GSK-38 levels by doxazosin pretreat-
ment in this study, this could have contribu-
ted for the inhibition of Tau phosphorylation.

Moreover, we found that doxazosin alone
increased p-EGFR levels on organotypic
hippocampal cultures. Although this indi-
cates that the neural effect of the drug
involves EGFR signaling, an a-1-adrenergic
receptor (a1-AR) signaling should also be
considered. Doxazosin's effects on PTSD
and alcoholism treatment are believed to
involve its a1-AR antagonism, but the
mechanism of action is largely unknown
(Funk et al., 2016; Petrakis and Simpson,
2017). ARs are distributed throughout the
brain and their signaling has been investi-
gated in AD (reviewed in D Femminella et
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Fig. 9. Protein levels of (A) p-EGFRry106s, (B) p-Aktserazs, (C) p-GSK-3Bsere, (D) p-p53seris and p-Tau/
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mean + SEM (n = 12). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 compared to control. “p < 0.05, *p < 0.01 com-

pared to AB alone.

al., 2016). In addition, treatment of a mice model of AD with
prazosin, an a1-AR antagonist, prevented memory deficits
over time (Katsouri et al., 2012).

On the other hand, in a systematic review by Shafi (2016),
the author highlights the inverse relationship between AD
and cancer. Epidemiological studies have demonstrated that
elderly with cancer have a decreased risk of AD dementia
and vice versa (Realmuto et al., 2012; Musicco et al.,

R A S
&
S 3

2013). Moreover, while growth factors
are neuroprotective, they are also
involved in tumor growth. For exam-
ple, EGFR is overexpressed in cancer,
but the receptor is absent in AD neuri-
tic plaques; and EGF is involved with
hippocampal neurogenesis and
improvement of cognitive function
(Huang and Reichardt, 2001,
Montano and Djamgoz, 2004;
Mattson, 2008; Yang et al., 2013).
This inverse relationship hypothesis
explains the results we found in the
present study. Doxazosin could be
acting on the EGFR and the out-
comes of the treatment are depen-
dent on the status of the cell/tissue
being treated: in cancer cells the drug
is antiproliferative and induces cell
death, while in ATRA-differentiated
cells the drug increased proliferation
(Fig. 5, 100 pM, 24 h) and in organo-
typic hippocampal cultures chal-
lenged with fibrillar AB4_4, doxazosin
prevented apoptosis and Tau phos-
phorylation. However, further studies
are required to elucidate the precise
mechanism of action of the drug on
undifferentiated NB cells and against
neuronal injury.

Drug repurposing or repositioning
is the use of a drug for another indica-
tion than the one it was originally
approved (Sleire et al., 2017). Doxa-
zosin is an anti-hypertensive that
already has been repurposed with
FDA approval for benign prostatic
hyperplasia and it is under evaluation
in clinical studies for treatment of
PTSD and alcoholism. Our data sug-
gest that doxazosin may be a poten-
tial drug for NB treatment and as a
neuroprotective agent. Repurposing
of drugs that may act as adjuvants
to other anti-tumor or neuroprotective
therapies could be a very useful strategy for treatment of NB
or AD and could also be used to improve patient's quality of
life. Pharmacology and safety profile of doxazosin is well
characterized in humans and its side effects are mild. More-
over, Kyprianou and Benning (Kyprianou and Benning,
2000) showed that the therapeutic doses of doxazosin with
anticancer activity in mice (3 to 100 mg/kg) are compared
to intracellular concentrations of the drug that are effective

L S P
AR

Fig. 8. Analysis of the type of cell death on organotypic hippocampal cultures after doxazosin pretreatment for 1 h followed by addition of fibrillar AB1_42
for 48 h. (A) Representative dot plot graph of cells stained with An and PI. (B) Quantification of viable cells (An-/PI-), of necrosis (An-/Pl+), early apoptosis
(An+/Pl-) and late apoptosis (An+/Pl+). Concentrations of doxazosin are expressed as pM. Data are expressed as means + SEM (n = 12). ***p < 0.001

5, i

compared to control. *p < 0.0 p < 0.001 compared to AB alone.
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against human prostate cancer cells in vitro (100 pM). Thus,
our study suggests that doxazosin should be further evalu-
ated, and its mechanism of action investigated, for the treat-
ment of NB and AD.
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Abstract

Vascular tumor is an abnormal buildup of blood vessels in the skin or internal
organs that can lead to disfigurement and/or life-threatening consequences. The
mechanism of hemangioma (HA) development remains unknown. Doxazosin is a
quinazoline compound with antitumor activity against several types of cancer. The aim
of the present study was to explore the effects of doxazosin on HA cells and 3D tumor
spheroids. To our knowledge, this is the first report of HA 3D tumor spheroids. The
effects of doxazosin on HA viability were determined by imaging cytometry and MTT
assay. Cell migration was assessed by the wound-healing assay. 3D tumor spheroids were
examined under an inverted microscope equipped with a digital camera, the size was
measured using the Imagel software. Doxazosin was cytotoxic to HA cells at higher
concentrations (100 to 250 uM) and increased cell migration at lower concentrations (10-
75 uM). The drug reduced the size of HA 3D tumor spheroids at the higher concentrations
tested (200 and 250 uM). Therefore, our results show that doxazosin has antitumor
activity against HA cells and tumor spheroids and should be studied as a potential

adjuvant to other anti-tumor therapies against HAs.

Keywords: Hemangioma, hemangioendothelioma, doxazosin, EOMA, 3D tumor

spheroids
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Introduction

Hemangiomas (HA) are common vascular endothelial cell tumors that occur with
a wide range of clinical manifestations. They can appear as benign cases of infantile HA
to low-graded malignant Hemangioendothelioma and Angiosarcoma, more commonly in
adults. In comparison to normal vascular endothelial cells, the proliferation rate and
invasion capabilities of a vascular tumor endothelial cells are much greater [1]. At the
moment, the cellular and molecular mechanisms leading to vascular tumor formation are
poorly understood and under-investigated.

Doxazosin is a quinazoline compound and a selective al-adrenoceptor antagonist
widely used for treatment of high blood pressure and benign prostatic hyperplasia. Several
studies demonstrate doxazosin’s antitumor effects against neuroblastomas [2],
glioblastomas [3], breast cancer [4] and prostate cancer [5].

There are few studies on new therapeutic strategies against HA. Although most
infantile HAs regress spontaneously and do not leave significant sequelae, a minority of
lesions cause impairment of vital function (e.g., respiratory or visual obstruction),
permanent scarring and/or disfigurement [6]. Therefore, there is a need for new
therapeutic strategies that are not only effective against the disease but can also improve
the patient’s quality of life. Doxazosin is a potential antitumor adjuvant and here we tested

the drug’s effects against HAs cells and on 3D HA tumor spheroids.

Material and Methods

Cell Culture

Murine EOMA cell line was obtained from Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ-
Duque de Caxias, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Cells were grown and maintained in
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco®, Life Technologies™, USA),
containing 10% Fetal Bovine Serum (Cripion Biotecnologia Ltda., Andradina, SP,
Brazil), 2.5 mg/mL Fungizone and 100 U/L of gentamicin (Gibco-Invitrogen, Grand
Island, NY, USA). Cells were kept at 37°C, in an atmosphere of 5% COx.

Single cell-derived tumor spheroid (SCTS) formation
For spheroid generation, seeding cell densities of 0.1 to 1.5 x 104 viable cells/mL

were tested in a 96-well round bottom plate coated with 1% agarose in complete cell
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medium. Twenty-four hours after seeding, photomicrographs were taken with an inverted
microscope (Nikon Eclipse TE300; Nikon, Tokyo, Japan) fitted with a digital camera.

Tumor spheroid area was measured using the ImageJ software.

Doxazosin treatment
Doxazosin mesylate (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) was dissolved in 20%
ethanol/milli-Q water (vehicle). EOMA cells and tumor spheroids were treated for 24, 48

and 72h with concentrations ranging from 5 to 250 uM.

Imaging Cytometry

For cell counting analysis, imaging cytometry was performed using a SpectraMax
13 MiniMax 300 Imaging Cytometer plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA) with the optical imaging module and transmitted light setting. Molecular Devices’
StainFree™ Cell Detection Technology allows the performance of cell proliferation and
cytotoxicity assays without stains. Moreover, cells can be analyzed at any time without
disrupting their growth. Photomicrographs obtained were submitted to automatic cell

counting by ImagelJ software, with exclusion of cell debris.

MTT Assay

EOMA cells were plated in 96-well plates at 8 x 10° cells/well and grown for 24
h. Following treatment for 24, 48 or 72 h, cells were incubated with 0,2 mg/mL MTT (3-
(4,5-methylthiazol- 2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) for 2 h. The solution was
then removed and the formazan product in the cells was solubilized by addition of DMSO.
Absorbance was read in a SpectraMax® M5 Microplate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) at 570 and 630 nm. The 630 nm absorbance read was subtracted

from the 570 nm absorbance.

Wound-healing assay

EOMA cells were cultured in 96-well plates for wound healing assays. When the
cells reached confluence, round wounds were created by placing the tip of a 200-uL pipet
on the cell monolayers. Images of wounded cells were captured using a SpectraMax i3
MiniMax 300 Imaging Cytometer plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

USA) at 0, 12, and 24 h. Acellular areas were measured using Image J software. The

58



percentage of migration was calculated by comparing the difference of acellular area from

time-points 12 and 24 h with the 0 h time-point.

Statistical analysis

Data are expressed as meanstSEM. All results are representative of at least 4
independent experiments with triplicate or more determinations for each experiment.
Analysis of variance (ANOVA) was applied to the means to determine statistical
differences between experimental groups. Post hoc comparisons were performed by
Tukey test. Differences between mean values were considered significant when p<0.05.

Statistical analyses were carried out using the GraphPad Prism 5 software.

Results

The effect of concentration and time of doxazosin treatment on EOMA cells was
assessed by dose-effect curves. The choices of concentration and treatment times were
based on previous work by our research group [2, 3]. Regarding cell confluence analysis
(Fig. 1a), cells treated with 200 and 250 uM doxazosin proliferated at a much lower rate
compared to control at 48 h. At 72 h of treatment, cells treated with 100, 150, 200 and
250 uM doxazosin proliferated less than the control. The morphology of the treated cells
in those concentrations indicate doxazosin was cytotoxic to EOMA cells (Fig. 1b).

Next, we performed the MTT assay to confirm this cytotoxic effect. At 24 h, 150,
200 and 250 uM doxazosin induced cell death (Fig. 2a). At 48 h, we observed the drug
decreased the optical density also on the concentrations of 75 and 100 uM. At 72 h, the
drug’s cytotoxicity was higher than on 48 h for the 100 uM concentration, while this
effect was not as expressive on 75 uM. Therefore, doxazosin was cytotoxic for EOMA
cells, from 100 to 250 uM, confirming what was observed from the morphology of the
cells.

We then evaluated doxazosin’s effect on cell migration with the wound-healing
assay (Fig. 3). Interestingly, doxazosin increased EOMA cells migration at the
concentrations which it was not cytotoxic: 10-75 uM, both after 12 and 24 h of treatment.
Thus, doxazosin was cytotoxic at higher concentrations (100 to 250 uM) and increased

cell migration at lower concentrations (10-75 uM).
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Subsequently, we sought to test doxazosin’s cytotoxicity on EOMA tumor
spheroids, which is a 3D in vitro model that better resembles what occurs on the tumor in
vivo. The potential of 3D tumor spheroid models composed of cells in different
proliferative and metabolic states for the development of new anticancer strategies has
been amply demonstrated. However, to our knowledge, that are no reports on the
literature of tumor spheroid culture for EOMA cells. So, we first tested the best cell
density for spheroid formation (Fig. 4). We used cell densities of 0.1 to 1.5 x 10* cells/mL
to form spheroids and, after 24 h of seeding, we measured spheroid area for 9 days. In the
first 3 days, cells start to cluster together and begin to form more tightly 3D spheroids.
Cell densities of 0.1, 0.25 and 0.5 x 10* cells/mL formed smaller and disform spheroids.
The density of 0.75 x 10* cells/mL formed spheroids of regular size, densely packed and
with spherical shape. Higher cell densities did not form densely packed spheroids.
Therefore, due to the size and morphology, the cell density of 0.75 x 10* cells/mL was
chosen as the ideal one for EOMA tumor spheroids. Moreover, we started doxazosin
treatment 3 days after seeding to allow for the complete formation of the tumor spheroids.

Next, we tested whether doxazosin have cytotoxic activity against EOMA tumor
spheroids (Fig. 5). We found that 250 uM doxazosin decreased tumor spheroid size at 24,
48 and 72 h. At 72 h, the drug concentration of 200 uM was also able to decrease tumor
spheroid size (Fig. 5a). Moreover, spheroids treated with 150-250 uM doxazosin showed
a looser morphology, with cells less densely packed, possibly due to cell death (Fig. 5b).

Thus, doxazosin at high concentrations reduced the size of EOMA tumor spheroids.

Discussion

Doxazosin is a selective al-adrenergic receptor blocker that has a quinazoline
scaffold and it has been shown to present antitumor activity in several types of cancer,
including neuroblastoma [2], glioblastoma [3], breast cancer [4] and prostate cancer [5].
Here we showed that doxazosin is cytotoxic on 2D and 3D cultures of hemangioma (HA)
cells.

Although the mechanisms of doxazosin’s toxicity against HA are unknown, they
may involve the PI3K/Akt signaling pathway. The PI3K/Akt signaling pathway act on a
series of cellular processes including cell cycle regulation, cell survival, proliferation,

differentiation, among others [7, 8]. In HA, studies show that the abnormal activation of
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PI3K/Akt pathway is involved with tumor development [1, 9]. Moreover, inhibition of
the PI3K/Akt pathway in EOMA cells decreases cell viability [10]. Previous studies of
our research group found that doxazosin induces apoptosis on glioblastoma cells [3] and
decreases tumor size in vivo through inhibition of the PI3K/Akt pathway [11]. Therefore,
the decreased viability of EOMA cells we found in the present study could be related to
doxazosin’s inhibitory effect on the PI3K/Akt pathway.

On the other hand, we also found that lower concentrations of doxazosin increased
cell migration in the wound-healing assay. Migration is defined as the directed movement
of cells on a substrate such as basal membranes, extracellular matrix (ECM) fibers or
plastic plates. Therefore, migration is occurring on 2D surfaces without any obstructive
fiber network. Invasion is defined as cell movement through a 3D matrix, which is
accompanied by a restructuring of the 3D environment. Invasion requires adhesion,
proteolysis of ECM components and migration. Thus, migration is only one of many
processes that cells must endure in order to invade or, in the case of cancer cells,
metastasize to a secondary location [12, 13]. Hence, the increase in cell migration caused
by lower concentrations of doxazosin may not be accompanied by increased cell invasion.
Further studies are needed to test if the drug affects EOMA cells invasion.

As one of the most common tumor types in infants, HA has an incidence rate of
5-10% at the end of the first year of life worldwide [14]. Although most HA patients have
a general watchful waiting policy, approximately 10% of HAs will grow dramatically and
even be life threatening [6]. Development of new therapeutic strategies is essential to
reduce mortality and scarring/disfigurement in HA patients. Here we show that doxazosin
was cytotoxic to HA cells and HA tumor spheroids. Although more studies are needed to
understand the molecular mechanisms of doxazosin’s effects on EOMA cells, the drug
should be considered as a potential adjuvant to other anti-tumor therapies against

hemangiomas.
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Figure Legends

Figure 1. Cell number analysis of EOMA cells after doxazosin treatment for 24h, 48h
and 72h. (a) Graph of time (hours) versus cell counting. (b) Photomicrographs of cells
after treatment in the different doxazosin concentrations and time-points. Magnification:

40X. Data are expressed as means=SEM (n=4). ***p<0.001 compared to control.

Figure 2. Cell viability through the MTT assay of EOMA cells after doxazosin treatment
for 24h (a), 48h (b) and 72h (¢). Graph of time (hours) versus optical density (O.D.) units.
Data are expressed as meanstSEM (n=4). **p<0.01, ***p<0.001 compared to control.

C: Control; V: Vehicle.

Figure 3. Cell migration analysis through wound-healing assay of EOMA cells after
doxazosin (concentrations in uM) treatment for 12h and 24 h. (a) Graph of time (hours)
versus percentage of migration. (b) Photomicrographs of cells after treatment in the
doxazosin concentrations of 50 and 250 uM. Magnification: 40X. Data are expressed as

meanstSEM (n=4). **p<0.01, ***p<0.001 compared to control.

Figure 4. Evaluation of 3D tumor spheroid culture of EOMA cells. (a) Graph of time
(days) versus spheroid area. Different cell densities (in 10* cells/mL) were used to form

tumor spheroids. (b) Photomicrographs of 3D tumor spheroids. Magnification: 200X.

Figure 5. Evaluation of doxazosin treatment on 3D EOMA tumor spheroid after treatment
with doxazosin (concentrations in uM) for 24, 48 and 72 h. (a) Graph of time (hours)
versus fold-change of spheroid area. (b) Photomicrographs of cells after treatment in the
doxazosin concentrations of 100, 150, 200 and 250 uM. Magnification: 200X. Data are

expressed as means=SEM (n=4). **p<0.01, ***p<0.001 compared to control.
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Figure 2
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Figure 5

a
1.1 -o- CONTROL
- 50
1.0 - 75
“, ~ 100
g & N - 150
S 0.9 -©- 200
52 - 250
T C
E % 0.8 . *
S \é _______ ¥
0.7 e s
0.6 T T T 1
0 20 40 60 80
Time
b

Control 100 uM 150 uM 200 pM 250 pM
K=
o

24 h

48 h

72 h




5. CAPITULO III

Resultados preliminares
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Nesta tese, também avaliamos a citotoxicidade da doxazosina na linhagem murina
de leucemia mielomonocitica WEHI-3B. Essa linhagem foi obtida do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ - Duque de Caxias, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e mantidas em
meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino, contendo 2,5 mg/mL de
Fungizona e 100 U/L de gentamicina. As células foram mantidas a 37°C e em atmosfera
com 5% de COa.

A doxazosina foi dissolvida em 20% de etanol/dgua ultra-pura (veiculo) e as
c¢lulas WEHI-3B foram tratadas com concentracdes variando de 15 a 200 uM, por 24 ou
48h. Apos os tratamentos, as células mortas foram marcadas com iodeto de propideo (PI)
e analisadas em um citometro de fluxo FACSCalibur e software Cell Quest (BD
Bioscience, Mountain View, CA, EUA). Os dados obtidos foram analisados com o
software FCS Express 4 (DeNovo Software, Los Angeles, CA, EUA).

Os dados foram expressos como a médiatEPM. Analise de Variancia (ANOVA)
foi aplicada as médias para determinar diferengas estatisticas entre os grupos, seguido de
teste de Tukey. As diferengas entre as médias foram consideradas significativas quando
p<0,05.

A doxazosina diminuiu a porcentagem de células vivas apds 24h, na concentragdo
de 200 uM (fig. 6a). Apds 48h de tratamento, o faArmaco diminuiu a viabilidade celular
nas concentragdes de 100, 150 e 200 uM (fig. 6b).
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Figura 6. Analise da viabilidade celular por meio da marcag@o de células mortas com o
iodeto de propideo (PI) apds tratamento de células WEHI-3B com doxazosina, por 24 (a)
ou 48h (b). O grafico demonstra a concentragdo de doxazosina pela porcentagem de
viabilidade celular. Os dados sdo expressos como médiatEPM (n=3). **p<0,01;
***p<0,001 em comparagdo com o controle.

A doxazosina apresentou efeito citotoxico em células WEHI-3B. Os resultados
aqui obtidos indicam que a doxazosina apresenta potencial terapéutico contra LMM e
mais estudos devem ser realizados para confirmar essa acao antitumoral e identificar o

mecanismo de a¢dao do farmaco nesse tumor.
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6. DISCUSSAO
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Em 2012, mais de 14 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com cancer e
houve uma estimativa de 8,2 milhdes de mortes por cancer (Mcguire, 2016). De acordo
com estatisticas globais, mais de 20 milhdes de pessoas serdo diagnosticadas com cancer
em 2025 (Mcguire, 2016). No Brasil, ocorrem mais de 225 mil mortes por cancer a cada
ano (Wentzel, 2018). Para deméncias, esses numeros sdo ainda mais alarmantes.
Estimativas atuais sugerem que 50 milhdes de pessoas vivem atualmente com deméncia,
ao redor do mundo. Prevé-se que esse nimero deve mais do que triplicar até 2050 na
medida em que a populagdo envelhece (Alzheimer’s Disease International, 2018). A
causa de deméncia mais comum e melhor caracterizada ¢ a DA, que engloba mais de 50-
70% dos casos (Prince, 2014). Desse modo, para lidar com estes desafios atuais e futuros,
sdo necessarios mais farmacos eficazes contra o cancer e a DA.

Tradicionalmente, a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos envolve a
identificacdo e otimizacdo de compostos, seguido por estudos pré-clinicos e clinicos para
testar e caracterizar extensivamente as suas propriedades farmacoldgicas, efeitos e
toxicidade. Apesar destes esfor¢os, no entanto, o éxito no desenvolvimento de farmacos
para cancer ¢ DA tem se demonstrado um grande desafio. A média de tempo entre os
experimentos iniciais até a revisdo e aprovagao regulatoria completa ¢ de 11,4 a 13,5 anos
(Paul et al., 2010). Além disso, as estimativas do custo do desenvolvimento dos farmacos
variam de 161 a 1800 milhdes de dodlares por farmaco (Adams e Brantner, 2006). No
momento existem mais de 10.000 ensaios clinicos investigando farmacos contra cancer
registrados em www.clinicaltrials.gov. No entanto, apenas um numero limitado de
farmacos candidatos progridem para a proxima fase nos ensaios clinicos e a taxa de
aprovacado para farmacos antitumorais entrando na fase I dos ensaios tem sido menor do
que 5% (Kola e Landis, 2004). Em relacdo a DA, apenas 1708 ensaios clinicos
intervencionais estdo registrados atualmente. O estdgio avangado da descoberta de
farmacos ¢ financiado principalmente pela industria farmacéutica e investidores privados.
Devido aos incentivos voltados ao lucro deste estilo de financiamento, os farmacos que
conseguem receber aprovagdo clinica custam caro, para cobrir 0s custos gerais que
incluem os tanto farmacos que obtém éxito quanto os que falham (Kantarjian ef al., 2013;
Jensen et al., 2016). Em conjunto, esses desafios aumentaram a busca por formas
alternativas de aumentar as taxas de sucesso, diminuir o tempo de processamento e
reduzir custos no desenvolvimento de farmacos.

O reposicionamento refere-se a utilizagdo de um farmaco para outra indica¢ao do

que a originalmente aprovada, e tem despertado grande interesse como uma alternativa a
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sintese de novo de farmacos (Pantziarka et al, 2014). A grande vantagem ¢ que
normalmente existe grande quantidade de dados disponiveis sobre as propriedades
farmacocinéticas e toxicidade. No entanto, ainda € necessario avaliar efeitos adversos ao
se realizar o reposicionamento de farmacos e um novo ensaio clinico ¢ necessario para
validar o potencial terapéutico. Mas o perfil de seguranca provavelmente sera semelhante
a indicacgdo original, o que aumenta a probabilidade de o fdrmaco avangar nos ensaios
clinicos. Com isso em mente, na presente tese propomos o reposicionamento da
doxazosina como possivel agente antitumoral para neuroblastoma (NB) e hemangioma
(HA), e como possivel neuroprotetor para a DA.

O NB ¢ um dos tumores s6lidos mais comuns da infincia, se originando de células
embriondrias da crista neural que dardo origem ao sistema nervoso simpatico. Apesar do
tratamento agressivo, o NB ¢ responséavel por 15% das mortes relacionadas a cancer em
criancas (Ross, 1995; Hogarty, 2003). Embora diversas alteragdes nas estratégias
terapéuticas tenham sido estudadas ao longo dos anos, os pacientes que apresentam NB
de alto risco continuam a ter desfecho desfavoravel, com taxas de sobrevida de longo
prazo de apenas 40 a 50% (Berthold et al., 2005; Kreissman et al., 2013). Além disso, o
uso de quimioterapicos, radiagdo e transplante de medula 6ssea em criangas acarreta
efeitos adversos de longo prazo, se estendendo para a vida adulta, nos sobreviventes da
doenga (Galligan, 2017). Assim, novas estratégias terapéuticas sdo necessarias para
atingir as células tumorais e também melhorar a qualidade de vida do paciente a longo
prazo.

No Brasil, os gastos do Sistema Unico de Saude (SUS) com assisténcia oncologica
aumentaram 26% entre 2010 e 2012, passando de R$ 1,9 bilhdo em 2010 para RS 2.4
bilhdes em 2012 (iSaude.net). O Hycamtin (topotecano), um dos medicamentos
referéncia utilizados para o tratamento de neuroblastomas, apresenta um custo de R$
205,00 por 4 mg de p6 para solugdo injetavel (sendo que a posologia recomendada ¢ de
1,5 mg/m?) para o governo (consulta de pregio eletronico N° 00005/2018 do Hospital
Universitario Alcides Carneiro), enquanto que o mesilato de doxazosina ¢ comercializado
como genérico, apresentando um custo de R$ 2,12 por capsula de 4 mg (sendo que a
posologia recomendada para hiperplasia benigna de prostata ¢ de até 4 mg/dia).

Além de seu baixo custo em comparagdo com anti-neoplasicos utilizados
atualmente, a doxazosina apresenta menos efeitos adversos. Em criancas, foi demonstrada
a eficacia da doxazosina no tratamento de disfun¢@o miccional (El-Hefnawy et al., 2012)

e céalculo de ureter distal (Aydogdu et al., 2009). Para tratamento da disfun¢do miccional,
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foi utilizada doxazosina em pacientes com idade média de 7 anos; 15% dos pacientes
apresentaram efeitos adversos, dos quais o principal foi dor epigastrica (10%). Em estudo
sobre efeito da doxazosina em célculo de ureter distal, foram tratados pacientes com idade
entre 2 a 14 anos; nenhum paciente sofreu efeitos adversos ao tratamento. A doxazosina,
apesar de ser um anti-hipertensivo utilizado na clinica, possui caracteristicas na sua
estrutura quimica que a torna uma molécula semelhante a varios fArmacos antitumorais
j4 em uso, bem como a outros que ainda estdo em desenvolvimento (Gaelzer, 2017).

Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, a doxazosina apresentou baixa
toxicidade em culturas primarias de astrocitos e culturas organotipicas de hipocampo,
modelos de célula e tecido ndo tumoral, respectivamente. O farmaco induziu morte
celular apoptdtica e necrotica em células de glioma de rato C6 nas concentragdes de 150
e 180 uM e morte celular apoptotica nas concentragdes de 50 e 75 uM em células de
glioma humano (U138-MG) (Gaelzer et al., 2016). A doxazosina também foi capaz de
reduzir o volume tumoral in vivo, em um modelo de implantagdo de glioma no cérebro
de ratos. Neste estudo anterior, também foi observado que a doxazosina exerce seus
efeitos antitumorais em glioma por meio da inibi¢ao da via EGFR/Akt/GSK-3 (Gaelzer,
2017).

No Capitulo I desta tese, observamos que a doxazosina induz morte celular e
parada do ciclo celular em células de NB humano SH-SY5Y. A doxazosina também
diminuiu a fosforilagdo do EGFR. Corroborando nossos resultados, Hui e colaboradores
(2008) demonstraram que a doxazosina inibe o EGFR em c¢lulas de cancer de mama. O
gefitinibe, que, como a doxazosina, apresenta o anel quinazolidinico na sua estrutura
quimica, inibe a fosforilagdo de EGFR em células de NB e induz apoptose em
concentragdes maiores (Tamura et al., 2007). Também observamos no Capitulo I que a
doxazosina diminui os niveis de p-EGFR sem alterar a fosforilagdo de Akt. Um efeito
similar foi demonstrado com o mesilato de imatinibe, que reduziu o crescimento tumoral
por meio da inibi¢do das tirosinas cinase c-kit e PDGFR, enquanto que os efetores MAPK
e Akt ndo foram afetados pelo tratamento (Meco et al., 2005). Observamos variagao
semelhante, o que indica que diferentes mecanismos moleculares podem ser esperados
com diferentes concentragdes de doxazosina. Esta variacdo de efeitos em relagdo a
concentragdo do ligante ocorre com o EGF em NB. O EGF estimula o crescimento de
c¢lulas de NB nas faixas de concentragao de 5-20 e 150-250 ng/mL, por meio de aumento
dos niveis de p-Akt e p-GSK-3. No entanto, o crescimento dessas células diminui na

faixa de concentragdo de 50-100 ng/mL de EGF (Chiu et al., 2006). Assim, o NB pode
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apresentar respostas moleculares variadas para diferentes concentragdes de um mesmo
ligante, possivelmente devido a heterogeneidade elevada desse tumor.

No Capitulo I ndo observamos alteragdo nos niveis de p-Akt, mas a doxazosina
induziu morte celular nas células de NB. E possivel que o farmaco esteja agindo em outras
vias de sinalizacdo do EGFR, como a via da ERK1/2 e PKC, que também estdo envolvidas
com sobrevivéncia tumoral (Wee e Wang, 2017).

Demonstramos ainda que o tratamento com doxazosina em células SH-SYSY
diferenciadas apresentou efeitos contrarios sobre a via de sinalizacdo do EGFR em
relacdo ao que foi observado nas células indiferenciadas. A doxazosina ativou a via do
EGFR/Akt/GSK-38, a qual possui um importante papel na sobrevivéncia neuronal e que
estd alterada em diversas doencas neurodegenerativas, como a DA (Hanger e Noble,
2011). A ativacdo da sinalizagdo da Akt protege neurdnios dopaminérgicos contra a
neurotoxina MPTP e a razdo p-Akt/Akt estd diminuida em pacientes com a DA
(Malagelada et al., 2008). Além disso, a GSK-3f ¢ a principal proteina envolvida com a
fosforilacdo da Tau (Hanger e Noble, 2011).

Por esses motivos e pelos resultados que obtivemos com as células SH-SYSY
diferenciadas, analisamos a possibilidade de a doxazosina apresentar efeito neuroprotetor.
Para isso, utilizamos um modelo in vitro de DA, as culturas organotipicas de hipocampo
tratadas com o APi4. Ainda no Capitulo I, demonstramos que a doxazosina foi
neuroprotetora neste modelo, prevenindo a apoptose e a fosforilagdo da Tau. Dessa forma,
demonstramos que a doxazosina apresenta efeitos contrarios em NB e na DA. No NB, o
farmaco ¢ citotoxico, enquanto que na DA ele ¢ neuroprotetor. Embora a doxazosina
esteja agindo em vias de sinalizacdo relacionadas como a do EGFR e Akt, seu efeito final
parece ser determinado pelo estado de ativagdo dessas vias e possivelmente de outras
RTKs nas quais o farmaco possa se ligar. Também ndo podemos descartar uma possivel
interferéncia da acdo da sinalizag¢do do receptor al-adrenérgico.

Os tratamentos para a DA e para outros tipos de deméncias apenas aliviam os
sintomas, e a eficicia deles geralmente ¢ ruim ou diminui ao longo da progressdao da
doenga. Os farmacos ndo cessam nem diminuem o processo patologico. Na DA, embora
os tratamentos atuais consigam melhorar um pouco o comprometimento cognitivo € a
qualidade de vida, eles atrasam a institucionaliza¢do de pacientes por apenas 6 meses

(Corvol, 2012).
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A dificuldade de um tratamento demonstrar um efeito modificador na DA
provavelmente ¢ devido ao inevitavel atraso entre o inicio da neurodegeneracdo e a
intervengdo terapéutica. De fato, os sintomas clinicos normalmente ocorrem apds uma
avancada e irreversivel perda neuronal. A estratégia ideal seria administrar fArmacos
neuroprotetores antes do inicio dos sintomas ou logo no inicio do processo patoldgico.
No entanto, para desenvolver tais estratégias, uma série de marcadores sdo necessarios
para identificar a populagdo em risco, capturar o momento preciso do inicio do processo
patologico e monitorar o seu progresso. Os marcadores para triagens em uma grande
populacdo devem ser sensiveis, confidveis, reprodutiveis, de facil realizagdo e de baixo
custo. No momento, tais biomarcadores ndo estdo disponiveis para a DA (Corvol, 2012).
Testes “padrao-ouro” tém sido desenvolvidos, mas eles sdo inapropriados para triagens
em larga escala, pois sdo invasivos (pun¢do lombar) e/ou caros (imagem cerebral)
(Mollenhauer et al., 2007; Jack et al., 2008). Mesmo neste contexto, farmacos que
promovam neuroprotecdo poderiam ser testados para DA familiar, visto que, nesses
casos, a possibilidade de detec¢do precoce € maior devido ao histérico familiar.

No Capitulo II, avaliamos o efeito antitumoral da doxazosina em células de HA.
Assim como o NB, este tumor também é comum em criangas. Mesmo sendo um tumor
benigno, ele pode apresentar risco de vida devido ao comprometimento de fungdes vitais.
Além disso, ha um risco elevado de cicatrizes e desfiguragdo relacionado ao local de
crescimento desse tumor (Chang ef al., 2008). Os HAs também apresentam ativagdo da
via do EGFR e da PI3K/Akt, o que leva a crer que a doxazosina possa apresentar acao
antitumoral nessa doencga (Peng et al., 2015; Zheng et al., 2015). De fato, demonstramos
que o farmaco ¢ citotoxico para as células EOMA, as quais sdo utilizadas como modelo
de HA. No entanto, a doxazosina em baixas concentragdes estimulou a migragdo destas
células. O processo de metastase tumoral envolve diversos mecanismos, dentre os quais
a migra¢do e invasao celular (Friedl e Alexander, 2011). Este aumento da migragdo pode
ndo apresentar efeito bioldgico importante, sendo necessario testar os efeitos do farmaco
na capacidade de invasdo das células de HA.

Além disso, padronizamos um modelo de cultura 3D de esferoides tumorais das
células EOMA, o que até o momento ndo havia sido realizado. Utilizamos a cultura 3D
para testar a acdo antitumoral da doxazosina em um modelo mais representativo do tumor.
Os modelos 3D de esferoides tumorais mimetizam com maior precisdo do que as culturas
2D o que ocorre in vivo, visto que o fArmaco necessita se distribuir por varias camadas

celulares até atingir o centro do tumor, onde normalmente se encontram as células mais
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resistentes a terapia (Rodrigues et al., 2018). No presente estudo, demonstramos que a
doxazosina reduziu o tamanho dos esferoides tumorais de EOMA, o que ¢ um forte
indicativo de que o fArmaco possa apresentar efeitos antitumorais in vivo.

No Capitulo IIT apresentamos resultados preliminares dos efeitos da doxazosina
nas células WEHI-3B, representativas de leucemia mielomonocitica (LMM). O fairmaco
também apresentou efeito citotoxico nessas células. Possivelmente essa acdo da
doxazosina também envolva a via de sinalizacdo de RTKs como o EGFR, visto que as
vias da RAS/MAPK e da JAK/STATS, as quais estdo envolvidas na patologia da LMM,
podem ser ativadas por EGFR e outros RTKSs, respectivamente (Papaemmanuil et al.,
2013; Patel et al., 2017).

Desse modo, na presente tese demonstramos que a doxazosina apresenta potencial
terapéutico ndo s6 para tumores como NB, HA ¢ LMM, como também ¢é neuroprotetora
em um modelo in vitro da DA. Os nossos estudos estao baseados no reposicionamento da
doxazosina para doengas de dificil tratamento, como NB de alto risco e DA, assim como
uma doenca negligenciada na literatura como o HA. Além de demonstrar potencial
terapéutico para essas doencas, a doxazosina ¢ um farmaco que apresenta eventos
adversos leves a moderados (Carruthers, 1994), o que pode ser uma grande vantagem no
seu uso como adjuvante em terapia antitumoral e para neuroprote¢do na DA. Portanto,
nosso estudo propde a consideracdo do potencial terapéutico da doxazosina contra os
tumores testados e a DA para o desenvolvimento de estudos in vivo que confirmem esse
potencial e, possivelmente, que a doxazosina seja reposicionada para o tratamento de

alguma dessas doencas.
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7. CONCLUSAO
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Esta tese apresentou os resultados obtidos no estudo do reposicionamento da
doxazosina em modelos in vitro de neuroblastoma, hemangioma, leucemia
mielomonocitica e doenga de Alzheimer. Como importantes contribui¢des para o tema de

pesquisa desenvolvido nesta tese destacam-se:

e O efeito antitumoral da doxazosina na linhagem de neuroblastoma humano SH-
SYS5Y e a seletividade que o fArmaco demonstrou pelas células tumorais, visto
que causou baixa toxicidade em células SH-SYSY diferenciadas para neurdnio
(Capitulo I);

e A capacidade da doxazosina em reduzir os niveis de p-EGFR e induzir apoptose,
necrose e parada do ciclo celular na linhagem de neuroblastoma humano SH-
5YSY (Capitulo I);

e O efeito neuroprotetor da doxazosina em modelo in vitro da DA por meio da
prevencao da diminuicdo de p-Akt a da fosforilacdo da Tau pelo pré-tratamento
com doxazosina (Capitulo I);

e O efeito citotoxico da doxazosina na linhagem EOMA de hemangioma murino
(Capitulo 1I);

e O desenvolvimento de culturas 3D de esferoides tumorais da linhagem EOMA
(Capitulo 1I);

e O efeito antitumoral da doxazosina em culturas 3D de esferoides tumorais da
linhagem EOMA (Capitulo II);

e A acgdo citotoxica da doxazosina na linhagem murina WEHI-3B de leucemia

mielomonocitica (Capitulo III).
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8. PERSPECTIVAS
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Como continuagdo desse trabalho, pretende-se seguir com os seguintes objetivos:
Avaliar dos efeitos da doxazosina na via da ERK1/2 em células de neuroblastoma
SH-SYSY;

Analisar se a doxazosina apresenta efeito neuroprotetor em modelo in vivo da
Doenca de Alzheimer;

Avaliar o potencial de invasdo das células EOMA apés tratamento com
doxazosina;

Determinar o tipo de morte celular induzida nas células EOMA pela doxazosina;
Avaliar dos efeitos da doxazosina na via do EGFR/PI3K/Akt em células EOMA;
Analisar o mecanismo de acdo da doxazosina na reducdo do tamanho dos

esferoides tumorais das células EOMA.
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