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RESUMO
Por serem tumores primarios localizados no sistema nervoso central, 0s
gliomas apresentam altas taxas de mortalidade com sobrevida média de dois
anos. Menos de 5% dos pacientes com gliomas sobrevivem mais de cinco anos
apos o diagnéstico, mesmo com o0s tratamentos mais avancados, 0s quais
envolvem cirurgia, radiagao e quimioterapia. Os tumores resultam de diferentes
defeitos em vias de sinalizacdo intracelulares, incluindo a via p38/MAPK. Entre
as respostas celulares mediadas pela familia de p38/MAPK, destaca-se a
regulacéo da producédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O
objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos de ML3403, um inibidor da
p38/MAPK, sobre a viabilidade das células de glioma, e avaliar o seu efeito
combinado com bevacizumab (BVZ). O BVZ, ja utilizado na clinica como
adjuvante no tratamento de gliomas, € um anticorpo monoclonal contra o
receptor de VEGF-Ae reduz a sinalizacdo envolvida no processo de
angiogénese tumoral. As células de gliomas U138MG e U251MG foram
tratadas com ML3403 (0,1 a 200uM) e BVZ (1 a 200 pg/mL)e avaliadas para
viabilidade celular, através do método do MTT e proliferacéo celular, através da
contagem do numero de células. Os resultados obtidos demonstraram reducéo
da viabilidade e proliferacdo celular apds o tratamento com ML3403. O co-
tratamento com BVZ ndo apresentou efeito aditivo. A utilizac&do de inibidores da
via de sinalizacdo p38/MAPK pode ser considerada como um tratamento

promissor na diminui¢cdo do crescimento de gliomas.

Palavras-chaves: gliomas, angiogénese, VEGF, Bevacizumab, p38/MAPK.



ABSTRACT
Gliomas are primary tumors of the central nervous system that are associated
with a high mortality rate; they course with an average survival rate of 2 years
after the diagnosis. Less than 5 % of glioma patients survive more than five
years after diagnosis, even those treated with state of the art protocols, which
include surgery, radiotherapy and chemotherapy. Tumors result from
impairments of intracellular signaling pathways, including the p38/MAPK
pathway, which, are responsible to control of cell proliferation and
tumorigenesis, among other cellular responses. The goal of the present work
was to investigate the effects of ML3403, an inhibitor of p38/MAPK, on the
viability and proliferation of glioma cells, and to assess its effect when combined
with bevacizumab (BVZ). BVZ already used in the clinical setting as anadjuvant
for treating gliomas. It is a monoclonal antibody against VEGF-A receptor and
thus reduces the signaling involved in tumor angiogenesis. U138 and U251
glioma cells were treated with ML3403 (0.1 to 200 puM) and BVZ (1 to 200
pug/mL) and later assessedfor cell viability, by MTT method and proliferation by
cell counting. The results demonstrate that treatment with ML3403 reduces
glioma cell viability and proliferation. Co-treatment with BVZ does not present
any significant effect. The use of p38/MAPK inhibitors may constitute an

interesting treatment against glioma progression.

Keys words: gliomas, angiogenesis, VEGF, Bevacizumab, p38/MAPK.
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INTRODUCAO GERAL

1.1 GLIOMAS

Os gliomas representam os tipos mais comuns de tumores primarios do
sistema nervoso central (SNC), com altas taxas de mortalidade (Jovcevska et
al., 2013). No mundo, anualmente sdo detectados novos casos de tumores
primarios cerebrais na propor¢éo de 3,8 por 100.000 em homens e de 3,1 por
100.000 em mulheres. Desses casos, 70% sao diagnosticados como gliomas
malignos dentro de cinco a dez anos. Dados demonstram que 0s caucasianos
sdo mais frequentemente afetados que os africanos e os asiaticos. Os gliomas
ocorrem em todas as faixas etarias, no entanto, sdo mais predominantes em
adultos com mais de 45 anos (Ohgaki et al., 2004; Ahmed et al., 2014, Altieri et
al., 2014).

O termo glioma foi inicialmente utilizado para definir os tumores
originarios de células da glia (Talibi et al., 2014). Por serem as lesdes mais
agressivas e frequentemente persistentes, os gliomas sédo derivados de
astrocitos, oligodendrocitos e também de seus precursores no SNC,
apresentando morfologia e expressdo génica semelhantes a estas células
(Ramakrishna et al., 2015 e Suva, 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os gliomas séo
classificados em quatro graus, de acordo com o tipo histolégico e o
comportamento da neoplasia: grau | (astrocitoma pilocitico), grau I
(astrocitoma de baixo grau, oligodendroglioma de baixo grau e
oligoastrocitoma), grau Il (astrocitoma anaplasico e oligodendroglioma
anaplastico), e grau IV (glioblastoma multiforme). Quanto maior o grau, pior o

prognostico (Ahmed et al., 2014 e Nanegrungsunk et al., 2015).
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O glioblastoma multiforme € um tipo de tumor primario mais comum,
principalmente em adultos com mais de 45 anos. Este tumor exibe as
caracteristicas avancadas de malignancia, inclusive proliferacdo celular e
necrose. Ou seja, se espalha rapidamente em algumas partes do cérebro,
assim, piorando o progndéstico e encurta a sobrevivéncia (em média de 14
meses) sem tratamento (Altieri et al., 2014, Suva 2014).

Os astrocitomas sdo derivados de astrocitos (Yao et al., 2014). Os
astrocitomas pilociticos (grau |) afetam a populacao juvenil, porém, apresentam
bom progndstico, pois os tumores sdo benignos. Raramente progridem para
anaplasia e geralmente se encontram no cerebelo, no hipotalamo e vias opticas
(Hong et al., 2014). Os astrocitomas de baixo grau (grau Il) se situam em
qgualquer local de SNC, porém, sdo mais comuns nos hemisférios cerebrais
direito e esquerdo e tendem a infiltrar-se difusamente no parénquima cerebral
ao redor do tumor (Ostrom et al., 2014). Os astrocitomas anaplasicos (grau lll)
se localizam em qualquer parte de cérebro, porém mais especificamente na
parte frontal. S&o caracterizados por astrocitos fibrilares ou gemistocisticos. Os
glioblastomas multiformes (grau IV) sdo mais frequentemente encontrados na
regido fronto-temporal e nos lobos parietais. Apresentam crescimento rapido
gue se espalha no tecido normal do cérebro, sendo tumores cerebrais de maior
malignidade (Omuro et al., 2013).

Dentre os principais fatores que contribuem para a tumorigénese estao a
ativacdo de proto-oncogenes, perda de genes supressores tumorais e
estimulacdo por fatores de crescimento (Ohgaki et al., 2005). A angiogénese
ocorre comumente nos tumores, e € um processo de desenvolvimento de

NOvos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. Esse fenbmeno é
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regulado pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus
receptores. Os gliomas secretam altos niveis de VEGF e exibem
caracteristicamente hiperplasia celular endotelial (Plate et al., 2012, Yoshino et
al., 2006).

Atualmente estdo sendo investigadas algumas anomalias genéticas que
podem estar relacionadas com a classificacdo dos gliomas (Suva, 2014). Em
oligodendrogliomas foram identificados genes supressores localizados no
braco do cromossomo 1pl9q, que se apresentam deletados. Ja para 0s
astrocitomas de grau Il e lll, foram encontradas alteracbes na metilacdo da
isocitratodesidrogenasel e 2 (IDH %2) e na metilagdo do gene promotor MGMT.
(Suva, 2014, Siegal, 2015).

Os pacientes com tumores cerebrais apresentam manifestacdes clinicas
mais frequentes tais como cefaleia, mudancas cognitivas, papiledema, disfasia
ou hemiparesia progressiva. Além dessas manifestacdes, alguns pacientes
apresentam convulsdes epiléticas que podem comprometer a funcéo neuronal
(Chandana et al., 2008). O glutamato, liberado de células glias em altas
concentragfes neurotdxicas, pode ser responsavel pelas convulsdes que

ocorrem em pacientes com gliomas (Liubinas et al., 2014).

1.2 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DOS GLIOMAS

A sobrevida média dos pacientes com tumores cerebrais € de dois anos,
apresentando a terceira mais baixa taxa de sobrevida entre todos os tipos de
cancer (pancreas e pulmdo tém a primeira e a segunda, respectivamente)
(Omuro, et al., 2013). O diagnéstico dos tumores cerebrais é geralmente feito

por exames de imagem (ressonancia magnética e tomografia
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computadorizada), seguido por bidpsia. O tratamento inicial para estes tumores
€ a cirurgia, associada a radioterapia, e, seguida ou ndo de quimioterapia
(Grant et al.,2014).

Mesmo com os tratamentos mais avangados, 0s quais envolvem as
combinacgdes de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, como a temozolomida
(TMZ) e bevacizumab (BVZ), menos de 5 % dos pacientes sobrevivem mais
gue cinco anos apés o diagnéstico. O TMZ é um agente alquilante com
atividade antitumoral, o qual metila DNA, portanto, causa efeitos colaterais
graves, tais como trombocitopenia, leucopenia, anemia, nauseas, vomitos e
fadiga, entre outros (Altieri et al., 2014, Bae et al., 2014). O BVZ é um anticorpo
monoclonal utilizado como tratamento adjuvante em pacientes com glioma. Ele
age reconhecendo o receptor do fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A), desempenhando um papel de inativar este receptor e reduzir suas
sinalizacbes  subsequentes, envolvidas na  angiogénese  tumoral
(Nanegrungsunk et al., 2015, Plate et al.,, 2012). Consequentemente, séo
necessarios mais estudos sobre os mecanismos moleculares, a fim de facilitar
o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para estes tumores

cerebrais (Kondo et al., 2014).

2. VIA DA p38/MAPK

As proteinas quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de
proteinas através da transferéncia de um grupo fosfato do ATP, e em casos
excepcionais do GTP, para os aminoacidos treonina, serina (quinase especifica
para Ser/Thr) ou residuos de tirosina (quinase especifica para Tyr) (Silva et al.,

2009).
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As proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) pertencem a
familia de quinases especificas para Ser/Thr que convertem os estimulos
extracelulares em uma grande variedade de respostas celulares. Todas as
células eucaridticas de mamiferos possuem multiplas vias das MAPK, as quais
coordenadamente regulam expressao génica, mitose, metabolismo,
mobilidade, sobrevivéncia, apoptose e diferenciacao. A fosforilagdo proteica é o
principal mecanismo regulatorio utilizado por sistemas de segundos
mensageiros que sao acoplados a receptores de superficie ou induzidos por
disturbios celulares, tais como estresse e transformacdo oncogénica
(Cargenello et al., 2011; Strniskova et al., 2002).

Pertencentes a familia das MAPK estdo c-Jun N-terminal (JNKs) 1, 2 e
3, quinases reguladas por sinais extracelulares, (ERKs) 1 e 2, p38 MAPK
(p38a, B, y e d) e proteinas quinases ativadas pelo estresse (SPAKa, B e y) e
séo descritas por formarem o grupo classico das MAPKs (Mitic et al., 2014). Ha
outro grupo denominado de atipicos, que abrange ERKs 3, 4 e 7 e quinase
similar a Nemo (NLK) (Cargnello, et al.,, 2011). Nas células eucaritticas de
mamiferos, existem diversas vias de sinalizacdo das MAPK: cascata de
proteina quinase ativada por sinal extracelular (cascata de ERK), cascata de
proteina quinase ativada por estresse/c-Jun amino-terminal quinase (cascata
de JNK/SAPK) e cascata dap38/MAPK (Strniskova et al., 2002).

P38/MAPK foi primeiramente isolada durante um estudo que visava
identificar proteinas que séo fosforiladas em tirosina nos macréfagos
estimulados com endotoxinalipopolissacarideo bacteriano (LPS). Até agora
foram, encontrados quatro membros de p38/MAPK que foram clonados e

caracterizados: p38a (SAPK 2), p38B3 (SAPK 2b), p38y (ERK 6\SAPK 3) e p380
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(SAPK 4) (Strniskova et al., 2002). Estas diferentes isoformas estao presentes
no ndcleo e no citoplasma das células eucarioticas. A expressao de p38a e
p38B € alta na maioria de tipos celulares e no cérebro, respectivamente,
enquanto que a p38y se encontra no musculo esquelético e cardiaco e a p389,
nas glandulas enddcrinas, onde desempenham func¢des especializadas, como
por exemplo inducdo da diferenciacdo celular e inibicdo da proliferacdo e
tumorigénese em diferentes 6rgaos (Figura 1) (Cargnello et al., 2011, Cuadrado

et al., 2010).
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Figura 1: Funcbes especializadas das diferentes isoformas da p38/MAPK.

Adaptado de Cuadrado, 2010.

Todas as quatro isoformas de p38/MAPK podem ser ativadas por um
grupo de estimulos extracelulares que incluem citocinas pro-inflamatérias, fator

de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-18 (IL-18) e inibidores da sintese de
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proteinas. Embora elas exibam perfis similares de ativacéo, as diferencas sao
observadas nas cinéticas e nos niveis de ativagdo (Strniskova et al., 2002,
Cuadrado et al., 2010). Na Figura 2, sdo mostrados 0s principais mecanismos
de ativacdo das isoformas da p38/MAPK. Apds a ativacao, inicia-se uma
sequéncia de fosforilagbes de diferentes proteinas citosdélicas que culminam na
ativacdo das isoformas da p38/MAPK. Estas, também por fosforilacdo, vao
ativar diferentes fatores envolvidos na transcricdo génica, traducao e translacao

de proteinas, assim como na liberacdo de fatores de crescimento.

Growth Environmental Inflammatory
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. TRAF2/TRAF3/TRAF6, STE20 kinases,
Activator. Rho/Cdo42/Rac

Y
, DLK1, MEKK3, ME Tau
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Y

Figura 2: Mecanismos de isoformas de p38 MAPK. Adaptado de Cuadrado,

2010.

A identificac@o e o uso de inibidores especificos de MAPKs representam

uma estratégia eficaz para estudo de substratos fisiolégicos e os papéis das



16

MAPKs nas células de mamiferos. Até hoje, foram identificados alguns
inibidores de p38/MAPK tais como, SB 203580 (inibidor de p38a), SB 202190
(inibidor especifico de todas isoformas de p38), CBS-3595 (inibidor duplo de
p38 e de PDE4) e especialmente, o ML3403 (inibidor de p38a) (figura 3)

(Strniskové et al., 2002; Koch et al., 2013).

Figura 3: Estrutura quimica de ML3403.Adaptado de Koch, 2013

Dentre as inimeras func¢des atribuidas as isoformas da p38/MAPK pode-
se citar também o controle sobre a inflamacdo. Recentes estudos indicam que
a inflamacéo crénica pode provocar certos tipos de tumores, inclusive gliomas.
As células inflamatorias do tumor infiltrado produzem uma variedade de
citocinas, tais como TNF, IL-13 e IL-6, com o objetivo de induzir a
sobrevivéncia, crescimento, proliferacéo, diferenciacdo e metastase das células
tumorais. Essas citocinas ao ativarem as isoformas de p38/MAPK,
desencadeiam sinais que promovem crescimento, proliferacdo e diferenciacéo

celular, inclusive em células tumorais (Koul et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar a acdo do composto, inibidor da p38/MAPK, ML3403, sobre o

crescimento de linhagens celulares de glioma humano U-138MG e U-251MG.

3.2. ESPECIFICOS

a) Avaliar a acdo do ML3403 na proliferacdo das linhagens de glioma
humano U-138MG e U-251MG através do ensaio de contagem do
nuamero de células.

b) Avaliar a acdo do ML3403 na viabilidade das linhagens de glioma
humano U-138MG e U-251MG através do ensaio de MTT.

c) Investigar o efeito do co-tratamento entre ML3403 e o Bevacizumab
(BVZ) sobre a viabilidade das linhagens de glioma humano U-138MG

e U-251MG através do ensaio de MTT.
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ABSTRACT

Gliomas are primary tumors of the central nervous system that are associated
with a high mortality rate. Less than 5 % of glioma patients survive more than
five years after diagnosis, even those treated with state of the art protocols,
which include surgery, radiotherapy and chemotherapy. Tumors result from
impairments of intracellular signaling pathways, including the p38/MAPK
pathway, which, are responsible to control of cell proliferation and
tumorigenesis,among other cellular responses. The goal of the present work
was to investigate the effects of ML3403, an inhibitor of p38/MAPK, on the
viability of glioma cells, and to assess its effect when combined with
bevacizumab (BVZ). BVZ is already used in the clinical setting as a
chemotherapeutic drug for treating gliomas. It is a monoclonal antibody against
VEGF-A receptor and thus reduces the signaling involved in tumor
angiogenesis. U-138MG and U-251MG glioma cells were treated with ML3403
(0,1 to 200 uM) and BVZ (1 to 200 pg/mL) and later assessed for cell viability
and proliferation. Results obtained demonstrate that treatment with ML3403
reduces glioma cell viability and proliferation. Co-treatment with BVZ does not
present any significant effect. The use of p38/MAPK inhibitors may constitute an

interesting treatment against glioma progression.

Keys words: gliomas, angiogenesis, VEGF, BVZ, p38/MAPK.
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INTRODUCTION

Gliomas are the most common tumor of the Central Nervous System
(CNS) and presents high rates of mortality (Jovcevska et al., 2013). On the
world, annually there are detected new cases of brain primary tumors at a rate
of 3.8 per 100,000 in men and 3.1 per 100,000 in women. Of those cases, 70%
are diagnosed as malignant gliomas. Gliomas occur in all age groups, however,
they are more prevalent in adults over 45 years old (Altieri et al., 2014; Ahmed
et al., 2014; Ohgaki et al., 2004). These tumors are generated from astrocytes,
oligodendrocytes or from their precursors in the CNS and shown similar
morphology and gene expression (Ramakrishna et al., 2015; Suva, 2014). In
accordance to World Health Organization (WHO), gliomas are classified in four
grades: grade | (pilocytic astrocytoma), grade Il (low-grade astrocytoma, low-
grade oligodendroglioma and oligoastrocytoma), grade Il (anaplasic
astrocytoma and anaplasic oligodendroglioma) and grade IV (glioblastoma
multiforme), where the higher grade presents a worse prognosis (Ahmed et al.,
2014; Nanegrungsunk et al., 2015).

Patients with glioma present a median survival of two years, (Omuro et
al., 2013). Even with the most advanced treatments, which involve
combinations of surgery, radiation and chemotherapy, including temozolomide
(TMZ) and bevacizumab (BVZ), and less than 5% of patients survive more than
five years after diagnosis. TMZ is an alkylating agent that causes serious side
effects such as thrombocytopenia, leukopenia, anemia, nausea, vomiting and
fatigue, among others (Altieri et al., 2014; Bae et al.,, 2014). BVZ is a

monoclonal antibody that acts against vascular endothelial growth factor A
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(VEGF-A),promoting the inactivation of its receptor (VEGFR) and reducing its
subsequent signaling involved in the tumor angiogenesis. It has been used as
adjuvant in glioma chemotherapy (Nanegrungsunk et al., 2015; Plate et al.,
2012). Both treatments generate some collateral effects and promote a poor
quality of life to patients. In this way, is necessary the development of new
drugs with more efficacy and that promote a better survival to patients.

Most tumors result from different defects in intracellular signaling
pathway, including the p38/MAPK.The mitogen-activated protein kinases
(MAPK) belong to the family kinases specific for Ser/Thr that convert
extracellular stimuli in a variety of cellular responses. All eukaryotic cells have
multiple pathways of MAPK, which coordinately regulate gene expression,
mitosis, metabolism, motility, survival, apoptosis and differentiation. Protein
phosphorylation is a major regulatory mechanism used by second messenger
systems, which are coupled to surface receptors or induced cellular disorders
such as stress and oncogenic transformation (Cargenello et al.,, 2011;
Strsnirkova et al., 2002). P38/MAPK is part of the MAPK family. There are four
isoforms identified for their well-known functions. All four isoforms of p38
pathway (p38a, p38B, p38y and p388) can be activated by a group of
extracellular stimuli, including pro-inflammatory cytokines, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), interleukin-1B (IL-18), protein synthesis inhibitors and stress
(Cuadrado et al., 2010). Among the main functions described for p38/MAPK,
we highlighted the control of inflammation. Recent studies indicate that chronic
inflammation can promotesome types of cancers, including gliomas (Huang et
al., 2010). Inflammatory cells of infiltrate tumor produce a variety of cytokines,

such as TNF, IL- 1 and IL -6, in order to induce the survival, growth,
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proliferation, differentiation and metastasis of tumor cells. The cytokines act by
activating p38/MAPK isoforms and trigger these cell signals in the tumor cells
(Koul et al., 2013).

The identification and use of specific inhibitors of MAPKs represent an
effective strategy to study the physiological substrates and roles of MAPKSs in
mammalian cells. To date, it has been identified some p38/MAPK inhibitors,
such as SB 203580, SB 202190, CBS- 3595 and ML3403 (Strniskova et al,
2002; Koch et al, 2013). Therefore, the aim of this work is to investigate the
effects of ML3403, a p38/MAPK inhibitor, on glioma cell viability and to evaluate

its effect combined with BVZ, already used as treatment for human gliomas.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Compounds

ML3403 was generated by Department of Pharmacy, Eberhard Karls
Tdbingen University (Tubingen, Germany); dimethyl sulfoxide (DMSO) was
obtained from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, USA); Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), fetal bovine serum 10 % (FBS) and trypsin were obtained
from Gibco - Life Technologies (St. Louis, USA), Bevacizumab (BVZ) was

donated by Hospital Sdo Lucas (Porto Alegre/RS, Brasil).

2.2 Cell lines and cell culture
The U-138 MG and U-251 MG human glioblastoma cell lines were
obtained from ATCC (American Type Culture Collection). Cells were kept in

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with 10 % fetal bovine serum
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(FBS) at temperature of 37 ° C, a minimum relative humidity of 95 %, and an

atmosphere of 5 % CO; in air.

2.3 Cell viability

Glioma cells were seeded at 5x10°cells per well in 96-well plates and
grown for 24 h. The cells were treated with ML3403 (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10,
20, 50, 100, 150 and 200uM) or with BVZ (1, 10, 50,100 and 200 pg/mL). At the
end of this period, the medium was removed, the cells were washed with
calcium magnesium-free medium (CMF). Following, 100 pl of MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) solution 90% (diluted in
DMEM 10% FBS) was added to the cells and incubated for 3h. The formazan
crystals were dissolved with 100 pl of dimethyl sulfoxide (DMSO). The
absorbance was quantified in 96-well plates (Spectra Max M2e, Soft Max®Pro 5
of Molecular Devices) at 492 nm. This absorbance was linearly proportional to
the number of live cells with active mitochondria. The cell viability was
calculated using the following equation: Cell viability (%) = (Abss/AbScontrol) X
100, where Abss is the absorbance of cells treated with different formulations

and Absconira IS the absorbance of control cells.

2.4 Cell counting

Glioma cells were seeded at 20x102 cells per well in 24 well plates. On
the second day, the cells were treated with ML3403 (10, 20, 50, 100,150 and
200 uM). After 24 h, the medium was collected and 100 ul of trypsin/EDTA

solution was added to detach the cells. Follow, the cell number was determined
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by Cell Counter — Countess FL (Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA).The

results were expressed as percent in relation to control.

2.5 Statistical analysis
Data were analyzed by One-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey's post-hoc test, using Graph- Pad Software (San Diego, CA, U.S.A.). p

values <0.05 were taken to indicate statistical significance.

3. RESULTS

To analyze glioma cell viability, U-138 MG and U-251 MG cells were
treated for 24h with different concentrations of ML3403 (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10,
20, 50, 100, 150 and 200 uM), as described in Material and Methods section.
As shown on Figure 1, ML3403 presented significant impact on cell viability at
200 pM just in U-138 MG glioma cell line. In addition, glioma cells were
assessed by cell counting under treatment with ML3403 in order to evaluate its
effect on cell proliferation. As shown in the Figure 2, we chose the high
concentrations of ML3403 (10, 20, 50, 100, 150 and 200 uM) and we observed
a significant reduction of U-138 MGcell number when treated with ML3403 100
UM to 200 pM, for 24 h. Similar results were obtained with U-251 MG cells at
150 and 200 uM of ML3403. These results suggest that ML3403 promotes a
reduction of human glioma cell viability and proliferation.

At the sequence, it was evaluated the effect of ML3403 treatment in
combination to BVZ, which is an important monoclonal antibody used as
adjuvant treatment of glioma patients. The effect of the co-treatment was

evaluated by cell viability protocol (MTT). U-138 MG and U-251 MG cells were
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treated for 24h with different concentrations of BVZ (1 to 200 pg/mL) alone or
combined with ML3403 20 uM or 200 uM. BVZ did not generate any effect on
glioma cell proliferation when administrated alone (Figura 3A). As shown on
Figure 3B, BVZ (1 to 200 pg/mL) combined with ML3403 (20uM) showed no
significant impact on cell proliferation. When glioma cell lines were treated with
ML3403 (200uM) and BVZ (10 to 200 pg/mL) (Figure 3C) there was a reduction
of the cell viability which was attributed to ML3403 effects. Co-treatment
between ML3403 and BVZ did not generate any affects in comparison it

respectively controls.

DISCUSSION

The MAPK signaling presents important role on anticancer therapies.
Studies indicate that glioma cells require cascades of intracellular signals,
mainly p38/MAPK, to proliferate (Zhang et al., 2014). The use of selective and
potent inhibitors of p38/MAPK has been fundamental in the research of
molecular mechanisms of transduction signals. Among the cellular responses
mediated by p38/MAPK family it is highlighted its implication in inflammation
processes (Ono et al., 2000; Saklatvala, 2004).The most common isoform is
p38a, which presents a central role in inflammation, since it is expressed in
immune, inflammatory and endothelial cells (Yeung et al., 2012). In addition,
growth factors can also stimulate the family of p38/MAPK, especially p38a,
promoting cellular responses including synthesis of pro-inflammatory cytokines
(TNF- a, IL- 1B and IL -6) (Herlaar et al., 1999; Grivennikov et al., 2010). The
high levels of cytokines may contribute to the malignant and metastatic tumors

to favour the invasion and cellular migration (Yeung et al., 2012). ML3403 is a
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p38a inhibitor and was demonstrated to reduce the effects of inflammation
triggered by rheumatoid arthritis (Koch et al., 2013).

Recent studies showed that members of MAPKSs are often activated in
human tumors and were associated with cell proliferation, migration and
metastasis. The inhibitors of p38/MAPK have been described as tumor
suppressors, under stress conditions. Tumor cells such as lung, breast and
pancreas, treated with inhibitors of p38/MAPK presented a significantly
reduction of cell proliferation (Cheng et al., 2014). Here, we demonstrated that
ML3403 promotes reduction of cell viability and proliferation in human glioma

cell lines U-138 MG and U-251 MG.

Gliomas are highly vascularized and angiogenic, exhibiting endothelial
cell hyperplasia and further secrete high levels of VEGF, which is involved in
the growth and progress of malignant tumors to favoring angiogenesis. Growth
factors and cytokines released in the inflammatory responses regulate the
VEGF expression (Yoshino et al., 2006). Studies indicate the involvement of
p38/MAPK in angiogenesis since the cellular and morphological events in stress
can lead to angiogenic appearance (Gee et al., 2010). It should be noted that
the stress stimulates the activation of p38/MAPK, which appears the process of
angiogenesis resulting in high expression of VEGF. Regulation of VEGF
production by p38/MAPK family was reported in previous studies as an
important step in angiogenesis (Aeosy et al., 2008, Gee et al., 2010). Recent
studies indicate that inhibitors of VEGF and its receptors significantly reduce the
phosphorylation of p38/MAPK in glioma cells lines, T98G, U373 MG, U87 MG
and A172 (Yoshino et al., 2006). Here, we demonstrated that the co-treatment

with ML3403 and BVZ, a monoclonal antibody that blocks the VEGFR, did no
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promote an additive effect on glioma cell proliferation. These results with BVZ
treatment are in accordance to previous published data with other glioma cell
line, U-87 MG, where the treatment with BVZ does not generate any effect in
vitro (Mesti et al., 2014). Probably this occurs because BVZ promotes an
inhibition of angiogenesis from preexistent vessels in the tumor
microenvironment which are absent in vitro conditions. Further experiments in
vivo would be necessary to confirm this hypothesis.

The development of a therapy including p38/MAPK inhibitors together
with other antineoplastic drugs can constitute a new tool to cancer treatment.
Accordingly, in this work we demonstrated that ML3403 has beneficial effects in
cell culture. More experiments are necessary to prove the efficiency of ML3403

in combination of the monoclonal antibody BVZ in glioma cell lines.
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LIST OF LEGENDS

Figure 1. Effect of ML3403 on glioma cell viability. Cell viability was
assessed by MTT assay as described in Material and Methods section. DMSO
was used as vehicle. A) Represent data obtained with U-138 MG glioma cell
line and B) with U-251 MG cell line. Experiments were performed five times in
triplicate. Values represent the means + SD and (***) p<0.001 indicate

significant difference in relation to DMSO.

Figure 2. Effect of ML3403 on cell counting. Cell number was assessed
bytripan blue exclusion and follow the cell number was evaluated by Cell
Counter, as described in Material and Methods. Experiments were performed
five times in triplicate. Values represent the means + SD of the experiments
performed. (**) p<0.01 and (***) p<0.001 indicate the significant difference in

relation to DMSO.

Figure 3. Efect of ML3403 and BVZ on U-138 MG and U-251 MG cell
viability. Cell viability was assessed by MTT assay and DMSO was used as
vehicle. A) Glioma cell viability after treatment with different concentrations of
BVZ. B) Represent data obtained after co-treatment of BVZ plus ML3403 20 uM
and C)BVZ plusML3403 200 uM. Experiments were performed three times in
triplicate. Values represent the means + SD and (*) p<0.05 indicate significant

difference in relation to DMSO.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os tumores resultam de diversos defeitos nas sinalizacbes
intracelulares, destacando-se a sinalizacgdgo da MAPK como um papel
importante no tratamento de canceres. De acordo com estudos prévios, as
células de glioma requerem vérias cascatas de sinalizacGes intracelulares,
principalmente a via da p38/MAPK para os processos celulares como a
proliferacdo e o crescimento (Zhang et al., 2014). O desenvolvimento de
inibidores seletivos e potentes de p38/MAPK tem sido fundamental na
investigagdo de mecanismos moleculares de transdugdo de sinal e de
regulacao de respostas celulares.

Até hoje, foram identificadas quatro isoformas de p38/MAPK e as suas
funcdes tém sido conhecidas, tais como diferenciacdo e sobrevivéncia celular.
Entre as respostas celulares mediadas pela familia de p38/MAPK, destaca-se a
inflamacdo (Ono et al., 2000, Saklatvala, 2004). Por ser a isoforma mais
comum, a p38a desempenha um papel central na inflamacao, pois a mesma se
localiza em células imunes, endoteliais e inflamatérias (Yeung et al., 2012). No
século 19, o estudo de Rudolf Virchow indicou a primeira correlacdo entre a
inflamacdo e o cancer. Os mecanismos moleculares de inflamacdo no
desenvolvimento tumoral estdo sendo elucidados e demonstram que
evidentemente o microambiente de inflamac&do é um componente essencial de
todos os tumores (Grivennikov et al., 2010). O microambiente tumoral contém
células imunes inatas (macrofagos, neutréfilos, mastocitos, entre outros) e as
células imunes adaptativas (linfécitos T e B). Durante o processo inflamatorio
desencadeado pelo tumor, ocorre o recrutamento de leucécitos e a ativacao de

células inflamatorias, os quais promovem a liberacdo dos fatores de
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crescimento. Esses fatores de crescimento estimulam a familia de p38/MAPK,
principalmente a p38a, enviando respostas celulares, inclusive a sintese
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) (Herlaar et al., 1999 e
Grivennikov et al., 2010). Os altos niveis de citocinas podem contribuir para a
malignidade e a metdstase de tumores, pois favorecem a invaséo e a migracao
celulares (Yeung et al., 2012).

Estudos iniciais realizados por nosso grupo demonstraram que O
ML3403, inibidor de p38a, promoveu a reducédo dos efeitos da inflamacao
desencadeada pela artrite reumatoide em um modelo animal (Koch et al.,
2013). Aqui, nossos resultados apontam que o ML3403 foi efetivo em diminuir a
viabilidade e proliferagéo celular nas linhagens de glioma humano U-138MG e
de U-251MG. Estes dados demonstram que houve diminuicdo na proliferacéo
da linhagem celular U-138 MG quando tratada com ML3403 na concentracao
de 200puM. Quanto maior a concentracdo utilizada deste inibidor de p38/MAPK,
mais evidente é a inibicdo de via de p38/MAPK. No entanto, a proliferacéo
celular da linhagem U-251 MG quando tratada com a mesma concentracao de
ML3403 n&o foi inibida. E importante salientar que ML3403 pode se ligar a
forma ativa ou inativa de isoformas de p38/MAPK com afinidades diferentes
(Strniskova et al., 2002, Koch et al.,, 2013). No que diz respeito a contagem
celular, houve efeitos significativos observados nas linhagens U-138 MG e U-
251 MG nas concentracdes com mais de 100uM de ML3403. Isto
provavelmente se deve ao fato de que as vias de p38/MAPK encontram-se
inibidas devido a acdo de ML3403, e consequentemente ha uma diminui¢do da

proliferacao celular.
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Além disso, cabe salientar a importancia da participacdo das MAPKs na
inflamacg&o e no desenvolvimento tumoral, demonstrado em diversos estudos
gue apontam a sinalizagdo da MAPK como promissores alvos terapéuticos no
tratamento de tumores (Koul et al., 2013). E de suma importancia o papel
central que a p38/MAPK desempenha nos aspectos da biologia celular do
cancer: proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo, apoptose, morte celular,
invasdo e migragao celular. Entretanto, os mecanismos moleculares de
inflamagdo mediada por MAPK no desenvolvimento de tumor ainda séo
desconhecidos. No nosso préoximo estudo, devemos quantificar a expressao de
citocinas pro-inflamatoérias liberadas e as isoformas de p38 nas linhagens
celulares de glioma, além de avaliar o possivel mecanismo de morte celular
desencadeado pelo ML3403.

Os gliomas possuem alta vascularizagdo por ter mecanismos
angiogénicos e exibirem hiperplasia celular endotelial. Por serem
vascularizados, os gliomas secretam altos niveis de VEGF, o qual esta
envolvido no crescimento e na progressado de tumores malignos. A expressao
de VEGF é regulada por fatores de crescimento e citocinas liberadas durante a
resposta inflamatoria (Plate et al., 2012). De acordo com alguns estudos, a via
da p38/MAPK, ao ser ativada pelo estresse, pode estar envolvida na
angiogénese, a qual expressa os altos niveis de VEGF (Gee et al., 2010). Cabe
salientar que a regulacdo da producdo de VEGF pela familia de p38/MAPK foi
relatada nos estudos anteriores por ser uma etapa importante na angiogénese.
Neste estudo investigamos os efeitos do uso combinado de ML3403 e de BVZ,
porém os resultados ndo apresentaram efeito aditivo significativo em ambas as

linhagens avaliadas. Estudos recentes indicam que a fosforilagdo da p38/MAPK
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pode ser reduzida por inibidores da secrecdo de VEGF e a inibicdo dos
receptores para VEGF (VEGFR) podem reduzir a fosforilagdo da p38/MAPK
(Yoshino et al., 2006, Aeosy et al., 2008). E descrito que células de gliomas
secretam altos niveis de VEFG através da ativacdo da p38/MAPK, via estresse
e algumas citocinas (TNF-a e IL-1). Deste modo, seria importante quantificar a
expressdo de VEFG e de seus receptores em gliomas humanos em proximos
experimentos.

Em concluséo, este estudo demonstrou os efeitos inibitérios do ML3403
sozinho ou combinado com BVZ na proliferacdo de células glioma humano U-
138 MG e U-251 MG. Esses achados revelam o ML3403 como um promissor
tratamento contra gliomas, porém, mais estudos sdo necessarios para elucidar
0 mecanismo pelo qual este farmaco promove uma acdo inibitéria no

crescimento dos gliomas.



6. PERSPECTIVAS

Este estudo traz as seguintes perspectivas:

- Avaliacéo de tipo de morte celular através de citometria de fluxo.

- Realizacdo do co—tratamento com o quimioterapico temozolamida a fim de

comparar a atividade do ML3403

- Quantificacédo da expressao de VEFG e de seus receptores em gliomas

humanos em proximos experimentos.

- Realizagao de in vivo a fim de avaliar a agdo dos farmacos na invasao e
formacgao de vasos.

41
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