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Introducdo: Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria, autoimune e sistémica de
etiologia desconhecida. Entretanto, ja é descrito que diversos tipos celulares estdo envolvidos
nos mecanismos da patogénese da doenca, sendo um dos principais os fibroblastos sinoviais
(FLS). Estes apresentam perfil agressivo e invasor, levando a degradacdo da cartilagem e do
0ss0. Esta capacidade invasora in vitro estd correlacionada com o dano articular em pacientes
com AR. Ainda assim, pouco se sabe sobre a regulacdo da capacidade invasora desta célula,
entretanto acredita-se estar relacionada com algumas vias intracelulares como a via da
PI3K/AKT. O peptideo liberador da gastrina (GRP) e o seu receptor (GRPR) estdo envolvidos
em diversas funces, incluindo a resposta inflamatoria. Ambos sdo encontrados na membrana
e no fluido sinovial de pacientes com AR. RC-3095 é um dos antagonistas do GRPR, o qual
apresenta efeito anti-inflamatério em diferentes modelos de artrite.

Objetivo: Avaliar o papel do GRP/GRPR sobre a capacidade invasora dos FLS e seu
envolvimento sobre a via da PI3K/AKT.

Métodos: Os FLS utilizados no estudo foram previamente isolados das membranas sinoviais
das articulacdes de camundongos com artrite induzida por colageno. A viabilidade celular dos
FLS foi verificada através do ensaio de sulforrodamina B (SRB) ap6s tratamento com
LY294002 (1-10 uM) e através do ensaio de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) apoés tratamento com GRP (0,1-10 uM) e com RC-3095 (0,05-10 uM)
por 24h. O teste de invasdo celular de FLS (n=5) foi realizado em insertos de matrigel (matriz
de colageno) na presenca de: i) GRP (10 uM), RC-3095 (1 uM) e GRP + RC-3095; ii)
LY294002 (10 uM), GRP (10 uM) e LY294002+GRP, ambos durante 24 horas. Para
determinacdo dos niveis de AKT e AKT fosforilada (p-Akt), foi realizado western blot
utilizando lisados proteicos de FLS preparados apos exposicdo ao GRP (10 uM) por
diferentes tempos (5-30 minutos). A concentracdo das proteinas extraidas foi estimada através
do método de Bradford. Os resultados estdo expressos como meédia + erro padrdo. A diferenga
entre 0s grupos experimentais foi observada através do modelo de equacdo generalizada
estimada (GEE) seguida de comparacgéo pareada (pairwise comparison) no programa SPSS e
foi considerada significativa quando p<0,05.

Resultados e conclusdes: A partir da viabilidade celular foram selecionadas as seguintes
doses: 10 uM para GRP, 1 uM para RC-3095 e 10 uM para LY294002. Dados preliminares
deste projeto mostram que o GRP é capaz de aumentar a invasdo celular (5356 + 767),
enquanto que o RC-3095 é capaz de diminuir (1722 + 271) a mesma, quando comparados
com o controle sem tratamento (2888 + 386). Quando utilizados em conjunto 0 RC-3095 inibe
o efeito do GRP (2670 * 499). O tratamento com LY294002 foi capaz de diminuir a invasdo
celular (6625,80 + 1296,354), quando comparado ao controle sem tratamento (9088,40 +
1040,914) e ao tratamento com GRP (10464,40 + 969,032) Quando as células foram expostas
aos tratamentos em conjunto ocorreu uma diminuicdo na capacidade invasora do FLS
(7237,80 = 1189,880), quando comparado ao GRP. Adicionalmente, o tratamento com GRP
levou a um aumento da expressdo proteica de AKT e de p-AKT ao longo do periodo de
tratamento. Dessa forma, pode-se sugerir que o efeito estimulador do GRP sobre a capacidade
de invasdo dos FLS esté relacionado com a via PIBK/AKT, através da ativacdo da sintese
proteica de AKT e da fosforilagdo da mesma. Portanto, a via do GRP/GRPR apresenta grande
potencial como alvo terapéutico para a AR, sendo que o efeito de inibigcdo da invaséo dos FLS
pode levar a reducdo da erosao articular progressiva.



