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RESUMO

Introducéo: A artrite reumatoide e caracterizada pela invasdo de fibroblastos sinoviais
no interior da cartilagem e pela erosdo do 0sso ocasionando uma progressiva destruicao
da articulacdo. A invasdao de fibroblastos in vitro é correlacionada com o dano articular
na AR, entretanto pouco é sabido sobre esta regulagdo. O peptideo liberador da gastrina
(GRP) é um homologo funcional da bombesina e sua sinalizagdo através de seu receptor
estd envolvida em diversas func@es, incluindo a resposta inflamatoria. O GRP e seu
receptor (GRPR) tém sido encontrados na membrana sinovial e no fluido de pacientes
com AR, mas o envolvimento dos mesmos na AR ndo esta completamente elucidado.
Em paralelo, estudos tem mostrado que a sinalizacdo GRP/GRPR esta relacionada com
a sinalizacdo PI3K/AKT. Esta ultima, € uma via de sinalizacdo que apresenta um papel
chave em diversos processos celulares, como proliferacdo, migracao e invasdo celular.
O RC-3095 e um antagonista do GRPR. Objetivo: Avaliar o envolvimento do GRP e do
GRPR no comportamento invasivo dos FLS de camundongo com artrite, bem como o
envolvimento do GRP na sinalizacdo da via PI3K/AKT. Métodos: FLS foram isolados
das articulacbes de camundongos com artrite induzida por coldgeno. A expressdo de
GRPR foi investigada por imunocitoquimica e por western blot. A proliferacdo celular
foi avaliada pelo ensaio de sulforodamina B apds o tratamento dos FLS com GRP e/ou
RC-3095 (antagonista do GRP), e/ou Ly294002 (inibidor da via PI3K/AKT) e a
capacidade invasora dessas células apds o tratamento com GRP, RC-3095 ou Ly249002
foi avaliada utilizando um ensaio de invasdo em matrigel. A fosforilagdo da AKT foi
analisada através de western blot. Resultados: A proteina GRPR foi detectada por
imunocitoquimica e western blot. A exposicdo ao GRP aumentou cerca de duas vezes a
invasdo comparado com células ndo tratadas (p<0,05), enquanto que o RC-3095
reverteu este efeito (p<0,001). O GRP também aumentou a expressdao de AKT
fosforilada. Por fim, quando adicionado Ly294002 com GRP, 0 mesmo preveniu o
aumento da invasdo induzida por GRP (p<0.001). Conclusdo: Esta € a primeira vez que
a expressao de GRPR esta sendo demonstrado nos FLS. Além disso, este trabalho
sugere que o GRP aumenta o comportamento invasor dos FLS. Este efeito ocorre em
parte através da ativacdo da AKT. Entretanto, mais estudos devem ser realizados sobre a
via GRP/GRPR, ja que a mesma pode ser relevante para o desenvolvimento de terapias

cujo alvo séo os FLS.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid Arthritis (RA) is characterized by invasion of fibroblast-like
synoviocytes (FLS) into de articular cartilage and by bone erosion leading to
progressive joint destruction. FLS in vitro invasiveness correlates with articular damage
in RA, yet little is known about this regulation. Gastrin-releasing peptide (GRP) is a
functional homologue of bombesin, and its receptor signaling is involved in several
functions, including the inflammatory response. GRP and its receptor (GRPR) have
been found in synovial membrane and fluid of RA patient, but their involvement with
RA is not completely elucidated. In parallel, studies have shown that GRP/GRPR is
related with PI3K/AKT signaling. This pathway plays a key role in multiple cellular
processes such as cell proliferation, migration and invasion. RC-3095 is an antagonist of
GRPR. Objective: To examine the role of gastrin-releasing peptide (GRP) and its
receptor (GRPR) on the invasive behavior of fibroblast-like synoviocytes (FLS) from
arthritic mice, as well as to evaluate GRP-induced signaling on PI3K/AKT pathway.
Methods: FLS were isolated from the joints of mice with collagen-induced arthritis
(CIA). Expression of GRPR in FLS was investigated by immunocytochemistry and
western blot (WB). FLS treated with GRP and/or RC-3095 (GRP antagonist), and/or
Ly294002 (inhibitor of PI3K/AKT pathway) were assessed for proliferation by
sulforhodamine B assay over a three-day period, and for invasion using a Matrigel-
coated transwell system over 24 hours. Akt phosphorylation was assessed by WB.
Results: GRPR protein was detected in FLS by immunocytochemistry and WAB.
Exposure to GRP increased FLS invasion by nearly two-fold, compared with untreated
cells (p<0.05), while RC-3095 reversed that effect (p<0.001). GRP also increased
phosphorylated AKT expression in FLS. When Ly294002 was added with GRP, it
prevented the GRP-induced increased cell invasiveness (p<0.001). Conclusion: GRPR
was expressed on FLS and mediates the GRP-induced increased invasiveness. This
effect occurs at least in part through the AKT activation. Further understanding of the
GRP/GRPR pathway could be relevant in the development of FLS-targeted therapy for
RA.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACPA - anticorpos contra proteinas citrulinadas

AR — artrite reumatoide

AKT — proteina cinase B

BN — bombesina

BRS-3 — receptor de bombesina subtipo-3

DMARDS - drogas anti-reumaticas modificadoras da doenca
FLS — fibroblastos do tipo sinividcitos

FR — fator reumatoide

GRP — peptideo liberador da gastrina

GRPR - receptor do peptideo liberador da gastrina

IL-1 —interleucina 1

IL-6 — interleucina 6

MHC — complexo maior de histocompatibilidade

MMPs — metaloproteinases

MCP-1 — proteina quimiotatica de mondcitos

NMRB - receptor de neuromedina B

NSAIDS — drogas antinflamatorias nao esteroidais

PI13K — fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase

STAT-3 — proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢do

TNF-a — fator de necrose tumoral
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1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune complexa e heterogénea
clinicamente, que afeta em torno de 1% da populacdo mundial, acometendo trés vezes
mais mulheres que homens (1) (2). Esta patologia é caracterizada pela inflamacao
cronica e destruicdo progressiva das articulagfes. Sua incidéncia aumenta com a idade e
0 pico ocorre entre 0s 55 e 64 anos (3). As complicacdes decorrentes da doenca podem
levar ao comprometimento da capacidade funcional, do trabalho e da qualidade de vida
dos pacientes justificando os esforcos na elucidacdo de sua patogénese, diagnostico e
tratamento (4) (5). O curso da doenca é variado, protocolos de tratamento mais recentes
indicam que uma terapia agressiva nos primeiros eventos da doenga, como a utilizagéo
de drogas anti-reumaticas em monoterapia ou em combinag¢6es com outras medicacgdes,
podem desacelerar a evolucdo da doenca, entretanto, a maioria dos individuos afetados
sdo normalmente diagnosticados em fases mais tardias e crénicas da doenga, sendo que

0 estudo das fases iniciais da doenga é dificultado (5).

A patologia da sinovite reumatoide caracteriza-se fundamentalmente por
proliferacdo da membrana sinovial e erosdo subsequente da cartilagem articular e do
0sso subcondral. Embora se desconhega o evento desencadeador, parece envolver
alguma estimulacdo antigénica especifica de linfocitos T suscetiveis que expressam as
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) apropriadas (6). Isto
resulta em proliferacdo das células T e B, estimulacdo da proliferacdo de vasos
sanguineos na membrana sinovial, acimulo de células inflamatérias, incluindo
leucdcitos polimorfonucleares, proliferacdo de células sinoviais e desenvolvimento de
um pannus invasivo de rapido crescimento. Este Gltimo cresce de modo rapido, invade a
cartilagem, ativa os condrdcitos e libera enzimas proteoliticas que degradam a
cartilagem e 0 0sso, resultando por fim em erosdes e destrui¢do articular (7).

A pesquisa em AR tradicionalmente tem focado nas células do sistema imune e
citocinas, enquanto que o conhecimento do papel do estroma ainda é limitado.
Entretanto, as interacfes entre as células da sindvia alteram o fendétipo de fibroblastos
do tipo sinoviais (FLS), os quais tém sido cada vez mais considerados como 0s
componentes ativos que conduzem o processo de destruicdo do tecido na artrite
reumatoide. Os FLS aderem e invadem a cartilagem articular e desse modo expressam

niveis aumentados de moléculas de adesdo, mediadores pro-inflamatérios e de
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degradacdo matricial. Além disso, os FLS na AR estimulam a neovascularizagdo
sinovial através da liberacdo de fatores pré-angiogénicos. Como resultado disso, ha o
surgimento de um influxo de células do sistema imune nas articulagcdes afetadas,
perpetuando o processo inflamatério, e facilitando a disseminacdo dos FLS na corrente
sanguinea, agravando a doenca (8).

A bombesina é um peptideo neurotransmissor enddgeno encontrado no sistema
nervoso central e periférico de anfibios. Seu equivalente em mamiferos € o peptideo
liberador da gastrina ou GRP. Este se liga ao seu receptor (GRPR) e provoca a ativacao
do mesmo. O GRPR ¢é uma proteina de superficie celular acoplada a proteina G (9).

Tanto o0 GRP quanto o GRPR estdo envolvidos com o sistema imune. O GRP
atua no desenvolvimento e na regulacdo imunoldgica. Linfdcitos, neutrofilos,
eosinofilos, macréfagos, mastocitos e células endoteliais expressam receptor para GRP,
indicando um papel deste peptideo na patogénese de condicdes inflamatdrias.
Especificamente na AR j& foi demonstrado a expressdo de GRPR no infiltrado
inflamatorio e nos condrdcitos de pacientes (10) (11).

O RC-3095, [D-Tpi®, Leu™¥-(CH,NH)Leu®] bombesinasis, € um
pseudononapeptideo sintético com acdo antagonista do receptor da BN/GRP, com alta
afinidade de ligacdo. O RC-3095 bloqueia o efeito estimulador autécrino do BN/GRP
em tumores e, por este motivo, estd sendo desenvolvido para o tratamento de multiplos
tipos de canceres (12) (13). Recentemente nosso grupo demonstrou resultados
promissores apontando o efeito anti-inflamatorio do RC-3095 em diferentes modelos de
artrite. Nossos resultados sugerem que o RC-3095 regula a severidade da doenca
experimental, podendo esse efeito também estar envolvido com a modulagdo dos FLS
(14) (15). Entretanto pouco se sabe sobre esse mecanismo.

A sinalizacdo mediada pelo GRPR esta relacionada com a via PISBK/AKT (16),
um importante mediador de diversos processos celulares como proliferagcdo, motilidade,
invasdo, apoptose, entre outros. Existem evidéncias que esta via de sinalizagdo aumenta
a proliferagdo de fibroblastos sinoviais, neutrofilos, macrofagos, eosinéfilos, bem como,
ativa a proliferacdo e a maturacdo de linfocitos T e B na AR (17).

Dentro deste contexto, este trabalho tem por objetivo estudar a sinalizacéo
GRP/GRPR em FLS de camundongos DBA/1J, como também, a influéncia da mesma
sobre a via da AKT. Isto e justificado visto que esta sinalizacdo podera fornecer
informagdes relevantes sobre o papel deste peptideo no desenvolvimento da doenga e

ampliar o conhecimento de uma nova proposta de tratamento para artrite reumatoide.
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Sendo assim, esta dissertacdo € composta por uma revisao da literatura e por um
manuscrito do trabalho, sendo um artigo original intitulado “Gastrin-releasing peptide
and its receptor increase arthritis fibroblast-like synoviocyte invasiveness through the
PISBK/AKT pathway”. Esta pesquisa foi desenvolvida no laboratorio de Doencas
Autoimunes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O trabalho gerado sera submetido

no periddico Arthritis and Rheumatology (Fator de impacto 8,9; Qualis CAPES Al).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.2  Estratégia de busca

Esta revisdo da literatura estd focada nos seguintes itens: artrite reumatoide,
fibroblasto sinovial, peptideo liberador da gastrina, sinalizacdo celular e AKT. A
estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed, Sciece Direct e 0
repositério digital LUME/UFRGS no periodo de 1972 a 2016. Foram realizadas buscas
utilizando os seguintes termos e suas combinagdes: “rheumatoid arthritis™, “arthritis”,
“fibroblast-like synoviocytes”, “synovial fibroblast”, “gastrin-releasing peptide”,
“gastrin-releasing peptide receptor”, “RC-3095”, “akt pathway”. Para realizagdo desta

revisdo foram selecionados 74 artigos a partir da pesquisa cientifica.

2.3  Conceitos, epidemiologia e na Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria cronica, sistémica,
autoimune e progressiva. Sabe-se que esta patologia é caracterizada por uma sinovite
crbnica que pode acarretar na destruicdo da cartilagem e erosdo 0Ossea, podendo
ocasionar a incapacidade fisica. (18) Trata-se de uma condi¢do que atinge em torno de
1% da populagcdo mundial e 0,45% da populacéo brasileira, representando 1 milh&o de
pessoas acometidas pela doenca (19)(20). Sua incidéncia é 3 vezes maior no sexo
feminino em relacdo ao masculino e sua prevaléncia aumenta com a idade, sendo o pico
de inicio da doenca entre 55 anos e 64 anos de idade (21).

A AR é uma doenga com grande impacto na satde publica, devido ao alto custo
de tratamento e alta morbimortalidade. Estima-se um custo anual de tratamento de $19,3
bilhdes nos Estados Unidos e no Brasil R$ 18,5 milhdes (22) (23). Além disso, devido
a perda da capacidade funcional uma média de 20-40% dos pacientes tornam-se
incapazes ao trabalho ap6s 2 anos de diagndstico, aumentando de 40-80% apos 5-20
anos (24). Por outro lado, individuos com diagnostico de AR tém uma maior chance de
desenvolver morbidades como hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e diabetes
mellitus. Além disso, estima-se que 0s mesmos apresentam uma reducdo de dez anos

em sua expectativa de vida (25).
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Embora tenha etiologia ainda desconhecida, sabe-se que a AR é uma doenca de
patogénese complexa e multifatorial. A mesma € resultante de defeitos na
imunorregulacdo, fatores genéticos e ambientais que contribuem para a quebra da
autotolerancia desencadeando o aparecimento da doenca (26).

Existem estudos que evidenciam uma associacdo entre fatores genéticos e o
fendtipo a progressdo e o desfecho da doenca. Estima-se que 60% do risco de
desenvolver AR esteja associado com a herdabilidade genética (27). Diversos loci ja
foram relacionados com o desenvolvimento da AR, sendo os alelos HLA-DRB1 a
principal associacdo. Estes apresentam um motivo comum denominado epitopo
compartilhado. Acredita-se que este epitopo estd envolvido com a apresentacdo de
autopeptideos artritogénicos e/ou com a modulacdo do repertério de linfocitos T (28).

Até o momento, o real papel causal dos fatores ambientais no desenvolvimento
da AR ndo é concluinte em muitos casos. O fator ambiental de risco mais bem
estabelecido é o fumo (29). J& foi demonstrado que o fumo acelera as reagdes de
citrulinizacdo em proteinas pulmonares em pacientes portadores do gene HLA-DRB1, o
que dispara as reacdes de producdo de autoanticorpos. Além disso o tabagismo também
estd envolvido com a severidade da doenca, manifestacdo extra-articular e presenca do
fator reumatoide FR (30). Dentre outros fatores ambientais incluem o consumo de café,
infecgBes causadas por Epstein Baar virus e citomegalovirus, os niveis de vitamina D, o
uso de contraceptivos orais e 0 consumo de alcool (31).

Além da predisposicdo genética e da exposicdo aos fatores ambientais, a
presenca de autoanticorpos é fundamental na patogénese da AR. A soropositividade
para algum autoanticorpo caracterisitico da doenca é encontrada em 70% dos pacientes,
a maioria € soropositiva para o fator reumatoide (FR) e/ou os anticorpos contra
proteinas citrulinadas (ACPA). O FR é um autoanticorpo classico utilizado como
marcador patogénico da doenga, entretanto ndo é especifico da AR podendo também ser
detectado no lupus eritematoso sistémico, na sindrome de Sjogren, em infeccdes
crbnicas, etc. Por outro lado, o anti-CCP é mais especifico e sensivel para o diagndstico
da AR, sua soropositividade geralmente indica uma doenga mais severa comparada com
pacientes soronegativos. Além disso, 0 mesmo estd associado com uma maior
progressao radiografica e um maior risco de eventos cardiovasculares e complicagdes
pulmonarias (32) (33).
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2.4 Fisiopatogenia da Artrite Reumatoide

Como mencionado anteriorimente, a AR € uma doenca de etiologia
desconhecida. Embora se desconheca o evento desencadeador, sabe-se que a patologia
da AR é caracterizada por proliferacdo da membrana e erosdo subsequente da
cartilagem articular e do osso subcondral (34).

O evento inicial € uma estimulacdo antigénica de linfocitos T suscetiveis que
expressam as moléculas de imunohistocompatibilidade (MHC) apropriadas.
Consequentemente, isto ativa a proliferacdo de linfécitos T e B; o influxo de células da
reposta inata e adaptativa (mondcitos, células dendriticas, mastdcitos, plasmacitos, etc);
e a hipervascularizacdo da membrana sinovial. Além disso, os sinovidcitos (macréfago
e fibroblastos sinoviais) apresentam alta taxa de proliferacdo e se tornam hipertréficos,
gerando hiperplasia da membrana sinovial (35).

O infiltrado linfocitico, a neoangiogénese e a hiperplasia da membrana sinovial
levam a formagao de um tecido conhecido com “pannus” e este se caracteriza por ser
um tecido inflamatorio altamente proliferativo e invasivo. O mesmo cresce semelhante a
um tumor benigno, ativa os condrocitos, invade a cartilagem e libera enzimas
proteoliticas que degradam a cartilagem e 0 0sso, resultando na progressiva destruicdo
articular (35).

Por outro lado, diversas citocinas e quimiocinas contribuem com o ambiente
inflamatério no compartimento sinovial, sendo as principais a interleucina 1-beta (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a). (19) A producdo exacerbada
dessas citocinas esta relacionada com as manifestacfes extra-articulares presentes nesta

patogenia (36).

25  Tratamentos para a AR

Atualmente os medicamentos disponiveis buscam a remissdo da AR e
consequentemente a melhora da condicao de vida dos pacientes, visto que ainda néo foi
descoberta cura para a mesma. Sabe-se que de 10 a 50% dos pacientes atingem a
remissdo. Além disso, o tratamento da AR apresenta como objetivos secundario a
reducdo da dor, manutencdo da funcdo do membro e preservacdo das atividades

criativas e de trabalho (22).
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Existem trés principais categorias terapéuticas utilizadas no tratamento da AR:
drogas anti-inflamat6rias ndo esteroidais (NSAIDS), glicocorticoides, drogas anti-
reumaticas modificadoras da doenca (DMARDS) e agentes biologicos. A terapéutica do
paciente ira variar de acordo com o estagio da doenca, sua atividade e agressividade
(37).

Antigamente, a primeira linha de escolha eram os NSAIDS. Entretanto esta
classe de medicamentos foi substituida pelos DMARDS devido a baixa efetividade, alta
toxicidade e inabilidade de modificar a doenca em longo prazo. Dessa forma,
recomenda-se a associacdo de inibidores da bomba de proétons, afim de garantir uma
protecéo do trato gastrointestinal (38) (39).

Assim como o0s NSAIDS, os glicocorticoides também sdo utilizados para
suprimir a inflamacdo da AR, reduzindo sintomas como a dor e o inchago articular. Os
mesmos sdo utilizados em baixas doses, até no maximo 15mg de prednisona ao dia.
Além disso, os glicocorticoides prejudicam o metabolismo 6sseo, assim pacientes com
uso prolongado de glicocorticoides devem receber suplementagdo com vitamina D e
calcio (40).

Atualmente, os NSAIDS e os glicocorticoides ndo sdo utilizados como
monoterapia. Ambos sdo recomendados apenas nas primeiras semanas apos 0
diagndstico enquanto se espera a agcdo dos DMARDS, visto que 0s mesmos diminuem a
inflamacédo. O uso intermitente desses medicamentos € recomendado em pacientes com
AR de dificil controle (41).

O medicamento padrdo ouro para o tratamento da doenca € 0 metotrexato, um
medicamento da classe dos DMARD. Outros exemplos sdo a leflunamida, sulfasalazina,
hidroxicloroquina, entre outros. Embora os medicamentos pertencentes a esta classe nao
tenham um mecanismo de acdo completamente estabelecido, sabe-se que 0 mesmos
reduzem significativamente o inchago articular, a dor, os marcadores de fase aguda, a
progressao do dano articular e melhoram a funcao (42). Apesar de 0 metotrexato ser a
primeira escolha de tratamento, 0 mesmo apresenta efeitos adversos significativos como
hepatotoxicidade, nauseas e doengas pulmonares intersticiais (43).

Os avango nos estudos sobre a fisiopatogenia da AR permitiram a producdo de
agentes biologicos especificos contra elementos considerados com papel central na
instalacdo e progressdo da doenca. Dentre essa classe de farmacos, os inibidores de TNF
foram os primeiros a serem desenvolvidos. Atualmente, trés estdo disponiveis para uso

comercial: infliximab, adalimumab (anticorpos monoclonais anti-TNF) e o etanercept
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(proteina de fusédo do receptor Il de TNF) (44) (45) (18). Além destes, o Rituximabe e 0
Abatacept, agentes bioldgicos que ndo apresentam o TNF como alvo terapéutico,
também foram aprovados para o tratamento da AR (46)(47). Apesar destes farmacos
serem altamente eficazes no tratamento da AR, 0s mesmos também apresentam efeitos
adversos, como o risco aumentado de desenvolvimento de tuberculose e de infeccdes

virais, bacterianas e fungicas (18) (44).

2.6  Fibroblasto Sinovial (FLS)

Os FLS ou sinovidcitos do tipo B sdo células mesenquimais que compdem a
camada intima da membrana sinovial. Em individuos saudaveis, essas células sdo
responsaveis pela sintese de acido hialurénico, um importante constituinte do fluido
sinovial, e secretam lubricina, um proteoglicano responsavel pela lubrificacdo da
articulagdo (48). Além disso, os FLS tambeém possuem fungdes de células da imunidade
inata, uma vez que podem atrair neutrofilos e responder a estimulacdo via receptor do
tipo toll com a producéo de citocinas em pro-inflamatdria (49).

Na AR essas células apresentam um papel chave na formacdo do pannus
invasivo e sdo importantes tanto na iniciagdo quanto na perpetuacdo da inflamacéo das
articulacdes. A transformacdo dos FLS saudaveis em células com um comportamento
agressivo estd associada com diversos processos, como a producdo de TNF-a e IL-1P
por linfécitos B encontrados na sindvia (49), a fosforilacdo da proteina transdutora de
sinal e ativadora de transcricdo (STAT-3) e 0 aumento da expressao do prooncogene c-
myc (50).

Em funcdo da mudanca de fendtipo, os FLS se tornam a populacdo majoritaria
do pannus. Estudos sugerem que esta expansdo celular exacerbada ocorre devido a
inibicdo de vias de apoptose (3). Além disso, estas células produzem diversos
mediadores que promovem o crescimento celular, a angiogenese, 0 recrutamento e a
ativacdo de diversas celulas do sistema imune (48).

Além de contribuir com o ambiente inflamatorio os FLS produzem em grande
quantidade proteases, como as metaloproteinases (MMPS), responsaveis por degradar os
componentes da matriz extracelular. As MMPs constituem uma familia de 19 proteases,
sendo que os FLS expressam MMPs 1, 3, 9 e 10 (50).

A expressdo de MMPs esta correlacionada com a capacidade invasora dos FLS

in vitro (50). Por outro lado, esta ultima esté correlacionada com o dano histologico e
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radiografico em pacientes com AR. Dessa forma, acredita-se que uma combinacdo de
terapias que modulem tanto a resposta imune quanto o fendtipo agressivo dos FLS serdo
mais efetivas no controle da progressao da doenca (48).

2.7  Peptideo liberador da gastrina, seu receptor e um de seus antagonistas

Neuropeptideos sdo moléculas sinalizadoras que regulam a transmissao sinaptica
e a plasticidade dos neurdnios, entretanto, também podem atuar fora do sistema nervoso
como mensageiros quimicos. Recentes estudos evidenciam o envolvimento de alguns
neuropeptidios em doencas imunoldgicas, inclusive na artrite reumatoide (51).

A bombesina (BN) é um peptideo neurotransmissor enddgeno que foi isolado da
pele de uma rd, da espécie Bombina Bombina. Posteriormente, outros dois peptideos da
mesma familia foram isolados em mamiferos: o peptideo liberador da gastrina (GRP) e
a neuromedina B (52).

O peptideo liberador da gastrina € um neuropeptidio que induz a secrecdo de
gastrina no trato gastrico. Esse peptideo é composto por 27 aminoacidos e compartilha
com a bombesina nove a dez aminoacidos carboxiterminais. Estes aminoacidos
compartilhados sdo essenciais para a imunogenicidade e para ligagdo com seu receptor
(53).

O GRP promove seu efeito através da ativacdo de seu receptor, 0 GRPR, um
receptor transmembrana pertencente a familia dos receptores acoplados a proteina G.
Existem quatro subtipos de receptores descritos para a familia do GRP, entretanto
apenas trés sdo encontrados em mamiferos: 0 GRPR, o receptor de neuromedina B
(NMRB) e o receptor de bombesina subtipo-3 (BRS-3). Dentre estes, 0 GRP e a BN se
ligam com alta afinidade ao GRPR e a neuromedina B se liga seletivamente ao NMBR.
Até entdo, ndo se identificou nenhum ligante para 0 BRS-3 (54).

Enguanto que o GRP é o agonista do GRPR, o RC-3095 [D-Tpi5,Leul3y-
(CH2NH)Leul4}] é um de seus antagonistas. O RC-3095 é um pseunonapeptidio
sintético que foi desenvolvido por Shally et al através do método de fase sélida (55).

Tanto o0 GRP quanto o GRPR estdo envolvidos em um amplo espectro de
atividades biologicas. Ja foi descrito que ambos participam da modulacdo da secre¢édo
gastrica e pancreatica, como também, da motilidade gastrointestinal (55). Por outro
lado, no sistema nervoso central, estdo relacionados com a ansiedade, 0 medo, 0 estresse

e a modulacdo do ciclo circadiano (13). Por fim, existem evidéncias de que ambos
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atuam sobre o sistema imune, visto que diversas células imunes expressam o receptor de
GRP (56). Com relacao especificamente a AR, ja foi demonstrado a expressdo de GRP
e GRPR no infiltrado inflamatério de pacientes, bem como condrdcitos humanos e
murinos (57) (58).

Por outro lado o RC-3095 foi testado em modelos animais de doencas
inflamatorias como a sepse intestinal e o dano pulmonar agudo, demonstrando
diminuicdo na producdo de citocinas prdinflamatorias, como TNF e IL-1f, sem alterar a
citocina anti-inflamatéria IL-10 e apresentando melhora na sobrevida dos animais
testados, em torno de 70% (59) (60). Em um modelo animal de uveite, 0 RC-3095
mostrou importante acdo contra danos oxidativos das irides, assim como acdo anti-
inflamatoria através da diminuicdo da atividade da mieloperoxidase, diminui¢do do
TNF e dos niveis das proteinas quimoatrativa dos mondcitos -1 (MCP-1), mesmo
quando comparado a droga padréo, dexametasona (61). Em um modelo animal de Glcera
gastrica 0 RC-3095, sozinho e em associacdo com o omeprazol, foi efetivo na inibicao
da secrecdo gastrica, além de apresentar efeito protetor exercido pela reducdo do dano
oxidativo (62). Finalmente, em um modelo animal de colite ulcerativa, o RC-3095,
reduziu a gravidade da doenca inflamatoria intestinal e sua atividade anti-inflamatoria
foi associada a reducéo da expressédo do TNF-alfa colonico (63).

Nosso grupo recentemente demonstrou o efeito anti-inflamatério do RC-3095
em dois modelos murinos de artrite, que apresentou uma melhora significativa nos
parametros da doenca, ao comparar 0s animais do grupo tratado com o grupo controle.
Também verificou-se uma diminuicdo na secrecdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias. Por fim, comprovou-se a presenca de GRPR na membrana sinovial dos

camundongos com artrite induzida por colageno bovino do tipo Il (14) (15).

2.8  Proteina Cinase B (PKB/AKT)

A proteina cinase B ou AKT (PKB/AKT) é uma proteina cinase de residuos
serina/treonina que consiste em trés isoformas com alta homologia: AKT1 (PKBa),
AKT2 (PKBp) e AKT3 (PKBy). Suas isoformas compartilham 3 dominios funcionais:
um dominio central cinase, um dominio regulatério C-terminal e um dominio PH. Este
ultimo é imprescindivel para a ligacdo da proteina em lipidios como o fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3), um fosfolipideo de membrana (64).
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As isoformas da AKT sdo ativadas atraves mecanismo em diversas etapa.
Diversos estimulos como horménios, fatores de crescimento e componentes da matriz
extracelular sdo capazes de ativar a AKT. A cascata de sinaliza¢do se inicia através da
ativacdo do receptor de tiorosina quinase na membrana celular, consequentemente o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase (P13K) fosforila o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
gerando um segundo um segundo mensageiro o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. Este
ultimo se liga no dominio PH e provoca um recrutamento da AKT para a membrana
citoplasmatica, como também, uma alteracdo conformacional que apresenta o sitio
catalitico para subsequente fosforilacdo dependente de PDK-1. A fosforilacdo da AKT
(pPAKT) pode ocorrer em dois sitios cataliticos: Treonina 308 e Serina 473. Quando
esses dois aminoécidos sdo mutados para residuos ndo fosforilaveis, a ativacdo da
cinase é eliminada. Uma vez ativada, a cascata de sinalizacdo da AKT atua sobre
diversas vias de sinalizacdo celular como ativacdo da proliferacdo, migracao e invasao,
bem como inibi¢io da morte celular por apoptose (65).

Estudos prévios relatam que a ativacdo via PISK/AKT estd associada com o
aumento da quimiotaxia de neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos e mastocitos, bem como
com o aumento da degranulacdo de mastocitos. Além disso, estd envolvida com a
ativagdo, maturacgdo e sobrevivéncia de linfocitos T e B na AR (66).

Em fibroblastos estd relacionada com a motilidade celular e inibicdo da
apoptose (morte celular programada). Além disso, ja foi demonstrado que a ativacdo
dessa via em fibroblastos sinoviais causa um aumento na proliferacdo e producdo de
interleucina 17. Por fim, também foi demonstrado nessas células que a ativacao da via
do GRP/GRPR esté envolvida com a ativacdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT (67).
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3. MARCO TEORICO

A revisdo tedrica descrita nesta dissertagdo evidencia que a artrite reumatoide é
uma doenca que reflete socioculturalmente, ou seja, acarreta na diminuicdo da qualidade
de vida, na deterioracdo funcional e consequentemente na antecipacdo de afastamento
do trabalhador. Além desses problemas, a AR é uma doenca inflamatdria cronica
sisttmica que envolve diversos mecanismos resultando na dificuldade de tratamento.
Mesmo com o grande avanco dos tratamentos, ainda ndo existe cura para a doenga e
nem todos 0s pacientes atingem a remissdo completa. Desta forma, se faz necessario
estudar novos alvos terapéuticos a fim de estabelecer novos tratamentos que poderédo
trazer um maior beneficio para 0 manejo da doenca e, principalmente, para a melhora da

qualidade de vida do paciente.
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4. JUSTIFICATIVA

A necessidade de novos alvos terapéuticos e de novas estratégias terapéuticas
para a AR, tendo em vista a remissdo ou até mesmo a prevencdo da evolugdo da doenca,
é de extrema importancia devido ao impacto da doenca na vida do paciente. Neste
contexto, tem-se intensificado a pesquisa sobre os componentes envolvidos na sua
fisiopatologia, em especial os neuropeptideos. Em paralelo, nosso grupo de pesquisa é
pioneiro no estudo do envolvimento do GRP e do GRPR na patofisiologia da artrite
reumatoide, bem como, o efeito farmacoldgico do RC-3095 nesta patologia. Portanto, se
torna crucial o aprofundamento destes estudos in vivo para que novos alvos terapéuticos

sejam constatados.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivos primarios

Avaliar o papel do GRP e do GRPR sobre a capacidade proliferativa e invasora
de fibroblastos sinoviais, bem como, elucidar o envolvimento do GRP sobre a via de

sinalizacdo celular AKT.

5.2 Objetivos secundarios

1. Demonstrar e a expressao de GRPR em fibroblastos sinoviais;

2. Avaliar a influéncia dos tratamentos RC-3095 e GRP sobre a proliferacédo
celular.

3. Avaliar a influéncia dos tratamentos RC-3095, GRP e GRP+RC-3095 sobre a
invasdo celular.

4. Avaliar a influéncia do GRP sobre a via de sinalizacdo AKT.
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6. ARTIGO

O manuscrito gerado a partir da pesquisa original deste trabalho é intitulado
“Gastrin-releasing peptide and its receptor increase arthritis fibroblast-like synoviocyte
invasiveness through the PISBK/AKT pathway” O mesmo sera submetido no periédico
Anrthritis and Rheumatology (Fator de impacto 8,9; Qualis CAPES ). Sob autoria de
Vanessa Schuck Clarimundo, Mirian Farinon, Renata Tenus Pedd, Vivian Teixeira,
Carolina Nor, Pércio Gulko, Ricardo Machado Xavier, Patricia Gnieslaw de Oliveira.

Esta pesquisa foi desenvolvida durante os dois anos de mestrado no laboratorio
de Doencas Autoimunes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Para a realizacdo do
mesmo foi necessario o apoio financeiro do Fundo de Incentivo de Pesquisa e Eventos
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE), da Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do Conselho Nacional de Pesquisa e

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).
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ABSTRACT

Objective:
To examine the role of gastrin-releasing peptide (GRP) and its receptor (GRPR) on the
invasive behavior of fibroblast-like synoviocytes (FLS) from arthritic mice, as well as to

evaluate GRP-induced signaling on PI3K/AKT pathway.

Methods:

FLS were isolated from the joints of mice with collagen-induced arthritis (CIA).
Expression of GRPR in FLS was investigated by immunocytochemistry and western
blot (WB). FLS treated with GRP and/or RC-3095 (GRP antagonist), and/or Ly294002
(inhibitor of PIBK/AKT pathway) were assessed for proliferation by sulforhodamine B
assay over a three-day period, and for invasion using a Matrigel-coated transwell

system over 24 hours. Akt phosphorylation was assessed by WB.

Results:

GRPR protein was detected in FLS by immunocytochemistry and WB. Exposure to
GRP increased FLS invasion by nearly two-fold, compared with untreated cells
(p<0.05), while RC-3095 reversed that effect (p<0.001). GRP also increased
phosphorylated AKT expression in FLS. When Ly294002 was added with GRP, it

prevented the GRP-induced increased cell invasiveness (p<0.001).

Conclusion:

GRPR was expressed on FLS and mediates the GRP-induced increased invasiveness.
This effect occurs at least in part through the AKT activation. Further understanding of
the GRP/GRPR pathway could be relevant in the development of FLS-targeted therapy
for RA.

Key Words: Gastrin-releasing peptide receptor, RC-3095, Fibroblasts-like synoviocyte,
rheumatoid arthritis, PISBK/AKT pathway.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a common chronic autoimmune disease in which joint
damage is associated with a chronic synovitis characterized by hyperplastic synovial
tissue. The fibroblast-like synoviocytes (FLS) has a central role in disease pathogenesis
and joint damage (1, 2).

FLS in the arthritic joint environment is altered to a tumor-like behavior, such as
insensibility to undergo apoptosis, increased proliferation, enhanced migratory and
invasive capabilities. FLS have been shown to play a pivotal role in initiating and
perpetuating joint inflammation and in contributing with cartilage and bone destruction
(2).

FLS invasive properties in vitro have been correlated to radiographic erosive changes
and histological joint damage in RA patients (3). Erosive changes and joint damage
correlate with poor outcomes, including increased disability and joint deformities.
Hence, inhibition of FLS invasiveness could lead to improved RA outcomes (3).

Several neuropeptides have been investigated concerning their potential involvement in
RA, including substance P, vasoactive intestinal peptide, neuropeptide Y (4). Another
neuropeptide studied is the gastrin-releasing peptide (GRP), which present different
biological activities as neuroendocrine regulation, gastrointestinal secretion, cell
proliferation (5). In addition, GRP plays an important role in development and
regulation of the immune response by acting in immune cells that express GRPR as
lymphocytes, neutrophils, macrophages and endothelial cells (6). GRP effects are
mediated by gastrin-releasing peptide receptor (GRPR), a member of the G protein
coupled receptors (5). There are evidences that GRPR is found in chondrocytes and
synovial membrane of murine experimental arthritis (7, 8) and GRP in joint fluid of RA
patients (4).

RC-3095 is a selective GRPR antagonist with reported anti-inflammatory properties in
murine models of gastritis, uveitis and sepsis (5). Our group has demonstrated anti-
inflammatory and reduced joint damage with RC-3095 in different arthritis
experimental models, indicating a possible role of the GRP/GRPR pathway on FLS (7),
(9). However, very little is known about the mechanisms involved in this process.
GRPR signaling is related with activation of PI3K/AKT, a pathway considered as an
important mediator of cell survival and proliferation (10). Previous works have shown

that AKT stimulates cell invasiveness, by increasing cell motility and

27



metalloproteinases production (11). Moreover, it has been demonstrated in human FLS
a relation between AKT activation and cell resistance to undergo apoptosis (12). Based
on these observations, the aim of this study was to investigate a possible role of the
GRP/GRPR pathway in FLS from CIA arthritis, as well as the involvement of the
PISK/AKT in GRPR signaling in these cells.

MATERIALS AND METHOD

FLS isolation from mice with collagen-induced arthritis (CI1A) and culture.

DBA1/J mice were induced to CIA as previously described (7). When animals reached
the highest scores, the joints were collected and incubated with collagenase | (1 mg/ml)
(Sigma-Aldrich) for 1 hour at 37°C. The supernatant was collected and centrifuged at
1100rpm for 10 minutes and the pellet was re-suspended in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium high glucose (DMEM-HG), supplemented with 15% fetal bovine
serum, 1% penicillin-streptomycin and 0.125% gentamicin (Gibco). Afterwards, FLS
cells were transferred to a plate for culture at 37°C and 5% CO, atmosphere. The initial
culture was monitored daily until 70-90% of confluence and then cells were detached
with trypsin-EDTA (Gibco) and transferred to a culture flask. FLS were used for
experiments after five passages.

Immunocytochemistry microscopy

FLS were cultured in 6-well plates to 10 to 20% of confluence, washed with saline
buffer phosphate (PBS) and fixed with 4% paraformaldeihyde (Sigma-Aldrich) for
15min at room temperature. For permeabilization and antigen access, cells were
incubated with citrate buffer for 1h at 62.5°C, washed with PBS and incubated with
hydrogen peroxide 5% in methanol (Merk). Nonspecific antibody reaction was blocked
with 5% skim milk in PBS. Subsequently, the samples were incubated with anti-GRPR
(1:100, Abcam) overnight at 4°C in gentle agitation. After washing with PBS, cells
were incubated for 1h with the secondary antibody anti-rabbit HRP-conjugated (1:100,
EMD Millipore) at room temperature. The detection was achieved using the DAB-MAP
Detection Kit (DAKO). Bright field images were captured with a camera linked to

microscope to ascertain protein expression.
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Protein extraction

To verify the GRPR expression, FLS were plated (1x10° cells/culture flask) and were
maintained in culture for 48 hours. Then, these cells were washed twice with PBS,
scratched and transferred into centrifuge tubes followed by spin centrifugation at 4°C.
The supernatant was removed. Cells were mixed with RIPA buffer and the lysate were
kept on ice for 10 minutes followed by a centrifugation at 13000 rpm for 10 minutes at
4°C. The supernatants were collected and the protein concentration was determined

using the Bradford assay.

Immunoblot

Protein extracts (45 pg) were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) 10% and transferred to a polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane, in which the remaining binding sites were blocked with 5% skim milk in
Tris buffer saline 0.1% Tween-20 (TBST) pH 7.4. Then the membranes were incubated
overnight with the specific antibody GRPR (1:500, Abcam), anti-pAKT (1:1000,
Sigma-Aldrich) or anti-GAPDH (1:5000, Sigma-Aldrich) as a constitutive protein for
normalization. Band detection was accomplished with anti-lgG rabbit antibodies
coupled with horseradish peroxidase (1:80000, Sigma-Aldrich) and visualized by
enhanced electrochemiluminescence Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare). Quantification on immunoblot images was performed with
the integrated density function of Image] (Bethesda). To evaluate pAKT protein
expression, cells were plated in the same concentration and after 24 hours cells were
maintained in serum-free medium overnight. FLS were then treated with GRP (10 uM)

for 5-30 minutes and then protein was extracted to perform WB.

Proliferation assay

FLS proliferation was determined by sulforhodamine B (SRB) assay. Semi-confluent
(70-90%) cultures of FLS were harvested with trypsin-EDTA digestion and re-
suspended in DMEM-HG. Cells were added to 96-well plates at a density of 5 x
10%well. FLS were allowed to adhere over 24 hours, after they were treated with
different concentrations of GRP (0.1 uM — 10 uM) (Sigma-Aldrich) or RC-3095 (10
UM — 0.05 uM) (Sigma-Aldrich) for 24, 48 and 72 hours at 37°C in 5% CO,. Cell
monolayers were fixed with 0.1% paraformaldehyde for 15 minutes. When completely

dried, 50 pL of SRB was added for 30 minutes, washed two times with 1% acetic acid.
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The bound dye wash dissolved in 10 mM tris base solution and the absorbance of each

well measured at 565 nm in a plate spectrophotometer (Spectra Max).

Invasion assay

FLS invasion assay was performed as previously reported (3) with minor modifications.
Cells were placed in duplicate at a concentration of 1 x 10° cells in 500 ul in the upper
compartment of the Matrigel-coated transwell system (BD Bioscience). GRP (10 uM),
RC-3095 (1 puM) or Ly294002 (10 puM) (PI3K inhibitor) were added to the upper
compartment. The treatments were added alone or together, in this case, first RC-3095
or Ly294002 were added and after 30 minutes or 1 hour, respectively, GRP treatment
was added. DMEM-HG supplemented with 15% SFB was added to the lower
compartment as a chemoattractant. Plates were cultured at 37°C in 5% CO, for 24
hours. Non-invading cells and the Matrigel layer were removed from the upper surface
of inserts with swabs and the invading cells on the lower surface were stained with
Crystal Violet. The total area of inserts was photographed using a camera coupled in an
inverted microscope (Olympus) and the total number of invading cells was counted with

the program Image Pro Express (Media Cybernetics).
STATISTICAL ANALYSIS

Data are presented as mean or mean * standard error of the mean (SEM). Statistical
analysis was performed by using Generalized Estimating Equation (GEE), accounting
for repeated measurements on the same cell culture, followed by Bonferroni in SPSS

version 18.0. Statistical difference was considered when p < 0.05 (13).

RESULTS

GRPR is expressed by FLS

GRPR protein was detected in FLS with characteristic punctate membrane pattern by

immunocytochemistry (Figure 1A). That observation was further confirmed by WB
(Figure 1B).
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Figure 1: Expression of GRPR in FLS. A) Immunocytochemistry showed a strong
and positive stain for GRPR in FLS (magnification, x40). B) Western blot analysis of
GRPR expression in cell lysate from FLS isolated from three different mice and from
pancreatic tissue as a positive control. GRPR = gastrin-releasing peptide receptor. FLS
= fibroblast-like synoviocyte from DBA/1J mice with collagen-induced arthritis.

The involvement of GRP and RC-3095 in the FLS invasive behavior

GRP and RC-3095 treatments did not affect FLS proliferation, although higher
concentrations of RC-3095 were associated with a trend for higher cytotoxicity. (Figure
2A and 2B).

GRP (10 uM) significantly increased FLS invasion by nearly two-fold compared with
untreated cells (p<0.02), whereas RC-3095 had the opposite effect (p<0.005) and also
prevented the GRP-induced increase in FLS invasiveness (p<0.0001; figure 2C).
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Figure 2: The involvement of GRP and RC-3095 in FLS behavior. A) FLS
proliferation was determined by SRB assay after treatment with different concentrations
of GRP (1 — 20 uM) (n = 3) and B) RC-3095 (0.1 - 10 uM) (n = 4) for 24, 48 and 72
hours. FLS invasion was determined by transwell Matrigel coated (n = 6). GRP
significantly increased FLS invasion by nearly two-fold (5356 + 1027) compared with
FLS (288 + 532), whereas RC-3095 completely prevented. Bars represent mean SEM;
a) p<0.02 versus GRP; p<0.05 versus RC-3095; b) p<0.001 versus RC-3095; p<0.001
versus GRP+RC-3095. Data were analyzed by generalized estimating equation (GEE),
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followed by Bonferroni statistical test. GRP = gastrin-releasing peptide; FLS =
fibroblast like synovyocites.

GRP alters PI3K/AKT pathway

AKT has been implicated in regulates mobility and invasiveness in various types of
cells (12). Therefore, we investigated the role of AKT as a cell signalling mediators of
the GRP-GRPR effect on FLS invasion. GRP increased AKT phosphorylation by 30%,
with an effect detectable as early as 10 minutes (figure 3A and B). While Ly40092
prevented the GRP-induced increase in FLS invasion this that effect (p<0.001); figure
3C. Finally, GRP+Ly40092 promotes a reduction of invasiveness compared with GRP
(p<0,001).
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Figure 3: Effect of GRP in PI3BK/AKT pathway. A) FLS invasion assay (n = 4). GRP
significantly increased FLS invasion compared with untreated cells, whereas Ly294002
present opposite effect. Bars represent mean + SEM. Data were analyzed by generalized
estimating equation followed by Bonferroni. a) p<0,008 versus Ly294002; p<0.026
versus GRP; b) p<0.001 versus GRP; c) p<0,001 versus GRP+Ly294002. Data were
analyzed by generalized estimating equation followed by Bonferroni statistical test.
GRP = gastrin-releasing peptide; FLS = fibroblast like synovyocites. B) Immunoblot of
pAKT after treatment with GRP in different times in FLS. GRP treatment increased
expression of pAKT in time dependent way (n = 5). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

versus CO.

34



DISCUSSION

FLS have a central role in RA pathogenesis and pannus formation and secrete diverse
cytokines, chemokines and matrix metalloproteinases that can induce cartilage and bone
erosion (14). The in vitro invasive properties of FLS have been shown to correlate with
histology damage in rodent models (3) and with radiographic damage in RA (15). In
previous studies we demonstrated the in vivo anti-inflammatory and immunomodulatory
effects of RC-3095 by the modulation of GRPR in arthritis mouse model. RC-3095 also
reduced joint damage and bone erosions raising the possibility of a direct effect on FLS
(7,9).

In the present study, we demonstrated for the first time the presence of GRPR in FLS
and that GRP-GRPR pathway affects behavior of FLS by increasing its invasiveness
through PI3K/AKT signaling. These discoveries provide new insight into the possible
mechanisms of the arthritis-ameliorating effect of RC-3095. In the immunologic system
some cell lines express GRPR, including macrophages, T cells and neutrophils (6).
GRPR is also expressed in articular chondrocytes and in some cells of the inflammatory
infiltrate in mouse models of arthritis (8).

At the same time, the GRPR agonist (GRP) expression is increased in chondrocytes (8),
in serum and in synovial fluid of patients with RA (4). In addition, Grimsholm et al
shown that GRP levels correlates with IL-6 concentration in fluid synovial, leading to
the interpretation that this neuropeptide is associated with disease activity in RA (4).
Although little is known about how the release of GRP into synovial fluid occurs, one
possibility is that GRP is produced by non-neuronal cells as neutrophils in the synovial
tissue (8). In this study, we observed that GRP exposure resulted in increased FLS
invasiveness, whereas RC-3095, a specific GRPR antagonist, could revert this effect,
indicating that the GRP/GRPR pathway seems to be involved in the altered behavior of
these cells. These results suggest that GRP can activate FLS invasiveness in joints
leading to a destruction of cartilage and bone. This is important because a correlation
between in vitro invasive properties of FLS with radiographic erosion and damage in
patients with RA and with histologic damage in rats with PIA has been described (3).
There are many mechanisms that could be involved in FLS invasiveness stimulated by
GRP. One of these may be the AKT pathway activation. We present evidences that
GRP treatment could trigger the pAKT on FLS. This pathway induces different effects

on the cell, including resistance to apoptosis, enhanced proliferation and invasiveness.
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Also, AKT activation protects FLS to undergo apoptosis (12). In parallel it was related
that GRP is able to activate phosphorylation of AKT in lung ephitelial cells (10). This is
the first study to demonstrate the relationship between GRP and AKT pathway in FLS
invasiveness. Based on that, we can infer that GRP/GRPR signaling on FLS could
stimulate invasion and apoptotic resistance. It is tempting to propose that GRP/GRPR is

an attractive target to treat rheumatology arthritis.

CONCLUSION

We have demonstrates GRPR expression in FLS and that exogenous GRP are able to
activate FLS invasion through AKT pathway. Since the pathway GRP/GRPR can be a

new attractive target to treatment of AR.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a expressdo do peptideo
liberador da gastrina em fibroblastos murinos. Nao obstante, sugeriu-se que a ativacao
deste receptor esta relacionada com o aumento do dano articular, visto que o peptideo
liberador da gastrina provoca um aumento da invasividade dos fibroblastos sinoviais.

Dessa forma, visando um novo alvo para o tratamento da AR sugere-se que mais
estudos sejam realizados para que o envolvimento da via GRP/GRPR na AR seja

melhor elucidado.
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8. PERSPECTIVAS

Na continuidade deste trabalho pretendemos investigar no nosso grupo de

pesquisa:

- A expressdo do GRPR em fibroblastos humanos.

- O envolvimento do GRP sobre o comportamento destas células.

- Possiveis vias intracelulares que estejam envolvidas apds a ativacao/inibicao
do receptor de GRP.
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