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Resumo

O peptideo liberador da gastrina (GRP) é o homologo mamifero da bombesina (BN). Ambos
GRP e seus receptores tém sido encontrados na sindvia de pacientes com artrite reumatoide. O
receptor do peptideo liberador da gastrina (GRPR) pode ser considerado como um alvo terapéutico
para doencas inflamatérias. RC-3095 é um antagonista do receptor de GRP. Este estudo avaliou os
efeitos anti-inflamatoérios do RC-3095, um antagonista especifico do receptor do peptideo liberador da
gastrina, em dois modelos experimentais de artrite: induzida por colageno do tipo Il e induzida por
adjuvante (CIA e AIA, respectivamente) e 0s mecanismos envolvidos.

O RC-3095 foi administrado aos camundongos com CIA ou com AIA provocado por albumina
bovina metilada (MBSA), diariamente. A incidéncia e severidade da doenca foram avalidos por
escore clinico e achados histolégicos. A imunohistoquimica para o receptor do peptideo liberador da
gastrina (GRPR) na CIA. Migracdo de neutrofilos, determinacdo de glicosaminoglicanos (GAGSs) e
ensaio de linfoproliferacdo usando MTT em AIA. As citocinas: IL-17, IL-1 e TNF sobre os joelhos em
AIA e CIA foram avaliados usando o ensaio imunoenzimatico (ELISA). Analise da populacdo de
células T regulatérias por citometria de fluxo em AlA.

Os resultados demonstraram que o RC-3095 reduziu a migracdo de neutrdfilos, a
hipernocicep¢do mecéanica e a perda de proteoglicanos nos camundongos com AlA. Estes resultados
estdo associados com a inibi¢cdo das citocinas pro-inflamatorias (IL-17, IL-18 e TNF-o) e os niveis de
proliferagcéo de linfécitos e aumento do niumero de células T reguladoras (Treg). No modelo da CIA, o
RC-3095 apresentou uma reducgdo significativa nos escores da artrite e gravidade da doencga,
determinada histologicamente. A Inflamagé&o sinovial, hiperplasia sinovial, formagdo de pannus e
alteracOes erosivas foram drasticamente reduzidas nos camundongos artriticos tratados com RC-
3095. Além disso, o RC-3095 demonstrou reducgdo significativa no conteddo das citocinas

préinflamatorias, como IL-17, IL-1B e TNF-a, e reduziu a expressdo de receptores GRP nos animais
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doentes. Estes achados sugerem que via GRP tem um papel significativo na artrite cronica, e sua

inibicdo pode ser explorado como uma estratégia terapéutica.

Palavras-chave: Modelo animal, RC-3095, Artrite Reumatoide, neuropeptideo.
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Abstract

Background: The gastrin-releasing peptide (GRP) is the mammalian homolog of bombesin (BN).
Both GRP and their receptors have been found in synovium of patients with rheumatoid arthritis.
GRPR may be considered as a therapeutic target for inflammatory diseases. RC-3095 is a GRP
receptor antagonist. Objective: To evaluate the anti-inflammatory effects of RC-3095 in two
experimental models of arthritis, collagen and antigen-induced arthritis (CIA and AIA, respectively)
and the mechanism involved. Methods: RC-3095 was administered daily to mice with CIA or with AIA
provoked by methylated bovine serum albumin (mMBSA). Disease incidence and severity were
assessed by a clinical index and histologic features. Immunohistochemistry for GRPR in CIA.
Migration of neutrophils, determination of glycosaminoglycans (GAG's) and Lymphoproliferation assay
using MTT in AlA. The cytokines: IL-17, IL-13, TNF on his knees in AIA and CIA were evaluated using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Analysis of regulatory T cells by flow cytometry in AlA.
Results: The RC-3095 reduced neutrophil migration, mechanical hypernociception and the
proteoglycan loss in mice with AIA. These findings are associated with the inhibition of
proinflammatory cytokines (IL-17, IL-13 and TNF-a) levels and lymphocyte proliferation and increase
of T regulatory cell number. In the CIA model, RC-3095 exhibited significant reduction in arthritic
scores and the severity of disease determined histologically. Synovial inflammation, synovial
hyperplasia, pannus formation and extensive erosive changes were all dramatically reduced in the
arthritic mice treated with RC-3095. Furthermore, the mice treated with RC-3095 showed significant
reduction in contents of proinflammatory cytokines, such as IL-17, IL-18 and TNF-a. Conclusion:
Moreover RC-3095 diminished the GRP receptor expression in arthritic mice. These findings suggest
that GRP pathway has a significant role in chronic arthritis, and its inhibition can be explored as a

therapeutic strategy.

Key words: Animal Model, RC-3095, Rheumatoid Arthritis, Neuropeptide
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1. Introducéo

A Artrite Reumatoide (AR) (1) é uma doenca crénica inflamatoria das articulagcbes que afeta
em torno de 1% da populacdo mundial, acometendo as mulheres duas vezes mais do que os
homens. Sua incidéncia aumenta com a idade e o pico ocorre entre os 30 e 70 anos (2). E uma
enfermidade reumatica de alta prevaléncia e morbidade, justificando os esfor¢cos na elucidacdo de
sua patogénese, diagnéstico e tratamento (3). No Brasil, um estudo de 2004 mostrou uma
prevaléncia de 0,46% (1). Porém, ha a dificuldade de se estudar as fases iniciais da doenc¢a devido
aos individuos afetados serem normalmente diagnosticados em fases mais tardias e crbénicas da
doenca.

Esta patologia apresenta complicacBes importantes que podem levar a um comprometimento
da capacidade funcional, do trabalho e da qualidade de vida dos pacientes (4). O curso da doenca é
variado, protocolos de tratamento mais recentes indicam que uma terapia agressiva nos primeiros
eventos da doenca, como a utilizagdo de drogas anti-reumaticas em monoterapia ou em
combinac8es com outras medicacdes, podem desacelerar a evolu¢do da doenca (4).

A patologia da sinovite reumatdide caracteriza-se fundamentalmente por proliferacdo da
membrana sinovial e erosdo subsequente da cartilagem articular e do osso subcondral. Embora se
desconheca o evento desencadeador, parece envolver alguma estimulacdo antigénica especifica de
linfécitos T suscetiveis que expressam as moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) apropriadas. Isto resulta em proliferacdo das células T e B, estimulacdo da proliferagdo de
vasos sangliineos na membrana sinovial, acimulo de células inflamatérias, incluindo leucécitos
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 condrécitos e
libera enzimas proteoliticas que degradam a cartilagem e o 0sso, resultando por fim em erosdes e

destruicao articular (5).
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Portanto, o estudo de modelos animais, em que a inducdo e progressdo da doenca séo
sincronizadas e mais previsiveis, é de fundamental importancia para se determinar a contribui¢cdo dos
tipos celulares especificos e moléculas efetoras nas multiplas fases de indugéo e desenvolvimento da

artrite a fim de se alcancgar alvos terapéuticos mais efetivos (6).

A bombesina (BN) é um peptideo neurotransmissor endégeno encontrado no sistema nervoso

central (SNC) e periférico (SNP) de anfibios (7). Seu equivalente em mamiferos é o peptideo

liberador da gastrina ou GRP.

O receptor do peptideo liberador da gastrina (GRPR) é uma proteina de superficie celular a
qgual se liga, dependendo da espécie, a bombesina, GRP ou peptideos intimamente relacionados,
com alta-afinidade, desencadeando alteracGes intracelulares que influenciam o comportamento
celular (8).

O GRP esta envolvido em um amplo espectro de atividades biolégicas, tais como o estimulo
do crescimento tecidual (9), modulacdo da secrecdo gastrica, pancreatica, e funcdes motoras na
musculatura estomacal (10). No péancreas, estimula a liberacdo de neurotensina, motilina, peptideo
pancreatico, insulina e glucagon (11). No trato respiratorio, induz broncoconstricdo e vasodilatacdo
(12).

O GRP atua sobre as mudancas no desenvolvimento e regulacdo imunolégica através das
células imunes. Linfdcitos, neutrofilos, eosinofilos, macréfagos, mastocitos, e células endoteliais
expressam receptor para GRP, indicando um papel deste peptideo na patogénese de condicdes

inflamatérias (8, 13).

Muitos antagonistas do receptor da BN e GRP (BN/GRP) tém sido sintetizados e
experimentados em diversos modelos, testando a habilidade de inibir os efeitos deste peptideo (14).
Os efeitos farmacoldgicos dos diferentes antagonistas da BN/GRP sdo complexos, devido aos
mecanismos de acgdo direto e indireto, variando nas diferentes espécies e rotas de administragédo

estudadas (15).

O RC-3095 [D-Tpi®, Leu™W-(CH,NH)Leu'] é um antagonista do receptor da BN/GRP,

originalmente sintetizado por Schally et al. pelo método de fase sélida em 1991 (9) com o objetivo de
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inibir a agdo da BN/GRP. O RC-3095 bloqueia o efeito estimulador autocrino do BN/GRP em tumores
e, por este motivo, esta sendo desenvolvido para o tratamento de mdltiplos tipos de canceres. Foi
testado em estudos clinicos de fase | em tumores sélidos, tendo sido bem tolerado até nos niveis

mais elevados de dose, sem efeitos colaterais clinicos pertinentes (16, 17).

Além disso, foi testado em modelos animais de doenca inflamatéria e demonstrou diminuir a
producéo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF e IL-1B3, sem alterar a citocina anti-inflamatoria IL-

10, apresentando melhora na sobrevida dos animais testados (18, 19).

Recentemente nosso grupo demonstrou o efeito do RC-3095 em modelo de artrite induzida
por adjuvante completo de Freund (CFA), sendo o RC-3095 capaz de melhorar a artrite experimental,
reduzindo a espessura do tornozelo da pata induzida, atenuando as lesdes articulares, diminuindo os
niveis séricos das citocinas TNF-a e IL-1B. Este foi o primeiro estudo do efeito protetor de um
antagonista da BN/GRP nestas condi¢des e do possivel papel do GRP no desenvolvimento da artrite.
Nossos resultados sugerem que 0 RC-3095 regula a severidade da artrite. Estes dados indicam que
uma interferéncia especifica na via do GRP pode representar uma nova estratégia para o tratamento

da AR e gque necessita estudos adicionais (20).

Novas terapias tém sido recentemente desenvolvidas ou submetidas a ensaios clinicos para
AR, como TNF (etanercept, adalimumab e infliximab), IL-1 (anakinra) e IL-6 (MRA). Contudo, existem
evidéncias que as terapias com anti-citocinas séo eficientes, mas uma Unica citocina alvo
provavelmente venha beneficiar apenas um subgrupo especifico de pacientes com AR. Outros
mediadores pro-inflamatérios, como os neuropeptideos estdo envolvidos na AR e sua relacdo com as
citocinas e AR tém recebido pouca atencdo. Um grande numero de agonistas e antagonistas dos
receptores de neuropeptideos vém sendo produzidos, podendo ser testados em combinagdo com

terapias pré-existentes (21, 22).

O estudo do antagonista do receptor do BN/GRP RC-3095 em modelos experimentais de
artrite poderd fornecer informacgdes relevantes sobre o desenvolvimento da doenca e ampliar o
conhecimento de novos tratamentos para artrite reumatéide. Os resultados promissores que

observamos no modelo de artrite induzida por CFA apontam para a necessidade de se avaliar melhor
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a eficacia e potenciais mecanismos de agdo em outros modelos. Esses conhecimentos seriam

essenciais para a posterior progressao para a fase de estudos clinicos com a droga.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Artrite Reumatoide

2.1.1 Conceito e prevaléncia de artrite reumatoide (AR)

A AR é uma doenca sistémica inflamatoria, de natureza auto-imune. Caracteriza-se
basicamente por sinovite crénica, simétrica e erosiva preferencialmente de articulacbes periféricas e
a maioria dos pacientes apresenta fator reumatoide positivo (Fig.1) (23). Tem uma prevaléncia de
aproximadamente 1% na populacéo brasileira (24), que é similar a da literatura mundial (25). Tem
preferéncia pelo sexo feminino (26), e tende a surgir a partir da quarta década de vida, com pico de
incidéncia na quinta década (27).

Constitui um problema importante em termos de salde publica com sérias consequéncias
socioecondmicas. Pacientes com AR apresentam maiores morbidade e mortalidade quando
comparados com a populacdo normal, estimando-se uma reducdo de dez anos na expectativa de
vida (28). Atualmente cerca de 50% dos pacientes sdo considerados incapacitados para o trabalho
apos dez anos de evolucdo da doenca (29). As principais causas de morte descritas sao infecgdes,
doencas linfoproliferativas, doenca cardiovascular (DCV) e cerebrovascular, complicacdes
gastrintestinais e relacionadas a atividade da doenca propriamente dita. Dentre os fatores predititivos
de mortalidade, estdo incluidos idade avancada, incapacidade funcional, nimero de articulacbes
acometidas, fator reumatoide positivo, nédulos reumatoides e velocidade de sedimentacédo globular
(VSG) elevada (30-32).

A AR é uma doenca bastante heterogénea em termos de gravidade e ritmo de progresséo da
inflamacédo articular, presenca de manifestacbes extra-articulares e de resposta ao tratamento
farmacologico (33). Para fins de investigacdo clinica, convencionou-se realizar seu diagnéstico
através da associacdo de manifestagfes clinicas, radiologicas e laboratoriais, conforme os critérios

diagnésticos propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia (revisados em 1987) (Tab.1) (34).
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Fig. 1. Caracterizacdo da Artrite Reumatoide. Adaptado de Ferrante.
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Tabela 1. Critérios diagndsticos da artrite reumatoide do Colégio Americano de
Reumatologia

Critérios Diagndsticos da Artrite Reumatoide:

1. Rigidez articular matinal com dura¢@o maior ou igual & 1 hora até a melhora maxima
2. Artrite de 3 ou mais areas articulares simultaneamente observado pelo médico, dentre
as 14 areas possiveis: interfalangeanas proximais, metacarpofalangenas, punhos,

cotovelos, joelhos, tornozelos e metatarsofalangeanas direitas ou esquerdas.

3. Artrite das articulagfes das méaos em pelo menos 1 area (interfalangeanas proximais,
metacarpofalangenas, ou punhos).

4. Artrite simétrica das mesmas areas articulares em ambos os lados do corpo. N&o é
necessario simetria absoluta.

5. Presenca de nodulos subcutaneos junto a superficies extensoras, proeminéncias
Osseas ou justa-articulares.

6. Fator reumatoide sérico positivo.

7. Erosdes articulares e/ou periarticulares com diminuicdo da densidade 6ssea, nas

maos ou punhos, observadas em exames radiolégicos.

Para fins de classificacéo de doenca, o(a) paciente deve apresentar ao menos 4 dos 7 critérios.
Pacientes com 2 critérios clinicos ndo sédo excluidos. Termos como AR classica, definitiva ou
provavel ndo devem ser aplicados (34).

Fisiopatogénese da AR

Apesar dos grandes progressos na compreensdo da fisiopatogénese da AR, sua etiologia
permanece desconhecida. Ha participacdo de aspectos genéticos e ambientais, os quais levam a
guebra da auto-tolerancia e desenvolvimento de uma resposta imune-inflamatéria persistente (35). O
evento inicial da doenga é o processo inflamatoério iniciado na membrana sinovial com infiltrado de
linfécitos e macréfagos. Este pode adquirir uma estrutura similar ao de tecidos linféides terciarios

com predominio de linfécitos T CD4+. A hiperplasia das células sinoviais, o infiltrado linfocitico e a
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neoangiogénese levam a formacdo de um tecido proliferativo e localmente invasivo conhecido como
pannus, que atinge o 0sso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular com destruicdo
progressiva (35). As perdas focais de osso marginal e subcondral contribuem decisivamente para a
morbidade da doenca pela progressdo para deformidades articulares e incapacidade funcional.
Estudos em tecidos humanos e provenientes de modelos animais apontam o osteoclasto como a
principal célula envolvida neste processo. A ativagéo e recrutamento de tais células séo influenciadas
por citocinas e mediadores inflamatérios (36). Apesar da identificacdo de mais de 100 diferentes tipos
de citocinas, quimiocinas e outros fatores envolvidos na patogénese da AR, o fator de necrose
tumoral (TNF — tumoral necrosis factor) ocupa lugar de destaque no processo erosivo articular da
através da ativacao dos osteoclastos (37).

A producédo de citocinas com balanco predominante para as citocinas pré-inflamatérias tem
papel fundamental na iniciacdo e perpetuacdo da inflamacgédo crbénica na membrana sinovial. A
resposta do linfécito T auxiliar do tipo 1 (Thl) gera a producdo de interferon-gama (IFN-y) que
estimula a liberacdo de TNF, interleucina-1 beta (IL-1B) e metaloproteinases pelos macrofagos e
fibroblastos sinoviais (38). Mais recentemente, a participacdo de linfocitos T produtores de IL-17,
chamados de Th17, também tem sido descrita como tendo papel importante na resposta inflamatéria
reumatoide (39).

Atualmente as funcdes desempenhadas pelos linfocitos B tém sido reconhecidas como
significativas na patogénese da AR. A migracdo de células T e B, a expressao de moléculas co-
estimulatérias (CD 154), e a producdo aumentada de interleucina-6 (IL-6) e 10 (IL-10), que estimulam
linfécitos B, séo indicadores da hiperatividade destas células na doenca (Fig. 2) (40).

Além de células e mediadores do sistema imune inato e adaptativo, a inflamagao neurogénica
tem sido considerada como tendo um papel essencial na fisiopatogénese da AR, em parte por causa
do envolvimento simétrico tipico dessa doenca (reflexo espinal cruzado) e o envolvimento
predominante de pequenas articulacdes de méos e pés, as quais sdo altamente invervadas (41). A
membrana sinovial é ricamente invervada. Estresse e o sistema nervoso central parecem modular o
curso e desfecho clinico da AR (42). Inflamacdo de origem auto-imune pode levar a sensibilizagédo

periférica e estimulacdo, induzindo sensibilizacdo central e amplificacdo neurogénica da resposta
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inflamatoria e ativagdo do axis neuroenddcrino. Os neuropeptideos teriam papel central

processo, conforme discutido mais adiante.

Imunopatogénese da Artrite Reumatoide
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Fig. 2. Imunopatogenése da AR. Adaptado de Kavanaugh.
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2.1.3 Tratamentos da AR

As Ultimas décadas foram marcadas por significativos avancos no entendimento da
fisiopatologia da doenca, culminando com o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
especificas para a AR.

O tratamento deve ser instituido o mais precocemente possivel e tdo intensivo quanto
necessario para induzir o controle da doenca e, preferencialmente, sua remissao (43). InUmeros
estudos tém demonstrado melhor resposta terapéutica, menor destruicdo articular e menor perda
funcional nos pacientes tratados mais precocemente, no primeiro ano dos sintomas (44, 45).

A remissao da doenca é possivel e deve ser um objetivo a ser alcancado. Estudos com
diferentes estratégias terapéuticas, envolvendo a combinacao de drogas, tém apresentado resultados
positivo quanto a remissdo da doenca (46-48).

Metotrexato, um imunossupressor amplamente utilizado a partir dos anos 80, é reconhecido
atualmente como a droga de referéncia para o tratamento da AR. Utilizado como monoterapia, é
capaz de controlar as manfestacdes clinicas, levar a melhora funcional e deter a progresséo
radioldgica (49). Recentemente foi demonstrada a sua capacidade de intervir com o progndéstico da
doenca, sendo implicado na reducéo da mortalidade cardiovasular associada a AR (50).

As novas terapias bioldgicas aprovadas para o tratamento da AR, produzidas por tecnologia
de proteinas recombinantes e desenhadas especificamente para influenciar a resposta imune, podem
ser divididas em dois grupos: os agentes anti-TNF, ja com aproximadamente 10 anos de experiéncia
de uso, e 0s mais recentes agentes aprovados para uso comercial no Brasil em 2006-2007, os quais
tém diferentes mecanismos de agédo (51).

TNF, uma citocina pré-inflamatéria, liberada por mondcitos ativados, macréfagos, e também
por linfocitos T, fibroblastos e células endoteliais, esta profundamente envolvido na patogénese da
AR. Diferentes inibidores de TNF foram e estdo sendo desenvolvidos para o tratamento da AR.
Atualmente trés estdo disponiveis em uso comercial, dois anticorpos monoclonais anti-TNF (um

anticorpo quimérico — Infliximabe — e outro um anticorpo totalmente humano - adalimumabe) e um
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receptor soltvel do TNF (etanercepte — proteina de fusdo composta do receptor do TNF ligado a
por¢éo Fc de uma imunoglobulina humana) (51).

Estes agentes inibidores do TNF empregados como monoterapia, mas particularmente
guando associados com metotrexato, sédo eficazes, reduzindo os sinais e sintomas da doenca e a
progressao radiolégica (52).

Terapéuticas bioldgicas que ndo tém o TNF como alvo terapéutico, como o Rituximabe e
Abatacepte, foram recentemente aprovados para o tratamento da AR (53, 54).

O rituximabe, anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20, antigeno presente na superficie dos
linfécitos B, foi liberado para uso em pacientes com artrite reumatoide refrataria as drogas
modificadoras do curso da doenca (DMCD) tradicionais e aos agentes anti-TNF. Sua eficacia,
particularmente nos pacientes com fator reumatoide positivos, destacou o papel do linfcito B na AR,
guer como percursor dos plasmadcitos produtores de anticorpos e, portanto, capaz de formacédo de
complexos imunes e ativacdo de complemento, quer como produtor de citocinas, apresentador de
antigenos para o linfocito T e capaz de expressar sinais co-estimulatérios (54, 55).

Quanto ao Abatacepte, inibidor de sinais co-estimulatorios para o linfécito T, recentemente
liberado no Brasil para pacientes com AR refratarios tanto aos DMCD tradicionais como aos agentes
anti-TNF, os estudos tém demonstrado sua eficacia no controle da doenca, detendo a progressao
radiogréafica e um bom perfil de efeitos adversos (53, 56).

Contudo, essas terapias ainda apresentam efeitos adversos significativos e devem ser
mantidas por longo prazo, pois ndo sao curativas da doenca (57). Pacientes com AR tém risco
aumentado para infeccédo, incluindo infeccBes granulomatosas como a tuberculose, particularmente
de pulméo, 6ssos/articulacbes e pele com o uso de terapias bioldgicas (58). Parece haver risco
adicional quando administradas em combinacdo com outras terapias tradicionais para AR (59-62).
Também ha risco aumentado de desenvolvimento de linfomas em pacientes com AR tratados com
inibidores do TNF, mas ainda ndo é consenso se esse risco se deve a doenca de base em suas
formas mais graves ou ao agente anti-TNF propriamente dito (63). Outros eventos adversos descritos
com os agentes anti-TNF incluem descompensacéo de insuficiéncia cardiaca, desenvolvimento de

auto-anticorpos, como o fator antinuclear e anticorpos anti-DNA, citopenias, elevacdo de enzimas
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hepéticas, vasculites cutaneas e sindromes desmielinizantes. Dessa forma, novas formas de terapia

necessitam ser exploradas ativamente.

2.2 Modelos animais de AR

Artrite inflamatéria aguda e cronica semelhante a AR pode ser induzida experimentalmente
em linhagens suscetiveis de ratos, camundongos e, em alguns casos, coelhos, porcos da Guinea ou
macacos. Varios modelos experimentais induzidos em ratos e camundongos de artrite erosiva auto-
imune sdo amplamente utilizados para avaliar os diversos mecanismos fisiopatol6gicos da AR. (64,
65). Além disso, modelos animais para AR constituem paradigmas de sucesso para o0
desenvolvimento pré-clinico de novos agentes terapéuticos, com base na identificacdo do alvo e
validacdo in vivo, como os agentes biol6gicos ja utilizados na clinica, desenvolvidos em modelos
animais e mostrando-se altamente eficazes (66).

Modelos de artrite erosiva em murinos podem ser classificados em trés grandes grupos. O
primeiro grupo é induzido por hiperimunizacdo de linhagens de murinos genéticamente suscetiveis a
antigenos, como o colageno tipo Il (artrite induzida por colageno - CIA) ou matriz proteica da
cartilagem oligomérica (artrite induzida por COMP), em adjuvante completo de Freund's (CFA) ou
albumina sérica bovina metilada (mBSA). O segundo grupo é induzido com a administracdo
intradérmica de varios adjuvantes baseados em 4leos, incluindo Avridina em IFA (artrite induzida por
Avridina), Pristane (artrite induzida por Pristane), e adjuvante incompleto de Freund's (artrite induzida
por 6leo). O terceiro grupo de modelos de AR em murinos inclui indu¢cdo empregando diversas
formas de antigenos e da parede bacteriana, como artrite induzida por Polissacarideo-peptidoglicano.
O modelo de artrite induzida pela parede celular do streptococos (SCW) é o melhor modelo
caracterizado do terceiro grupo. Em camundongos, existe ainda artrite por proteoglicanos. Além disso
camundongos sdo relativamente resistentes a classica artrite induzida por adjuvante com
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e artrite induzida por SCW, sendo considerada esta, dependendo

da imunizac&o, monatrtrite (65).
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Cada um dos modelos tem caracteristicas que lembram a clinica da AR em seres humanos.
Caracteristicas histologicas de todos os modelos de doencas articulares incluem hiperplasia sinovial
com infiltracdo severa de células inflamatodrias, semelhante as anormalidades histoldgicas de
pacientes com AR. Além disso, os fatores genéticos também determinam a expressao da doenga em
modelos de ratos e camundongos, destacando as semelhangas com AR em seres humanos.
Contudo, apesar da importdncia do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) sobre a
expressao da doenca seja aparente, genes ndo relacionados ao MHC também influenciam, podendo-
se observar resisténcia da doengca em animais com MHC “suscetivel” ou suscetibilidade da doenca
nos animais sem um MHC “suscetivel” (64, 65, 67, 68).

Modelos de ratos e camundongos, no entanto, também diferem entre si e em relagdo a AR
com respeito a: inicio da doenca, gravidade da inflamacao articular, padrdes das articulacdes
envolvidas e varias outras manifestacfes clinicas e sistémicas. Cada um desses modelos pode
fornecer pistas sobre a etiopatogenia da AR e/ou doencas inflamat6rias cronicas (67, 68). Uma breve
revisdo sobre artrite induzida por albumina sérica bovina metilada (mMBSA) e por colageno do tipo I

(CIA) em modelos murinos serdo apresentadas a seguir.

2.2.1 Modelo murino de Artrite induzida por antigeno albumina sérica bovina metilada
(mBSA)

Artrite induzida por antigeno (AIA) € um modelo animal de artrite que foi inicialmente
desenvolvido em coelhos e, em seguida, aplicado em camundongos e ratos. O antigeno indutor é a
albumina bovina sérica metilada (mMBSA), que, ap0s a imunizagdo sistémica (com injecdes
subcutédneas ou intradérmicas), € injetada na articulagdo. AIA é uma inflamacdo articular
imunomediada (dependente de células T), cuja histopatologia mostra muitas semelhancas com a AR
em humanos (69).

Resumidamente, os murinos sdo imunizados em duas etapas com mBSA, em adjuvante
completo de Freund’s, e 3 semanas apés a primeira imunizacdo (21° dia) o mBSA é injetado na

articulacdo fémur-tibial (joelho) (Fig. 3). A articulagcdo injetada desenvolve uma inflamacéo aguda
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dentro de poucas horas (caracterizada por infiltragdo maci¢ca dos granuldcitos e exsudato de fibrina),
e dentro de 7 dias a inflamacdo progride para a fase cronica (caracterizada pela infiltracdo de
leucécitos mononucleares na articulacdo, hiperplasia sinovial, fibrose periarticular, destruicdo da
cartilagem e do o0sso). Para a experimentagdo, o modelo AIA tem a vantagem de que a duracdo da
inflamacdo é muito reprodutivel e que a incidéncia esta proxima & 100%. Do ponto de vista
comportamental, os murinos mostram acentuada hiperalgesia mecanica no joelho inflamado durante
todas as 4 semanas, claudicagdo, e por fim hiperalgesia térmica na pata. No estagio mais agudo
deste modelo pode-se observar sinais de hiperalgesia mecéanica leve do joelho contralateral, ndo

inflamado (70).

0 7° 21°
1*IM 28 1M Desafio i.a.

Fig. 3. Representacdo esquematica do protocolo experimental de artrite induzida por antigeno. IM-

imunizacéo, i.a — intraarticular.

2.2.2 Modelo de Artrite induzida por colageno do tipo 1l (CIA)

O modelo experimental de artrite mais utilizado atualmente € o modelo de artrite induzida por
colageno do tipo Il (CIA) (71). A CIA pode ser induzida em ratos (Wistar, Sprague-Dawley e Wistar-
Lewis) e camundongos (DBA/1J e C57BL/6). Ele compartilha varias caracteristicas patolégicas com a
doenca, como o colageno tipo Il (Cll), principal proteina da cartlagem e um dos potenciais

autoantigenos da AR. No modelo de CIA o Cll leva a artrite experimental autoimune, com inflamacgéo
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da sinovia articular, destruicdo 0ssea e da cartilagem semelhante ao acometimento articular humano
(72).

A CIA tem sido amplamente utilizada para identificar potenciais mecanismos patogénicos da
autoimunidade, incluindo o papel dos diferentes tipos celulares, de forma individual, no inicio e na
progressao da doenca, bem como para testar e desenvolver novas terapias. Este modelo é
estabelecido em linhagens geneticamente suscetiveis através da imunizagdo com o Cll emulsionado
em adjuvante completo de Freund (CFA) usando uma variedade de metodologias, incluindo
imunizacdo na base da cauda no dia 0 e uma re-imunizacdo no 18° dia, sendo o aparecimento da
doenca em aproximadamente 35 dias apds a primeira imunizacdo (Fig. 4). A doenca que se
desenvolve ndo é simétrica e ndo existe uma combinacdo de patas/articulacbes afetadas. As
caracteristicas histopatologicas do modelo se assemelham as da patologia da AR, incluindo
hiperplasia sinovial, infiltrado de células mononucleares, formacdo do pannus, degradacdo da
cartilagem e 6ssea. Assim como na AR, a suscetibilidade do modelo esta ligada a expressao de
genes especificos de MHC de classe Il. As diferencas mais notaveis entre este modelo experimental
e a AR sdo: auséncia de fator reumatoide e predilecdo por sexo, e a doenca experimental geralmente
€ monofasica. A imunopatogénese da CIA envolve tanto células T e células B especificas, em
resposta ao Cll (73).

Resumidamente a CIA é induzida com uma imunizacédo intradérmica na base da cauda no dia
0, com uma emulsédo de CFA e CII, resultando em uma reacédo inflamatéria moderada no local da
injecdo que dura de 1-2 semanas. No 18° dia ap6s a imunizacdo, realiza-se um booster com uma
emulsado de IFA e CIl, um pouco abaixo do local primeiramente injetado (Fig. 4). Para a maioria das
linhagens CIlA-sensiveis, o primeiro sinal clinico do desenvolvimento da artrite, tornam-se visiveis
entre os dias 25 e 35 ap0s a imunizagdo. A incidéncia de artrite em linhagens de camundongos

suscetiveis é geralmente muito elevado, chegando a 80-100%, em sua maioria (73).
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Fig. 4. Representacado esquematica do protocolo experimental de artrite induzida por colageno.

2.3 Neuropeptideos

Neuropeptideos sdo peptideos liberados por neurbnios que atuam como mensageiros
intercelulares, exercendo inimeras fun¢cdes modulatérias do sistema nervoso. O espectro de acao
dos neuropeptideos é restrito, de acordo com o tipo de neuropeptideo e o local de acédo (41). Por
exemplo, diversos neuropeptideos encontrados na membrana sinovial sdo sintetizados na raiz dorsal
de neurdnios autondmicos ganglionares e ficam armazenados em grandes vesiculas nas
terminacdes nervosas, a partir de onde sua liberacdo local ocorre mediante despolarizacdo e
exocitose. Dessa forma, a liberacdo do neuropeptideo ocorre apds estimulo e em localizacdo muito
préxima de seus alvos de acéo.

Os neuropeptideos afetam células efetoras, como mastdcitos, linfcitos, fibroblastos, condrdcitos,
osteoclastos e osteoblastos, através de receptores especificos. Essas células, por sua vez, liberardo
outros fatores bioativos, como citocinas, prostaglandinas, 6xido nitrico e mondxido de carbono, que
sdo capazes de agir na terminagdes e fibras nervosas, tendo como consequUéncia a amplificagdo do
efeito dos neuropeptideos (41).

Neuropeptideos modulam o extravasamento de plasma, edema, liberagcdo de citocinas e

recrutamento e proliferacdo das células inflamatérias. Por outro lado, eles também exercem
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influéncias tréficas sobre os tecidos saudaveis durante a reparacdo do dano tecidual. Neuropeptideos
tém sido propostos para agir como fatores de crescimento em tecidos inflamados (74).

Os neuropeptideos tém demonstrado ter significante efeito na producéo e liberacdo de citocinas
como mecanismo de a¢gdo na modulag¢do de doencas inflamatorias, assim como, apresentam efeitos
pro- e anti-inflamatérios em modelos animais de doengas inflamatérias (75).

A evidéncia do envolvimento de neuropeptideos nas doencas inflamatorias tém focado
predominantemente o papel pré-inflamatorio da substancia P (SP) sobre a producao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF, IL-6 e IL-1beta (76-78), o papel imunomodulatério do neuropeptideo Y
(NPY) (79) e o papel anti-inflamat6rio do peptideo intestinal vasoativo (VIP), que inibe a producédo de
citocinas pro-inflamatérias TNF, IL-6 e IL-12 e estimula a produgéo de citocinas anti-inflamatérias IL-
10 e IL-1Ra (80, 81). O mecanismo de acdo destes neuropeptideos na modulacdo das doencas
inflamatdrias é, em grande parte, pela influéncia na producao de citocinas.

Nas interacbes entre os neuropeptideos e as citocinas (82, 83) tém-se sugerido que vias
regulatdrias neuroimunes nas articulagfes constituem um importante mecanismo na modulacéo da
expressao da artropatia inflamatéria crénica. Porém, ha pouca informacédo sobre as relagbes entre
neuropeptideos e citocinas no liquido sinovial e no soro de pacientes com artrite rematéide (AR).
Sabe-se que a membrana sinovial € altamente inervada com neurdnios aferentes primarios e do
sistema autdbnomo simpatico que contém neuropeptideos, e ha evidéncias indicando que a liberacéo

desses neuropeptideos influenciam na intensidade da doenca inflamatoria crénica (75).

2.4 Bombesina/Peptideo Liberador da Gastrina

2.4.1 Bombesina

A bombesina (BN) é um peptideo neurotransmissor enddégeno de 14 aminoacidos encontrado no
sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) de anfibios e, mais recentemente, no intestino de

mamiferos e aves. Foi isolada por Anastasi et al. a partir da pele da rd Bombina bombina em 1971
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(7). A observacdo de varios efeitos deste peptideo de anfibios em mamiferos levou a procura de
analogos da bombesina que pudessem estar sendo produzidos em mamiferos.

McDonald et al. identificaram e caracterizaram quimicamente em 1978 um peptideo no trato
gastrointestinal de suinos que estimula a secre¢do de gastrina, o qual recebeu o nome de peptideo
liberador da gastrina (GRP) (84). Esse peptideo apresenta 27 aminoacidos e € estruturalmente
homologo a BN de anfibios, tendo em comum 9 dos 10 aminoacidos da por¢do carboxiterminal (Fig.
5) (85). Estes aminoacidos compartilhados sdo necessarios para associacao com alta afinidade com
o receptor do GRP (GRP-R ou, conforme nova nomenclatura recentemente proposta pela
International Union of Pharmacology, BB,) (86).

Estudos tém demonstrado que o GRP esta distribuido em varios tecidos de diversas espécies de
mamiferos, incluindo: trato gastrintestinal (87), cérebro (88), glandula pituitaria (89), medula espinal
(90), ganglios simpatico e sensorial (14, 91), glandula adrenal (15), pulméao (9), tire6ide (92), trato
genitourinario (8, 93) e articulacdes (94).

O receptor da GRP é uma proteina de superficie celular ligante com alta-afinidade da BN e GRP,
assim como de peptideos intimamente relacionados, desencadeando alteragfes intracelulares que
influenciam o comportamento celular (Fig. 6) (8). O GRP-R, clonado no inicio da década de 1990,
interage com proteinas G e ativa a liberacdo de inositol-trifosfato, com aumento do calcio ibnico
intracelular (76). Esses receptores apresentam uma ampla distribuicdo no SNC e no tecido periférico,
incluindo o trato gastrintestinal (Gl) de murinos, suinos, caninos e de seres humanos. Sdo achados
em altos niveis no masculo liso (por exemplo, intestino, estbmago e bexiga) e em glandulas
secretoras (por exemplo, pancreas). No cérebro, sdo encontrados em altos niveis no hipotalamo e
estao presentes em outras areas em niveis mais baixos (por exemplo, o trato olfativo, giro dentado e
cértex). Também séo encontrados em varias linhagens celulares (por exemplo, fibroblastos Swiss
3T3 e carcinoma pulmonar de pequenas células) (95). Em estudo recente em tecidos articulares de
ratos, foi observada a presenca de receptores do GRP em condrécitos que revestem a superficie

articular (96).
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Posicao dos Amino acidos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Glp GInArg Leu Gli Asn GIn Trp Ala Val Gli His Leu Met— NH,

Met Tir Pro Arg - - His - - - - - - -

Fig. 5. Estrutura da Bombesina e do GRP, o GRP tém 27 amino acidos e apenas 0s 14 amino acidos
terminais COOH séo apresentados (biologicamente ativos) Adaptado de Tokita et al, 2001(8).
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Fig. 6. Representacdo esquematica do receptor murino do GRP-R (ou BB;). Os circulos pretos

indicam os amino acidos chaves para a alta afinidade com o GRP (interagdo ou sinalizagao) (86).
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2.4.2 Funcbes do GRP

O GRP esta envolvido em um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como o estimulo do
crescimento de tecidual (9), modulacdo do trato gastrointestinal (Gl), SNC, trato respiratério e
resposta imune.

No crescimento celular do tecido normal e neoplasico, os efeitos tréficos foram estabelecidos na
mucosa intestinal normal (97), pancreas (98), neoplasias do pulméo (99), estémago (100, 101), colon
(102), mama (103) e prostata (104, 105) através da mediacdo dos receptores de membrana
especificos nas células-alvo (13). Demonstrou ser um mitégeno potente, sendo investigado
extensivamente in vitro em camundogos Swiss 3T3 (106) e em cultura de células normais do epitélio
brébnquico (107). O carcinoma pulmonar de pequena células secreta GRP e expressa GRP-R com
alta afinidade, estabelecendo assim o crescimento autdcrino envolvido no crescimento anormal
desses tumores (108).

No trato Gl, o GRP modula a secrecao gastrica e pancreética através da ativacdo das células G e
consequente liberacdo de colecistocinina e gastrina, regulando a secrecdo do acido gastrico e
funcdes motoras na musculatura estomacal (10). No pancreas, estimula a liberacdo de neurotensina,
motilina, peptideo pancreatico, insulina e glucagon (11).

No SNC, o GRP tem sido envolvido na modulac¢do da saciedade (109), termorregulacdo (110),
homeostase, ritmo circadiano (111) e metabolismo (112). Roesler et al. conduziram varios estudos
sobre a potencial participacdo do GRP em desordens psiquiatricas e neurologicas e nos efeitos do
antagonista do GRP-R (0 RC-3095) nestas patologias. Os achados destes estudos, usando modelos
animais, tém indicado que a BN/GRP e o GRP-R sado distribuidos amplamente no SNC e
desempenham um papel neuromodulatério importante na patogenia da ansiedade, depresséo,
esquizofrenia, autismo e deméncia (17, 113).

No trato respiratério, 0 GRP tem ag¢do no desenvolvimento de doencas pulmonares, causando

broncoconstri¢cdo e vasodilatacdo (12).
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O GRP atua sobre o desenvolvimento e regulagdo da resposta imune através de acdes diretas
sobre as células do sistema imunoldgico. Linfdcitos, neutrofilos, eosindéfilos, macréfagos, mastacitos e
células endoteliais expressam receptor para GRP (8, 13). A ativacdo do receptor do GRP tém efeitos
imunoldgicos, incluindo quimioatracdo de macréfagos peritonais, mondcitos e linfécitos, que é
mediada pela ativacédo da proteina C quinase (114, 115); estimulo a proliferacao de linfécitos (116);
ativacao de células natural killer (NK) e citotoxicidade celular dependente de anticorpos (117). Além
disso, induz a proliferacdo de mastécitos e quimiotaxia in vitro, sendo implicado na patogenia de
doencas pulmonares (118) e artrite reumatoide (AR) (75).

Entretanto, ndo existem evidéncias sobre a capacidade do GRP afetar diretamente a liberacédo de
citocinas anti- e pré-inflamatorias. Dal-Pizzol et al. demonstraram recentemente que um antagonista
seletivo do GRP-R, 0 RC-3095 diminui niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias in vitro e in vivo,

aumentando a sobrevida em modelo experimental de sepse e injuria pulmonar aguda (Tab 2.) (19).

Tabela 2. Funcdes descritas para o Peptideo liberador da gastrina (GRP)

Trato Gastrointestinal e Ativacao das células G

e Modulacdo da secrecdo gastrica e pancreética
(liberacéo de colecistocinina e gastrina)

e Motilidade da musculatura estomacal

e Liberacao de neurotensina, motilina, peptideos
pancreaticos, insulina e glucagon

Sistema Nervoso Central ¢ Modulacéo da saciedade, termorregulacao,
homeostase, ritmo circadiano e no metabolismo

Trato Respiratorio ¢ Aumenta a broncoconstricdo e vasodilatacédo
¢ Desenvolvimento pulmonar fetal

Sistema Imunoldgico e Vasodilatagéo e extravasamento de plasma
¢ Inflamag&o neurogénica

e Estimula ou inibe as fun¢des dos linfocitos, fagocitos
e células natural Killer (NK)

e Proliferacdo e quimiotaxia de mastocitos
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2.4.3 Bombesina/GRP e Artropatia Inflamatéria

Westermark et al. comprovou a existéncia de uma forte correlagdo entre os niveis de BN/GRP e o
namero de leucdcitos no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide inicial. Esta observacao
mostrou que peptideos como a BN/GRP estdo presentes no fluido sinovial das articulacdes afetadas
pela AR e sua presenca esta relacionada ao processo inicial do envolvimento articular na artropatia
inflamatoria cronica (94).

Grimsholm et al. demonstrou a relagdo entre varios neuropeptideos e citocinas no liquido sinovial
e soro de pacientes com AR inicial ou tardia. Entre os neuropeptideos estudados, o maior achado foi
gue a BN/GRP e a SP sao altamente correlacionadas com as citocinas pro-inflamatérias TNF, IL-
lbeta, IL-6 e com a atividade da doenca, sendo a BN/GRP o neuropeptideo com maior grau de
correlacdo. Essas observacbes sugerem que o aumento na liberacdo deste peptideo estimula a
producdo destas citocinas pelas células imunocompetentes na doenca inflamatéria crénica articular
(75, 119). Nao esta claro se a BN/GRP esta presente na inervacao articular, ou como a liberacao
deste peptideo no liquido sinovial ocorre. Uma observacdo interessante é que a BN/GRP foi
detectada em condrdcitos humanos e, em animais artriticos, ocorre a diminuicdo da expressao
destes receptores nos condrdcitos e o aparecimento destes receptores nas células do infiltrado
inflamatério (75, 96). Existem evidéncias que 0s neuropeptideos como a substancia P (SP), o
neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo intestinal vasoativo (VIP) podem modificar diretamente a
secrecao de citocinas préinflamatorias pelas células imunocompetentes, incluindo células do sangue
periférico de pacientes com AR (75), mas ndo existem estudos sobre o efeito direto da BN/GRP. Os
mesmos autores analisaram por imunohistoquimica tecidos articulares de ratos artriticos e
observaram que a expressdo de receptores de GRP em condrécitos que revestem a superficie
articular de animais controles esta claramente diminuida durante a artrite grave. Eles também
observaram a presencga da BN/GRP nas fibras nervosas em associagdo com o infiltrado inflamatorio
e de GRP-R em células do infiltrado. Este estudo mostrou que a BN/GRP pode ser acrescentado a

lista de neuropeptideos presentes na inervagao articular, especialmente em associa¢do com infiltrado
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inflamatorio (96). Estas observagdes, juntamente com a correlagéo entre as citocinas e a BN/GRP no
liquido sinovial e soro de pacientes com AR, indicam que a BN/GRP é um neuropeptideo com
potencial importancia na fisiopatologia dessa doenca.

Estudos adicionais com antagonistas seletivos do receptor da BN/GRP, em modelos animais de
AR, poderdo prover informacdes sobre a relacdo deste neuropeptideo e das citocinas pré- e

antiinflamatorias em relagéo a AR.

2.4.4 RC-3095 — um antagonista do receptor do GRP

Os antagonistas sintéticos sdo produzidos para uma ligacdo de alta afinidade com os receptores,
sem ativa-los e inibindo a ligagdo do agonista, bloqueando as vias de sinalizagdo. Muitos
antagonistas da BN/GRP tém sido sintetizados e experimentados em diversos modelos, testando a
habilidade de inibir os efeitos deste peptideo (120).

Os efeitos farmacolégicos dos diferentes antagonistas da BN/GRP sao complexos, devido aos
mecanismos de acao diretos e indiretos, variando nas diferentes espécies e vias de administracao
estudadas (121).

O RC-3095, [D-Tpi®, Leu™W-(CH,NH)Leu*] bombesinag.14, € um pseudononapeptideo sintético
com acao antagonista do receptor da BN/GRP. Foi originalmente sintetizado por Schally et al.
(Universidade de Tulane, New Orleans) pelo método de fase sélida em 1991 (121), com o objetivo de

inibir a acdo da BN/GRP.

2.4.5 Meia-vida e administracédo do RC-3095

Diversas pesquisas mostraram que a meia-vida de peptideos relacionados a BN, como o0 GRP, é
muito curta na circulagdo, devido a sua rapida metabolizacdo. Assim, os efeitos de BN/GRP e seus
antagonistas aparecem rapidamente, mas sao relativamente de curta duragéo. A meia-vida de varios
antagonistas da BN/GRP estédo entre 154 e 1.388 minutos em um estudo in vitro (122). Experimentos
em modelos animais demonstraram que o RC-3095, em nivel sanguineo, decresce rapidamente apés

injecdo intravenosa ou subcutanea. Seu pico € detectado 2 minutos apds administragcdo intravenosa
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ou 15 minutos apés administracdo subcutédnea, decaindo rapidamente e tornando-se indetectavel
apos 3-5 horas (123). Quando o RC-3095 é administrado pela via subcuténea, os efeitos maximos
sdo obtidos em 15-30 minutos apds a injecdo, terminando em poucas horas. Observa-se inibicdo
significativa da liberagdo da gastrina, diminuindo a elevacdo de glicose no plasma, causada pelo
GRP (124, 125).

Em relacdo ao perfil de seguranca, estudos clinicos de fase | em pacientes com diferentes tipos
de cancer em estagio avancado ndo tém demonstrado nenhum efeito colateral significativo, mesmo
em doses mais elevadas, que variaram entre 8-96 ug/kg (16). Entretanto, estudos com maior nUmero
de pacientes sdo necessarios para melhor definicao do perfil de seguranca do RC-3095.

As acbes dos antagonistas da BN/GRP né&o estdo limitadas apenas aos receptores, inibindo a
ligagdo do ligante natural ao seu receptor, mas iniciam mudancas intracelulares semelhantes ou
diferentes a gastrina. Podem induzir algum sinal intracelular que bloqueia os efeitos metabdlicos e
mitogénicos da BN/GRP, interferindo nas rotas do receptor do fator de crescimento epidermal
(Epidermal Growth Factor, EGF), resultando na inibicdo do crescimento de diversos tipos de

canceres dependentes do sistema EGF-receptor de EGF (121).

2.4.6 RC-3095 e Cancer

O RC-3095 mostra ser um potente inibidor de crescimento tumoral em varios modelos
experimentais de cancer: cancer pancreatico em hamsters induzido por nitrosamina (126, 127),
cancer mamario em ratos MTX (128), cancer de prostata em ratos Dunning (129), como também em
linhagens celulares de tumores humanos, como cancer pancreatico SW-1990 (130), cancer de mama
MCF-7MIIl (131), tumor gastrico MKN-45 (132), cancer de célon HT-29 (133), varios carcinomas
pulmonares de pequenas células (134), cancer de prostata em células PC-82 e PC-3 em
camundongos nude (120, 135) e em PC-3 e LNCaP de humanos (136).

Schally et al. conduziu inameros estudos com RC-3940-Il e RC-3095, demonstrando que estes
antagonistas inibiam a proliferacéo celular da linhagem PC-3 de céncer de prostata, in vivo (137). O

uso de RC-3940-Il e RC-3095 em cancer de mama humano estrégeno-independente na linhagem
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celular MDA-MB-231 de camundongo nude mostrou uma diminuicdo no volume final do tumor de
72,4% e 57,7%, respectivamente (138). Além disso, o RC-3095 e o RC-3940-II também inibem o
crescimento de células MDA-MB-468 e MDA-MB-435 de camundongos nude (139). Os autores
encontraram uma reduc¢édo substancial na expressdo do RNAmenssageiro e dos niveis do receptor da
familia das proteinas ErbB/HER, como também uma diminui¢cdo na expressdo dos oncogenes c-jun e
c-fos (140).

A inibicdo do crescimento de tumores causada pelo antagonista RC-3095 é mediada pelo
mecanismo da baixa regulacdo dos receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR). Uma
Unica administracdo in vivo de RC-3095 reduz os niveis e a expressdo de RNAmenssageiro e de

EGFR em canceres mamdrios de ratos MTX (141).

2.4.7 Papel Anti-inflamat6rio do RC-3095

Os efeitos do antagonista seletivo do receptor da BN/GRP RC-3095 vem sendo demonstrados
em modelos experimentais bem estabelecidos, o primeiro estudo do papel anti-inflamatério do RC-
3095 foi em sepse por ligagédo e perfuracdo do apéndice cecal (“cecum ligation and puncture”, CLP) e
por dano pulmonar agudo (“acute lung inflammation”, ALI) (19).

No modelo de CLP, a administracdo de RC-3095 (0.3 mg/kg) 6 horas apo6s a inducdo da sepse
melhou a sobrevida deste modelo. Doses mais altas de RC-3095 ndo aumentaram seus efeitos, e
doses mais baixas apresentaram um impacto na mortalidade menos significativo. A administracéo de
RC-3095 melhorou a sobrevida significativamente, em torno de 50%.

O modelo de ALI consistiu na inalacdo intrataqueal de lipopolissacarideo (LPS). Apos este
procedimento os animais eram sacrificados, sendo feita uma lavagem bronco-alveolar (BAL). Este
fluido broco-alveolar (BALF) foi coletado e analisado por varios parametros bioquimicos. O RC-3095
atenuou o infiltrado inflamatorio alveolar e o exudato alveolar induzido pela inalagcdo de LPS. Assim, a
administracdo do antagonista do GRPR reduziu o conteudo total de células inflamatérias do BALF,

exudato proteico, TNF e IL-1p.
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Portanto, o RC-3095 melhorou as taxas de mortalidade, melhorando a sobrevida nestes modelos,
reduzindo a insuficiéncia do érgdo e o infiltrado inflamatério. Além disso, modulou a liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias (TNF e IL-1beta) por macrofagos ativados, bloqueando diversos processos
associados com a progressao da sepse. Além disso, de forma interessante, o RC-3095 ndo modulou
a liberacdo de IL-10, anti-inflamatoria, sugerindo que os caminhos intracelulares modulados pela
BN/GRP pode ser seletivo para citocinas pré-inflamatorias.

Em um modelo animal de uveite, 0 RC-3095 demonstrou importante acdes contra danos
oxidativos e papel anti-inflamatério, com diminuicdo da atividade da mieloperoxidase e dos
niveis de TNF e das proteinas quimoatrativas dos mondcitos -1 (MCP-1), mesmo quando
comparado com a dexametasona (142). Em um modelo animal de Ulcera gastrica o RC-
3095, sozinho e em associacdo com omeprazol (OM), foi efetivo na inibicdo da secrecao
gastrica, além de apresentar efeito protetor exercido pela reducéo do dano oxidativo gastrico
(143). Finalmente, em um modelo animal de colite ulcerativa o RC-3095 reduziu a gravidade
da doenca inflamatéria do intestino, e sua atividade anti-inflamatoria foi associada com uma
reducéo na expressao do TNF-alfa colonico (144).

Recentemente nosso grupo demonstrou o efeito do RC-3095 em modelo de artrite induzida por
adjuvante completo de Freund (CFA), sendo o RC-3095 capaz de melhorar a artrite experimental,
reduzindo a espessura do tornozelo da pata induzida, atenuando as lesbes articulares, diminuindo os
niveis séricos das citocina. Este foi o primeiro estudo do efeito protetor de um antagonista da
BN/GRP nestas condicGes e do possivel papel do GRP no desenvolvimento da artrite (20), contudo
este modelo apresenta diversas limitagbes e € menos representativo nos processos da AR (145).
Nossos resultados sugerem que o RC-3095 regula a severidade da artrite. Estes dados indicam que
uma interferéncia especifica na via do GRP pode representar uma nova estratégia para o tratamento
da AR e que necessita estudos adicionais

Assim, 0 RC-3095 pode representar um possivel alvo farmacolégico para controle da resposta

inflamatdria local e sistémica (19).
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3. Justificativa

A justificativa do presente estudo é advinda da necessidade de novas estratégias terapéuticas
para artrite reumatoide (AR) com vistas a remissdo ou prevencdo da evolucdo da doenca. O
antagonista do receptor da bombesina/peptideo liberador da gastrina, RC-3095, é um potencial
agente terapéutico para o controle da doenca. A importancia da busca por novas estratégias
terapéuticas para as artropatias inflamatérias, visando o0 controle das diferentes vias
imunopatogénicas da AR, é evidente, diante da necessidade de estratégias que permitam a

otimizacdo do manejo da doenca.
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4. Objetivos do Estudo:

4.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia do RC-3095, um antagonista do receptor da BN/GRP, como terapia

antiinflamatéria e imunomoduladora em modelos de artrite induzida por albumina sérica

bovina metilada (mMBSA) em camundongos Balb/c e por colageno bovino tipo Il em

camundongos DBA/1J.

4.2 Objetivos especificos

Estudar a acdo do RC-3095 sobre:

A)

B)

C)

D)

E)

F)

O processo inflamatério avaliado pelo escore clinico visual e o edema nas
articulacgoes;

O processo inflamatério avaliado pela nocicepgdo articular e determinacdo dos
glicosaminoglicanos (GAGS);

O processo inflamatério avaliado através da migracao de neutréfilos para cavidade
articular;

O processo inflamatério avaliado pelo padréao histoldégico e imunohistoquimico nas
articulagoes;

A concentracado de citocinas pro e antiinflamatérias dos tecidos periarticulares;

O efeito imuno-regulatério sobre as populagdes e subpopulagfes linfocitarias

avaliados por citometria de fluxo e cultura celular.
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Protective Effect of RC-3095, an Antagonist of the
Gastrin-Releasing Peptide Receptor, in Experimental Arthritis
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G. Schwartsmann,

Objective. To evaluate the antiinflammatory
ef-fects of RC-3095 in 2 experimental models of
arthritis, collagen-induced arthritis (CIA) and
antigen-induced arthritis (AlA), and to determine
the mechanisms of action involved.

Methods. RC-3095 was administered daily to mice
with CIA and mice with AIA, after induction of disease with
methylated bovine serum albumin. Disease inci-dence and
severity were assessed using a clinical index and
evaluation of histologic features, respectively. In mice with
CIA, gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) was
detected by immunohistochemical analy-sis, while in mice

with  AIA, migration of neutrophils, presence of
glycosaminoglycans, and Iymphocyte prolif-eration,
determined using the MTT assay, were as-sessed.

Expression of cytokines interleukin-17 (IL-17), IL-1 , and
tumor necrosis factor (TNF ) was evalu-ated in all mouse
knees using enzyme-linked immu-nosorbent assay. Treg
cell production was assessed by flow cytometry in the
joints of mice with AlA.

Results. In mice with AIA, administration of RC-

3095 reduced neutrophil migration, mechanical hy-
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pernociception, and proteoglycan loss. These findings
were associated with inhibition of the levels of all 3
proinflammatory cytokines, decreased lymphocyte pro-
liferation, and increased Treg cell numbers. In the CIA
model, treatment with RC-3095 led to a significant
reduction in arthritis clinical scores and the severity of
disease determined histologically. Synovial inflamma-
tion, synovial hyperplasia, pannus formation, and ex-
tensive erosive changes were all dramatically reduced
in the arthritic mice treated with RC-3095. Furthermore,
arthritic mice treated with RC-3095 showed a signifi-
cant reduction in the concentrations of IL-17, IL-1 , and
TNF , and showed a diminished expression of
GRPR.

Conclusion. These findings suggest that the
GRP pathway has a significant role in chronic
arthritis, and its inhibition can be explored as a
possible therapeutic strategy in rheumatoid arthritis.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflam-
matory joint disease characterized by inflammation of
the synovium that leads to destruction of cartilage and
bone (1). Its etiology is unknown but seems to involve
both humoral (2,3) and cellular (4) immune mecha-
nisms. There is now a growing awareness that RA is
a heterogeneous disease composed of several
distinct dis-ease pathways (5). In spite of significant
improvements in the treatment of RA, there is still a
need for novel therapeutic strategies, and, to achieve
this, identification of the many pathways involved in
the modulation of inflammation is critical.

Although many different cell types, such as macro-
phages and synoviocytes, have long been known to be
involved in RA, it has recently been realized that the
peripheral nervous system has a key role in modulating the
severity of RA (6). In addition, studies have shown that
neuropeptides are secreted locally during immune
responses, and that they are involved in vasodilation and
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plasma extravasation, i.e., neurogenic inflammation. It is
furthermore known that inflammatory cells can produce
neuropeptides (7). Synovial tissue is richly innervated
with neuropeptide-containing primary afferent and sym-
pathetic neurons, and there is evidence that the release
of these neuropeptides powerfully influences the sever-
ity of chronic inflammatory diseases, including RA (6).

The possible role of neuropeptides, including
vasoactive intestinal peptide, substance P, and neuro-
peptide Y, in the mechanisms of joint inflammation
has been investigated in RA (8,9). Another
neuropeptide that has been studied is the gastrin-
releasing peptide (GRP), which is the mammalian
homolog of bombesin, a tetradecapeptide originally
isolated from frog skin (10).

GRP affects several systems in mammals, includ-
ing neuroendocrine regulation, gastrointestinal secre-
tion, and cell proliferation. Furthermore, it is involved in
the development and regulation of the immune re-
sponse, acting directly on the immune cells that express
the GRP receptor (GRPR) (11,12). Its presence in
increased concentrations has been demonstrated in the
joint fluid and chondrocytes of RA patients (13,14), in
correlation with a raised erythrocyte sedimentation rate
and increased levels of proinflammatory cytokines, such
as tumor necrosis factor (TNF ), interleukin-6 (IL-6), and
monocyte chemoattractant protein (MCP), suggest-ing
that this neuropeptide could be involved in modula-tion
of the inflammatory process. The GRPR is a cell surface
protein that binds, depending on the species, bombesin,
GRP, or closely related peptides with high affinity,
triggering intracellular changes that influence cell
behavior (11). Moreover, recently the presence of
GRPRs in articular chondrocytes and inflammatory
infiltrates in mouse models of arthritis has been re-
ported. Therefore, it has been suggested that this neu-
ropeptide could be an interesting target for new thera-
peutic strategies in RA (15).

The pseudononapeptide RC-3095 is an antago-
nist of the receptor of bombesin/GRP, originally synthe-
sized by McKillop et al in 1990 (16), with the aim of
inhibiting the action of bombesin/GRP. Using this spe-
cific antagonist of the GRPR, our group has demon-
strated that inhibition of the GRPR could decrease the
release of TNF and IL-1 from activated macrophages in
an experimental model of sepsis (17), elicit important
action against oxidative damage in an experimental
model of uveitis (18), and protect against gastric oxida-
tive injury in an animal model of gastritis (19).

Recently, we demonstrated the effect of RC-3095
in a model of arthritis induced by Freund’s complete
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adjuvant (CFA). This was the first study to demonstrate a
protective effect of an antagonist of the receptor for
bombesin /GRP, and to thus exhibit a possible role of
GRP in the development of arthritis, but further studies
are needed (20). However, this model has several limi-
tations and is less representative of RA processes (21).

Antigen-induced arthritis  (AIA) (22-24) and
collagen-induced arthritis (CIA) (25-27) are 2 com-monly
used murine models of RA. AIA is induced by
intradermal immunization and subsequent intraarticular
(IA) injection of methylated bovine serum albumin
(mBSA) (22-24). The disease is chronic and antigen-
specific, and has been suggested to be T cell dependent
(22). CIA is induced by intradermal immunizations with a
major cartilage protein component, type Il collagen (Cll)
(25-27). CIA is dependent on both B cells and T cells as
well as the complement system (28,29).

Thus, in the present study, we studied the
antiin-flammatory and immunomodulatory effects of
RC-3095 in 2 different animal models of arthritis, each
of which better reflects the diverse pathophysiologic
mechanisms involved in RA.

MATERIALS AND METHODS

Animals. AIA was induced in Balb/c wild-type mice,
and CIA was induced in DBA/1J inbred mice. In both
groups, only male mice, weighing 18-25 gm, were used. All
experimen-tal procedures involving animals were performed
in accor-dance with the National Institutes of Health Guide
for Care and Use of Animals and with the approval of our
institutional ethics committee.

Drug. The GRPR antagonist RC-3095, or D-Tpi6-
Leul3 -(CH2NH)-Leul4 (30), was produced and donated by
AEterna Zentaris.

Induction of AIA and CIA. For AlA studies, mice were
sensitized by subcutaneous (SC) injection with 500 g of
mBSA (Sigma) in 0.2 ml of an emulsion containing 0.1 ml of 0.9%
saline and 0.1 ml CFA (1 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis;
Sigma) on days 0 and 7. Twenty-one days after the
initial injection, arthritis was induced in the immunized ani-
mals by IA injection of mBSA (30 g/cavity), dissolved in 10 |
of saline, into the left tibiofemoral joint, and the contralateral
joint was injected with 10 | of saline alone as a control.

The Balb/c mice were injected with RC-3095 (1 mg/kg
SC) or vehicle (0.9% saline) twice a day for a total of 2 or 10
days, starting on the second day before the induction of
arthritis. Some mice were killed at 24 hours after IA injection, to
study neutrophil migration, articular nociception, and lym-
phocyte proliferation. The remaining mice were reinduced with
the same |A preparation after 4 days, and the mice were Killed
4 days thereafter for studies on cytokines, glycosamino-glycans
(GAGSs), and the distribution of Treg cell populations.

For CIA studies, mice were randomly divided into 4
groups. Group 1 comprised mice that were not manipulated
(nonimmunized), group 2 comprised immunized mice treated
with vehicle (saline, administered SC at 5 ml/kg twice a day for
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10 days after the onset of the disease), and groups 3 and 4
comprised immunized mice treated with either 0.3 mg/kg
(group 3) or 1 mg/kg (group 4) RC-3095, administered SC
twice a day for 10 days after the onset of the disease. The
immunizations were administered by intradermal injection at
the base of the tail with 100 | of emulsion, consisting of equal
parts of CFA containing 5 mg/ml heat-killed M tuberculosis
antigen (strain H37Ra; Difco) and 2 mg/ml bovine CII
(Sigma) in 10 mM acetic acid (day 0). Booster injections of
100 | of emulsion consisting of equal parts of Freund’s
incomplete adjuvant and 2 mg/ml CIl in 10 mM acetic acid
were admin-istered in the other site at the base of the tail 18
days later. Clinical evaluation was performed daily, through
standardized scoring of arthritis, measurement of edema,
and evaluation of articular nociception. The animals were
killed on the eleventh day after treatment, by anesthesia
overdose. The knees of the mice were collected to
determine cytokine levels, and hind paws were collected for
histology and immunohistochemistry analyses.

Arthritis scoring. We used a standardized method
of arthritis scoring to evaluate the degree of swelling and
ery-thema of the paws, in which 0 normal, 1 mild swelling
and erythema, 2 moderate swelling and erythema, 3 severe
swelling and erythema plus loss of function in 2 paws, and 4
total loss of function in a minimum of 3 paws. Onset of
disease, characterized by the development of erythema
and/or paw swelling, was seen between day 25 and day 35.

Edema measurement. Paw thickness was
measured with a plethysmometer (Ugo Basile) before the
induction of CIA (Vo) and every day after the beginning of

the disease (VT), as previously described (31). The amount
of paw swelling was determined for each mouse, and the

difference between the V1 and the Vo was calculated to

obtain the extent of edema (expressed in mm”~).

Evaluation of articular hypernociception. The articu-
lar hypernociception of the tibiofemoral joint was evaluated
using a previously described method (32), with modification. In
a quiet room, mice were placed in acrylic cages (12 10 17 cm
high) with a wire-grid floor for 15-30 minutes before testing for
environmental adaptation. In these experiments, an electronic
pressure meter was used, consisting of a hand-held force
transducer fitted with a polypropylene tip (IITC Inc.— Life

Science Instruments). For this model, a large tip (4.15 mm2)
was adapted to the probe. An increasing perpendicular force
was applied to the central area of the plantar surface of the
hind paw to induce flexion of the tibiofemoral joint, followed by
paw withdrawal. The electronic pressure-meter apparatus
automatically recorded the intensity of the force applied when
the paw was withdrawn. The test was repeated until 3
subsequent measurements that yielded consistent re-sults (i.e.,
variation among these measurements was lower than 1 gm)
were obtained. This represented the flexion-elicited mechanical
threshold for evaluation of articular hyper-nociception, with
results expressed in grams.

Evaluation of in vivo neutrophil migration in AlA.
Neutrophil migration into the knee joints of mice in all groups
was evaluated at the end of the experimental period. The mice
were killed and the articular cavities were washed twice with 5 |
phosphate buffered saline (PBS) containing 1 mM EDTA, and
then diluted to a final volume of 100 | with PBS/EDTA to
evaluate leukocyte migration at the indicated times. The total
number of leukocytes was determined in a Neubauer
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chamber diluted in Turk’s solution. Differential cell counts
were determined in cytocentrifuge on Rosenfeld-stained
slices (Cytospin 4; Shandon). Differential cell counts were
per-formed with a light microscope, with results expressed
as the mean SEM number of neutrophils per cavity.

Assessment of proteoglycan metabolism in patellar
cartilage in AlIA. Sulfated GAG content was evaluated in
patellar cartilage with the 1,9-dimethylmethylene blue (DMMB)
colorimetric assay (Sigma-Aldrich), as previously described
(33). In brief, patellae were fixed overnight and decalcified in
5% (volume/volume) formic acid at room tem-perature for 4
hours before separation of the cartilage layer from underlying
bone, and subsequently digested overnight at 60°C with 60 | of
10 mg/ml of papain (type IV; Sigma) in 0.1M sodium acetate,
pH 6.5, 10 mM L-cysteine, and 50 mM di-sodium EDTA per
patella. The digested patellar tissue was then collected to
measure GAGs using the DMMB assay. The assay was
performed by monitoring the metachromatic reac-tion of
sulfated GAGs with DMMB at 525 nm. The calibration curve
ranged from O to 100 g/ml chondroitin 6-sulfate, with results
expressed as the g of GAG per mg of cartilage.

Lymphocyte proliferation assay in AlA. In vitro
prolif-eration of lymphocytes in the draining lymph nodes
(DLNS) (popliteal and inguinal) of mice was examined using
the MTT assay (34). Mice were killed, and their DLNs were
removed aseptically. A single-cell suspension was prepared

and cultured in triplicate wells (5 105 cells/well in a 96-well
plate) and treated with RC-3095 (0.1 M) or GRP (100 nM)

(35) for 72 hours at 37°C in 5% CO2 in RPMI medium
containing 100 g/ml mBSA or only RPMI medium for control
culture. On the day of the assay, the medium was removed
and MTT (0.5 mg/ml) was added to the medium in each
well. The plate was returned to the incubator for 4 hours,
and the supernatants were then removed and 50 | of DMSO
(Sigma) was added. The plate was agitated in the dark for
10 minutes to dissolve the MTT formazan crystals. The
optical density of each well was read at 480 nm.

Histology and histologic scoring of arthritis in CIA.
DBA/1J mice were killed at designated time points after the
induction of arthritis, and the ankles were dissected and fixed in
10% buffered formalin for 7 days. Paws were then decalci-fied
with 10% nitric acid for 27 hours. Tissues were sectioned and
embedded in paraffin, and slides were prepared and stained
with hematoxylin and eosin. We used a previously described
comprehensive histologic scoring system. Briefly, the tibiotalar,
talus-calcaneal, and midfoot joints were histologi-cally scored
for the following parameters. Synovial inflamma-tion,
determined in 5 high-power magnification fields (HMFs), was
scored for the percentage of infiltrating mononuclear cells, as
follows: 0 absent, 1 mild (1-10%), 2 moderate (11-50%), and 3
severe (51-100%). Synovial hyperplasia was scored for
severity, as follows: 0 absent, 1 mild (5-10 layers), 2 moderate
(11-50 layers), and 3 severe ( 20 layers). Extension of pannus
formation was determined on the basis of the reader’s
impression, as follows: 0 absent, 1 mild, 2 moderate, and 3
severe. Cartilage erosion was determined as the percentage of
the cartilage surface that was eroded, as follows: O absent, 1
mild (1-10%), 2 moderate (11-50%), and 3 severe (51-100%).
Finally, bone erosion was scored as follows: 0 none, 1 minor
erosions observed only on HMFs, 2 moderate erosions
observed at low magnification, and 3 severe transcortical
erosions (36).
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Staining of the tissue was interpreted by 2 blinded and
independent investigators.

Immunohistochemical analysis for GRPR. Serial
sec-tions of the ankles of DBA/1J mice were subjected to
immu-nohistochemistry for detection of GRPR, which consisted
of deparaffinization and rehydration, inactivation of endogenous
peroxidase activity, and blocking of nonspecific reactions (13).
These sections were incubated for 12 hours at 4°C with a
solution of the anti-GRPR primary antibody (Abcam) diluted
1:300. Identification of the primary antibody site was achieved
by subsequent application of biotinylated antibody,
streptavidin—horseradish peroxidase conjugate (LSAB; Dako),
and exposure to diaminobenzidine tetrahydrochloride as chro-
mogen (DAB Kit; Dako), and were counterstained with hema-
toxylin for visualization. Immunohistochemical staining was
scored according to intensity, as follows: 1 mild immuno-
staining, 2 moderate immunostaining, and 3 strong
immunostaining. In addition, the area of distribution was
expressed as the percentage of cells stained. We used a
semiquantitative approach in which the percentage of stained
cells was multiplied by the intensity of staining, and this number
was used for data evaluation. A pathologist, who was blinded to
the clinical and histopathologic information, inde-pendently
analyzed the glass slides.

Measurement of cytokines. The knee joints of mice
with AIA and mice with CIA were dissected, frozen with liquid
nitrogen, crushed in a mortar and pestle, and then solubilized in
PBS. The homogenates were centrifuged at 10,000g for 10
minutes, and the supernatants were used for detection of IL-1 ,
TNF , and IL-17. The concentrations were assessed by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; R&D Systems)
using paired antibodies (detection limit 10 pg/ml).
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Flow cytometry analysis. DLNs (popliteal and ingui-
nal) from Balb/c mice were removed aseptically following
immunization with mBSA and treatment with RC-3095. The
cells were cultured in 12-well plates in RPMI medium (1
106/ml). Cells were stained with fluorescein isothiocyanate
(FITC)—conjugated anti-mouse CD25 or phycoerythrin (PE)—
conjugated anti-mouse CD4 and Cy5-conjugated anti-mouse
CD3, FITC-conjugated anti-mouse or CD25 PE-conjugated
anti-mouse FoxP3 and Cy5-conjugated anti-mouse CD4, and
FITC-conjugated anti-mouse CD25 or PE-conjugated anti-
mouse GITR and Cy5-conjugated anti-mouse CD4. After
washing twice with buffer (1 PBS with 2% BSA), the cells were
analyzed by flow cytometry. The acquisition and analysis of the
samples were performed using FACSCalibur flow cytometry
with CellQuest software (Becton Dickinson).

Statistical analysis. Values are the mean SEM and
are representative of 2 or 3 separate experiments. The
mean values in the different treatment groups were
compared by analysis of variance with Tukey’s adjustment
for multiple comparisons or by Student’s t-test. P values
less than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Amelioration of the inflammatory reaction in
AIA by treatment with RC-3095. IA injection of mBSA
into the tibiofemoral joints of immunized mice induced a
significant neutrophil migration to the articular cavity at
24 hours, as compared with that in the control
contralateral joint in the same mice. Treatment with
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Figure 1. Inhibitory effect of RC-3095 on disease progression in mice with antigen-induced arthritis (AIA). A,
Neutrophil migration into the articular cavity of the knee joints of mice immunized with methylated bovine serum
albumin (MBSA) was assessed 24 hours after treatment with vehicle or RC-3095 (1 mg/kg). Injection of saline
alone was used as a control. P 0.045 versus vehicle treatment, by Student’s unpaired t-test. B, Hypernociceptive
responses were evaluated 1, 3, 5, 7, and 24 hours after intraarticular injection of mBSA. Treatment with RC-3095
inhibited mechanical hypernociception at 3, 5, 7, and 24 hours, as assessed by the paw pressure test. P 0.01
versus vehicle treatment, by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post hoc test. C,
Cartilage damage was assessed by measurement of the glycosaminoglycan (GAG) content using a colorimetric
assay. Arthritis-induced loss of proteoglycans was significantly reduced in mice treated with RC-3095 (1 mg/kg
twice per day), preventing cartilage erosion. P 0.05 versus vehicle treatment, by one-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test. Bars show the mean SEM results in 6 mice per group.
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Table 1. Effects of RC-3095 on the tissue concentration of interleukin-17 (IL-17), IL-1 , and tumor
necrosis factor (TNF ) in mice with antigen-induced arthritis and mice with collagen-induced arthritis*

Saline-injected or
nonimmunized controls

Vehicle-treated
immunized mice

RC-3095—treated
immunized mice

Antigen-induced arthritis

IL-17 41.724.38 81.6711.15% 175.323.15

IL-1 30.630.85 37.240.641 53.245.54

TNF 7.451.82 27.217.16t% 128.348.78
Collagen-induced arthritis

IL-17 0.00.0 0.880.881 25.116.31

IL-1 23.20.57 40.37 3.09t 67.83.82

TNF 0.00.0 3.341.581 16.582.73

* Values are the mean SEM pg/joint in 10 mice per group. Comparisons between treatment groups were
made using one-way analysis of variance followed by Tukey’s post hoc test. RC-3095 (1 mg/kg) or vehicle
(5 mg/kg of 0.9% saline) was administered subcutaneously after arthritis induction in antigen-induced
arthritis and after the onset of arthritis in collagen-induced arthritis. The cytokine concentrations in the joint
tissue were assessed by enzyme-linked immunosorbent assay at 24 hours after arthritis induction.

1 P 0.05 versus vehicle-treated immunized mice.

RC-3095 greatly reduced antigen-induced recruitment
of neutrophils into the synovial cavity during joint
inflammation (Figure 1A).

Inflammation-related hypernociception was first
noticeable at 3 hours after antigen challenge, and then
became more intense by 5 hours, peaked at 7 hours,
and was persisting at 24 hours. Treatment with RC-3095
(1 mg/kg, twice per day) diminished the extent of
inflammation-related hypernociception observed at 5, 7,
and 24 hours after antigen challenge in immunized mice
compared to that in vehicle-treated immunized mice
(Figure 1B). The GAG content, an indicator of turnover of
proteoglycans, was decreased in vehicle-treated ar-
thritic mice compared with treatment-naive (saline only)
animals. This loss of GAGs was prevented in mice
treated with RC-3095 (Figure 1C).

Effects of RC-3095 on the immune response
in AlA. Levels of the proinflammatory cytokines IL-17,
IL-1 , and TNF and the antiinflammatory cytokine IL-
10 in articular tissue were analyzed on day 8 after 1A
injection of MBSA and treatment with RC-3095. IL-17,
IL-1 , and TNF were systemically overproduced in the
vehicle-treated mice with AIA. All cytokine levels were
decreased in the RC-3095 treatment group, in
correla-tion with the degree of amelioration of the
inflammatory reaction as measured with the
parameters utilized in this study (Table 1).

In order to determine whether RC-3095 alters the
proliferation of lymphocytes from the DLNs (popli-teal
and inguinal) when mice were exposed in vitro to the
immunization antigen, cells were isolated from mice 8
days after immunization. Treatment with RC-3095 in
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Figure 2. Effects of RC-3095 on the arthritis score, edema, and hypernociception in mice with collagen-induced arthritis (CIA). DBA/1J mice were
sensitized to type Il collagen, and the development of arthritis was evaluated clinically using a clinical arthritis score (A), measurement of hind paw
edema by plethysmometry (B), and measurement of hypernociception using the paw pressure test (C). P 0.01 for both RC-3095 treatment groups
versus vehicle-treated mice with CIA, by one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test for comparisons of clinical score and paw
edema, and by two-way ANOVA with Tukey’s post hoc test for comparisons of hypernociception. Results are the mean of 6 mice per group.
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Figure 3. Histopathologic features of representative ankle joints from
male DBA/1J mice, as assessed by hematoxylin and eosin staining. A,
Nonimmunized mice showed normal articular cartilage, absence of
infiltrates in the synovium, and open joint space. B, Vehicle-treated mice
with collagen-induced arthritis (CIA) showed marked infiltration of
inflammatory cells and synovial hyperplasia with pannus formation in
the joint space, as well as extensive cartilage and bone erosions. C,
Mice with CIA treated with 0.3 mg/kg RC-3095 showed moderate
synovial inflammation and extension of pannus similar to that in the
vehicle-treated group. D, Mice with CIA treated with 1 mg/kg RC-3095
showed only mild inflammatory cell infiltration and nearly normal joint
architecture. Original magnification 20.

vitro dramatically inhibited the proliferation of lympho-
cytes (P 0.0001) when compared to that in vehicle-
treated mice and that in mice with GRP exposure
(results not shown).

Proportions of the Treg cell population are
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known to change with AIA immunization, and therefore
we sought to investigate the effect of RC-3095 on the
ratio of positive expression of Treg cells, by assessing
differences in surface marker expression (CD25hlgh
FoxP3 GITR ) in peripheral DLN-derived cells. Flow
cytometry analysis indicated that RC-3095 markedly
increased the proportion of CD25h'ghFoxP3 GITR cells
(P 0.05) when compared with that in the vehicle-treated
group (results not shown).

Inhibition of the development of CIA by RC-
3095. The CIA model is characterized by aggressive
synovitis, extensive pannus formation, cartilage degrada-
tion, and focal bone erosion. After 21 days of ClI
induction of disease, all animals had developed a severe
arthritis in the paws, whereas there were no changes in
the nonimmunized control group. Progression of disease
was indicated by an increase in edema and erythema of
one or both ankle joints, followed by involvement of the
metatarsal and interphalangeal joints. Fully developed
arthritis, including red and swollen paws, was observed
3-6 days after the onset of inflammation.

There was a clear difference in the arthritis score,
extent of edema, and mechanical hypernociception be-
tween the vehicle-treated and RC-3095 (0.3 mg/kg or 1
mg/kg twice per day)-treated animals (Figures 2A-C).
Both doses markedly improved all 3 of these
parameters, with differences in edema and the arthritis
score seen from day 3 of disease onset.

Reduction in the histopathologic changes of
the joint by RC-3095 in mice with CIA. Representative
histologic findings for each experimental group are
shown in Figure 3, and the histologic scores are detailed
in Table 2. The nonimmunized animals exhibited a
normal architecture of the ankle joints, with normal

Table 2. Synovial histologic scoring of the ankles of mice with collagen-induced arthritis treated with

RC-3095*
RC-3095

0.3 mg/kg 1 mg/kg Vehicle
Synovial inflammation 2(0-3) 0(0-3)t 3(2-3)
Synovial hyperplasia 0(0-1)t 0 (0-1)f 1(1-2)
Extension of pannus 1.5(0-3) 0 (0-2)t 2 (1-3)
Cartilage erosions 1(0-2)t 0 (0-2)f 2 (1-3)
Bone erosions oO-1)t 0 (0-2)f 2 (1-3)

* Values are the median (25th—75th percentile) histologic scores (scale 0-3 for all measures) of the
ankles from mice with collagen-induced arthritis (n 10 animals per group) treated with RC-3095 at 0.3
or 1 mg/kg, or saline as vehicle control, for 10 days after the onset of experimental arthritis. All
comparisons of the RC-3095 treatment groups with the vehicle-treated group were made using the
Kruskal-Wallis test with Dunn’s test for multiple comparisons.

1P 0.05 versus vehicle-treated and RC-3095 (1 mg/kg) groups.

TP 0.05 versus vehicle-treated and RC-3095 (0.3 mg/kg) groups.
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Figure 4. Evaluation of gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) expression in the ankle joints of mice with collagen-
induced arthritis (CIA), as assessed by immunohistochemistry. A, Immunostaining for GRPR was significantly less intense
in the RC-3095-treated groups (both doses) than in the vehicle-treated group of mice with CIA. Nonimmunized (non-IM)
animals were used as a control. Bars show the mean SEM of 6 mice per group. P 0.01 versus vehicle-treated mice, by
one-way analysis of variance followed by Tukey's post hoc test. B—E, Results of immunohistochemical analyses of
representative ankle joint tissue sections reveal mild immunostaining for GRPR in nonimmunized animals (B), strong
immunostaining on inflammatory infiltrates in cartilage of vehicle-treated mice with CIA (C), and mild immunostaining with
less intensity and a smaller area of expression, indicative of a lower expression of GRPR, in RC-3095—treated animals
with CIA receiving a dose of 0.3 mg/kg (D) or 1 mg/kg (E) twice per day. Original magnification 20.

appearance of the cartilage lining, the joint surface, and
the underlying bones, without any inflammatory infil-
trates in the synovial tissue (Figure 3A). Vehicle-treated
animals presented a highly abnormal histologic appear-
ance of the joint, with pronounced synovial inflamma-
tion, synovial hyperplasia, pannus formation, and exten-
sive erosive changes in the cartilage and bone (Figure
3B). In contrast, the animals treated with RC-3095 at a
dose of 1 mg/kg showed a remarkable inhibition in all
histologic findings of arthritis, displaying only mild in-
flammatory cell infiltration and nearly normal joint
architecture of the anterior paws (Figure 3D) when
compared with vehicle-treated mice. In contrast, the 0.3
mg/kg dose of RC-3095 was shown to be less effective
in all scores of histologic features; in particular, the mice
treated with 0.3 mg/kg RC-3095 exhibited synovial in-
flammation and extension of pannus similar to that in the
vehicle-treated group (Figure 3C).

Effect of treatment with RC-3095 on GRPR ex-
pression in articular tissue in the CIA model. Immuno-
histochemical analysis for GRPR was performed in the
articular tissue of mice with CIA (Figure 4). Staining for

GRPR was detected both in the cytoplasm and on the
cell membrane, and all ankle tissue sections expressed
the receptor. No membrane staining was seen. The
staining was often multifocal and sometimes diffuse.

GRPR was significantly less intensely expressed
in the RC-3095—treated group than in the vehicle-treated
group (Figure 4A). The nonimmunized animals showed
light staining for GRPR (Figure 4B). An in-crease in
GRPR expression could be observed in the synovial
cells (fibroblasts and interstitial cells) and some-times in
the cartilage (chondrocytes lining the articular surface) in
the animals of the vehicle-treated group, in conjunction
with severe articular inflammation, charac-terized by
inflammatory infiltration into the vessels, synovial
membrane, and cartilage (Figure 4C). The RC-3095-
treated groups (0.3 mg/kg and 1 mg/kg twice per day)
showed a smaller expression of GRPR, in terms of both
area and intensity (Figures 4D and E).

Alteration of the release of proinflammatory
cytokines by RC-3095 in mice with chronic CIA. The
levels of the proinflammatory cytokines IL-17, IL-1 , and
TNF in the articular tissue were analyzed using
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ELISA on day 10 after the onset of disease. Treatment
with RC-3095 (1 mg/kg twice per day) significantly
reduced the levels of all 3 proinflammatory cytokines in
the joint tissue of mice with CIA, when compared with
that in the vehicle-treated group, the latter of which
displayed a systemic overproduction of all 3 cytokines in
the articular tissue (Table 1).

DISCUSSION

In the present study, we evaluated the effects of a
selective GRPR antagonist, RC-3095, on 2 different
models of RA, comprising mice with CIA and mice with
AlA. In both models, the histopathologic findings are
similar to those observed in RA patients. Our findings
demonstrate that RC-3095 treatment significantly atten-
uates the development of arthritis in both AIA and CIA.
This was evidenced by the observed reduction in clinical
scores and synovial inflammation in the treated animals
from both experimental models. In the AIA model,
reduction of neutrophil influx into the joint cavity,
hypernociception, damage to the articular cartilage,
lymphocyte proliferation, and an increase in Treg cell
numbers were observed, while in the CIA model, there
was significant reduction in the hypernociception, num-
ber of inflamed paws, visually determined inflammation
score, and proinflammatory cytokine levels. Virtual ab-
rogation of the chronic synovitis, seen on histopathologic
analysis, and prevention of damage to the joint are
indicative of a protective effect of RC-3095, also at the
structural level. Demonstration of efficacy in different
species and models is a crucial proof-of-concept step to
establish the therapeutic value of a compound.

Despite the known effects of GRP on tissue
growth (16) and on the gastrointestinal system
(37,38), respiratory tract (39), and nervous system
(40), little is known about the its physiologic effects on
immune function. GRP seems to modulate, as either
a stimulator or inhibitor, the function of lymphocytes,
phagocytes, and natural killer cells. Lymphocytes,
neutrophils, eosino-phils, macrophages, mast cells,
and endothelial cells all express the receptor for GRP,
indicating a possible role of this peptide in
inflammatory conditions (11,12). The expression of
GRPRs depends on cell differentiation, and GRP can
stimulate or inhibit responses, depending on the
maturity and state of activation of the target cell (41).

Previous work has shown that GRP can exert a
significant effect on different aspects of immune regu-
lation in arthritic joints. Bombesin/GRP-like peptide is
clearly detectable in the synovial fluid of patients with
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RA, but not that of control subjects, in correlation with
inflammatory cytokine levels and the erythrocyte sedi-
mentation rate (7). Grimsholm et al (13,14) have
clearly demonstrated the presence of GRPR in both
the inflam-matory infiltrate and on the articular
chondrocytes of arthritic mice. They also observed
frequent bombesin/ GRP-immunoreactive varicose
nerve fibers in associa-tion with the inflammatory
infiltrate, and the presence of GRPR in some cells in
the infiltrate (13,14). The present study thus shows
that bombesin/GRP can be added to the list of
neuropeptides present in joint innervations, especially
in association with inflammatory infiltrates.

Many antagonists for the bombesin/GRPR have
been synthesized and tested for their ability to inhibit the
effects of this peptide (37,38). RC-3095 has been tested
in an animal model of sepsis, in which the treatment was
shown to decrease the production of proinflammatory
cytokines, such as TNF and IL-1 , without changing the
production of the antiinflamma-tory cytokine IL-10,
leading to improved survival of the treated animals (17).
In an animal model of uveitis, RC-3095 elicited important
action against oxidative damage in the irides, and also
exhibited antiinflamma-tory actions by reducing the
activity of myeloperoxidase and decreasing the levels of
TNF and MCP-1 to a higher extent than that with
dexamethasone (18). In an animal model of gastric ulcer,
RC-3095 treatment, ad-ministered alone or in
combination with omeprazole, was effective for the
inhibition of acid secretion, in addition to exerting
protective effects by reducing gastric oxidative injury
(19). Finally, in an animal model of ulcerative colitis, RC-
3095 reduced the severity of in-flammatory bowel
disease, and its antiinflammatory activity was associated
with a reduction in the colonic expression of TNF (39).

Recently, our group demonstrated the effect of
RC-3095 in a model of arthritis induced by CFA. The
results demonstrated that treatment with RC-3095 led to
improvement of arthritis, by reducing the ankle thick-
ness in the affected paw, reducing the joint damage, and
decreasing cytokine serum levels. This prior study was
the first to evaluate the protective effect of an antagonist
of bombesin/GRP in these conditions (20).

New therapies for RA have recently been devel-
oped, in which the aim has been to inhibit inflammation
mediators such as TNF (etanercept, adalimumab, and
infliximab), IL-1 (anakinra), and IL-6 (tocilizumab).
However, there is evidence that although these anticy-
tokine therapies are effective, a single cytokine target will
likely benefit a specific subset of patients with RA.
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Other proinflammatory mediators, such as neuropep-
tides, are also involved, but the relationship of neuro-
peptides with cytokines in RA has received little atten-
tion. A large number of agonists and antagonists of
neuropeptide receptors have been produced and
could be tested alone or in combination with
preexisting therapies (40,42).

These studies of the GRPR antagonist RC-3095
in experimental models of arthritis may provide relevant
information on the development of the disease and
increase the knowledge of new treatments for RA. The
promising results that we have observed in the model of
arthritis induced by CFA point to the need to better
assess the efficacy and potential mechanisms of action
in other models that are most similar to human RA. Such
knowledge would be essential for the subsequent pro-
gression to the stage of clinical trials with the drug.

It is likely that multiple mechanisms are involved
in the protection conferred by RC-3095 in arthritis. The
reduction in the acute influx of neutrophils in AlA, leading
to decreased hypernociception and cartilage
degradation, contributes to the joint protection. The
extent of joint damage observed in AlA is closely related
to an increase in the production of proinflammatory
cytokines, but, most prominently, that of IL-17 (43). RC-
3095 decreased the release of TNF , IL-1 , and IL-17
and increased the Treg cell population. There was also a
significant reduction in the rate of lymphocyte
proliferation in RC-3095—treated animals.

In conclusion, the present results support the
view that interference of the neuropeptide GRP path-
way by RC-3095 has immunomodulatory and
antiinflam-matory effects and was able to attenuate
damage and progression of disease in experimental
models of arthri-tis. Such observations support the
future development of clinical trials in RA with this
potential new therapeutic strategy.
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7. Conclusdes

De acordo com os métodos utilizados neste estudo e os resultados obtidos no mesmo,

podem ser enunciadas as seguintes conclusdes:

O RC-3095 foi capaz de melhorar a artrite experimental:

- Diminuindo a inflamagao nos achados clinicos

- Atenuando o dano articular

- Diminuindo os niveis do tecido articular de IL-17, IL-18 e TNF

- Diminuindo a linfoproliferagdo quando comparado com o grupo veiculo do
tratamento

- Aumentou a subpopulacéo de células T regulatérias, inibindo o disbalanco Treg
versus Th17

- Diminuindo a expresséo do receptor de GRP nos tecidos articulares.

Como perspectivas futuras, esperamos testar o RC-3095 na clinica.
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8. Anexos
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8.1 ANEXO | — Fluxograma do Procedimento Experimental

Fluxograma do Procedimento Experimental

Artrite Induzida por Antigeno

Camundongos Balb/c, machos, +20g

l

Imunizagéo de 200ul de mBSA+CFA

0 e 7° Dia
/ 21° Dla
Injecéo i.a. 10 ul de salina Injecé@o i.a. 30 ug de mBSA

| | N

Pata Contralateral Grupo_PIacebo Grupo_Tratado
N=10 N=10
Controle
N=10 l l
Salina RC-3095
(5 mi/kg/ 2x dia, SC) (1 mg/kg/ 2x dia, SC)
24 horas

I— 22 ° Dia Morte

Migracéo de neutrdfilos articulares, Dor e Linfoproliferagéo

25° Dia - Re-injegéoi.a. 30 ug de mBSA

Analise das citocinas- IL-17, IL-1 e TNFa; Dosagem dos GAG's e Células Treg dos LND
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Fluxograma do Procedimento Experimental

Artrite Induzida por Colageno tipo Il

Camundongos DBA1/J, machos, +20g

l

Imunizacéo de 50ul de CII+CFA
Dia 0

Booster com 50ul de CII+IFA

18° Dia
Grupo Controle Grupo Placebo Grupo Tratado
N=10 N=10 N=20
Salina RC-3095
(5 mi/kg/ 2x dia, SC) (0.3 ou 1 mg/kg/ 2x dia, SC)

Escore da artrite, avaliagéo da dor, e do edema
Durante 10 dias de doenca

11° dia ap06s inicio da artrite
Morte

Joelhos para determinacgéo de citocinas ( IL-17, IL-1B e TNFa);
Tornozelos para escore hitoldgico e imunohistoquimica para GRPR
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8.2 ANEXO Il — Protocolo para andlise histopatolégica das
articulacdes (Brenner et al, 2005)

Histopatologia da Articulacdo — Protocdlo de Interpretacéo

Cddigo do animal:

Infiltrado Inflamatério mononuclear
[10 ausente []1leve (1-10%) []2 moderado (11-50%) [] 3 severo (51-100%)

Hiperplasia Sinovial
[10ausente []1 leve (5-10cam.) [] 2 moderado (11-20cam.) [] 3 severo (20cam.)

Estenséo da Formacao de Pannus

[10ausente []1leve [12 moderado []3 severo

Erosao da Cartilagem
[10ausente []1leve (1-10%) []2 moderado (11-50%) [] 3 severo (51-100%)

Eros&o Ossea
[10ausente []1leve (BHPF) []2 moderado (>aumento) [] 3 severo (erosao

transcortical, invade medula éssea, heoformacéo 6ssea cortical)
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