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INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, inflamatéria, sistémica e cronica, caracterizada principalmente pelo acometimento simeétrico de
pequenas e grandes articulacdes. E uma doenca de etiologia desconhecida que afeta principalmente em torno de 1% da populacido mundial e 0.46% da
populacao brasileira. Acomete as mulheres duas vezes mais do que os homens.

O peptideo liberador da gastrina (GRP) e seu receptor (GRPR) estdo relacionados com diversas funcdes no organismo, incluindo a resposta
iInflamatoria. Ambos apresentam relacao com a AR, visto que ja ha relatos da presenca do GRP na membrana e fluido articular de pacientes, bem como,
do GRPR no infiltrado inflamatorio de camundongos. Por fim, o RC-3095 &€ um antagonista de alta especificidade do receptor de GRP.

OBJETIVO
Investigar a presenca e expressao génica de GRPR e GRP em fibroblastos sinoviais bem como sua regulacao pelo tratamento com RC-3095.

MATERIAL E METODOS

A partir das articulacGes (femotibial) de camundongos DBA/1J com artrite induzida por colageno isolou-se fibroblastos sinoviais (FLS) para posterior cultivo
em meio DMEM suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB).

1.Imunocitoquimica 2. Ensaio de viabilidade

Lavagem
com PBS . ~ . ,
N Blogueio das Incubagdo com g = 5 v O 24h . 24-48 h 4h
Fixagdo | =2 Recuperacao —> | ligagdes |==| anti-GRPR1:100 —_— o — MTT —
antigénica . - . e RC-3095 (0,05 a
inespecificas overnight RS R RS 10uM) e GRP
Lavagem l (0,1 -10uM)
com PBS 570 nm
Revelacio Incubacdao com
€ anti-rabit 1:100
com DAP - por
o 1h R
— 4. Teste de migracéao/invasao celular
3. gRT-PCR
. 24h + Plagueamento dos Tratamento:
’ Conversao - -
| - Tratamento: 30 Extracdo de de RNA Primer para o Adigdo de meio FLS (2x10 5) com RC-3095 (1uM),
@ ; RC-3095 1 puM ; RNA 3 € DNAem 3 GRPR e GRP de cultura com meio de cultura livre | ==3| GRP (10uM)e
¢ SFB a placa. de SFB na parte GRP+RC
l superior do inserto.
| l 24h
Inserto é
corado com
Cristal Violeta
5. ELISA
Tratamento: 54h
i GRP 10uM, Extragdo de
w RC 1pM e proteinas
GRP+RC
630 nm
1. Imunocitoquimica evidenciando a 2. Efeito do RC-3095 e do GRP sobre a viabilidade de FLS 3.Expressao génica de GRP e GRPR por
presenca do receptor de GRP nos FLS qRT-PCR
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Figura 1. Avaliacdo da presenca do Figura 2: Viabiabilidade dos FLS tratados com RC-3095 e com GRP por 24h e 48h. Figura 3: As células foram tratadas com RC-3095 por
receptor de GRP avaliado através de Porcentagem de células viaveis calculada atraves de ANOVA. 24h+30min. Os dados s&o expressos por delta-delta
imunocitoquimica. CT para o genes GRP e GRPR.
4. Dosagem de GRP nos FLS através de ELISA 5. Avaliacao da migracéo/invasao nos FLS
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Figura 4: a) Dados representativos do sobrenadante de FLS. b) Dados representativos da fracao citosoélica dos FLS. Para Figura 5: As células foram tratadas com 1 uM de RC-3095, 10 uM de GRP ou
ambos as células foram tratadas com RC 1uM, GRP 10uM ou GRP+RC-3095. As barras representam a média + SEM (n=4) e com RC-3095+GRP. As barras representam a média + SEM; (*) p < 0.05 GRP
os dados foram analisados através de ANOVA seguida por Tukey; * p < 0.05 x controle; (##) p< 0.01 GRP x GRP+RC-3095; (###) p<0,001 GRP x RC-3095.
CONCLUSOES

Pela primeira vez foi descrito a presenca de GRPR nos FLS e sua capacidade de produzir GRP. Alem disso, o GRP e capaz de aumentar a
Invasado dos FLS enquanto que o RC-3095 diminui. Dessa forma, esses resultados indicam a via do GRP/GRPR como uma rota importante na
patofisiologia e nova estrategia terapéutica para AR.
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