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RESUMO

Varios estudos tém mostrado o papel do peptideo liberador de gastrina (GRP) sobre
a producéo e liberacdo de citocinas tanto em modelos animais quanto em humanos
com doencas inflamatérias, mas ndo existe nenhum relato sobre os efeitos do
peptideo liberador de gastrina em uveite. Nos relatamos os efeitos do antagonista de
receptor de GRP (GRPR), RC-3095, em um modelo bem estabelecido para uveite
induzido pela administracdo de lipopolissacarideos (LPS), comparando seus efeitos
aos dos glicocorticoides. Ratos adultos machos Wistar (pesando 250-300g, n = 6 por
grupo) foram divididos em quatro grupos: (1) salina (2) LPS + salina (3) LPS +
dexametasona (4) LPS + RC-3095. Duas horas apés a administracao do LPS, RC-
3095 (0.3mg/kg, dose Unica, por via subcutanea) ou dexametasona (1mg/kg, cada 6
horas, por via subcutanea) foram administrados. Apos 24 e 48h os ratos foram
anestesiados e amostras do humor aquoso foram aspiradas bilateralmente com uma
agulha 30-G e a iris foram removidas sob a visualizacdo de um microscopio. A
concentracdo de TNF-a e a atividade da mieloperoxidase (MPO) foram
determinadas no humor aquoso. Além disso, danos oxidativos na iris foram
determinados pela medida de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e
proteina carbonil. A pronta administracdo do RC-3095 exibiu acentuada acao
antiinflamatéria, caracterizada por uma marcada reducdo da atividade da
mieloperoxidase e uma diminui¢cao nos niveis de TNF-a. Além disso, RC-3095 revela
uma importante agdo contra danos oxidativos na iris. Estes achados sugerem que o
GRP participa na resposta inflamatéria em um modelo animal de uveite, sendo o
GRPR um alvo para novas opcoes terapéuticas no tratamento de uveite.

Palavras-chave: uveite; lipopolissacarideo; dexametasona; receptores de peptideo
liberador de gastrina; RC-3095; dano oxidativo.



ABSTRACT

Several studies have shown the role of gastrin-releasing peptide (GRP) on the
production and release of cytokines both in animal models and humans with
inflammatory diseases, but there is no report on the effects of GRP in uveitis. We
report on the effects of the GRP receptor (GRPR) antagonist, RC-3095, in a well-
established model for uveitis induced by the administration of lipopolysaccharide
(LPS) comparing its effects to glucocorticoids. Adult male Wistar rats (weighing 250-
300g, n=6 per group) were randomly divided into four groups: (1) saline (2) LPS +
saline (3) LPS + dexamethasone (4) LPS + RC-3095. Two hours after LPS
administration, RC-3095 (0.3mg/kg, single dose, subcutaneously) or dexamethasone
(Img/kg, each 6 hours, subcutaneously) were administered. After 24 and 48h rats
were anesthetized and aqueous humor was sampled bilaterally by aspirating with a
30-G needle under microscope visualization, and the irides were removed. Aqueous
humor TNF-a concentration and myeloperoxidase (MPO) activity were determined. In
addition, oxidative damage to the irides was determined by the measure of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and protein carbonyl content. The
acute administration the RC-3095 exhibited pronounced anti-inflammatory actions,
characterized by a marked reduction of myeloperoxidase activity and a decrease on
TNFa levels. In addition, RC-3095 elicit important action against irides oxidative
damage. These findings suggest that GRP patrticipate in the inflammatory response
in an animal model of uveitis, being the GRPR a target to new therapeutic options in
the treatment of uveitis.

Keywords: uveitis; lipopolysaccharide; dexamethasone; Gastrin-releasing peptide
receptor; RC-3095; Oxidative damage.
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1.INTRODUCAO

O termo uveite indica inflamacao da cordéide (coroidite), do corpo ciliar (uveite
intermediaria, ciclite, uveite periférica, ou pars planite), ou da Iris (irite), podendo
estar associada a condi¢Bes inflamatdrias auto-imunes ou infecciosas (Michel &
Foster, 2002; Vaughan et al., 2003). A uveite geralmente afeta pessoas entre 20-50
anos de idade e corresponde a cerca de 10-15% dos casos de cegueira nos paises

desenvolvidos (Vaughan et al., 2003).

A uveite constitui importante causa de cegueira em todo mundo. Sua
incidéncia é reportada nos Estados Unidos numa faixa que varia de 17 a 24 por
100.000 habitantes por ano, e sua prevaléncia de 38 a 204 por 100.000 habitantes
por ano. Estudos epidemioldgicos podem refletir diferentes padrbes de etiologia das
uveites, no entanto eles podem mostrar caracteristicas particulares de cada centro
(terciario, critério de diagndstico, interesses especificos) (Fernandes et al., 2000).
Em nosso meio, uveite € o principal diagnéstico encontrado em individuos que
freqientam instituicbes para reabilitacdo visual e é responsavel por 4% dos
atendimentos em servi¢os de urgéncia. Sua incidéncia varia de 14 a 28 em 100.000

habitantes (Gouveia et al., 2004).
1.1 - Resposta inflamatoéria — Mecanismos gerais

As células do sistema imune estdo amplamente distribuidas pelo organismo,
mas quando se instala um processo infeccioso, ha a necessidade de concentrar
estas células e seus produtos no local da infeccdo. Este processo se manifesta

como uma inflamacgéo e compreende trés eventos principais:

- Aumento do suprimento sangliineo para a area afetada,



- Aumento da permeabilidade capilar ocasionado pela retracdo das células
endoteliais, como consequente escape de moléculas maiores permitindo, entdo, que

os mediadores soluveis da imunidade atinjam o local da infecgéo.

- Migracéo dos leucdcitos, dos capilares para os tecidos circundantes. Na fase final
da inflamacado, os neutrdéfilos sdo particularmente prevalentes, mas tardiamente no
processo, 0s monaocitos e linfécitos também migram para o local inflamado (Roitt et

al., 2003).

O processo de migracao celular € controlado por quimiocinas na superficie do
endotélio das vénulas nos tecidos inflamados. As quimiocinas ativam as células
circundantes promovendo sua ligacdo ao endotélio e iniciando a migracdo dos
leucdcitos através do endotélio. Uma vez nos tecidos, as células migram em direcao
do local da infeccdo através de um evento de atracdo quimica conhecido como
quimiotaxia. Por exemplo, os fagocitos migram ativamente mediante gradientes de
concentracdo de determinadas moléculas (quimiotaticas). Um dos componentes do
complemento, o fragmento Cba, € particularmente ativo, exercendo atracdo sobre
neutréfilos e mondcitos. Quando o C5a purificado é aplicado in vivo a base de uma
lesdo, em pouco tempo observa-se a adesao dos neutrofilos aos capilares vizinhos.
Os neutrdfilos atingem os tecidos passando por entre as células endoteliais e
abrindo a membrana basal dos microvasos, num processo de diapedese (Roitt et al.,

2003).

A maioria dos sistemas biolégicos requer uma interagdo celular para seu
desenvolvimento e regulacao, incluindo o sistema imune. A comunicagao entre as
células imune geralmente envolve uma variedade de citocinas que sao induzidas por

um largo espectro de estimulos e secretados por muitos tipos celulares, Estes



mediadores sao particularmente importantes na promoc¢do da proliferacdo e
diferenciacdo das células hematopoiéticas e na regulacdo e determinacdo da
natureza da resposta imune. Além disso, elas participam em varios processos
inflamatorios. Cada citocina exerce um numero de efeitos em diversos alvos
celulares diferentes, e sua acdo pode ser modulada pela presenca de outras
citocinas.(interacdo entre as citocinas pode ser sinérgica ou inibitoria), contudo cada
citocina pode induzir ou inibir a producdo de outras. Estas observacdes levam ao
conceito de uma rede de citocinas que controlam o processo fisiolégico da

imunidade (Theze, 1999).

1.2 — Resposta inflamatoria nas uveites

Recente estudo em modelo animal de uveite mostrou que as quimiocinas
CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a e CCL5/RANTES séo expressas em diferentes regioes
do globo ocular durante o processo inflamatério (Crane et al.,, 2001). Estas
caracteristicas parecem ocorrer também em seres humanos. A quimiocina na
CXCLS8/IL-8, que € capaz de induzir a migracao e ativacdo dos neutrdfilos e a sua
interagcdo com células endoteliais vasculares, tem sido encontrada em niveis
elevados no soro de pacientes com doenga de Behget (Wang et al.,1997; Mantas et
al., 2000). Em estudo envolvendo pacientes com uveite anterior idiopatica, se
encontram niveis elevados de CXCLB8/IL-8 em humor aquoso em 50% das amostras
de pacientes com uveite em atividade, enquanto que em pacientes na forma
quiescente da doenca ndo foram encontradas alteragdes desta quimiocina (Verma et

al., 1997).
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As citocinas pré inflamatorias interleucina (IL)-18, IL-2, IL-6, interferon-y e
fator de necrose tumoral-a foram todos detectados dentro dos fluidos ou tecidos
oculares do olho inflamado juntamente a IL-4, IL-5, IL-10 e fator de transformacao de
crescimento-B. As quimiocinas IL-8, proteina quimiotatica de mondcitos-1, proteina
inflamatoria de macrofago (MIP)-1a, MIP-1[ e fractalcina parecem estar envolvidos

na resposta inflamatoria (Kenneth et al., 2006).

TNF-a é sintetizada por mondcitos, macrofagos, neutrofilos, mastécitos,
células natural killer (NK) e células T (Tracey, 1997). Durante 0 processo
inflamatorio, € orquestrado a futura infiltragédo leucocitéria via molécula de adesao,
maturacdo e sobrevivéncia de células dendriticas, ativacdo de macrofagos,e
direcionamento Thl nas respostas das células T dentro dos tecidos na uveite
experimental (Dick et al., 2004). Foi visto uma expressao aumentada de TNF-a em
infiltrados de células inflamatérias proximo ao pico inflamatério de uveite
experimental (Okada et al., 1998). Aumento de TNF-a mRNA foi detectado no corpo
ciliar e iris no pico da doenca uveite anterior experimental (de Kozak & Verwaerde,

2002).

1.3 - Resposta ao LPS — Implica¢gGes para o modelod e uveite

O lipopolissacaridio bacteriano (LPS ou endotoxina) é um produto de
bactérias Gram-negativas e um potente estimulador das respostas imunes inatas
que acentua a morte das bactérias, mas ele pode também causar alteracdes
patologicas significativas no hospedeiro. O LPS é uma mistura de fragmentos das
paredes celulares externas das bactérias Gram-negativas e contém tanto
componentes lipidicos quanto porgfes polissacaridicas. Os grupos polissacaridicos

podem ser altamente varidveis e sdo 0s principais antigenos das bactérias Gram-
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negativas reconhecidos pelo sistema imune adaptativo. A porcao lipidica, em
contraste, € altamente preservada e € um exemplo de um padrdao molecular

reconhecido pelo sistema imune inato. (Abbas & Lichtman, 2005).

As duas proteinas humorais importantes que reconhecem o LPS sédo a
proteina de ligacdo do LPS (LBP, LPS-binding protein) e a CD14 soluvel . Cada
uma dessas proteinas pode formar complexo com o LPS existente na superficie
bacteriana, e, por sua vez, esses complexos sao eficientemente reconhecidos por
receptores de superficie especializados presentes nas células endoteliais,
neutréfilos, mondcitos e muitos outros tipos celulares humanos (Parslow et al.,
2004). Ao mesmo tempo, a interacdo desses complexos de LPS com pelo menos
uma classe de receptores denominados receptores semelhantes ao Toll, transmite
sinais no interior da célula que pode levar a grandes alteracdes fisiolégicas no
hospedeiro. Os receptores semelhantes ao TOLL (TLRs) sdo uma familia de
proteinas de membrana que servem como receptores de reconhecimento de padrao
para uma variedade de moléculas derivadas de microorganismos e estimulam as
respostas imunes inatas aos microorganismos expressando estas moléculas. Os
TLRs s&o expressos em muitos tipos celulares diferentes que sdo componentes do
sistema imune inato, incluindo macréfagos, células dendriticas, neutrofilos, células
epiteliais mucosas e células endoteliais. A via de sinalizacdo predominante usada
pelos TLRs resulta na ativagcdo do NF-kB . Nessa via, a ligagao do ligante ao TLR na
superficie de célula leva ao recrutamento de varias moléculas de sinalizacdo
citoplasmaticas, mediante interacbes especificas dominio-dominio. A primeira
proteina a ser recrutada é a proteina adaptadora citoplasmatica MyD88, a qual
contém um dominio TIR que provavelmente se liga ao dominio TIR do TLR. A

MyD88 também contem um dominio de morte, homologo ao encontrado nas
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moléculas de sinalizacéo da familia de receptores TNF. Uma segunda proteina a ser
recrutada dentro do complexo de sinalizacdo € chamada cinase associada ao
receptor de IL-1 (IRAK). A IRAK contem um dominio de morte que medeia as
interacbes com o dominio de morte da MyD88 e com o dominio serina/treonina da
proteina-cinase. Quando ocorre o recrutamento, a IRAK sofre autofosforilacéo, se
dissocia da MyD88 e ativa o fator 6 associado ao TNF-R (TRAF-6). O TRAF-6,
entdo, ativa a cascata da cinase IkB, levando a ativacdo de NF-kB. Os genes que
Sa0 expressos em respostas a sinalizacdo pelo TLR codificam proteinas importantes
em muitos componentes diferentes das respostas imunes inatas. Estas incluem
citocinas inflamatoérias (TNF-a, IL-1 e IL-12), moléculas de adesdo endotelial (E-
selectina) e proteinas envolvidas nos mecanismos de morte microbiana (sintase

induzida do éxido nitrico) (Abbas & Lichtman, 2005).

1.4— Novos mediadores inflamatérios — caso do pepti  deo liberador de gastrina

A bombesina é um peptideo isolado por Anastasi et al. a partir da pele de
sapo Bombina bombina em 1971 (Anastasi et al., 1971). Um analogo mamifero da
bombesina, com potente atividade liberadora, o peptideo liberador de gastrina
(GRP), foi caracterizado quimicamente em 1978 a partir do tecido gastrico de suinos
(McDonald et al., 1978). Pouco tempo depois um novo analogo da bombesina foi
identificado a partir da medula espinhal de suinos foi identificada a neuromedina B

(NMB) (Minamino et al., 1983).

GRP e a bombesina partilham de uma sequéncia altamente conservada o
que é necessario para imunogenicidade e para alta afinidade na ligacdo ao GRP-

receptor (GRPR) (Sunday et al., 1988). Estes receptores sédo acoplados a proteina G
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através dos seus dominios intracelular e, portanto, pertencem a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (Helmich et al., 1999; Aprikian et al., 1997). GRP
tem um importante papel na regulacdo da contracdo do musculo liso, liberacéao
hormonal no trato gastrointestinal, secrecdo de enzimas pancreaticas e age como
um neurotransmissor no sistema nervoso central (CNS) (Bunnett, 1994). Além disso,
0 GRP é reconhecido como um fator de crescimento para uma variedade de tumores
malignos (Cornelio et al., 2007; Zhou et al., 2004; Patel et al., 2006).

Recentemente os efeitos desses peptideos sobre a producéo e a liberacao de
citocinas foram descritos tanto em modelos animais como em seres humanos com
doencas inflamatdrias. Algumas patologias, como a exposicdo ao fumo, doenca
pulmonar obstrutiva cronica e granuloma eosinofilico, tem encontrado recentemente
uma associacdo com aumento da producdo de BLP pelas células pulmonares

(Aguayo et al., 1989; Gosney et al., 1989; Aguayo et al., 1990).

As evidéncias para o envolvimento dos neuropeptidios nas doencas
inflamatorias tem se concentrado predominantemente no papel pro inflamatério da
substancia P (SP) (Petronilho et al., 2007; Keeble & Brain, 2004), bem como o papel
imuno-modulador do neuropeptidio Y (Bedoui et al., 2004), a acdo pro inflamatoria
da neuromedina U e o papel antiinflamatorio da VIP (Niissalo et al., 2002). O
mecanismo de acdo destes neuropeptidios na modulagdo das doencgas
inflamatorias, € pelo menos em parte, devido a sua habilidade de afetar a producao
de citocinas. Por exemplo, SP aumenta a producdo de citocinas pré inflamatorias
TNF-a, IL-6 e IL-13 (Cuesta et al., 2002), ao passo que VIP inibe a producgéo de
citocinas pr6 inflamatérias TNF-a, IL-6 e IL-12 e estimula a producéo de citocinas
antiinflamatoérias IL-10 e IL-1Ra (Delgado et al., 2004). GRP modula, como um

estimulador ou inibidor, a funcdo dos linfocitos (Medina et al.,1998; Medina et al.,
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1999), fagocitos (De la Fuente et al., 1991), e células NK (Medina et al.,1998). Além
disso, GRP induz a proliferacdo e quimiotaxia de mastocitos (Subramaniam et al.,

2003).

Grimsholm et al. (2005) hipotetizaram que o0s neuropeptideos pro
inflamatérios sdo a chave no papel da patogénese e manutencdo da artrite
reumatoide (RA), e eles relataram que existe uma correlagdo entre a concentracao
sinovial de GRP e citocinas pro inflamatérias e a atividade da RA nestes doentes.
Neste contexto relataram-se pela primeira vez os efeitos benéficos do antagonista
seletivo do receptor GRP, RC-3095, e foi bem estabelecido num modelo
experimental de sepse e lesdo pulmonar aguda induzido por LPS (Dal-Pizzol et al.,
2006). RC-3095 modula a liberagédo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF e IL-1) por
ativacdo dos macréfagos, levando a diminuicdo da infiltracdo inflamatoria e
disfuncao organica, melhorando entéo significativamente a mortalidade em modelos
clinicos de sepse. Interessantemente, RC-3095 ndo modula a liberagdo de IL-10
antiinflamatdrio, sugerindo que a via intracelular modulada pela bombesina/GRP é
seletiva para citocinas pro-inflamatorias (Petronilho et al.,, 2007). Em estudo
realizado por Oliveira et al. (2008), encontraram efeitos benéficos do RC-3095
levando a uma diminui¢do do infiltrado inflamatorio na artrite, sendo este o primeiro
relato da eficacia visando a inibicdo do GRP em modelo de artrite. Foram avaliadas
as citocinas INF-g, IL-1b, TNF, IL-6 e IL-10 e notadamente 0s niveis séricos de todas
foram trazidos para baixo semelhantes ao controle. Esses resultados demonstram
que além de bloquear varios processos relacionados a danos articulares 0 RC-3095
inibe a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, indicando um efeito inibitorio da
resposta imune sistémica especifica e inata (Oliveira et al., 2008). Entdo nosso

grupo propds um papel autdcrino/paracrino do GRP na ativacdo de macréfagos por
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sepse e/ou LPS (Fig.(1)). levando a modulacdo de resposta pro-inflamatoria, mas
nao antiinflamatéria e isto € consistente com o envolvimento de uma nova via
inflamatoria relevante com o desenvolvimento de doencas inflamatoérias (Petronilho

et al., 2007).

BC-2095
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Fig. (1). Mecanismo proposto para interagdo entre LPS, GRP e macrofagos (Petronilho et al.,2007).
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1.5- RC-3095:

Antagonistas dos receptores bombesina/GRP s&o conhecidos pelas patentes
US 5244883 e CA 2097192 (Cornelio et al., 2007). A formula geral do RC-3095 é (d-
Tpi6,Leul3 [CH2NH]-Leuld4) bombesina (6-14); (Tpi é 2,3,4,9-tetrahidro-1H-
pirido[3,4-b]indole-3-4cido carboxilico). Este composto foi originalmente sintetizado
no laboratério Schally e foi inicialmente concebido para o tratamento de tumores

cancerigenos em humanos (Radulovic et al., 1991).

Até o presente, dentre os antagonistas da bombesina, o RC-3095 (Figura 2)
mostrou ser um dos de maior poténcia terapéutica (Moody et al., 1985; Pinski et al.,
1994; Qin et al., 1994). O RC-3095 exerce potente atividade inibitéria em uma ampla
variedade de neoplasias humanas que incluem linhagens estrogeno-dependentes e
estrogeno-independentes em ratos (Qin et al., 1994; Avis et al.,, 1993), cancer
pancreatico induzido por nitrosaminas em “hamsters” (Coy et al., 1998; Heimbrook et
al., 1989), cancer prostatico androgénio-independente R-3327-AT-1 em ratos (Coy et
al., 1989), cancer de colon HT-29 (Saeed et al., 1989), cancer prostatico PC-3, PC-
82 e DU-145 (Cai et al., 1995; Camble et al., 1989), cancer pancreatico humano
CFPAC-1 e SW-19990, e linhagens de cancer gastrico MKN-45 (Mahmoud et al.,

1991).

| ) 3 4 c & i B & [ [l |2 |3 14
Bombesina Gl -Gin - Ag - Leu - G - A - G - Tip - Aa - Val - G - His - Lew - Met-NH,

GRP .. Arg- Gii- Asn - His,

RC-3095 = 0- 21663 [ TRA | 3] Lew i Leu - WM,

RC-J095 » D- 22213 | HOAC |

Figura 2, Bstrutim do RC-3059%
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Resultados sugerem que o RC-3095 pode inibir a liberacdo de TNF-a e IL-1b
de macréfagos ativos, o que poderia representar um alvo farmacologico possivel

para controlar a inflamacao sistémica (Schwartsmann, 2005).

2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a eficdcia do tratamento com RC- 3095 em modelo animal de uveite

induzida por injecdo de LPS.

2.2 Objetivos Especificos:

- Comparar os efeitos da dexametasona com o RC-3095.

- Avaliar as alteracdes dos niveis de TNF-a e mieloperoxidase no humor

aguoso

- Avaliar os niveis de TBARS e proteina carbonil nos tecidos da iris.
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Abstract

Purpose: Several studies have shown the role of gastrin-releasing peptide (GRP) on the production
and release of cytokines both in animal models and humans with inflammatory diseases, but there is
no report on the effects of GRP in uveitis. We report on the effects of the GRP receptor (GRPR)
antagonist, RC-3095, in a well-established model for uveitis induced by the administration of

lipopolysaccharide (LPS) comparing its effects to glucocorticoids.

Methods: Adult male Wistar rats (weighing 250-300g, n=6 per group) were randomly divided into
four groups: (1) saline (2) LPS + saline (3) LPS + dexamethasone (4) LPS + RC-3095. Two hours after
LPS administration, RC-3095 (0.3mg/kg, single dose, subcutaneously) or dexamethasone (1mg/kg,
each 6 hours, subcutaneously) were administered. After 24 and 48h rats were anesthetized and
aqueous humor was sampled bilaterally by aspirating with a 30-G needle under microscope
visualization, and the irides were removed. Aqueous humor TNF-a concentration and
myeloperoxidase (MPO) activity were determined. In addition, oxidative damage to the irides was
determined by the measure of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and protein carbonyl

content.

Results: The acute administration the RC-3095 exhibited pronounced anti-inflammatory actions,
characterized by a marked reduction of myeloperoxidase activity and a decrease on TNFa levels. In

addition, RC-3095 elicit important action against irides oxidative damage.

Conclusions: These findings suggest that GRP participate in the inflammatory response in an animal

model of uveitis, being the GRPR a target to new therapeutic options in the treatment of uveitis.

Keywords: uveitis; lipopolysaccharide; dexamethasone; Gastrin-releasing peptide receptor; RC-3095;

Inflammation; Oxidative damage.
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1. Introduction

Uveitis is an important cause of blindness worldwide, its incidence is reported in the United
States within a range that varies from 17 per 100.000 to 24 per 100.000 inhabitants per year, and its

prevalence of 38 per 100.000 to 204 per 100.000 inhabitants per year (1).

The pro-inflammatory cytokines interleukin (IL)-1B, IL-2, IL-6, interferon-y and tumor necrosis
factor-a (TNF- a) have all been detected within the ocular fluids or tissues in the inflamed eye
together with others, such as IL-4, IL-5, IL-10 and transforming growth factor-pB. The chemokines IL-8,
monocyte chemoattractant protein-1, macrophage inflammatory protein (MIP)-1a, MIP-1p3 and
fractalkine are also thought to be involved in the associated inflammatory response. (2-6). In
addition, in experimental autoimmune uveitis, peripheral activation of T cells is required. Therefore,
anything affecting priming of Th1 cells will likely affect experimental autoimmune uveitis. Indeed, a
pivotal role for antigen-specific CD4+ Th1l cells and pro-inflammatory cytokine-mediated disease has
been demonstrated in both rat and mouse experimental autoimmune uveitis with nude rats, devoid

of T cells, unable to develop experimental autoimmune uveitis (7).

The evidence for the involvement of neuropeptides in inflammatory diseases has focused
predominantly on a proinflammatory role for substance P (SP) (8,9), as well as an immuno-modulator
role for neuropeptide Y (10), the proinflammatory action of neuromedin U (11) and an anti-
inflammatory role for VIP (12). The mechanism of action of these neuropeptides in modulating
inflammatory diseases is, at least in part, due to their ability to affect cytokine production. For
example, SP increases the production of the proinflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-1a (13),
whereas VIP inhibits the production of the proinflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL-12 and
stimulates the production of the anti-inflammatory cytokines IL-10 and IL-1Ra (14). Bombesin-like
peptides (BLP) and its receptors are widely distributed in mammalian peripheral tissues and in the
central nervous system. Recently, effects of these peptides on the production and release of

cytokines were described both in animal models and humans with inflammatory diseases (8), but
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there is no description in the literature to a role for BLP in the inflammatory response during uveitis
development. Thus we here, using a pharmacological tool, demonstrated a role for gastrin realising

peptide in the development of the inflammatory response in an animal model of uveitis.

2. Materials and methods

2.1 Animals

Male Wistar rats weighing 250-300 g were used. The animals were caged at 22 C, with 12-h
light:12-h dark cycle and free access to food and water until the time of experiments. All
experimental procedures involving animals were performed in accordance with the National
Institutes of Health (Bethesda, MD, USA) Guide for Care and Use of Animals and with the approval of
our institutional Ethics Committee Experimental animals were first randomly divided into four groups
named as: (1) saline, (2) LPS + saline, (3) LPS + dexamethasone (4) LPS + RC-3095. Uveitis was induced
by the administration of LPS (Escherichia coli, serotype 055: B5, from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 100 pg/100 pl of pyrogen-free 0.9% sodium chloride into subcutaneous tissue. 2h after LPS
administration, GRP receptor antagonist RC-3095 (0.3mg/kg, single dose, subcutaneously), originally
synthesized in the Schally laboratory by solid-phase methods (15), was donated by Zentaris
(Frankfurt am Main, Germany), or dexamethasone (1mg/kg, administered each 6 hours for 48 hours,
subcutaneously) were administered. RC-3095 doses were based on previous experiments (15). After
24 and 48h rats had been anesthetized with ketamine chlorohydrate (Ketalar, Parke Davis, 50 mg/kg)
and xylazine 2% (Rompun, Bayer, 20 mg/kg) and aqueous humor were sampled bilaterally by
aspirating with a 30-G needle under microscope visualization. In addition, the irides were surgically

excised and stored at -80°C to posterior analyses.
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2.2 Aqueous humor inflammatory response

The concentrations of TNF- a in aqueous humor were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (R&D Systems, Mineapolis, MN, USA) according to the manufacturer
instructions. As an index of neutrophil infiltration we measure myeloperoxidase activity as previously
described (16). Briefly, aqueous humor was homogenized (50 mg/mL) in 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide and centrifuged at 15,000 xg for 40 mins. An aliquot of
supernatant was mixed with a solution of 1.6 mM tetramethylbenzidine and 1 mM H,0,. Activity was

measured spectrophotometrically as the change in absorbance at 650 nm at 37°C

2.3 Irides oxidative damage

Since the aqueous humor inflammation could induce irides damage we determined the

occurrence of irides oxidative damage measuring TBARS and protein carbonyl levels.

The formation of TBARS during an acid-heating reaction is widely adopted as a sensitive
method for measurement of lipid peroxidation, as previously described by (17). Briefly, the samples
were mixed with 1 mL of 10% trichloroacetic acid and 1 mL of 0.67% thiobarbituric acid.
Subsequently, they were heated in a boiling water bath for 30 min. Malondialdehyde (MDA)
equivalents were determined by the absorbance at 532 nm using 1,1,3,3- tetramethoxypropane as

an external standard. Results were expressed as MDA equivalents (nmol/mg protein)

The oxidative damage to proteins was assessed by the determination of carbonyl groups
content, based on the reaction with dinitrophenylhidrazine (DNPH), as previously described by (18).
Briefly, proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and redissolved in

DNPH, and the absorbance was monitored at 370 nm.
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2.4 Statistical analysis

Results are expressed as mean + S.D (n=6 each group). Significance was accepted at p < 0.05
levels. Differences between were determined by ANOVA followed by Tukey test. All statistical
analyses were performed using the statistical package SPSS 12.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL,

USA).

3. Results

3.1 Aqueous humor inflammatory response

LPS induces, as expected, inflammatory alterations in agueous humor as determined by an
increase in TNF-a levels (Figures 1A and 1B) and increase myeloperoxidase activity (Figures 2A and
2B) 24h and 48h after its administration. The blockade of GRPR by RC-3095 was able to decrease
TNF-a levels both at 24h and 48h after LPS (Figures 1A and 1B), and this effect was more pronounced
when compared to dexamethasone (Figures 1A and 1B). The decrease on TNF-a levels was followed
by a decrease on myeloperoxidase activity in RC-3095 treated animals (Figures 2A and 2B).
Interestingly dexamethasone induced an increase on myeloperoxidase activity both 24h and 48h

after LPS administration (Figures 2A and 2B).

3.2 Irides oxidative damage

The inflammatory response to LPS induces oxidative damage in the irides observed as an
increase in TBARS and protein carbonyl levels (Figures 3 and 4). Both treatments were able to

decrease irides oxidative damage at 24h, but not 48h (Figures 3 and 4).
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4, Discussion

In the present study, the administration of RC-3095 2h after LPS injection significantly
reduced the inflammation in the anterior chamber, even when administered as a single dose. RC-
3095 effects seemed to be superior to the continuous administration of dexamethasone, suggesting

that the anti-inflammatory effects of inhibiting GRPR was higher than of glucocorticoids.

Several new therapeutic agents had been tested in the LPS model of uveitis. In general these
agents are effective to decrease inflammation in this model when administered before or
immediately after LPS (19-21). In our model the administration of a single dose of RC-3095 was
superior to multiple dexamethasone doses, even when administered 2 h after LPS. The blockade of
GRPR was able to decrease TNF-a and myeloperoxidase in the aqueos humor until 48h after LPS
administration, suggesting that the GRPR is involved in long-term inflammation in the uveal tract. It
was unexpected that dexamethasone seemed to increase some of these inflammatory parameters
when administered after LPS. Despite the observed effect on TNF-a levels, dexamathasone did not
decrease myeloperoxidase activity. Elgebaly and colaborators demonstrated that dexamethasone
was not able to decrease neutrophil infiltration in hydrogen peroxide-injured corneas (22). The influx
of neutrophil to the anterior chamber is dependent on local production of chemokines (2), thus we
suppose that RC-3095, but not dexamethasone, could decrease chemokines production, thus

presenting a more important anti-inflammatory effect when compared to dexamethasone.

Several reports have demonstrated that the production of reactive species such as
superoxide anion radical (O,-), hydrogen peroxide (H,0,), hydroxyl radical (OH-) and peroxinitrite
occurs at the site of inflammation and contributes to tissue damage (23,24). Reactive oxygen species
(ROS) could be mediators of inflammation induced by cytokines and chemokines, which in turn
induce intracellular ROS generation by mitochondrial respiratory chain reaction, the arachidonic
metabolic reactions, and the membrane-bound superoxide-generating enzyme NADPH oxidase.

Further, ROS activate redox-sensitive transcription factors such as NF-xB and AP-1, which play a
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central and crucial role in uveal tract inflammation (25). Zhang and collaborators (26) showed that
NF-kB translocation and expression of E-selectin, TNF-a, and IL-6 are involved in the pathogenesis of
LPS-induced uveitis (27). All the GRPR characterized to date are guanine nucleotide binding protein
(G-protein)-coupled, have seven transmembrane domains, and activate phospholipase C to increase
intracellular concentrations of inositol phosphates, diacyl glycerol and calcium. Among the multiple
intracellular signaling pathways that mediate the effects of GPCRs, a family of related serine-
threonine kinases, collectively known as ERKs or MAPKs, appear to play a central role (28). The
induction of AP-1 by is primarily mediated by the JNK and p38 MAPK cascades (29). In addition,
Levine and collaborators showed that bombesin stimulates NF-kB activation and expression of
proangiogenic factors in prostate cancer cells (30). Therefore, the decrease of inflammatory response
and oxidative damage in LPS-induced uveitis attributed by GRPR, RC-3095 it can be involved in

regulation of NF-kB activation.

In conclusion, the present results support the view that in LPS-induce uveitis model, gastrin-
releasing peptide receptor antagonist, RC-3095 has strong anti-inflammatory properties that it can
be related with the reduction of oxidative damage. Thus this show the direct evidence that RC-3095
plays a pivotal role in acute inflammation and that it is an excellent target by therapeutic

applications.
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Figure Legends

Figure 1. Effects of RC-3095 in a TNF-a levels in aqueous humor 24h (A) and 48h (B) after
administration of lipopolysaccharide (LPS) comparing its effects to glucocorticoids. Data are express

as means  SD. p < 0.05, *different from saline, **different from LPS + saline.

Figure 2. Effects of RC-3095 in a MPO activity levels in aqueous humor 24h (A) and 48h (B) after
administration of lipopolysaccharide (LPS) comparing its effects to glucocorticoids. Data are express
as means * SD. p < 0.05, *different from saline, **different from LPS + saline and ***different from

LPS + dexamethasone.

Figure 3. Effects of RC-3095 in a TBARS levels in irides, 24 and 48 hours after administration of
lipopolysaccharide (LPS) comparing its effects to glucocorticoids. Data are express as means + SD. p <

0.05, *different from saline, **different from LPS + saline.

Figure 4. Effects of RC-3095 in a protein carbonyls levels in irides, 24 and 48 hours after
administration of lipopolysaccharide (LPS) comparing its effects to glucocorticoids. Data are express
as means = SD. p < 0.05, *different from saline, **different from LPS + saline and ***different from

LPS + dexamethasone.
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Figure 3
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Figure 4
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4.DISCUSSAO

A inflamacdo aguda pode levar a importantes efeitos deletérios no olho
diminuindo a acuidade visual. Algumas seqiielas como catarata séo tratadas, mas
outras como o glaucoma e a isquemia vascular retiniana podem causar perda visual
irreversivel. Quando sdo administrados em uma desordem inflamatdria ocular ou
sistémica, efeitos colaterais como glaucoma e catarata podem ocorrer (Kenneth et

al., 2006).

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina pleiotrépica sintetizada
principalmente pelos mondcitos, macrofagos e linfécitos T, e com menos intensidade
pelos neutrofilos e mastocitos, em resposta a infecgdes ou doencgas imunoldgicas. O
TNF promove inflamacao por citotoxidade direta, bem como por varios mecanismos
indiretos incluindo a regulagcdo da producdo de outras citocinas pré-inflamatorias,
mediadores do acido araquidonico, liberacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, metaloproteinases, quimiocinas, moléculas de adesdo, e fatores

angiogénicos (Bazzoni & Beutler,1996; Feldmann & Maini, 2001).

No presente estudo a uveite foi induzida pela administracdo de LPS
(Escherichia coli, serotype 055: B5, from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e foram
encontrados efeitos semelhantes ao de Zang XY et al. (2007). O LPS estimula
diversas células a produzir citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a (Hoekzema et
al.,1992; De Vos et al., 1994; Bucolo et al., 2003; Haddad et al., 2002; Harrison et
al., 2004; Chi et al., 2004), no presente estudo a concentracdo de TNF-a foi elevada
no humor aquoso 24 e 48h apos a administracdo do LPS. Nossos achados foram
consistentes com relatos de outros (De Voz et al., 1994) e prévios estudos (Chi et
al.,, 2004), comprovando que em nosso modelo a uveite foi instalada. A

administracdo de RC-3095 2h apoOs a injecdo LPS reduziu significativamente a
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inflamacdo na camara anterior, mesmo quando administrada em dose Unica. Os
efeitos do RC-3095 parecem ser superior ao da administracdo continua de
corticosterodides, sugerindo que os efeitos anti-inflamatorios do inibidor GRPR foi

superior ao dos glicocorticoides.

A mieloperoxidase (MPO) representa indices de maior atividade leucocitéria, e é
uma enzima contida nos granulos primarios (azuréfilos) dos neutréfilos (Moberg et
al., 1983; Nakamuta et al., 1993; Matthews et al., 1985; Klebanoff & Clark, 1978;
Kirsch et al., 2000). Mais de 95% da MPO est4 presente nos granulos dos
neutrofilos, existindo os restantes 5% nos mondcitos circulantes (Bos et al., 1987).
Esta enzima catalisa a oxidacdo de substancias na presenca de peroxido de
hidrogénio (H202) e de um halogénio, constituindo a ligacao peréxido de hidrogénio-
-halogénio-MPO um sistema altamente toxico para 0os microorganismos (Moberg et
al., 1983). Os granulos dos neutréfilos contendo MPO séo libertados mediante
estimulacdo por imunocomplexos por catecolaminas ou durante a morte celular
(Nakamuta et al., 1993; Klebanoff et al.,, 1976; Johnson et al.,1987). A MPO ¢é
responsavel pela quase totalidade da atividade epinefrina oxidase do plasma (EO)
gue oxida a epinefrina a adrenocréomio (Matthews et al., 1985), num processo que
envolve a geracao de formas reactivas de oxigénio (Misra & Fridovich, 1972; Powis,

1979).

Varios novos agentes terapéuticos foram testados em modelo de uveite por
LPS. Em geral, estes agentes s&o eficazes para diminuir a inflamacéo neste modelo
guando administrados antes ou imediatamente apds o LPS (Yadav et al., 2007; Chi
et al., 2007; Poulaki et al., 2007). O nosso modelo de administracdo de uma dose
Gnica de RC-3095 foi superior a multiplas doses de dexametasona, mesmo quando

administrados 2 horas ap6s LPS. O blogueio do GRPR foi capaz de diminuir os
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niveis de TNF-a e mieloperoxidase no humor aquoso até 48h apds a administracao
de LPS, sugerindo que o GRPR esta envolvido a longo prazo na inflamacgéo do trato
uveal. Foi inesperado o fato de que parecia a dexametasona aumentar alguns
desses parametros inflamatérios quando administrado apds LPS. Apesar dos efeitos
observados nos niveis de TNF-a, a dexametasona ndo diminuiu a atividade da
mieloperoxidase. Elgebaly et al. (1994) demonstraram que a dexametasona néo foi
capaz de diminuir a infiltracdo de neutrofilos em corneas traumatizadas por peroxido
de hidrogénio. O afluxo de neutréfilos para a camara anterior € dependente da
producao local de quimiocinas (Kenneth et al., 2006), assim nés supomos que o RC-
3095, mas ndo a dexametasona, pode diminuir a producdo de quimiocinas,
apresentando, assim, mais um importante efeito anti-inflamatério quando comparado

com a dexametasona.

Quando o oxigénio é parcialmente reduzido, tanto na fosforilagdo oxidative
guanto em outras reacdes, ha formacéo de radicais livres, que constituem moléculas
com coexisténcia independente (0 que explica o uso do termo “livre”) e que contém
um ou mais elétrons ndo pareados na camada de valéncia. Esta configuracao faz
dos radicais livres espécies altamente instaveis, de meias-vidas relativamente curtas
e quimicamente muito reativas (Ferreira & Matsubara, 1997).0 estresse oxidativo no
ambiente celular resulta da hidroperoxidacdo de lipidios altamente reativos e
instaveis (Yagi,1988; Armstrong & Browne, 1994). A instavel decomposicdo de
peréxidos derivados de acidos graxos poliinsaturados resulta na formacdo do
malondialdeido (MDA) (Alexandrova & Bochev, 2005; Cherubini et al., 2005), que
pode ser quantificado colorimetricamente pelas substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS). Este € um método bem estabelecido para o

acompanhamento da peroxidacdo de lipidios (Yagi,1998; Armstrong & Browne,
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1994). As espécies reativas do oxigénio (EROs) podem danificar todos os tipos de
moléculas biolégicas, sendo as proteinas alvos imediatos para a modificacado
oxidativa. O dano a estrutura protéica pode alterar sua atividade biologica, sendo
gue no caso de enzimas, poderia resultar em modificacdo de sua atividade catalitica.
Além disso, estas alteracdes ainda poderiam causar prejuizo no transporte ativo
através das membranas celulares e citdlise (Dean et al., 1997). A formacéo da
proteina carbonil parece ser um fendmeno comum durante a oxidacdo, e sua
quantificacdo pode se usada para medir a extensdo do dano oxidativo (Berlett &

Stadman, 1997; Beal et al., 2003; Donne et al., 2003).

Vérios relatos tém demonstrado que a producdo de espécies reativas, como
radicais anion superoéxido (0O2-), perdoxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila
(OH-) e peroxinitrito ocorre no local da inflamacé&o e contribui para o dano tecidual
(Salvemini et al., 2001; Cuzzocrea et al., 2001). As espécies reativas de oxigénio
sdo mediadores da inflamacao induzida por citocinas e quimiocinas, que por sua
vez, induz a geracado intracelular de ROS por reacdo em cadeia respiratéria
mitocondrial, as reacdes metabdlicas do acido araquidénico e, a membrana de
vinculo enzima superéxido geradora de NADPH oxidase. Além disso, ROS ativam
redox-sensiveis, tais como fatores transcricdo NF-kB e AP-1, que desempenham um
papel central e decisivo para inflamacao no trato uveal (Rocksen et al., 2000). Zhang
et al. (2007) (Zhang et al., 2007) mostrou que a translocagéo do NF-kB , a expresséo
da E-selectina, TNF-a e IL-6 estdo envolvidos na patogénese do LPS induzindo
uveite (Chi et al. 2004). Todos os GRPR caracterizados até hoje sdo vinculados a
proteina nucleotideo guanina (G-protein)-acoplados, tém sete dominios
transmembrana, e ativam a fosfolipase C para aumentar as concentragdes

intracelulares de fosfato inositol, glicerol diacil e célcio. Entre as varias vias
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sinalizadoras intracelulares que medeiam os efeitos dos GPCRs, uma familia
relacionada com a serina treonina-quinases, coletivamente conhecidas como ERKs
ou MAPKs, parecem desempenhar um papel central (Hellich et al., 1999). A inducéo
da AP-1 é primariamente mediada pela cascata JNK e p38 MAPK (Chang & Karin,
2001). Além disso, Levine e colaboradores demonstraram que a bombesina estimula
a ativacdo do NF-kB e expressdo de fatores pro-angiogénicos em ceélulas
cancerigenas da prostata (Levine et al., 2003). Por conseguinte, o RC-3095 pode
estar envolvido na diminui¢cdo da resposta inflamatéria e do dano oxidativo em uveite

induzida por LPS atribuido ao GRPR, pela regulacdo da ativacdo do NF-kB.

Em conclusdo, os presentes resultados dao apoio a opinido de que nos
modelos de uveite induzidos por LPS, o antagonista dos receptores do peptideo
liberador de gastrina, RC-3095 tem fortes propriedades anti-inflamatorias e que ele
pode estar relacionado com a reducdo dos danos oxidativos. Assim, evidéncias
diretas mostram que o RC-3095 desempenha um papel fundamental na inflamacéo

aguda e que é um excelente alvo para aplicacfes terapéuticas.
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