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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA
Esta pesquisa busca elucidar o papel da via de sinalizacao JAK no reparo
periodontal, por meio da avaliagao de sua modulag¢ao farmacoldgica por vias
sistémica e topica, em modelos in vitro e in vivo de periodontite. Os resultados
poderdo fornecer embasamento bioldgico para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas adjuvantes voltadas ao controle da inflamacéo e a promocéao do reparo

dos tecidos periodontais, com potencial relevancia translacional.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH
This research aims to elucidate the role of the JAK signaling pathway in periodontal
repair by evaluating its pharmacological modulation through systemic and topical
administration in in vitro and in vivo models of periodontitis. The findings may provide
a biological rationale for the development of adjuvant therapeutic strategies focused
on inflammation control and the promotion of periodontal tissue repair, with potential

translational relevance.
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Resumo

A periodontite € uma doencga inflamatéria cronica caracterizada pela destruicdo
progressiva dos tecidos periodontais, na qual citocinas pré-inflamatorias
desempenham papel central. Nesse contexto, a via de sinalizacao das Janus quinases
(JAK) destaca-se como um importante regulador da inflamacado e da reabsorgéo
O0ssea, tornando sua modulagdo farmacoldégica uma estratégia promissora para
favorecer o reparo periodontal. Esta tese teve como objetivo investigar os efeitos da
inibicdo farmacologica de JAK sobre o reparo periodontal, utilizando modelos
experimentais in vitro e in vivo, por meio de estratégias de administracédo sistémica e
tépica. Foram avaliados, no Estudo 1, os efeitos sistémicos de um inibidor de JAK1-
3 (JAK1-3i) e de um inibidor seletivo de JAK3 (JAKSi), in vitro e in vivo. In vitro, a
inibicdo de JAK aumentou a formagao de matriz mineralizada, reduziu a diferenciagao
osteoclastica induzida por RANKL e atenuou a producao de espécies reativas de
oxigénio em macroéfagos estimulados com LPS. In vivo, os tratamentos foram bem
tolerados, sem evidéncia de perda de peso ou alteragdes hematologicas. A
administracao sistémica dos inibidores modulou o reparo periodontal de maneira
dependente do tempo e do tipo de inibidor, sendo associada, principalmente nos
periodos iniciais, ao aumento do volume 6sseo alveolar, a redug¢ao da distancia entre
a juncao cemento-esmalte e a crista éssea alveolar, ao aumento da densidade de
osteoblastos, a reducao do infiltrado celular e a modulagcédo da vascularizagao e da
deposicdo de colageno. Em nivel molecular, observou-se regulacdo de genes
associados a osteogénese, a remodelacdo da matriz extracelular e a angiogénese,
além de aumento tardio dos niveis de lipoxina A4. No Estudo 2, desenvolveu-se uma
estratégia de administragcao topica do JAK1-3i por meio de um sistema de liberacéao
controlada baseado em nanogéis a base de B-ciclodextrina, os quais apresentaram
tamanho hidrodindmico homogéneo, baixa polidispersidade, carga superficial positiva
e morfologia predominantemente esférica, além de eficiéncia consistente de
encapsulacao do inibidor e auséncia de citotoxicidade em células derivadas da medula
0ssea. Em ensaios in vitro, os nanogéis carregados com JAK1-3i estimularam a
deposicdo de matriz mineralizada em culturas osteogénicas. A aplicagao topica in
vivo, conduzida no mesmo modelo experimental de reparo periodontal, demonstrou
aumento do volume 0sseo na regidao de furca, aumento da quantidade de fibras
colagenas, aumento da expressdao de Runx2 e reducédo da expressao de Mmp-13
apos 5 dias de tratamento. Em conjunto, os resultados demonstram que a inibicdo
farmacologica de JAK modula eventos celulares e moleculares associados ao reparo
periodontal, principalmente nas fases iniciais do reparo, e que sistemas
nanotecnologicos a base de B-ciclodextrina constituem uma plataforma viavel para a
liberac&o local de inibidores de JAK.

Palavras-chave: Periodontite; Inibidores de Janus Quinases; Nanoparticulas.
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ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease characterized by the progressive
destruction of periodontal tissues, in which pro-inflammatory cytokines play a central
role. In this context, the Janus kinase (JAK) signaling pathway stands out as an
important regulator of inflammation and bone resorption, making its pharmacological
modulation a promising strategy to promote periodontal repair. This thesis aimed to
investigate the effects of pharmacological JAK inhibition on periodontal repair, using
experimental in vitro and in vivo models, through systemic and topical administration
approaches. In Study 1, the systemic effects of a JAK1-3 inhibitor (JAK1-3i) and a
selective JAKS inhibitor (JAK3i) were evaluated using in vitro and in vivo
experimental models. In vitro, JAK inhibition increased mineralized matrix formation,
reduced RANKL-induced osteoclast differentiation, and attenuated the production of
reactive oxygen species in LPS-stimulated macrophages. In vivo, treatments were
well tolerated, with no evidence of weight loss or hematological alterations. The
systemic administration of the inhibitors modulated periodontal repair in a time- and
inhibitor-dependent manner and was associated, particularly during the early periods,
with increased alveolar bone volume, reduced distance between the cementoenamel
junction and the alveolar bone crest, increased osteoblast density, reduced cell
infiltrate, and modulation of vascularization and collagen deposition. At the molecular
level, regulation of genes associated with osteogenesis, extracellular matrix
remodeling, and angiogenesis was observed, along with a late increase in lipoxin A4
levels. Study 2 aimed to develop a topical delivery strategy for JAK1-3i using a
controlled release system based on B-cyclodextrin nanogels. The synthesized
nanogels exhibited homogeneous hydrodynamic size, low polydispersity, positive
surface charge, and predominantly spherical morphology, along with consistent drug
encapsulation efficiency and no cytotoxicity in bone marrow-derived cells. In in vitro
assays, JAK1-3i-loaded nanogels stimulated mineralized matrix deposition in
osteogenic cultures. Topical in vivo application, performed using the same
periodontal repair model as in Study 1, demonstrated increased bone volume in the
furcation region, enhanced collagen fiber content, increased Runx2 expression, and
reduced Mmp-13 expression after 5 days of treatment. Collectively, these findings
demonstrate that pharmacological JAK inhibition modulates cellular and molecular
events associated with periodontal repair and that B-cyclodextrin-based
nanotechnological systems represent a viable platform for the local delivery of JAK
inhibitors.

Keywords: Periodontitis; Janus Kinase inhibitors; Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € atualmente compreendida como uma doenca inflamatoria
cronica multifatorial, resultante da interagdo dindmica entre o biofilme subgengival e
uma resposta imune do hospedeiro desregulada'?. Mais do que uma infeccdo
bacteriana classica, a doenca representa uma condicdo imunomediada, na qual
alteracdes na homeostase entre microbioma e sistema imune favorecem a instalagcéao
de um estado inflamatdrio persistente, capaz de modificar o ambiente subgengival e
selecionar comunidades microbianas disbidticas associadas a progressdo da
destruicdo tecidual®*.

Nesse contexto, evidéncias recentes indicam que a inflamacdo nao atua
apenas como consequéncia da disbiose, mas também como um importante fator
determinante das alteragbes ecoldgicas do microbioma periodontal, estabelecendo
um ciclo autossustentado de inflamag&o crénica e dano tecidual®®. Em individuos
suscetiveis, a falha dos mecanismos de resolucao inflamatéria leva a producao
exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, aumento do estresse oxidativo, ativacao
osteoclastica e degradacao progressiva dos tecidos conjuntivo e 6sseo de suporte
dental’?8. Além disso, a persisténcia do infiltrado inflamatério compromete os
mecanismos fisioldgicos de reparo e regeneracao periodontal, contribuindo para a
progressao irreversivel da perda de inser¢éo e da reabsorgdo ossea alveolar’S.

Embora o tratamento periodontal convencional baseado no controle mecanico
do biofilme seja eficaz na redugcéo da carga microbiana, essa abordagem nem sempre
resulta em estabilidade clinica duradoura, especialmente em individuos com fenétipos
hiperinflamatérios ou maior susceptibilidade a doenga’®. Nessas situagbes, mesmo
apos adequado controle do biofilme, a resposta imune exacerbada pode persistir,
perpetuando a destruicdo tecidual’’. Esta limitag&o terapéutica tem impulsionado, nas
ultimas décadas, o desenvolvimento de estratégias de modulacdo da resposta do
hospedeiro como uma alternativa complementar, visando nao apenas reduzir a
inflamacao destrutiva, mas também restaurar mecanismos fisioldgicos de resolucao
inflamatoria e favorecer a homeostase periodontal’-°.

Estudos clinicos e experimentais tém investigado diferentes abordagens
imunomodulatodrias, incluindo anti-inflamatérios, mediadores pro-resolugao, citocinas
anti-inflamatodrias, probidticos e compostos bioativos capazes de interferir em vias
intracelulares relacionadas a inflamagédo e osteoclastogénese’®'0. Esses avangos

reforcam a compreensdo da periodontite como uma doencga imunoinflamatoria
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complexa e sustentam o desenvolvimento de terapias direcionadas ao hospedeiro
como adjuvantes no tratamento periodontal’-’.

A atividade bioldgica das citocinas exerce influéncia direta sobre a extenséo e
a gravidade da periodontite, sendo observada maior expressdao desses mediadores
em sitios periodontalmente comprometidos em comparagao a sitios saudaveis3®. O
desequilibrio entre mediadores pré- e anti-inflamatérios constitui um dos principais
fatores envolvidos na destruicido dos tecidos periodontais. Nesse contexto,
abordagens terapéuticas baseadas na inibicdo direcionada de citocinas especificas,
como RANKL, IL-6, TNF e metaloproteinases (MMPs), tém sido amplamente
investigadas em diversas doengas inflamatorias e em modelos experimentais de
periodontite!-18,

Entre as principais vias envolvidas na regulacdo da expressao de citocinas
associadas a periodontite destaca-se a via Janus Kinase/Transdutor de Sinal e
Ativador de Transcricdo (JAK/STAT)™. A JAK medeia a transdugdo de sinal de
aproximadamente 60 citocinas, hormonios e fatores de crescimento, desempenhando
papel central em processos celulares como proliferacdo, ativacdo e sobrevivéncia
celular'®20,

O grupo de proteinas JAK €& composta por quatro tirosinas quinases (JAK1,
JAK2, JAK3 e TYK2) que sao altamente conservadas e exercem fung¢des néo
redundantes. Essas isoformas podem se associar seletivamente a regiao
citoplasmatica de receptores transmembrana e, quando ativadas, promovem a
fosforilagdo dos transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STATs). Apos a
ativacdo, os STATs dimerizam e translocam do citoplasma para o nucleo, onde atuam
como fatores de transcricdo, regulando a expressao de multiplos genes envolvidos na

resposta inflamatoria (Figura 1)%0.
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Figura 1 - Imagem representativa do mecanismo de acao da via JAK-STAT
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Fonte: Godoi MA, Camilli AC, Gonzales KGA, Costa VB, Papathanasiou E, Leite FRM, Guimaraes-
Stabili MR. JAK/STAT as a Potential Therapeutic Target for Osteolytic Diseases. Int J Mol Sci.
2023,17;24(12):10290.

Existem sete tipos de STATs presentes em mamiferos (STAT1-4, 5A, 5B e 6),
e embora eles sejam ativados por subconjuntos sobrepostos de citocinas, diferentes
STATs podem ter papéis biolégicos ndo redundantes, e desta forma, os efeitos da
ativacdo da via JAK / STAT séao influenciados de forma critica pela isoforma de JAK
envolvida, e os STATs que séo finalmente ativados?°.

A regulacdo negativa da via JAK é controlada por uma familia de proteinas
critica na transdugédo de sinais da inflamacao, as proteinas supressoras de sinalizagao
de citocina (SOCS). A familia SOCS é constituida por 8 membros de proteinas que
podem ser ativadas pela atividade de diversas citocinas, pré e anti-inflamatorias, e
interferem na sinalizagdo JAK/STAT através de um feedback negativo?®. Essa
regulacdo € importante, uma vez que o estimulo excessivo mediado por citocinas
induzidas pela sinalizacdo JAK/STAT, tem sido associado a diversas doencgas imunes
e inflamatoérias, como a artrite reumatoide, esclerose multipla e doencgas inflamatorias

intestinais?’.
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Em funcdo do papel de JAK na regulacdo da resposta imune, a modulagao
farmacologica dessa via tem se consolidado como uma abordagem terapéutica
relevante no manejo de diferentes doencas inflamatérias crénicas. Os inibidores
farmacologicos de JAK s&o pequenas moléculas capazes de serem transportadas
pela membrana celular e bloquear a sinalizagao de citocinas, interferindo diretamente
com a atividade enzimatica de JAK?°. Esses farmacos sdo passiveis de administragao
por via oral, e por possuirem meia-vida plasmatica curta, auséncia de
imunogenicidade e farmacocinética linear, tem atraido atenc&do frente ao uso de
anticorpos monoclonais no tratamento de doencgas inflamatérias™®-21.

Um estudo em ratos que avaliou o papel da via JAK na reabsorgcédo 6ssea em
modelos de artrite reumatoide demonstrou que a inibicdo farmacolédgica da via, por
administracdo oral do inibidor de JAK1-3 (Tofacitinibe), resultou em reducdo do
edema, da inflamagcdo e da reabsorcdo Ossea nas patas dos animais, sem a
ocorréncia de efeitos adversos. Também foi observada diminuicdo nos niveis de
RANKL e IL-6, tanto em nivel transcricional quanto proteico??. O inibidor ndo interferiu
diretamente na atividade dos osteoclastos, porém promoveu reducdo dose-
dependente da producdo de RANKL por linfocitos T23.

Em outro estudo utilizando desenho experimental semelhante, a inibicao de
JAK foi associada a diminuicao da gravidade do processo inflamatério, dos escores
clinicos da doencga, bem como dos niveis de proteina C-reativa, IL-1B e da populacao
de células T CD4 esplénicas®*

Diante da importadncia da ativagdo da via JAK na progressdo da artrite,
inibidores direcionados a distintas isoformas dessa via foram recentemente aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de pacientes que nao
respondem adequadamente a outras abordagens terapéuticas. Evidéncias
provenientes de um estudo envolvendo mais de quatro mil pacientes com artrite
reumatoide tratados com inibidores de JAK1-3, demonstraram melhora clinica
significativa dos sinais e sintomas da doenca ao longo de um periodo de
acompanhamento de oito anos?®. Adicionalmente, resultados preliminares de estudos
clinicos de fase Ill que avaliaram a inibicado de JAK em pacientes com colite revelaram
melhora dos sinais e sintomas clinicos, indicando que essa estratégia terapéutica
pode constituir uma alternativa promissora para o tratamento da colite moderada a

grave 26
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Em relagdo a periodontite, informacdes sobre papel de JAK na progressao da

doenga ainda sao escassos e controversos. Um estudo em camundongos, com
doenga periodontal induzida por inoculagdo de Porphyromonas gingivalis (Pg) e
tratados sistemicamente (via oral) com inibidor de JAK1-3, mostrou aumento na
densidade do infiltrado inflamatério no tecido gengival e aumento da perda 6ssea
alveolar?’. No entanto, um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou
que a administracdo sistémica, via oral, de inibidores de JAK1-3 e JAK3 em modelo
de periodontite experimental induzida por ligaduras em ratos, reduziu a progressao da
periodontite no periodo de 7 dias, atenuando a reabsorcao 0ssea e a destruicao de
fibras colagenas, bem como a expresséo de citocinas inflamatorias?.
Fortalecendo este achado, um estudo clinico comparando a condi¢ao periodontal de
pacientes com artrite reumatoide no baseline e 24 semanas apds tratamento via oral
com inibidor de JAK1-3, observou melhora consistente na severidade da artrite
reumatoide e no status periodontal (p<0.05), indicando que a inibicao de JAK é de fato
eficiente para tratar pacientes com artrite e potencialmente capaz de modular o
processo inflamatoério nos tecidos periodontais?°.

Apesar da eficacia clinica, o uso sistémico de inibidores de JAK pode estar
associado a efeitos adversos, principalmente relacionados a imunossupress&o®, o
que reforca a necessidade de estratégias terapéuticas locais. Nesse sentido, a
aplicagao topica de inibidores de JAK tem demonstrado seguranca e eficacia em
doencas inflamatdrias dermatoldgicas, como dermatite atdpica e vitiligo3'32.

Avancos em sistemas de liberacdo de farmacos, como nanoemulsoes,
microemulsdes e nanogeéis, tém permitido a administracdo tdpica direcionada,
favorecendo a penetragdo tecidual e o controle da liberagdo do farmaco3334. Os
nanogeéis, em particular, destacam-se por suas propriedades hibridas entre hidrogéis
e nanoparticulas, possibilitando interacdo célula-farmaco mais eficiente e liberacao
controlada, inclusive por resposta a estimulos como pH e temperatura3>-3.

Dessa forma, levando em consideracdo a influéncia de JAK sobre a
diferenciacao e a atividade de células fundamentais no turnover 6sseo (osteoclastos
e osteoblastos), bem como os resultados de pesquisas clinicas e pré-clinicas que
demonstram os beneficios da inibicao de JAK na reducéo de processos inflamatorios,
hipotetizamos que a inibicao de JAK pode favorecer o reparo periodontal por meio da
modulagcdo da resposta imune, tanto através de sua administragdo sistémica quanto
topica.
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5 CONCLUSAO

Os achados desta tese demonstram que a modulag¢do da via JAK representa

uma estratégia promissora para favorecer o reparo periodontal, por meio da regulacao
de processos inflamatdrios, da modulagdao do microambiente periodontal e da ativagcao
de mecanismos associados a resolucao inflamatoria e a reorganizagao tecidual.
De forma geral, tanto a inibicao seletiva de JAK3 quanto o bloqueio simultdneo de
JAK1-3 promoveram efeitos benéficos sobre parametros biolégicos relacionados ao
reparo periodontal, embora com perfis de resposta distintos ao longo do processo
reparacional.

A presente tese também demonstrou a viabilidade do desenvolvimento de um
biomaterial nanoestruturado como sistema de liberagcdo tépica para inibidores de
JAK1-3, possibilitando uma abordagem terapéutica local voltada a modulagdo do
ambiente inflamatorio periodontal. Os resultados obtidos com a aplicagéo tépica do
biomaterial funcionalizado reforgam o potencial translacional dessa estratégia, ao
evidenciar sua capacidade de favorecer eventos associados ao reparo periodontal em
modelo experimental.

Dessa forma, esta tese contribui para o avango do conhecimento sobre o papel
da via JAK na biologia periodontal e amplia as perspectivas para o desenvolvimento
de terapias imunomodulatorias locais voltadas ao tratamento da periodontite e a

promocao do reparo tecidual
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