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Godoi MA. Influéncia da inibicdo de JAK na progressao da periodontite [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

A periodontite, semelhante a outras doengas cronicas, envolve a ativagdo de citocinas que sao
moduladas por vias de sinalizagéo intracelular, incluindo a via Janus kinase/Signal Transducers and
Activators of Transcription (JAK/STAT). Considerando o papel desta via de sinalizagdo no processo
inflamatério, diversos inibidores farmacologicos de JAK foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de doencas inflamatérias, e tém sido associados a reducdo dos
sinais e sintomas destas doengas, além de apresentarem um perfil farmacolégico seguro e eficaz. Na
periodontite, poucos estudos avaliaram o papel de JAK no processo de patogénese da doenga, e 0s
resultados s&o divergentes. O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da administracao
sistémica de inibidores de JAK1-3 e JAKS, sobre a progressao da periodontite em ratos, e investigar
seu papel modulatério em células do microambiente periodontal. No estudo in vivo, os animais foram
submetidos a colocagao de ligaduras nos primeiros molares inferiores para indugdo da periodontite, e
receberam, concomitantemente a progressdo da doenga, agua destilada ou inibidores de JAK1-3 ou
JAKS3, via oral (gavagem intragastrica) por 7 dias. Animais do grupo controle negativo, sem ligaduras,
receberam administracdo de agua pelo mesmo periodo. Ao fim do periodo experimental os animais
foram eutanasiados, e as mandibulas contendo tecido gengival ao redor do primeiro molar, removidas
para avaliagdo dos seguintes desfechos: reabsorcdo 6ssea alveolar; quantificagdo do numero de
osteoclastos; expressao génica de |I-6, Tnf-alfa e Rankl, e proteica de TNF-alfa; expressao e localizagao
de células inflamatdrias (CD45 e CD3); e quantificagdo de elementos celulares (infiltrado celular, vasos
sanguineos e matriz extracelular). Os resultados demonstraram que ambos os inibidores preveniram a
perda 6ssea induzida pela periodontite (p<0.05), e reduziram a quantidade de osteoclastos em quase
30%. Redugéo significativa do infiltrado celular, bem como um aumento da matriz colagena e de vasos
sanguineos foram encontrados nos animais tratados com os inibidores (p<0.05). Corroborando os
dados da analise estereométrica, os inibidores de JAK também reduziram a quantidade de células
CD45+ (marcador de leucdcitos) no tecido gengival. Reducdo significativa na expressdo dos
marcadores inflamatdrios (em nivel génico e proteico) também foi encontrada no tecido gengival dos
animais tratados com os inibidores farmacoldgicos. Adicionalmente, experimentos in vitro investigaram
o efeito dos inibidores de JAK sobre a diferenciagdo de osteoclastos (RAW 264.7) induzidos por
RANKL, producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como sobre a formagéo de nédulos de
mineralizagdo e proliferagdo de células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1). Através da microscopia de
fluorescéncia, observamos que ambos os inibidores demonstraram redugéao significativa na formacao
de osteoclastos. Os dados também indicaram que a inibigdo de JAK inibiu a produgdo de ROS apos
estimulo com LPS. Em relagdo a osteogénese, foi observado que a inibicdo de JAK estimulou a
proliferagéo celular e a formagdo de nédulos de mineralizagdo. Os resultados demonstram que a
inibicdo das isoformas de JAK apresentaram um impacto significativo na reducdo das alteracdes
inflamatérias em animais com periodontite, indicando o protagonismo da via na patogénese e
progresséo da doenga, além do papel relevante sobre células do metabolismo ésseo.

Palavras-chave: Periodontite. Inibidores de Janus Quinases. Transdug&o de sinais. Imunomodulagéo.
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ABSTRACT

Periodontitis, similar to other chronic diseases, involves the activation of cytokines that are
modulated by intracellular signaling pathways, including the Janus kinase/Signal Transducers
and Activators of Transcription (JAK/STAT) pathway. Considering the role of this signaling
pathway in the inflammatory process, several pharmacological JAK inhibitors have been
approved by the Food and Drug Administration (FDA) for the treatment of inflammatory
diseases, and have been associated with reducing the signs and symptoms of these diseases,
in addition to presenting a safe and effective pharmacological profile. In periodontitis, few
studies have evaluated the role of JAK in the disease pathogenesis process, and the results
are divergent. The present study aims to evaluate the effect of systemic administration of
JAK1-3 and JAKS inhibitors on the progression of periodontitis in rats, and to investigate their
modulatory role in cells of the periodontal microenvironment. In the in vivo study, the animals
underwent ligatures placed on the lower first molars to induce periodontitis, and received,
concomitantly with disease progression, distilled water or JAK1-3 or JAK3 inhibitors, orally
(intragastric gavage). for 7 days. Animals in the negative control group, without ligatures,
received water administration for the same period. At the end of the experimental period, the
animals were euthanized, and the jaws containing gingival tissue around the first molar were
removed to evaluate the following outcomes: alveolar bone resorption; quantification of the
number of osteoclasts; gene expression of 1I-6, Tnf-alpha and Rankl, and protein of TNF-alpha;
expression and localization of inflammatory cells (CD45 and CD3); and quantification of
cellular elements (cellular infiltrate, blood vessels and extracellular matrix). The results
demonstrated that both inhibitors prevented bone loss induced by periodontitis (p<0.05), and
reduced the number of osteoclasts by almost 30%. Significant reduction in cellular infiltrate, as
well as an increase in collagen matrix and blood vessels were found in animals treated with
inhibitors (p<0.05). Corroborating the stereometric analysis data, JAK inhibitors also reduced
the amount of CD45+ cells (leukocyte marker) in the gingival tissue. Significant reduction in
the expression of inflammatory markers (at gene and protein levels) was also found in the
gingival tissue of animals treated with pharmacological inhibitors. Additionally, in vitro
experiments investigated the effect of JAK inhibitors on the differentiation of osteoclasts (RAW
264.7) induced by RANKL, production of reactive oxygen species (ROS), as well as on the
formation of mineralization nodules and proliferation of pre- osteoblastic (MC3T3-E1). Using
fluorescence microscopy, we observed that both inhibitors demonstrated a significant
reduction in osteoclast formation. The data also indicated that JAK inhibition inhibited ROS
production after LPS stimulation. Regarding osteogenesis, it was observed that JAK inhibition
stimulated cell proliferation and the formation of mineralization nodules. The results
demonstrate that the inhibition of JAK isoforms had a significant impact on reducing
inflammatory changes in animals with periodontitis, indicating the leading role of the pathway
in the pathogenesis and progression of the disease, in addition to the relevant role on bone
metabolism cells.

Keywords: Periodontitis. Janus Kinase inhibitors. Signal transduction. Immunomodulation.
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1 INTRODUGAO

A doencga periodontal € uma condi¢ao inflamatdria cronica, resultante de uma
resposta imune inadequada a um biofilme microbiano disbidtico’. A reacdo do
hospedeiro ¢ iniciada e modificada por multiplos genes, em combinagéo com fatores
relacionados ao estilo de vida e ambientais. Albergados neste biofilme, as bactérias
liberam fatores de viruléncia, lipopolissacarideos (LPS) e antigenos, ativando
citocinas, quimiocinas e fatores de transcricdo, que desempenham um papel critico
na destruicdo dos tecidos periodontais e na reabsorgdo dssea alveolar?2.

A modulagdo da resposta imunoldgica pode restabelecer o equilibrio entre
substancias que promovem e inibem a inflamacéo, interrompendo o avango da doenca
e criando um ambiente propicio para resolugdo da inflamag&o*®. Além disso, o
controle da inflamagdo através da regulagdo da resposta imunoldgica, limita o
fornecimento de nutrientes para a microbiota e favorece a reversdo da disbiose,
estimulando o restabelecimento de uma comunidade microbiana compativel com a
saude periodontal*>.

Vérios estudos clinicos e pré-clinicos tém examinado a eficacia de agentes
moduladores da resposta imunoldgica no tratamento adjunto da periodontite®. O uso
de substancias como bifosfonatos’, suplementos de 6mega-32, polifendis como o
curcumin®'? e o resveratrol'', bem como doses subantimicrobianas de doxiciclina e
anti-inflamatdrios ndo esteroidais’?, t¢ém mostrado algum beneficio quando usados em
conjunto com a raspagem e alisamento radicular, diminuindo a progressao da doenca
e/ou promovendo a resolugao da inflamacao.

De fato, a atividade bioldgica das citocinas afeta diretamente e indiretamente a
extensdo e a gravidade da periodontite’. Uma maior expressdao de mediadores
inflamatorios sdo encontrados em sitios afetados pela periodontite em comparacgao
aos sitios saudaveis, e o desequilibrio entre a producdo de marcadores pré e anti-
inflamatérios € um dos principais fatores envolvidos na destruicdo dos tecidos

periodontais*®.

1.1 Vias Intracelulares como Alvos Terapéuticos
Considerando o papel biolégico das citocinas na origem e progressao de

doencas inflamatorias?'41%, terapias imunomoduladoras baseadas na inibigdo



13

especifica de determinados mediadores (como RANKL, IL-6, TNF e MMPs), tém sido
bem-sucedidas no tratamento clinico de varias doengas, como artrite reumatoide,
cancer e osteoporose’®’” bem como em modelos pré-clinicos de periodontite.
Corroborando estes resultados, demonstramos que o silenciamento de MMP-13 nos
tecidos periodontais através da aplicacdo local de um shRNA adenoviral, reduziu
significativamente a reabsor¢gdo Ossea induzida por lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano em ratos, e inibiu os niveis de mMRNA e proteina de TNF-a e IL-6'®. Embora
efeitos indesejaveis ndo tenham sido observados nos animais durante o periodo
experimental, uma vez que o vetor adenoviral permite silenciamento rapido e
transitorio da citocina alvo'®, a maioria das drogas utilizadas para inibigédo de citocinas
estdo associadas ao aparecimento de efeitos secundarios, como hemorragia,
problemas gastrointestinais, renais ou hepaticos™®.

Uma alternativa para modular a producdo exagerada de marcadores
inflamatorios é a regulagéo das vias de sinalizagao intracelular, que sao cruciais para
a sua expressao'®. Uma das vantagens dessa abordagem é que a expressdo de
muitos mediadores inflamatoérios requer a ativacdo de um numero limitado de vias de
sinalizagao, e a regulacdo de uma unica via pode afetar toda uma rede de citocinas.
Além disso, como caracteristica chave da sinalizac&o de citocinas, a ativagcao das vias
€ um processo geralmente rapido e temporario, o que permite que a regulacdo de uma
via tenha um impacto significativo sobre a expressao de citocinas, sem causar efeitos
adversos significativos em processos celulares fisioldgicos'®.

Uma das vias responsaveis pela expressao da maioria das citocinas que
participam da doenca periodontal é a via Janus Kinase/Transdutor de Sinal e Ativador
de Transcrigao (JAK/STAT)?. JAK medeia a transdugéo de sinal de aproximadamente
60 diferentes citocinas, hormdnios e fatores de crescimento, incluindo fatores
reguladores do sistema imune e hematopoiéticos, e desta forma, participa de uma
série de eventos celulares, como proliferagdo, ativacao e sobrevivéncia celular®-2!,

A familia JAK inclui quatro tirosinas quinases (JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2),
altamente conservadas e nao redundantes. As isoformas podem se associar de forma
seletiva a porgcao citoplasmatica de receptores transmembrana, e quando ativadas
fosforilam multiplos substratos, incluindo os transdutores de sinal e ativadores de

transcricao (STATs). Estes por sua vez, dimerizam e se translocam do citoplasma para
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0 nucleo, agindo como fatores de transcrigao e regulando a expressao de varios genes
que participam da resposta inflamatoria?’.

Mamiferos apresentam sete tipos de STATs (STAT1-4, 5A, 5B e 6), e embora
sejam ativados por subconjuntos sobrepostos de citocinas, diferentes STATs podem
ter papéis biolégicos nao redundantes. Desta forma, os efeitos da ativagéo da via JAK
/ STAT sao influenciados de forma seletiva pela isoforma de JAK envolvida, e os STATs

que sao finalmente ativados?2.

1.2 Regulagao Enddégena da Via JAK/STAT

A regulacédo negativa da via JAK/STAT €& controlada por uma familia de
proteinas critica na transdugao de sinais da inflamacéao, as proteinas supressoras de
sinalizacao de citocina (SOCS). A familia de proteinas SOCS é constituida por 8
membros que podem ser ativados por citocinas proé e anti-inflamatorias, que interferem
na sinalizagdo JAK/STAT através de feedback negativo?®. Essa regulagdo é
importante, uma vez que o estimulo excessivo por citocinas induzidas pela sinalizagao
JAK/STAT, tem sido associado a doencas inflamatdrias, como artrite reumatoide,
esclerose multipla e doengas inflamatdrias intestinais?021,

Citocinas envolvidas na patogénese da artrite reumatoide, e.g. IL-6 e TNF-q,
ligam-se a receptores especificos que sdo capazes de ativar a sinalizagdo JAK/STAT.
A ativagdo da via pode induzir resisténcia a apoptose de fibroblastos sinoviais,
aumentando a quantidade destas células?*, além de regular a expressdo de citocinas
e quimiocinas capazes de provocar um dano tecidual direto?®>. Essas mesmas

observacoes tém sido propostas para a periodontite.

1.3 Inibicdo Farmacologica de JAK

Os inibidores farmacoldgicos de JAK sdo pequenas moléculas capazes de
bloquear a sinalizagdo de citocinas, interferindo diretamente com a atividade
enzimatica da proteina. Sao passiveis de administracdo via oral, e por possuirem
meia-vida plasmatica curta, auséncia de imunogenicidade e farmacocinética linear,
tem atraido atencido frente ao uso de anticorpos monoclonais no tratamento de
doengas inflamatdrias?®®, além de ser uma alternativa ao uso de glicocorticoides e
outros imunomoduladores (como metrotexato), que estdo relacionados a taxas de

reincidéncia em torno de 30%329:25,



15

Estudo em ratos investigando o efeito de JAK sobre a reabsor¢cdo 6ssea em
modelos de artrite reumatoide, observou que a inibigdo farmacoldgica (via oral) da via,
reduziu o edema, a inflamagao e a reabsorgdo 6ssea nas patas dos animais, sem
causar efeitos secundarios. Redugcédo nos niveis de RANKL e IL-6 (transcritos e
proteicos) também foram observados?®. O inibidor ndo afetou a atividade dos
osteoclastos, mas reduziu os niveis de RANKL produzidos por linfécitos T de maneira
dose-dependente?®. Em outro estudo com o mesmo desenho experimental®’, redugdo
na severidade da inflamacéo, escores fisicos da doenga, niveis da proteina C-reativa,
IL-18 e células T CD4 esplénicas também foram relacionados aos efeitos da inibigéo
de JAK.

Considerando a importancia da ativagao de JAK para a progressao da artrite,
recentemente o uso de inibidores de diferentes isoformas foi aprovado pela Food Drug
Administration (FDA) para o tratamento de pacientes refratarios a outras drogas.
Dados de mais de 4 mil pacientes utilizando inibidor de JAK1-3 para tratamento da
artrite reumatoide mostrou que o grupo tratado apresentou melhora clinicamente
significativa nos sinais e sintomas da doenga, ao longo de 8 anos de

acompanhamento?8.

1.4 Evidéncia do Papel da Via JAK/STAT na Doen¢a Periodontal

Na doenca periodontal, informacdes sobre a expressao de JAK, bem como seu
papel na progressao da doenca, sao escassos. Um unico estudo avaliando o efeito da
inibicdo de JAK3 em modelo experimental de periodontite, descreveu aumento na
densidade do infiltrado inflamatoério e na perda 6ssea alveolar em camundongos que
receberam a inoculacdo de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e administracao
oral do inibidor?®, indicando um papel anti-inflamatério para JAK3 na progressao da
doenca. De maneira semelhante, células imunes estimuladas com P. gingivalis e
tratadas com o inibidor de JAK aumentaram a producéao de citocinas inflamatérias em
relagéo ao controle, in vitro®.

Diferentemente do estudo em murinos, um estudo clinico comparando a
condicao periodontal de pacientes com artrite reumatoide no baseline e 24 semanas
apos 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
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inibicao de JAK é de fato eficiente para tratar pacientes com artrite e potencialmente
capaz de modular o processo inflamatdrio nos tecidos periodontais3°,

Os resultados conflitantes acerca do papel de JAK na patogénese da doenga
periodontal, associados ao potencial dos inibidores desta via no tratamento de
diversas enfermidades inflamatérias, indicam a necessidade de realizacdo de mais
estudos que possam fornecer conhecimentos que embasem novas abordagens
terapéuticas no controle adjunto da periodontite em pacientes de risco e/ou refratarios

ao tratamento periodontal basico.
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4 CONCLUSAO

Ainibicdo de JAK, utilizando os inibidores farmacolégicos das isoformas de JAK
1-3 e JAK 3, teve um impacto significativo na redugao das alteragdes inflamatérias,
tanto no tecido O6sseo, quanto gengival dos animais com periodontite
experimentalmente induzida, além de prevenir a diferenciacdo de osteoclastos e
liberacdo de ROS, e favorecer a proliferacédo e mineralizagao 6ssea in vitro. A inibicao
de JAK3 demonstrou um efeito mais eficaz na modulagcéo do processo inflamatério
em alguns desfechos avaliados in vitro. Estes resultados indicam a relevancia da via
JAK-STAT na patogénese da periodontite, e sugerem que a modulagdo negativa de
JAK pode ser uma alternativa terapéutica promissora no tratamento adjunto da

doenca.
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