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ABREVIATURAS

RANKL - Receptor activator of NF-kB ligand
OPG - Osteoprotegerin

RANK - Receptor activator of NF-kB

PTH — Parathyroid hormone

TNF-o — Tumor Necrosis Factor — alpha
LPS — Lipopolysaccharide

PGE; — Prostaglandin E>

IL (-1; -2; -6) — Interleukin (-1; -2; -6)

MAPK - Mitogen-activated protein kinase
ERK - Extracellular-regulated kinase

TCR —T cell receptor

TLR — Toll like receptor

IL-1R - Interleukin-1 receptor

TNFR — Tumor Necrosis Factor Receptor
JNK — ¢c-Jun N-terminal kinase

AP-1 — Activator protein 1

PKC — Protein Kinase C

PKA — Protein Kinase A

NF-kB - Nuclear Factor kappa B

IRAK — Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase
TRAF6 — TNF Receptor Associated Factor 6

IKK — kB Kinase



IkB — Inhibitor of NF-kB

NFAT — Nuclear Factor of Activated T cells
FKBP12 - FK506-binding protein 12

DNA — Deoxyribonucleic Acid

RNA — Ribonucleic Acid

SPF — Specifc Pathogen Free

RT-PCR — Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction
FBS — Fetal Bovine Serum

PBS — Phosphate Buffer Solution

BSA — Bovine Serum Albumin

cDNA — complementary DNA

STAT — Signal Transducer and Activator of Transcription



RESUMO

Sartori, R. Influéncia do FK-506 sobre a expressdao de RANKL e OPG na
doenga periodontal induzida. Estudo in vivo e in vitro [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Embora a doenga periodontal tenha origem infecciosa, ela se caracteriza
por uma complexa resposta imune-inflamatéria, com a participagcdo de
células residentes e nao-residentes, produzindo diversas citocinas e
mediadores bioldgicos. A principal caracteristica da doenga periodontal
destrutiva € a reabsorgcdo do osso alveolar, a qual € uma consequéncia
frequentemente irreversivel do processo patoléogico e das citocinas
produzidas pela resposta do hospedeiro. Citocinas especificas atuam
diretamente no controle da remodelagdo éssea, denominadas RANKL
(Receptor activator of NF-kB ligand) e OPG (Osteoprotegerin,). RANKL é
uma proteina produzida por fibroblastos, osteoblastos, condrdcitos,
células mesenquimais e células T e B ativadas e sua ligacdo com o seu
receptor RANK (Receptor activator of NF-kB) em células precursoras de
osteoclastos € necessario e suficiente para a ativacéo, diferenciagao e
sobrevivéncia de osteoclastos maduros. OPG, a outra proteina envolvida
nesta modulagao, serve como um falso receptor para RANKL, impedindo
dessa forma a ligagdo RANKL-RANK e levando a uma menor ativagao de

osteoclastos. Assim, o balango entre RANKL e OPG é o atual paradigma
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para a modulagdo da remodelagdo 6ssea. FK-506 (tacrolimo) € uma
droga imunossupressora usada para prevenir rejeicdo de enxertos
afetando a ativacdo de linfécitos T por meio da modulagédo da via da
calcineurina, inibindo a ativagdo de NFAT e de NF-kB. Estudos prévios
demonstraram que o uso de tacrolimo em ratos diminui a resposta
inflamatdria e reabsorgdo 6ssea em modelo experimental de inducéo de
doenga periodontal. A proposta deste estudo foi avaliar os efeitos da
administragdo sistémica do tacrolimo sobre a expressdo de RANKL e
OPG na doenga periodontal induzida em ratos e determinar in vitro, se o
tratamento de células residentes do periodonto com tacrolimo
previamente ao estimulo com LPS bacteriano e IL-1 seria capaz de
modular a expressdo de RANKL e OPG. No estudo in vivo, foram
utilizados dois modelos experimentais de inducdo da doencga periodontal,
LPS e ligadura, em ratos. No grupo teste, os animais receberam
diariamente injeg¢des intraperitoneais de tacrolimo (1mg/kg) . Apos 30
dias, os animais foram sacrificados e os tecidos das regides de interesse
foram coletados. A administracdo de tacrolimo resultou em inibicdo do
RNAmM de RANKL e aumento de RNAm de OPG apenas doenca
periodontal induzida por ligadura. A avaliagdo por imunohistoquimica
revelou que o tratamento com tacrolimo inibiu a expressao de RANKL nos
tecidos periodontais e um decréscimo no numero de linfocitos T, nos dois
modelos utilizados. No estudo in vitro, foram utilizados linhagens celulares

de fibroblastos, osteoblastos e linfécitos T. O tacrolimo reduziu a
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expressao de RNAm de RANKL em fibroblastos e osteoblastos, bem
como a ativagao de p38 MAPK e NF-kB, apds estimulo com LPS e IL-1. O
tratamento com o imunossupressor também foi efetivo na inibicdo de
proliferacdo de células T e de fibroblastos. Como conclusédo, o tacrolimo
foi efetivo em suprimir a expressao de RANKL tanto in vivo quanto in vitro.
A expressao de OPG teve alteragbes menos marcantes apos o tratamento
com tacrolimo, no entanto a modulagdo da proporgao relativa destes
genes sugere um efeito inibidor sobre a atividade de reabsorgdo Ossea.
Nossos resultados indicam que os mecanismos pelos quais o tacrolimo
pode inibir a reabsor¢cdo Ossea incluem: regulagdo da expressao de
RANKL/OPG, redugao do numero de linfocitos nos tecidos periodontais, e
modulagdo das vias de sinalizagao intracelular p38 MAPK e NF-kB,

envolvidas na expressao de citocinas inflamatorias.

Palavras-chave: Tacrolimo, Inflamagdo, Periodontite, Linfécitos T,

Fibroblastos, Reabsorgao 6ssea, Osteoprotegerina, Ligante RANK.



ABSTRACT

Sartori, R. Effect of FK-506 over RANKL and OPG expression in
experimental periodontal disease. An in vivo and in vitro study. [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

Periodontitis is a well-characterized infectious disease with a complex
immune-inflammatory response. In response to the bacterial presence,
many resident and non-resident cells into the peridontium produce many
cytokines and biologic mediators, causing tissue destruction and alveolar
bone loss. These cytokines are the key-factor in osteoclast-mediated bone
resorption. The expression ratio between two cytokines is fundamental to
bone resorption process: RANKL (Receptor activator of NF-kB ligand) that
is necessary to osteoclast differentiation, activation and survival, and OPG
(Osteoprotegerin) that acts as the endogenous inhibitor of RANKL by
functioning as its decoy receptor. RANKL is expressed by fibroblasts,
osteoblasts, chondrocytes, mesenchymal cells and T and B lymphocytes.
OPG is secreted primarily by osteoblastic cells, bone marrow stromal celss
and fibroblasts and it counter regulates the excessive bone loss
antagonizing the RANKL-binding to its receptor RANK in osteoclast
precursor cells. The ratio between RANKL and OPG is the current
paradigm for modulation of coupled bone turnover. FK-506 is an

immunossupressive drug used to reduce and to prevent the risk of organ
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transplant rejections. It acts affecting T Ilymphocyte activation by
calcinaurin pathway modulation inhibiting NFAT and NF-kB translocation
to the nucleus. Previous studies showed that animals with experimental
periodontitis treated with FK-506 exhibited less bone resorption and
inflammatory infiltrate. The purpose of this study was evaluated effects of
FK-506 systemic administration over RANKL and OPG expression in
animals with experimental periodontitis; and determines if FK-506-treated
periodontium resident cells can affect IL-1- and LPS-induced RANKL and
OPG expression. In the in vivo study, two experimental periodontitis
models were used (LPS and ligature) in rats. In the test group the animals
received daily intraperitonial injections of FK-506 (1mg/kg). At the 30" day
the animals were sacrificed and samples from regions of interested were
collected. The FK-506 administration resulted in inhibition of RANKL
MRNA and OPG mRNA increase only on ligature model. The
immunohistochemistry analysis showed that FK-506 treatment inhibited
RANKL on periodontal tissues and T lymphocyte decrease in both models.
Fibroblastic lineage, and osteoblastic lineage, and T lymphocytes were
used to the in vitro study. Treatment with FK-506 decreased IL-1- and
LPS-induced RANKL mRNA expression on fibroblasts and osteoblasts as
well as p38 MAPK and NF-kB. The FK-506 also was effective inhibiting T
cells and fibroblasts proliferation. In conclusion, FK-506 suppressed
RANKL expression as many in vivo as in vitro. The OPG expression had

less remarkable alterations after FK-506 treatment. However, the relative
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modulation of these genes suggests an inhibitor effect in the bone
resorption activity. Our results indicate that the mechanisms by the FK-506
can modulate bone resorption include: regulation of RANKL/OPG
expression, decreasing the number of lymphocytes on periodontal tissues,

and modulation of p38 MAPK and NF-kB pathway.

Keywords: Tacrolimus, inflammation, periodontitis, T Iymphocytes,

fibroblasts, bone resorption, osteoprotegerin, RANKL.



INTRODUCAO REVISADA



1. INTRODUGAO REVISADA

A doenga periodontal € uma condigdo de origem infecciosa
que apresenta uma complexa resposta imune-inflamatéria, com a
participacdo de células residentes e n&o-residentes, as quais produzem
diversos mediadores bioldgicos que regulam a resposta imune. A principal
caracteristica da doencga periodontal destrutiva € a reabsor¢cdo do 0sso
alveolar, a qual € uma consequéncia frequentemente irreversivel do
processo patolégico. No microambiente periodontal, toxinas e
componentes bacterianos derivados do biofilme dental induzem uma
resposta imune com a producao de diversas citocinas pelo hospedeiro,
sendo a producdo destas citocinas amplificada em quantidade e
complexidade devido aos efeitos autdcrinos e paracrinos destas proprias
citocinas sobre as células do hospedeiro. Embora a resposta imune, e a
complexa rede de citocinas estabelecida, tenha a finalidade de eliminar o
agente patoldgico, considera-se que a maior parte da atividade de
degradacgéo tecidual, incluindo a reabsorgdo do osso alveolar, sejam
causados pelas citocinas derivadas da resposta imune do hospedeiro
(Graves'®, 2008; Seymour, Gemmell®', 2001).

O osso € um tecido dindmico sob constante estado de
remodelagdo, o qual se caracteriza por um balango delicado entre a
atividade de reabsorcdo da matriz éssea por osteoclastos e de formagao

da matriz 6ssea por osteoblastos. Um grande avango na compreensao do
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controle do processo de remodelacdo do tecido 6sseo foi a identificagao
de um sistema de citocinas diretamente envolvidas na diferenciacado e
ativacao de osteoclastos, denominadas RANKL (Receptor activator of NF-
kB ligand), OPG (Osteoprotegerin) e o receptor de membrana RANK
(Receptor activator of NF-kB) (Suda et al.*>*, 1999).

RANKL ¢é uma proteina produzida por fibroblastos,
osteoblastos, condrdcitos, células mesenquimais e células T e B ativadas,
podendo ser secretada ou expressa na superficie celular, enquanto seu
receptor, RANK, esta presente na superficie de células precursoras de
osteoclastos, osteoclastos maduros e células dendriticas. A producao de
RANKL e sua ligagdo com seu receptor de membrana RANK é um evento
considerado tanto necessario quanto suficiente para a ativacdo e
diferenciagdo de células monociticas em osteoclastos maduros (Boyle et
al.*, 2003; Khosla?®, 2001; Teitelbaum®', 2000). J&4 OPG, uma proteina
produzida e secretada principalmente por pré-osteoblastos, osteoblastos e
células do estroma Osseo, atuaria como regulador negativo da
osteoclastogénese, funcionando como falso receptor para RANKL. Como
OPG é uma proteina secretada, portanto sem porgéo citoplasmatica, a
ligacdo de OPG com RANKL reduz a biodisponibilidade de RANKL capaz
de interagir com RANK presente na superficie de células precursoras de
osteoclastos e, consequentemente, a ativagdo de osteoclastos (Suda et
al.>*, 1999; Boyle et al.*, 2003; Hofbauer et al.>3, 2001; Komarova et al.**,

2003). Assim, o paradigma atual do controle da remodelagdo Gssea se
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baseia na relagao entre a producdo de RANKL e OPG no microambiente
osseo (Figura 1). Esta relagcdo RANKL/OPG tem basicamente a fungao de
controlar o processo de reabsorcdo Ossea, controlando a continua
remodelacdo da matriz 6ssea em resposta a diversos estimulos externos
e mantendo a homeostasia do tecido 6sseo (Walsh et al.?®, 2006). Este
papel fundamental do sistema RANKL/OPG na modulacdo do tecido
0sseo justifica o interesse nos mecanismos de regulagcdo da expresséo
génica como abordagem terapéutica de doengas e condigdes que afetam

o tecido 6sseo.

LPS

Stromal cell
and Osteoblast T-Cell
~ OPG

‘ a decoy
Q J
RANKL RANKL Y

,§‘ :-J Active Osteoclast
.

L &
TNF-c1 RANK RANK differentiation
IL-1 activation

Monocyte Precursor cell

BONE RESORPTION

FIGURA 1: Modelo ilustrativo da participacdo de RANKL e OPG na osteoclastogénese
induzida por LPS e citocinas inflamatérias (Adaptado de Kirkwood KL et al. Periodontol
2000 2007; 43:294-315).

Osteoblastos expressam RANKL quando estimulados por

alguns fatores como vitamina D3, PTH (Parathyroid hormone), TNF-a

(Tumor Necrosis Factor-a) e prostaglandinas (Tanaka et al.*°, 2005). As
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células do ligamento periodontal, principalmente fibroblastos, também
desempenham papel fundamental no metabolismo d&sseo alveolar,
secretando OPG e RANKL. Do mesmo modo que os osteoblastos, a
expressdo de RNA mensageiro de RANKL e OPG em fibroblastos é
afetada pela presenga de LPS (Lipopolissacarideo), vitamina D3, PTH,
TNF-0, PGE; e IL-1 (Interleukin-1) (Fukushima et al.™ 2005; Wada et
al.%*, 2004; Zhang et al.®®, 2004).

Em células do ligamento periodontal, a presenca de LPS
leva a produgédo de IL-1 e TNF-a, suficiente para induzir a expressao de
RANKL (Wada et al.®*, 2004), sugerindo um feedback positivo para a
produgao desta proteina. Diferentes vias de sinalizagao intracelular estao
envolvidas na regulagdo da expressdo de RANKL nestas células,
incluindo diferentes membros da familia das MAPK (Mitogen-activated
protein kinase). A indugdo de RANKL por IL-1 em células do ligamento
periodontal requer a ativagdo de ERK (Extracellular-regulated kinase)
(Fukushima et al.™, 2005) Entretanto, a indugcdo de RANKL por LPS de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Escherichia coli em células do
ligamento periodontal ocorre pela ativagado da via p38 MAPK (Rossa et
al.*’, 2008). Como diferentes estimulos e vias de sinalizagdo intracelular
podem participar da regulacdo de RANKL, diferentes receptores na
superficie celular também estdo implicados na producdo de RANKL.
Assim, receptores como TCR (T cell receptor), TLR-4 (Toll like receptor-

4), IL-1R (Interleukin-1 receptor) e TNFR (Tumor Necrosis Factor
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Receptor) podem desencadear eventos intracelulares que levam a

producédo de RANKL (Figura 2).

TNFo  IL-1B
\ 1

Cell membrane

A
@ ? - $P600125
@ $B203588 | mMRNA —~ AAAA M

mR\Ashbxhhd
- e» e e - o

I

(YTOKINE
PRODU(TION

T

Targo( genes

FIGURA 2 — Esquema representativo de ativacdo das vias das MAPKinases e NF-kB na
sinalizagdo intracelular de citocinas inflamatérias. A ligacdo de citocinas inflamatérias
com seus receptores celulares especificos desencadeia a ativagdo seqlencial
(usualmente por fosforilagdo) de diversas proteinas intracelulares até a ativagado de
proteinas sinalizadoras que se translocam para o interior do nucleo celular (por ex., p38,
ERK, JNK, NF-kB) onde, em conjunto com a remodelagcdo da cromatina por histonas,
levam a ativagéo de diversos fatores de transcrigdo (por ex., ELK1, NF-kB, ATF2, c-Jun)
que resultam na modulagdo da expressédo génica, estabelecendo a resposta celular ao
estimulo externo. A esquerda estd representado o esquema-geral de ativagdo das
MAPKinases: ativagao sequencial de MAP kinase-kinase-kinase leva a ativacdo de uma
MAP kinase-kinase, a qual ativa uma MAP kinase. Também estdo representados os
inibidores bioquimicos especificos de cada uma das MAPKinases: SB203580 (p38),
SP600125 (JNK) e PD98059 (ERK).

De forma similar as células do ligamento periodontal, em

osteoblastos, outro tipo celular ‘residente’ ou n&o-imune, diferentes
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estimulos, receptores e vias de sinalizagao intracelular estdo envolvidos
na regulagao da expressdo de RANKL. A ativagéo de receptores TLR2 em
osteoblastos por LPS de P. gingivalis aumenta a expressdo génica de
RANKL via AP-1 (Activator protein 1) e JNK (c-Jun N-terminal Kinase),
enquanto que a ativacdo de TLR4 leva a um aumento de RANKL via p38
MAPK, ERK e PKC (protein kinase C) (Okahashi et al.*®, 2004; Kikuchi et
al.*®, 2001). Citocinas como TNF-a, IL-1 e PGE, também induzem a
expressao de RANKL em osteoblastos e a presenca de LPS pode tanto
induzir diretamente a expressdo de RANKL, quanto estimular osteoblastos
e/ou células adjacentes a secretar estas citocinas e levar ao aumento da
produgdo de RANKL indiretamente (Kikuchi et al.*°, 2001).

O fato de citocinas inflamatoérias produzidas na resposta
imune inata por células residentes também induzir a expressdo de RANKL
por osteoblastos indica que tanto os receptores para estas citocinas
quanto as diferentes vias de sinalizagao intracelular ativadas por estes
receptores, como Calcio e PKC (Takami et al.*’, 2000), ERK, p38 MAPK e
PKA (Protein Kinase A) (Takami et al.*®, 2005) podem exercer papel
relevante no controle da reabsorcédo éssea durante a doenga periodontal.
O estimulo com IL-1 também induz a produ¢cdo de RANKL em células do
estroma oOsseo onde a ativagdo da via p38 MAPK mostrou-se um
componente essencial para a expressao génica (Rossa et al.*®, 20006).

A interacdo RANKL/RANK resulta numa série de eventos

intracelulares até a ativacdo do NF-kB (Nuclear Factor kappa B). Diversas
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proteinas sdo ativadas em cascata (IRAK, Interleukin-1 Receptor-
Associated Kinase; TRAF6, TNF Receptor Associated Factor 6; IKK, |kB
Kinase; IkB, Inhibitor of kB) culminando na translocacdo do NF-kB ao
nucleo onde interage com o DNA (Deoxyribonucleic Acid) na regiao
promotora de diversos genes-alvo especificos, os quais, entre outras
atividades, levam a diferenciagao de células monociticas em osteoclastos
e ativagdo destes (Suda et al.**, 1999). Outras vias de sinalizagdo
intracelular também sao ativadas por RANKL, como JNK, ERK, p38
MAPK e a calcineurina, que leva a translocacdo do NFAT (Nuclear Factor
of Activated T cells) ao nucleo. Esta translocacdo ¢é devida a
desfosforilagdo do NFAT pela calcineurina, onde dentro do nucleo liga-se
a genes especificos, principalmente aqueles envolvidos em interagdes
célula-célula (Crabtree, Olson®, 2002). Em células precursoras, NFAT-c1 é
o fator de transcricdo principal para osteoclastogénese. A auto-
amplificacdo resulta em eficiente inducdo de genes especificos para
osteoclastogénese (Takayanagi®, 2005).

Além disso, o NFAT em células precursoras de osteoclastos,
leva a producdo de IL-2 (Interleukin-2), citocina responsavel pela
proliferagdo de células T e produgdo de outras citocinas (Hirotani et al.?",
2004). As células T ativadas sao grandes produtoras de RANKL, tendo
assim papel fundamental no processo da osteoclastogénese (Boyle et al.*,

2003; Khosla®®, 2001; Teitelbaum®', 2000).
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Sabe-se que células residentes do periodonto, como
fibroblastos, neutréfilos e osteoblastos, desempenham importante papel
para o inicio da resposta inflamatéria frente a presenga do antigeno
bacteriano, secretando diversas citocinas como IL-1, TNF-a, RANKL e
OPG (Wada et al.**, 2004; Cochran®, 2008).

A presencga destas citocinas, bem como a manutencdo da
atividade inflamatoria, leva ainda a participacdo do sistema imune
adaptativo. Existem evidéncias demonstrando a importéncia de células T
na reabsorcido Ossea associada a doenca periodontal, com uma forte
correlagdo entre grau de reabsorgdo Ossea e presenca de linfocitos.
Lesbes periodontais ativas s&do caracterizadas por grande infiltracdo de
células T (Kawai et al.?®, 2006; Taubman et al.®°, 1984), e por meio de
microscopia confocal, foi demonstrado que estas células s&o importantes
fontes de RANKL na reabsorcéo éssea periodontal (Kawai et al.?%, 2006).

A capacidade da IL-2 de estimular a proliferacdo de células
T levou a suposi¢cao de que também teria atividade na modulagdo das
respostas destas células (Nelson*?, 2004). O conceito de que a expressao
de IL-2 era diretamente proporcional ao numero e atividade de células T,
proporcionou o desenvolvimento de terapias baseadas no controle da
expressdo de IL-2. Assim, a inibicdo de sua expressao € empregada na
imunossupressdo para evitar a rejeicdo de transplantes (Morris,
Waldmann®®, 2000). Um exemplo disso € o Tacrolimo (FK-506), um

imunossupressor que atua na via da calcineurina, inibindo a produgao de
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IL-2. O tacrolimo forma um complexo com proteinas intracelulares, como
a FKBP12 (FK506-binding protein 12) e inibe seletivamente a atividade
enzimatica da calcineurina (uma fosfatase dependente de
Calcio/calmodulina), impedindo a transcricdo de IL-2. Tal agdo ocorre por
meio da inibicdo da desfosforilagdo de NFAT e da dissociacdo da
subunidade reguladora kB do NF-kB, prevenindo a translocagédo destes
para o nucleo onde interagiriam com as sequéncias de DNA apropriadas
no promotor do gene da IL-2, iniciando a transcricdo (Kino et al.*!, 1987;
Kino et al.*2, 1987) (Figura 3). Imunossupressores, como o tacrolimo, sdo
usados também para o tratamento da artrite reumatdide, uma doenga
auto-imune com marcante inflamacgao e reabsorgdo 6ssea (Suematsu et
al.>®, 2007), sugerindo um efeito modulador dos imunossupressores sobre

as doencas inflamatdrias.
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FIGURA 3: modelo ilustrativo da forma de atuagdo do FK506 com a proteina FKBP12. A
ligagédo entre essas duas proteinas impede a translocagdo para o nucleo dos fatores de
transcricdo NFAT e NF-kB.

A acdo do tacrolimo sobre o tecido 6sseo tem sido
investigada. Spolidério et al. (Spolidorio et al.>?, 2007) verificaram, em
ratos que recebiam terapia com Ciclosporina, uma diminui¢do do volume
0sseo e um aumento de osteoclastos ao final de 60 dias. Entretanto, a
substituicdo da droga por tacrolimo resultou, apds 60 dias de terapia, na
reversdo da perda ossea e, ao final de 120 dias, estes animais possuiam
maior volume 06sseo e diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias, como
IL-18, IL-6 e TNF-o, em comparagdo aos animais tratados com

Ciclosporina.
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A acdo do tacrolimo sobre o tecido 6sseo alveolar foi
demonstrada em estudo realizado com animais tratados com a droga
durante 60 dias, no qual foi encontrada uma diminuigdo do numero de
osteoclastos e a manutencdo do numero de osteoblastos, levando a um
aumento do volume ésseo. Os autores concluiram que o tacrolimo pode
levar a um aumento da formagao do osso alveolar (Andia et al.?, 2008).
Estes resultados sugerem que o tacrolimo pode interferir na diferenciagao
e/ou sobrevivéncia de osteoclastos na remodelacdo 6ssea normal.

Além desse efeito na auséncia de inflamacéo, Guimaraes et
al. (Guimaraes et al.'®, 2007) demonstraram que o tacrolimo atuou
reduzindo a perda 6ssea e o infiltrado inflamatério em ratos com doencga
periodontal induzida por ligadura. Considerando que a maior parte da
destruicdo tecidual associada a doenga periodontal é derivada da
resposta imune do hospedeiro, estes resultados sado consistentes com a
funcdo imunossupressora do tacrolimo e com seus efeitos especificos
sobre fatores de transcricdo NFAT e NF-kB, relevantes para a expressao
de diversos genes inflamatérios bem como de RANKL e OPG. O
mecanismo segundo o qual tacrolimo inibe a resposta inflamatoria e
reabsor¢cdo 6ssea nao é, contudo, conhecido. Um melhor entendimento
destes mecanismos pode proporcionar informagdes importantes para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para condigdes
inflamatdrias associadas a destruicdo do tecido 6sseo, como as doencgas

periodontais.
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Em resumo, considerando que:

* a resposta do hospedeiro, tanto inata quanto adaptativa,
tem importante papel na destruicado tecidual associada as
doencgas periodontais;

* RANKL/OPG tem grande relevancia no controle da
homeostasia do tecido 6sseo;

* 0 entendimento das vias de sinalizagdo intracelular
envolvidas tanto na regulagdo da expressao génica bem
como na atividade biolégica de RANKL pode proporcionar
informagbes uteis para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas;

* tacrolimo € uma droga imunossupressora que inibe a
proliferacdo de células T e também modula a atividade de
dois fatores de transcricdo relevantes para a expressao
de diversos genes inflamatorios bem como de RANKL,;

* evidéncias recentes de nosso grupo de pesquisa indicam
que tacrolimo reduz o numero de osteoclastos e também
diminui a severidade da resposta inflamatdéria e da
reabsorcdo 6ssea em modelo de doenca periodontal
experimental;

propusemos o0s presentes estudos, com objetivo esclarecer se a
administragao sistémica de tacrolimo pode modular a expressao génica

de RANKL e OPG na doenga periodontal experimental em ratos. Essa
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modulagao poderia ocorrer por meio direto, atuando na expressao destes
genes em macrofagos, osteoblastos e fibroblastos; ou indireto, através da
acao sobre as células T, reduzindo seu numero e/ou impedindo a
producdo de determinadas citocinas, as quais induziriam a expressao de
RANKL e OPG por diferentes tipos celulares.

A hipotese é que o0 uso do imunossupressor tacrolimo, como
modulador da resposta inflamatéria na doenga periodontal, poderia atuar
também na regulacdo da reabsor¢do dssea associada a inflamacgao. Entre
0S possiveis mecanismos para esta modulacdo da atividade de
reabsorcdo ossea por tacrolimo, verificados nos estudos incluidos neste
trabalho, incluem modulacdo da ativagcdo de vias de sinalizagao
envolvidas direta ou indiretamente na expressdao de RANKL por células
residentes, bem como a reducdo do numero de células T presentes na
area (devido a inibicdo da expressdo da IL-2) e, consequentemente,
diminuicdo de uma importante fonte de RANKL nos tecidos periodontais

inflamados.
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Os objetivos especificos propostos para esta tese s&o os seguintes:

1) Determinar, in vitro, se o tratamento de células residentes do
periodonto com tacrolimo (FK-506) modula a expressédo génica de

RANKL e OPG induzida por LPS bacteriano e IL-14;

2) Avaliar os efeitos da administracdo sistémica de tacrolimo in vivo
sobre a presenca de linfocitos T (por meio da imunomarcagao para
CD3) em dois modelos experimentais na doenga periodontal
induzida em ratos: colocagdo de ligadura e injecdo de LPS

bacteriano;

3) Avaliar, em duas linhagens de células T, o efeito do tacrolimo na
viabilidade, proliferagao celular e ativagdo das vias de sinalizagao

(p38 e NF-kB) envolvidas na expressdo de RANKL e OPG.
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Animais/Grupos

Foram utilizados 54 ratos (Norvergicus albinus, Wistar) com
aproximadamente 5 a 6 semanas, pesando em média 100g. Os animais,
em grupos de 5, foram acomodados em gaiolas de polipropileno em
condigbes SPF (Specific Pathogen Free) e receberam alimentagéo
granulada (Labina/Purina) e agua ad Ilibitum, sendo pesados
semanalmente para controle do crescimento e desenvolvimento. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacado Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP.

A amostra foi aleatoriamente distribuida em trés grupos
experimentais: controle negativo: animais que n&o receberam qualquer
manipulagdo, incluindo tratamento com tacrolimo ou indugdo de doenga
periodontal; grupo tratamento: animais que foram submetidos a indugao
de doenca periodontal e receberam tacrolimo (1mg/kg), diariamente via
intraperitoneal; grupo controle positivo: animais que foram submetidos a
inducdo da doenca periodontal, porém receberam como tratamento
apenas a injecdo de volumes equivalentes do veiculo (cloreto de sodio
0.9%) utilizado na diluigdo de tacrolimo (Tabela 1). A administragcdo de
Tacrolimo foi iniciada concomitantemente ao inicio de indu¢do da doencga
periodontal experimental (no mesmo dia da instalagdo das ligaduras e da

1% injegéo de LPS)
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Tabela 1 — Numero de animais utilizados e distribuicdo dos grupos

Grupo Odia 5dias 15dias 30dias Total
Controle
3 5 5 5 18
(-FK e - DP)
Animais com DP (-FK) - 6 6 6 18
Animais com FK (+DP e -DP) - 6 6 6 18
TOTAL 54

FK significa tratamento com tacrolimo; DP significa indugédo da doenga periodontal

Indugao da Doencga Periodontal

Foram utilizados dois protocolos de inducdo de doencga
periodontal, sendo estes o0 uso de ligadura de algodao na mandibula e a
aplicacao de lipopolissacarideos bacterianos na maxila.

Para ambos os protocolos os animais foram submetidos a
anestesia geral (0,08 mL de ketamina e 0,04 mL de cloridrato de xilasina
por 100g de peso corporal) e posicionados em mesa operatoria. Na
mandibula, um fio de algoddo numero 24 foi colocado ao redor do
primeiro molar do lado esquerdo com o objetivo de facilitar o acumulo de
placa bacteriana, permanecendo o molar do lado direito como controle
negativo, sem a colocagdo de ligadura. A ligadura foi mantida pela
duragcdo dos periodos experimentais (maximo de 30 dias), sendo sua
permanéncia verificada semanalmente.

Na maxila, para a inducdo da doenca periodontal por
lipopolissacarideos bacterianos (LPS), foram injetados 3 uL de uma

solugéo de 20ug/uL LPS de Eschericia coli (sorotipo 055:B5, Sigma Chem
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Co) em tampao fosfato (pH 7,2) na regido palatina do 2° molar superior
direito, num total de 60ug por injecédo. Estas injegcdes foram realizadas 3
vezes por semana, por 4 semanas (total de 12 injegdes), com auxilio de
microseringas Hamilton e agulhas 33G, sendo os animais previamente
sedados. A regido palatina superior esquerda de cada animal permaneceu
como controle negativo, recebendo inje¢cdo do mesmo volume equivalente

do veiculo de diluigdo do LPS (tampéo fosfato, pH 7,2).

Sacrificio dos animais e obtengao dos espécimes

Os animais foram sacrificados por meio de asfixia por CO,
apo6s 5, 15 e 30 dias do inicio da indugado da doenca periodontal. Para
avaliacdo de RNA mensageiro (RT-PCR) e analise de expressdo em nivel
protéico (Western Blot e imunohistoquimica), foram obtidas amostras de
tecido mole das regides de indugdo da doenga periodontal e lado
contralateral de 4 animais dos grupos controle positivo e tratamento, bem
como de 2 animais do grupo controle negativo. As amostras para analise
por RT-PCR foram colocadas em TRIzol (Invitrogen Corp.) e as de
interesse para Western Blot em RNA Holder (Bio-Rad Laboratories Inc.) e
armazenadas em freezer -80C até o momento de sua utilizagdo. O
procedimento de preparo e isolamento de RNA e proteina destas
amostras esta descrito nas se¢bes ‘RT-PCR’ e ‘Western Blot' da
Metodologia in vitro, respectivamente.

A cronologia do experimento esta representada na Tabela 2.
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Tabela 2 — Cronologia do experimento

dias 0 2 45 7 9 10 11 14 15 16 18 21 23 25 28 30

Colocacao

da +

ligadura
Checagem

da + + + +
ligadura

Injecdes + + + + + + + + + + + +
de LPS

Sacrificio + + +

+ significa que o procedimento foi realizado no periodo indicado.
* Injegbes de LPS foram realizadas 3 vezes/semana, comeg¢ando no dia 0, durante
as 4 semanas. A administracao intraperitoneal de tacrolimo (grupo tratamento) e
de cloreto de sodio 0,9% (grupo controle positivo) foi efetuada diariamente
durante todo o periodo experimental.

Linhagens celulares

Linhagens celulares de células osteoblasticas (rato),
macrofagos (camundongo), fibroblastos (camundongo) e células T
(humano): ROS 17/2.8, RAW264.7, mPDL e Jurkat/Células T ativadas,
respectivamente, foram cedidas gentiimente pelo laboratério do Prof.
Keith L. Kirkwood (Department of Craniofacial Biology - Medical University
of South Carolina, Charleston, SC, USA). Como as células humanas
foram obtidas de outro laboratério e representam linhagem celular
amplamente utilizada na literatura, ndo houve necessidade de submeter o
protocolo do estudo ao comité de ética para experimentos em humanos

da instituicdo (Medical University of South Carolina). Estas linhagens sao
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amplamente utilizadas na literatura, responsivas tanto ao LPS quanto as
citocinas inflamatorias.

As linhagens celulares foram mantidas de forma apropriada:
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) para ROS/2.8, Raw 264.7 e
mPDL, e RPMI 1640 para as células T (Jurkat). O meio de cultura foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) inativado por calor,
100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL estreptomicina, a 37°C em atmosfera
umedecida de ar e 5% de CO..

Previamente ao estimulo com LPS ou com citocinas
inflamatorias, as células foram rotineiramente desinduzidas em meio de
cultura apropriado suplementado com 0.3% de FBS por um periodo
minimo de 8 horas. Esta desindugao tem a finalidade de evitar possiveis
influéncias de componentes do soro fetal bovino (anticorpos,
componentes do sistema complemento) e também proporcionar uma
melhor sincronizagdo do ciclo celular. No grupo teste as células foram
expostas ao tacrolimo (10uM) 40 minutos antes do estimulo com LPS ou

com citocinas inflamatorias.

Proliferacao Celular

Para verificar a influéncia do tacrolimo na viabilidade e
proliferacdo celular, dois métodos foram utilizados em células Jurkat,
mPDL e células T ativadas. O primeiro método utilizado foi através da

contagem diferencial em hemocitdémetro por meio do ensaio de excluséo
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do azul de Trypan para verificar a viabilidade celular. Culturas de mPDL e
Jurkat foram cultivadas até alcancar 80% de confluéncia (como descrito
acima) sendo estimuladas com 10uM de tacrolimo pelos periodos de 24,
48, 72 e 96 horas. Ao término de cada periodo, aliquotas das culturas
foram resuspendidas em solu¢do de azul de Trypan a 0.4% por 5 minutos
em temperatura ambiente e entdo contadas em hemocitdémetro. As células
coradas em azul foram consideradas inviaveis.

Para a analise dos efeitos de tacrolimo na proliferacdo
celular em termos da modulacéo das fases do ciclo celular em linfocitos T,
foi utilizado um método de incorporagao de nucleosideo durante a sintese
ativa de DNA e posterior deteccdo em citometria de fluxo. Células T
ativadas oriundas de células mononucleares do sangue periférico foram
utilizadas para este experimento. As células foram estimuladas com
tacrolimo (10uM) pelo periodo de 48 horas. Ao término do periodo, as
células foram preparadas de acordo com instrugbes do fabricante (Click-
iT, Invitrogen Corp.). Brevemente, as células foram marcadas com Edu (5-
ethynyl-2’deoxyuridine), lavadas com BSA 1% (Bovine Serum Albumin)
em solugdo tampao (PBS) e fixadas com Click-iT Fixative. Apos 15
minutos, as células foram permeabilizadas, recebendo entdo um coquetel
contendo o fluoréforo AlexaFluor 488 para marcacdo dos nucleosideos
incorporados ao DNA na fase S do ciclo celular. Apés 30 minutos, as

células foram avaliadas por citometria de fluxo.
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Reacéao de transcriptase reversa seguida da reagdo de polimerase
em cadeia (RT-PCR)

RNA total foi isolado segundo as instrugdes do fornecedor
do reagente (TRIzol, Invitrogen Corp.). Brevemente, os acidos nucléicos
foram separados da fase organica com cloroformio, seguido de
precipitacdo do RNA com isopropanol, lavagem em etanol e eluicdo em
tampéo Tris-EDTA pH 7.8. Este mesmo procedimento foi empregado para
isolamento de RNA total de amostras de tecido gengival obtidas das
regides de 1° e 2° molares superiores e inferiores (utilizando dois animais
de cada grupo - controle negativo, controle positivo e grupo teste -
tacrolimo - e de cada periodo - 5, 15 e 30 dias) e também para amostras
obtidas das culturas celulares.

Nos experimentos in vitro, as linhagens celulares foram
cultivadas até a quase-confluéncia (80% da area de cultivo) em placas de
100mm de didametro, desinduzidas e estimuladas com LPS de Eschericia
coli (Sigma Chem. Co.) e IL-1 (R&D Systems). As concentragdes
utilizadas foram de 1 ug/mL (LPS) e 1 ng/mL (IL-1B). A estimulagdo com
as citocinas foi feita 30 a 40 minutos apds a adicdo de 10 uM de tacrolimo
ou do volume equivalente do veiculo da droga. Os controles negativos dos
estimulos também foram realizados com a adicdo do mesmo volume dos
veiculos utilizados na diluicdo das citocinas, e a estimulacéo foi realizada

por um periodo de 24 horas para possibilitar a avaliagdo da expressao
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génica no estado de equilibrio entre a transcricdo e degradagdo do RNAm
(‘steady-state’).

A pureza e concentragao das amostras de RNA total assim
isoladas foram determinadas em espectrofotometro, respectivamente,
pelo valor da relacédo entre as absorbancias a 260 e 280 nm, e pelo valor
da absorbancia a 260 nm. A sintese de cDNA (complementary DNA) foi
realizada subsequentemente utilizando 500ng de RNA total e 200
unidades da enzima de transcriptase reversa na presenca de Oligo-dT
(12-18) primers, dNTPs e MgCl,, segundo as instrugdes do fabricante
(Invitrogen Corp.).

A reacdo de PCR foi feita num volume total de 25 ul,
utilizando 2 uL do produto da reacéo de transcriptase reversa na presenca
de 100 pmol/uL de primers de cada gene (50 pmol/uL de cada primer,
sense e antisense). A sequéncia dos primers e informagdes sobre as
condi¢cdes da reagao de PCR sao apresentadas na Tabela 3. Os produtos
da reagao de PCR foram resolvidos por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e corados com brometo de etideo (0,5 ug/mL). Para
documentagéo e analise, foram obtidas imagens digitalizadas destes géis,
as quais foram submetidas a analise densitométrica (Quantity One, Bio-
Rad®). A expressao dos genes-alvo foi normalizada para a expressao do
housekeeping gene (Gliceraldeido fosfato desidrogenase, GAPDH) e

expressas como fold-change em relagéo ao controle negativo.
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Tabela 3 — Sequéncia dos primers e condi¢des iniciais da reacdo de PCR.

Primers (5’ - 3’)
Gene Acession#

Amplicon Ciclos
sense (S) e antisense (AS)

(’c

CACCATGGAGAAGGCCGGGG -S
GAPDH BC083065 52 418 bp 30
GACGGACACATTGGGGGTAG - AS

CAGCACTCACTGCTTTTATAGAATCC - S
MRANKL NMO011613 56 462 bp 30
AGCTGAAGATAGTCTGTAGGTACGC - AS

ACCTCACCACAGAGCAGCTT -S
mOPG NMO008764 56 264 bp 30
TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC - AS

TCGGGTTCCCATAAAGTCAG - S
rRANKL NMO057149 58 140 bp 32
CTGAAGCAAATGTTGGCGTA - AS

CACTGCACAGTCAGGAGGAA -S
rOPG NM012870 56 318 bp 32
TGCTTTCGATGACGTCTCAC — AS

Western Blot

As células foram cultivadas em placas de cultura de 35 mm
de didametro até atingirem 80% de confluéncia, desinduzidas em meio de
cultura contendo 0.3% de FBS por um periodo minimo de 8 horas e
estimuladas por LPS, IL-13 e IL-2 com ou sem tratamento prévio com
10 uM de tacrolimo. Para avaliacdo da expressdao de RANKL (# sc-7627,
Santa Cruz Biotechnology) e OPG (# sc-21038, Santa Cruz
Biotechnology), o estimulo foi mantido por 24 horas, enquanto para
determinacdo da ativagdo de NF-kB (#3037, Cell Signaling Technology),
Phospho-p38 (#9216, Cell Signaling Technology), Phospho-STAT3
(#9134, Cell Signaling Technology) e Phospho-STATS (#9359, Cell
Signaling Technology), a incubagdo foi realizada por 0, 15, 30 e 60

minutos.
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Apos o periodo de incubacio, as células foram lavadas com
tampéo fosfato (PBS), resfriado a 4°C, e adicionadas a 100 uL de tampao
para extracdo de proteinas acrescido de inibidor de protease (M-PER —
PIERCE+; Complete™ - Santa Cruz Biotechnology). Apds 5 minutos, as
placas foram raspadas para coleta do material em tubos plasticos de 1,5
mL. Apds centrifugacgéo (7 minutos, 12.000 rpm a 4°C), o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL e foi realizada a quantificagcao
das proteinas. A concentragdo de proteina total nas amostras foi
determinada pelo método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Trinta microgramas de cada amostra foram submetidos a
eletroforese vertical em gel de acrilamida 10% (100V — 50 minutos) e
subsequentemente eletrotransferidos (300mA — 60 minutos) para
membranas de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Apds o bloqueio
em tampao Tris-NaCl (TBS) contendo 5% de leite desnatado liofilizado, as
membranas foram incubadas com os anticorpos primarios para as
proteinas de interesse (RANKL, formas fosforiladas de NF-kB, STATS3,
STAT 5 e p38) por 18h (‘overnight’) com suave agitacdo a 4°C. Cada
membrana foi reutilizada até trés vezes, com a remogao dos anticorpos
primarios e secundarios por meio de um procedimento de ‘stripping’.
Brevemente, as membranas foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e com suave agitagdo em tampé&o contendo 150
mM Tris, 1% SDS e 20 mM de p-mercaptoetanol. A detecgéo da presenca

das proteinas foi feita por um sistema de quimioluminescéncia (LumiGlo,
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Cell Signaling®). Filmes radiograficos expostos as membranas foram
processados e digitalizados. As imagens obtidas foram submetidas a

analise densitométrica (Quantity One, Bio-Rad®).

Analise por imunohistoquimica

Para avaliacdo por imunohistoquimica, pegas dos maxilares
superiores e inferiores de 5 animais de cada periodo (5, 15 e 30 dias) e
grupo experimental (controle positivo e tratamento), incluindo 1% e 2°
molares, foram removidas e separadas em lados direito e esquerdo,
sendo entdo imersas em formol tamponado a 10% para fixagdo por 48h.
Pecas de 2 animais do grupo controle ndo tratado (controle negativo)
também foram obtidas de forma similar. As pecas foram desmineralizadas
em solucdo de EDTA (0.5M, pH 8.0) sob agitagdo, a temperatura
ambiente, durante 2 a 3 meses (com troca da solugé&o 2x por semana) e
posterior inclusdo em parafina.

Para deteccdo e localizagdo da expressdao de RANKL por
imunohistoquimica, foi utilizado o método do complexo streptavidina-
biotina-peroxidase (LSAB), com a utilizagdo do kit LSAB + System HRP
(DAKO Cytomation), segundo as instru¢des do fabricante.

Apoés inclusdo em blocos de parafina, foram realizados
cortes semi-seriados de 5 ym de espessura, montados em laminas com
superficie de vidro silanizada (DAKO Cytomation) e levados a estufa a

58°C por 2 horas. No momento da realizagdo da imunhistoquimica, as
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ldaminas foram tratadas com xilol (5 minutos, 3x) para remogdo da
parafina, lavadas com alcool absoluto e rehidratadas gradualmente.

Como controles positivos foram utilizados cortes de
amigdala humana, por representarem um controle positivo adequado
segundo o fornecedor do anticorpo primario, enquanto os controles
negativos foram obtidos apenas com a omissdo do anticorpo primario

(Figura 4).
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FIGURA 4 - Otimizacao das condi¢des para marcagdo de RANKL em cortes histologicos
de amigdala humana (controle positivo). Em (A) o controle negativo, representado pela
omissao do anticorpo primario e em (B) a marcagdo para RANKL. Anticorpo primario
diluido a 1:250. Os cortes foram corados com eosina para evidenciagdo dos nucleos

celulares.

Apos a desparafinizacdo e a hidratacdo dos cortes, as
ldaminas foram incubadas em peroxido de hidrogénio 0,3% diluido em
metanol por 30 minutos para eliminar atividade de peroxidase enddgena.
O bloqueio de ligagdes nao especificas foi feito em tampéo (0.1% Triton
X-100, 0.05% Tween-20, 0.05% sodium azide, 0.01M PBS pH 7.2)

contendo 2% de albumina sérica bovina e 2% de soro da mesma espécie
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animal em que foram produzidos os anticorpos secundarios. A incubagao
com os anticorpos primarios policlonais para RANKL, na diluicdo de 1:250
em PBS/BSA a 1% (# sc-7628, Santa Cruz Biotechnology), foi feita por
18h (overnight) a 4°C.

ApoOs repetidas lavagens das pegcas em PBS, os cortes
foram incubados com IgG conjugada a biotina por 30 minutos, seguido de
incubacédo por 30 minutos com streptavidina-horseradish peroxidase. O
substrato 3,3’-diaminobenzidina foi aplicado apds repetidas lavagens dos
cortes em PBS. Como controle negativo, os anticorpos primarios foram
omitidos e/ou substituidos por soro ndo-imune. Os cortes foram corados
com hematoxilina para visualizagdo dos nucleos.

A mesma sequéncia para RANKL foi utilizada para a
deteccdo e localizagdo da marcagdo para CD3 (#550295, BD
Pharmingen) nas amostras, porém utilizando diluicdo de 1:100 e o mesmo
periodo de incubacéo.

Todas as imagens foram digitalizadas e avaliadas por 2
examinadores independentes. A calibragao foi realizada comparando as
imagens em um escore padrdo contendo fotos representativas das
intensidades 1 (0%), 2 (1%-30%), 3 (31%-60%) e 4 (61%-100%) de

marcagao.
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Anadlise Estatistica

Para a realizacdo da anadlise estatistica, utilizou-se test-t de
Student para comparagdes entre dois grupos (grupo tacrolimo versus
grupo controle) ou ANOVA, para comparag¢des entre diferentes grupos
tratados e controle (trés ou mais comparagdes). O nivel de significancia
foi estabelecido em 95% (p<0.05). Os resultados sdo representativos de

pelo menos trés experimentos independentes.
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ABSTRACT

Fibroblasts are the most abundant cell type in the periodontal tissues and
present a crucial role on physiologic and pathologic tissue turnover by
producing various cytokines and extracellular matrix proteins. We have
previously shown that fibroblasts from periodontal tissues express RANKL
upon inflammatory cytokine and bacterial LPS stimulation. FK-506 is an
immunosuppressive drug used to prevent graft rejection by affecting T
lymphocytes activation through modulation of Ca*? signaling. Previous
findings from our research group indicated that administration of FK-506
decreased bone loss in a periodontal disease model in rats; the purpose of
this study was to evaluate the effect of FK-506 on LPS- and IL-1-induced
expression of RANKL in fibroblasts. Materials: Mouse periodontal ligament
cells (mPDL) were plated at 1.5x10° cells/ml in 65mm plates. These cells
were stimulated with IL-18 (1ng/ml) or E. coli LPS (1ug/ml). In the test
group FK-506 (10uM) was added 40 minutes prior to the stimulation with
IL-18 or LPS. Total RNA and protein were harvested after 24 hours. RT-
PCR and Western Blot analysis were performed. Results: Induction of
RANKL mRNA and protein in mPDL by LPS or IL-18 treatment was
completely blocked by FK-506. Conclusion: The FK-506 inhibits RANKL

expression by fibroblasts from periodontal tissues.
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INTRODUCTION

The ratio between RANKL and OPG is the current paradigm for
modulation of coupled bone turnover and, specifically in periodontal
disease, this concept is supported by observations demonstrating that
patients with advanced periodontitis present higher levels of RANKL and
lower levels of OPG than periodontally healthy patients [1].

FK-506 is an immunosuppressive drug used to reduce the risk of
organ transplant rejections. It has similar properties to Cyclosporin, but
with less adverse reactions and significantly greater potency [2]. Some
animal and clinical studies reported that administration of FK-506 resulted
in improved bone turnover in rheumatoid arthritis (RA) [3]. Patients with
rheumatoid arthritis that have received FK-506 showed less bone
resorption and osteopenia [4-6]. In rat bone marrow cells, treatment with
FK-506 increased alkaline phosphatase activity, suggesting induction of
bone calcification [7]. However, there is paucity of information on the
effects of FK-506 on the expression of OPG and RANKL, which are
cytokines with a direct and profound effect on bone turnover.

Recently, our research group showed that animals with
experimental periodontitis treated with FK-506 exhibited less bone
resorption and inflammatory infiltrate when compared to vehicle-treated
animals [8], suggesting that FK-506 has an effect on bone turnover and

inflammatory response also in periodontal disease.
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The primary source of RANKL in periodontal tissues has
been considered by some to be T cells [9-11] are the primary targets of
FK-506. However, there is evidence [12] indicating that bone loss can
occur even in the absence of T cells; suggesting a role for resident cells
participating in the innate immune response, such as fibroblasts,
osteoblasts and macrophages. Indeed, our research group and others
have shown that periodontal fibroblasts and osteoblasts can have an
important role in bone turnover due to their capacity to express OPG and
RANKL. The mRNA expression of these genes is affected by bacterial
lipopolysaccharide (LPS), IL-18, TNF-a and IL-6 [13-17].

Based on these observations, this study was undertaken to
evaluate the effects of FK-506 on RANKL and OPG expression induced by

bacterial LPS and IL-1f in periodontal fibroblastic cells.

MATERIAL AND METHODS

Cell Culture and Reagents

SV-40 large T-antigen immortalized mouse periodontal ligament
cells (mPDL) were obtained from Dr. Martha Somerman (University of
Washington, Seattle, WA) and cultured with DMEM medium supplemented
with 10% heat inactivated fetal bovine serum, 100 IU/ml penicillin,
100ug/ml streptomycin at 37°C and 5% CO,. rhiL-1p from R&D Systems,
E. coli (serotype 0127:B8) LPS from Sigma Chem. Co., FK-506 from

Cilag-Jansen. Primary and secondary antibodies were from Cell Signaling
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and Santa Cruz Biotechnology. RT-PCR reagents were from Invitrogen

and Promega.

Sample preparation

Cells were plated at 1.5 x 10° cells/ml in 60 mm tissue culture
dishes and cultivated until 80% confluency was achieved, when they were
deinduced by changing the growth medium to DMEM supplemented with
0.3% FBS for 8 h. rhiL-18 (1ng/ml), E. coli LPS (1ug/ml) or the same
volume of PBS/BSA vehicle were added to the culture medium. In the FK-
treated samples 10 uM of FK-506 was added 40 minutes prior to
stimulation with rhIL-18 or LPS, whereas control samples received the
same volume of the vehicle used to dilute FK-506. Total RNA and protein

were harvested after 24 hours.

Extraction of total RNA and RT-PCR

Total RNA was extracted from cells using Trizol (Invitrogen),
according to the manufacturer’s protocol. cDNA was obtained by reverse
transcription of 500ng of total RNA according to the manufacturer’'s
protocol (Superscript Ill, Invitrogen). PCR (GoTaq Flexi, Promega) was
performed using the following primer pairs: mMRANKL (5'-
CAGCACTCACTGCTTTTATAGAATCC-3;
5’AGCTGAAGATAGTCTGTAGGTACGC-3’, accession# NMO011613),

OPG (5-ACCTCACCACAGAGCAGCTT-3, 5'-
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TTGTGAAGCTGTGCAGGAAC-3’, accession# NM008764), and GADPH
(5’-CACCATGGAGAAGGCCGGGG-3,, 5-
GACGGACACATTGGGGGTAG-3’, accession# BC083065). The
amplification protocol consisted of an initial denaturation at 94°C for 2min,
followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 60s, annealing at 56°C
for 60s (GAPDH 52°C), and extension at 72°C for 60s. The final extension
was performed at 72°C for 10 minutes. The PCR products were subjected
to electrophoresis at constant 80 mV for 50 minutes on 1.5% agarose gels
containing 0.5 ug/mL of ethidium bromide. Digital images of the gels under
UV light were obtained and quantitated by densitometry using
QuantityOne software (BioRad). The density of the bands for RANKL and
OPG were normalized by the density of the bands representing
housekeeping gene GAPDH and expressed as fold change over

unstimulated control.

Immunoblot analysis

Total protein (cell lysates) was harvested using M-PER (Pierce)
supplemented with a protease inhibitor cocktail (Complete™ - Santa Cruz
Biotechnology), except for the evaluation of OPG expression when the cell
culture supernatants were concentrated with centrifugal filter with a
nominal molecular weight cut-off of 10 KDa (Microcon, Millipore Corp). A
total of 40ug of protein were subjected to 10% SDS polyacrylamide gel

electrophoresis (PAGE) and electrophoretically transferred to a
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nitrocellulose membrane (BioRad®) using constant current of 32 mA for 1
hour. After blocking of non-specific binding with 5% non-fat dry milk in
TBS-T for 1 hour at room temperature, the membranes were washed 3
times (15 min each) in 0.01% TBS-T and then incubated overnight at 4°C
with the primary antibodies against RANKL (cat# sc-7628 - Santa Cruz
Biotechnology) or OPG (cat# sc-11383, Cell Signaling Technology).
GAPDH expression levels were also detected (cat# sc-25778, Cell
Signaling Technology) and used to normalize the expression of RANKL
and OPG. The membranes were washed again in TBS-T and incubated
with  HRP-conjugated secondary antibody for 60 minutes at room
temperature. After repeated washing in TBS-T, detection of the
immunocomplexes on the membrane was made using enhanced
chemiluminescence reagents (Super Signal West Pico®, Thermo
Scientific) and detected by exposure of radiographic films to the
membrane. Digital images of the radiographic films were obtained in a gel
documentation system (ImageQuant, GE Healthcare) and subjected to

densitometric analysis using ImageQuant software (GE Healthcare).

Data Analysis

All densitometric data are expressed as meanzs.e.m. Statistical
analysis was performed using Student’s t-test (for comparisons between
the same stimulation between FK506-treated and vehicle-treated groups)

or ANOVA (for comparisons among different stimulations in each group,
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FK-506-treated or vehicle-treated). Significance level was set to 95%
(p<0.05). Results are representative of at least three independent

experiments.

RESULTS

FK-506 completely blocks IL-1 and LPS- induced RANKL and OPG mRNA
expression by periodontal fibroblasts

Either IL-1 or LPS induced a significant increase on expression of
RANKL mRNA whereas OPG mRNA levels were not significantly
increased. Treatment with FK-506 before IL-1 (p=0.0116) or LPS
(p=0.0158) stimulation resulted in complete abrogation of RANKL mRNA
induction in periodontal fibroblasts. IL-1 (p=0.02509) and especially LPS-
induced (p=0.0030) OPG mRNA was also inhibited by FK506. The
OPG/RANKL expression ratio was decreased after IL-1 or LPS
stimulation, indicating a net change towards bone resorption; however this
trend was reversed when FK-506 was added to the cells before IL-1 or

LPS stimulation.
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Figure 1 — FK-506 inhibits IL-1 and LPS-induced increase of RANKL mRNA in periodontal
fibroblasts. Reverse transcription-polymerase chain reaction shows that RANKL mRNA
expression induced by LPS or IL-1 is increased after 24h (A), whereas OPG mRNA was not
significantly increased by these stimuli (B). The asterisks indicate that pre-treatment of the cells
with 10 uM of FK-506 resulted in significant decrease on both RANKL and OPG mRNA (p<
0.05) after LPS and IL-1 stimulation. OPG/RANKL expression ratio (C) decreased when the cells
were stimulated with either LPS or IL-1, reflecting the increase on RANKL mRNA. This situation
is reversed when cells were treated with FK-506 previously to the stimulation with IL-1 or LPS.
(D) Representative images of the RT-PCR for RANKL, OPG, and GAPDH mRNA. Results from
three independent experiments. * indicates statistically difference (p<0.05) between FK- cells and

FK+ cells.
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FK-506 suppresses both IL-1- and LPS-induced RANKL and OPG protein
expression

Regulation of gene expression observed at the mRNA level was
also observed at the protein level. A significant decrease in RANKL protein
expression was observed when cells were treated with FK-506 before IL-1
(p=0.0185) or LPS (p=0.0329) stimulation. FK-506 also decreased OPG
protein expression, but not significantly. These results suggest the
absence of post-transcriptional mechanisms for the regulation of these

genes in response to LPS and IL-1 in periodontal fibroblasts.
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Figure 2 — FK-506 also inhibits IL-1- and LPS-induced RANKL protein expression by periodontal
fibroblasts. Pre-treatment of the cells with FK-506 [10uM] attenuates LPS- and IL-1-induced
RANKL (A) and OPG (B) protein expression. The mPDL cells were treated with 10uM FK-506 or
the vehicle and then stimulated with 1ug of LPS or Ing.mL of IL-1 for 24 h. The control group
only received the vehicle used to dilute IL-1 and LPS. Forty micrograms of total protein harvested

from cell lysates were separated by SDS-PAGE electrophoresis. RANKL and GAPDH polyclonal
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antibodies were used to detect the proteins on cell lysates. OPG protein was was detected on cell
culture supernatants harvested from the same cultures. LPS- and IL-1-induced RANKL expression
was increased after 24h when compared with control cells but attenuated when the cells were
treated previously with FK-506 (IL-1 p=0.0185; LPS p=0.0329). FK-506 also inhibited OPG
protein expression induced by these stimuli, but not significantly (IL-1 p=0.2138; LPS p=0.3245).
Figure is representative of three independent experiments (C), and bar graphs indicate mean = SD

of the densitometric measurements of these experiments. (¥*p<0.05, one sample -test).

DISCUSSION

We show that FK-506 completely suppresses LPS- and rhlL-1p-
induced RANKL in periodontal ligament fibroblasts. OPG expression was
only slightly inhibited by FK-506; and the net result of these effects is
indicated by the increase on the OPG:RANKL ratio, which in vivo could
represent a shift of the bone turnover towards bone formation. To our
knowledge, this is the first demonstration of an effect of FK-506 on RANKL
expression in periodontal fibroblasts. Fibroblasts are the most abundant
cell type in periodontium and they can play important roles on tissue
homeostasis, including RANKL expression.

These results agree with the previous observations in vivo [8]. This
effect on resident cells suggest that FK-506 could affect bone resorption
by two possible mechanisms: 1) directly, by modulating RANKL/OPG
expression by these cells; 2) indirectly, by altering inflammatory cytokine
production by these resident cells participating in the innate immune

response which ultimately would affect activation of B and T cells [18]. Our
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results suggest that the effects of FK-506 on resident cells, such as
periodontal fibroblasts, may have important implications in the bone
resorption associated with periodontal disease; however given the
evidence for the crucial role of T cells in periodontal diseases [11] and
considering that these cells are the primary target of FK-506, we intend to
address the influence of FK-506 on T cells present in periodontal lesions.
FK-506 could also affect RANKL expression indirectly, by
modulating the expression of inflammatory cytokines, such as IL-18, TNF-
o, and IL-6, which may feedback on the cells and induce RANKL
expression on resident and non-resident cells at the inflammation site [13]
and this is another mechanism that we will explore in future studies. Many
studies use Interleukin-1 (IL-1) and/or bacterial lipopolysaccharide (LPS)
as extracellular stimulus to induce inflammatory cytokine production.
These stimuli will interact with their own membrane-bound receptor to
initiate intracellular signaling by different pathways, such as nuclear factor-
kB (NF-kB) and MAP Kinase pathways, including ERK, JNK and p38
pathways. The activation of these intracellular proteins will modulate
expression of inflammatory cytokines as TNF-a, IL-1 and IL-6 [17, 19].
Inhibitors of NF-kB activation or p38 MAP Kinase have been shown to
suppress LPS-induced inflammatory gene expression [20, 21]. Thus,
inhibition of NF-kB by FK-506 can result in modulation of various
inflammatory mediators, including RANKL shown in our study, and not

only affecting the expression of its classical target, IL-2.
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FK-506 also influenced OPG expression decreasing both mRNA
and protein expression, but only the mRNA was significantly decreased,
further suggesting a bone protective role for FK-506. The lack of
consistent regulation of OPG was not surprising, considering reports
indicating that OPG gene regulation is complex, with a number of other
non-inflammatory biological mediators involved in its expression, including
TGF-B, PTH, glucocorticoids, and estrogen [22-24].

Elucidation of the specific effects of FK-506 on RANKL expression
by fibroblasts and other cell types can provide important information
regarding the role of FK-506 on bone tissue and can also give insights to
the development of new drugs and/or strategies for the modulation of
coupled bone turnover in inflammatory/infectious conditions such as

periodontal disease.

CONCLUSION

FK506 completely suppresses IL-1- and LPS-induced expression of
RANKL but not significantly OPG by periodontal fibroblasts. These
changes result in a net change of the RANKL/OPG ratio that is consistent

with decrease on bone resorptive activity.
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CAPITULO 2

“‘Systemic administration of FK-506 decreases CD3-positive cells in

ligature-induced periodontal disease model in rats.”

ABSTRACT

Periodontal diseases are characterized by an inflammatory response
triggered by bacteria in dental plaque that can lead soft tissue destruction
and bone resorption. Tissue destruction is largely due to the host response
elicited by bacterial antigens; and T cells are thought to play a
fundamental role in this process. FK-506 is an immunosuppressive drug
used to prevent graft rejection by affecting recruitment and activation of T
lymphocytes through modulation of Ca+2 signaling. Previous findings from
our research group indicated that administration of FK-506 decreased
bone loss in an experimental periodontal disease model in rats; the
purpose of this study was to evaluate the effect of FK-506 on T cells both
in vitro and in vivo. Materials: Jurkat cells or T cells from PBMC were used
for in vitro proliferation experiments using FK-506 [10uM] or vehicle prior

to treatment with IL-2. Two models of experimental periodontal disease in
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rats were used: LPS- and Ligature-induced model. The test group received
FK-506 daily by intraperitoneal injections and the presence of CD3-
positive cells in the periodontal tissues was evaluated by
immunohistochemistry. Control group received daily injections of the
vehicle. Results: FK-506 significantly reduced proliferation of both Jurkat
cells and T cells from PBMC. In vivo, the tissues of FK-506-treated
animals showed significantly less CD3 staining than those of the control
animals in both experimental models used. Conclusion: FK-506
suppresses T cell proliferation and affects T cell recruitment on

experimental periodontal disease models.
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INTRODUCTION

Periodontal disease is an inflammatory response to the
bacteria in dental plaque that leads soft tissue destruction and bone
resorption in advanced cases. The disease progression is due to a
combination of factors including presence of periodontopathogenic
bacteria, high levels of proinflammatory cytokines, and host cells that can
limit the extension of lesion [1]. Among these host immune cells, T
lymphocytes are considered to play a major role on the orchestration of
the immune response and, especially, on the control of bone turnover.
Positive correlation between the occurrence of disease and elevated
serum antibody response to the oral bacteria suggests the involvement of
an adaptive immune response in the onset and development of
periodontal disease. B and T cells are thought to have major roles on
periodontal disease and some authors suggest that these cells represent
the primary sources of receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand
(RANKL) in periodontitis active sites [2]. This implies that B and T cells
have a prominent role on bone resorption associated with periodontal
disease, since RANKL is required for osteoclast differentiation, activation
and survival.

FK-506 is a macrolide immunosuppressant drug isolated
from Streptomyces tsukubaensis [3, 4], widely used to reduce the risk of

organ transplant rejections. FK-506 exerts its immunosuppressive effects
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primarily by interfering with the activation of T cells and blocking the
production of T cell-derived cytokines. FK-506 binds to intracellular
proteins forming FKBP complex that suppress calcineurin phosphatase, an
enzyme involved in activation of the nuclear factor of activated T Cells
(NFAT), a transcription factor required for the expression of cytokine
genes by T cells [5, 6]. T cells have been considered to play a
fundamental role on periodontal disease since they express a variety of
cytokines that have been recognized as key regulators of bone turnover
and inflammation [2, 7, 8].

Recently, our group showed that animals with experimental
periodontitis treated with FK-506 exhibited less bone resorption and
decreased severity of inflammatory infiltrate when compared to vehicle-
treated animals [9]; suggesting that FK-506 has effect on bone turnover,
cell recruitment and inflammatory response in periodontal disease. Based
on these observations this study was undertaken to evaluate effects of FK-
506 on T cells in vivo and in vitro, assessing proliferation, viability, and
LPS-induced activation of intracellular signaling pathways that are relevant
for the expression of inflammatory genes, including IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a
and RANKL, as well as of molecules involved in the immune response and
inflammation, such as chemokines, metalloproteinases and prostaglandins

[10].
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MATERIAL AND METHODS

Materials

Animals

Twelve adult male Norvergicus albinus rats were housed under specific
pathogen-free conditions with food and tap water ad libitum at the animal
facility of the Department of Microbiology and Immunology, Biology
Institute — State University of Campinas (IB-UNICAMP). Once weekly,
animals were weighed to ensure proper growth and nutrition. All protocols
were approved by the Animal Experiments Ethics Committee — UNICAMP

(CEEA).

Periodontal disease models

Two experimental models of periodontal disease were used: ligature-
induced periodontal disease at the lower left first molars and LPS
injections at the palatal aspect of the upper right first molars of the same
animals. The contralateral sides in each arch of the same animals were
used as sham-controls: no ligatures were placed on the lower right molars
and only the same volume of vehicle (PBS, pH 7.4) was injected on the
palatal aspect of the upper left first molars. The LPS side (n=12) received
a 3 ulL injection of a 10 ug/ul PBS suspension of E. coli LPS (strain

055:B5, Sigma-Aldrich Chemical Co.) with a 33-gauge Hamilton syringe to
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the palatal interproximal gingivae at the mesial aspect of the first molars.
Injections were performed 2 times per week (starting on day 1, then day 4,
and every three days thereafter until the end of the 30 day experimental
period). This protocol is from a previous publication from our group [11]. At
the end of 30™ day, all animals were sacrificed by carbon dioxide
asphyxiation. Maxillae and jaws were hemisected, and posterior block
sections were immersed in 10% buffered formalin fixative solution for 248

hours.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed specimens were decalcified in a 10% EDTA solution for 2
weeks at 4°C. EDTA solution was changed 3 times per week. The
maxillae were paraffin-embedded and sagittal sections of 5 um were
obtained, and immunohistochemical staining for rat CD3 was performed.
Briefly, the tissue sections were deparaffinized, rehydrated in decreasing
gradient of ethanol solutions, submitted to an antigen retrieval step in a
pressure chamber (Biocare Medical; Concord, CA) for 15 minutes in citrate
buffer (Dako; Glostrup, Denmark) and allowed to cool to room
temperature. Monoclonal mouse anti-rat CD3 primary antibodies (cat#
550295 BD Biosciences; Franklin Lakes, NJ) were incubated on the
sections overnight at 4 C in a humidified chamber at 1:100 dilution. Control
sections were incubated with pre-immune mouse serum to assess

background staining. Detection of the primary antibodies was performed
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with biotinylated secondary goat anti-mouse antibodies and an enhanced
DAB-based staining system (LSAB-2 staining kit, Dako; Glostrup,
Denmark). Sections were counter-stained with Mayer’s hematoxyllin for 15
seconds for visualization of the nuclei. Images were captured using a
Nikon microscope (Nikon Eclipse 80i) and digital camera (Nikon CCD

camera).

Cell proliferation and viability

Jurkat cells were obtained from ATCC (American Type Cell Culture,
Manassa, VA) and cultured in RPMI medium supplemented with 10%
Fetal Bovine Serum (FBS). Periferal human Blood Mononuclear Cells
(PBMC) were a kind gift from Dr. Michael Nishimura (Department of
Surgery, Medical University of South Carolina, Charleston, SC, USA) and
stimulated with anti-CD3 antibody for the expansion of T cells. Cells were
plated at 1x10° cells/ml in 35 mm tissue culture dishes. In the group test
FK-506 (Jansen-Cilag, Sao Paulo, Brazil) was added to medium (10 uM)
40 minutes prior to IL-2 stimulation (20ng/mL; R&D Systems). The
negative control group did not receive any treatment, the control group
received only FK-506 (10 uM), and the positive control group received only
IL-2 (20ng/mL) (R&D Systems). All groups were harvested after 48 hours.
Cell proliferation was determined with a flow-cytometry-based assay

(Click-iT, Invitrogen Corp.) according to the manufacturer’s protocol and
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confirmed by direct counting of the viable cells with a hemocytometer on a

trypan blue dye exclusion assay.

Western Blot analysis

Total protein (cell lysates) was harvested using M-PER (Pierce)
supplemented with a protease inhibitor cocktail (Complete™ - Santa Cruz
Biotechnology). A total of 40ug of protein were subjected to 10% SDS
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and electrophoretically
transferred to a nitrocellulose membrane (BioRad®) using constant current
of 32 mA for 1 hour. After blocking of non-specific binding with 5% non-fat
dry milk in TBS-T for 1 hour at room temperature, the membranes were
washed 3 times (15 min each) in 0.01% TBS-T and then incubated
overnight at 4°C with the primary antibodies against phosphorylated p65
(cat# sc-7151, Santa Cruz Biotechnology) or phosphorylated p38 (cat#
9211, Cell Signaling Technology). GAPDH expression levels were also
detected (cat# sc-25778, Cell Signaling Technology) and used to
normalize sample loading. The membranes were washed again in TBS-T
and incubated with HRP-conjugated secondary antibody for 60 minutes at
room temperature. After repeated washing in TBS-T, detection of the
immunocomplexes on the membrane was performed using enhanced
chemiluminescence reagents (Super Signal West Pico®, Thermo
Scientific) and detected by exposure of radiographic films to the

membrane. Digital images of the radiographic films were obtained in a gel
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documentation system (ImageQuant, GE Healthcare) and subjected to

densitometric analysis using ImageQuant software (GE Healthcare).

Data Analysis

All densitometric data are expressed as meants.e.m. Statistical analysis
was performed using Student’s t-test (for comparisons between FK506-
and vehicle-treated groups). Significance level was set to 95% (p<0.05).

Results are representative of at least three independent experiments.

RESULTS

FK-506 affects cell proliferation on Jurkat cells and activated T cells from
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC).

FK-506 decreased proliferation of Jurkat cells. FK-506 completely
suppressed cell proliferation as determined by direct counting of viable
cells on a hemocytometer (A) and these results were confirmed by the flow
cytometry-based assay (B), showing that treatment with FK-506
significantly decreased the proportion of cells in the S phase. The same
results were obtained in activated T cells from PBMC in the flow
cytometry-based assay (C). To further verify the specificity of the biological
effects of FK-506 on the inhibition of calcineurin signaling in T cells, cell

proliferation was inhibited even in the presence of exogenous IL-2.
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Figure 1 — The same FK-506 presentation used in vivo inhibits proliferation of Jurkat T
Cells and PBMC-derived T cells in vitro. Trypan blue dye exclusion (A) and flow
cytometry (B) assays demonstrate inhibition of proliferation of Jurkat T cells by FK-506
even in the presence of IL-2 (20ng/mL) stimulation. (C) IL-2 stimulation resulted in a 4-
fold increase on the proliferation of PBMC-derived T cells, indicating the biological activity
of IL-2, and treatment with FK-506 completely blocked cell proliferation even in the
presence of IL-2. This is also shown on the flow cytometry-derived data, where the cells
gated on M1 are cells in the S phase of the cell cycle. Results from 3 independent

experiments are expressed as mean = SD. *p<0.05 (one sample t-test).

FK-506 inhibited LPS-induced activation of p38 MAPK and NF-kB
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FK-506 did not affect the rapid activation of p38 MAPK induced by
bacterial LPS in T cells observed 10 minutes after stimulation; however the
duration of this activation was significantly shortened. FK-506-treated cells
presented significantly (p<0.05) less activation of p38 MAPK 60 minutes
after stimulation. There was also a decrease on LPS-induced activation of
NF-kB in T cells in the presence of FK-506 treatment, even though this

decrease was not statistically significant.
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Figure 2 — FK-506 decreased the duration of phospho-p38 MAPK and NF-kB activation
induced by bacterial LPS on T cells. Protein samples were harvested 10, 30 and 60
minutes after stimulation with LPS with and without pre-treatment with 10 uM of FK-506.
(A) Starting at 30 minutes after stimulation, activation of p38 MAPK was suppressed in
FK-506-treated cells. (B) After LPS stimulation, FK-506 decreased NF-kB activity on
treated cells in all periods. Results from 3 independent experiments are expressed as
mean + SD. The images at the bottom are representative of these experiments. *p<0.05

(one sample t-test).
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FK-506 decreases the number of CD3-positive cells in experimental
periodontal disease

The periodontal tissues of both LPS- and ligature-induced periodontal
disease showed intense CD3 staining. This staining indicates the
presence of lymphocytes on the inflammation site, where these cells may
have an active role on the immune reaction and bone resorption. There is
a clear decrease on the intensity of staining in the periodontal tissues of
FK-506-treated animals in both experimental models. This decrease on
the number of lymphocytes may dampen the immune reaction and reduce

the severity of bone resorption.
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Figure 3 — Immunohistochemical staining of CD3 on the periodontal tissues of animals
with LPS- or ligature-induced periodontal disease. Sections from upper (LPS model) or
lower first molars (ligature model) show increased positive staining for CD3 in comparison
to their respective controls. Interestingly, the presence of lymphocytes, as indicated by
CD3 positive staining, was more prominent in the ligature model. FK-506 treatment
resulted in a marked decrease of CD3 staining on periodontal disease indicating the

decrease on the number of lymphocytes in the diseased areas.
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DISCUSSION

RANKL, as well as M-CSF are cytokines required for
osteoclast formation and they are produced primarily by bone marrow
stromal cells, osteoblasts, and activated T cells [12-14]. Although RANKL
does not induce cell proliferation it promotes the differentiation of
osteoclast precursors from an early stage of maturation into fully mature
multinucleated osteoclasts. RANKL is also capable of activating mature
osteoclasts leading to bone resorption. [8]. Since T cells have been
considered as an important source of RANKL on periodontal disease, the
reduction of T cell number on the periodontal microenvironment may
reduce the amount of RANKL and, therefore, the bone resorptive activity
[15-17].

TNF and IL-1 promote RANKL expression by marrow stromal
cells and stimulate osteoclast lifespan and activity. These cytokines can
activate NF-kB and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathways [18, 19]. Activation of p38 MAPK is also relevant for bone
homeostasis since it is involved in the regulation of genes such as IL-6,
TNF-a and RANKL [19-21] that can contribute toward accelerated bone
resorption. Indeed, there has been evidence that inhibition of p38 MAPK in
vivo reduces the severity of alveolar bone resorption in experimental

periodontal disease model, demonstrating the relevance of this signaling
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pathway [22]. NF-kB is also an important signaling pathway due to its
involvement in osteoclastogenesis and expression of inflammatory
cytokines. Activation of NF-kB leads to cytokine production and/or
osteoclast differentiation in precursor cells [23]. Its inhibition reduces the
production of pro-inflammatory mediators, such as IL-6 and IL-8 induced
by LPS in human gingival fibroblasts [24]. There is also evidence
demonstrating that inhibition of NF-kB reduces bone destruction in vivo, in
arthritis models [25]. Thus, modulation of NF-kB and p38 signaling
pathway could have a therapeutic potential in inflammatory diseases.

Our findings of a decreased number of T cells and inhibition
of p38 MAPK and NF-kB in the FK-506-treated animals can represent the
mechanism for the decreased severity of the inflammatory infiltrate
observed in vivo with FK-506 treatment [9]. This is supported by our in
vitro results (figure 1) showing decreased proliferation of FK-506-treated T

cells.

RANKL and OPG are considered the main regulatory
cytokines in bone resorption, but they can also regulate and affect early
differentiation of T and B cells [26, 27]. Activated T cells produce RANKL
and directly induce osteoclast differentiation [28]. This decrease on the
number of CD3+ cells in the FK-506-treated animals may, thus, also
reduce the potential source of RANKL in the periodontal tissues, which

would result in less osteoclasts being activated/recruited.
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FK-506 completely blocks IL-1 and LPS- induced RANKL
MRNA expression by periodontal fibroblasts (Sartori et al., submitted
2010). Thus, besides suppressing IL-2 signaling and proliferation of T
cells, FK-506 can directly modulate RANKL and OPG gene expression,
and the regulation of these cytokines in bone marrow stromal cells and in
immune cells may also be a part of the mechanism for modulation of bone
turnover by FK-506. Even though we cannot rule out a direct effect of FK-
506 on RANKL expression by T cells, the reduction on T cell number in the
periodontally-disease tissues caused by FK-506 treatment may result in a
qualitative/quantitative change on the inflammatory cytokine profile which,
in turn, can indirectly modulate RANKL gene expression.

Since T cells are thought to play an important role in
periodontal disease [2] and considering the effects of FK-506 on other
immune and non-immune cells, it will be interesting to verify the effects of
FK-506 on the cytokine profile in T-cell deficient animals. It will also be
interesting to assess how FK-506 modulates inflammatory gene

expression induced by TLR signaling in T cells.

CONCLUSION
FK-506 inhibited proliferation of T cells in vitro as well as the activation of
p38 MAPK and NF-kB signaling pathways induced by LPS. Systemic

administration in vivo significantly reduced the presence of lymphocytes on
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periodontal tissues in two models of experimentally-induced periodontal

disease.
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OUTROS RESULTADOS

Efeito diferencial do tacrolimo na ativagcao das vias de sinalizagao
intracelular p38 MAPK, NF-kB, STAT3 e STATS5, segundo o tipo

celular.

A ativacdo de NF-kB induzida por IL-18 foi inibida por
tacrolimo em fibroblastos, porém foi aumentada em macréfagos. Da
mesma forma, a ativagdo de p38 MAPK em fibroblastos do ligamento
periodontal foi inibida em periodos curtos, porém aumentada tardiamente
(30 e 60 minutos), ocorrendo o inverso em macrofagos. Nos osteoblastos,
o tratamento com tacrolimo também provocou discreto aumento na
ativacédo de p38 MAPK e NF-kB, exceto na ativacéo tardia (60 minutos) de
NF-kB. STAT3 e STATS também ndo foram afetadas por tacrolimo em
fibroblastos ou macrofagos, porém a ativagdo de STATS foi inibida em

osteoblastos.
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Figura 5 — Tacrolimo tem efeitos distintos na ativagdo de vias de sinalizag@o intracelular em
diferentes tipos celulares. Foram avaliados trés tipos de linhagens celulares: fibroblastos (A),
macrofagos (B) e osteoblastos (C). As culturas celulares foram tratadas com 10 uM de tacrolimo
30 minutos antes do estimulo com Ing/mL de IL-1p, as amostras de proteina total coletadas nos
periodos indicados e avaliadas para a presenga de formas ativas de STAT3, STATS, p38 MAPK e
NF-kB por western blot. Observa-se inibigdo da ativa¢do de NF-kB em fibroblastos (A), mas ndo
em macrofagos (B) ou osteoblastos (C). A ativagdo de p38 MAPK foi aumentada em macréfagos e
em fibroblastos, sendo que nestes o aumento na ativagdo foi precedido de marcante inibi¢do no
periodo de 10 minutos apds o estimulo. A ativagdo de STATS e STAT3 ndo foi modulada de
forma consistente pelo tacrolimo em nenhum dos tipos celulares. Imagens representativas de trés

experimentos independentes.
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Tacrolimo inibe a proliferacao de fibroblastos dos tecidos

periodontais

Como o tacrolimo apresenta efeitos anti-proliferativos em
células T, efeitos amplamento descritos para esta droga e também
verificados por nés em linhagem celular imortalizada (células Jurkat),
utilizamos o ensaio de exclusdo de azul de Trypan e contagem direta das
células em hemocitbmetro para verificar os efeitos em células residentes
do periodonto. Observamos que o tacrolimo diminuiu a proliferagao celular
de uma linhagem de fibroblastos do ligamento periodontal de forma
significativa a partir do periodo de 72h, embora o tempo de duplicagao
desta linhagem celular seja de 48h. Este efeito inibitério sobre a
proliferacdo celular foi mantido até 96 horas. Estes resultados séao
especialmente interessantes, considerando que esta linhagem de
fibroblastos do ligamento periodontal foi imortalizada por alteracdo do

ciclo celular por infecg&o viral (SV40-large T antigen).



90

500~ _IT
g 400+ * =1 Control
5 — L EZAFK-506
< 300+

*

@
S

100+ T %

0

24h 48h 72h 96h

Figura 6 — Tacrolimo inibe a proliferagdo de fibroblastos do ligamento periodontal. O numero de
células viaveis foi avaliado por contagem direta em hemocitometro num ensaio de exclusdo de
azul de trypan nos periodos indicados na presenga e auséncia de tacrolimo (10 uM). Tacrolimo
inibiu significativamente a proliferagdo celular nos periodos de 72 horas (p=0.0186) e 96 horas
(p=0.0344). Resultados a partir de 3 experimentos independentes expressados como media+D.P.

*p<0.05 (teste ¢ de Student).

Tacrolimo modula a expressao de RNAm de RANKL e OPG em

osteoblastos

De forma similar aos resultados que obtivemos em
fibroblastos dos tecidos periodontais, verificamos, por meio de RT-PCR,
que o tratamento com tacrolimo inibiu a expressdo de RNAm de RANKL
induzida por IL-1 e LPS em linhagem celular de osteoblastos (células Ros

17/2.8). Esta inibicdo foi menos marcante apos tratamento com IL-1.
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Figura 7 — Tacrolimo modula a expressdo génica de RANKL e¢ OPG por osteoblastos apos
tratamento com IL-1 e LPS bacteriano. Imagem representativa dos resultados dos experimentos de
RT-PCR demonstrando a regulagdo da expressdo de RNAm para RANKL e OPG apds estimulo
com diferentes agonistas na presenga ¢ auséncia de tacrolimo (10uM). Osteoblastos (células Ros
17/2.8) foram estimulados com IL-1 ou LPS bacteriano nas concentragdes indicadas, por 24 horas,
o RNA total foi isolado, convertido em cDNA e a expressio de RNAm de RANKL ¢ OPG
avaliada por PCR. Observa-se inibi¢ao da expressdo de RANKL e aumento da expressdo de OPG
nas células tratadas com tacrolimo apds estimulo com os mesmos agonistas. Imagem

representativa de trés experimentos independentes.
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Tacrolimo modula a expressao de RANKL e OPG in vivo

Utilizamos dois modelos experimentais de indugdo de
doenca periodontal, no entanto a administragdo sistémica de tacrolimo
resultou em inibicdo de RNAm de RANKL e aumento da expressao de
RNAmM de OPG, apenas no modelo de doencga periodontal induzida por
ligadura. A inibicdo da expressdo de RNAm para RANKL nos animais
tratados com tacrolimo foi significativa nos periodos de 5 e 15 dias,
enquanto no periodo de 30 dias esta tendéncia se reverteu e o tratamento
com tacrolimo resultou em niveis significativamente maiores de RNAm
para RANKL. No modelo de inje¢cdo de LPS, o tratamento dos animais
com tacrolimo nao resultou em efeitos significativos sobre a expressao de
RNAm para RANKL,; apenas no periodo de 15 dias observamos maiores
niveis de RANKL em comparagdo aos animais do grupo controle. A
regulagdo da expressdo de RNAm para OPG também apresentou
resultados distintos nos dois modelos experimentais: observamos
significativo aumento na expressdo de OPG nos animais tratados com
tacrolimo no modelo de ligadura, enquanto no modelo de inje¢do de LPS
ndo houve efeito significativo do tacrolimo sobre os niveis de RNAm para
OPG. Na auséncia de inflamagdo induzida experimentalmente,
observamos que a administragao de tacrolimo nao afetou a expressao de
RANKL e OPG, exceto por um aumento discreto mas significativo nos
niveis de RNAm para RANKL no periodo de 5 dias. A avaliagao por

imunohistoquimica demonstrou que o tratamento com tacrolimo inibiu a
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expressao de RANKL nos tecidos periodontais em ambos os modelos
experimentais de doenca periodontal. Estes resultados estdo de acordo
com a regulagdo em nivel de RNAmM no modelo de ligadura, no entanto ha
incoeréncia dos achados da imunohistoquimica com os resultados da

expressao de RNAm de RANKL no modelo de LPS.
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Figura 8 — Modulacdo da expressdo génica de RANKL e OPG nos tecidos periodontais
in vivo. Foram utilizados dois modelos experimentais para indugdo da doenca
periodontal: colocagdo de ligaduras e injecdo de LPS bacteriano. Os animais receberam
inje¢des intraperitoniais de tacrolimo ou do veiculo diariamente e amostras de tecido
gengival foram obtidas nos periodos indicados (5, 15 e 30 dias). O RNA total foi extraido
das amostras destes tecidos, convertido em cDNA e a expressao de RNAm para RANKL
e OPG avaliada por PCR. As barras indicam a média e as linhas verticais o desvio-padrdo
da andlise densitométrica realizada em imagens digitalizadas dos géis de agarose
utilizados para separacao eletroforética dos produtos da reacdo de PCR. Os resultados sdo
expressos em fold change em relagdo ao dia 0 (dia do inicio dos modelos experimentais) e
representam trés animais por periodo e grupo experimental. Os resultados para expressdo
de RANKL sao apresentados em (A), para OPG em (B) segundo o modelo experimental
utilizado (ligadura ou LPS). Observa-se que o tacrolimo resultou em inibi¢do de RANKI
e aumento de OPG apenas no modelo de ligadura. Em (C) sdo apresentados os resultados
obtidos para os tecidos periodontais normais, sem inducdo de doenga periodontal e
verifica-se que o tratamento com tacrolimo ndo resultou em um padrdo de regulagdo da

expressao génica consistente tanto para RANKL como para OPG. Em (C) o asterisco (*)
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indica diferenca significativa (p<0.05) em relacdo ao valor ‘1’ atribuido ao controle
saudavel ndo tratado com tacrolimo pelo teste t de uma amostra (one-sample t test),
enquanto em (A) e (B) o (*) indica diferenca significativa (p<0.05) em relagdo ao mesmo

periodo nos animais nao tratados com tacrolimo (teste t ndo pareado).
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Figura 9 — (A) Gréafico descritivo da avaliagdo da imunohistoquimica para expressdo protéica de
RANKL nos tecidos periodontais dos animais. Os scores representam a intensidade de marcagéo
nos tecidos avaliados. 1 (0%). 2 (1%-30%). 3 (31%-60%). 4 (61%-100%). Tacrolimo diminuiu a
expressdo de RANKL nos modelos de LPS e ligadura para indugdo experimental da doenga
periodontal em ratos. Animais que ndo receberam a droga e tiveram indugdo de doenga
periodontal, exibiram intensidade maior de marcacdo de RANKL nos tecidos. (B) Imagens
representativas dos cortes de imunohistoquimica para RANKL. Nota-se que os cortes histologicos
dos animais submetidos a doenga periodontal experimental e ndo tratados com apresentaram
marcagdo para RANKL mais intensa do que os animais controle e também do que os animais com

doenga periodontal e tratados com tacrolimo.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que a administracdo de
tacrolimo pode modular o turnover do tecido Osseo nas doengas
periodontais e que esta modulagdo pode ocorrer por, pelo menos, trés
mecanismos que podem atuar de forma independente e/ou sinérgica: 1)
regulacdo direta da expressdao de RANKL e OPG; 2) alteragdo da
resposta imune nos tecidos periodontais por redugdo do numero de
células T e 3) modulagédo da ativacédo de vias de sinalizagdo importantes
para a expressao de genes direta ou indiretamente relacionados a
osteoclastogénese (por exemplo, c-Fos, interferon-gama, TNF-a). Estes
resultados suportam achados prévios de nosso grupo de pesquisa
(Guimaraes et al.’®, 2007) que demonstraram que a administracdo do
tacrolimo in vivo inibiu a reabsorcdo 6ssea em modelo experimental de
doenca periodontal.

No entanto, na auséncia de inflamagdo a administracdo de
tacrolimo por 28 dias em ratos teve efeitos opostos ao induzir uma
condicdo semelhante a osteoporose. Esta condicdo € caracterizada por
reducdo da densidade e trabeculado de ossos longos, aumento do
numero de osteoclastos e aumento da expressao de RNAm do fator de
diferenciagdo de osteoclastos (osteoclast differentiation factor, ODF ou
RANKL), enquanto a expressao do fator inibidor de osteoclastogénese

(osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF ou OPG) né&o foi afetada de
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modo significativo (Fukunaga et al.”®, 2004). Contudo, a administragéo
prolongada (30 dias) de tacrolimo in vivo na auséncia de inflamagao do
periodonto ndo levou (Guimaraes et al.', 2007) a alteracdes no osso
alveolar, seja em relagéo a osteoclastogénese, seja em relagdo ao volume
de tecido 6sseo (Nassar et al.*", 2009). Por outro lado, a administragdo de
ciclosporina levou ao aumento da atividade de reabsorgdo e perda de
densidade do osso alveolar em ratos de forma similar ao relatado para a
administragdo de tacrolimo em ossos longos, enquanto na presenga de
inflamacédo associada a doenca periodontal induzida foi verificado efeito
protetor da ciclosporina sobre o tecido 6sseo, similar ao observado com a
administracdo de tacrolimo (Nassar et al.*°, 2004). Os efeitos deletérios
da ciclosporina sobre o turnover 6sseo na auséncia de inflamacao
parecem ser temporarios, uma vez que houve uma redugdo progressiva
destes efeitos com a administracdo prolongada (8 meses) da droga
(Spolidorio et al.>®, 2004). Assim, € possivel que os efeitos deletérios do
tacrolimo sobre o tecido 6sseo também sejam atenuados com o tempo, ou
que as diferengas observadas em 0ssos longos e no 0sso alveolar sejam
devidas as caracteristicas anatomo-histologicas das diferentes areas.

E interessante notar que a substituicdo da ciclosporina por
tacrolimo levou a reversao dos efeitos deletérios sobre o turnover 6sseo
na auséncia da inflamagao (Spolidorio et al.>?, 2007), demonstrando que
embora ambas as drogas sejam imunossupressores que agem

primariamente por inibigdo da via da calcineurina/NFAT, elas apresentam
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efeitos distintos sobre o tecido ésseo. Esta inibicdo da atividade de
reabsorcdo 6ssea do tacrolimo parece estar relacionada a modulagao da
osteoclastogénese, reduzindo o numero e atividade dos osteoclastos
(Andia et al.?, 2008); porém estes resultados podem ser dependentes da
regido ou do tipo de osso, uma vez que em 0ssos longos a administragao
de tacrolimo resultou em estimulo & osteoclastogénese (Fukunaga et al.™,
2004). In vitro, foi demonstrado que a inibigdo da via da calcineurina reduz
de forma significativa a osteoclastogénese induzida por RANKL (Hirotani
et al.?", 2004; Miyazaki et al.*®, 2007). A confirmagao da relevancia da via
da calcineurina/NFAT para a osteoclastogénese foi feita com a utilizagao
de peptideo sintético para a inibicdo da calcineurina que também se
mostrou eficiente na inibicdo da osteoclastogénese e verificada pela
expressdo de forma mutante constitutivamente ativa de NFAT (o oposto
da inibicdo da calcineurina), que se mostrou suficiente para induzir a
osteoclastogénese independentemente da adicdo de RANKL exdgeno
(Hirotani et al.?", 2004). Além de afetar a sinalizagdo e/ou os efeitos de
RANKL em células precursoras de osteoclastos, os dados deste trabalho
demonstram que tacrolimo pode afetar a osteoclastogénese pela inibigao
da expresséo génica de RANKL.

Existem evidéncias sugerindo que as ag¢des do tacrolimo
podem modular o turnover do tecido 6sseo também por estimulo a
osteogénese, por exemplo, favorecendo a diferenciacdo de células

mesenquimais em osteoblastos, por meio do aumento da proliferacao, da
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atividade de fosfatase alcalina, da expressao de RNAm de osteocalcina e
da formagéo de nédulos mineralizados in vitro e in vivo (Dai et al.®, 2008).
Por outro lado, em osteoblastos ‘maduros’ o tratamento com tacrolimo
inibiu a proliferagdo celular e também a expressdo de genes (Cbfal e
osterix ou Runx2) relacionados a diferenciagado osteoblastica e produgao
de matriz ostedide (Varanasi, Datta®®, 2005). Assim, tacrolimo exerce
efeitos distintos em diferentes tipos celulares, além do alvo-celular ‘tipico’
(linfocitos T), bem como em diferentes estagios de diferenciagdo celular,
demonstrando a relevancia do estudo de seus efeitos em diferentes tipos
celulares.

O efeito protetor dos imunossupressores no tecido 6sseo
pode ser devido a modulagdo da expressao de citocinas inflamatodrias, o
qual pode estar associado aos efeitos desta droga sobre vias de
sinalizagdo importantes para a expressdo de genes inflamatorios: p38
MAPK e, especialmente, a via do NF-kB. A inibicado de NF-kB mediada por
tacrolimo que observamos em linfocitos T, fibroblastos e osteoblastos foi
também observada em outro tipos celulares ‘ndo-imunes’ e parece estar
relacionada a modificagdes pods-traducionais por meio da indugdo de
resposta a proteina desnaturada (‘unfolded protein response’, UPR) via
aumento da expressao do fator de transcricdo C/EBPf. Estes eventos
estdo diretamente relacionados a dessensibilizacdo de células epiteliais
do tubulo renal de ratos a ativagdo de NF-kB apos estimulo com TNF-a. A

inibicako da expressdo da citocina proteina quimioatraente para
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mondcitos-1 (monocyte-chemoattractant protein-1, MCP-1) induzida por
IL-18 neste mesmo tipo celular ocorreu sem modulagdo da ativagado de
NF-kB, demonstrando que tacrolimo pode modular multiplas vias de
sinalizagdo intracelular (Du et al.'', 2009). Por outro lado, tanto
ciclosporina quanto tacrolimo inibiram a ativagdo de NF-kB induzida por
phorbol-myristate acetate (PMA) mas ndo por TNF-a em osteoblastos
(Mitsuyama et al.*’, 2004). A ativagdo de NF-kB por PMA tem cinética
mais lenta (30 min) enquanto o tratamento com TNF-a resulta em
ativacdo mais rapida (15 min), num resultado semelhante ao que
observamos em células osteoblasticas (inibicdo da ativagéo tardia de NF-
kB por tacrolimo). Esta ac&do diferencial de ciclosporina e tacrolimo na
ativacdo de NF-kB por diferentes estimulos sugere a existéncia de um
mecanismo ligando a inibicdo da sinalizagcdo pela via da
calcineurina/NFAT e subsequente ativagao de NF-kB.

Tacrolimo, mas n&o a ciclosporina, foi capaz de inibir, de
forma dose-dependente, a ativacdo de p38 MAPK por estimulos
osméticos (Sanchez-Perez et al.*®, 2004). Por outro lado, os resultados
deste mesmo estudo demonstram que, na auséncia de estimulos
osmoticos, doses menores (1 e 10 ng/mL) de tacrolimo resultaram em
distinto aumento da ativacao de p38 MAPK, num resultado semelhante ao
obtido neste trabalho. Mais recentemente foi verificado o efeito inibidor do
tacrolimo na ativacdo de ERK, p38 e JNK MAPKinases induzida por

estresse de hipotermia em células endoteliais (Diestel et al.'®, 2009).
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Apesar do tratamento de células precursoras de osteoclastos com RANKL
levar a ativacdo de ERK, JNK e p38 e da capacidade de tacrolimo inibir a
ativacédo destas trés MAPKinases, decidimos avaliar o efeito de tacrolimo
na ativacdo de p38 devido as evidéncias, in vitro (Huang et al.?*, 2006;
Matsumoto et al.**, 2000) e in vivo (Kirkwood et al.*®, 2007) do papel
fundamental desta via de sinalizagdo na osteoclastogénese. Nossos
resultados demonstram que o tacrolimo teve efeitos distintos na ativagao
de p38 apds estimulo com IL-1f segundo o tipo celular considerado.
Estes resultados sao de dificil interpretacdo, mas podemos especular que
a ativacdo de p38 MAPK em diferentes tipos celulares pode seguir
distintas vias subsequentemente a ativacdo inicial do receptor de
membrana e também que os mecanismos moleculares de acgao do
tacrolimo podem variar segundo as proteinas-kinase ativadas na via de
sinalizacao ‘upstream’ que resultara na ativagao da p38.

E interessante ressaltar que os efeitos do tacrolimo foram
verificados ndo apenas em linfocitos T, as ‘células-alvo’ deste composto,
mas também em outros tipos celulares envolvidos na resposta imune
inata, como fibroblastos e osteoblastos. Nestes tipos celulares, inibidores
da calcineurina, como o tacrolimo, podem exercer efeitos opostos aos
verificados em células da resposta imune adaptativa, isto €, efeitos pro-
inflamatorios com aumento da expressao de genes inflamatorios como IL-
1B, IL-12, TNF-a e iNOS (Conboy et al.”, 1999); e pode inclusive atuar de

forma sinérgica na expressdo de mediadores inflamatérios apds a
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ativagdo de TLRs (Kang et al.?’, 2007). Recentemente, foi demonstrado
que os efeitos do tacrolimo em células da resposta imune inata sao
radicalmente distintos de seus efeitos sobre linfocitos, com aumento, de
forma sinérgica com a ativacdo de TLR, a ativagdo de NF-kB e a
expresséo de genes inflamatérios dependentes da ativagao de NF-kB em
células dendriticas e macrofagos. Além desta atividade sinérgica na
ativacao inicial por TLRs, o tacrolimo parece estar relacionado a indugao
de tolerancia ao LPS em macrdéfagos, possivelmente por meio da ativagao
de um mecanismo de feedback negativo que dessensibiliza estas células
ao LPS (Jennings et al.?°, 2009).

Nos experimentos deste trabalho utilizamos tanto um
modelo de injegdo de LPS quanto a colocagao de ligadura para indugao
de inflamagédo e reabsorgdo do osso alveolar. O modelo de injecdo de
LPS o6ssea periodontal é amplamente utilizado (Ambili et al.', 2005;
Rogers et al.**, 2007; Sartori et al.*®, 2009), mas apresenta diferencas
importantes com o modelo de colocagdo de ligaduras em relagdo as
caracteristicas da inflamacdo e das vias de sinalizagdo intracelular
ativadas (Garcia de Aquino et al.’®, 2009). No modelo de injecdo de LPS,
o estimulo inicial é limitado a ativacdo de TLR4; enquanto no modelo de
colocacdo de ligadura, além da possibilidade de participacdo de um
estimulo mecanico com a indugédo da resposta inflamatéria aguda mais
intensa inicialmente, o acumulo de microrganismos viaveis implica na

participacdo de diferentes antigenos ou padrbes moleculares associados
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a patogenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), como
toxinas e produtos do metabolismo microbiano, CpG DNA, flagelos e
peptideoglicanos. Cada modelo tem suas vantagens e desvantagens;
porém apesar de nao termos concluido as analises descritivas e
estereométricas, ndo podemos excluir a possibilidade de que a reducao
da severidade da resposta inflamatéria observada em ambos os modelos
experimentais nos animais tratados com tacrolimo seja, ao menos em
parte, devida a ‘dessensitizacdo’ ao LPS por um mecanismo de tolerancia.
tacrolimo também pode afetar o influxo de células da resposta imune
inata, notadamente neutréfilos, por meio da modulacdo da expressio de
quimiocinas (como CXCL1, CXCL2 e CXCLS8) pelas células T, como
demonstrado em modelo animal de colite (van Lierop et al.??, 2010). Este
pode ser um dos mecanismos de diminui¢cdo da severidade da inflamacéao
em ambos os modelos de indugao de doencga periodontal utilizados neste
trabalho.

Apesar das diferencas entre os dois modelos experimentais
de inducdo da doencga periodontal utilizados neste trabalho, observamos
uma reducdo na quantidade de linfécitos T e na expressdo de RANKL
(ambos dados in vivo) em ambos os modelos. Estes dados sao contrarios
a outros relatos demonstrando aumento da expressdo de RANKL em
animais tratados com tacrolimo, no entanto este contraste pode ser
explicado pela presenga (nos modelos experimentais utilizados neste

trabalho) ou auséncia de inflamag¢ao induzida no modelo de osteoporose
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(Fukunaga et al.”®, 2004). Além disso, no modelo de LPS observamos
diferencas na expressdo de RANKL em nivel de RNAm por RT-PCR e em
nivel protéico por imunohistoquimica. Esta falta de correspondéncia entre
transcricdo e tradugdo de RANKL no modelo de LPS pode ser devida ao
envolvimento de mecanismos de regulagdo pos-transcricional (maior
estabilizacdo do RNAm de RANKL e menor eficiéncia na tradugéo ou no
processamento pos-traducional da proteina), a regulacédo diferencial da
rede de citocinas associada ao modelo de LPS pelo tacrolimo, os quais
podem afetar indiretamente a transcricdo de RANKL; ou ainda as proprias
diferencas na populagao de células presentes nos tecidos periodontais em
cada modelo que seriam afetadas de forma distinta pelo tacrolimo. A
avaliacdo estereométrica com contagem de osteoclastos e avaliagado da
atividade de reabsorgcdo Ossea ira fornecer maiores informacdes sobre
estes efeitos diferenciais do tacrolimo sobre a modulagdo do turnover
0sseo em cada modelo experimental.

O alvo principal do tacrolimo é a via da calcineurina em
linfocitos T, formando um complexo intracelular com a proteina FKBP12
(Mitsuyama et al.*”, 2004; Hendrickson et al.?°, 1993). Sua agdo ocorre
pela inibicdo da atividade da fosfatase de serina/treonina denominada
calcineurina, afetando a atividade do fator de ativagao nuclear de células
T (NFAT) e, consequentemente, a expressdo de um grande numero de
citocinas e outros genes envolvidos na iniciagdo e modulagdo da resposta

imune (Crabtree, Olson®, 2002; Rao et al.*, 1997). Por exemplo,
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especificamente em células T, tacrolimo inibe a expressao de IL-2 e,
consequentemente, sua proliferacdo (Ho et al.??, 1996). A diminui¢cdo do
infiltrado inflamatério e de reabsorcdo Ossea observado em nossos
resultados prévios (Guimaraes et al.'®, 2007) podem ser explicados por
esse efeito especifico do tacrolimo em células T. A diminuigdo do numero
de linfécitos T nos tecidos afetados pela doenga periodontal reduziria a
disponibilidade no local de RANKL produzido pelas proprias células T e
células residentes, como demonstrado em nossos resultados de
imunohistoquimica para linfocitos T e para RANKL in vivo, e pela
diminuicdo da produgdo de RANKL por fibroblastos in vitro. Estes
resultados in vitro obtidos em fibroblastos e em osteoblastos contradizem
o relato de estimulo a expressdo de RANKL e inibicdo da expressao de
OPG em osteoblastos tratados com tacrolimo (Hofbauer et al.?>, 2001). No
entanto, estes resultados foram obtidos na auséncia de co-estimulagao
com citocinas ou LPS e utilizando doses muito mais elevadas de tacrolimo
(1 ug/mL). Além disso, a expressdo de RANKL foi avaliada apenas em
nivel de RNAm.

A utilizagcdo de droga imunossupressora potente como o
tacrolimo no tratamento das doencas periodontais nao é viavel em termos
do risco/beneficio ao paciente devido a neurotoxicidade, nefrotoxicidade e
alteragdes do metabolismo lipidico associados ao uso da droga. Terapias
visando a modulagdo da resposta imune tém sido, entretanto,

intensamente estudadas recentemente em diversas condi¢cdes
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inflamatorias. Drogas antiinflamatorias ndo esteroidais tem sido usadas na
tentativa de se controlar e inibir a resposta inflamatéria (Serhan et al.>°,
2007).

O entendimento dos mecanismos de acado do tacrolimo na
modulagdo das respostas do hospedeiro na doenga periodontal pode
proporcionar informagdes uteis ao desenvolvimento de terapias baseadas
na imunomodulacdo por exemplo, com a identificacdo de vias de
sinalizagdo importantes para a expressédo de mediadores inflamatorios
criticos para os processos de destruicdo tecidual que se deseja inibir, 0
que pode ser efetuado por outros compostos com menor toxicidade ou
sem efeitos indesejaveis. Alternativamente, a identificagdo da porgéo ativa
da molécula responsavel pelo efeito desejado (por ex., inibicdo de NF-kB)
pode ser utilizada na busca por um composto alternativo que tenha efeito
similar ou no desenvolvimento de composto sintético que n&o apresentem
os efeitos indesejaveis do tacrolimo. No caso do tacrolimo, um peptideo
de 16 residuos de aminoacidos com alta afinidade pela calcineurina e
capaz de inibir sua atividade (VIVIT) foi identificado (Aramburu et al.®,
1999). A expressao deste peptideo em células precursoras de
osteoclastos inibiu eficientemente a osteoclastogénese induzida pelo
tratamento com RANKL (Hirotani et al.?", 2004), porém ndo encontramos
relatos sobre o uso desta estratégia in vivo. Como a inibicdo da
calcineurina afeta a fosforilagdo/desfosforilagdo de diversas proteinas

além de NFAT, o uso do peptideo VIVIT que também inibe a calcineurina
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pode resultar em efeitos colaterais indesejaveis, sugerindo que a inibigao
seletiva e transitoria/reversivel de NFAT (por exemplo) pode minimizar
estes efeitos indesejaveis e ao mesmo tempo possibilitar a modulagao da
osteoclastogénese (Kaminuma?®, 2008).

Além disso, € preciso destacar que no experimento in vivo
utilizamos apenas a administragéo sistémica da droga. Uma possibilidade
seria a de utilizar administracdo local da droga, a qual inclusive foi a
primeira apresentagao desta droga, incluida em pomadas para uso topico
no tratamento de dermatite atépica (Kaminuma®®, 2008). Outra
possibilidade seria a utilizacdo de doses reduzidas em comparagao as
utilizadas para obtencdo de imunosupresséao sistémica, de forma similar
ao realizado com a doxiciclina, em que doses reduzidas proporcionam
uma atividade inibidora de metaloproteases sem fungc&o antimicrobiana
(Emingil et al.'?>, 2004; Gapski et al."®, 2004; Golub et al."’, 1995). E
interessante notar que existem evidéncias de que tacrolimo modula a
expressdo de metaloproteases induzida por IL-1f em sinoviécitos de
pacientes com artrite reumatoide, notadamente de MMP-13 que tem sua
expressdo mais restrita a situagdes patoldgicas, e ndo de MMP-2, mais
associada a remodelacdo e homeostase do tecido conjuntivo (Migita et
al.>®, 2005). Estes dados ilustram os multiplos mecanismos pelos quais o
tacrolimo pode afetar a modulagdo da destruicdo tecidual mediada pela

resposta imune-inflamatoria.
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Com base nas evidéncias discutidas e nos resultados
obtidos neste trabalho, especulamos que o efeito do tacrolimo no turnover
do tecido Osseo, seja o estimulo ou a inibicdo da reabsorgdo Ossea,
depende da natureza e caracteristica dos tecidos adjacentes ao tecido
0sseo, isto é, da presenga ou ndo de uma reagao imune-inflamatoria e
também da natureza/caracteristicas (tipos celulares predominantes) desta
reacdo. Por exemplo, na presenca de inflamagao associada aos modelos
de doenca periodontal experimental o tacrolimo tem efeito protetor no
tecido 6sseo, o qual pode ser devido a modulagdo da expressao de
citocinas inflamatdrias, tanto diretamente pela modulagcdo de vias de
sinalizagdo (notadamente, p38 MAPK e NF-kB) relevantes para a
expressdo de mediadores inflamatorios e também de RANKL e OPG,
como indiretamente, por meio da reducdo do numero de linfécitos T
presentes na area.

Algumas avaliagbes poderiam ter sido feitas para
caracterizar os efeitos da administracdo de tacrolimo sobre a resposta
imune associada as doencgas periodontais in vivo: determinacéo do perfil
de citocinas presentes (Th1, Th2 ou Th17); quantificagdo da perda Gssea
ocasionada pela doencga periodontal por medi¢cdo da area da raiz exposta
macroscopicamente ou por micro-tomografias. Estas avaliagdes poderao
ser feitas em estudos futuros; entretanto outras analises ainda serao

realizadas como sequéncia dos experimentos deste trabalho, a saber:
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- contagem de osteoclastos nos tecidos periodontais
afetados pela doenca periodontal em animais tratados ou
NAo Com O iMUNOSSUpPressor;
- estereometria dos cortes histologicos para avaliagdo da
intensidade da inflamacéao
Considerando os efeitos do tacrolimo em células imunes e
nao-imunes, sera interessante investigar os efeitos do imunossupressor
em animais que ndo apresentam células T (camundongos nude, por
exemplo), avaliando o perfil das citocinas produzidas. A administragao de
ciclosporina em camundongos nude n&o levou a aumento da atividade de
reabsorcdo 6ssea com alteracdes tipicas de osteoporose observadas em
animais controle que apresentam numero normal de células T,
demonstrando ndo apenas a relevancia deste tipo celular para a
homeostase do tecido ésseo, mas também que a diminuicdo do numero
de linfocitos T € um mecanismo importante na modulagao do tecido 6sseo
por inibidores de calcineurina (Buchinsky et al.’>, 1996). Outro ponto de
interesse seria avaliar como tacrolimo modularia a expressao génica
induzida pela ativacdo de TLRs em células T. A elucidacédo dos efeitos
especificos do tacrolimo na expressao de RANKL por células residentes
do periodonto, como fibroblastos e células imunes, e também por
linfocitos T, pode prover informagdes importantes para o desenvolvimento
de drogas ou estratégias terapéuticas para a modulagdo do turnover

0sseo nas doengas imune-inflamatdrias.
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De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir

que:

1- tacrolimo inibe de forma marcante a expressao de
RANKL e com menor magnitude também a expressao de
OPG induzida por IL-1 e LPS bacteriano em fibroblastos
do tecido periodontal in vitro. Esta inibigdo ocorreu tanto
em nivel de RNAmM quanto protéico;

2- o tratamento com tacrolimo in vivo resultou na reducéo
do numero de linfocitos presentes nos tecidos
periodontais nos dois modelos experimentais de doenca
periodontal em ratos;

3- tacrolimo inibiu a ativagdo das vias de sinalizagio
intracelular p38 MAPK e NF-kB, induzida por ativacao de
TLR-4 em fibroblastos e em 2 linhagens de células T; e

inibiu a proliferag&o in vitro de células T.

De um modo geral, é possivel concluir que o tacrolimo
afetou a expressdo de RANKL e de OPG em células residentes dos
tecidos periodontais in vitro, alterando a proporgao relativa da expressao
destes genes de forma a reduzir a atividade de reabsorgéo 6ssea. In vivo,

verificamos que os mecanismos pelos quais o tacrolimo pode inibir a
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reabsor¢cdo 6ssea induzida por estimulos inflamatérios e microbianos in
vivo incluem a redugao da expressao de RANKL, a diminuicdo do numero
de linfocitos nos tecidos periodontais e a modulagédo da atividade de vias

de sinalizagao relevantes para a expressao de genes inflamatorios.
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