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RESUMO

A Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP) é uma enzima envolvida no
metabolismo de purinas que catalisa a fosfordlise reversivel de nucleosideos
purinicos tais como (deoxi)inosina e (deoxi)guanosina formando suas bases
purinicas correspondentes e (deoxi)ribose-1-fosfato. A PNP é considerada uma
enzima chave na via de salvamento de purinas de células de mamiferos.
Especificamente, células T sdo dependentes da atividade da PNP para manter suas
funcdes e sensiveis a alteragdes da mesma. O presente estudo tem como objetivo
determinar se o bloqueio farmacologico da PNP com um analogo do estado de
transicdo da enzima (Immucillin-H) é capaz de impedir a perda éssea em dois
modelos de doenca periodontal induzida em ratos. Dados experimentais mostram
que o Immucillin-H inibiu a perda &éssea induzida por ligaduras e por
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano assim como reduziu o numero de osteoclastos e
células inflamatérias. Ensaios in vitro revelaram que o Immucillin-H ndo age
diretamente inibindo a diferenciacdo de células precursoras de osteoclastos, no
entanto, afeta a osteoclastogénese mediada por linfécitos. Importante, a incubagao
de linfécitos T CD4+ pré-ativados e tratados com Immucillin-H diminuiu a secregao
de RANKL. Desta forma, o Immucillin-H apresenta grandes premissas como uma

droga no uso de doengas caracterizadas por altera¢gdes no metabolismo ésseo.

Palavras-chave: Purina nucleosideo fosforilase, linfécitos T, reabsor¢cédo Ossea,

osteoclastos, Immucillin-H.



ABSTRACT

Purine Nucleoside Phosphorylase (PNP) is a purine-metabolizing enzyme that
catalyzes the reversible phosphorolysis of purine nucleosides such as (deoxy)inosine
and (deoxy)guanosine (dGuo) to their respective bases and (deoxy)ribose-1-
phosphate. It is a key enzyme in the purine salvage pathway of mammalian cells. T-
cells rely on PNP activity to maintain its functions and are particularly sensitive to
PNP deficiency. The present investigation sought to determine whether the
pharmacological blockage of PNP activity with a transitlon state analog (Immucillin-H)
can arrest bone loss in two models of induced periodontal disease in rats.
Experimental data showed that immucillin-H inhibitted bone loss induced by ligatures
and bacterial LPS, with reduced number of infiltrating osteoclasts and inflammatory
cells. In vitro assays revealed that Immucillin cannot directly abrogate differentiation
of osteoclast precursor cells but affects lymphocyte-mediated osteoclastogenesis. On
the other hand, incubation of pre-activated T-CD4+ with Immucillin-H decreased
RANKL secretion with no compromise of cell viability. Immucillin-H, an analog of the
transition state of PNP activity, holds great promise as a drug in the treatment of

diseases characterized by imbalances of bone metabolism.

Keywords: Purine nucleoside phosphorylase, T-lymphocytes, bone resorption,

osteoclasts, Immucillin-H.



1. INTRODUGAO E OBJETIVO

1.1 Introducgao

1.1.1 Tecido 6sseo e osteoclastogénese

O sistema esquelético exerce fungdes essenciais no suporte mecanico e na
homeostase mineral. Osso € um tecido dindmico que esta sendo constantemente
renovado, em resposta a estresse mecanico e mudangas hormonais (Voronov et al.,
2005; Vega et al., 2007). Ademais, o esqueleto d&sseo abriga elementos
hematopoiéticos, protege visceras e determina o tamanho e a forma do corpo
(Kumar et al., 2005; Lerner et al., 2006). Duas células especificas sdo responsaveis
pela manutengéo constante da massa 0ssea; os osteoblastos (células formadoras de
0ss0) e os osteoclastos (células que reabsorvem o0sso) (Liu et al., 2007; Voronov et
al,. 2005; Vega et al., 2007).

A remodelagem 6Gssea ocorre dentro da unidade de remodelagem éssea e
envolve o equilibrio dindmico entre reabsorcdo e formagao do tecido ésseo. Cada
ciclo de remodelagem inicia com a transformagcdo de uma superficie Ossea
quiescente para uma superficie 6éssea reabsortiva. Os ostedcitos tém funcdo de
transportar sinais locais aos osteoblastos e osteoclastos na superficie 6ssea, através
de um sistema canalicular. A reabsorcdo Ossea dentro de uma unidade de
remodelagem ¢é finalizada pela apoptose dos osteoclastos e € seguida por sinais
enviados aos osteoblastos para preencherem as lacunas de reabsorgéo (Vega et al.,
2007).

Células osteoprogenitoras s&o estimuladas por fatores de crescimento, como
as proteinas morfogenéticas ésseas (do inglés Bone Morphogenetic Proteins ou

BMPs), pertencentes a superfamilia TGF-$, as quais promovem a divisdo celular e



producdo de precursores que irdo se diferenciar em osteoblastos (Kumar et al.,
2005). Os osteoblastos estdo localizados na superficie do osso e tem fungéo de
sintetizar, transportar e organizar muitas proteinas da matriz 6ssea. Essas células
também iniciam o processo de mineralizagdo, expressam receptores celulares que
ligam diversos hormonios (horménio da paratiredide [PTH], vitamina D e estrogénio),
citocinas, fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular. Os osteoblastos
também possuem funcdo de controlar a diferenciagdo dos osteoclastos, processo
chamado de osteoclastogénese, do qual participam diversos reguladores positivos e
negativos. Os osteoblastos secretam Macrophage Colony Stimulating Factor (M-
CSF) e o ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL) que s&o
necessarios para a diferenciacdo dos osteoclastos, no entanto também secretam
osteoprotegerina (OPG), que bloqueia esta acéo (Vega et al., 2007).

O osteoclasto € a célula responsavel pela reabsorgdo d6ssea sendo esta,
derivado de células progenitoras hematopoiéticas que também dao origem a
monocitos e macrofagos. Em ratos, uma série de fatores de transcricdo, incluindo
PU.1 e Fos s&o essenciais para o desenvolvimento de um fendtipo de osteoclasto
(Kumar et al., 2005). Algumas citocinas e fatores de crescimento sdo cruciais para a
diferenciacao e maturacédo dos osteoclastos em humanos, incluindo as interleucinas
(IL)-1, IL-3, IL-6, IL-11, o fator de necrose tumoral a (TNFa), o fator de estimulagcao
de colénia de macrofagos e granulocitos (GM-CSF) e o fator de estimulagdo de
coldnia de macrofagos (M-CSF) (Vega et al., 2007).

O sistema paracrino € essencial no metabolismo ésseo e seus mediadores
incluem as moléculas RANK (Receptor Ativador para Fator Nuclear kB), RANKL e
OPG. O RANK é um membro da familia TNF de receptores expresso principalmente

em linhagens de células monociticas tais como, os pré-osteoclastos. A interagao



entre as células 0sseas e essas citocinas permite que os osteoblastos e as células
estromais controlem o desenvolvimento dos osteoclastos, assegurando a correta
formacgao e reabsor¢cdo Ossea (Kumar et al., 2005; Vega et al.,, 2007). Quando o
receptor € ativado por seu ligante, RANKL, através do contato célula-célula, a
osteoclastogénese é iniciada. RANKL é produzido e expresso nas membranas
celulares dos osteoblastos e das células estromais medulares; sua principal fungao é
a estimulacéo da formacéo do osteoclasto, interferindo no metabolismo 6sseo, fuséo,
diferenciacao, ativacédo e sobrevivéncia. A acdo do RANKL pode ser bloqueada por
outro membro da familia de receptores TNF, a OPG, uma proteina soluvel produzida
pelo tecido 6Osseo, células medulares hematopoiéticas e células do sistema
imunoldgico. .A OPG inibe a osteoclastogénese ligando-se ao RANKL, impedindo a
interacdo entre RANK e RANKL; desta forma, o aumento da reabsor¢gdo Ossea é

causado pela diminuicao da expressao de OPG (Wittrant et al., 2004).

1.1.2. Osteoclastogénese mediada por linfécitos T

Doencgas crénico-inflamatodrias, tais como artrite reumatodide, periodontites,
deficiéncia de estrogénio (osteoporose pods-menopausa) estdo associadas a
diminuicdo da massa Ossea local e sistémica devido a reabsorgdo 6ssea progressiva
e excessiva mediada por osteoclastos. (Wyzga et al., 2004; Gao et al., 2007; lkeda et
al., 2004). Em condigbes de quebra da homeostase tecidual, os linfocitos T ativados
apresentam uma funcdo relevante na regulacdo da perda Oéssea, através da
producdo de RANKL, levando a indugao da osteoclastogénese. (Wyzga et al., 2004).
A reaborgcdo Ossea € estimulada em decorréncia da producdo desequilibrada de

fatores pré- e anti-osteoclastogénicos, caracterizando um estado de ativagdo do



sistema imune, principalmente pela sintese elevada de IFN-y, potente ativador de
células apresentadoras de antigenos e mediador central da imunidade adaptativa
pelas células Th1 (Gao et al., 2007). Esse evento pode ser observado, por exemplo,
em condi¢des inflamatdrias associadas a deficiéncia de estrogénio, onde células T
ativadas secretam IFN-y, resultando em uma expressao elevada de MHC Il, através
do fator de transcrigdo CIITA, gerando, portanto, um aumento da apresentagao
antigénica por células dendriticas e macrofagos (Pacifici, 2008). Por outro lado, a
deficiéncia de estrogénio amplifica substancialmente a ativagdo de células T e a
osteoclastogénese pela diminuicdo da produgéo de antioxidantes em diferentes tipos
celulares, levando ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS). ROS
estimulam, também, a apresentacdo antigénica e produgdo de TNFa por
osteoclastos maduros. Os efeitos combinados do IFN-y e do aumento de ROS
levam, portanto, ao aumento da apresentagdo antigénica, a ativagdo elevada de
células T, as quais secretam os fatores osteoclastogénicos RANKL e TNFa. O TNFa,
por sua vez, estimula células estromais medulares e osteoblastos a produzirem
RANKL e M-CSF, levando a formacao osteoclastica. Outras citocinas, tais como: IL-1
e IL-7 igualmente implicam na perda Ossea exacerbada, devido aos seus efeitos
repressores sobre a atividade de osteoblastos, resultando no bloqueio da formacéao

ossea (Weitzmann et al., 2006; Pacifici, 2008).

1.1.3 Doencga periodontal

As doencas periodontais caracterizam-se por uma série de eventos
inflamatdrios resultantes da resposta dos tecidos de suporte dentario a presenca de
patdgenos orais organizados sob a forma de um biofilme (Socransky and Haffajee,

2002). O acumulo e a alteragéo progressiva do perfil bacteriano predominante leva a



uma resposta dos tecidos periodontais caracterizada pela presenca de infiltrado
inflamatorio. Com a permanéncia do biofilme e, consequentemente, de fatores de
viruléncia bacterianos, leucécitos polimorfonucleares e mondcitos sédo recrutados a
partir da rede vascular terminal e migram para o sitio de inflamacgéo a fim de fagocitar
e destruir patégenos (Wyzga et al., 2004). Dentre os fatores de viruléncia
bacterianos, os lipopolissacarideos sao capazes de ativar linfocitos e leucdcitos
através da interacdo com receptores especificos, induzindo a expressao de citocinas
e proteinas quimiotaticas que amplificam ainda mais a resposta inflamatoria (Eley
and Cox, 2003). Associado a isso, enzimas liticas colagénicas como colagenases e
estromelisina sdo produzidas, promovendo desorganizagdo da matriz extracelular,
com consequente perda de inser¢do periodontal (Uitto et al., 2003). Mondcitos,
também povoando o infiltrado inflamatorio, podem se diferenciar em osteoclastos a
partir de sinais extracelulares e iniciar a reabsor¢édo do osso alveolar. Nessa etapa,
linfécitos tém um papel preponderante, produzindo RANKL (receptor activator of NF-
KB ligand), moléculas-chave nos mecanismos de ativacao osteclastica (Han et al.,
2006).

Evidéncias recentes mostram que o biofiilme bacteriano age como um
elemento desencadeador do processo (Socransky and Haffajee, 2002). No entanto,
a maior parte da destruicdo é de fato mediada pela resposta do hospedeiro
representada por linfécitos, macrofagos e neutrofilos. O papel de linfocitos e da
resposta imune no processo de destruicdo do osso alveolar na periodontite parece
ser preponderante. Nesse contexto, foi demonstrado que linfécitos presentes no
periodonto também expressam RANKL, sendo capazes de modular a
osteoclastogénese num modelo de doencga periodontal induzido pela inoculagéo de

um patogeno periodontal em ratos (Han et al.,, 2006). Assim, células do sistema



imune representam alvos estratégicos para a compreensao e o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas que visem controlar a progressdo da doencga periodontal e

reduzir a morbidade a ela relacionada.

1.1.4 Purina Nucleosideo Fosforilase

A purina nucleosideo fosforilase (do inglés Purine Nucleoside Phosphorylase -
PNP) é uma enzima que age como catalisadora da reagao reversivel de fosfordlise
de nucleosideos purinicos, formando a base purinica guanina e a-ribose 1-fosfato
(Bzowska et al., 2000). Como substrato, a PNP utiliza basicamente inosina e
guanosina, derivadas da hidrélise de ribonucleotideos e 2-deoxiguanosina (dGuo),
esta ultima originada diretamente da degradagdo do DNA. Através desse processo
enzimatico, purinas sao resgatadas (via de salvamento de purinas) gerando
nucleotideos para sintese de DNA e RNA em células cuja atividade proliferativa
esteja aumentada. Duas enzimas que utilizam dGuo como substrato sdo PNP e
deoxicitidina quinase (dCyK). Enquanto a PNP catalisa a fosforolise de dGuo em
guanina e ribose 1-fosfato, a dCyK catalisa a conversdo de dGuo em dGMP, o qual é
convertido em dGTP. dGuo apresenta maior afinidade pela PNP em relagdo a dCyK.
Na presenca de inibidores da PNP, a proliferacdo espontanea in vitro de células T é
suprimida, devido ao acumulo de dGTP nessas células (Fig. 1). O acumulo
intracelular de dGTP em células T esta relacionado com a incapacidade de
nucleotideos atravessarem a membrana celular resultando na inibicdo da sintese de

DNA e replicagao celular (Bantia et al., 2001; Kilpatrick et al., 2003).
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Figura 1. PNP catalisa a fosforélise reversivel de deoxiguanosina (dGuo), gerando
guanine e deoxirribose-1 fosfato. O acumulo de dGuo devido a deficiéncia ou
bloqueio de PNP induz a uma cascata de eventos enzimaticos levando a apoptose

de células T. Adaptada de Kazmers et al., 1981.



A importancia da PNP na integridade do sistema imune tornou-se relevante a
partir da descricdo de uma imunodeficiéncia encontrada em criangas que nao
possuiam a enzima PNP (Gibblet et al., 1975). Essas criangas exibiam uma deplecao
seletiva de células T, sugerindo que a atividade da PNP €& necessaria para a
proliferagdo normal de células T humanas. A atividade da PNP ja foi verificada em
tecidos e secrecbes de diferentes espécies de mamiferos (Jonsson et al.,, 1992;
Mohamedali et al., 1993; Silva et al.,, 2004). Mutagcdes deste gene tém sido
relacionadas a deficiéncias na proliferacdo de linfécitos T, sem comprometimento da
linhagem B (Giblett et al., 1975; Kilpatrick et al., 2003). Linfocitos T sdo largamente
dependentes da PNP para manter suas fungdes. O fato de que a PNP é tao
importante nessa populacédo de células e, consequentemente, na imunidade celular,
a torna um alvo de grande interesse para o desenvolvimento de drogas com
potencial terapéutico em doencgas autoimunes e crénico-inflamatérias como artrite
reumatodide, doenga de Crohn e psoriase.

Seguindo essa premissa, esfor¢cos recentes levaram ao desenvolvimento do
Immucillin-H (BCX-1777), uma droga inibitéria analoga do estado de transicdo da
PNP (Banti et al., 2002; Lewandowicz et al., 2003), que tem apresentado efeitos
promissores no controle de leucemias em estudos clinicos de fase | (Bantia et al.,
2004). O Immucillin-H foi capaz de inibir a proliferagdo de linhagens de células T
humanas malignas e células T ativadas na presenga de dGuo (Kilpatrick et al., 2003).
Linfécitos isolados de ratos, cdes, camundongos e macacos respondem a
administragcado de Immucillin-H em cultura, sendo que, em humanos, a droga € capaz
de suprimir a proliferagdo de linfocitos (Banti et al., 2002). O perfil crdnico-

inflamatdrio de diversas doencas e a importancia da imunidade celular na reabsorgao



O0ssea fazem da PNP e de drogas dirigidas a seu bloqueio controlado alvos de
estudo bastante promissores.

Resultados de um estudo por ndés conduzido (Batista et al., 2010; manuscrito
aceito para publicagéo, ver anexo lll) indicaram atividade intensa da PNP no fluido
gengival de pacientes com doenga periodontal severa. Interessantemente, o
tratamento desses pacientes levou a redugao significativa da atividade da PNP que
foi positivamente correlacionada a melhoria observada nas variaveis clinicas. Da
mesma forma, resultados relativos a expressdo génica de RNA mensageiro (mMRNA)
de PNP foi maior em sitios onde havia presenca de uma resposta imune/inflamatéria
em relacdo ao controle. Estudos em cultura de células TCD4+ de memdria extraidas
do sangue periférico de humanos saudaveis e posteriormente incubadas com o
mitégeno Concanavalina A (ConA), revelaram um aumento na atividade especifica
da PNP em relacdo a células ndo estimuladas. Foi verificada também a expresséo
do mRNA da PNP de linfocitos TCD4+ de memaoria humanos incubados com ConA;
nossos resultados indicaram que a expressdo do mRNA de PNP aumentou apos 24
h de ativagao atingindo um valor 6 vezes maior apds 48 h de incubagado em relagcédo
as células ndo estimuladas.

Tendo em vista os resultados apresentados acima, a PNP parece ser uma
enzima fundamental na regulacdo da resposta mediada por linfocitos TCD4+,
entretanto seu papel nos eventos mediados por linfocitos que levam a reabsorcéo
O0ssea néo estdo claros. Assim, estudos dirigidos a investigacdo do uso de
bloqueadores da PNP sobre a perda 6ssea em modelos de doenca periodontal em
animais fazem-se necessarios a fim de melhor estabelecer o potencial destes

compostos no tratamento destas alteragdes.



3. Consideragoes Finais

Nossos resultados fornecem as primeiras evidéncias documentadas de
estudos controlados empregando um analogo do estado de transicdo da PNP
(Immucillin-H) no manejo de processos no campo da osteoimunologia. A purina
nucleosideo fosforilase (PNP) € uma enzima que age como catalisador da reagao
reversivel da fosfordlise de nucleosideos purinicos, formando a base purinica
guanina e a-ribose 1-fosfato (Bzowska et al. 2000). Através desse processo
enzimatico, purinas sao resgatadas, pela via de salvamento de purinas, em células
cuja atividade proliferativa esteja aumentada. Além do mais, mutagdes deste gene
tém sido relacionadas a deficiéncias na proliferacdo de linfécitos T sem
comprometimento da linhagem B (Giblett et al. 1975).

Linfécitos T s&o largamente dependentes da PNP para manter suas fungdes
(Banti et al. 2002; Lewandowicz et al. 2003). O fato de que a PNP é tado importante
nessa populacao de células e, consequentemente, na imunidade celular, a torna um
alvo de grande interesse para o desenvolvimento de drogas com potencial
terapéutico em doencgas autoimunes e crénico-inflamatérias como artrite reumatdide,
doenca de Crohn e psoriase.

No presente estudo, o emprego do analogo do estado de transigcdo da PNP
bloqueou a perda 6ssea induzida por inflamagao a niveis compativeis com animais
nao submetidos a doenca periodontal. Contrariamente, animais que receberam
apenas veiculo apresentaram severa destruicdo do suporte O0sseo na regiao
delimitada pela posicdo da ligadura e inje¢des de LPS. A analise histologica

demonstrou uma redugdo significativa do numero de células inflamatorias



concentradas na regido da furca, bem como redug¢do no numero de ceélulas
multinucleadas compativeis com a morfologia de osteoclastos.

Nesse primeiro grupo de experimentos optamos pelos modelos de doenca
periodontal por serem os mesmos bem caracterizados e envolverem um grupo mais
heterogéneo de tecidos submetidos a um complexo ecossistema. A doenca
periodontal € classicamente definida como uma alteragdo desencadeada por
patdgenos organizados sob a forma de um biofilme e mediada principalmente por
resposta Th1(Carayol et al. 2006), embora evidéncias recentes sugiram uma resposta
mais plastica com possivel participagao de Th17 (Ouyang et al., 2008). O controle da
perda Ossea através do emprego de um bloqueador da PNP demonstra a
importancia desta enzima na modulagdo da resposta inflamatoria e atividade
destrutiva mediada por osteoclastos em modelos de acumulo natural de biofilme
(ligadura) e fator de viruléncia bacteriano (LPS).

Adicionalmente, experimentos in vitro em cultura de células osteoprogenitoras
e linfécitos T CD4+ de camundongos foram conduzidos com a finalidade de propor
um mecanismo de acado do analogo de transicdo da PNP sendo que este poderia
estar ocorrendo diretamente sobre a osteoclastogénese, sobre osteoclastos
diferenciados e/ou sobre linfocitos T. Resultados obtidos neste estudo indicam que
linfécitos T CD4+ respondem ao tratamento do Immucillin-H levando a redugéo da
atividade especifica da PNP e de RANKL em cultura de células e também, levando a
diminuicdo da formacdo de osteoclastos em ensaio de co-cultura de células. De
acordo com os resultados in vivo e in vitro por nds apresentados, a PNP assume um
papel fundamental na montagem da resposta mediada por linfocitos T associada a

ativagdo da osteoclastogénese e da perda 6ssea. Por outro lado, ndo houve efeito



direto sobre osteoclastos, sugerindo que a PNP n&o tem maior participagdo na
ativagao direta de osteoclastos ou efeito direto sobre a osteoclastogénese.

Como demonstrado, bloqueadores da PNP tornam-se uma alternativa
terapéutica promissora para o tratamento de doencgas caracterizadas pela ativagao
de mecanismos imunes cujo desfecho é a reabsorgao Ossea. Além disso, nossos
resultados fornecem consistentes indicagdes de que um analogo do estado transicéo
da PNP (Immucillin-H) pode ter aplicagbes mais amplas em patologias

caracterizadas por alteragcdes que levem perda de massa ossea.



