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RESUMO

O tecido 6sseo € uma estrutura dindmica que estd sob ciclos constantes de remodelacao
dada pela atividade dos osteoblastos e osteoclastos. A maioria das doencas Osseas estd
associada a uma atividade osteocldstica excessiva, que promovem um desequilibrio na
remodelacdo dssea, resultando em danos ao esqueleto humano como os observados na
osteoporose, doenca periodontal e artrite reumatdide. Os osteoclastos sdo células
multinucleadas formadas pela fusdo dos precursores da linhagem dos
mondcitos/macréfagos oriundos da medula 6ssea que chegam ao local da reabsorcao
através da corrente sanguinea. Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio (ROS),
produzidas pelo complexo NADPH oxidase estdo envolvidas na diferenciagdo de
osteoclastos. Para avaliar a influéncia de NOX2 na formacao de osteoclastos foi realizada
a cultura das células da medula 6ssea de camundongos knockout para NOX2 frente a
estimulo com RANKL e M-CSF. O nimero de osteoclastos foi maior nos animais NOX?2
comparados com o C57. Os dados estdo em desacordo com a literatura uma vez que
estudos que inibem a enzima NOX2 demonstraram que a formacdo de osteoclasto é
inibida parcialmente. No entanto, nao ha estudos semelhantes a esse na literatura e por
tanto uma investigacdo criteriosa precisaria ser feita para explicar o por que dos

precursores de osteoclatos diferenciarem mais nos animais NOX?2.

Palavras chaves: Osteoclasto, Doencga Periodontal, Osteoclastogénese, ROS, NOX?2



ABSTRACT

The bone tissue is a dynamic structure that is under constant cycles of
remodeling given by the activity of osteoblasts and osteoclasts. Most bone diseases are
associated with excessive osteoclastic activity, which promote imbalance in bone
remodeling, resulting in damage to the human skeleton such as those seen in
osteoporosis, periodontal disease, and rheumatoid arthritis. Osteoclasts are
multinucleated cells formed by the fusion of the precursors of the lineage of the bone
marrow monocytes / macrophages that reach the site of reabsorption through the
bloodstream. It is known that the reactive oxygen species (ROS) produced by the
NADPH oxidase complex are involved in the differentiation of osteoclasts. To evaluate
the influence of NOX2 on osteoclast formation, bone marrow cells were cultured from
knockout mice to NOX2 against RANKL and M-CSF stimulation. The number of
osteoclasts was higher in NOX2 animals compared to C57. The data are at odds with
the literature since studies that inhibit the NOX2 enzyme have demonstrated that the
formation of osteoclast is partially inhibited. However, there are no studies similar to
this in the literature and therefore a careful investigation should be made to explain why

osteoclast precursors differentiate more in NOX2 animals.

Key words: Osteoclast, Periodontal Disease, Osteoclastogenesis, ROS, NOX2
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal assim como outras alteracdes que acometem o tecido
Osseo, possui alta taxa de prevaléncia na populacio e causa efeitos deletérios no
organismo humano. A periodontite em especifico promove a perda de elementos
dentdrios que culminam em alteracdes nos estados fisicos, psiquicos e relacdes
interpessoais implicando diretamente na qualidade de vida das pessoas acometidas
(LINDHE, 2015). O tecido 6sseo é uma estrutura dindmica que estd em constante
remodelacdo. A nivel celular, sua remodelacdo se d4 por repetidos ciclos de reabsorcdo
pelos osteoclastos, seguido pela formagao dssea através dos osteoblastos. Em condic¢des
de normalidade existe um equilibrio entre formacdo e reabsorcdo Ossea, garantindo

assim a homeostase dos tecidos (TORRES et al., 2004).

A reabsor¢do Ossea é um processo de miltiplas etapas, iniciando-se com
proliferacdo de precursores dos osteoclastos imaturos, seguindo com a diferenciacio e
maturacdo desse tipo celular, e finalmente a degradacdo das matrizes organicas e
inorganicas do tecido 6sseo (TEITELBAUM, 2000). Osteoclastogénese ¢ o nome dado
ao processo de formacdo do osteoclasto. Esse complexo processo € regulado por uma
cascata de eventos que envolvem a participacdo de moléculas e citocinaspro-
inflamatérias bem como do eixo RANKL/RANK/OPG (COCHRAN, 2008). Essa
cascata de eventos é dependente da interacdo do ativador do receptor do fator nuclear
(NF) - k B (RANK), expresso no osteoclasto ao ligando de RANK (RANKL)
proveniente dos osteoblastos, apresentando uma fun¢do importante na regulagdo da
diferenciacdo e atividade dos osteoclasto, sendo moléculas chaves na regulacdo do

metabolismo §sseo.

A osteoclastogénese tem seu inicio em células estaminais hematopoiéticas que,
devido a ligacdo do fator estimulador de colonia de macrofagica (M-CSF), ao receptor
da superficie celular c-Fms (CSFIR), se autofosforila e ativa a cinase regulada por
sinais extracelulares 1 ou 2 (ERK1/2) e a fosfatidilinositol-3-cinase/Akt, sendo este o
primeiro passo na formagdo do osteoclasto. Quando RANK liga-se ao seu ligante
especifico, ocorre a ativacdo das enzimas MAPKs (p38, cinase regulada por sinais
extracelulares (ERK) e cinase N-terminal Jun) que estimulam uma variedade de fatores

de transcri¢do e, deste modo, promove a osteoclastogénese (SUN S, 2008). O CSF-1 e
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RANKL também sdo necessérios para induzir a expressdao de genes como fosfatase
resistente ao tartarato acido (TRAP),catepsina K (CATK), receptor de calcitonina e af33-
integrina, que sdo necessdrios para finalizar a diferenciacdo dos osteoclastos (Lacey DL

et al.,1998).

Quando maduro, o corpo celular dos osteoclastos é polarizado e, em resposta a
ativacdo do RANK pelo seu ligante RANKL (BURGESS TL et al.,1999), ocorrem
mudangas estruturais que o preparam para reabsorver 0sso, como o rearranjo do
citoesqueleto de actina e formacdo de uma juncdo bem definida entre a superficie 6ssea
e a membrana basal para formar um compartimento selado. No microambiente
estabelecido, os osteoclastos descarregam 4cidos, especialmente o acido ldtico e citrico,
promovendo um pH muito baixo, em média 4,7 (SILVER et al., 1988). Os fons H livres
nos lisossomos clasticos ativam TRAP e CATK, que degradam a porcdo organica e a
inorgdnica da matriz 6ssea, complementando a acdo dos &4cidos, desmontando a

estrutura 6ssea (CONSOLARO, 2012).

Algumas condi¢des inflamatérias podem levar a um quadro de reabsor¢ao dssea
excessiva, como observados na periodontite e osteoporose (COCHRAN, 2008). A
maioria das doengas inflamatérias estd associada com a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1a, IL-1B, e TNF-a) sendo elas indutoras da produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que possuem grande participacdo na diferenciacdo dssea
nesses microambientes e, consequentemente, na reabsor¢ao dssea (FUKADA et al.,
2009; LIN, 2007). As ROS sao geradas a partir de um processo denominado “explosao”
oxidativa, promovida pela ativacdo do sistema NADPH oxidase através da reducdo de
oxigénio molecular por elétrons provenientes, predominantemente, da NADPH
acarretando a produc¢do de anion superoxido. A ativagdo do sistema enzimatico NADPH
oxidase € induzida in vivo por imunocomplexos, bactérias e diversos metabodlitos

(glicose, aminoécidos, dcidos graxos, citocinas) (GARCIA, et al. 1999).

O sistema enzimatico NADPH oxidase € formado por componentes dissociados
na célula em repouso. Estes componentes sdo a p4A0NOX2, p47NOX2 e a p67NOX?2,
agrupadas em um sistema protéico citoplasmdtico. Também hd o citocromo b558,
composto pelas proteinas p22NOX2 e NOX2 (também conhecida como gp91NOX2)

localizadas nas membranas das vesiculas secretorias e dos granulos especificos
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citoplasmaticos (GUICHARD et al., 2008). H4 ainda outras proteinas de baixa massa
molecular, ligantes de nucleotideo guanina: a Racl e 2 e Rapla, que também participam

do processo (BOKOCH, 2003; ROOS, et al., 2003).

A ativacdo do sistema NADPH oxidase se inicia pela fosforilacio do
componente citosdlico p47NOX2, resultando na migracdo de todas as proteinas
citosdlicas para a membrana plasmdtica. Uma vez na membrana, estas proteinas se
associam ao citocromo b558 que migrou para a mesma através da fusdo das vesiculas
secretorias e dos granulos especificos. A Racl/2 liga-se simultaneamente ao trifosfato
de guanosina (GTP) e migra para a membrana juntamente com o sistema citosélico
(BABIOR, 1999; BEDARD, 2007). Quando ativo, o sistema multienzimatico NADPH
oxidase € responsdvel pela transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio

molecular, formando ROS (REEVES, LU et al. 2002).

Sabe-se que ROS desempenha um papel importante no osteoclasto, atuando
como um segundo mensageiro nas varias vias de sinalizacdo, aumentando
consequentemente a atividade osteocldstica e favorecendo o desequilibrio da atividade
osteomodeladora (SUNDARESAN M et al.1995; FORMAN HJ et al. 2004). Portanto,
este trabalho tem como objetivo analisar a influéncia de ROS durante a
osteoclastogenese em células da medula 6ssea de camundongos knockout para NOX2,

ou seja, camundongos que ndo tem a enzima para a produgdo de ROS.
2. REVISAO DE LITERATURA

Nas ultimas duas décadas, diversos estudos indicaram que as espécies reativas
de oxigénio, como o superdxido e o peroxido de hidrogénio, sio componentes cruciais
que regulam o processo de diferenciacdo de osteoclastos (Callaway, D. A. & Jiang, J. X,
2015). Os pesquisadores Harman (1956), Altindag et al (2008) e Wauquier et al (2009),
mostraram em seus trabalhos que o stress oxidativo induzido por ROS aumenta com o
envelhecimento ou com o aparecimento de um estado inflamatério, afetando
negativamente a homeostase Ossea e favorecendo um ambiente reabsortivo. Algumas
das primeiras evidéncias de participagdo ROS na biologia dos osteoclastos foram

descritas pelo grupo do Dr. Greg Mundy, eles mostraram que a adi¢do da enzima
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produtora de superdxido, a xantina oxidase, in vivo e in vitro resultava em nimeros

aumentados de osteoclastos como também em sua atividade (Garrett IR et al.1990).

Chave LL et al. (1990), mostraram em seus trabalhos que a produgcdao de ROS
estava presente no osteoclastos e sugeriram que ele pode ser derivado do fosfato de
dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH oxidase) encontrada na membrana
desta célula. Confirmando essa hip6tese dada por Chave LL e seus colegas, (Darden AG
et al. 1996, Yang S et al. 1998), comprovaram o envolvimento de NOX com a atividade
osteoclastica, quando a adi¢do de um inibidor especifico de Nox, difenileno iodéniolq

(DPI), promoveu a diminui¢do da producdo de ROS e também da reabsor¢do 6ssea

Suda et al (1994), indicaram em seus estudos que ROS medem as vias de
sinalizag¢do induzidas pelo RANK-RANKL e ainda atuam nos eventos celulares como
um segundo mensageiro em células precursoras de osteoclastos regulando
consequentemente sua diferenciacdo. Mostraram ainda que a estimulacio RANKL
aumenta transitoriamente os niveis intracelulares de ROS através de NADPH-oxidase.
Hall et al. (1995), também sugerem que ROS tem um efeito indireto na ativacdo de vias
de sinalizagdo como fator nuclear k B (NF- « B) que promovem a formacao de
osteoclastos e também em sua atividade. As primeiras evidéncias da producdo de ROS
mediada por RANKL foram fornecida pelo grupo de Ha e colegas (2004) quando eles
mostraram em um estudo que, ap6s 5 minutos de estimulagdo RANKL, a presenca de
ROS poderia ser detectada através de um aumento em CM-DCF (detector geral ROS,

diclorodi), o que pode ser atenuado pela adicao de antioxidantes.

Para determinar qual das isoformas de Nox exerce efeito sobre a
osteoclastogénese, Lee et al. avaliou os niveis de mRNA de Nox1, Nox2, Nox3 e Nox4.
Em células da medula dssea linhagem mondcito-macr6fago (BMMs) ndo estimuladas,
eles observaram que Nox2 estava presente a niveis mais elevados, enquanto que os
niveis Nox1 foram muito baixos e NOX3 e NOX4 eram indetectdveis. Isto também foi
confirmado por um grupo separado que avaliaram os niveis de NOX de miRNA durante
o processo de diferenciacdo. Eles descobriram que embora Nox2 estava presente nas
BMMs ndo estimuladas, os niveis de miRNA diminuiu significativamente 72 h apds a

adicdo de RANKL (Sasaki H et al. 2005).
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A producdo de ROS é um importante componente da ativacdo dos fagdcitos e da
sua atividade microbicida e tumoricida (BOGDAN et al., 2000). A presente pesquisa
avaliou a influéncia das espécies reativa de oxigénio durante a osteoclastogénese
induzida em célula da medula d6ssea de animais nox2-/-. Como metodologia foi
realizada a cultura de células da medula 6ssea de camundongos knockout de gp9l
principal subunidade formadora de ROS no complexo Nox2. Sabendo que ROS
produzido pela enzima phagocyte oxidase NOX2 influéncia na formacdo de
osteoclastos, nosso trabalho ampliard o campo de estudo e tratamento das doencas
osteoliticas, colaborando com a bibliografia médica no que diz respeito a elucidacdo de
novos alvos terapéuticos para a elaborag¢do de drogas inibidoras da ostedlise, sendo que
tal abordagem é de suma importancia para o tratamento de doengas de alta incidéncia

como a artrite reumatdide e a doenca periodontal.
3. OBJETIVOS

Avaliar a influéncia das espécies reativas de oxigénio durante a

osteoclastogénese a partir de células da medula 6ssea de camundongos deficientes da

gp91N 0xz (principal subunidade da NOX2).

Avaliar o nimero de osteoclastos diferenciados a partir de células da medula

Ossea de camundongos NOX?2-/- apds o tratamento com RANKL e M-CSF.
4. METODOLOGIA

As células da medula dssea foram removidas da tibia e fémur de camundongos
NOX2-/- (B6.129S6-Cybbtm1Din/J) com idade entre seis e oito semanas, mantidos no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Essa pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em Experimentacao
Animal desta universidade sob o projeto de n° 014/13. Todos os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Apds o sacrificio, os animais foram limpos com
gaze estéril embebida em dalcool 70% e colocados sobre um campo cirirgico para
dissecacdo dos membros posteriores. A dissecac¢do da tibia e fémur foi realizada com
bisturi, tesouras e pingas esterilizadas. As pecas foram colocadas em um tubo de 15 ml,
contendo 2 ml de meio a-MEN incompleto sem soro fetal de bezerro (SFB). (Fig. 1).

As tibias e fémures foram colocados em uma na placa Petri com meio a-MEN
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completo. As cabecas dos fémures e das tibias foram removidas e descartadas. Em
seguidas as pecas foram colocadas em microtibulos de 0,5 mL furados no fundo e
colocadas em microtibulos de 1,5 mL, e centrifugadas em 10000 rpm por cinco
minutos (Fig. 2). As células foram ressuspendidas em 500 ul. de tampdo de lise de
hemadceas. Todos os volumes foram reunidos até completar 7 mL, e centrifugados
novamente (Fig.3). O sobrenadante foi descartado e o pallet de células foi
ressuspendido em 6 mL com meio a-MEN completo. A contagem das células foi feita

pela camara de Neubauer.

Figura 1: Dissecacao das tibias e fémures dos camundongos NOX2-/-.



Figura 2: Remocao das células da medula éssea de camundongos NOX2-/-
(B6.129S6- Cybbtm1Din/J).

16
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Figura 3: Ressuspensao das células em 500ul de lise de hemacias

CULTURA DE CELULAS DA MEDULA

As células da medula dssea foram cultivadas em alfa-MEM (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) suplementada com 2,2 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma), 15% de soro
fetal de bezerro (SFB) (Altana, Lawrenceville, GA), 1% de penicilina/estroptomicina
(1000 U/mL) (Invitrogen, Grand Island, NY), 1% de solu¢do aminoidcida MEM
(Invitrogen), 1% de L-glutamina (Invitrogen) e 0,1% de gentamicina (Invitrogen)
(Fig.4). Essas células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (2 x 105 células/poco) e
tratadas no dia 0 com 100 ng/mL de recombinante rRANKL (Peprotech, Rock Hill, NJ)
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e 25 ng/mL de M-CSF. A cada 3 dias, metade do meio de cultura foi removido de cada
poco e adicionado a mesma quantidade de rRANKL e M-CSF (Fig 5). A cultura foi

interrompida no dia 5, momento em que os osteoclastos estdo formados

(ISHIDA;AMANO, S. 2004).
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Figura 4: Cultura de células da medula 6ssea de camundongos NOX2-/- (B6.129S6-
Cybbtm1Din/J) em meio alfa-MEM e tratamento com 30 ng/mL de M-CSF.
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Figura 5: Plaqueamento e tratamento com RANKL e M-CSF

DETERMINACAO DO NUMERO DE OSTEOCLASTOS DIFERENCIADOS

A reacdo da fosfatase dcida resistente ao tartarato (TRAP) € considerada
especifica para osteoclastos por marcar as enzimas resistentes ao tartarato que sao
tipicas destas células multinucleadas. A atividade TRAP foi identificada utilizando-se
um kit especifico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Primeiramente, o meio de
cultura foi descartado e as células aderidas foram fixadas em formalina 4% por 10 min.

Em seguida, elas foram lavadas 5 vezes com tampao de fosfato (PBS) estéril e
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incubadas com a solucdo de tartarato mais o naphtol por 1h em temperatura ambiente.
Depois, as células foram lavadas 5 vezes com PBS e contra-coradas por 5 minutos com
o verde de metil e contadas no microscépio. Consideramos células TRAP positivas
aquelas que possuirem trés ou mais nicleos com granulos citoplasmaticos marcados por
depdsitos de cor purpura a vermelho escuro. As placas foram levadas ao microscopio

optico para a contagem dos osteoclastos diferenciados.

Figura 6: Reacao da fosfatase acida resistente ao tartarato.

S. RESULTADOS

As células positivas para TRAP apresentaram coloracdo pudrpura, o que
proporciona a visualizagdo dos nicleos dos osteoclastos. A figura 7 mostra os
osteoclastos derivados dos animais knockout em microscépio Optico em aumento de
40x. O nimero de osteoclastos derivados dos camundongos knockout de NOX2 por
poco foi de 265 em média. E 257 osteoclastos derivados da medula éssea de

camundongo controle em média por poco (Grafico 1). Totalizando 2.387 osteoclastos
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derivados dos camundongos Knockout contados em nove pocos e 2.315 osteoclastos
derivados da medula dssea de camundongos C57 somados em nove pogos (Grafico2).

Foi observado um maior nimero de osteoclastos oriundos do animal knockout.

Figura 7: Osteoclastos derivados dos animais knockout.
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Grafico 2: Avaliacio do niimero total de osteoclastos em nove pocos.
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6. DISCUSSAO

As primeiras evidéncias da produ¢dao de ROS mediada por RANKL foram
fornecida pelo grupo de Ha et al (2004) quando eles mostraram em um estudo que, apds
5 minutos de estimulacio RANKL, a presenca de ROS poderia ser detectada através de
um aumento em CM-DCF (detector geral ROS, diclorodi), o que pode ser atenuado pela
adicdo de antioxidantes. Os osteoclastos sdo células multinucleadas formadas pela fusio
dos precursores da linhagem dos mondcitos/macréfagos oriundos da medula dssea que
chegam ao local da reabsorcdo através da corrente sanguinea. S3o induzidos
principalmente pelas citocinas Osteo-reabsortivas associadas ao recrutamento € a
diferenciacdo dos osteoclastos como a Interleucinal (IL-1), Inteleucina 3 (IL-3),
Inteleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) (LINS et al., 2007). In vivo,
bem como em modelos de cultura celular, a diferenciacio em osteoclasto requer a
presenca de fatores de RANKL e M-CSF. O M-CSF induz a expressio de RANK, o
receptor de RANKL em células mieldides (Goettsch et al. 2013).

Nossos resultados mostraram que RANKL e MCSF sio citocinas que promovem
a diferenciacdo dos osteoclastos. Sendo fundamentais no processo de osteoclastogénese.
A diferenciacdo das células hematopoiéticas em osteoclastos requer a agdo de M-CSF e
RANKL que atuam através dos seus receptores de c-fms e receptor para a ativagao de
(RANK), respectivamente. Nos estdgios iniciais da diferenciacdo osteocldstica, M-CSF
estimula a expressao de RANK em células precursoras de osteoclastos (NAKANISHI et

al. 2013).

Quanto ao nimero de osteoclastos diferenciados, nossos resultados mostraram
que as células provenientes dos camundongos knockout de NOX2 apresentaram maior
numero de células diferenciadas em osteoclastos, quando comparado ao nimero de
células diferenciadas provenientes dos camundongos controle. Sabe-se que condigdes
inflamatdrias podem alterar as respostas biolégicas dos tecidos. Segundo Bartold et al.
(2010), a formacgao dos osteoclastos € impulsionada por citocinas presentes nos tecidos
periodontais inflamados. O que pode ser uma justificativa para os resultados
encontrados. Existe ainda a discrepancia entre as conclusdes da literatura quanto as
diferentes subunidades de NOX e os seus papéis na atividade osteoclastica. Goettsch et

al. (2013) mostraram em um estudo, que o silenciamento genético de NOX4 leva a
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formacdo reduzida de osteoclastos e, subsequentemente, a reducdo da reabsorcdo dssea.
As divergéncias encontradas na literatura sdo fortes indicadores de que mais estudos
precisam ser realizadas, a fim de definir os papéis das diferentes isoformas NOX na

osteoclastogénese bem como na fun¢do do osteoclato.
7. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o tratamento com RANKL e M-CSF
promovem a diferenciacdo dos osteoclastos. O nimero de osteoclastos foi maior nos
animais NOX2 comparados com o C57. Portanto uma investigacdo criteriosa precisaria
ser feita para explicar o por que dos precursores de osteoclastos diferenciarem mais nos

animais NOX2.
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