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RESUMO 

 
Os osteoclastos são células reguladoras do volume ósseo que demandam um alto 
gasto energético para se diferenciarem e exercerem a sua função de reabsorção 
óssea. A glicose, principal fonte energética para diversos processos celulares, é 
crucial para a osteoclastogênese e para a manutenção dos osteoclastos ativos. No 
entanto, o papel das vias metabólicas da glicose nos osteoclastos ainda não foi bem 
elucidado. Sendo assim, com o intuito de explorar um ramo da via glicolítica, 
avaliamos o efeito da O-GlcNAcilação, que é uma modificação pós-traducional 
decorrente da metabolização de glicose pela via das hexosaminas. Este processo 
consiste na incorporação de (GlcNAc), em resíduos de serina/ treonina de proteínas 
nucleares e citoplasmáticas pela ação da enzima OGT. A O-GlcNAcilação regula 
diversos processos celulares incluindo fatores de transcrição, atividade enzimática, 
funções de proteínas nucleares e citoplasmáticas, dentre outros. Portanto, o objetivo 
do nosso estudo foi avaliar o papel da O-GlcNAcilação na osteoclastogênese e na 
atividade dos osteoclastos in vitro e no remodelamento ósseo fisiológico e patológico 
in vivo. Para a cultura de osteoclastos, foram utilizadas a medula óssea de 
camundongos C57BL/6, tratadas com GlcNAc ou com os inibidores da OGT (OSMI-1 
e 5SGlcNAc); assim como células da medula óssea de camundongos com deleção 
seletiva de Ogt em monócitos (LysM-Cre Ogtfl/fl) e em osteoclastos (CtsK-Cre Ogtfl/fl), 
com os seus respectivos controles LysM-Cre e CtsK-Cre. Da mesma forma, foi 
realizado cultura de osteoclastos humanos, onde foi observado o comportamento dos 
osteoclastos frente ao tratamento com GlcNAc e OSMI-1. Para a avaliação in vivo, 
utilizamos camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl e seu controle para a avaliação dos 
parâmetros ósseos e para a indução do modelo de lesão periapical. Primeiramente, 
foi observado que a adição de GlcNAc estimula a diferenciação e atividade dos 
osteoclastos murinos, enquanto o OSMI-1 e 5SGlcNAc inibiram esses efeitos. 
Paralelamente a isso, a deficiência de Ogt nos monócitos prejudicou a diferenciação 
dos osteoclastos e a capacidade de desmineralização deles, além de apresentarem 
uma menor expressão proteica de NFATc1, Integrina αV e Catepsina K durante todo 
o período de diferenciação. Ainda, vimos que o GlcNAc estimulou a diferenciação de 
osteoclastos de origem humano e estimulou os mesmos a reabsorverem de forma 
mais agressiva. Esse efeito também foi revertido na presença do OSMI-1. 
Extrapolando os nossos resultados in vitro, observamos que animais com deficiência 
seletiva de Ogt nos osteoclastos, não apresentaram uma reabsorção óssea fisiológica 
no fêmur observada após 16 semanas de idade, demonstrando um maior volume 
ósseo e espessura trabecular quando comparados com o grupo controle. O osso 
cortical do fêmur também apresentou um maior volume ósseo e uma menor 
porosidade nos animais CtsK-Cre Ogtfl/fl. Por fim, como um possível alvo de O-
GlcNAcilação temos o NFATc1, uma vez que ele estava mais expresso no núcleo na 
presença de GlcNAc. Esses dados mostram que a O-GlcNAcilação exerce um papel 
importante na osteoclastogênese murino e humano, além de alterar o 
comportamento reabsortivo dos osteoclastos para um modo mais agressivo. Por fim, 



 

nossos dados mostram um possível mecanismo para a perda e fragilidade óssea 
mediada pela atividade excessiva dos osteoclastos em doenças osteolíticas. Sendo 
assim, o presente estudo abre novos caminhos direcionados para a O-GlcNAcilação 
em osteoclastos como uma possível intervenção terapêutica em doenças 
osteometabólicas.  
 
Palavras-chave: Osteoclastos. Reabsorção Óssea. Remodelação Óssea. 
Metabolismo Energético. Doenças Ósseas Metabólicas. 
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ABSTRACT 

 
Osteoclasts play a key role in the regulation of bone mass, which to differentiate and 
reabsorb bone require high energy expenditure. Glucose, the main energy source for 
several cellular processes, is crucial for osteoclastogenesis and for the maintenance 
of active osteoclasts. However, the role of glucose metabolic pathways on osteoclasts 
has not been well elucidated. Therefore, in order to explore a branch of the 
glycolysis pathway, we evaluated the effect of O-GlcNAcylation, which is a post-
translational modification resulting from glucose metabolism through the hexosamine 
pathway. This process consists of the addition of GlcNAc in serine/threonine moieties 
of nuclear and cytoplasmic by OGT enzyme. O-GlcNAcylation regulates several 
cellular processes including transcription factors, enzymatic activity, functions of 
nuclear and cytoplasmic proteins, among others. Therefore, the aim of our study was 
to evaluate the role of O-GlcNAcylation on osteoclastogenesis and osteoclast’s 
activity in vitro, and on physiological and pathological bone remodeling in vivo. For 
osteoclast culture, we used bone marrow from C57BL/6 mice treated with GlcNAc or 
OGT inhibitors (OSMI-1 and 5SGlcNAc), and we also used bone marrow from Ogt 
genetic deletion in monocytes (LysM-Cre Ogtfl/fl), and in osteoclasts (CtsK-Cre Ogtfl/fl) 

mice, with their respective controls mice. To evaluate the osteoclasts' resorption 
behavior with GlcNAc and OSMI-1 treatment we used human cells for osteoclast 
culture. For in vivo analysis, we used CtsK-Cre Ogtfl/fl mice and CtsK-Cre as a control 
group to evaluate bone parameters and to induce the periapical lesion model. First, 
we observed that GlcNAc addition stimulates murine osteoclast’s differentiation and 
activity, while OSMI-1 and 5SGlcNAc inhibited. Together, Ogt deficiency in 
monocytes impaired osteoclast’s differentiation, and their demineralization capacity, 
showing a decrease in NFATc1, αV Integrin, and Cathepsin K protein expression 
during all osteoclast’s differentiation process. Besides this, GlcNAc stimulates human 
osteoclast’s differentiation and induces osteoclasts to resorb more aggressively. This 
effect was also reversed in the presence of OSMI-1. Going beyond our in vitro 
studies, we observed that Ogt deficiency mice in osteoclasts did not present 
physiological bone resorption in the femur after 16-weeks old, since these mice 
presented higher bone volume and trabecular thickness when compared with its 
control group. The femur cortical bone also presented a higher bone volume and less 
porosity in CtsK-Cre Ogtfl/fl mice. Finally, as a possible target of O-GlcNAcylation, we 
have NFATc1, since it was more expressed in the nucleus in the presence of GlcNAc. 
These data show that O-GlcNAcylation plays an important role in murine and human 
osteoclastogenesis, in addition to altering the resorption behavior of osteoclasts to a 
more aggressive mode. Finally, our data show a possible mechanism for bone loss 
and fragility mediated by excessive osteoclast activity in osteolytic diseases. 
Therefore, the present study opens new avenues for O-GlcNAcylation on osteoclasts 
as a possible therapeutic intervention on osteometabolic diseases. 
  
Keywords: Osteoclasts. Bone resorption. Bone remodeling. Energy Metabolism. 
Bone diseases, Metabolic. 
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contagem do número total de osteoclastos por poço. (C) O gráfico 

do índice de fusão foi determinado pela divisão do número total de 

núcleos pelo número total de osteoclastos. A análise estatística da 

comparação entre os grupos Controle e OSMI-1 foi dada pelo teste 

de Mann-Whitney, ****p<0.0001. Dados representativos de três 

experimentos independentes........................................................... 
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Figura 5. Avaliação da expressão de marcadores de osteoclastos na 

presença de OSMI-1 por Western blot. Imagem da expressão 

proteica de NFATc1, Integrina αv e Catepsina K nos osteoclastos 

cultivados em meio osteoclastogênico (controle) e nos osteoclastos 

cultivados na presença de OSMI-1. A β-actina foi usada como gene 

endógeno. Esses resultados são representativos de dois 

experimentos independentes........................................................... 
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Figura 6. Determinação da capacidade desmineralizadora dos 

osteoclastos na presença de OSMI-1. (A) Imagens 

representativas dos poços contendo hidroxiapatita após oito dias de 

cultura. O grupo controle representa os osteoclastos que foram 

cultivados no meio osteoclastogênico e o grupo OSMI-1, aqueles que 

foram tratados com o inibidor da OGT. As imagens foram 

fotografadas no aumento de 100x. Barra = 100 µm. (B) O gráfico 

indica a medida da área desmineralizada (mm2) que foi calculada 

pela normalização em relação ao grupo controle. A análise estatística 

foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, onde ****p<0,0001. 

(n=4). Esses resultados são representativos de dois experimentos 

independentes............................................................................... 
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Figura 7. Avaliação do efeito do inibidor de OGT na diferenciação e 

atividade dos osteoclastos. (A) Imagens representativas de 

osteoclastos cultivados na presença ou ausência do inibidor de OGT - 

5SGlcNAc. As imagens foram obtidas no aumento de 100x. Barra= 

100 µm. O gráfico do índice de fusão foi determinado pela divisão do 

número total de núcleos pelo número total de osteoclastos. A análise 

 

 

 

 

 

 



 

estatística da comparação entre os grupos Controle e 5SGlcNAc foi 

dada pelo teste de Mann-Whitney, ***p<0.001. (n=5). (B) Imagem 

da expressão proteica de NFATc1, Integrina αv e Catepsina K nos 

osteoclastos cultivados em meio osteoclastogênico (controle) e nos 

osteoclastos cultivados na presença de5SGlcNAc. A β-actina foi 

usada como gene endógeno. (C) Imagens representativas dos poços 

contendo hidroxiapatita após cinco dias de cultura. O grupo controle 

representa os osteoclastos que foram cultivados no meio 

osteoclastogênico e o grupo 5SGlcNAc, aqueles que foram tratados 

com o inibidor da OGT. As imagens foram fotografadas no aumento 

de 100x. Barra = 100 µm. O gráfico indica a medida da área 

desmineralizada (mm2) que foi calculada pela normalização em 

relação ao grupo controle. A análise estatística foi realizada pelo 

teste de Mann-Whitney, onde **p<0,01. (n=5). (D) Imagem da 

expressão proteica de RL2 nos osteoclastos cultivados em meio 

osteoclastogênico (controle) e nos osteoclastos cultivados na 

presença de 5SGlcNAc. A β-actina foi usada como gene endógeno. 

Esses resultados são representativos de dois experimentos 

independentes............................................................................... 
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Figura 8. Avaliação da expressão de OGT por Western blot. Imagens 

representativas da expressão de OGT nas células provenientes de 

camundongos LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl estimuladas com M-CSF e 

em meio osteoclastogênico após três dias de diferenciação. A β-

actina foi utilizada como gene endógeno. Esses resultados são 

representativos de dois experimentos independentes........................ 
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Figura 9. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt nos monócitos 

na osteoclastogênese. (A) Imagens representativas de 

osteoclastos provenientes de camundongos LysM-Cre e LysM-Cre 

Ogtfl/fl após quatro dias de diferenciação. Os osteoclastos foram 

coradas com TRAcP e fotografadas no aumento de 100x. Barra = 

100 µm. (B) O gráfico mostra o número total de osteoclastos por 

poço. (C) O gráfico representa o índice de fusão dos osteoclastos, 

calculados pela divisão do número total de núcleos pelo número total 

de osteoclastos. A análise estatística foi realizada pelo teste de 

Mann-Whitney, onde ***p<0.001. Esses resultados são 

representativos de três experimentos independentes........................ 
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Figura 10. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt nos monócitos 

na expressão de marcadores de osteoclastos por Western 

blot. (A) Imagens da expressão proteica de NFATc1 no lisado total 

de pré-osteoclastos/osteoclastos provenientes de camundongos 

LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl nos tempos 0, 1, 2 e 3 dias de 

diferenciação. (B) Expressão proteica de Integrina αV e Catepsina K 

no lisado total de pré-osteoclastos/osteoclastos provenientes de 

camundongos LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl. A β-actina foi utilizada 

como gene endógeno. Esses resultados são representativos de dois 

experimentos independentes........................................................... 
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Figura 11. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt na capacidade 

desmineralizadora dos osteoclastos. (A) Imagens 

representativas de lacunas de reabsorção em placa de hidroxiapatita 

realizadas pelos osteoclastos provenientes de animais LysM-Cre e 

LysM-Cre Ogtfl/fl. Barra= 100 µM. (B) A área total de 

desmineralização foi mensurada utilizando o programa LasX (Leica 

Microsystems) e normalizada com o grupo controle. A análise 

estatística foi dada pelo teste de Mann-Whitney, *p<0.05. Os 

experimentos são representativos de dois experimentos 

independentes............................................................................... 
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Figura 12. Avaliação do efeito do GlcNAc na diferenciação de 

osteoclastos humanos. (A) Imagens representativas de 

osteoclastos corados após sete dias de diferenciação tratado com 

GlcNAc (0,3 mM) e seu respectivo controle. As imagens foram 

fotografadas no aumento de 100x. Barra= 100 µM (B) Quantificação 

do número de osteoclasto por campo (16 campos) na presença de 

GlcNAc em 5 experimentos independentes. Foi realizado o teste t 

pareado, onde *p<0,05. (C) A média do número de núcleo por 

osteoclasto (índice de fusão) foi avaliado na presença do GlcNAc e 

comparado com o seu respectivo controle. A análise estatística 

utilizada foi o teste de Mann Whitney, **p<0.01. (D) Atividade de 

TRAcP mensurada no meio condicionado dos osteoclastos tratados 

com GlcNAc e comparado com o seu controle. A barra representa a 

média ± DP. A análise estatística foi feita utilizando o teste Friedman 

seguido do pós-teste de Dunn’s multiple comparison. *p<0.05, 

***p<0.001, ****p<0.0001...........................................................   
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Figura 13. Avaliação da inibição farmacológica de Ogt na diferenciação 

de osteoclastos humanos. (A) Imagens representativas de 

osteoclastos corados após sete dias de diferenciação tratado com 

OSMI-1 (30 nM) e seu respectivo controle. As imagens foram 

fotografadas no aumento de 100x. Barra= 100 µM (B) Quantificação 

do número de osteoclasto por campo (16 campos) na presença de 

OSMI-1 em 5 experimentos independentes. Foi realizado o teste t 

pareado, onde *p<0,05. (C) A média do número de núcleo por 

osteoclasto (índice de fusão) foi avaliado na presença do OSMI-1 e 

comparado com o seu respectivo controle. A análise estatística 

utilizada foi o teste de Mann Whitney, **p<0.01. (D) Atividade de 

TRAcP mensurada no meio condicionado dos osteoclastos tratados 

com OSMI-1 e comparado com o seu controle. A barra representa a 

média ± DP. A análise estatística foi feita utilizando o teste Friedman 

seguido do pós-teste de Dunn’s multiple comparison. *p<0.05, 

***p<0.001, ****p<0.0001........................................................... 
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Figura 14. Análise da capacidade de reabsorção dos osteoclastos na 

presença de GlcNAc. (A) Imagens representativas das lacunas de 

reabsorção coradas com Azul de toluidina após três dias de 

plaqueamento de osteoclastos maduros sobre os discos de osso na 

presença ou ausência de GlcNAc (0,03 mM). (B) O gráfico representa 

a porcentagem de reabsorção por superfície óssea, dada pela 

contagem em 16 áreas do disco de osso  usando um gratículo de 

100-pontos acoplado na ocular do microscópio. O grupo com GlcNAc 

foi comparado ao seu controle utilizando o teste de Mann Whitney. 

(n=5). (C) Gráfico representando a formação de pit e trench nos 

grupos com GlcNAc e controle. Foi utilizada a análise estatística de 

two-way ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett’s multiple 

comparison. **p<0,01, ****p<0,0001. (D) A formação de pit e 

trench realizado pelos osteoclastos tratados com GlcNAc foram 

comparados com seus respectivos controles em cinco experimentos 

utilizando células de diferentes doadores. Foi realizado o teste t 

pareado, onde *p<0,05................................................................ 
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Figura 15. Avaliação da capacidade reabsortiva dos osteoclastos na 

presença do inibidor OSMI-1. (A) Imagens representativas das 

lacunas de reabsorção coradas com Azul de toluidina após três dias 

de plaqueamento de osteoclastos maduros sobre os discos de osso 

na presença ou ausência de OSMI-1 (1 nM). (B) A porcentagem de 

reabsorção por superfície óssea foi dada pela contagem de lacunas 

em 16 áreas do disco de osso usando um gratículo de 100-pontos 

acoplado na ocular do microscópio. O grupo com OSMI-1 foi 

comparado ao seu controle utilizando o teste de Mann Whitney. 

(n=5). (C) As lacunas de reabsorção foram subdivididas em pit e 

trench e quantificadas (porcentagem de pit e trench/ superfície 

óssea) nos grupos com OSMI-1 e controle. Foi realizada a análise 

estatística de two-way ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett’s 

multiple comparison. **p<0,01, ***p<0,001. (D) A formação de pit 

e trench realizado pelos osteoclastos tratados com OSMI-1 foram 

comparados com seus respectivos controles em 5 experimentos 

utilizando células de diferentes doadores. Foi realizado o teste t 

pareado, onde *p<0,05.................................................................. 
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Figura 16. Avaliação do impacto da deleção seletiva de OGT nos 

osteoclastos sobre o remodelamento ósseo in vivo. (A) Foto 

representativa de fêmures e tíbias de camundongos CtsK-Cre e CtsK-

Cre Ogtfl/fl coletados com 16 semanas de idade. (B) Imagens 

tridimensionais de microtomografia dos fêmures dos animais CtsK-

Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl. As imagens mostram os cortes sagitais dos 

fêmures ao lado dos cortes trabeculares e corticais. (C) Porcentagem 

do volume ósseo trabecular sobre o tecido avaliado (BV/TV). 

Espessura trabecular (Tb.Th) em mm.  Densidade mineral óssea 

trabecular (g/cm3). Porcentagem do volume ósseo cortical sobre o 

tecido avaliado (BV/TV). Espessamento cortical (Ct. Th) em mm. 

Porcentagem de porosidade cortical total (PO tot). A análise 

estatística utilizada foi o teste “t” de Student, onde *p<0,05. (n=7-

9).................................................................................................. 
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Figura 17. Avaliação do efeito da deleção seletiva de OGT nos 

osteoclastos sobre a osteoclastogênese. (A) Imagens 

representativas dos osteoclastos provenientes da medula óssea de 

camundongos CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl corados em TRAP, após 4 

dias de cultura. As imagens foram fotografadas no aumento de 

100x. Barra = 100 µm. (B) O gráfico representa a quantificação do 

número total de osteoclastos por poço. (C) Gráfico representativo do 

índice de fusão obtido através da contagem do número total de 

núcleos e dividos pelo número total de osteoclastos. A análise 

estatística da comparação entre os grupos CtsK-Cre e CtsK-Cre 

Ogtfl/fl foi dada pelo teste de Mann-Whitney, *p<0,05. Dados 

representativos de três experimentos independentes........................ 
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Figura 18. Avaliação do impacto da O-GlcNAcilação na perda óssea 

induzida pela lesão periapical. (A) Imagens representativas da 

raiz distal do primeiro molar inferior de animais CtsK-Cre e CtsK-Cre 

Ogtfl/fl submetidas a lesão periapical e seus respectivos controles. 

Cortes semi-seriados de 5 mm foram corados com HE para avaliação 

da extensão da lesão periapical formada após 14 dias de doença 

periapical. O delineado preto descontínuo representa a área 

periapical nos animais controles e a lesão periapical nos animais 

submetidos a doença. (B) Avaliação da área do espaço periapical. Foi 

realizada a mensuração da área periapical na raiz distal do primeiro 

molar dos animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtf/f submetidas a lesão 

periapical e seus respectivos controles. ***p<0,001 comparado com 

o seu respectivo controle; ##p<0,01 quando comparado ao grupo 

WT com lesão periapical.................................................................  
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Figura 19. Determinação da presença de osteoclastos na lesão 

periapical. (A) Imagens representativas da raiz distal do primeiro 

molar inferior de animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtf/lfl submetidas a 

reação enzimática de TRAcP. As marcações em vermelho 

representam as células positivas para TRAcP (osteoclastos). (B) 

Quantificação do número de células TRAcP-positivas na região 

periapical dos animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl. ***p<0,001 

comparado com o seu respectivo controle; ##p<0,01 quando 

comparado ao grupo CtsK-Cre com lesão periapical..........................  
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Figura 20. Análise de imunoprecipitação para NFATc1. Imagens da 

revelação de immunobloting para marcação de NFATc1 e RL2 (O-

GlcNAcilação) em amostras de cultura de osteoclastos estimulados 

com M-CSF (30 ng/mL) e RANKL (10 ng/mL) por 3 dias e 

imunoprecipitadas com anti-NFATc1 (IP).......................................... 
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Figura 21. Localização de NFATc1 por imunofluorescência e fração 

nuclear. (A) Imagens de imunofluorescência com marcações para 

DAPI (azul), NFATc1 (verde) e o Merge (sobreposição) dessas 2 

imagens de osteoclastos retratando osteoclastos estimulados com 

RANKL (10 ng/mL) seguido de osteoclastos com RANKL (10 ng/mL) 

e GlcNAc (3 mM) por 4 horas. (B) Fração nuclear de osteoclastos 

cultivados por 3 dias e marcados com anti-NFATc1 na presença do 

inibidor OSMI-1 e no seu controle (RANKL). H3 foi usado como gene 

endógeno. Imagens representativas de dois experimentos 

independentes............................................................................... 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Tecido ósseo, osteoclastogênese e reabsorção óssea 

O tecido ósseo é um tecido dinâmico, composto por uma matriz rica em 

colágeno e reforçado por cristais minerais que exercem funções importantes no 

nosso corpo, como locomoção, suporte e proteção dos tecidos moles, 

armazenamento de cálcio e fosfato, além de abrigo da medula óssea (ROBLING; 

CASTILLO; TURNER, 2006; DATTA et al., 2008). Para exercer tais funções e manter 

a homeostase, o tecido ósseo requer uma constante renovação da matriz óssea, 

denominada de remodelamento ósseo, que é necessariamente regulado pela 

atividade dos osteoblastos, osteoclastos e osteócitos. Os osteoblastos são as células 

responsáveis pelo processo de formação óssea e os osteoclastos, por sua vez, 

realizam a reabsorção do tecido ósseo, sendo ambos encontrados na superfície 

tecidual (CLARK, 2008; SETTEMBRE, 2009). Já os osteócitos se encontram imersos 

na matriz do tecido ósseo e atuam como mecanossensores e orquestradores do 

remodelamento ósseo (KARSENTY; KRONENBERG; TEITELBAUM, 2007; BONEWALD, 

2011). Diversas doenças osteolíticas, ou seja, que têm como consequência a redução 

da massa óssea e um aumento da fragilidade como a diabetes, a osteoporose, a 

artrite reumatóide, a osteoartrite e as periodontites, são decorrentes do aumento da 

atividade dos osteoclastos ou da diminuição da atividade dos osteoblastos ou de 

ambos os fatores associados (RAGGATTI; PARTRIDGE, 2010; FENG; McDONALD, 

2011). Por isso, investigar as condições predisponentes ao desequilíbrio da atividade 

dessas células é de extrema importância para o entendimento e desenvolvimento de 

futuros alvos terapêuticos para essas doenças.  

Os osteoclastos são células multinucleadas originadas da fusão dos 

progenitores hematopoiéticos da linhagem mielóide. A diferenciação de osteoclastos, 

denominada de osteoclastogênese, envolve vários estágios que vão desde o 

comprometimento de monócitos e/ou macrófagos em células precursoras de 

osteoclastos (estágio inicial), até a formação de células gigantes e multinucleadas 

(estágio final) pela proliferação, migração e fusão dos macrófagos (SEGOVIA-

SILVESTRE, 2009). A osteoclastogênese é regulada essencialmente por duas 

citocinas: o fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) e o ligante do 
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receptor ativador do NF-κB (RANKL). O M-CSF, também conhecido como CSF-1, atua 

no receptor c-fms (CSF1R/MCSFR) expresso em monócitos e macrófagos 

(HATTERSLEY et al., 1991). Esta citocina apresenta um papel crucial na 

osteoclastogênese, não só porque ativa vias de sinalizações que controlam a 

sobrevida e proliferação celular, mas também porque regula a expressão do receptor 

RANK na membrana das células. O RANKL é uma citocina que pertence a 

superfamília do TNF e se liga no receptor RANK, o qual é expresso em monócitos, 

macrófagos e em pré-osteoclastos (LANCEY et al., 1998; NAKAGAWA et al., 1998). A 

ativação do RANK-RANKL promove a ativação de várias vias de sinalização 

intracelular, incluindo as vias clássica e alternativa do NF-κB, c-Fos, fosfolipase C, 

fator de transcrição associado a microftalmia (MITF) e fator nuclear de células T 

ativadas c1 (NFATc1), as quais são importantes para a diferenciação dos osteoclastos 

(LUCHIN et al., 2001; ASAGIRI, 2007).  

O NFATc1, é considerado o principal fator de transcrição regulador da 

diferenciação dos osteoclastos, visto que animais deficientes de NFATc1 

condicionalmente em osteoclastos, desenvolvem osteopetrose (WINSLOW et al., 

2006). Além disso, a expressão ectópica de NFATc1 em células monocíticas 

precursoras induz a formação de osteoclastos, independentemente de RANKL 

(TAKAYANAGI et al., 2002). O mecanismo pelo qual o NFATc1 se torna essencial 

para a osteoclastogênese se dá pelo fato desse fator de transcrição regular inúmeros 

genes relacionados tanto com a diferenciação e fusão dos osteoclastos: Calcitonin 

receptor (CTR), Osteoclast-associated receptor (OSCAR), Dendritic cell-specific 

transmembrane protein (DC-STAMP) e D2 isoform of vacuolar ATPase V0 domain 

(Atp6v0d2); bem como genes relacionados com a ativação dos mesmos: Tartrate 

resistant acid phosphatase (TRAP) e Cathepsin K (CtsK) (YAVROPOULOU; YOVOS, 

2008). 

Os osteoclastos maduros (com mais de três núcleos) são únicos com a 

função de reabsorção óssea, e a função adequada desse tipo celular é crítica para a 

homeostase do tecido ósseo. Para que ocorra o processo de reabsorção óssea, é 

necessário que os osteoclastos maduros passem por um intenso remodelamento 

citoesquelético, polarização da membrana plasmática, redistribuição de 

transportadores e organelas e um intenso tráfego endossomal (NY; RIBET; PAVLOS, 
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2019). Os osteoclastos iniciam esse processo formando uma zona de selamento com 

a matriz óssea por meio de integrina tipo alfa v beta 3 (integrina αvβ3), gerando 

então lacunas de reabsorção para onde são secretados ácido e enzimas proteolíticas 

(RUCCI; TETI, 2016). A manutenção do pH ácido, por H+ATPase vacuolares nestas 

lacunas, são importantes para amplificação da atividade das enzimas proteolíticas 

secretadas de vesículas, como o TRAP, Catepsina K e matriz metaloproteinase-9 

(MMP-9), resultando assim na degradação de colágeno e na desmineralização da 

hidroxiapatita (KALERVO-VAANANEN et al., 2008).  

Nos últimos anos, pesquisadores têm investigado o comportamento dos 

osteoclastos durante o processo de reabsorção óssea. Para que os osteoclastos 

possam reabsorver o tecido ósseo, é necessário que haja uma sincronia entre 

degradação de colágeno e da solubilização de minerais (TAKAHASHI et al., 2007). 

Quando há uma menor taxa de colagenólise em relação a desmineralização, a 

tendência é que os osteoclastos façam escavações circulares, profundas e 

perpendiculares à superfície óssea. Esse tipo de reabsorção foi denominado de “pit” 

(poço), o qual foi interpretada como um evento de curta duração, onde os 

osteoclastos reabsorvem de forma intermitente (LAKKAKORPI; VÄÄNÄNEN, 1991; 

SALTEL et al., 2004). Em condições opostas, onde há uma maior taxa de 

colagenólise quando comparado a desmineralização, os osteoclastos realizam 

escavações longas e profundas. Esse modo de reabsorção foi identificado como 

“trench” (trincheira), por serem escavações contínuas onde os osteoclastos 

reabsorvem enquanto se movem pela superfície óssea (STENBECK; HORTON, 2000). 

Essas características nos fazem pensar que a reabsorção do tipo “trench” seja um 

tipo mais agressivo de reabsorção, visto que são escavações realizadas de forma 

mais rápida e com uma maior área de reabsorção. De fato, Delaissé e colaboradores 

(2021), mostraram através de uma imagem de microscopia eletrônica de varredura, 

inúmeras reabsorções do tipo “trench” na trabécula do fêmur de uma paciente 

osteoporótica de 71 anos de idade, evidenciando a relação de trenches com a 

fragilidade óssea, observada em diversas patologias. 
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1.2 Metabolismo dos osteoclastos 

Metabolismo é todo o processo que a célula utiliza para obtenção de energia 

com o objetivo de realizar as suas funções biológicas (PARK-MIN, 2019).  Por 

realizarem inúmeros processos durante a diferenciação e para exercerem a sua 

atividade funcional, os osteoclastos requerem uma alta demanda energética (KIM et 

al., 2007a). Além disso, por apresentarem mitocôndrias em abundância, também são 

consideradas células com alta capacidade de geração de energia (DUDLEY; SPIRO, 

1961). De fato, as mitocôndrias são as organelas responsáveis por converter o 

oxigênio e os nutrientes em ATP via fosforilação oxidativa (SPINELLI; HAIGIS, 2018), 

sendo esta uma das vias essenciais para a diferenciação e sobrevida dos osteoclastos 

(AOKI; SHIMIZU; ITO, 2020; PARK-MIN, 2019). No entanto, embora a fosforilação 

oxidativa seja uma via que atenda às demandas energéticas dos osteoclastos, todas 

as vias metabólicas estão intimamente conectadas. Sendo assim, houve uma 

necessidade em explorar o papel de outras vias metabólicas durante a 

osteoclastogênese, assim como durante a reabsorção óssea. 

Produtos da via glicolítica, como a glicose e a glutamina, são essenciais para 

a formação de osteoclastos a partir de macrófagos murinos obtidos da medula óssea 

estimulados com RANKL, e também para exercerem a sua função de reabsorção 

óssea (INDO et al., 2013). Após a captação da glicose pela célula através do seu 

transportador de membrana, a glicose é direcionada para três principais vias 

metabólicas: a glicólise, a via das pentoses e a via biossintética das hexosaminas 

(HBP) (LIU et al., 2018). Comparado à glicólise e a via das pentoses, uma pequena 

porcentagem de glicose é metabolizada pela via das hexosaminas (HARDIVILLÉ; 

HART; 2014). No entanto, a hiperglicemia, uma característica patognomônica dos 

diabéticos, em que há um aumento absoluto ou relativo do fluxo de glicose para a  

HBP, resulta em um aumento de UDP-GlcNAc (UDP-N-acetylglucosamine) e, 

consequentemente, aumento na O-GlcNAcilação de proteínas (ROBINSON et al., 

1995). A O-GlcNAcilação é uma modificação pós-traducional que consiste na adição 

de O-linked β-N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) aos resíduos de serina ou treonina de 

proteínas-alvo pela enzima OGT (O-GlcNAc transferase) (TORRES e HART, 1984). 

Diferentemente da fosforilação, que envolve diversas quinases e fosfatases, a O-

GlcNAcilação envolve a atividade de apenas duas enzimas: a OGT (uridine 



Introdução | 43 
 

diphospho-N-acetyl-glucosamine:polypeptide β-N-acetylglucosaminyltransferase) que 

é responsável pela inserção do O-GlcNAc e, a OGA (β-D-N-acetylglucosaminidase) a 

qual faz a remoção do O-GlcNAc (Esquema 1), o que torna esse processo reversível e 

altamente dependente da disponibilidade de UDP-GlcNAc (UDP-Nacetylglucosamine), 

substrato da enzima OGT (HARDIVILLÉ; HART; 2014). Portanto, a OGT é o “centro 

de controle” da HBP que capta o fluxo de nutrientes e transmite via O-GlcNAcilação 

de proteínas. 

 

Esquema 1.  Ilustração do ciclo de O-GlcNAcilação proteica regulada pelas 
enzimas OGT e OGA. A O-GlcNAcilação é catalisada por OGT, que transfere GlcNAc 
do UDP-GlcNAc para a proteína-alvo, e a GlcNAc é removida da proteína-alvo pela 
OGA (adaptados de LEE et al., 2014). 

 

Diversos estudos têm demonstrado que a O-GlcNAcilação regula diversos 

processos celulares incluindo fatores de transcrição, atividade enzimática, interações 

entre proteínas, ciclo celular, metabolismo, epigênesis e até funções de proteínas 

nucleares e citoplasmáticas (DIAS; HART, 2007; HART et al., 2007; BOND; 

HANOVER, 2013; MA et al., 2014, BAUDOIN, 2015). No entanto, a identificação do 
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que cada modificação pós-traducional representa nesses processos biológicos, ainda 

é bastante limitado se considerarmos o grande número de proteínas-alvo. 

A formação do UDP-GlcNAc, substrato da OGT, inicia-se pela conversão da 

frutose-6-fosfato, oriunda da glicólise, em glucosamina-6-fosfato pela ação da 

enzima frutose aminotransferase (GFAT). A glucosamina-6-fosfato (Glc-6-P) passa 

por uma reação de acetilação pela ação da enzima Glc-6-P acetiltransferase, 

formando a molécula de N-acetilglucosamina-6-fosfato (GlcNAc-6-P), a qual é 

transformada pela enzima fosfo-GlcNAc mutase em acetilglucosamina-1-fosfato 

(GlcNAc-1-P). Por fim, esta molécula perde o grupamento fosfato e ganha um UDP 

pela ação da enzima UDP-GlcNAc pirofosforilase, formando o UDP-GlcNAc (KIM, 

2011). Sendo assim, a disponibilidade de glicose e a ativação da via biossintética das 

hexosaminas são fatores que regulam diretamente a disponibilidade intracelular de 

UDP-GlcNAc.  

De maneira análoga a fosforilação de proteínas, a O-GlcNAcilação pode ser 

desencadeada por modificações no ambiente celular como por exemplo, durante a 

diferenciação, durante um processo inflamatório, em resposta a estímulos como 

stress, hormônios e pela disponibilidade de nutrientes (HART; HOUSLEY; SLAWSON, 

2007; HART et al., 2011). As modificações, dinâmicas e reversíveis de proteínas, 

produzidas pela O-GlcNAcilação têm sido consideradas importantes reguladores-

chave das disfunções celulares observadas em diversas patologias. Tem sido 

demonstrado um aumento da expressão de OGT em diversos tipos de câncer assim 

como um aumento de proteínas O-GlcNAciladas (DE QUEIROZ et al., 2014). Além 

disso, o silenciamento de OGT em diferentes modelos de câncer de pâncreas, de 

mama e de próstata levaram a um prognóstico mais favorável, uma vez que foi 

observado uma inibição do crescimento tumoral (CALDWELL et al., 2010; LYNCH et 

al., 2012; MA et al., 2013). Outros trabalhos mostram que esta modificação proteica 

pode levar a complicações vasculares quando ocorre a O-GlcNAcilação da enzima 

eNOS nas células endoteliais (DU et al., 2001) ou levar a disfunção cardíaca e 

arritmia quando a O-GlcNAcilação ocorre na proteína quinase dependente de 

cálcio/calmodulina (CaMKII) em cardiomiócitos (ERICKSON et al., 2013). Estudos 

prévios mostram ainda que a O-GlcNAcilação participa da ativação de respostas 

inflamatórias, visto que membros da família do NF-kB podem ser alvos de O-
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GlcNAcilação e que este processo favorece outras mudanças pós-traducionais, como 

a acetilação, bem como regula a atividade transcricional de células do sistema imune 

(ALLISON et al., 2012; OH; GHOSH, 2013). Além disso, foi demonstrado que essa 

modificação pós-traducional de NF-kB é dependente de OGT, uma vez que o 

aumento de O-GlcNAcilação mediado pela maior expressão de OGT resultou no 

aumento da atividade transcricional de NF-kB em condições hiperglicêmicas (YANG et 

al., 2008). Como evidenciado, diferentes alvos, em diferentes sistemas, são passíveis 

de serem O-GlcNAcilados e sofrerem modificações funcionais, entretanto, existem 

poucos estudos sobre o papel da O-GlcNAcilação de proteínas sobre a função dos 

diferentes tipos celulares envolvidos com o remodelamento ósseo.  

Estudos utilizando células pré-osteoblásticas MC3T3-E1 demonstraram que 

há um aumento global de proteínas O-GlcNAciladas nas diferentes fases de 

diferenciação dos osteoblastos, e que modificações proteicas produzidas por O-

GlcNAc regulam a expressão de osteocalcina, que é uma proteína secretada por 

osteoblastos (KIM et al., 2007b). Ainda, a inibição farmacológica de OGA, o qual 

proporciona um estado de maior O-GlcNAcilação, leva a um aumento da atividade 

transcricional de Runx2 em pré-osteoblastos (linhagem MC3T3-E1) e aumento da 

atividade de fosfatase alcalina (ALP) (NAGEL et al., 2014). Estes dados mostram, 

portanto, que O-GlcNAcilação de Runx2 está relacionado com o controle da 

diferenciação e atividade de osteoblastos. Os estudos publicados até o momento 

ainda são controversos em relação ao efeito da HBP e da O-GlcNAcilação na 

diferenciação e função dos osteoclastos. Primeiramente, Koyama e Kamemura (2015) 

não observaram nenhum efeito tanto na expressão de Acp5 (TRAP) e na atividade 

enzimática de TRAP durante a osteoclastogênese em cultura de células RAW264 na 

presença de inibidores de OGA, sugerindo que essa via não afetava a 

osteoclastogênese. Posteriormente, utilizando as mesmas células RAW264, Takeuchi 

e colaboradores (2016) demonstraram que altas doses do monossacarídeo GlcNAc 

inibiu a diferenciação dos osteoclastos. Ainda, mais recentemente, esses mesmos 

autores realizaram uma cultura de osteoclastos com as células RAW264 na presença 

de Thiamet G, um inibidor da OGA. Eles mostraram neste estudo que na presença de 

Thiamet G, houve um menor número e atividade dos osteoclastos vistos no ensaio 

de reabsorção em placa contendo hidroxiapatita (TAKEUCHI et al., 2020), sugerindo 
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um efeito inibitório da O-GlcNAcilação na diferenciação e na atividade dos 

osteoclastos. Já um estudo mais recente, demonstrou em cultura de células 

primárias que a O-GlcNAcilação estimula a osteoclastogênese in vitro (KIM et al., 

2021). 

 Considerando esses dados controversos, o objetivo deste estudo foi avaliar 

o papel da O-GlcNAcilação no remodelamento ósseo fisiológico e durante o 

desenvolvimento de uma doença osteolítica in vivo, bem como aprofundar nossos 

conhecimentos do efeito da O-GlcNAcilação na osteoclastogênese de origem murino 

e de humanos, assim como na atividade dos osteoclastos. Levando em consideração 

que a lesão periapical é uma doença lítica exacerbada em situações de altos níveis 

glicêmicos, como por exemplo no diabetes (PÉREZ-LOSADA et al., 2021), e os dados 

da literatura mostram que a O-GlcNAcilação tem um papel na osteoclastogênese, a 

nossa hipótese era que essa modificação pós-traducional estaria envolvida na perda 

óssea induzida por necrose radicular em camundongos. Assim, o entendimento do 

papel da O-GlcNAcilação, especificamente nos osteoclastos, durante o processo 

patológico de perda óssea em lesão periapical, poderia conferir uma possível 

aplicação clínica para contenção desta patologia no futuro. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

Investigar o papel da O-GlcNAcilação na diferenciação e função dos 

osteoclastos murino e humano, bem como no remodelamento ósseo fisiológico e na 

perda óssea em modelo de lesão periapical induzida em camundongos. 

 

2.1 Objetivos específicos 

a) Avaliar o papel da O-GlcNAcilação na osteoclastogênese em células murinas e 

humanas. 

b) Investigar o papel da O-GlcNAcilação na atividade desmineralizadora dos 

osteoclastos murinos, bem como na formação de lacunas de reabsorção pelos 

osteoclastos humanos. 

c) Avaliar se a O-GlcNAcilação participa do remodelamento ósseo fisiológico in vivo. 

d) Investigar se a O-GlcNAcilação interfere no desenvolvimento da lesão periapical 

induzida em camundongos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

3.1 Animais  

Para o uso de animais, este projeto foi previamente aprovado pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo (Protocolo: 17.1.1134.60.2) (Anexos 1 e 2). Neste 

estudo foram utilizados camundongos C57BL/6 (wild-type), LysM-Cre obtidos do 

Jackson Lab (stock no: 004781, Bar Harbor, Maine, EUA), Ctsk-Cre que foram 

gentilmente cedidos pelo Dr. Shigeaki Kato (University of Tokyo, Japão) e Ogt-flox, 

também adquiridos no Jackson Lab (stock no: 004860, Bar Harbor, Maine, EUA). 

Animais com deleção seletiva de Ogt nos monócitos/ precursores de osteoclastos 

(LysM-Cre Ogtfl/fl) foram gerados através do cruzamento do animal LysM-Cre com o 

animal Ogt-flox e os animais com deleção seletiva de Ogt nos osteoclastos (Ctsk-Cre 

Ogtfl/fl) foram gerados a partir do cruzamento de animais Ctsk-Cre com Ogt-flox. Os 

animais LysM-Cre e Ctsk-Cre foram utilizados como animais controles (WT). Para os 

experimentos in vitro foram utilizados camundongos machos, entre 6 a 8 semanas de 

idade, e para os experimentos in vivo utilizamos os camundongos fêmeas, uma vez 

que o gênero do camundongo não interfere no modelo experimental proposto. Os 

animais foram mantidos em caixas pequenas (5 animais/caixa) no biotério da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto. Os mini-isoladores dos 

animais foram forrados com maravalha e ficaram organizados em estantes ventiladas 

com sistemas independentes de insuflamento e exaustão de ar, com temperatura 

controlada de 24ºC ± 2ºC e ciclo de claro/escuro a cada 12 horas. Os animais foram 

alimentados com ração à vontade e água filtrada. 

 

3.2 Genotipagem dos animais por PCR convencional 

Primeiramente, uma amostra de DNA (punch da orelha) de cada animal foi 

coletado para realização da extração de DNA. Para extração de DNA foi adicionado 

75 µl de tampão (NaOH 25 mM e EDTA 0,2 mM) em cada amostra, as quais foram 

levadas ao termociclador a 98°C por 1 hora. Em seguida, o DNA extraído foi 

quantificado no aparelho nanofotômetro (NanoPhotometer® P360, Implen, Inc., 

Califórnia, EUA), onde posteriormente 20 ng total de DNA foi utilizado para a reação 



54 | Material e Métodos 
 

de PCR. Para esta reação foram utilizados os primers específicos para análise da 

enzima do Cre genérico, LysM-Cre e Ogt, juntamente com o Amplitaq Gold 360 

Master MIX (#4398881- Applied biosystemsTM, ThermoFisher Scientific, 

Massachusetts, EUA). As amostras de DNA de cada animal foram aplicadas em gel 

1,5% de agarose em cuba de eletroforese de 100 Volts por 50 minutos, além do 

padrão molecular, um controle positivo e negativo. Após a corrida, o gel foi revelado 

em uma câmara escura com luz ultravioleta e o genótipo de cada animal foi 

estabelecido previamente ao seu uso. 

 

3.3 Cultura de osteoclastos 

3.3.1 Cultura de osteoclastos murino 

Ossos longos dos camundongos foram dissecados e colocados em  meio de 

cultura celular α-MEM (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, EUA) suplementado com 1 

% de penicilina/estreptomicina (P/S - Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). No fluxo 

laminar, os ossos foram limpos em álcool 70%, seguido de lavagem em α-MEM com 

1 % de P/S e 10 % de soro fetal bovino (SFB - GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, 

EUA) para posterior extração das células da medula óssea. Para extração da medula 

óssea, uma das extremidades dos fêmures e das tíbias foram cortadas e 

posicionadas dentro dos tubos eppendorfs para centrifugação a 4oC, 10.000 g por 1 

minuto. Após a extração das células da medula óssea, estas foram submetidas ao  

tampão de lise para remoção das hemácias e as células foram ressuspendidas em α-

MEM suplementado para contagem do número de células. A contagem foi realizada 

em quatro quadrantes da câmara de neubauer utilizando o Azul de Trypan a 0,5%. 

Em seguida, 13 x 106 células foram plaqueadas em placa de petri (Corning, Nova 

York, EUA) em 13 mL de α-MEM suplementado e 30 ng/mL do Fator estimulador de 

colônia de macrófagos (M-CSF, R&D Systems®, Minneapolis, EUA) por 3 dias. Após 

esta etapa, as células não aderentes foram removidas e os pré-osteoclastos foram 

lavados e coletados com PBS, contados e replaqueados em presença de 30 ng/mL de 

M-CSF, 10 ng/mL do ligante do receptor do ativador do fator nuclear Kappa B 

(RANKL, R&D Systems®, Minneapolis, EUA) para a diferenciação osteoclástica. Em 

alguns ensaios foram ainda adicionados GlcNAc ou inibidores da OGT (OSMI-1 e 

5SGlcNAc) de acordo com o objetivo de cada experimento.   
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3.3.2 Avaliação da expressão de marcadores osteoclastogênicos na 

cultura de osteoclastos por Western blot 

Para avaliação da expressão das proteínas osteoclásticas, foram plaqueados 

2 x 105 pré-osteoclastos por poço em placa de 24 poços (Corning, Nova York, EUA) 

em presença de 30 ng/mL de M-CSF e 10 ng/mL de RANKL. Após 24, 48 e 72 horas 

de incubação, as células foram lisadas utilizando um êmbolo de uma seringa, tampão 

de radioimunoprecipitação (RIPA - Sigma-Aldrich, Merck, St. Louis, USA) e um 

coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (Sigma, Missouri, EUA). Após a 

coleta, as amostras foram centrifugadas a 4oC, 13.000 g por 10 minutos e o 

sobrenadante foi coletado. A dosagem de proteínas foi realizada utilizando uma 

curva de BSA e um kit específico (Pierce™ BCA Protein Assay, Thermo Scientific™, 

Massachusetts, EUA). Cada amostra (10 µg) foi aplicada em um gel de poliacrilamida 

com 10-15% de SDS em cuba de eletroforese a 200v/100mA. As proteínas separadas 

foram transferidas para uma membrana de PVDF. A membrana foi bloqueada por 1 

hora em leite desnatado a 5% em TBS-T e posteriormente incubada com seus 

respectivos anticorpos alvos GFAT1 (ab125069),  Integrina αv (ab179475), Catepsina 

K (ab187647), NFAT2 (NFATc1, ab25916), O-GlcNAc (RL2, ab2739), OGT (ab50270), 

OSMI-1 (ab235455) e β-actina (ab6276) todos da Abcam (Cambridge, United 

Kingdom), os quais foram adicionados em diluição conhecida em TBS-T contendo 

leite ou BSA a 5%, incubando-se durante a noite a 4º C. No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas vigorosamente em TBS-T e incubadas com seus 

respectivos anticorpos secundários por 2 horas. Após incubação com anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase, a imunorreatividade das bandas foi detectada 

por adição de uma solução de quimiluminescência (WestPico Super Signal, Pierce) e 

reveladas no QuemiDoc XRS instrument (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).  

 

3.3.3 Imunofluorescência para NFATc1. 

Os osteoclastos murinos foram cultivados conforme descrito em 4.3.1. Após 

72 horas do replaqueamento, o grupo controle foi reestimulado com RANKL (10 

ng/mL) enquanto o grupo experimental foi reestimulado com RANKL (10 ng/mL) e 

GlcNAc (3 mM) por 4 horas. Após este período, as células foram lavadas e fixadas 

com paraformaldeído a 4% em PBS por 10 minutos. As células foram incubadas com 
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NH4Cl (50 mM) por 10 minutos a temperatura ambiente para reduzir a 

autofluorescência e subsequentemente permeabilizada com 0.1% Triton X-100 em 

PBS por 5 minutos. Após a lavagem, as células foram incubadas overnight com o 

anticorpo anti-NFATc1 diluído em PBS contendo 3% de BSA (Santa Cruz 

Biotechnology, Texas, EUA) a 4°C. No dia seguinte, as células foram lavadas e 

incubadas com anticorpo secundário conjugado com Alexa-Fluor 488 (A-11034 

Thermo-Fisher [1:1000]) por 2 horas a temperatura ambiente. Por fim, as células 

foram lavadas com PBS e montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector 

Laboratories, Cambridge, United Kingdom) em lâminas histológicas. As imagens 

foram obtidas no microscópio confocal Leica SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany).  

 

3.4 Cultura de osteoclastos humanos 

Monócitos CD14-positivos foram isolados de bolsas de sangue doadas por 

voluntárias saudáveis com mais de 50 anos de acordo com a legislação 

Dinamarquesa (todas as doadoras assinaram o Termo de Consentimento de Uso de 

Material Excedente do Doador). Primeiramente o sangue foi diluído em PBS e 

centrifugado a 2.000 rpm a 20º C com Ficoll-paque (Amersham, GE Healthcare, Little 

Chalfont, United Kingdom) para a separação de células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC). A “nuvem” de PBMC foi coletada e lavada duas vezes com PBS. 

Monócitos CD14-positivos foram separados com o auxílio de “beads” magnéticos 

para CD14 (BD Biosciences, New Jersey, EUA) e um separador magnético (R&D 

Systems, Abingdon, UK) s. 

As células CD14-positivas foram plaqueadas na densidade de 5 x 106 de 

células em garrafas de cultura (Greiner, Frickenhausen, Denmark) em α-MEM 

(Invitrogen, Taastrup, Denmark) contendo 10% FBS (Cambrex/Invitrogen, Taastrup, 

Denmark) e 25 ng/mL M-CSF humano (R&D Systems, Minnesota, EUA). Para a 

diferenciação dos osteoclastos, após dois dias de cultura as células foram 

replaqueadas em placa de 96 poços (Greiner, Frickenhausen, Germany) o meio foi 

trocado e suplementado com 25 ng/ml de M-CSF e RANKL solúvel humano (R&D 

Systems, Minnesota, EUA). Três dias depois, foi adicionado diferentes concentrações 

de GlcNAc (0,03 a 1 mM) ou OSMI-1 (3,0 a 100 nM) solubilizado em sulfóxido de 
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dimetilo (DMSO, Sigma-Aldrich, Merck, St. Louis, USA) em α-MEM com 25 ng/ml de 

M-CSF e RANKL. Este solvente foi adicionado na mesma concentração no grupo 

controle de OSMI-1, resultando na concentração de 0,25%. Após 7 dias de 

diferenciação, os osteoclastos foram corados com coloração de Giemsa. O número de 

osteoclastos e seus núcleos foram contados em seis campos randomizados pelo 

Random number generator (GraphPad.com), e utilizando uma objetiva de 20x 

(Olympikus IX71).  

 

3.4.1 Ensaio de reabsorção 

Os osteoclastos maduros, com 7 dias de diferenciação, foram lavados com 

PBS e cuidadosamente removidos da garrafa de cultura com Accutase (Biowest, 

Minneapolis, USA). Depois de contadas, os osteoclastos foram plaqueados em cima 

de discos de ossos de 0,4 mm de espessura (Boneslices, Jelling, Dinamarca) na 

densidade de 5 x 104 células. Uma hora depois das células serem plaqueadas, foi 

adicionado o GlcNAc ou OSMI-1 e deixados por três dias. Após esse tempo 

experimental, os discos de osso foram lavados e corados com Azul de toluidina 

(Sigma-Aldrich, Merck, St. Louis, EUA) para a visualização das lacunas de 

reabsorção. As lacunas foram analisadas utilizando um gratículo de 100 pontos de 

24,5 mm de diâmetro (Graticules Optics Limited, Cambridge, UK) acoplados em um 

microscópico. As reabsorções geradas pelos osteoclastos foram caracterizadas em 

dois tipos, poço ou trincheira. A reabsorção do tipo trincheira foi determinada tendo 

o seu comprimento como mais que o dobro da sua largura. A porcentagem de cada 

tipo de reabsorção foi determinada em toda a superfície do disco de osso. O 

avaliador não teve acesso às identificações dos grupos experimentais durante as 

análises. 

Para a análise de reabsorção óssea ao vivo, os osteoclastos maduros foram 

corados com 100 nM de SIR-actin e 10 µM de verapamil (ambos diluídos em DMSO e 

fornecidos pela Spirochrome, Switzerland) e adicionados na densidade de 1 x 105 

células em discos de osso de 0,2 mm de espessura corados com rodamina (NHS-

Rhodamine, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) como descrito em SØE; 

DELAISSÈ, 2017. As células foram deixadas na estufa a 37°C em 5 % de CO2 por 4 

horas para aderirem no disco de osso, e em seguida os discos de osso foram 
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transferidos para uma câmara de tampa de vidro (X16 Labtek II Lamelle 8 Puits, 

Thermo Fisher scientific, Massachusetts, USA). Em seguida, a câmera foi acoplada ao 

microscópico de fluorescência Olympus Fluoview FV10i (Olympus Corporation, 

Japan), o foco foi ajustado e três áreas foram selecionadas em cada disco de osso 

utilizando os seguintes comprimentos de onda: Cy5 (558 nm) e Rhodamine Phalloidin 

(575 nm), com a magnificação de 10 x e uma abertura confocal de 1,9. O intervalo 

entre cada imagem fotografada foi de aproximadamente 20 minutos e o tempo total 

de gravação foi por volta de 72 horas. 

 

3.5 Coloração de TRAcP e ensaio de atividade enzimática de TRAcP 

Após o período de diferenciação dos osteoclastos, as células foram lavadas 

com PBS e fixadas com tampão de Citrato (pH= 3,6) e então coradas com kit 

comercial de TRAcP de acordo com as indicações do fabricante (387A kit, Sigma-

Aldrich, Merck, St. Louis, USA). Depois de coradas, as células foram fotografadas 

com o microscópio Leica DMIRB 6000B (Leica Microsystems, Inc, Richmond Hill, ON) 

na objetiva de 10 x. As células TRAcP-positivas contendo mais que dois núcleos 

foram considerados osteoclastos.  

A atividade enzimática de TRAcP da cultura de células humanas foi 

mensurada no sobrenadante do nono dia de cultura.  Essas amostras foram 

pipetadas juntamente com solução de TRAcP, incubadas a 37o C por 

aproximadamente 15 minutos e lidas no espectrofotômetro a 405 nm. 

 

3.6 Indução da lesão periapical 

Uma vez genotipados, os animais Ctsk-Cre e CtsK-Cre Ogtf/f foram 

anestesiados por administração intraperitoneal de cloridrato de Cetamina (Ketamina 

10 %, Agener União Química Farmacêutica Nacional S/A. Embu-Guaçu, SP) na 

dosagem de 0,1 mL/Kg de peso, e cloridrato de Xilazina (Anasedan® 2 %, Ceva 

Santé Animale S/A. Paulínea, SP), também na dosagem de 0,1 mL/Kg de peso e 

submetidos ao protocolo clássico de indução de lesão periapical (DE ROSSI et al., 

2008; DA SILVA et al., 2012). Os animais foram então posicionados em uma mesa 

cirúrgica para realizar uma abertura coronária no primeiro molar inferior direito com 

uma broca esférica de aço inoxidável ¼ acoplada à caneta de baixa rotação e 
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contra-ângulo. Após a abertura coronária, a entrada do canal distal foi explorada 

com uma lima endodôntica #08. O tamanho da abertura coronária foi padronizado 

de acordo com o diâmetro da broca e os canais foram deixados expostos ao meio 

ambiente bucal. Os primeiros molares do lado esquerdo, sem exposição pulpar, 

constituíram o grupo controle. Após 14 dias de exposição pulpar, os animais foram 

submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. 

 

3.6.1 Avaliação histomorfométrica da extensão da lesão periapical 

formada e quantificação dos osteoclastos presentes nesta região  

Após o período experimental, as hemi-mandíbulas foram removidas e fixadas 

em formol tamponado a 10 % por 24 horas à temperatura ambiente, e 

posteriormente descalcificadas com uma solução à base de EDTA a 10 % (pH=7,4) 

por aproximadamente 30 dias. Para avaliar se o tecido estava descalcificado, foi 

realizado um teste inserindo uma agulha de calibre 0,45 mm na região de incisivo. 

Caso a agulha penetrasse no incisivo sem nenhuma resistência, a amostra estaria 

pronta para o processamento de inclusão em parafina. Sequencialmente, as 

amostras foram desidratadas em ordem crescente de álcoois (Synth®) 70 %, 80 %, 

95 % e 100 % e diafanizadas em xilol (Synth®). As mandíbulas foram imersas em 

parafina fundida (56 a 60º C), e incluídos em blocos de parafina com a face 

vestibular voltada para baixo utilizando uma central de inclusão (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemanha). Os blocos de parafina contendo as mandíbulas foram cortados 

no sentido longitudinal em micrótomo (HistoCore AUTOCUT; Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemanha) no sentido vestíbulo-lingual. Lâminas de cortes semi-seriados de 

5 µm foram obtidas em toda a extensão da amostra que incluísse as raízes do 

primeiro molar com o ápice aberto. Os cortes semi-seriados de cada grupo 

experimental foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para análise 

histomorfométrica da reabsorção óssea alveolar apical. As lesões periapicais, ou as 

regiões de perda de estruturas ao redor do ápice dental envolvido, foram delineadas 

utilizando o programa de imagens ImageJ Software (U. S. National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, EUA) e suas áreas mensuradas em mm2. Para marcação 

e quantificação dos osteoclastos presentes ao redor da lesão periapical, os outros 

cortes semi-seriados foram submetidos à reação de fosfatase ácida resistente ao 
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tartarato (TRAcP) e contra-coradas com Hematoxilina. Os osteoclastos, os quais 

apresentaram uma coloração avermelhada (células TRAP-positivas) foram 

quantificados na região da lesão periapical da raiz distal do primeiro molar por meio 

de microscópio óptico (Nikon eclipse E200, Tóquio, Japão). Cortes representativos de 

HE e TRAcP foram fotografados com câmera AxioCam MRc5 acoplada ao microscópio 

Axio Imager.M1 (Carl Zeiss MicroImaging Gmbh, Göttingen, Alemanha). 

 

3.7 Avaliação por microtomografia computadorizada (micro-CT) 

Para avaliação quantitativa tridimensional dos parâmetros ósseos dos 

fêmures (cortical e trabecular), os fêmures foram dissecados e fixados em formol 

tamponado a 10 % por 24 horas. Em seguida, as amostras foram escaneadas 

utilizando o aparelho de micro-tomografia computadorizada Micro-CT Sky Scan 1172 

(Bruker Corporation, Billerica, EUA), com o tamanho de voxel de 8,7 µm, 49 kV, filtro 

de alumínio de 0.5 mm e 0.18º de rotação de ângulo. Para visualização, as imagens 

de projeção tridimensional (3D) foram reconstruídas utilizando o software NRecon 

(versão 1.7.4.2; Skyscan; Bruker Corporation, Billerica, EUA) e posteriormente cortes 

transversais de um segmento de 1 mm (209 secções) abaixo da diáfase média foram 

selecionadas para as análises de parâmetro ósseo trabecular como fração de volume 

ósseo trabecular (BV/TV, %), espessura trabecular (Tb.Th.) e densidade mineral 

óssea (g/cm3), assim como análises da região cortical  fração de volume ósseo 

cortical (BV/TV, %), espessura cortical (Co.Th.), bem como a porosidade cortical (Ct. 

Po) utilizando os programas de imagens Data Viewer e CTAn (Bruker micro-CT). A 

calibração foi dada a partir de um phantom com densidade de hidroxiapatita já 

conhecida (Skyscan, Aartselaar, Belgium). 

 

3.8 Forma de análise dos resultados 

Primeiramente, os dados foram avaliados quanto a sua distribuição pelos 

testes de D’Agostino’s K-squared e Shapiro-Wilk utilizando GraphPad Software 7.0 

(GraphPad Prism; GraphPad Software, San Diego). Em casos de distribuição normal 

dos dados, utilizamos o teste “t” de Student para comparar dois grupos e o teste de 

variância a um critério (One-way ANOVA) para comparar mais de dois grupos. Em 

caso de distribuição não normal, testes não-paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal 
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Wallis foram utilizados conforme os grupos a serem comparados. Em seguida, os 

pós-testes foram realizados conforme a necessidade. As diferenças das médias ou 

medianas foram consideradas significativas para valores de P < 0,05.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 A O-GlcNAcilação participa do processo de diferenciação dos 

osteoclastos 

A atividade da HBP e consequentemente a O-GlcNAcilação é decorrente 

principalmente do fornecimento dos substratos, como a glucose e a glutamina, e pela 

atividade enzimática da frutose aminotransferase (GFAT) e OGT (SCHLEICHER; 

WEIGERT, 2000). A enzima GFAT converte frutose-6-fosfato e glutamina em 

glucosamina-6-fosfato (GlcN-6-P) e a enzima OGT faz a inserção do monossacarídeo 

GlcNAc nos sítios específicos das proteínas. Sendo assim, o primeiro passo para 

investigar se a O-GlcNAcilação estaria envolvida com o processo de diferenciação dos 

osteoclastos, foi avaliar a expressão de GFAT e OGT na cultura de osteoclastos 

murino. Como podemos observar na figura 1A, houve um aumento da expressão de 

GFAT em função do tempo de diferenciação dos osteoclasto e uma alta expressão de 

OGT durante todo o período de diferenciação. Além disso, vimos que o estímulo de 

RANKL levou a O-GlcNAcilação de várias proteínas (Figura 1B), sugerindo que ocorre 

a O-GlcNAcilação durante a osteoclastogênese e que pode participar desse processo. 

 

Figura 1. Avaliação da expressão de marcadores “chaves” da O-GlcNAcilação. (A) 
Imagem da expressão proteica de GFAT1 e OGT nos osteoclastos cultivados em meio 
osteoclastogênico (M-CSF e RANKL). (B) Blot de RL2 em osteoclastos cultivados em meio 
osteoclastogênico. Em ambos, a β-actina foi usada como gene endógeno. As imagens são 
representativas de dois experimentos independentes. 

 



66 | Resultados 
 

4.2 A O-GlcNAcilação promove a osteoclastogênese e a capacidade de 

desmineralização dos osteoclastos 

Em seguida, fomos avaliar se a O-GlcNAcilação modulava a diferenciação de 

osteoclastos. Para isso, realizamos uma cultura primária de osteoclastos na presença 

do monossacarídeo GlcNAc que é utilizado pela OGT durante a O-GlcNAcilação. O 

GlcNAc foi adicionado no dia 0 da cultura, em três concentrações diferentes (0,3; 1,0 

e 3,0 mM) . Após quatro dias de cultura, as células foram fixadas e coradas com 

TRAcP, onde conseguimos notar osteoclastos bem maiores no grupo com GlcNAc na 

concentração de 3 mM (Figura 2A). As células TRAcP-positivas (osteoclastos) foram 

quantificadas (Figura 2B), e para a nossa surpresa, não houve diferença no número 

absoluto de osteoclastos diferenciados entre os grupos tratados com GlcNAc e o 

grupo controle. No entanto, pelas imagens da figura 2A observamos que os 

osteoclastos estavam maiores e com mais núcleos no grupo tratado com GlcNAc (3 

mM). Portanto, realizamos a quantificação da área dos osteoclastos formados (Figura 

2C) e a média de núcleos por osteoclasto. Os dados mostram que realmente o 

GlcNAc estimulou a fusão entre os pré-osteoclastos/osteoclastos uma vez que a área 

e o número de núcleos por osteoclasto foi significativamente maior que o grupo 

controle (Figura 2C e 2D). E esse efeito foi revertido na presença do inibidor de OGT 

(5SGlcNAc). 
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Figura 2. Avaliação da diferenciação dos osteoclastos na presença de GlcNAc. (A) Imagens 
representativas de osteoclastos cultivados com meio osteoclastogênico (M-CSF + RANKL) por quatro 
dias, estimulados com GlcNAc (0,3; 1 e 3 mM) – barra em lilás ou GlcNac e 5sGlcNac – barra em azul, 
e coradas com TRAP. Estas imagens foram obtidas no aumento de 100x. Barra = 100 µm. (B) O 
gráfico representa a contagem do número total de células TRAcP-positivas por poço. Foi utilizado o 
One-way ANOVA para comparação dos grupos. (C) Gráfico indicando a média da área dos 
osteoclastos formados, avaliados estatisticamente por One-way ANOVA. *p<0.05. (C) O gráfico indica 
o índice de fusão que foi determinado pela contagem do número total de núcleos em 9 campos 
diferentes e divididos pelo número total de osteoclastos dos mesmos campos. A análise estatística da 
comparação entre os grupos Controle e GlcNAc (3 mM) foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, 
****p<0.0001. Os dados são representativos de três experimentos independentes. 

 
  

Concomitantemente, avaliamos se o GlcNAc exercia efeito sobre a 

capacidade de desmineralização dos osteoclastos. Para este fim, os pré-osteoclastos 

foram cultivados em placa contendo hidroxiapatita e na presença do GlcNAc a 0,3; 1 

e 3 mM. Importante destacar que as áreas mais claras nas figuras indicam as lacunas 

de desmineralização formadas pelos osteoclastos (Figura 3A). Ao medir a 

desmineralização, observamos que a área é maior nos grupos tratados com GlcNAc, 

sugerindo que o GlcNAc também estimula um aumento de atividade dos 

osteoclastos. Além disso, esse aumento foi dependente da dose, ou seja, conforme 

aumentamos a dose de GlcNAc, mais os osteoclastos ficaram ativos e maior foi a 

área de desmineralização (Figura 3B). 
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Figura 3. Avaliação da atividade desmineralizadora dos osteoclastos na presença de 
GlcNAc. (A) Áreas mais claras indicam a desmineralização da hidroxiapatita, onde os pré-osteoclastos 
foram cultivados por cinco dias. Os poços foram fotografados no aumento de 100x. Barra = 100 µm. 
(B) O gráfico representa a área de desmineralização mensurada e normalizada com o grupo controle e 
dada em mm2. A análise estatística foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis combinado ao pós-teste 
de Dunn’s multiple comparison, onde *p<0,05. 

 
 
 

4.3 A inibição de OGT prejudica a diferenciação dos osteoclastos 

O próximo passo foi confirmar o efeito da inibição da O-GlcNAcilação na 

diferenciação dos osteoclastos in vitro. Para isso, foi utilizado um inibidor da enzima 

OGT, que é a responsável pelo processo de O-GlcNAcilação de proteínas. Quando 

adicionamos o inibidor da OGT (OSMI-1) na cultura de osteoclastos, observamos que 

houve uma inibição no processo de diferenciação de osteoclastos (Fig. 4A). Ao 

quantificar o número de osteoclastos, o grupo tratado com OSMI-1 apresentou um 

número significantemente menor que o grupo controle (Figura 4B). 

O processo natural da osteoclastogênese consiste em diversos processos de 

fusão entre células mononucleadas e/ou multinucleadas, ou seja, para os 

osteoclastos se tornarem células maduras é necessário que as células se aproximem 
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uma das outras e tenham um rearranjo do citoesqueleto (PEREIRA et al., 2018). 

Essa reorganização do citoesqueleto consiste na formação do anel de actina e 

emissão de podossomos e filopódios, que são prolongamentos finos de actina que 

auxiliam no aumento da superfície de contato entre as células facilitando a 

aproximação entre elas e posteriormente a fusão (SONG et al., 2014; OIKAWA et al., 

2018). Assim, o comprometimento de qualquer uma dessas etapas prejudicaria a 

fusão entre os pré-osteoclastos e consequentemente a diferenciação dos 

osteoclastos. Sendo assim, avaliamos também a média de núcleos por osteoclasto 

nos grupos Controle e tratados com OSMI-1. A figura 4C mostra que, na presença de 

OSMI-1 os osteoclastos apresentaram menos núcleos quando comparados com o 

grupo Controle. Esses dados reforçam que a O-GlcNAcilação é importante para a 

diferenciação dos osteoclastos, tendo um efeito crucial na fusão dos pré-

osteoclastos/osteoclastos.  

 

Figura 4. Avaliação do efeito do inibidor de OGT na osteoclastogênese. (A) Imagens 
representativas de osteoclastos cultivados na presença ou ausência do inibidor de OGT - OSMI-1. As 
imagens foram obtidas no aumento de 100x. Barra= 100 µm. (B) O gráfico representa a contagem do 
número total de osteoclastos por poço. (C) O gráfico do índice de fusão foi determinado pela divisão 
do número total de núcleos pelo número total de osteoclastos. A análise estatística da comparação 
entre os grupos Controle e OSMI-1 foi dada pelo teste de Mann-Whitney, ****p<0.0001. Dados 
representativos de três experimentos independentes. 
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4.4 A O-GlcNAcilação estimula a expressão de marcadores importantes 

para a diferenciação e ativação dos osteoclastos 

Considerando o efeito da O-GlcNAcilação estimulando a osteoclastogênese, 

avaliamos  se essa inibição da osteoclastogênese por OSMI-1 estaria relacionada com 

a diminuição da expressão proteica de alguns marcadores “chave” dos osteoclastos 

como o NFATc1, que é o principal fator de transcrição da osteoclastogênese; 

Integrina αv, que é responsável tanto pela adesão dos pré-osteoclastos entre si 

durante o processo de fusão quanto pela adesão dos osteoclastos na própria matriz 

óssea; e a Catepsina K, que é o principal marcador de atividade dos osteoclastos. 

Como podemos observar na figura 5, a menor diferenciação dos osteoclastos in vitro 

estava relacionada com uma redução da expressão de NFATc1, Integrina αv e 

Catepsina K em 72 horas de diferenciação.  

 

Figura 5. Avaliação da expressão de marcadores de osteoclastos na presença de OSMI-1 
por Western blot. Imagem da expressão proteica de NFATc1, Integrina αv e Catepsina K nos 
osteoclastos cultivados em meio osteoclastogênico (controle) e nos osteoclastos cultivados na 
presença de OSMI-1. A β-actina foi usada como gene endógeno. Esses resultados são representativos 
de dois experimentos independentes. 

 

 

4.5 A inibição de OGT compromete a capacidade desmineralizadora dos 

osteoclastos 

A etapa seguinte foi avaliar se a inibição de OGT teria algum efeito no 

processo de desmineralização dos osteoclastos. Para isso, os pré-osteoclastos foram 

cultivados em meio osteoclastogênico em uma placa de cultura contendo 



Resultados | 71 
 

hidroxiapatita no fundo do poço, que é um constituinte mineral natural encontrado 

no tecido ósseo. Na figura abaixo (Figura 6A) podemos observar as lacunas de 

desmineralização formadas pelos osteoclastos após oito dias de cultivo. Ainda, 

observando esta mesma figura, é notório que o tratamento com OSMI-1 inibiu os 

osteoclastos a formarem essas lacunas. Ao quantificar as áreas de desmineralização, 

foi possível confirmar que o OSMI-1 inibe a capacidade desmineralizadora dos 

osteoclastos (Figura 6B). Em conjunto, os dados acima mostram que a O-

GlcNAcilação também é importante para a atividade dos osteoclastos. 

 

Figura 6. Determinação da capacidade desmineralizadora dos osteoclastos na presença de 
OSMI-1. (A) Imagens representativas dos poços contendo hidroxiapatita após oito dias de cultura. O 
grupo controle representa os osteoclastos que foram cultivados no meio osteoclastogênico e o grupo 
OSMI-1, aqueles que foram tratados com o inibidor da OGT. As imagens foram fotografadas no 
aumento de 100x. Barra = 100 µm. (B) O gráfico indica a medida da área desmineralizada (mm2) que 
foi calculada pela normalização em relação ao  grupo controle. A análise estatística foi realizada pelo 
teste de Mann-Whitney, onde ****p<0,0001. (n=4). Esses resultados são representativos de dois 
experimentos independentes. 

 
 

Para confirmar os efeitos da inibição de OGT sobre a formação e função de 

osteoclastos, avaliamos também o efeito de outro inibidor da OGT, o 5SGlcNAc. Da 

mesma forma, ao adicionar o 5SGlcNAc no dia 0 da cultura de osteoclastos murino, 

houve uma redução na diferenciação dos osteoclastos (Figura 7A). Ainda, podemos 

observar uma redução significativa no número de núcleos por osteoclastos, 

mostrando que 5SGlcNAc também prejudicou a fusão dos osteoclastos. Esses 

resultados ainda estavam relacionados com uma menor expressão de NFATc1, 

Integrina αv e Catepsina K, com destaque a partir do segundo dia pós estímulo com 

RANKL (Figura 7B). Ademais, a atividade desmineralizadora dos osteoclastos também 
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foi prejudicada com o tratamento com 5SGlcNAc (Figura 7C). Por último, vimos que o 

5SGlcNAc inibiu a O-GlcNAcilação de proteínas durante a osteoclastogênese (Figura 

7D). Isso nos mostra que o efeito do 5SGlcNAc inibe a O-GlcNAcilação de proteínas 

durante a osteoclastogênese, impactanto assim a fusão e a atividade dos 

osteoclastos. 

 

Figura 7. Avaliação do efeito do inibidor de OGT na diferenciação e atividade dos 
osteoclastos. (A) Imagens representativas de osteoclastos cultivados na presença ou ausência do 
inibidor de OGT - 5SGlcNAc. As imagens foram obtidas no aumento de 100x. Barra= 100 µm. O 
gráfico do índice de fusão foi determinado pela o divisão do número total de núcleos pelo número 
total de osteoclastos. A análise estatística da comparação entre os grupos Controle e 5SGlcNAc foi 
dada pelo teste de Mann-Whitney, ***p<0.001. (n=5). (B) Imagem da expressão proteica de 
NFATc1, Integrina αv e Catepsina K nos osteoclastos cultivados em meio osteoclastogênico (controle) 
e nos osteoclastos cultivados na presença de5SGlcNAc. A β-actina foi usada como gene endógeno. (C) 
Imagens representativas dos poços contendo hidroxiapatita após cinco dias de cultura. O grupo 
controle representa os osteoclastos que foram cultivados no meio osteoclastogênico e o grupo 
5SGlcNAc, aqueles que foram tratados com o inibidor da OGT. As imagens foram fotografadas no 
aumento de 100x. Barra = 100 µm. O gráfico indica a medida da área desmineralizada (mm2) que foi 
calculada pela normalização em relação ao grupo controle. A análise estatística foi realizada pelo teste 
de Mann-Whitney, onde **p<0,01. (n=5). (D) Imagem da expressão proteica de RL2 nos osteoclastos 
cultivados em meio osteoclastogênico (controle) e nos osteoclastos cultivados na presença de 
5SGlcNAc. A β-actina foi usada como gene endógeno. Esses resultados são representativos de dois 
experimentos independentes. 
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4.6 A deleção seletiva de OGT nos precursores de osteoclastos inibiu a 

diferenciação dos osteoclastos 

Visto que a inibição farmacológica da OGT reduziu a osteoclastogênese, 

fomos avaliar se a deleção seletiva de OGT nos precursores de osteoclastos também 

afetaria a diferenciação e a atividade dos osteoclastos. Para isso, utilizamos a medula 

óssea de camundongos deficientes para OGT especificamente nos monócitos (LysM-

Cre Ogtfl/fl) e seus controles LysM-Cre para realizar a cultura de osteoclastos. 

O primeiro passo foi confirmar a deleção de Ogt nos animais LysM-Cre Ogtfl/fl 

durante a osteoclastogênese. Conforme esperado, após três dias de diferenciação, 

foi observado uma menor expressão de OGT no grupo LysM-Cre Ogtfl/fl em ambos os 

grupos, estimulados apenas com M-CSF e com meio osteoclastogênico quando 

comparados ao grupo LysM-Cre, confirmando a deficiência seletiva de Ogt nesses 

camundongos (Figura 8). 

 
Figura 8. Avaliação da expressão de OGT por Western blot. Imagens representativas da 
expressão de OGT nas células provenientes de camundongos LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl estimuladas 
com M-CSF e em meio osteoclastogênico após três dias de diferenciação. A β-actina foi utilizada como 
gene endógeno. Esses resultados são representativos de dois experimentos independentes. 

 

 

Após confirmar a deleção de Ogt nos animais LysM-Cre Ogtfl/fl, fomos avaliar 

o efeito dessa deleção de Ogt na diferenciação dos osteoclastos. Após quatro dias de 

cultura, observou-se uma disparidade entre os osteoclastos derivados de animais 

LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl (Figura 9A). Embora o número de osteoclastos também 

não tenha sido diferente, o índice de fusão dos osteoclastos foi menor no grupo 

LysM-Cre Ogtfl/fl (Figura 9B e 9C). Esses dados reforçam os dados que a O-

GlcNAcilação exerce um papel crucial na diferenciação dos osteoclastos, 

apresentando um efeito importante na fusão dos osteoclastos.  
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Figura 9. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt nos monócitos na 
osteoclastogênese. (A) Imagens representativas de osteoclastos provenientes de camundongos 
LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl após quatro dias de diferenciação. Os osteoclastos foram coradas com 
TRAcP e fotografadas no aumento de 100x. Barra = 100 µm. (B) O gráfico mostra o número total de 
osteoclastos por poço. (C) O gráfico representa o índice de fusão dos osteoclastos, calculados pela 
divisão do número total de núcleos pelo número total de osteoclastos. A análise estatística foi 
realizada pelo teste de Mann-Whitney, onde ***p<0.001. Esses resultados são representativos de três 
experimentos independentes. 

 

 

O próximo passo foi avaliar se a deleção seletiva de Ogt estaria modulando a 

expressão dos marcadores osteoclastogênicos, como o NFATc1, Integrina αV e 

Catepsina K. Ao avaliar a expressão do principal fator de transcrição da 

osteoclastogênese, o NFATc1, vimos que durante todo o processo de diferenciação a 

expressão de NFATc1 estava menor no grupo LysM-Cre Ogtfl/fl em relação ao grupo 

controle (Figura 10A). Da mesma forma, quando avaliamos os principais marcadores 

de atividade do osteoclastos, Integrina αV e Catepsina K, observamos que no dia 0 e 

1 após a estimulação com RANKL, ambos os grupos apresentaram baixa expressão 

de Integrina αV. No entanto, nos dias 2 e 3, o grupo LysM-Cre Ogtfl/fl apresentou 

uma menor expressão proteica de Integrina αV quando comparado ao grupo controle 

(Figura 10). Em relação a expressão de Catepsina K, foi observado a expressão deste 

marcador apenas no terceiro dia de diferenciação, apresentando também uma menor 

expressão no animal LysM-Cre Ogtfl/fl. 
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Figura 10. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt nos monócitos na expressão de 
marcadores de osteoclastos por Western blot. (A) Imagens da expressão proteica de NFATc1 no 
lisado total de pré-osteoclastos/osteoclastos provenientes de camundongos LysM-Cre e LysM-Cre 
Ogtfl/fl nos tempos 0, 1, 2 e 3 dias de diferenciação. (B) Expressão proteica de Integrina αV e 
Catepsina K no lisado total de pré-osteoclastos/osteoclastos provenientes de camundongos LysM-Cre e 

LysM-Cre Ogtfl/fl. A β-actina foi utilizada como gene endógeno. Esses resultados são representativos de 
dois experimentos independentes. 

 

 

4.7 A deficiência de OGT nos monócitos prejudica a função de 

desmineralização dos osteoclastos 

Em seguida, fomos investigar se a deficiência seletiva de Ogt nos monócitos 

impactaria na função dos osteoclastos. Assim, cultivamos as células provenientes de 

camundongos LysM-Cre e LysM-Cre Ogtfl/fl em placa contendo hidroxiapatita para 

avaliar se a função desses osteoclastos também estariam sendo moduladas pela O-

GlcNAcilação. Como podemos observar nas imagens, a deficiência de OGT em 

monócitos prejudicou a atividade dos osteoclastos, visto que houve poucas lacunas 

de desmineralização formadas na placa quando comparadas ao grupo controle 

(Figura 11A). De fato, ao quantificar a área total de desmineralização representadas 

por estas lacunas, observou-se uma redução significante entre os grupos LysM-Cre 

Ogtfl/fl e LysM-Cre (Figura 11B). Esses dados também sugerem uma correlação 

positiva entre o número de núcleos e a atividade de reabsorção dos osteoclastos 

como visto previamente por PIPER et al., 1992 e BOISSY et al., 2002. 
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Figura 11. Avaliação do efeito da deleção seletiva de Ogt na capacidade 
desmineralizadora dos osteoclastos. (A) Imagens representativas de lacunas de reabsorção em 
placa de hidroxiapatita realizadas pelos osteoclastos provenientes de animais LysM-Cre e LysM-Cre 
Ogtfl/fl. Barra= 100 µM. (B) A área total de desmineralização foi mensurada utilizando o programa 
LasX (Leica Microsystems) e normalizada com o grupo controle. A análise estatística foi dada pelo 
teste de Mann-Whitney, *p<0.05. Os experimentos são representativos de dois experimentos 
independentes. 

 

 

4.8 A O-GlcNAcilação estimula a diferenciação dos osteoclastos humanos 

Confirmado o efeito da O-GlcNAcilação na osteoclastogênese e na atividade 

dos osteoclastos murinos, fomos avaliar se essa modificação também teria o mesmo 

efeito nos osteoclastos de origem humano. Para tal, fizemos uma cultura de 

osteoclastos humanos a partir de células CD14-positivas isoladas, as quais foram 

obtidas do sangue periférico de doadores voluntários. Ao adicionar o GlcNAc, no 

início da cultura, vimos que ele estimulou a diferenciação dos osteoclastos, uma vez 

que houve um aumento do número de células multinucleadas em relação ao grupo 

controle (Figura 12A e B). Esse efeito foi observado em cinco doadores diferentes 

(Figura 12B). Ainda, o GlcNAc estimulou um maior número de fusões entre os pré-

osteoclastos quando comparados ao grupo controle, uma vez que os osteoclastos em 

presença de GlcNAc se apresentaram maiores e com maior quantidade de núcleos 

por osteoclasto (Figura 12C). Paralelamente a isso, os níveis de atividade de TRAcP 

mensurados no sobrenadante estavam aumentados nos grupos com GlcNAc de 

forma dose-dependente (Figura 12D). 
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Figura 12. Avaliação do efeito do GlcNAc na diferenciação de osteoclastos humanos. (A) 
Imagens representativas de osteoclastos corados após sete dias de diferenciação tratado com GlcNAc 
(0,3 mM) e seu respectivo controle. As imagens foram fotografadas no aumento de 100x. Barra= 100 
µM (B) Quantificação do número de osteoclasto por campo (16 campos) na presença de GlcNAc em 5 
experimentos independentes. Foi realizado o teste t pareado, onde *p<0,05. (C) A média do número 
de núcleo por osteoclasto (índice de fusão) foi avaliado na presença do GlcNAc e comparado com o 
seu respectivo controle. A análise estatística utilizada foi o teste de Mann Whitney, **p<0.01. (D) 
Atividade de TRAcP mensurada no meio condicionado dos osteoclastos tratados com GlcNAc e 
comparado com o seu controle. A barra representa a média ± DP. A análise estatística foi feita 
utilizando o teste Friedman seguido do pós-teste de Dunn’s multiple comparison. *p<0.05, 
***p<0.001, ****p<0.0001.   

 

4.9 A inibição farmacológica de OGT com OSMI-1 inibe a diferenciação 

dos osteoclastos humanos 

Dado o mesmo efeito estimulatório do GlcNAc na osteoclastogênese 

proveniente de células humanas, fomos avaliar se a inibição da enzima OGT com 

OSMI-1 também causaria efeito inibitório nas células humanas. Como podemos ver 

na Figura 13A, a presença de OSMI-1 prejudicou a diferenciação dos osteoclastos 

humanos, que pode ser detectado pela menor média de osteoclastos por campo 
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(Figura 13B), assim como pela presença de osteoclastos com poucos núcleos (Figura 

13C). Esses dados nos mostram que a O-GlcNAcilação também atua na diferenciação 

dos osteoclastos humanos ao induzir o processo de fusão entre os pré-

osteoclastos/osteoclastos. Os níveis de TRAcP também foram reduzidos de forma 

dose-dependente na presença de OSMI-1 (Figura 13D). 

 

Figura 13. Avaliação da inibição farmacológica de Ogt na diferenciação de osteoclastos 
humanos. (A) Imagens representativas de osteoclastos corados após sete dias de diferenciação 
tratado com OSMI-1 (30 nM) e seu respectivo controle. As imagens foram fotografadas no aumento 
de 100x. Barra= 100 µM (B) Quantificação do número de osteoclasto por campo (16 campos) na 
presença de OSMI-1 em 5 experimentos independentes. Foi realizado o teste t pareado, onde 
*p<0,05. (C) A média do número de núcleo por osteoclasto (índice de fusão) foi avaliado na presença 
do OSMI-1 e comparado com o seu respectivo controle. A análise estatística utilizada foi o teste de 
Mann Whitney, **p<0.01. (D) Atividade de TRAcP mensurada no meio condicionado dos osteoclastos 
tratados com OSMI-1 e comparado com o seu controle. A barra representa a média ± DP. A análise 
estatística foi feita utilizando o teste Friedman seguido do pós-teste de Dunn’s multiple comparison. 
*p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001.  
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4.10 A O-GlcNAcilação estimula o aumento da atividade dos osteoclastos 

humanos, impulsionando-os a reabsorverem de modo mais agressivo 

Estudos prévios já demonstraram que os osteoclastos podem reabsorver de 

duas formas, formando pits ou trenches. Enquanto os pits correspondem a 

escavações redondas, de pequeno diâmetro, os trenches são escavações longas e 

profundas realizadas pelos osteoclastos mais ativos e mais agressivos (SØE; 

DELAISSÈ, 2017). Com o intuito de avaliar o efeito da O-GlcNAcilação na atividade 

dos osteoclastos humanos, cultivamos os osteoclastos em meio osteoclastogênico em 

garrafas de cultura por sete dias e após a sua diferenciação, esses osteoclastos 

“maduros” foram replaqueados sobre discos de osso bovino de 0,4mm de espessura 

na presença de GlcNAc ou OSMI-1. A imagens dos discos de osso com as lacunas de 

reabsorção coradas com Azul de toluidina a 0,5% nos mostram que, após 3 dias de 

estímulo, o grupo GlcNAc apresentou lacunas maiores de reabsorção quando 

comparadas ao grupo controle (Figura 14A). Ao quantificar a porcentagem de 

reabsorções na superfície total do disco de osso, podemos confimar que o GlcNAc 

elevou a atividade dos osteoclastos (Figura 14B). Curiosamente, a suplementação de 

GlcNAc levou a um aumento específico de apenas um tipo de reabsorção, dos 

trenches (Figura 14C). Esse efeito também foi confirmado em cinco doadores de 

sangue diferentes (Figura 14D). 
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Figura 14. Análise da capacidade de reabsorção dos osteoclastos na presença de GlcNAc. 
(A) Imagens representativas das lacunas de reabsorção coradas com Azul de toluidina após três dias 
de plaqueamento de osteoclastos maduros sobre os discos de osso na presença ou ausência de 
GlcNAc (0,03 mM). (B) O gráfico representa a porcentagem de reabsorção por superfície óssea, dada 
pela contagem em 16 áreas do disco de osso usando um gratículo de 100-pontos acoplado na ocular 
do microscópio. O grupo com GlcNAc foi comparado ao seu controle utilizando o teste de Mann 
Whitney. (n=5). (C) Gráfico representando a formação de pit e trench nos grupos com GlcNAc e 
controle. Foi utilizada a análise estatística de two-way ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett’s 
multiple comparison. **p<0,01, ****p<0,0001. (D) A formação de pit e trench realizado pelos 
osteoclastos tratados com GlcNAc foram comparados com seus respectivos controles em cinco 
experimentos utilizando células de diferentes doadores. Foi realizado o teste t pareado, onde 
*p<0,05. 

 

 

Dando seguimento, também avaliamos a atividade dos osteoclastos na 

presença de OSMI-1. A presença de OSMI-1 em baixa concentração (1nM) foi o 

suficiente para inibir os eventos de reabsorção dado pelos osteoclastos maduros, 

apresentando assim uma menor porcentagem de reabsorção por superfície óssea 

(Figura 15A e B). Além do mais, a adição de OSMI-1 inibiu a formação de trenches, 

enquanto não afetou a reabsorção do tipo pit (Figura 15C). Esses resultados também 

foram confirmados em cinco experimentos independentes (Figura 15D). 
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Com o intuito de visualizar melhor o comportamento reabsortivo dos 

osteoclastos na presença do GlcNAc e OSMI-1, foram gravados vídeos no modo time-

lapse. Com essas gravações, observamos que a O-GlcNAcilação estimula os 

osteoclastos a ficarem mais ativos e reabsorverem de forma mais rápida enquanto 

ele se move pelo disco de osso. O Vídeo 1 mostra os osteoclastos maduros 

realizando escavações em pit e em trench no grupo Controle. Subsequentemente, na 

presença do GlcNAc, podemos observar os osteoclastos fazendo escavações longas e 

contínuas enquanto se movem sobre a superfície óssea. Por fim, o vídeo finaliza 

mostrando o efeito inibitório do OSMI-1 nas escavações do tipo trench, uma vez que 

a maioria dos osteoclastos se encontram imóveis e reabsorvendo em forma de pit. 

De modo geral, esses experimentos comprovam que a O-GlcNAcilação controlam não 

só a diferenciação e a fusão dos osteoclastos, como também determina um modo de 

reabsorção mais agressivo pelos osteoclastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 | Resultados 
 

Figura 15. Avaliação da capacidade reabsortiva dos osteoclastos na presença do inibidor 
OSMI-1. (A) Imagens representativas das lacunas de reabsorção coradas com Azul de toluidina após 
três dias de plaqueamento de osteoclastos maduros sobre os discos de osso na presença ou ausência 
de OSMI-1 (1 nM). (B) A porcentagem de reabsorção por superfície óssea foi dada pela contagem de 
lacunas em 16 áreas do disco de osso usando um gratículo de 100-pontos acoplado na ocular do 
microscópio. O grupo com OSMI-1 foi comparado ao seu controle utilizando o teste de Mann Whitney. 
(n=5). (C) As lacunas de reabsorção foram subdivididas em pit e trench e quantificadas (porcentagem 
de pit e trench/ superfície óssea) nos grupos com OSMI-1 e controle. Foi realizada a análise estatística 
de two-way ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett’s multiple comparison. **p<0,01, ***p<0,001. 
(D) A formação de pit e trench realizado pelos osteoclastos tratados com OSMI-1 foram comparados 
com seus respectivos controles em 5 experimentos utilizando células de diferentes doadores. Foi 
realizado o teste t pareado, onde *p<0,05. 
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Vídeo 1. (Arquivo separado). Osteoclastos maduros corados com SiR-actin (verde) na presença de 
Verapamil (como descrito em Søe e Delaisse, 2017) e colocados em discos de osso corados com 
rodamina (vermelho) na presença de M-CSF e RANKL por três dias. Área representativa dos 
osteoclastos fazendo escavações no grupo Controle, seguido dos osteoclastos tratados com GlcNAc 
(0,03 mM) e finalizando com o grupo OSMI-1 (1nM). As imagens foram tiradas a cada 20 minutos e o 
tempo de gravação foi de aproximadamente 72 horas. 

 

  

4.11 A O-GlcNAcilação é importante para a homeostase óssea 

Os dados até o momento mostram que a O-GlcNAcilação tem um papel 

importante na diferenciação e na função dos osteoclastos in vitro tanto de origem 

murino quanto de humano. Por conseguinte, o próximo passo foi avaliar se a deleção 

seletiva de Ogt nos osteoclastos implicaria em alguma condição fisiológica nos 

camundongos. Para isso, os camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl e seus controles CtsK-Cre 

foram eutanasiados e tiveram seus fêmures dissecados e limpos com 16 semanas de 

idade, que equivale à fase onde já se inicia um declínio da massa óssea femoral 

(HALLORAN et al., 2002). A análise morfológica dos fêmures mostrou que o animais 

CtsK-Cre Ogtfl/fl apresentaram uma formação de um calo ósseo na região de diáfase, 

demonstrando uma leve osteopetrose (Figura 16A).  

Para avaliar as estruturas ósseas com mais detalhes, os fêmures foram 

submetidos a um escaneamento de microtomografia computadorizada. As imagens 

mostram secções reconstruídas da região de epífise proximal e cortes tridimensionais 

da região trabecular e cortical dos camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl e controle (Figura 

16B). Assim, foi possível realizar uma análise tridimensional dos parâmetros ósseos 

corticais e trabeculares dos mesmos. Como podemos observar na figura 14C, a 

deleção seletiva de OGT nos osteoclastos a longo prazo induziu a um aumento do 
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volume ósseo trabecular (BV/TV mm3) e da espessura trabecular (Tb. Th) quando 

comparados com os animais controles, embora os valores de densidade mineral 

óssea tenham sido semelhantes. Da mesma forma, o volume ósseo cortical (BV/TV 

mm3) e a espessura cortical (Co. Th) também estavam maiores nos animais CtsK-Cre 

Ogtfl/fl, seguidos de uma menor porosidade óssea (PO. tot %) quando comparados 

com os animais CtsK-Cre (Figura 16C). Juntos, esses resultados mostram que a O-

GlcNAcilação é crucial no processo de remodelamento ósseo fisiológico tanto a nível 

trabecular quanto cortical. 

 

Figura 16. Avaliação do impacto da deleção seletiva de OGT nos osteoclastos sobre o 
remodelamento ósseo in vivo. (A) Foto representativa de fêmures e tíbias de camundongos CtsK-
Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl coletados com 16 semanas de idade. (B) Imagens tridimensionais de 
microtomografia dos fêmures dos animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl. As imagens mostram os cortes 
sagitais dos fêmures ao lado dos cortes trabeculares e corticais. (C) Porcentagem do volume ósseo 
trabecular sobre o tecido avaliado (BV/TV). Espessura trabecular (Tb.Th) em mm.  Densidade mineral 
óssea trabecular (g/cm3). Porcentagem do volume ósseo cortical sobre o tecido avaliado (BV/TV). 
Espessamento cortical (Ct. Th) em mm. Porcentagem de porosidade cortical total (PO tot). A análise 
estatística utilizada foi o teste “t” de Student, onde *p<0,05. (n=7-9). 
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Previamente já demonstramos que a deleção de OGT nos precursores de 

osteoclastos afeta a osteoclastogênese. No entanto, considerando esse efeito da 

deleção seletiva de OGT nos osteoclastos sobre o remodelamento ósseo in vivo, 

fomos verificar se essa deleção de OGT nos osteoclastos, também afetariam a 

diferenciação dos osteoclastos in vitro. Como podemos ver na Figura 17A, houve 

uma redução significativa no tamanho dos osteoclastos derivados de células 

deficientes da enzima Ogt em osteoclastos quando comparados ao grupo controle. 

Embora o número de osteoclastos não tenha sido alterado pela deleção seletiva de 

OGT nos osteoclastos, a média de núcleos por osteoclastos apresentou uma 

significante redução nos animais CtsK-Cre Ogtfl/fl (Figura 17B e 17C), mostrando que 

a deleção seletiva de OGT nos osteoclastos também inibe a fusão entre os pré-

osteoclastos/osteoclastos. 

 
Figura 17. Avaliação do efeito da deleção seletiva de OGT nos osteoclastos sobre a 
osteoclastogênese. (A) Imagens representativas dos osteoclastos provenientes da medula óssea de 
camundongos CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl corados em TRAP, após 4 dias de cultura. As imagens foram 
fotografadas no aumento de 100x. Barra = 100 µm. (B) O gráfico representa a quantificação do 
número total de osteoclastos por poço. (C) Gráfico representativo do índice de fusão obtido através da 
contagem do número total de núcleos e dividos pelo número total de osteoclastos. A análise 
estatística da comparação entre os grupos CtsK-Cre  e CtsK-Cre Ogtfl/fl foi dada pelo teste de Mann-
Whitney, *p<0,05. Dados representativos de três experimentos independentes. 
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4.12 A O-GlcNAcilação tem um papel importante no desenvolvimento da 

lesão periapical experimental 

Até o momento, foi demonstrado que a O-GlcNAcilação tem um papel na 

diferenciação e na atividade dos osteoclastos in vitro, bem como participa do 

remodelamento ósseo in vivo. Por fim, fomos investigar se a O-GlcNAcilação também 

interfere no desenvolvimento de patologias que tem por consequência a perda 

óssea, como por exemplo, o desenvolvimento da lesão periapical. Para isso, os 

camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl e seus controles CtsK-Cre foram submetidos ao 

modelo de indução da lesão periapical. Após 14 dias da indução, as mandíbulas 

foram coletadas e avaliadas quanto ao tamanho da lesão formada (mm2) por 

histomorfometria. Os cortes histológicos obtidos foram corados com hematoxilina e 

eosina (HE) para a visualização das estruturas ao redor do ápice dental. 

Como podemos observar na Figura 18A, os grupos CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl 

sem lesão apresentaram características semelhantes como ligamento periodontal, 

cemento e osso alveolar íntegros, assim como ausência de infiltrado inflamatório. Por 

outro lado, ao induzir a lesão periapical, os grupos CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl com 

lesão periapical apresentaram perda do ligamento periodontal, presença de infiltrado 

inflamatório e uma reabsorção óssea alveolar (Figura 18A). 

A área periapical mensurada foi identificada na raiz distal do primeiro molar 

inferior do lado experimental e seus respectivos controles, e essa área foi mensurada 

em mm2 utilizando o software de imagens Image J. Os grupos CtsK-Cre e CtsK-Cre 

Ogtfl/fl controles apresentaram uma área periapical semelhante entre eles. Ao induzir 

a lesão, o grupo CtsK-Cre apresentou um espaço periapical maior em relação ao seu 

respectivo grupo controle, devido a presença de um processo inflamatório local e 

perda de estruturas ao redor da raiz infectada. Ao avaliar o grupo CtsK-Cre Ogtfl/fl 

após o mesmo período experimental de 14 dias, vimos que esses animais 

desenvolveram uma área de lesão periapical menor quando comparado ao grupo 

CtsK-Cre com lesão (Figura 18B), mostrando que a perda óssea induzida por um 

processo inflamatório/infeccioso também pode ser modulada pela O-GlcNAcilação. 

  

 

 



Resultados | 87 
 

Figura 18. Avaliação do impacto da O-GlcNAcilação na perda óssea induzida pela lesão 
periapical. (A) Imagens representativas da raiz distal do primeiro molar inferior de animais CtsK-Cre 
e CtsK-Cre Ogtfl/fl submetidas a lesão periapical e seus respectivos controles. Cortes semi-seriados de 
5 mm foram corados com HE para avaliação da extensão da lesão periapical formada após 14 dias de 
doença periapical. O delineado preto descontínuo representa a área periapical nos animais controles e 
a lesão periapical nos animais submetidos a doença. (B) Avaliação da área do espaço periapical. Foi 
realizada a mensuração da área periapical na raiz distal do primeiro molar dos animais CtsK-Cre e 
CtsK-Cre Ogtf/f submetidas a lesão periapical e seus respectivos controles. ***p<0,001 comparado 
com o seu respectivo controle; ##p<0,01 quando comparado ao grupo WT com lesão periapical.  

  



88 | Resultados 
 

Para saber se esse controle de perda óssea nos animais deficientes para OGT 

estaria relacionado com uma inibição dos osteoclastos na lesão, fomos avaliar o 

número de osteoclastos pela marcação de TRAcP. Inicialmente, observamos que os 

grupos CtsK-Cre Ogtfl/fl e CtsK-Cre sem lesão, se apresentaram de forma semelhante 

entre eles (Figura 19A). Entretanto, quando induzida a lesão, os animais CtsK-Cre 

Ogtfl/fl apresentaram uma marcação de TRAcP menos intensa do que os animais 

CtsK-Cre (Figura 19A). Além disso, ao quantificar o número de osteoclastos ao redor 

da lesão periapical, foi observado que a deficiência de Ogt nos osteoclastos levou a 

uma redução do número de osteoclastos ao redor do osso alveolar quando 

comparado com o grupo CtsK-Cre com lesão (Figuras 19B). 
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Figura 19. Determinação da presença de osteoclastos na lesão periapical. (A) Imagens 
representativas da raiz distal do primeiro molar inferior de animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtf/lfl 
submetidas a reação enzimática de TRAcP. As marcações em vermelho representam as células 
positivas para TRAcP (osteoclastos). (B) Quantificação do número de células TRAcP-positivas na 
região periapical dos animais CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl. ***p<0,001 comparado com o seu 
respectivo controle; ##p<0,01 quando comparado ao grupo CtsK-Cre com lesão periapical.  
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4.13 O NFATc1 como potencial alvo de O-GlcNAcilação durante a 

osteoclastogênese e ativação dos osteoclastos. 

O NFATc1 é o principal fator de transcrição da osteoclastogênese, responsável 

pela regulação de diversos genes essenciais, não só para a diferenciação como 

também para atividade dos osteoclastos (TAKAYANAGI et al., 2002; WINSLOW et al., 

2006).  Sabemos que, para o NFATc1 ser ativado ele precisa ser desfosforilado, 

processo o qual permitirá a sua translocação para o núcleo da célula, e 

consequentemente, levará a ativação dos outros genes responsáveis pela 

diferenciação e ativação dos osteoclastos (ALQRANEI et al., 2020; KIM et al., 2020). 

 

Esquema 2.  Ilustração da ativação de NFATc1. A ativação de RANK pelo seu ligante RANKL leva 
a degradação de IkB-a, liberando o NF-kB que transloca para o núcleo. Ainda, o NF-kB ativa c-Fos que 
consequentemente leva a translocação de NFATc1 para o núcleo. O NF-kB e o NFATc1 no núcleo leva 
a transcrição de vários genes relacionados com a diferenciação e ativação dos osteoclastos 
(ALQRANEI et al., 2020). 
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Considerando que a O-GlcNAcilação afeta ambos os processos de 

diferenciação e função dos osteoclastos, a nossa hipótese era que o NFATc1 poderia 

ser um alvo de O- GlcNAcilação, e portanto, o mecanismo de controle da 

osteoclastogênese e reabsorção óssea. Para isso, foi realizado uma cultura de 

osteoclastos utilizando a medula óssea de animais C57BL/6, e submetidas ao 

protocolo de imunoprecipitação (IP). 

 

Figura 20. Análise de imunoprecipitação para NFATc1. Imagens da revelação de 
immunobloting para marcação de NFATc1 e RL2 (O-GlcNAcilação) em amostras de cultura de 
osteoclastos estimulados com M-CSF (30 ng/mL) e RANKL (10 ng/mL) por 3 dias e imunoprecipitadas 
com anti-NFATc1 (IP).  

 
 

Podemos observar nessa imagem de immunobloting que o protocolo de 

imunoprecipitação de NFATc1 foi estabelecido visto que a marcação para NFATc1 no 

grupo IP está maior em relação ao grupo Input, o qual representa o total de 

proteínas coletadas antes da imunoprecipitação. Ainda, ao avaliar a expressão de 

proteínas O-GlcNAciladas (RL2) verificou-se que o grupo IP (NFATc1) apresentou 

uma maior expressão de RL2 quando comparado ao Input (Figura 20). Esse ensaio 

demonstra uma possível interação entre NFATc1 e GlcNAc. 

 

4.14 A GlcNAcilação estimula a ativação de NFATc1 durante a 

osteoclastogênese. 

 Uma outra maneira de avaliar se a O-GlcNAcilação estaria levando a uma 

maior ativação de NFATc1 foi realizando um ensaio de imunofluorescência, o qual 
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nos mostra se o NFATc1 estaria presente mais no núcleo (ativo) ou no citoplasma 

(inativo) dos pré-osteoclastos/osteoclastos. No terceiro dia de diferenciação com M-

CSF e RANKL, o qual representa o pico de fusão entre os pré-osteoclastos, o meio de 

cultivo foi substituído por um meio com RANKL e GlcNAc no grupo tratado e apenas 

com o RANKL no grupo controle. Após quatro horas de estímulo, as células foram 

lavadas com PBS e fixadas para posterior marcação com NFATc1 por 

imunofluorescência. Como podemos observar nas imagens abaixo, o tratamento com 

RANKL e GlcNAc por 4 horas resultou em uma maior translocação de NFATc1 para o 

núcleo, onde podemos ver nas células indicadas pelas setas uma maior colocalização 

de NFATc1 e DAPI (núcleo) em relação ao grupo controle (Figura 21A).  

Para avaliar o efeito inverso, utilizamos o inibidor OSMI-1 na cultura de 

osteoclastos e coletamos o lisado celular após três dias de cultura, com o objetivo de 

realizar a fração nuclear dessas células e marcar com o anticorpo para NFATc1. 

Corroborando com os dados de imunofluorescência, observamos que na presença do 

meio osteoclastogênico (M-CSF e RANKL) houve um aumento da expressão de 

NFATc1 no núcleo, mostrando a importância desse marcador na osteoclastogênese. 

Ao mesmo tempo, ao avaliar o grupo tratado com OSMI-1, observamos uma menor 

expressão de NFATc1 no núcleo, sugerindo que a inibição da O-GlcNAcilação poderia 

inibir a ativação de NFATc1 mantendo-o na forma inativa no citoplasma e portanto, 

inibindo-o de translocar para o núcleo (Figura 21B). Sendo assim, a análise de 

imunofluorescência e a de fração nuclear juntamente com os dados anteriores, 

apontam o NFATc1 como um possível alvo de O-GlcNAcilação, pela qual estimula a 

osteoclastogênese e direciona os osteoclastos a reabsorverem de forma mais ativa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Resultados | 93 
 

Figura 21. Localização de NFATc1 por imunofluorescência e fração nuclear. (A) Imagens de 
imunofluorescência com marcações para DAPI (azul), NFATc1 (verde) e o Merge (sobreposição) 
dessas 2 imagens de osteoclastos retratando osteoclastos estimulados com RANKL (10 ng/mL) 
seguido de osteoclastos com RANKL (10 ng/mL) e GlcNAc (3 mM) por 4 horas. (B) Fração nuclear de 
osteoclastos cultivados por 3 dias e marcados com anti-NFATc1 na presença do inibidor OSMI-1 e no 
seu controle (RANKL). H3 foi usado como gene endógeno. Imagens representativas de dois 
experimentos independentes. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A relação entre metabolismo celular e as vias de sinalização intracelular é um 

tema emergente na pesquisa biológica, no entanto, ainda não foi totalmente 

elucidado como essa reprogramação metabólica celular pode controlar o 

comportamento dos osteoclastos. Diversos estudos têm demonstrado a importância 

do consumo de glicose durante a diferenciação e a atividade reabsortiva dos 

osteoclastos (WILLIAMS et al., 1997; KIM et al., 2007; INDO et al., 2013). Embora a 

fosforilação oxidativa tenha sido abordada como a maior via de suprimento 

bioenergético dos osteoclastos, Li e colaboradores (2020) observaram que a via 

glicolítica também é crucial para a osteoclastogênese. O estudo mostrou que a 

deleção seletiva de Glut1, que é o transportador de glicose mais expresso nos 

osteoclastos, diminui a produção de lactato sem comprometer o consumo basal de 

oxigênio ou a produção de ATP da fosforilação oxidativa, ressaltando um papel 

independente da glicólise aeróbica na osteoclastogênese (LI et al., 2020).  

A O-GlcNAcilação é uma modificação pós-traducional que tem sido bastante 

estudada nos últimos anos, pois ela integra o metabolismo celular com as mudanças 

que ocorrem nos processos celulares de diversos tecidos, incluindo a funcionalidade 

das proteínas (TORRES et al., 1984; HART et al., 2019). Na biologia óssea, os 

primeiros estudos sobre o papel da O-GlcNAcilação foram em osteoblastos. Os 

estudos in vitro demonstraram que a O-GlcNAcilação potencializa a diferenciação dos 

osteoblastos, e esses achados foram sustentados por uma redução da expressão 

gênica de Runx2 e Fosfatase alcalina, importantes marcadores osteogênicos, na 

presença do inibidor de OGT (KIM et al., 2007b; NAGEL et al., 2014). Entretanto, o 

papel da O-GlcNAcilação na diferenciação e função dos osteoclastos, bem como a 

importância dessa modificação pós-traducional no remodelamento ósseo fisiológico e 

patológico ainda não está bem estabelecido na literatura. Primeiramente, 

observamos que durante a osteoclastogênese há um aumento da expressão de OGT 

e GFAT1, duas enzimas cruciais da via das hexosaminas. GFAT1 converte a 

glutamina em frutose-6-fosfato, que ao final da cascata metabólica, é convertida em 

UDP-GlcNAc, um substrato da enzima OGT que conduz a O-GlcNAcilação de 

proteínas (BROSCHAT et al., 2002; MARSHALL; BACOTE; TRAXINGER, 1991). Esses 
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dados juntamente com o estudo de KIM e colaboradores (2021), onde foi observado 

o aumento da expressão gênica de Gfat1 e Ogt durante a osteoclastogênese, nos 

indicam um papel importante da via das hexosaminas na diferenciação dos 

osteoclastos. 

O processo de diferenciação celular requer uma série de modificações 

controladas pela transcrição de diversos genes e é dependente da metabolização de 

metabólitos e nutrientes (YANES et al., 2010). O GlcNAc é um monossacarídeo que é 

rapidamente adicionado e removido de proteínas-alvo em decorrência da atividade 

enzimática de OGT e OGA, e da ativação de diversas vias de sinalização (KEARSE; 

HART, 1991). Diversos estudos demonstraram que níveis inadequados de GlcNAc nas 

células podem causar sérios danos aos processos celulares, podendo ser um fator 

predisponente para o desenvolvimento de doenças, como câncer, doenças 

neurodegenerativas e diabetes (HANOVER et al., 2005; FERRER et al., 2014; PARK et 

al., 2021). No presente estudo, observamos que a adição do monossacarídeo GlcNAc 

estimulou tanto a formação de osteoclastos gigantes, como também aumentou a 

capacidade de desmineralização deles. Entretanto, Takeuchi e colaboradores (2016), 

utilizando altas doses do monossacarídeo GlcNAc (20 mM), viram uma supressão da 

diferenciação dos osteoclastos da linhagem celular RAW264.7. Ainda, mais 

recentemente, esses mesmos autores avaliaram a osteoclastogênese na presença de 

Thiamet G, um inibidor da enzima OGA responsável pela reversão da O-GlcNAcilação. 

Foi observado que a inibição de OGA levou a redução do número e capacidade de 

desmineralização dos osteoclastos vistos em placa contendo hidroxiapatita 

(TAKEUCHI et al., 2020). Esses resultados contraditórios ao nosso, podem ser 

explicados pelas diferenças do tipo de linhagem celular utilizado e quantidade de 

GlcNAc adicionado na cultura. Análises proteômicas já revelaram que várias proteínas 

envolvidas com o ciclo celular, metabolismo e organização do citoesqueleto são 

regulados de forma diferente nas células RAW264.7 e nas células da medula óssea 

(NG et al., 2018). Além disso, mesmo após a ativação com RANKL, as células 

RAW264.7 continuam a manter em grande proporção um fenótipo de macrófago, 

não sendo, portanto, considerado um osteoclasto completamente diferenciado (NG et 

al., 2018). Em relação a concentração de GlcNAc, os próprios autores discutem que 

20 mM de açúcar é uma concentração muito maior que as concentrações fisiológicas 
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ou patológicas, não sendo assim parâmetro para uma simulação de uma condição 

hiperglicêmica (TAKEUCHI et al., 2020).  

Com o objetivo de avaliar o efeito da inibição da O-GlcNAcilação na 

osteoclastogênese e na atividade dos osteoclastos, selecionamos dois inibidores da 

enzima OGT, OSMI-1 e 5SGlcNAc. Existem diversos substratos que inibem a OGT in 

vitro, porém algumas delas são impermeáveis à membrana celular, sendo ineficazes 

nas células (GLOSTER et al., 2011; WANG et al., 2014; BORODKIN et al., 2014). No 

entanto, os inibidores utilizados neste estudo OSMI-1 e 5SGlcNAc demonstraram ser 

efetivos ao reduzir drasticamente a O-GlcNAcilação global de proteínas (ORTIZ-MEOZ 

et al., 2015). Quando adicionados na cultura primária de osteoclastos murino, 

observamos uma redução tanto da capacidade de diferenciação quanto da 

desmineralização dos osteoclastos, confirmando a importância da O-GlcNAcilação 

para a diferenciação e atividade dos osteoclastos in vitro. Ainda, vimos que OSMI-1 e 

5SGlcNAc reduziram a expressão de importantes marcadores “chave” da 

diferenciação e atividade dos osteoclastos, como o NFATc1, Integrina αv e Catepsina 

K, corroborando com os achados de expressão gênica de KIM e colaboradores 

(2021), onde eles também reportam uma redução de Nfatc1 e CtsK na cultura de 

osteoclastos murino em presença de OSMI-1. 

De forma complementar, utilizamos a ferramenta da deleção gênica seletiva 

Crelox-P para avaliarmos o efeito da deleção de Ogt especificamente nos precursores 

de osteoclastos na diferenciação e atividade dos osteoclastos in vitro. Demonstramos 

pela primeira vez que as células provenientes de animais deficientes de Ogt (LysM-

Cre Ogtfl/fl) tiveram osteoclastos menores e com poucos núcleos, associados a uma 

menor expressão proteica de NFATc1, Integrina αv e Catepsina K e a uma menor 

capacidade de desmineralização. Originalmente, demonstramos que o efeito da O-

GlcNAcilação em cultura de osteoclastos humanos foi o mesmo. Paralelamente aos 

nossos resultados, KIM e colaboradores (2021) utilizaram um RNA de interferência 

para silenciar a enzima OGT. Da mesma maneira, eles observaram que ao silenciar a 

OGT houve uma redução da osteoclastogênese, da expressão gênica e proteica de 

Nfatc1, dentre outros. 

O NFATc1 é o principal fator de transcrição que rege a diferenciação e a 

atividade dos osteoclastos. Proteínas NFAT são encontradas no citoplasma celular na 
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forma fosforilada pelo complexo proteico Ik-Bα, e quando são ativadas, essas 

proteínas são desfosforiladas por calcineurina, fosfatase calmodulina 

dependente/Ca2+, e translocadas para o núcleo celular (ZHAO et al., 2017). Essa 

ativação nos pré-osteoclastos, induz a transcrição de vários genes responsáveis pela 

osteoclastogênese e pela funcionalidade dos osteoclastos, dentre eles Trap, 

Catepsina K, Integrina αV e MMP-9 (CRABTREE et al., 2002, SOLTANOFF et al., 

2009). Sendo o NFATc1 um forte regulador da osteoclastogênese e da atividade dos 

osteoclastos, o vimos como um potencial alvo de O-GlcNAcilação. Primeiramente, ao 

inibir a OGT com o OSMI-1 ou pela deleção gênica, vimos que ambos reduziam a 

expressão de NFATc1 durante a osteoclastogênese. Adicionalmente, demonstramos 

que OSMI-1 inibe, enquanto a suplementação com GlcNAc estimula a translocação 

de NFATc1 para o núcleo em osteoclastos maduros. E recentemente, foi 

demonstrado que OSMI-1 inibe a O-GlcNAcilação de NF-kB p65 e NFATc1, afetando a 

sua translocação para o núcleo e desse modo, interferindo na transcrição dos genes 

osteoclásticos (KIM et al., 2021). Inclusive, sabendo que a O-GlcNAcilação e a 

fosforilação podem competir pelo mesmo sítio de serina/treonina (WANG et al., 

2008), nossa hipótese é que a O-GlcNAcilação pode evitar ou retardar a 

refosforilação de NFATc1, mantendo-o no núcleo e aumentando a sua atividade 

transcricional durante a diferenciação dos osteoclastos. Nesse mesmo segmento, foi 

previamente demonstrado que a O-GlcNAcilação de NFATc1 ocorre em linfócitos 

ativados e o silenciamento de Ogt prejudica a atividade transcricional de NFATc1 

(GOLKS et al., 2007). Ademais, observaram que a O-GlcNAcilação é também 

necessária para a ativação de NFATc3, promovendo a sua translocação nuclear em 

cardiomiócitos (FACUNDO et al., 2012).  

Os osteoclastos são as únicas células capazes de realizar a reabsorção do 

tecido ósseo. Isso se dá pela habilidade deles solubilizarem dois principais 

constituintes da matriz óssea: o colágeno e os minerais. Estudos mais recentes têm 

demonstrado que os osteoclastos podem ter orientações e duração de reabsorção 

diferentes de acordo com a sua capacidade de solubilização desses constituintes, 

podendo gerar dois tipos de reabsorções diferentes baseado nas suas caraterísticas 

geométricas (SØE; DELAISSÉ, 2013). Quando os osteoclastos têm um potencial 

colagenolítico menor do que a desmineralização, eles se aderem na matriz óssea e 
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reabsorvem perpendicularmente à superfície de forma intermitente, formando os 

pits. Em casos opostos, os osteoclastos vão se movimentando e reabsorvendo ao 

mesmo tempo em direção paralela à superfície, formando escavações longas e 

profundas denominadas de trenches. Notavelmente, ao adicionarmos o GlcNAc nos 

osteoclastos já diferenciados, eles passaram a reabsorver muito mais na forma de 

trenches do que em pits. Ainda, ao inibir a O-GlcNAcilação com OSMI-1, esse efeito 

foi revertido. A maioria das reabsorções do tipo trench se inicia como um pit, no 

entanto, é necessário que haja uma alta atividade de Catepsina K para que a 

reabsorção do tipo pit mude para o modo trench (SØE; DELAISSÉ, 2017). Essa 

evidência foi validada ao ter uma redução na formação de trenches e um aumento 

na formação de pits conforme foram aumentando as doses de odanacatib, um 

inibidor de Catepsina K, nos ensaios de reabsorção óssea (BORGGAARD et al., 2020). 

Corroborando com esses dados, o presente estudo mostrou uma modulação da 

expressão de Catepsina K ao inibir a O-GlcNAcilação nos osteoclastos, que por sua 

vez, suprimiu a reabsorção óssea. Sendo assim, pela primeira vez, nossos dados 

revelam um mecanismo de ação da O-GlcNAcilação na capacidade de reabsorção dos 

osteoclastos, uma vez que níveis elevados de Catepsina K facilita a formação de 

trenches, um modo de reabsorção óssea mais agressiva.  

Apesar dos estudos sobre a direcionalidade das vias metabólicas e 

compartimentos celulares serem ainda abstratos, há uma hipótese de que as 

enzimas metabólicas são sequestradas em diferentes áreas das células durante as 

suas atividades celulares (ZECCHIN et al., 2015). Células endoteliais angiogênicas, 

por exemplo, alocam enzimas glicolíticas em lamelipódios e filopódios para permitir 

uma rápida geração de ATP durante a sua movimentação e alto gasto energético (DE 

BOCK et al., 2013). Nesse contexto, LEMMA e colaboradores (2016) viram que há 

duas enzimas-chave da via glicolítica PKM2 e GAPDH, localizadas muito próximas às 

estruturas do anel de actina dos osteoclastos, sugerindo a participação dessa via na 

movimentação dos osteoclastos durante a formação dos trenches.   

O remodelamento ósseo é importante para o crescimento, homeostase de 

cálcio no sangue, reparo de microfissuras e fraturas, assim como para reorganizar as 

estruturas ósseas para suportar as demandas de carga (MOTYL et al., 2017). Os 

osteoblastos, osteócitos e osteoclastos são as principais células responsáveis por 
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esse processo e a homeostase óssea é decorrente do equilíbrio da atividade dessas 

células. Visto que a deficiência a O-GlcNAcilação tem um papel crucial para a 

diferenciação e atividade dos osteoclastos, fomos avaliar o efeito da deficiência 

seletiva de OGT nos osteoclastos sobre o remodelamento ósseo in vivo. Ao analisar 

as microarquiteturas ósseas de fêmur dos camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl e seus 

controles CtsK-Cre por microtomografia computadorizada, observamos que a 

deficiência seletiva de OGT nos osteoclastos resultou em um aumento da espessura 

trabecular e cortical, além de um aumento do volume ósseo trabecular e cortical nos 

camundongos. Esses dados mostram que a O-GlcNAcilação tem um papel importante 

no remodelamento ósseo fisiológico. Por fim, avaliamos o efeito da deleção seletiva 

de OGT nos osteoclastos em um modelo de perda óssea resultante de uma 

inflamação/infecção nos camundongos CtsK-Cre e CtsK-Cre Ogtfl/fl. Após 14 dias de 

lesão periapical, vimos que os camundongos CtsK-Cre Ogtfl/fl tiveram uma menor 

lesão periapical acompanhado de um menor marcação de TRAcP (presença de 

osteoclastos) ao redor da lesão periapical quando comparado com o grupo controle 

CtsK-Cre, demonstrando o papel da O-GlcNAcilação na perda óssea induzida durante 

a lesão periapical. De fato, a hiperglicemia, uma característica dos diabéticos, 

dificulta a cicatrização de feridas e leva a manifestações sistêmicas e orais, 

apresentando um efeito direto na integridade da polpa dentária (LIMA et al., 2013). 

Ainda, os pacientes diabéticos exibem um número reduzido de osteoblastos, além de 

apresentarem hipercalciúria e osteopenia, sendo esses fatores contribuintes para o 

agravamento da perda óssea (ZAYZAFOON et al., 2000; BALINT et al., 2002). 

Embora os dados obtidos no presente projeto nos darem fortes indícios de 

que o NFATc1 seja a proteína-alvo regulatória, mais experimentos são necessários 

para verificar se a O-GlcNAcilação de NFATc1 seria o fator que determina o tipo de 

reabsorção exercido pelos osteoclastos. Além disso, sabe-se que durante a 

osteoclastogênese, há o envolvimento de várias proteínas O-GlcNAciladas, portanto, 

outras proteínas-alvo também devem ser exploradas. Deste modo, foi demonstrado 

neste estudo a participação da O-GlcNAcilação na osteoclastogênese e na modulação 

dos osteoclastos para uma reabsorção óssea mais ativa e agressiva. Paralelamente, 

vimos a importância dessa modificação pós-traducional no remodelamento ósseo 

fisiológico e durante a perda óssea induzida por uma infecção/inflamação. Utilizando 
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ferramentas farmacológicas e genéticas, foi possível estabelecer uma relação entre a 

O-GlcNAcilação com a fusão dos pré-osteoclastos/osteoclastos durante a 

osteoclastogênese. Além disso, vimos um efeito estimulatante da O-GlcNAcilação na 

atividade funcional dos osteoclastos. Ainda, utilizando animais geneticamente 

deficientes para Ogt nos osteoclastos, foi observado que a O-GlcNAcilação é 

importante não só para a manutenção da homeostase óssea como também para 

estimular a reabsorção óssea pelos osteoclastos desencadeada por um processo 

inflamatório/infeccioso, no caso, na lesão periapical experimental.     
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6. CONCLUSÕES 

 

A O-GlcNAcilação é essencial para a osteoclastogênese e modula o 

comportamento reabsortivo dos osteoclastos. Além disso, nossos dados mostram um 

possível mecanismo para a perda óssea e fragilidade mediada pela atividade 

excessiva dos osteoclastos em processos patofisiológicos. Portanto, o presente 

estudo abre novos caminhos direcionados para a O-GlcNAcilação em osteoclastos 

como uma possível intervenção terapêutica em doenças osteolíticas.   
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