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RESUMO

O estimulo mecanico sabidamente provoca deformacgdo de proteinas da matriz extracelular e da
célula 6ssea, as quais se tornam ativas e sinalizam reacdes intracelulares que determinam o aumento da
massa Ossea. Estudos apontam a quinase de adesdo focal (FAK) como uma proteina fundamental na
sinalizacdo da deformacéo celular causada pelo estimulo mecanico no osso, mas ha necessidade de estudos in
vivo que comprovem esse papel.

Objetivos — Com o ultra-som de baixa poténcia, investigar a influéncia do estimulo mecanico na
expressdo da FAK no o0sso, e a possibilidade de detectar proteinas envolvidas com a proliferacdo celular
6ssea e muscular esquelética.

Material e Métodos — Tibias e fibulas de ratos foram estimuladas com ultra-som de baixa poténcia
durante 20 min/uma vez ao dia, por periodos de 7, 14 e 21 dias. O grupo controle ndo foi estimulado. Cada
grupo continha 7 ratos. Quinze horas apds o ultimo estimulo, a tibia e a fibula foram retiradas para realizacdo
de immunoblotting, utilizando anticorpos especificos para identificar FAK, FAK-Tyr(P)-397, extracellular
signal-regulated kinase-2 (ERK-2), ERK-1/2-Tyr(P)-204, insulin receptor substrate-1 (IRS-1) e IRS-2. O
musculo esquelético da regido estimulada foi extraido e submetido ao mesmo procedimento.

Resultados — Analisando-se os resultados de immunoblotting comparativamente com o grupo
controle, ndo foram detectadas FAK e FAK-Tyr(P)-397 no tecido 6sseo, enquanto ERK-2, ERK-1/2-Tyr(P)-
204, IRS-1 e IRS-2 foram identificados. No musculo esquelético, todas as proteinas estudadas foram
identificadas, exceto IRS-2.

Discussédo e Conclusdo: Os resultados sugerem que nao deve haver quantidade suficiente de FAK no
0sso detectavel pelo método utilizado. Por outro lado, observou-se que ERK-2, IRS-1 e IRS-2 sdo detectaveis
no 0sso e devem responder ao estimulo mecéanico. Além disso, 0 encontro dessas proteinas no tecido
muscular abre novas perspectivas no estudo da influéncia das partes moles no processo de reparacdo do
tecido 6sseo.

Palavras chaves: Quinase de adesdo focal, ultra-som, osteogénese, mecanotransducéo, integrinas.

The influence of the mechanical loading on the expression of focal
adhesion kinase in bone

ABSTRACT

It’s widely known that mechanical deformation of bone promotes activation of some proteins in the
extracellular matrix and bone cells. These proteins are responsible for signaling intracellular reactions that
determine bone mass growth. Studies indicate focal adhesion kinase (FAK) as a crucial protein to signal
mechanical deformation caused by mechanical loading on bone, but evidences in vivo are required to prove
this role.
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Objectives — Using a low-intensity ultrasound, investigate the influence of the mechanical loading
on the expression of FAK in bone, and the possibility of detecting proteins involved on cellular proliferation
of bone and skeletal muscle.

Material and methods — Tibiae and fibulae of 12-weeks-rats were stimulated by low-intensity
ultrasound during 20 minutes/once a day for periods of 7, 14 and 21 days. There were 4 groups, each one
containing 7 rats. The control group was not stimulated. Fifteen hours after the last stimulation, the tibia and
fibula were extracted for immunoblotting procedures with specific antibodies in order to evaluate FAK,
FAK-Tyr(P)-397, extracellular signal-regulated kinase-2 (ERK-2), ERK-1/2-Tyr(P)-204, insulin receptor
substrate-1 (IRS-1) and IRS-2. The skeletal muscle of the stimulated area was subjected to the same
procedures.

Results — Comparing the results of the different groups, both FAK and FAK-Tyr(P)-397 were not
detected in bone. However, ERK-2, ERK-1/2-Tyr(P)-204, IRS-1 and IRS-2 were identified. Moreover, all the
proteins studied were detected in skeletal muscle except for IRS-2.

Discussion and conclusion — The results suggest there are no significant quantities of FAK in bone
detectable by the methods used. In other hand, it was noted that ERK-2, ERK-1/2-Tyr(P)-204, IRS-1 and
IRS-2 are detectable in bone and may be responsive to mechanical stimulation. In addition, the detection of
these proteins in skeletal muscle, including FAK, opens up new perspectives on the study of the influence of
this tissue on bone repair.

Keywords: Focal adhesion kinase, ultrasound, osteogenesis, mechanotransduction, integrins.

1 INTRODUCAO

O estimulo mecanico comprovadamente exerce papel fundamental na remodelagdo 6ssea [17]. Os
osteoblastos e ostedcitos contém um arsenal de proteinas mecano-sensiveis capazes de realizar a
mecanotransducédo do estimulo mecanico, culminando em uma resposta celular que resultara em producéo ou
reabsorcdo osseas [10]. Estudos apontam as integrinas e a quinase de adesdo focal (FAK, do inglés focal
adhesion kinase) como os principais candidatos a proteinas responsaveis pelas etapas iniciais da
mecanotransducdo do estimulo mecénico [2, 16]. A interacdo entre as integrinas e a FAK deve desencadear a
ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular que estimulam a producédo de 0sso e a manutencdo da integridade
deste tecido [7].

A porcdo extracelular das integrinas se conecta com proteinas da matriz extracelular (MEC),
enquanto que a porg¢do intracelular da subunidade B das integrinas se fixa ao citoesqueleto através de
proteinas associadas a actina, como a-actinina, vinculina, paxilina e talina [4]. Esta interagdo MEC-
integrinas-citoesqueleto deve formar um verdadeiro sistema de alavancas capaz de transmitir a deformacéo
mecanica sofrida pelo osso até o citoplasma dos osteoblastos e dos ostedcitos (Figura 1). Somando-se a isso,
as integrinas formam verdadeiras adesdes focais, que, quando sdo deformadas, organizam-se formando
clusters e transmitem a deformacdo mecénica para as proteinas citoplasmaticas [12].

A molécula conectada & porg¢éo intracelular da subunidade  da integrina também pode ser a FAK.
Assim, ou as proteinas do citoesqueleto, ou as integrinas, devem transmitir a deformacéo para a FAK, a qual
é deformada mecanicamente, resultando na criagdo de um sitio — no residuo de tirosina 397 — que possui alta
afinidade para autofosforilagdo. A quantidade de FAK autofosforilada aumenta de modo tempo-dependente
em resposta ao estimulo mecanico, voltando aos niveis de repouso depois de determinado intervalo de tempo.
Estudos recentes mostram outro provavel mecanismo de fosforilacdo da FAK, causada pela PYK2 (do inglés,
proline-rich tyrosine kinase 2), a qual deve fosforilar diretamente a FAK em resposta ao estimulo mecanico.
Esta molécula, presente na adeséo focal é homoéloga a FAK, tendo uma semelhanca de 45% em relacdo a
estrutura. Com a fosforilagdo da FAK, ha a criacdo de um sitio de ligacdo de alta afinidade para os dominios
de homologia 2 de Src (do inglés Src homology 2), da subunidade p85 da quinase fosfatidilinositol 3 (PI3K,
do inglés phosphatidylinositol 3-kinase), uma quinase da familia Src [13]. A fosforilagdo da subunidade p85
da PI3K, por sua vez, deve ativar a subunidade catalitica p110 da PI3K, ativando a via de sinalizagdo
PI3K/Akt, que ativa proteinas cuja atividade resulta na producio de osso [14]. Experimentos demonstram que
a via PI3K/Akt, no entanto, ndo deve ativar a ERK-1/2 (do inglés, extracellular signal-regulated kinase-1/2)

[16].

Ha evidéncias de que a ERK-1/2 controle a proliferacdo celular de vérios tipos celulares incluindo
o0s osteoblastos [9]. Um estudo provou que a isoforma ERK-2 é fosforilada de modo tempo-dependente em
resposta a deformacdo mecénica do 0sso, em contraste com a isoforma ERK-1, cuja fosforilagdo foi muito
fraca. O mesmo estudo demonstrou que tanto a inibi¢do da PYK2 quanto a inibicdo da FAK causam forte
diminuicdo da expressdo da ERK-2 ap6s estimulo mecénico, indicando que FAK e PYK2 devem ativar a
ERK-2 [2]. Além disso, a ERK-1/2 deve ativar a expressdo da enzima induzivel cox-2, cuja expressao
aumenta de maneira tempo-dependente ap6s estimulo mecanico [16].

471



GUSMAO, C.V.B.; PAULI, J.R.; ALVES, J.M.; VELLOSO, L.A.; SAAD, M.J.A;; BELANGERO, W.D.;
Revista Matéria, v. 12, n. 3, pp. 470 — 479, 2007.

XA Ty 07 a-Actinina
(> 3 " < 50"
Y Vinculina ~ 7
Talina /' Paxilina Memb(gna
Meio intracelular | s plasmatica
'} 9 1 4 N ¥

Integrina — > . $ Proteinas
B[ a Meio extracelular & B /da miatriz

subufidades

Figura 1: As integrinas interagem com as proteinas da MEC e do citoesqueleto, formando um sistema de
alavancas que transmite o estimulo mecanico extracelular para dentro da célula. Talina, paxilina, vinculina,
a-actinina e actina sdo proteinas do citoesqueleto das células 6sseas. (traduzida de [4]).

Um meio utilizado para estimular mecanicamente as células 6sseas, seja in vitro, ou in vivo, é o
ultra-som (US) de baixa poténcia. Ele gera no interior do tecido 6sseo tensdes que ndo s6 se utilizam das
propriedades piesoelétricas desse tecido como também devem produzir ondas mecénicas de choque [3] que
estimulam as proteinas responsaveis pela transducéo dessas tensdes em estimulos elétricos e quimicos que
alteram favoravelmente o processo de neoformacdo éssea. Ademais, é amplamente comprovado em estudos
com animais [3] e estudos clinicos [5] que o US de baixa poténcia acelera a regeneracao 6ssea.

Outras moléculas envolvidas na proliferacdo e na manutencdo da integridade do tecido 6sseo sdo
insulin receptor substrate-1 (IRS-1) e insulin receptor substrate-2 (IRS-2). Essas moléculas sdo importantes
para sinalizacdo intracelular do IGF-1 (insulin growth-like factor-1) e da insulina, que sdo potentes
reguladores anabolicos do metabolismo 6sseo [11, 15]. O IRS-1 possui funcdo anabdlica [18] e esta
associado com a inducdo da formacdo do calo dsseo. Especula-se que ele mantém a remodelacdo 6ssea,
estimulando tanto a formacdo quanto a reabsor¢do do osso [1]. O IRS-2, por sua vez, deve manter o
predominio da formacéo de osso em relacdo a reabsorcéo 6ssea [1].

No musculo esquelético, FAK, ERK-2 e IRS-1 tém funces bastante conhecidas e sdo objetos de
indmeras pesquisas, devido a relacdo dessas proteinas entre si e com as vias de sinalizagdo intracelular
desencadeadas pela insulina e que incitam a proliferacdo celular. Porém, a relagdo dessas proteinas com o
estimulo mecanico é pouco estudada nesse tecido, assim como pouco se sabe sobre a influéncia das partes
moles na reparacéo do 0sso [6, 8].

Apesar do avanco das pesquisas, 0 conhecimento sobre o comportamento da FAK em resposta a
deformacdo mecéanica do tecido dsseo permanece incompleto e ndo foram encontrados estudos com a
finalidade de avaliar o comportamento desta proteina in vivo. Além disso, a semelhanca das vias da FAK,
ERK-2 e IRS-1/2 sugere uma relagdo entre essas moléculas que pode influenciar a resposta celular ao
estimulo mecénico. Em virtude desses fatos, o presente estudo tem como objetivos investigar, com base em
um modelo de estudo in vivo e utilizando o ultra-som de baixa poténcia, a resposta da FAK ao estimulo
mecanico no 0sso, e investigar a possibilidade de deteccdo de outras proteinas envolvidas na proliferacdo dos
tecidos 6sseo e muscular esquelético.

2  MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais
Foram utilizados 28 ratos Wistar machos com 12 semanas de idade, que foram mantidos em

ambiente a 25°C, com ciclos escuro-claro fixos (12/12 horas), recebendo agua potével e dieta padrdo a
vontade.
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2.2 Material Utilizado

Foram utilizados reagentes e aparelhos para eletroforese em dodecil sulfato de sodio e gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) adquiridos da Bio-rad (Richmond, CA, USA). Metano hidroximetilamina
(TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina, ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20 e glicerol
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45
um) foi obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O quimio-reagente (solucdo de quimiluminescéncia) foi
obtido da Pierce Biotechnology Inc. (Rockgord, IL). Os anticorpos policlonais de coelhos, especificos para
FAK-N-Terminal, FAK-Tyr(P)-397, IRS-1 e IRS-2 foram adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). O anticorpo monoclonal de camundongo especifico para ERK-1/2-Tyr(P)-204 foi obtido de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Os anticorpos secundarios peroxidase conjugada anti-
anticorpo de coelho e peroxidase conjugada anti-anticorpo de camundongo, ambos provenientes de cabras,
foram obtidos da Invitrogen Brasil Ltda. (SP, BRA). O equipamento de ultra-som de baixa poténcia (pulso de
200 ms de ondas senoidais na freqiiéncia de 1,5 MHz, repetindo-se na freqiiéncia de 1 KHz e poténcia de 30
mWi/cm?) modelo Exogem 2000* (Sonic Accelerated Fracture Healing System (SAFHS) foi cedido pela
Smith & Nephew Inc. (Memphis, TE, USA).

2.3 Estimulo com Ultra-som de Baixa Poténcia

Os pares de tibias e de fibulas dos animais foram estimulados ao mesmo tempo com o ultra-som de
baixa poténcia durante 20 minutos uma vez ao dia. Os 28 ratos foram distribuidos igualmente em quatro
grupos: 1- grupo 7 dias: foram submetidos ao estimulo com o ultra-som (US) de baixa poténcia durante sete
dias; 2- grupo 14 dias: foram submetidos ao estimulo com o US de baixa poténcia durante 14 dias; 3- grupo
21 dias: foram submetidos ao estimulo com o US de baixa poténcia durante 21 dias; 4- grupo controle: ndo
foram submetidos ao estimulo com o US de baixa poténcia.

Para as sessdes de estimulo, os animais foram mantidos dentro de um tubo de PVC fechado em uma
de suas extremidades simulando um abrigo para atrair e acalmar o animal, além de conté-lo. Foram feitos
varios furos no tubo para permitir a respiracdo do animal. O tamanho do tubo foi planejado de modo que
somente 0s membros posteriores dos ratos ficassem expostos, possibilitando o contato com o transdutor do
equipamento emissor de US e estimulo simultdneo de ambos os membros (Figura 2).

2.4 Procedimentos com Animais para Extracdo das Proteinas Teciduais

Quinze horas ap6s o ultimo estimulo (7° estimulo para o grupo 7, 14° estimulo para o grupo 14 dias
e 21° estimulo para o grupo 21 dias), os animais foram anestesiados por via peritoneal com tiopental sodico
(50 mg/kg) para a extracdo das tibias e das fibulas e em seguida sacrificados. Cada conjunto de quatro 0ssos
(1 par de tibias e 1 par de fibulas) retirados de cada rato foi submetido aos seguintes procedimentos:

O grupo de ossos foi, logo em seguida a extracdo do material, imerso em um cadinho contendo N,
liquido, colocado sobre uma placa metélica e coberto com um plastico resistente para ser macerado. Os
fragmentos resultantes foram imersos em cadinho contendo N, liquido e depois macerados no cadinho com a
utilizacdo de um soquete até obter um pé dsseo. Adicionou-se N, liquido novamente ao cadinho contendo o
po, que foi macerado com o soquete para deixar o pd mais fino. Este foi introduzido em um tubo de ensaio
contendo “Tampdo de Imunoprecipitado” (trisma base a 100 mM, EDTA a 10 mM, pirofosfato de sodio a 10
mM, fluoreto de s6dio a 100 mM, ortovanadato de sédio a 10 mM, PMSF a 2 mM (diluido em &lcool etilico),
triton X-100 a 1% e 0,1 mg/mL de aprotinina).

Em seguida, o material foi homogeneizado com o Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35, Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, USA) durante 30 segundos, operado em velocidade maxima. Durante e ap6s a
homogeneizacgéo, o tubo de ensaio foi mantido em gelo para evitar a degradacdo das proteinas. Ao final da
extracdo, adicionou-se Triton X-100 1% em todas as amostras, mantidas em gelo. Apds quarenta minutos, 0s
materiais extraidos e homogeneizados foram submetidos a centrifugagdo, em velocidade de 11.000 rpm
durante 30 minutos a 4°C, para remover o material insolivel. O sobrenadante foi estocado em tampéo de
Laemmli, contendo 200mM de DTT em uma proporcdo de 4:1 (uma parte de Laemmli para quatro de
material extraido), até a fase seguinte. Outra pequena por¢do do sobrenadante foi utilizada para quantificagdo
da concentracao protéica de cada amostra, através do método colorimétrico de Biureto.

Além disso, 0 musculo esquelético da regido onde o complexo tibia-fibula foi estimulado com ultra-
som de baixa poténcia — correspondente no ser humano aos musculos cabega lateral do gastrocnémio, fibular
longo e s6leo — foi retirado e introduzido em um tubo de ensaio contendo “Tampdo de Imunoprecipitado”
para ser submetido ao mesmo procedimento do conjunto de quatro ossos correspondente. O musculo
esquelético foi utilizado para se certificar de que o processo de immunoblotting, os reagentes e os anticorpos
utilizados funcionaram corretamente.
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Figura 2: Observa-se o rato mantido no tubo de PVC e cada transdutor de dois equipamentos de US em
contato com cada uma das patas posteriores do animal.

2.5 “Immunobloting”

Aliquotas contendo 250 pg de proteina por amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), feito em concentracdo de 12% e com 1,5 mm de espessura. A eletroforese foi realizada em
cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com solucdo tampéo para eletroforese (trisma base a 200 mM,
glicina a 1,52 M, EDTA a 7,18 mM, SDS a 0,4%), previamente diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25
volts, inicialmente, até a passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento (stacking), quando entdo
foi submetido a 120 volts até o final do gel de resolucdo (resolving). A seguir, as proteinas separadas no
SDS-PAGE foram transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando-se o equipamento de
eletrotransferéncia de minigel da Bio Rad e a solu¢do tampdo para transferéncia (trisma base a 25 mM,
glicina a 192 mM, metanol a 20% e SDS a 0,02%) mantidos em voltagem constante de 120 volts por 2 horas,
sob refrigeracdo continua por gelo. As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram
bloqueadas com leite em pé desnatado (Molico®) a 5% por 2 horas, a temperatura ambiente, para diminuir a
ligacdo inespecifica de proteinas. Em seguida, as membranas foram lavadas com solucdo basal (cloreto de
sodio 150 mM, trisma base 10 mM, Tween 20 a 0,02%) por 3 sessdes de 10 minutos e incubadas com
anticorpos para FAK, ERK-2, ERK-1/2-Tyr(P)-204, IRS-1, IRS-2 (todos na proporcdo 1:1000) e FAK-
Tyr(P)-397 (1:3000) sob agitacdo constante por 12 horas a 4°C. Depois, as membranas foram novamente
lavadas com solucdo basal por 3 sess@es de 8 minutos e incubadas com o anticorpo secundario peroxidase
conjugada anti-anticorpo de coelho obtido em cabra (1:7500), ou peroxidase conjugada anti-anticorpo de
camundongo obtido em cabra, por 3 horas a temperatura ambiente. Ap6s o tempo, as membranas foram
lavadas com solugdo basal por 3 sessbes de 10 minutos. Em seguida, adicionou-se solucdo de
quimiluminescéncia em cada membrana por 3 minutos. Entdo, as membranas foram expostas ao filme de R-
X (Kodak XAR - Rochester, NY), com intensificador (Cronex Lightning Plus - DuPont, Wilmington, DE)
em cassete. Cerca de 10 minutos depois, os filmes foram revelados na forma convencional.

3 RESULTADOS

3.1 Identificagcdo da FAK e de FAK Fosforilada em Tirosina 397 (P-FAK) apds Estimulo
Ultra-sdnico

Realizou-se immunablotting com anticorpos anti-FAK-N-terminal para detectar expressdo de FAK
nos 0ssos de ratos ndo estimulados com US de baixa poténcia e comparar com a expressao de FAK nos 0ssos
dos ratos estimulados, bem como comparar a expressao da proteina entre os diferentes grupos. Os mesmos
anticorpos foram utilizados na deteccdo da expressdo de FAK no musculo esquelético dos ratos de cada
grupo estudado, para atestar o funcionamento correto do método. Essa proteina ndo foi identificada nos 0ssos
dos grupos estudados, bem como do grupo controle. Por outro lado, observou-se forte expressdo de FAK no
tecido muscular em todos os grupos (Figura 3).

O immunoblotting com anticorpos anti-FAK-Tyr(P)-397 foi realizado para detectar a expressdo de
FAK fosforilada em tirosina 397 nos 0ssos dos animais e comparar os resultados entre os grupos estudados.
Do mesmo modo, este procedimento foi realizado visando detectar P-FAK no mdsculo esquelético,
utilizando esse tecido como indicador do funcionamento correto do método. No tecido 6sseo, ndo foi
observada P-FAK em nenhum dos grupos. Em contrapartida, detectou-se P-FAK no tecido muscular
esquelético, em todos os grupos estudados (Figura 4).
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Figura 3: Identificagcdo da FAK no tecido muscular esquelético da regido estimulada com o ultra-som de
baixa poténcia, nos grupos controle (ctr), de 7 dias, de 14 dias e de 21 dias.
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Figura 4: Identificacdo da P-FAK no tecido muscular esquelético da regido estimulada com o ultra-som de
baixa poténcia, nos grupos controle (ctr), de 7 dias, de 14 dias e de 21 dias.

3.2 Identificacdo de ERK-2 e ERK-1/2 Fosforilada apds Estimulo Ultra-s6nico

Foi feito immunoblotting utilizando anticorpos especificos para ERK-2, com o intuito de detectar a
expressao dessa proteina em ossos dos ratos de cada grupo estudado e comparar com os resultados obtidos
para a FAK. O tecido muscular esquelético foi utilizado como indicador do funcionamento correto do
método, sendo submetido ao mesmo procedimento do tecido 6sseo. Identificou-se expressdo de ERK-2 em
todos os grupos estudados em ambos os tecidos (Figuras 5 e 6).

Para detectar fosforilacdo da ERK-1/2 nos 0ssos dos ratos de cada grupo estudado e comparar com
os resultados da P-FAK, executou-se immunoblotting com anticorpos anti-ERK-1/2-Tyr(P)-204. O tecido
muscular esquelético foi utilizado como indicador do funcionamento correto do método. Notou-se a presenca
de ERK-1/2 fosforilada em ambos os tecidos para todos os grupos avaliados (Figuras 7 e 8).
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Figura 5: Identificacdo de ERK-2 no tecido dsseo do grupo controle (ctr) e dos grupos submetidos ao
estimulo com o ultra-som de baixa poténcia por 7, 14 e 21 dias.
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Figura 6: Identificagdo de ERK-2, no tecido muscular esquelético da regido estimulada com o ultra-som de
baixa poténcia, nos grupos controle (ctr), de 7 dias, de 14 dias e de 21 dias.
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Figura 7: Identificacdo de P-ERK-1/2, no tecido ésseo, no grupo controle (ctr) e nos grupos submetidos ao
estimulo com o ultra-som de baixa poténcia por 7, 14 e 21 dias.
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Figura 8: Identificacdo de P-ERK-1/2, no tecido muscular esquelético da regido estimulada com o ultra-som
de baixa poténcia, nos grupos controle (ctr), de 7 dias, de 14 dias e de 21 dias.

3.3 Identificacdo de IRS-1 e IRS-2 ap6s Estimulo Ultra-sénico

O immunoblotitng foi realizado para detectar a expressdo de IRS-1 e IRS-2 nos 0ssos dos ratos de
cada grupo estudado e comparar com os achados da FAK, utilizando-se, respectivamente, anticorpos anti-
IRS-1 e anti-IRS-2. O tecido muscular foi utilizado como marcador da funcéo correta do método. Detectou-
se IRS-1 no tecido 6sseo apenas no grupo de sete dias (Figura 9), enquanto que no musculo esquelético esta
proteina foi detectada em todos os grupos (Figura 10). Ja o IRS-2 foi encontrado no tecido dsseo em todos 0s
grupos avaliados, enquanto que no tecido muscular ndo foi observado (Figura 11).
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Figura 9: Identificacdo de IRS-1 6sseo apenas no grupo de 7 dias.
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Figura 10: Identificacdo de IRS-1, no tecido muscular esquelético da regido estimulada com o ultra-som de
baixa poténcia, nos grupos controle (ctr), de 7 dias, de 14 dias e de 21 dias.
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Figura 11: Identificacdo de IRS-2, no tecido 6sseo, no grupo controle e nos grupos submetidos ao estimulo
com o ultra-som de baixa poténcia por 7, 14 e 21 dias.

4  DISCUSSAO

O ultra-som de baixa poténcia gera no interior do tecido 6sseo tensdes que devem produzir ondas
mecanicas de choque que deformam a MEC 6ssea [3]. As proteinas da MEC, quando deformadas, atuam
como um sistema de alavancas que transmite a sua deformacdo para as integrinas dos osteoblastos e
ostedcitos. Atraves do mesmo sistema de alavancas, as integrinas transmitem a deformacéo sofrida pela MEC
para os constituintes do citoesqueleto (actina, a-actinina, paxilina, talina, vinculina), constituindo a interacéo
matriz-integrina-citoesqueleto (Figura 1). Acredita-se que a FAK se liga a subunidade B da integrina ou a
alguma proteina do citoesqueleto. Portanto, a deformacdo desse sistema levaria & deformacéo da estrutura
molecular da FAK, criando nesta molécula um sitio em tirosina 397 de alta afinidade para autofosforilagdo. A
partir dai, ela deve ativar vias de sinalizagdo intracelular, uma das quais resultara na ativagdo da ERK-2, que
quando ativada induz favoravelmente o processo de neoformacao 6ssea.

A literatura atualmente disponivel sobre as vias de sinalizagdo no campo da mecanobiologia dssea é
fundamentada em estudos in vitro, que sdo capazes de detectar a FAK e a ERK-2 — e outras proteinas dsseas
—, bem como suas formas ativadas. Mesmo assim, suas funcfes remanescem parcialmente desconhecidas.
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Além disso, o estudo in vitro pode mascarar os reais efeitos do estimulo mecénico no 0sso, por uma série de
fatores, como a falta de interacdo com a vasculatura do osso, fatores hormonais (p.ex. a glandula
paratiredide) e a propria arquitetura tridimensional do osso. Por isso, este estudo, pioneiro na investigacao in
vivo dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos na mecanobiologia 6ssea, foi desenvolvido.

A primeira hipdtese desse estudo era de que a FAK possui papel fundamental na mecanotransducao
do estimulo mecénico no osso, isto é, na transformacéo da deformagdo celular mecanica produzida pelo
estimulo mecanico em sinal bioquimico capaz de ativar cascatas de reacdes celulares. Sendo assim, a FAK
deveria existir em abundéncia na célula 6ssea, sendo facilmente detectavel, e deveria aumentar em
quantidade conforme aumentasse a duracdo do estimulo para neoformacéo 6ssea. Em adicgdo, ela deveria ser
fortemente ativada apds uma sesséo de 20 min de estimulo ultra-sénico, permitindo a deteccdo de P-FAK.

Em segundo lugar, apds estimulagdo mecanica suprafisiologica de longa duracéo, i.€., por periodos
de 7, 14 e 21 dias, as células dsseas deveriam sofrer uma adaptacdo fisiologica que resultasse na otimizacao
da resposta celular ao estimulo mecanico e, entdo, a produgdo Ossea seria “facilitada”, tornando-se mais
rapida. Consequentemente, apds estimulo com ultra-som de longa duracdo, um estimulo mecanico mais
“fraco” que o suprafisiologico seria eficiente para ativar intensamente a FAK, mais que se ndo tivesse
ocorrido essa adaptacdo fisiologica. Desse modo, mesmo 15 horas apds a Ultima sessdo de 20 min de
estimulo ultra-s6nico, tempo este que vai além do tempo de 4 horas necessario para a FAK atingir seu pico de
ativacdo [2], seria possivel observar fosforilacdo da FAK em tirosina 397. Tal fendmeno deveria ser melhor
observado nos grupos de 7 e 14 dias de estimulo, porque é quando a quantidade de 0sso comeca a aumentar
significativamente [3]. Por outro lado, esse fendmeno ndo deveria ocorrer na terceira semana, pois a
quantidade de osso neoformado seria maior que O necessario para suportar o estimulo mecanico
suprafisiologico, o que possivelmente acionaria de maneira mais eficaz 0s mecanismos de reabsorcdo 6ssea
que poderiam inibir a autofosforilacdo da FAK; e/ou a maior quantidade de 0sso poderia causar menor
deformacdo do sistema matriz-integrina-citoesqueleto, o que resultaria em menor ativacdo da FAK.

Contudo, o método utilizado ndo foi capaz de detectar a FAK nas tibias e fibulas dos animais do
grupo controle, nem dos animais estimulados. As possiveis explicacGes para esse resultado sao:

1- O osso é um material dificil para trabalhar, sendo preciso elaborar uma estratégia para a
extracdo do osso e desenvolver equipamentos para conseguir a maceracdo do 0sso até o
estado de pd. Foi preciso aperfeicoar varias vezes essa estratégia, pois € necessario
relativamente muito tempo para obter o pd 6sseo, 0 que pode resultar em degradacdo das
proteinas dsseas e a perda desse material, mesmo com os cuidados tomados de utilizar
N, liquido — para frear a degradacdo protéica — e “tampéo de imunoprecipitado” — para
inibir as proteases. Depois da obtencdo do po, este deve ser homogeneizado com 0 uso
de Polytron PTA 20S, cuja funcdo é triturar ainda mais o 0sso, e para que o Polytron
consiga triturar bem o 0sso, é necessario que o po esteja bem feito. Um erro em qualquer
dessas etapas e/ou no immunoblotting prejudicaria todo o experimento.

2- Deve haver baixa expressdo de FAK no 0sso, o suficiente para ndo haver detec¢o dessa
proteina pelo método empregado. Se isso for verdadeiro, pode-se inferir que a FAK ndo
é 0 Unico mecanotransdutor em nivel celular e ndo deve exercer papel fundamental na
mecanotransducdo, mas isso ndo quer dizer que a FAK ndo seja importante para a célula.
Isso quer dizer que deve haver outros mecanismos pelos quais a célula detecta o
estimulo mecénico e o converte em sinal bioquimico celular. Esses mecanismos devem
se somar e o resultado disso determina os rumos da remodelacéo Gssea, demonstrando
que o tecido 6sseo é finamente regulado. Essa explicacdo é coerente porque um tecido
tdo complexo quanto o 6sseo ndo deve ser regulado apenas por um mecanotransdutor
intracelular, caso contrario o 0sso seria sujeito a freglientes displasias.

Sabe-se que o musculo esquelético expressa marcadamente a FAK [6, 8], e, por ser um tecido mole,

é mais facil de ser analisado. Sendo assim, junto com 0 0sso extraiu-se misculo esquelético da regido onde o
complexo tibia-fibula foi estimulado, que corresponde no ser humano aos musculos cabeca lateral do
gastrocnémio, fibular longo e séleo. Essa porcdo de musculo esquelético foi utilizada como um controle e
submetida ao immunoblotting junto com o 0sso, pois se especulou que se a etapa de immunoblotting fosse
bem sucedida, as bandas protéicas correspondentes ao tecido muscular esquelético seriam visiveis. Os
resultados do presente estudo revelaram forte expressdo da FAK, bem como sua fosforilagdo, no musculo
esquelético, demostrando que os reagentes utilizados para inibir a degradagdo protéica na extragdo dos
tecidos e que todo o immunoblotting funcionaram corretamente. Além disso, a fosforilagdo da FAK significa
que esta proteina mantém-se ativada 15 horas ap6s o Gltimo estimulo com US, mas ndo necessariamente por
conta desse estimulo, pois o grupo controle também revelou ativagdo da FAK. Um posterior estudo que
analise a diferenca de densidade das bandas protéicas podera informar se o US de baixa poténcia é
responsavel por uma ativacdo prolongada da FAK no musculo esquelético apds estimulacdo a longo prazo,
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além de revelar se a expressdo da FAK aumenta nos musculos dos ratos estimulados em relagdo ao grupo
controle.

Somando-se a isso, foram analisadas as proteinas ERK-2, ERK-1/2 fosforilada, IRS-1 e IRS-2, em
ambos os tecidos. Sugeriu-se que sendo possivel detectar pelo menos uma delas no osso significa que o
método elaborado para extracdo de o0sso foi bem sucedido e fornece um argumento a favor da hip6tese de que
ha baixa expressao de FAK neste tecido. Os resultados revelaram expressdo de ERK-2, IRS-1 e IRS-2, bem
como a ativacdo de ERK-1/2, no 0sso, abrindo novas perspectivas de estudo in vivo para esse tecido, pois um
estudo que investigue as diferencas de expressdo dessas proteinas em cada grupo podera indicar se tais
proteinas sofrem influéncia do estimulo mecanico provocado pelo US. Em adicdo, € interessante notar a
deteccdo da ERK-2 e de ERK-1/2 fosforilada, porque a literatura aponta que essa proteina é ativada pela
FAK [2]. A deteccdo da ERK-2 e de ERK-1/2 fosforilada enquanto que a FAK e P-FAK ndo foram
detectadas sugere que a ERK-2 também ¢€ ativada por outras proteinas e deve ter grande importancia na
neoformacéo do tecido 6sseo. Resultados de outros estudos sustentam essa hipotese, pois demonstraram que
a FAK e IRS-1/2 promovem ativacdo da ERK-1/2, a qual incita a proliferacdo celular [6, 8]. Além disso,
propde-se que a isoforma da ERK fosforilada identificada neste experimento seja a isoforma ERK-2, pois a
literatura tem apontado sua maior importancia na resposta a deformagdo mecanica do osso em relacdo a
ERK-1 [2]. Um estudo pormenorizado podera identificar qual das isoformas estava ativada. Em adigéo, é
provavel que o IRS-2 seja mais expresso no tecido dsseo que o IRS-1, pois foi detectado em todos o grupos,
enquanto que o IRS-1 foi identificado apenas no grupo de sete dias. A confirmacédo dessa hipétese indica que
a isoforma IRS-2 é mais importante que a isoforma IRS-1 para o tecido 6sseo.

No musculo esquelético, com excecdo do IRS-2, todas as proteinas foram detectadas, algo que nao
surpreende em vista dos dados da literatura [6, 8]. Um estudo que compare a expressao e a ativacdo de cada
proteina ao estimulo mecanico em cada grupo estudado podera demonstrar se elas sdo influenciadas pelo
estimulo mecanico. Aventa-se que se isso for verdadeiro para pelo menos uma das proteinas avaliadas nesse
estudo, provavelmente é porque elas respondem diretamente a deformacdo mecanica e/ou interagem
biogquimicamente com o tecido 6sseo. Sendo ambas as hip6teses verdadeiras, pode-se inferir que o musculo
esquelético exerce influéncia no reparo do 0sso bem como na manutencdo da integridade deste tecido, o que
€ muito intrigante e levanta novas perspectivas para estudos da interacdo das partes moles com o tecido
Gsseo.

5 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que o método utilizado ndo € sensivel o suficiente para detectar a FAK
mesmo com estimulacdo mecénica com US de baixa poténcia, em virtude de sua baixa expressao no 0sso, e
provavelmente também néo é sensivel para detectar outras proteinas pouco expressas neste tecido. Por outro
lado, os resultados obtidos analisando ERK-2, ERK-1/2 fosforilada, IRS-1, IRS-2 revelaram que 0 método
foi realizado corretamente e é capaz de detectar certas proteinas no tecido 6sseo, abrindo novas perspectivas
de estudo in vivo para ERK-2, IRS-1 e IRS-2 no campo da mecanobiologia dssea. Somando-se a isso, este
estudo questiona se o estimulo mecanico influencia a expressao das proteinas do musculo esquelético e se
este tecido exerce influéncia na remodelagdo 6ssea, além de demonstrar a facilidade de analisar o musculo
esquelético. O estudo in vivo retrata com fidelidade os fenémenos que ocorrem nos tecidos bioldgicos, e esta
pesquisa deve ser a primeira de vérias pesquisas futuras para investigar tais fendbmenos.
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