Efeito do ultra-som de baixa poténcia na expressio da FAK (focal
adhesion kinase), ERK-2 (extracellular signal-regulated kinase-2) e

IRS-1 (insulin receptor substrate-1) no 0sso in vivo

1.RESUMO

Os eventos moleculares desencadeados pela deformagdo mecanica do tecido Osseo
provocada pelo ultra-som de baixa poténcia (USbp), resultando em neoformacao dssea, sao
pouco conhecidos. Neste estudo, foi desenvolvido um modelo de estudo em rato para
investigar o comportamento de FAK, ERK-2 e IRS-1 no tecido 6sseo, apds estimulo
mecanico com USbp. Para tanto, tibias e fibulas de ratos foram estimuladas com o USbp
durante 20 minutos uma vez ao dia, por 7, 14 ou 21 dias, ou ndo receberam estimulo. Apds
15 horas do ultimo estimulo, os ossos foram retirados para andlise protéica por meio de
immunoblotting. Verificou-se que o USbp aumenta a expressao de FAK, ERK-2 ¢ IRS-1 de
modo nao dependente do tempo, sugerindo que o USbp ndo exerce efeito cumulativo sobre a
sintese protéica. Apesar disso, a detec¢do da FAK fosforilada no grupo de 7 dias indica que o
USbp favorece a permanéncia da FAK ativada por longo periodo, mantendo o estimulo para
producdo de osso por mais tempo. Além disso, a ndo detec¢do de FAK e IRS-1 no grupo
controle indica que a expressdo dessas proteinas ¢ baixa, enquanto que a ERK-2 —
identificada nesse grupo —, € bastante expressa, porque € ativada por varias proteinas. Os
resultados, porém, ndo permitem afirmar que o IRS-1 responde diretamente a estimulagdo
mecanica, pois essa proteina estd envolvida com a entrada de glicose na célula e efeitos

anabolizantes. Desse modo, seu aumento pode ser devido ao maior gasto energético



promovido pela sintese protéica e ndo necessariamente pela deformacao celular.

2.INTRODUCAQO

Esta amplamente comprovado que a remodelagdo do tecido 6sseo € influenciada pela
deformacdo mecanica sofrida por este tecido, por meio da ativagdo e inativacao de vias
intracelulares ainda pouco conhecidas '*. Uma dessas vias é a da FAK (focal adhesion
kinase), mediada pelas integrinas, € que se tornou o grande foco das pesquisas atuais, por ser
considerada uma proteina fundamental para a inducdo da neoformagdo oOssea apds
deformacio mecanica deste tecido >*. Estudos sugerem que integrinas, em especial a5f3 e
aSp1, sdao deformadas apds aplicacdo de carga mecanica sobre o tecido Osseo, com
deformacdo subseqiiente da FAK, e autofosforilagdo desta proteina em Tyr-397. A partir
dessa etapa, ocorre acoplamento da FAK com proteinas contendo o dominio SH,/SH3j,
incitando a ativa¢do de uma complexa cascata de reagdes intracelulares que culminam na
ativacdo de proteinas responsaveis pela proliferacdo de tecido 6sseo, como a ERK-2
(extracellular signal-regulated kinase-2)>%".

Além do estimulo mecanico, o estimulo hormonal também induz a neo-osteogénese
pela acdo da insulina, a qual se liga ao receptor de insulina, promovendo a ligacdo deste ao
IRS-1 ou IRS-2 (insulin resceptor substrate-1 ou 2, respectivamente) *°. O IRS-1/2, entdo,
sofre fosforilacdo, desencadeando uma cascata de reagdes intracelulares que, assim como na
via da FAK, resultam na ativacdo de ERK-2 e outras proteinas responsaveis pela proliferagao
do tecido 6sseo '°. No entanto, ndo se sabe se a ativacio de IRS-1 e IRS-2 também é
influenciada pelo estimulo mecéanico.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo de estudo em rato que utiliza o
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ultra-som de baixa poténcia (30mW/cm?) para avaliar a expressao tecidual da FAK, ERK-



2 e IRS-1.

3. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos com 12 semanas de idade, mantidos em
ambiente a 25°C, com ciclos escuro-claro fixos (12/12 horas), recebendo agua potavel e dieta
padrdo a vontade.

Material utilizado

Foram utilizados reagentes e aparelhos para eletroforese em dodecil sulfato de sédio e
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) adquiridos da Bio-rad (Richmond, CA, USA). Metano
hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 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 (solu¢do de quimiluminescéncia) foi obtido da Pierce Biotechnology
Inc. (Rockgord, IL). Os anticorpos policlonais de coelhos, especificos para FAK-N-Terminal,
FAK-Tyr(P)-397 e IRS-1 foram adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). Os anticorpos secundarios peroxidase conjugada anti-anticorpo de coelho,
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 mW/cm?®) modelo Exogem 2000
(Sonic Accelerated Fracture Healing System (SAFHS) foi cedido pela Smith & Nephew Inc.

(Memphis, TE, USA).



Estimulo com ultra-som de baixa poténcia

Os pares de tibias e de fibulas dos animais foram estimulados a0 mesmo tempo com o
ultra-som de baixa poténcia (USbp) durante 20 minutos uma vez ao dia. Os 28 ratos foram
distribuidos igualmente em quatro grupos: 1- grupo sete dias: foram submetidos ao estimulo
com o USbp durante sete dias; 2- grupo 14 dias: foram submetidos ao estimulo com o USbp
durante 14 dias; 3- grupo 21 dias: foram submetidos ao estimulo com o USbp durante 21
dias; 4- grupo controle: ndo foram submetidos ao estimulo com o USbp.

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 os membros posteriores dos ratos
ficassem expostos, possibilitando o contato com o transdutor do equipamento emissor de

USbp e estimulo simultaneo de ambos os membros (Figura 1).
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Figura 1. Observa-se o rato mantido no tubo de PVC e cada transdutor de dois equipamentos de USbp em
contato com cada uma das patas posteriores do animal.



Procedimentos com animais para a extracao das proteinas teciduais

Quinze horas apds o ultimo estimulo (7° estimulo para o grupo “sete dias”, 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 extragdo das tibias e
das fibulas e em seguida sacrificados. Cada conjunto de quatro ossos (um par de tibias e um
par de fibulas) retirados de cada rato foi submetido aos seguintes procedimentos:

Imediatamente apds a retirada dos ossos, estes foram imersos em um cadinho
contendo N, liquido e macerados. Os fragmentos resultantes foram imersos em cadinho
contendo N, liquido e depois macerados no cadinho com a utilizagao de um soquete até obter-
se um po. Adicionou-se N, liquido novamente ao cadinho contendo o pd, que foi macerado
com o soquete para deixar o po mais fino. Este foi introduzido em um tubo de ensaio
contendo “Tampao de Imunoprecipitado” (trisma base a 100 mM, EDTA a 10 mM,
pirofosfato de s6dio a 10 mM, fluoreto de sddio a 100 mM, ortovanadato de s6dio a 10 mM,
PMSF a 2 mM (diluido em alcool 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 méxima. Durante e apds a homogeneizacao, o tubo de ensaio foi mantido em gelo
para evitar a degradacdo das proteinas. Ao final da extragdo, adicionou-se Triton X-100 1%
em todas as amostras, mantidas em gelo. Apds quarenta minutos, os materiais extraidos e
homogeneizados foram submetidos a centrifugacdo, em velocidade de 11.000 rpm durante 30
minutos a 4°C, para remover o material insolivel. O sobrenadante foi estocado em tampao de
Laemmli, contendo 200mM de DTT em uma propor¢do de 4:1 (uma parte de Laemmli para
quatro de material extraido), até a fase seguinte. Outra pequena por¢ao do sobrenadante foi
utilizada para quantificacdo da concentracdo protéica de cada amostra, através do método

colorimétrico de Biureto.



Immunoblotting

Aliquotas contendo 250ug de proteina por amostra foram aplicadas sobre gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), feito em concentragdo de 12% e com 1,5 mm de espessura. A
eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad (Mini-Protean), com solugdo tampao
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 40 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 resolucao (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 solugao tampao 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 refrigeragdo continua por gelo. As membranas de nitrocelulose
contendo as proteinas transferidas foram bloqueadas com leite em pd desnatado (Molico®) a
5% por 2 horas, a temperatura ambiente, para diminuir a liga¢do 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 e IRS-1 (todos na propor¢ao 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 trés sessdes de 8 minutos e incubadas com o anticorpo secundario
peroxidase conjugada ao anti-anticorpo de coelho obtido em cabra (1:7500), por 2 horas a
temperatura ambiente. Apos o tempo, as membranas foram lavadas com solugdo basal por trés
sessoes de 10 minutos. Em seguida, adicionou-se solu¢do 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.



Analise dos resultados

A intensidade das bandas foi determinada pela leitura das auto-radiografias reveladas
por densitometria Otica, utilizando-se um scanner (HP 3400) e o programa Scion Image
(Scion Corporation). Foram obtidas a média e o erro padrao da média dos valores da leitura
das bandas. O teste estatistico ONE-WAY-ANOVA foi realizado para avaliar a diferenca

entre os grupos estudados.

4. RESULTADOS

Identificacdo da FAK

Realizou-se immunoblotting com anticorpos anti-FAK-N-terminal para detectar
expressao de FAK nos ossos de ratos ndo estimulados com USbp e comparar com a expressao
de FAK nos ossos dos ratos estimulados, bem como comparar a expressao da proteina entre
os diferentes grupos. Esta proteina foi identificada apenas nos grupos estimulados por 7 e 21

dias, sendo que no grupo de 21 dias foi observada baixa expressao dessa proteina (Figuras 2 e

4).
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Figura 2. Identificacdo da FAK, no tecido dsseo, nos grupos de 7 e 21 dias. Nos grupos controle (ctr) e de
14 dias, esta proteina ndo foi detectada.

O immunoblotting com anticorpo anti-FAK-Tyr(P)-397 foi realizado para detectar a
expressdo de FAK fosforilada em tirosina 397 nos ossos dos animais e comparar os resultados
entre os grupos estudados. Observou-se P-FAK apenas no grupo de 7 dias de estimulo com o

ultra-som de baixa poténcia (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Identificacdo da P-FAK, no tecido 6sseo, no grupo de 7 dias. Nos grupos controle (ctr), de 14 e
de 21 dias, a P-FAK nao foi detectada.

Identificacdo de ERK-2

Foi feito immunoblotting utilizando anticorpos especificos para ERK-2, com o intuito
de detectar a expressdo dessa proteina em ossos dos ratos de cada grupo estudado e comparar
os resultados entre os grupos. Foi possivel identificar a expressao de ERK-2 em todos os
grupos estudados (Figuras 5 e 7). O grupo de 14 dias apresentou a maior expressao (60%
maior em relagdo ao grupo controle) em relacdo aos demais grupos. Os outros grupos nao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

Identificacao de IRS-1

O immunoblotitng foi realizado objetivando-se detectar a expressdo de IRS-1 nos
ossos dos ratos de cada grupo estudado e comparar os achados entre os grupos. Para isso,
utilizou-se anticorpo anti-IRS-1, sendo possivel detectar a proteina apenas no grupo

estimulado com o USbp durante 7 dias (Figuras 6 e 7).
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Figura 4. A linha denominada “detectavel” representa o nivel a partir do qual a quantidade de proteina &
detectavel pelo immunoblotting. Nota-se que as expressdes de FAK e de P-FAK se comportam de maneira
semelhante, atingindo o pico com 7 dias de estimulo. Por outro lado, a quantidade de FAK, P-FAK analisada 15
horas apoés estimulo (P-FAK 15h) e P-FAK analisada 2 horas apés estimulo (P-FAK 2h) ¢é diferente, o que
determina a detecc¢do ou ndo detecg@o das proteinas nos diferentes grupos estudados.
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Figura 5. Identificacdo de ERK-2 no grupo controle e nos grupos submetidos ao estimulo com o ultra-som
de baixa poténcia por 7, 14 ¢ 21 dias.
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Figura 6. Identificacdo de IRS-1 no grupo de 7 dias.
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Figura 7. A linha denominada “detectavel” representa o nivel a partir do qual a quantidade de proteina ¢
detectavel pelo immunoblotting. Analisando o resultado obtido com a ERK-2, notou-se que o grafico que
representa o comportamento da FAK apds estimulo com USbp por médio prazo ndo ¢ como foi explicado na
figura 6, mas do jeito que esta nesta figura. FAK, IRS-1 e outras proteinas atingem seu pico de expressdao por
volta do sétimo dia de seguimento — e assim aumenta a quantidade de ERK-2 —, mantendo-se constante até um
pouco antes do décimo quarto dia e depois diminui. Ao décimo quarto dia, a expressdo de ERK-2 ja estd em
declinio mas continua maior em relagdo ao grupo controle e aos outros grupos.

5. DISCUSSAO

Aceita-se na literatura que o USbp provoca neoformagio éssea tanto em animais '

como nos seres humanos " a partir da primeira semana do estimulo '*'*. Considerando-se
esse fato, foi colocado como hipotese que a expressdo da FAK aumentaria com o tempo, apds
o estimulo produzido pelo USbp. Por conseguinte, a quantidade de FAK fosforilada também
deveria aumentar de modo tempo-dependente. Assim, a expressdo ¢ a fosforilagdo da FAK
deveriam ser maiores nos grupos estimulados quando comparados com o grupo controle,

sendo que o grupo de 21 dias apresentaria as maiores expressao e fosforilagao da FAK.
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O immunoblotting ¢ um método muito sensivel para detectar proteinas. Sendo assim, a
nao detec¢ao da FAK no grupo controle — o qual representa a expressao basal de FAK — pode
ser devido a baixa expressdo da proteina no osso ou a degradagdo parcial (ou total) do
montante de proteina durante o procedimento de retirada dos ossos dos ratos. E mais provavel
que haja baixa expressao de FAK no tecido 6sseo, porque a técnica desenvolvida para a
extracdo e maceracdo dos ossos foi executada de forma padronizada em todos os grupos; ¢ a
FAK foi identificada nos grupos estimulados por sete e vinte e um dias, sendo que neste
ultimo, surpreendentemente, foi observada menor expressdao da proteina em relagdo ao grupo
de 7 dias, indicando que o USbp nao possui efeito cumulativo sobre a sintese de FAK. Estes
resultados, porém, ndo indicam se a quantidade de FAK no grupo de 14 dias ¢ maior, menor
ou igual ao grupo controle. Ela pode inclusive ter sido maior, mas ndo o suficiente para ser
identificada.

Detectou-se P-FAK no grupo de 7 dias, o qual também apresentou a maior expressao
de FAK, sugerindo que quanto maior a quantidade de FAK, maior a quantidade de P-FAK; e
que esta proteina mantém-se ativa por pelo menos 15 horas apds o estimulo com USbp
quando o tecido 6sseo ¢ estimulado por 7 dias. Pode ser uma caracteristica desta proteina
manter-se ativa por um longo tempo, e/ou ela pode estar sendo mais ativada — provavelmente
por mudangas na interacdo matriz extracelular-integrinas-FAK que facilitam a

autofosforilagio da FAK —, ou menos desfosforilada pela SHP-2 '>-'¢

. Isso fala a favor de que
nos primeiros sete dias de estimulo ocorrem alteragdes nas células Osseas para torna-las mais
responsivas a deformagio mecanica, resultando em rapida produgio de osso . O que deve ter
acontecido para que a P-FAK nao fosse detectada no grupo de 21 dias ¢ que mesmo com o
aumento da quantidade de P-FAK, este ndo foi suficiente para atingir a quantidade minima

necessdria para que o método de immunoblotting seja capaz de detectar a presenca da

proteina. Possivelmente, se a proteina fosse analisada antes de 15 horas ap6s o estimulo, por
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exemplo 2 horas ap6s °, a quantidade de P-FAK seria maior em todos os grupos, podendo até
atingir o nivel detectavel (figura 4).

O IRS-1 deve ter comportamento semelhante ao da FAK em resposta ao estimulo
mecanico, pois houve aumento de sua quantidade no grupo de sete dias em relagdo ao
controle; mas sua expressao deve ser ainda menor, porque nao foi identificado no grupo de 21
dias; ou entdo, nao foi identificado no grupo de 21 dias porque a afinidade do anticorpo anti-
IRS-1 ao IRS-1 ¢ menor do que a do anti-FAK em relacdo a FAK. A nao detec¢ao do IRS-1
no grupo de 21 dias ndo significa que a quantidade dessa proteina no grupo de 21 dias ¢
menor ou igual a dos grupos controle e de 14 dias. Se essa proteina se comportar como a
FAK, a quantidade de IRS-1 no grupo de 21 dias foi maior, mas nao suficientemente grande
para atingir o nivel detectavel pelo immuniblotting.

Além disso, ¢ dificil afirmar que o IRS-1 responde diretamente ao estimulo mecanico
e que este causou aumento da expressao de IRS-1, porque essa proteina estd envolvida com a
via da insulina e, conseqiientemente, com a entrada de glicose na célula e com a proliferagao
celular e a producdo de matriz extracelular 6ssea. O IRS-1 também estd envolvido na
manutencio do furnover, crescimento e reparo Osseos em resposta a estimulo hormonal *'*,
Assim, o aumento na expressao de IRS-1 observado no grupo de 7 dias, em relagdo ao
controle, deve ser reflexo do aumento do metabolismo celular — que requereu glicose — e da
producdo de matriz extracelular 6ssea induzidos pela deformacao celular mecanica. Apds sete
dias, houve, provavelmente, aumento da matriz extracelular 6ssea, diminuindo a resposta ao
estimulo mecanico; e/ou outros mecanismos intracelulares foram ativados para inibir a sintese
de IRS-1. Desse modo, houve redugdo de sua expressdo, ndo sendo detectado nos grupos de
14 e de 21 dias. Apesar de tudo que foi afirmado, ndo se pode excluir a possibilidade de que o

IRS-1 tenha sido estimulado também — ou exclusivamente — diretamente pelo USbp.

12



Viérias proteinas como a FAK 19, IRS-1 20, PI3K 21, PKC * ¢ canal de Ca*" * ativam a
ERK-2, e esta ¢ muito importante na manuten¢do da integridade do tecido dsseo, o qual sofre
remodelacio continuamente ***°. A deteccio da ERK-2 no grupo controle indica que a
quantidade basal dessa proteina na célula dssea deve ser maior que a de outras proteinas, o
que deve ser conseqliéncia da quantidade de proteinas — que sdo estimulos bioquimicos — que
a ativam. Pensando dessa maneira, a expressdo das proteinas que ativam a ERK-2 pode ser
pequena porque a quantidade de estimulos (bioquimicos, mecanicos, entre outros) que ativa a
ERK-2 ¢ grande. Sendo assim, o aumento dos sinais ativadores dessas proteinas — como o
provocado pelo USbp — induz aumento na sintese delas — conforme foi observado no presente
estudo — e consequentemente aumenta a ativagio de ERK-2. E curioso que, se os resultados
da FAK e IRS-1 forem comparados com os da ERK-2, a quantidade de ERK-2 aumentou em
relagdo ao grupo controle somente no grupo de 14 dias.

Analisando esses fatos, aventa-se a seguinte hipdtese: a expressao basal de ERK-2 ¢
naturalmente maior que a expressao das proteinas que a ativam. Nos primeiros sete dias, o
estimulo mecéanico ativou varias proteinas que ativam a ERK-2. Porém, a ativagdo aumentada
da ERK-2 ndo foi suficiente para incitar aumento na sua sintese. Por outro lado, o estimulo
que essas proteinas receberam foi suficiente para aumentar sua expressao, aumento este que
atingiu pico somente no sétimo dia — o que foi observado com a FAK e IRS-1. Do mesmo
modo que aumentava a expressdo dessas proteinas, aumentou ainda mais o estimulo para a
ERK-2, induzindo entdo o aumento da expressdo desta. Para que isso faca sentido, o pico de
expressao das outras proteinas deve ter se mantido além do sétimo dia até um pouco antes do
décimo quarto dia, mantendo o estimulo para sintetizar ERK-2, cuja expressdo deve ter
aumentado entre o sétimo e o décimo quarto dia e ja estava em declinio ao décimo quarto dia
apesar da quantidade ainda ser maior que no grupo de 7 dias. Somando-se a isso, pode ter

ocorrido diminui¢ao ou inibi¢ao das fosfatases que inibem as proteinas que ativam a ERK-2 —
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assim como se pensa com a FAK —, o que aumentou o tempo que as proteinas permaneceram
ativas. Assim, o estimulo para ERK-2 se manteve elevado por tempo prolongado, incitando
sua sintese (Figura 7).

Com isso, o comportamento da FAK esquematizado na figura 4 deve ser substituido
pelo esquema da figura 7.

Observou-se nesse estudo que a quantidade de todas as proteinas avaliadas aumentou
num determinado periodo de estimulo, seguido de queda dessa quantidade no grupo
subseqiiente. E no caso da FAK, houve um pequeno aumento no ultimo grupo, mas que
continuou menor do que o grupo de 7 dias. Este fato revela que o efeito do USbp ndo ¢
cumulativo. Pode-se entender isso de duas formas que se complementam. A primeira ¢ que o
tecido O0sseo necessita de uma resposta rapida ao sinal mecanico — que ¢ entendido como uma
agressao porque se a deformacdo mecanica for muito elevada havera fratura ossea —, e, por
1sso, aumenta exageradamente a quantidade de proteinas que convertem o sinal mecanico em
bioquimico — ditas mecano-sensiveis —, otimizando o processo de aumento de massa 0ssea.
Depois disso, o sistema percebe que ha sinal suficiente para aumento de massa 0ssea, € inibe a
sintese de proteinas mecano-sensiveis. Levando em consideragcdo a curva desenhada para a
FAK e extrapolando para as outras proteinas (figura 7), ocorre novamente um aumento na
sintese dessas proteinas, o que deve significar que o sistema estéd atingindo um equilibrio entre
o estimulo mecanico e a resposta celular ao estimulo mecénico, para manter a quantidade de
massa 0ssea suficiente para suportar determinada deformacdo mecanica. A segunda € que se o
efeito fosse cumulativo a massa Ossea aumentaria eternamente além do necessario para
suportar determinada aplicagdo de carga, o que transformaria o tecido Osseo num grande
tumor. Dessa maneira, o sistema celular inibe a sintese protéica, regulando-a até atingir o

equilibrio.
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6. CONCLUSAO

Em niveis basais, a quantidade de FAK, IRS-1 e outras proteinas 6sseas que ativam a
ERK-2 ¢ pequena a ponto de ndo ser detectavel pelo immunoblotting. Quando o tecido 6sseo €
submetido a estimulo com o USbp, a quantidade dessas proteinas aumenta rapidamente em
sete dias, mantendo-se aumentada por alguns dias, para aumentar a massa 0ssea e proteger o
tecido 6sseo da agressao mecanica. A FAK, que tem grande importancia na conversao do
sinal mecanico em bioquimico, permanece fosforilada por pelo menos 15 horas para garantir
um sinal bioquimico constante para ativar a ERK-2. Assim, a quantidade de ERK-2, que na
situagdo basal ja ¢ alta em relacdo as demais proteinas mecano-sensiveis, aumenta também
por volta do sétimo dia.

Entre o sétimo e o décimo quarto dias, ocorre diminuicdo da expressao dessas
proteinas na tentativa de atingir um equilibrio entre o estimulo mecanico e a resposta a esse

estimulo para que nao haja producao exagerada de massa Ossea.
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