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RESUMO

Sob a influéncia da gravidade, o tecido 6sseo sofre maior ou me-
nor deformacgdo de acordo com a intensidade das atividades da
vida diaria. Sabe-se que as atividades que resultam em impacto
sdo as que mais estimulam a osteogénese e assim reduzem a per-
da de massa dssea. Conhecer como as células 6sseas reconhecem
a deformagdo mecanica imposta ao 0sso € iniciam uma série de
reagdes bioquimicas em cadeia ¢ de fundamental importancia
para o desenvolvimento de praticas terapéuticas e preventivas
na atividade ortopédica. Ainda ha um longo caminho para o
entendimento de todo esse processo, mas o conhecimento atual
progrediu bastante e ha pesquisas com finalidade terapéutica.
O sinal mecanico para ser transformado em bioldgico (mecano-
transdugdo) deve ser amplificado no nivel celular pela estrutura
histologica do tecido dsseo, gerando tensdes em proteinas da
membrana celular (integrinas) e alterando a estrutura espacial
dessas proteinas. Essa alterag@o ativa ligagdes entre elas e o ci-
toesqueleto, originando as adesdes focais, locais onde proteinas
citoplasmaticas sdo recrutadas para facilitar as reagdes bioquimi-
cas. A quinase de adesao focal (FAK) ¢ a principal delas, sendo
autoativada apods sofrer alterag@o estrutural pelas integrinas. A
FAK ativada incita rea¢des em cascata, resultando na ativacdo
da ERK-1/2 e da Akt, proteinas que, junto com a FAK, regulam
a producdo da massa Ossea. Acredita-se que o ostedcito seja a
célula 6ssea responsavel por reconhecer o estimulo mecanico e
transmiti-lo aos osteoblastos ¢ osteoclastos. Canais i0nicos e gap
junctions séo cogitados como meios de comunicagdo intercelu-
lar para a transmissdo bioquimica do estimulo mecanico. Esses
eventos ocorrem continuamente no tecido dsseo e regulam a
remodelacdo dssea.

Descritores — Mecanotransdugao celular; Osteogénese; Estresse
mecanico; Suporte de carga; Ostedcitos; Osteoblastos; Jungdes
gap; Canais i0nicos

ABSTRACT

Influenced by gravidity, bone tissue experiences stronger or
lighter deformation according to the strength of the activities of
daily life. Activities resulting in impact are particularly known to
stimulate osteogenesis, thus reducing bone mass loss. Knowing
how bone cells recognize the mechanical deformation imposed
to the bone and trigger a series of biochemical chain reactions
is of crucial importance for the development of therapeutic and
preventive practices in orthopaedic activity. There is still a long
way to run until we can understand the whole process, but cur-
rent knowledge has shown a strong progression, with researches
being conducted focused on therapies. For a mechanical sign
to be transformed into a biological one (mechanotransduction),
it must be amplified at cell level by the histological structure
of bone tissue, producing tensions in cell membrane proteins
(integrins) and changing their spatial structure. Such change
activates bindings between these and the cytoskeleton, produc-
ing focal adhesions, where cytoplasmatic proteins are recruited
to enable easier biochemical reactions. Focal adhesion kinase
(FAK) is the most important one being self-activated when
its structure is changed by integrins. Activated FAK triggers
a cascade of reactions, resulting in the activation of ERK-1/2
and Akt, which are proteins that, together with FAK, regulate
the production of bone mass. Osteocytes are believed to be the
mechanosensor cells of the bone and to transmit the mechanical
deformation to osteoblasts and osteoclasts. lonic channels and
gap junctions are considered as intercellular communication
means for biochemical transmission of a mechanical stimulus.
These events occur continuously on bone tissue and regulate
bone remodeling.

Keywords — Mechanotransduction cellular; Osteogenesis;
Stress mechanical; Weight-bearin;, Osteocytes; Osteoblasts;
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INTRODUCAO

A manutencao da massa dssea ¢ regulada por diver-
sos estimulos, que podem ser agrupados em bioquimicos
(os fatores de crescimento e hormdnios) € mecanicos. A
respeito destes ultimos, sabe-se que imobiliza¢do pro-
longada e situagdes de diminuicdo da gravidade pro-
vocam redugdo da massa Ossea; ja o impacto sobre o
tecido 6sseo, provocado, por exemplo, pela pratica de
exercicios fisicos, aumenta a massa ossea''"'?).

Independente da modalidade de estimulagdo me-
canica (ultrassom de baixa poténcia, fluxo de fluido,
centrifugacdo, aplicacdo estatica de carga, vibracao ou
campo eletromagnético), ela € reconhecida pelas células
osseas apOs um processo denominado mecanotransdu-
¢do, responsavel por produzir reagdes bioquimicas a
partir de um fendmeno mecanico (fisico), determinando
uma resposta celular, que pode ser de producao ou rea-
bsorcdo dssea®!%13), Neste manuscrito, serdo discutidos
os fendomenos e as teorias sobre essa area da ortopedia
parcialmente compreendida.

1. Amplificacio do estimulo mecéanico

A fungao primordial do tecido dsseo ¢ de suportar a
carga do corpo. Segundo a lei de Wolff apud Duncan
e Turner®, esse tecido é capaz de se adaptar as solici-
tagdes mecanicas produzidas pelo peso do individuo e
pelas atividades fisicas que causam deformagao de todo
o esqueleto. Normalmente, a deformagao sofrida pelo
tecido 6sseo durante a locomogao varia de 0,04 a 0,3%
e raramente excede 0,1%%!>. Entretanto, estudos in
vitro mostraram que a deformagdo necessaria para as
células dsseas responderem ao estimulo mecanico ¢ 10
a 100 vezes maior do que o necessario para o tecido
0sseo como um todo (~1-10%). Se a mesma deformagao
relativa (Strain) usada para estimular as células dsseas
fosse utilizada no tecido dsseo, este sofreria fratura®!9).
Essa aparente contradigdo entre a estimulacio nos niveis
macroscopico e microscopico (celular) foi explicada e
justificada pelo modelo matematico experimental desen-
volvido por You et al'®, no qual o sistema canalicular
em que as células osseas (ostedcitos) estdo inseridas
serve como amplificador da deformagdo mecanica ge-
rada pela atividade fisica.

1.1. Anatomia histoldgica dssea

A estrutura dos ossos longos pode ser entendida
esquematicamente como um cilindro, contendo varios
cilindros dentro dele, os canais de Havers ou canais
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haversianos, que se comunicam entre si por meio dos
canais de Volkmann. As paredes que formam os canais
de Havers sdo dispostas radialmente, sendo denomi-
nadas lamelas. Estas sdo compostas por matriz extra-
celular (MEC) 6ssea, que ¢ constituida basicamente
de hidroxiapatita (componente inorganico) e colageno
tipo I (componente organico). A MEC 6ssea forma uma
estrutura que aprisiona os osteocitos nas lacunas dentro
das lamelas. Os osteocitos possuem prolongamentos de
seu citoplasma, denominados processos citosplasmaticos
(ou dendritos), envolvidos pelos canaliculos (Figura 1).
Entre a parede canalicular e o processo citoplasmatico,
existe o espaco pericelular, permeado por um fluido.
No espaco pericelular existe uma matriz organica peri-
celular (PEM) sustentada por fibrilas transversas, que
ancoram e centralizam o processo citoplasmatico do
ostedcito em seu canaliculo'®!® (Figura 2).

1.2. Forga de arrasto e estresse de cisalhamento

De forma simplificada, quando o osso ¢ deformado,
cria-se um gradiente de pressdo no complexo sistema
de cilindros, resultando em fluxo do fluido dentro do
espaco pericelular dos processos citoplasmaticos, exer-

Figura 1 — Anatomia histologica 6ssea
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Figura 2 — Amplificacdo do estimulo mecanico. A deformacgéo
mecanica do tecido 6sseo produz fluxo do fluido, que, no nivel
dos canaliculos 6sseos, exerce for¢a de arrasto sobre os pro-
cessos citoplasmaticos e as paredes dos canaliculos 6sseos.
Além disso, o fluxo do fluido exerce uma for¢a tangencial sobre
a membrana plasmatica do ostedcito, produzindo estresse de
cisalhamento

cendo forga de arrasto (drag force) sobre a PEM. A for¢a
de arrasto ¢ o resultado da forga de atrito e da pressao
sobre um corpo que transita dentro de um meio liquido.
Nesse caso, o que transita ¢ o liquido (fluido 6sseo)
sobre a PEM, mas a for¢a de arrasto ¢ produzida do
mesmo modo.

A estrutura histolégica do osso permite que a for-
ca de arrasto produza deformagdes circulares (hoop
strains) no sistema membrana-citoesqueleto dos pro-
cessos celulares dos ostedcitos, deformagdes estas que
sao de 20 a 100 vezes maiores (ou mais) do que a de-
formacao do tecido 6sseo como um todo. As deforma-
¢oes circulares sdo as tensdes normais (i.é., a tensao
que forma um angulo de 90° com a tangente) a um
corpo com simetria circular. Em outras palavras, as de-
formacdes circulares produzem forgas de compressao e
de tragdo sobre o tecido e, quanto maior a magnitude
ou a frequéncia do estimulo, maior a amplificacdo da
deformacao (Figura 2).

O estresse de cisalhamento (shear stress ou tensao
tangencial) ¢ a deformagdo que um corpo sofre quando
sujeito a agdo de forgas cortantes (tangenciais). Embora
You et al'® ndo tenham considerado o estresse de cisa-
lhamento como responsavel por amplificar a deformacao
do tecido 6sseo em nivel celular, na visdo de varios auto-
res, sua importancia ndo deve ser ignorada®!0-12:16:19-21),
Os dois tipos de deformagdo celular devem contribuir
para o estimulo mecanico celular (Figura 2).

2. A célula mecanossensora

Ha trés tipos principais de células no tecido dsseo:
osteoblastos, osteocitos e osteoclastos. Durante déca-
das, os osteoblastos e os osteoclastos foram conside-
rados os protagonistas da remodelacdo dssea e, por
esse motivo, foram muito mais estudados do que os
ostedcitos, que correspondem a 90-95% de todas as
células osseas. Investigando o comportamento dos os-
teocitos, observou-se que, assim como os osteoblastos,
eles também respondem ao estimulo mecanico, exibin-
do a ativacdo basicamente das mesmas proteinas que
os osteoblastos!!”-??), Desde entdo, pergunta-se qual é o
principal mecanossensor do tecido 6sseo: o osteoblasto
ou o0 ostedcito?

Embora ainda ndo exista nenhuma comprovacao
cientifica definitiva, ¢ amplamente divulgado que os
osteocitos sao as células que orquestram a remodela-
¢do 6ssea®?22Y liberando mediadores bioquimicos que
regulam a atividade dos osteoblastos e dos osteoclas-
tos. Falando a favor dessa teoria, observou-se que os
osteocitos produzem prostaglandinas — mediadores da
atividade dos osteoblastos e osteoclastos — mais rapido
do que os osteoblastos apos estimulo mecanico®; e que
ostedcitos submetidos a fluxo de fluido estimulam a ati-
vidade osteogénica dos osteoblastos®®. E esperado que
os osteoblastos sejam sensiveis ao estimulo mecanico,
ja que os osteocitos derivam dessas células. Além disso,
as células 6sseas ndo sdo as Unicas capazes de realizar a
mecanotransducdo. Fibroblastos®”, condrdcitos®®, car-
diomidcitos®”, células endoteliais®” e rabdomidcitos®)
também possuem essa capacidade. No entanto, para a
comunidade cientifica, é mais 16gico que os ostedcitos
sejam mais solicitados como mecanossensores no teci-
do dsseo do que os osteoblastos, pois eles fazem parte
do sistema canalicular de amplificacdo da deformagao
mecanica, enquanto que os osteoblastos se localizam na
periferia do tecido 0sseo, no peridsteo.

3. Piezoeletricidade

O efeito piezoelétrico ¢ uma resposta bioldgica ao
estimulo mecanico conhecida ha bastante tempo, docu-
mentada por Fukada e Yasuda em 1957 apds observarem
producdo de carga elétrica negativa em areas de com-
pressao no osso e de carga elétrica positiva nas areas de
tracao®?. Esse efeito foi reproduzido e mensurado por
outros autores, como Butcher et al®® e Qin et al®¥; a
hipotese para esse fenomeno foi divulgada por Duncan
e Turner®, os quais acreditavam que o fluxo do fluido,
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gerado pelas tensdes mecanicas, produzia potenciais de
corrente (Streaming potentials), modulando a resposta
celular. Atualmente, sabe-se que o efeito piezoelétrico
nao ¢ a mecanotransducdo; ele ¢ apenas um marcador
do fluxo do fluido. Este provoca a ativagao de canais
10nicos mecanossensiveis, principalmente os de potassio
e de calcio, induzindo fluxo i6nico na célula Ossea, o
que resulta em alteragcao do potencial da membrana ce-
lular, podendo ser positivo (despolarizagdo) ou negativo
(hiperpolarizagdo). A célula 6ssea pode, rapidamente,
identificar as caracteristicas do estimulo mecanico e
responder eletrofisiologicamente em modos diferen-
tes, com maior ou menor ativacdo dos canais i0nicos,
resultando em hiperpolarizacdo ou despolarizacdo da
membrana plasmatica. O que determina a intensidade da
ativagdo dos canais i0nicos ndo esta claro, mas sabe-se
que a intensidade e a frequéncia do estimulo mecanico,
bem como a velocidade do fluxo do fluido, regulam a
ativacdo desses canais. Sabe-se que a hiperpolarizacao
esta associada a osteogénese, enquanto a despolarizacao,
com a reabsorc¢ao 0ssea. Além de regular a resposta ce-
lular ao estimulo mecanico, acredita-se que a ativacao
de canais i6nicos transmite, bioquimicamente, a defor-
macao mecanica para osteocitos vizinhos, osteoblastos
e osteoclastos!%3339),

4. Mecanotransducao

A mecanotransducdo pode ser interpretada como o
processo de produgdo de uma reagdo bioquimica a par-
tir de um estimulo mecanico. As reagdes bioquimicas
em cadeia induzidas pelo estimulo mecanico atuam em
nivel celular e podem causar inibi¢ao da apoptose, au-
mento da proliferacdo celular, alteracdo na migragao
celular, entre outros efeitos.

Quando um estimulo mecanico externo produz de-
formacao do tecido 6ssco, ocorrem, em nivel celular,
deformagdo circular e estresse de cisalhamento, que
atuam sobre a membrana plasmatica dos osteocitos
e sdo transmitidos por toda a célula através de uma
complexa rede que conecta a membrana plasmatica ao
nucleo da célula, denominada de sistema matriz extra-
celular (e pericelular)-integrinas-citoesqueleto-nucleo.
Duncan e Turner® idealizaram um modelo de meca-
notransdu¢do, no qual este sistema ¢ fundamental; o
estresse mecanico provoca tensao entre os constituintes
desse sistema, permitindo a transmissdo da deformacao
desde a MEC até o nucleo das células. Elaborando esse
modelo a luz dos conhecimentos atuais, os autores des-
ta revisao acreditam que seu funcionamento seja como
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o de um sistema de alavancas com multiplos pontos de
apoio, que representam as interagdes entre as moléculas
que compdem a matriz extracelular/pericelular (colage-
no, fibronectina e fibrilas), as diferentes subunidades
das integrinas, o citoesqueleto (actina, vinculina, talina,
paxilina e a-actinina) e a membrana nuclear®!":!®, Por-
tanto, os pontos de apoio podem ser moldados de acor-
do com o tipo e a quantidade de moléculas interagindo
entre si, 0 que permite diversos tipos de transmissao da
deformacao mecanica.

4.1. As integrinas

Em cada regido do sistema MEC/PEM-integrinas-
citoesqueleto-nucleo, existem proteinas interagindo
com seus constituintes. A regido das integrinas € a mais
compreendida, sendo considerada a mais importante
para a mecanotransdug¢do. O nome integrina refere-se
a sua fun¢do de integrar o interior da célula (citoes-
queleto) com seu exterior (MEC e PEM). As integrinas
sao glicoproteinas transmembrana heterodiméricas de
adesao celular compostas por subunidades a e 3. No ser
humano, ha 24 tipos de integrinas bem estabelecidos,
resultado de combinagdes dos 18 tipos de subunidades
a e oito tipos de subunidades . As diferentes combina-
¢oes das subunidades a e § determinam a especificidade
de ligacdo das integrinas aos componentes da MEC e
do citoesqueleto e as proteinas citoplasmaticas, bem
como o grau de afinidade para um mesmo ligante. Os
osteoblastos expressam as subunidades a2, a3, a4, a5,
av, a6, B1, B3 e B5 in vitro“**D enquanto que, in vivo,
a expressdo das integrinas € restrita basicamente a a3,
a5, av, Bl e B3“?. Nessas células, as subunidades que,
sabidamente, respondem ao estimulo mecanico sdo a2,
a5, Bl e B3; e os heterodimeros comprovadamente en-
volvidos na mecanotransducao sdao aSp1 e avp3.

Acredita-se que, apos a deformag¢do mecanica da
membrana plasmatica, ocorre alteragao conformacio-
nal das integrinas, criando, em sua estrutura quimica,
sitios de alta afinidade para reagdes quimicas, resul-
tando em ligagdes com outras integrinas e componen-
tes do citoesqueleto. Em outras palavras, o estimulo
mecanico funcionou como uma enzima, que catalisa
a rea¢do bioquimica. Ligagdes entre varias integrinas
formam agrupamentos (clusters) que aumentam a avi-
dez dessas proteinas para se ligar a outras moléculas.
Os agrupamentos de integrinas se ancoram nos com-
ponentes do citoesqueleto, induzindo o remodelamento
deste, formando uma estrutura especializada chamada
de adesdo focal (ou contato focal). Essa estrutura ¢ di-
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namica, pois forma-se em resposta ao estimulo meca-
nico e desfaz-se em resposta a auséncia desse estimulo.
Localiza-se proximo a membrana plasmatica e a MEC
e recruta varias moléculas envolvidas na mecanotrans-
ducdo: quinases de tirosina, canais i6nicos, fosfolipa-
se C, MAPK (mitogen-activated protein kinase), entre
outras(l ],]2,43-46)‘

4.2. As vias da quinase de adeséo focal (FAK)

De todas as moléculas que interagem com as integri-
nas nas adesoes focais, a mais estudada e considerada
fundamental na conversdo do fendomeno mecanico em
bioquimico ¢ a quinase de adesdo focal (FAK, focal
adhesion kinase), uma proteina adaptadora, do grupo
das quinases de tirosina, cuja estrutura lhe permite inte-
ragir com diversas proteinas, possibilitando a formagao
de multiplos complexos proteicos. Essa caracteristica
pode aumentar a resposta celular, caso a atividade dos
multiplos complexos seja aditiva; ou pode incitar dife-
rentes modalidades de resposta celular, caso a atividade
dos complexos seja em vias diferentes.

Nao esta bem estabelecido se a FAK estd sempre
conectada as integrinas, ou se ¢ recrutada pelas inte-
grinas quando estas formam as adesdes focais. Os au-
tores deste manuscrito acreditam que as duas formas
existem e possuem suas fungdes. Apds a deformacao
das integrinas, a FAK deve ser deformada em sequén-
cia, sofrendo também alteragdo em sua estrutura, o que
resulta em sua autofosforilagdo no residuo de tirosi-
na-397 (Tyr-397). Isso ativa a FAK, com a criacao de
um sitio de alta afinidade para ligagdo a proteinas que
contém o dominio SH2 (Src-homology-2), como Src
¢ a subunidade p85 da PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase). Em sequéncia, a FAK ativada se conjuga com
a Src ou com a PI3K, ativando as vias FAK-Src/Grb2/
Sos/Ras-Raf/MEK/ERK-1/2 e FAK/PI3K/Akt/NF-kB,
respectivamente. A ERK-1/2 (extracellular signal-
regulated kinase-1/2) e a Akt sdo proteinas efetoras
dessas vias, podendo exercer suas fun¢des tanto no
citoplasma quanto no nucleo da célula 6ssea. O que
determina se essas proteinas, incluindo a FAK, estarao
no nucleo ou no citoplasma nao esta bem estabelecido,
mas as investigacdes sugerem que isso € determinado
pela quantidade de proteina e a quantidade de proteina
que esté ativada. Especula-se que a localizagao nuclear
implica aumento dos efeitos dessas proteinas (FAK,
ERK-1/2 e Akt), que podem ser: indu¢ao da migracao,
proliferagdo e diferenciagdo celulares, e a inibicdo da
apoptose®1020304759) (Figyra 3).

MEC
colageno | )
Membrana

plzilyética

Estimulo
mecanico

MIGRACAO,
DIFERENCIAGAO,
PROLIFERAGAO,
INIBICAO DA APOPTOSE

Nicleo

Figura 3 — Sinalizagao do estimulo mecanico FAK-dependen-
te, em células dsseas. A FAK mantém intima relacdo com as
subunidades o e B das integrinas, e com os componentes do
citoesqueleto (actina, paxilina, talina e vinculina), que também
estdo em contato com o nucleo

4.3. Transmissdo bioquimica do estimulo
mecanico para outras células

Mesmo as células ndo deformadas pela forga meca-
nica exibem resposta bioquimica semelhante a das que
foram deformadas. Observou-se, nesses casos, a fosfo-
rilacdo (ativacdo) da conexina 43, responsavel por ativar
as gap junctions, que sdo estruturas de comunicagdo
intercelular localizadas nos processos citoplasmaticos
dos ostedcitos. As gap junctions permitem a troca de
ions e pequenas moléculas, principalmente prostaglan-
dinas E, (PGE,), entre ostedcitos, e entre ostedcitos e
osteoblastos.

A ativagdo de canais id6nicos também deve contribuir
para a transmissao bioquimica do estimulo mecanico. A
deformacdo mecanica provoca ativagao e inativagao de
canais i0nicos, principalmente de célcio e potassio, que
gera um potencial de acdo negativo, com hiperpolariza-
¢do da membrana, que ¢ transmitido as células vizinhas,
ativando reagdes intracelulares®35:37:5556),

Apesar de intrigante, este assunto foi pouco explo-
rado, tendo o foco das investigagdes atuais se voltado
principalmente para a via das integrinas.

4.4. Mecanotransducao in vivo

A maioria dos trabalhos realizados baseia-se em
modelos experimentais in vitro(!1:16:19.21.23.25.26,35.46) - A
despeito da inegavel contribuicdo desses trabalhos para
orientacdo das pesquisas subsequentes, devem-se con-
siderar as limitagdes de um estudo in vitro quando com-
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parado com a realidade, isto &, um estudo in vivo®739,

Em ossos com algum tipo de lesdo, foi documentado o
efeito benéfico do ultrassom de baixa poténcia (USbp),
em acelerar a consolidagio 6ssea®*-%9,

Os autores desta revisdo desenvolveram um modelo
de estudo em ratos, para avaliar o efeito “molecular”
do tratamento diario por 20 minutos com o USbp nas
tibias intactas desses animais. As tibias foram estimu-
ladas, pelo menos, por uma semana. Apds o tratamento,
proteinas 0sseas envolvidas na mecanotransdugao (FAK,
ERK-1/2 e Akt) foram mensuradas. Foi observado que
o tratamento de longa dura¢ao com USbp aumentou a
sintese da FAK ¢ ERK-1/2 de maneira nao cumulativa,
ou seja, num determinado momento, a sintese dessas
proteinas parou de aumentar, como se algo tivesse blo-
queado os efeitos do USbp. A ativagao da FAK, ERK-
1/2 e Akt foi precoce e, em alguns momentos, sustentada
por 15 horas (apenas FAK e ERK-1/2), diferente do que
ocorre quando se aplica um unico estimulo. O encontro
de maior quantidade de IRS-1 (insulin receptor substra-
te-1), uma proteina ativada por fatores de crescimento
e hormonios, em um dos grupos estimulados, sugere
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