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Resumo

Introducdo: Como as vibragcdes mecanicas de alta frequéncia e baixa magnitude
(LMHF) promovem reacdes anabdlicas no tecido 6sseo € motivo de crescente
interesse da comunidade cientifica e requerem uma melhor compreensdo dos
mecanismos de mecanotransducéo a nivel celular. O objetivo do presente estudo é
analisar através de revisdo da literatura, como as vibragcdes mecanicas do tipo LMHF
podem influenciar os mecanismos de mecanotransducdo de células Osseas,
propiciando bases tedricas dos processos microscopicos para fins de reabilitagéo.
Metodologia: Foi realizada uma busca exaustiva e sistematizada da literatura, cuja
estratégia de busca foi pautada nas bases de dados PubMed/MedLine,
Cochrane/Bireme, SCielo, Google Scholar e ScienceDirect, sem designacdo de
periodicidade de registro. A busca foi complementada em sites de laboratorios de
pesquisa aos quais autores de referéncia desempenham seus projetos. Resultados:
Um total de 151 artigos foram encontrados durante a busca, porém somente seis
trabalhos que investigaram in vitro os mecanismos de resposta das células 6sseas
através da expressao de genes liberados a partir de prévia estimulacao vibratéria do
tipo LMHF forneceram delineamento metodologico satisfatério para esta revisao.
Discussdo: A grande variedade nas propriedades vibratérias, as diversas
metodologias aplicadas, o grande numero de genes especificos mapeados bem
como as semelhancas na expressdo padrbes entre muitos genes distintos para
respostas anabolicos e catabdlicas, apresentam uma co-dependéncia intrinseca de
eventos moleculares envolvidos na adaptacao 0sso através de estimulos mecéanicos
o que confirma a alta complexidade do metabolismo das células d&sseas.
Concluséo: Modelos animais sao eficientes instrumentos para o entendimento
acerca da influéncia das vibragcdes mecanicas sobre as células 6sseas, fornecendo
dados importantes para o0 desenvolvimento de terapias e modelos de
mecanotransducdo. As dificuldades em estabelecer parametros vibratérios ideais
justificam a elaboracéo de novos estudos que devem considerar as particularidades
dos diferentes niveis de sensibilizagdo celular com o designio de obter positiva

adaptacao tecidual.

Palavras-chave: Transducio de sinal celular; Ossos; Crescimento; Células.
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1 Introducéo

Como as vibragbes mecanicas de alta frequéncia e baixa magnitude
(combinacdo de amplitudes e aceleracdo) descritas na literatura como low-
magnitude, high-frequency vibration (LMHF), promovem reac¢des anabdlicas no
tecido 6sseo € motivo de crescente interesse da comunidade cientifica, em vias de
gue esses mecanismos ainda ndo foram completamente elucidados (Kotiya et al.,
2011; Lau et al., 2010).

Recentemente estudos confirmaram que uma variedade de estimulos
mecanicos, incluindo fluxo de fluido, a pressao hidrostatica, estiramento mecénico e
carga vibratéria, podem influenciar a remodelagcédo 6ssea através da modulacao das
atividades osteoblastica e osteoclastica (Hess et al, 2010; Lau et al, 2010) e que a
combinacao entre altas frequéncias vibratorias (20 - 90 Hz) e baixas amplitudes (<1
x g) podem induzir respostas anabdlicas no tecido 6sseo (Rubin et al., 2002; Lau et
al.,, 2010; Garman et al.,, 2007; Rubin et al.,, 2007). Identificar os mecanismos
moleculares aos quais, regulam as respostas adaptativas do osso frente a
alteracdes na resposta de suporte a carga podem proporcionar a descoberta de
intervencdes mais eficientes diante da complexidade do processo de remodelagéao
0ssea (Judex et al., 2005).

O desenvolvimento do tecido ésseo frente a estimulagéo vibratoria do tipo
LMHF, requer uma melhor compreensdo dos mecanismos de mecanotransducéao a
nivel celular, no que diz respeito a identificacdo e quantificacdo dos genes
envolvidos, sua interagdo e o fomento da atividade anabdlica e catabolica do tecido
0sseo (Kotiya et al.,, 2011; Judex et al., 2005). O processo de mecanotransducéo
inclui quatro fases: acoplamento mecéanico, acoplamento bioquimico, transmissao do

sinal a partir de sensores nas células, e resposta da célula efetora, onde os



estimulos fisicos sdo captados e convertidos em sinais bioquimicos levando a uma
resposta celular especifica (Huang e Ogawa, 2010). Assim para um maior
entendimento dos mecanismos aos quais as cargas mecanicas influenciam a
bioquimica celular e a fisiologia dos tecidos é importante compreender como 0s
tecidos e 6rgaos sao organizados em multiplas escalas (Ingber, 2008).

Ha basicamente dois tipos de tecido 6sseo, o tipo cortical (denso) e
trabecular (poroso), sendo estes semelhantes em sua composi¢cdo, mas diferentes
em sua estrutura, funcdo e distribuicdo. Histologicamente ambos os tecidos 0sseos
contém formas diferentes de tecido, sendo estes, o tecido 6sseo propriamente dito e
o tecido lamelar. O tecido 6sseo € caracterizado por irregularidade na orientacéo das
fibras de colageno, dando-lhe maior flexibilidade, porém oferecendo-lhe uma rigidez
reduzida, por outro lado o osso lamelar s6 € formado apds o nascimento e substitui
de forma gradual o tecido 6sseo formado na embriogénese (Clarke, 2008; Planell,
2009). A matriz 6ssea é composta por matriz inorganica e organica, que €
constituida basicamente de colageno tipo | (90%), e em menor proporcdo de
colagenos do tipo I, V, X e XIl. O restante (cerca de 10%) da matriz organica €
composta de proteinas ndo colagenosas e somente uma menor parcela da massa
O0ssea é formada por elementos celulares (Tirkkonen, 2010). As células estaminais
hematopoiéticas (HSC) e MSCs (células estromais ndo hematopoiéticas de origem
mesodérmica) dao origem as células Osseas, intermediando a atividade celular
atraves de células osteoprogenitoras tais como 0s osteoblastos, ostedcitos e células
de revestimento do 0sseo. (Planell, 2009 e Tirkkonen, 2010).

Os osteoblastos e os osteoclastos foram considerados durante muito
tempo, como percussores da remodelacdo Ossea (Gusméao e Belangero, 2009),

porém os ostedcitos, formados por aprisionamento na matriz 6ssea sédo as celulas



mais abundantes desse complexo sistema correspondendo a cerca de 90-95% de
todas as células Osseas despertando assim, interesse crescente por parte de
pesquisadores em todo o mundo (Gusmé&o e Belangero, 2009). O processo de
adaptacao Ossea frente as forcas mecanicas € bem evidenciado como resultado de
uma série de eventos celulares. (Gusméao e Belangero, 2009; Tirkkonen, 2010). Os
ostedcitos envolvidos por canaliculos e dispersos por toda a matriz 6ssea regulam
através de seus processos citoplasmaticos, juncdes GAP, fatores sollveis como
inducao do fluxo de fluido (fluid flow) e da a tenséo de cisalhamento (shear stress) e
também acfes junto as células efetoras através de comunicacdo mecanicamente
regulada (Lau, 2010; Tirkkonen, 2010). Por estarem dispersos em grande numero e
por sua capacidade de intercomunicacdo 0s ostedcitos sdo pensados atualmente
como células mecanosensoras essenciais responsaveis pela deteccdo das cargas
mecanicas, enviando sinais para as ceélulas alvo do tecido ésseo, instruindo assim os
osteoclastos e 0s osteoblastos quando é necessaria sua atuacao. (Lau et al., 2010;
Clarke, 2008; Planell, 2009; Gusmao e Belangero, 2009; Tirkkonen, 2010). Judex et
al. (2005), acompanharam a expressao de 13 genes especificos, como responsaveis
pelas tarefas de indugédo mecanica e resposta (mecanotransducao) sobre a atividade
metabdlica do osso, sendo 8 desses genes envolvidos na atividade anabdlica e 5 na
atividade catabdlica. Recentemente, outro estudo mostrou que a producao de éxido
nitrico (NO) em osteoblastos (MC3T3-E1) foi linearmente dependente da taxa de
cisalhamento de fluidos, e que esta dependia tanto a amplitude quanto da frequéncia
do estresse vibratorio aplicado (Bocabac et al., 2004).

O presente estudo justifica-se diante do crescente interesse da
comunidade cientifica frente aos desafios e limitagcdes que permutam o

entendimento dos processos de formacao e remodelacdo do tecido 6sseo.



Portanto o objetivo deste estudo é analisar através de revisédo da literatura
como as vibracdes mecanicas do tipo LMHF podem influenciar os mecanismos de
mecanotransducdo de células dsseas, propiciando bases tedricas dos processos

microscoépicos para fins de reabilitacéo.

2 Materiais e Métodos

Para a elaboracdo do proposto estudo foi realizada uma busca exaustiva
e sistematizada da literatura, cuja estratégia de busca foi pautada nas bases de
dados PubMed/MedLine, Cochrane/Bireme, SCielo, Google Scholar e ScienceDirect,
sem designacdo de periodicidade de registro ou limitacdes frente ao idioma de
escrita. A busca foi complementada em sites de laboratdrios de pesquisa aos quais
autores de referéncia desempenham seus projetos. Foram utilizados os descritores:
bone cells*, osteocyte*, osteoblast*, osteoclast*, low-magnitude*, high frequency*,

vibration*, e gene expression*

2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos neste estudo, trabalhos de delineamento metodologico
do tipo experimental verdadeiro e quase experimental, que investigaram in vitro os
mecanismos de resposta das células Osseas através da expressdao de genes

liberados a partir de prévia estimulacao vibratoria do tipo LMHF.



3 Resultados

Como resultado das buscas foram obtidos através das bases de dados
referidas um total de 151 artigos dos quais, 117 foram obtidos através da base de
dados Google Scholar, sete através do PubMed/MedLine e 27 artigos na base
ScienceDirect. Do total de artigos, 78 foram excluidos com base no titulo, 22
excluidos com base no resumo, 16 exclusbes ocorreram em decorréncia de
duplicidade de trabalhos entre as bases de dados, totalizando 14 artigos para
avaliacdo do texto completo, onde seis foram selecionados para revisdao. O

organograma 1, mostra o sumario grafico da busca.

RESULTADO DA BUSCA

PubMed/MedLine: n = 7
Cochrane/Bireme: n =0
SCielo: n =0
Google Scholar: n=117

ScienceDirect: n= 27

TOTAL DE ARTIGOS
ENCONTRADOS

N =151

EXCLUIDOS COM BASE NO EXCLUIDOS COM BASE NO REPETIDOS ENTRE AS BASES
TiTULO RESUMO DE DADOS

N=78 N= 22 N=16

RESUMOS SELECIONADOS
PARA AVALIACAO DO TEXTO
COMPLETO

N=14

ARTIGOS POTENCIALMENTE
ELEGIVEIS

N =15

ARTIGOS SELECIONADOS
PARA A REVISAO

N=6

ORGANOGRAMA 1 - Representacdo esquematica da estratégia de busca adotada durante o
estudo.



Tahela 1 - Caracteristica dos estudos em cultura celular livre e modelo experimental em animais

Brnostrad Cutura Frequéreia Magnitude Tempo Expozigio Ternpo de Resultados Comparados
Calular Vibratdria Aeeleragio (mirtas) andlize da com o Grupo Controle
LUTOR Mg=98ms’ respostaac
ou Microtens3o estimua
1 JUDEX et al, 2005 CElulas de Femeas 44 Hz 0z2g 10 min Jdia Apds oz diaz 4e 21 Apos 4 diaz ativ. Anabalica
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fémeaz deratos durarte 4 horas e etirmilo { quirri -3 nespo e
CATBLA Duranite 4 diaz | Runx-2 & Oz (apos 4 horas)

f irt / Lrp & Sost, OREA
CO¥-2 & BhP-2 (apds 4 horaz)
| Alp, Bspe OCH

t HO% ftaia aceleragdo mddma )

3 BACABAC etal., 2006 MWC3TI-E1 05 -30- 60 0180469 § minutos imediata em células t MNOS (100 Hz)
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minutos para OPG e | Meiz Eszlerosting e RANKL

irt108 { OPG eWint 108 (30 min)
G LA, etal., 2010 hALO- 4 30-60- 90 big G0l rminutos imediata em célulaz { COK2 (30 - 60 - 80 Hz)
Hz de cuttura | RANKL (30 - 60 -90 Hz)
0P Ginalterada
G TANAKAetal, 2003 MC3T3-E [1- 40 Hz 300 microtensdo 3 min.Aia Mo 4 ou & dia { bl P9 (o 47 dia)

Durante 3 - 7 dias




No trabalho de Hou et al., 2011, o potencial osteogénico e 0s mecanismos
mecanobioldgicos da vibracdo mecanica com propriedades de 40 Hz e amplitudes
variaveis (0,06, 0,14, 0,32, 0,49, 0,66, e 0,8 x g) foram analisados. A periodicidade
de submissao dos estimulos aos quais as células (osteoblastos - MC3T3-E1) foram
submetidas foi de exatos 30 minutos por dia durante 3 dias. Como marcadores da
atividade celular osteogénica, foram analisadas as transcricbes de fatores da
glicoproteina Wnt10B, Osteoprotegerina (OPG), ativador do receptor do fator nuclear
Kb (RANKL) e da proteina esclerostina (sost), comparando sua atividade atraves de
um grupo controle cultivado de forma semelhante, em placa estacionaria pelo
mesmo periodo do grupo de exposicdo. As avaliagdes dos marcadores bioquimicos
foram realizadas 12 horas apo6s o ultimo ciclo de estimulacdo (terceiro dia) em
ambos os grupos. A osteogénese foi relacionada com a transcricdo de fatores
WntlOB , OPG e RANKL. Como resultado a expressdo de OPG aumentou
significativamente nas aceleracoes entre 0,06, 0,14, 0,32, 0,499 quando comparadas
com as culturas controle (p < 0,001). Os niveis de RANKL diminuiram em todas as
amplitudes. Para investigar se as mudancas estao relacionadas com a sinalizagcao
de vias Wnt (rede de proteinas sensibilizadora dos receptores localizados nas
superficies das células para a expressdo de DNA no nucleo celular), os autores
acompanharam os niveis de proteina Wnt10B. Desta forma os autores verificaram
que os niveis da proteina Wnt10B foi aumentada em 2,4 vezes, onde a ligacéo e
inibicAo com outras moléculas foi determinante indutora da atividades osteoblastica
e inibidora da atividade osteoclastica. Neste mesmo estudo 0s autores investigaram
se o0 tempo de vibragédo do tipo LMHF foi determinante na expressédo dos genes a
uma frequéncia de 40 Hz e amplitudes de 0,49 g com intervalos de tempo de 0, 30,

60, 90, 120, 240 minutos. Como resultado evidenciou-se um pico de expressao dos



niveis de RNAm, OPG e Wntl0OB alcancados em 30 minutos, porém apos esse

periodo os niveis de RNAm foram decrescentes.

Lau et al., 2010, investigaram os efeitos da vibracdo LMHF na ativacao
dos ostedcitos, em consideragdo a sua dispersdo, teorizando sobre seu potencial
mecanosensor responsavel por detectar a estimulos vibratérios produzindo fatores
soliveis que modulariam a atividade das células efetoras. Para tanto foram
investigadas duas linhagens de células murinas (MLO-Y4 e RAW264.7). As culturas
de MLO-Y4 (Ostoblastos) foram expostas a frequéncias de 30 - 60 e 90 Hz, com
aceleracbes de 0,3 g por 60 minutos. A transcriptase reversa, enzima capaz de
realizar um processo de transcricdo contraria em relagdo ao padréo celular, foi o
método utilizado para mensurar a resposta mecanobiologica através da expressao
dos genes de prostaglandina H2 sintase, percussora da também conhecida
Cicloxigenase 2 (COX2), OPG e RANKL, e comparadas com grupo sem vibracao.
Os resultados mostraram aumento significativo dos niveis de RNAmM de COX-2, em
todas a frequéncias, quando comparado com o grupo controle onde o maior nivel foi
encontrado em frequéncias de 90 Hz, algo em torno 3.4 vezes ou 344% (p < 0,01).
Uma hora de carga vibratéria LMHF em MLO-Y4 diminuiu a expressdo RNAm de
RANKL em todas as frequéncias, e mais significativamente, a 60 Hz muito embora o
nivel de RNAm de OPG nao tenham sofrido alterac¢des significativas, a diminuicao
da RANKL contribuiu para uma diminuicéao significativa de proteina RANKL/OPG em
todas as frequéncias. Em conjunto, estes dados sugerem que a vibracdo LMHF
dirige a expressdao do RNAm produzindo fatores solUveis que atenuam efeitos anti-

reabsorcéo.

Em 2005, Judex et al. realizou in vivo, experimento com 45 ratos fémeas

BALB/cByJ, divididos em 3 grupos; controle, desuso e estimulacdo vibratéria. Para o
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grupo de estimulacdo vibratéria os animais foram submetidos a frequéncias de 45
Hz, e amplitudes de 0.3 g, 10 minutos por dia, cinco dias por semana. Seis animais
de cada grupo foram sacrificados no quarto dia e nove dos respectivos grupos no
21° dia. Analisando os dados através de histomorfometria e quantificacdo de genes
de expressdo através de PCR, assim os autores monitoraram a expressédo de 13
genes divididos em 2 grupos, dos quais 0s genes caracterizados como essenciais
para a formacdo 6ssea incluiam: nucleo de fator alfa de ligacdo 1 (Cbfal), osterix
(Osx), fator de crescimento de insulina -1 (IGF-1), proteina morfogenética do 0sso-2
(BMP-2), integrina b3, o colageno tipo I, metaloproteinase- 2 (MMP-2 ou gelatinase
A), e osteonectina. Em contrapartida os genes relacionados com a reabsorcédo 6ssea
incluiram: RANKL, Oxido nitrico sintase indutivel (iNOS ou NOS2), catepsina K,
metaloproteinase-9 (MMP-9 ou gelatinase B), e osteopontina (OPN). Os achados
mostraram que quatro dias de estimulacédo vibratéria ndo foram capazes de produzir
diferencas significativas na expressao dos genes anabdlicos quando comparado
com o controle. Apos 21 dias de vibracdo LMHF, houve mudancas significativas na
expressdo de genes MMP2 (54%) ja nos genes osterix em 14%, BMP-2 (18%) e
colageno tipo | (19%), as modificacbes ndo foram estatisticamente significativas para
0s genes esses ligados a atividade osteoblastica. Em relacdo aos genes de
reabsorcdo RANKL (32%), e iNos (39%), houve aumento estatisticamente

significativo de ambos marcadores.

Kotiya et al., 2011, investigaram as alteracbes do tecido 6sseo cortical a
nivel molecular em resposta a carga vibratéria de LMHF (70 Hz, 0,5 g), comparando
0os resultados com o estimulo de estresse de alta compressdo (High-strain
compression — HSC). Nesse mesmo estudo os autores analisaram a capacidade de

cada uma desses estimulos em alterar o quimio-transporte das células, em resposta



a 5 minutos de estimulacéo vibratoria (30 ciclos) e de HSC a 10.0N. Vinte e quadro
ratos C57BL/6 machos foram aleatorizados em 4 grupos assim divididos: (1) Grupo
HSC (60 ciclos), (2) grupo de vibracdo (15 minutos) ambos com eutanasia 4 horas
apos o estimulo. Para mensurar os efeitos crénicos, estimulos diarios de (3) HSC
(60 ciclos/dia) e (4) vibracdo (15 min./dia) com eutanasia no quarto dia 4 horas apos
0 ultimo estimulo. Os genes analisados foram fosfatase alcalina (Alp), Bmp-2,
Sialoproteina do osso (Bsp), Cox-2, proteina Dickkopf (Dkk1), Sost, osterix (Osx),
Fator de transcricdo Runt — 2 (Runx-2) e osteocalcina (Ocn). Foram observados que
em ambos os periodos, de 4 horas bem como em 4 dias o grupo de LMHF obteve
mudancas somente nos niveis de RNAmM de COX-2 e Ocn. Os niveis de COX-2
foram aumentados em 4 dias quando comparado com o controle. Os niveis de

expressdo de Ocn apresentaram decréscimo no quarto dia (p<0,075).

Tanaka et al., 2003 tiveram como objetivos, investigar os efeitos sobre a
proliferacdo celular, a atividade da enzima fosfatase alcalina, além da expresséo dos
genes de RNAm de Ocn, colageno tipo |, OPN, conexina 43 (Cx43), e quatro
metaloproteinases de matriz (MMPs-12 -3, -9, -13) associados com a resposta
anabdlica no osso através da estimulagdo mecanica em culturas de osteoblastos
(MC3T3-E1). Os autores analisaram trés grupos propostos: (1) Grupo de
estimulacdo sinusoidal de 3 Hz, com 0-3000 microstrain (2), Grupo de vibracdo (0 a
50 Hz - 300 microstrain), e (3) grupo de tensao sinusoidal combinada a vibrac&o do
tipo LMHF (S + V). As culturas foram expostas a uma periodicidade de 3 minutos por
dia durante 3 ou 7 dias. As células foram analisadas em tempo real (PCR-RT) um
dia apds a ultima carga vibratoria (dias 4 ou 8). Em relacdo aos achados referentes
aos niveis da fosfatase alcalina os autores observaram no grupo 3 (S+V) reducéo

significativa da proliferagdo celular no oitavo dia de exposi¢do vibratoria, quando



comparado com o controle. Um aumento da expressdo do RNAm de OCN foi
observada apés 7 dias de estimulos S+V. A expresséo de RNAmM de
metaloproteinase-9 (MMP-9) também foi afetada por estimulos mecanicos e
vibratorios combinados apés 3 dias. Nenhuma alteracéo foi observada na atividade
da fosfatase alcalina e os niveis de ARNm de colageno tipo I, osteopontina, Cx 43,
MMP-1A, -3, -13. A expressdao de RNAmM de MMP-1A permaneceu inalterada em
todos os grupos. A PCR revelou que o tratamento de S+V induziu um aumento de
2,6 vezes nos niveis de RNAmM de OCN no oitavo dia quando comparado com o
controle, enquanto a estimulacéo vibratoria LMHF, elevou a expressdo de RNAm de
MMP-9 no quarto dia. O estimulo vibratério aumentou significativamente a
expressdo de RNAm de MMP-9 em 1,3 vezes em relacdo ao controle. Ja a

estimulacdo senoidal isolada néao alterou a expressao do RNAm de qualquer gene.

Bocabac et al., 2006, realizaram uma andlise acerca das influencias do
estresse vibratério sobre o nucleo citoplasmatico das células osteoblasticas (MC3T3-
El), submetidas a diferentes frequéncias e amplitudes vibratorias. O tratamento
vibratério consistiu de aplicacdo de estimulos de frequéncias variadas (05 - 30 - 60 —
100 Hz), durante 5 minutos com amplitudes (5, 4.5, 1,75, 0,75 mm), taxa de
aceleracdo méaxima (0.15, 30.1, 93.8, 186 km/s®) e velocidade méxima ( 0.15, 0.85,
0.66, 0.47 m/s) variando respectivamente as frequéncias impostas. Os autores
analisaram os efeitos agudos (imediatos) e de longo prazo (30 minutos apés) da
estimulacao vibratéria. As respostas agudas em frequéncias de 100 Hz, apresentou
um aumento da expressdo de NO em relacdo as taxas de aceleracdo maxima dos
estimulos vibratorios apos 5 minutos de aplicacdo do estresse, porém nao houve
correlacdo linearmente positiva da vibragcdo em relacéo a liberacdo de NO atraves

da velocidade maxima (m/s). Os efeitos tardios do estresse vibratério sobre as



células dsseas foi medida através do acumulo de prostaglandina 2 (PGE 2) liberada
apos 5 minutos de tratamento com diferentes propriedades vibratorias, sem que
houvesse relacéo positiva da taxa de aceleracdo maxima associada sem linearidade
também em relacdo a taxa de velocidade maxima aplicada. Quando os autores
analisaram os efeitos de longo prazo do estresse vibratério de 100 Hz, apds 5
minutos de LMHF, sobre as células 0sseas, observaram um aumento expressao do
RNAmM de COX-2/PGE2, em relacdo a outras frequéncias (5 - 30 — 60 Hz) 30
minutos apos o estimulo. Durante a estimulacao vibratéria de 100 Hz a relacao entre
as frequéncias foi duas vezes maior do que os estimulos de 5 Hz e 30 Hz. A tabela 1
mostra a caracterizacdo dos estudos selecionados realizada a partir da extracdo dos

parametros e caracteristicas vibratorias.

4 Discussao

Hou et al, 2011, com um trabalho relevante e de rigor metodoldgico
importante, verificaram através da comparacdo com grupo controle uma correlacao
positiva e estatisticamente significativas em vias de sinalizacdo Wnt, aumentando a
sensibilidade de osteoblastos em estimulacdo vibratéria de baixa amplitude e alta
frequéncia em relacéo a efeitos agudos e cronicos das vibracfes mecéanicas do tipo
LMHF fornecendo margens importantes para a interpretacdo a cerca dos

mecanismos de mecanotransducao de células 0sseas.

Lau et al., 2010, buscaram um melhor entendimento dos mecanismos de
mecanotransducdo celular analisando secundariamente a correlagdo entre a
expressdo de COX-2 e a producéo de PGE 2 através da vibracdo LMHF, teorizando
se esse efeito seria semelhante ao produzido pelo fluxo de fluido. Importante

ressaltar que esse sistema faz parte de mecanismos pro inflamatorios atuando em



osteoblastos induzindo a sintese de COX-2 mediada por PGE 2 e a expressao de
RANKL que induz a diferenciacdo de osteoclastos progenitores em osteoclastos
maduros pela ligacdo ao receptor para RANKL presente no osteoclasto progenitor.
Assim houve um decréscimo significativo nos niveis de PGE2 no grupo de vibracao
(-61%, p <0,01) em comparacao com o controle. Em concordancia com o descrito
por Rocabac et al. (2006) os resultados confirmam os mecanismos anti-absortivos

da vibragcdo LMHF.

O modelo de Judex et al., 2005, através de um estudo morfométrico,
forneceu sobre tudo uma metodologia voltada para a identificacdo dos reais fatores
que poderiam estimular a expressdo de genes diferenciais na atividade metabdlica
do tecido ésseo. Os autores através de comparacdes e inferéncias com grupo
controle forneceram a 15 ratos fémeas estimulos vibratérios in vivo. Quando os
autores correlacionaram os genes anabdlicos e catabdlicos do tecido ésseo para
qualquer dos grupos em dois “Clusters” observaram que havia semelhanca na
expressao padrbes entre muitos genes distintos que respondem para 0s sinais
anabdlicos e catabdlicos que resultam de uma co-dependéncia intrinseca de eventos
moleculares envolvidos na adaptacdo osso através de estimulos mecanicos o que
confirma a alta complexidade do metabolismo das células Gsseas e a necessidade

de posteriores metodologicamente confiaveis.

Kotiya et al. (2011), realizaram o primeiro estudo experimental que
teorizou a respeito do aumento do infiltrado 6sseo em resposta a estimulos
vibratorios e diante do fato de ambos os tratamentos promoverem um aumento do
infiltrado na rede lacunar canalicular do osso cortical melhorando assim o quimio-
transporte celular (QTC), os autores e afirmaram que as alteragdes no QTC sé&o

necessarias para a mecanotransducdo, mas ndo € suficiente para estimular a



formacdo 6ssea. A auséncia de resposta mecanobioldgica das células 6sseas sobre
a influéncia do estimulo vibratério pode ser atribuido neste estudo ao tratamento
dado as culturas durante o preparo para a analise dos genes em tempo real (PCR-
RT) e através do descrito por Bacabac et al., 2006 que atribuiu a viscoelasticidade
das células, as respostas células especificas a diferentes propriedades vibratorias
onde altas frequéncias seriam traduzidas pelo nucleo celular (menor deformacéo)
engquanto baixas frequéncias influenciariam por exemplo a parede celular com maior
capacidade de deformacéo, excitando as células 6sseas por diferentes vias, 0 que
pode alterar inclusive a expressao dos genes envolvidos. Assim, os achados macro
e microscopicos sugeriram que as Vvibracbes LMHF, foram ineficientes na
estimulacdo do osso cortical, quando comparado com o controle e em relacdo ao
HSC que por sua vez promoveu alteracdes macroscopicas na massa 0ssea e na

expressao de genes osteogénicos e anti-osteclasticos.

O modelo de Tanaka et al. (2003), ndo analisou as respostas celulares
imediatas a aplicagdo dos estimulos, dado esse limitador frente os resultados
apresentados. Em decorréncia da propriedade dinamica do tecido 6sseo, a resposta
aguda ao estimulo deveria ser considerada uma vez que os eventos de transducdo
de sinais, tais como a ativacdo de canais de calcio e de sinalizagdo com quinases
ocorrem em milissegundos ou minutos, respectivamente (Liedert et al., 2006). Os
resultados do estudo sugerem que o0s osteoblastos sdo mais sensiveis estimulos
vibratorios de alta frequéncia e baixa amplitude. O aumento na expressao de OCN
faz mencédo ao seu papel como um importante marcador mecanobiologico para a
diferenciacdo osteoblastogénica. A regulacdo de RNAmM de MMP-9 obtido através da
vibratorio mecéanica sugere um papel potencial na remodelacdo da matriz

extracelular matriz. O fato de os niveis de RNAm de MMP-1 (colagenase 1), MMP-3



e e MMP-13 (colagenase 3), ndo apresentarem alteracdes aos estimulos mecanicos
utilizados e em contrapartida a expressdao dos genes de MMP-9 apresentarem
elevacdo dos seus niveis durante o tratamento vibratorio, seu verdadeiro papel na
estimulacdo de osteoblastos ainda € desconhecido em sua complexidade e novas
investigacdes sdo necessario para compreender o papel da MMP-9 bem como das

outras MMPs em resposta a vibragdo de LMHF.

Bocabac et al. (2006) analisaram através de analise de variancia (ANOVA
one-way) as diferengas entre o DNA total, RNA e proteinas de expressdo de
diferentes de tipos de vibracdo. Foram consideradas basicamente a quantificacao
dos genes de NO e PGE2 e sua relacdo com o pico de aceleragcdo do estimulo
vibratorio, que por sua vez foi analisado através de regressao linear. Os resultados
sugeriram que a resposta de células Osseas estimuladas através de vibracdo
dependia sobre tudo da frequéncia do estimulo aplicado e que o movimento do
nacleo celular seria 0 mecanismo responsavel pela liberacdo desses marcadores
bioquimicos. Apesar de os autores ndo utilizaram grupo controle classico, o estudo
fornece uma consisténcia metodologica importante e fornece parametros
significativos para a quantificacdo de genes especificos envolvidos na
mecanotransducao de células O6sseas. Em suma as diferentes frequéncias e
amplitudes aplicadas sobre o nucleo citoplasmatico das células osteoblasticas foram
reconhecidos como determinantes da expressdo de RNAmM de COX-2, NO e
prostaglandinas 2 (PGE 2) das células e o mapeamento desses genes sao de

fundamental relevancia para o proposto nesta revisao.



5 Conclusao

Modelos animais sdo eficientes instrumentos para o entendimento acerca
da influéncia das vibracdes mecanicas sobre as células 6sseas, fornecendo dados
importantes para o desenvolvimento de terapias e modelos de mecanotransdugao
celular subjacentes as variadas vias de transducdo de sinal para 0 0sso. Porém
estes dados devem ser pensados para adaptacdo do complexo metabolismo ésseo
de humanos. As dificuldades em estabelecer parametros vibratorios ideais para a
expressdo de genes, proliferacao celular, sintese da matriz, e libertacdo de fatores
de crescimento, justificam a elaboracdo de novos estudos que devem considerar as
particularidades dos diferentes niveis de sensibilizacdo celular com o designio de

obter positiva adaptacéo tecidual.
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