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RESUMO 
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Arrazoado. A Quinase de Adesão Focal (FAK) é ativada e contribui para a regulação da 

sinalização que determina as alterações fenotípicas de cardiomiócitos estimulados 

mecanicamente. A regulação da atividade da FAK é complexa e depende de mecanismos 

intramoleculares e da cooperação com a tirosino-quinase Src. Há evidências de que a 

tirosino-fosfatase SHP-2 contribui para a regulação do nível de fosforilação em resíduos de 

tirosina e, portanto da atividade da FAK em miócitos ventriculares de ratos neonatos em 

cultura (MVRNs). Este estudo objetivou examinar se a SHP-2 modula o nível de 

fosforilação da FAK em MVRNs. Examinamos se em MVRNs controle (i.e. não submetido 

a estímulo mecânico), a atividade da SHP-2 contribui para o baixo nível de fosforilação em 

tirosina da FAK e se em MVRNs submetidos a estímulos mecânicos a inibição da atividade 

da SHP-2 paralela a dissociação FAK/SHP-2 exerce papel permissivo na elevação da 

fosforilação da FAK. 

Material e Métodos. Utilizou-se modelo de sobrecarga pressora por coarctação da aorta 

em ratos (miocárdio-VE) e estiramento in vitro em MVRNs. As abordagens experimentais 

incluíram técnicas de imunoprecipitação, western blot, imunohistoquímica, atividade de 

tirosino fosfatase in vitro, expressão de SHP-2 recombinante e avaliação da expressão do 

gene da cadeia pesada de beta-miosina (β- miosina). 

Resultados. A coarctação da aorta (miocárdio-VE) e o estiramento (MVRNs) aumentaram 

a fosforilação da FAK no resíduo tirosina 397, em miocárdio-VE (200%) e  em MVRNs 

estirados (75%). A FAK imunoprecipitada de amostras controles, encontrou-se associada a 

SHP-2 e o estímulo mecânico acompanhou-se de redução dessa associação, no miocárdio 

(60%) e em MVRNs (84%). Experimentos com imunohistoquímica e microscopia confocal 

demonstraram co-localização da FAK e da SHP-2 em MVRNs controle. Ocorreu redução 

da atividade de tirosino-fosfatase em imunoprecipitados de anticorpo anti-FAK (25%) e 

anticorpo anti-SHP-2 (25%) de miocárdio-VE de animais submetidos à coarctação da aorta, 

e anti-FAK (20%) e anti-SHP-2 (40%) de MVRNs estirados. A SHP-2 recombinante foi 

capaz de reduzir (70%) in vitro a fosforilação da FAK ativada por estímulo mecânico. 

Ocorreu aumento (125%) da quantidade de FAK fosforilada em MVRNs controles tratados 

com TFMS (inibidor seletivo da atividade da SHP-2); naqueles submetidos ao estiramento, 

o aumento em relação aos MVRNs estirados, mas não tratados com TFMS, foi menor 
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(40%). Ocorreu paralelamente, diminuição (40%) da associação FAK/SHP-2 e aumento da 

expressão do gene fetal  da cadeia pesada da β - miosina (110%) em MVRNs tratados com 

TFMS; Os MVRNs tratados concomitantemente com TFMS e PP2 (inibidor farmacológico 

da FAK), apresentaram  atenuação  desse aumento (25%). 

Conclusão. Os dados sugerem que a SHP-2 modula o nível de fosforilação da FAK em 

MVRNs, exercendo papel inibitório na ativação da FAK, contribuindo para o seu baixo 

nível de fosforilação em MVRNs e miocárdio na ausência de estímulo mecânico. A 

diminuição da associação FAK/SHP-2, da atividade específica da SHP-2 em MVRNs ou 

miocárdio submetidos a estímulos mecânicos e o aumento da fosforilação da FAK mediante 

tratamento dos MVRNs com TFMS, indicam que a redução da atividade da SHP-2 e da 

associação a FAK, é um importante mecanismo que colabora para o aumento de 

fosforilação da FAK em MVRNs submetidos a estímulos mecânicos sustentados. O 

aumento da expressão da cadeia pesada da β – miosina conseqüente à inibição da atividade 

da SHP-2 e a atenuação desse aumento, perante a concomitante inibição da atividade da 

FAK, corrobora nossa hipótese de que a SHP-2 modula a ativação da FAK em 

cardiomiócitos, influenciando a reprogramação gênica característica da ativação da 

sinalização hipertrófica, por estímulo mecânico. 
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Mechanical forces drive changes in cardiac myocyte function and structure that occur in 

response to hemodynamic overload. Focal Adhesion Kinase (FAK) has been implicated in 

the sensing and transduction of mechanical forces into biochemical events in cardiac 

myocytes. This study was performed to examine whether the protein tyrosine-phosphatase 

SHP-2 plays a role in baseline and stretch induced FAK activation and signaling in cultured 

neonatal rat ventricular myocytes (NRVMs).NRVMs were subjected to cyclic stretch up to 

60 min, studied by coimmunoprecipitation, immunoblotting, tyrosine-phosphatase activity 

assay, RT-PCR, and used in assays utilizing recombinant SHP-2 catalytic domain. Analysis 

was extended to NRVMs treated with Shp2 inhibitor TFMS and with FAK/Src Inhibitor 

PP2. FAK had a relatively low basal level of phosphorylation at Tyr397 in non-stretched 

NRVMs. Cyclic stretch (1HZ, 10%) induced rapid and sustained (up to 60 min) increases 

in phosphorylation of FAK at Tyr397. The results of coimmunoprecipitation assays 

indicated that FAK and SHP-2 are associated in non-stretched NRVMs, but cyclic stretch 

markedly reduced (to 25% and 60% after 10 and 60 min, respectively) the amount of  

SHP-2 recovered from the anti-FAK antibody precipitates. The tyrosine phosphatase 

activity of the anti-SHP-2 immunocomplex taken from non-stretched cardiac myocytes was 

relatively high, but it was markedly reduced (to~60% after 10 and 60 min) in samples of 

stretched cells. The recombinant PTP domain of SHP-2 was demonstrated to be able to 

dephosphorylate the native FAK immunoprecipitated from NRVMs. The inhibition of 

SHP-2 activity by the pharmacological inhibitor TFMS markedly increased FAK 

phosphorylation at Tyr397 in non-stretched NRVMs to levels comparable to those seen in 

stretched cells. Treatment with TFMS lasting for 4h was accompanied by a marked increase 

(to ~200) the expression of beta-myosin heavy chain mRNA in non-stretched NRVMs. 

This effect was attenuated by ~25% in NRVMs simultaneous treated with the FAK/Src 

inhibitor PP2.In conclusion, the present data demonstrated that the basal FAK 

phosphorylation at Tyr397 is modulated by SHP-2 and that inhibition of SHP-2 during 

cyclic stretch has a permissive role on FAK activation by mechanical stress. Our results 

also establish the tight regulation of FAK phosphorylation by SHP-2 as a potential  

counter-regulatory signaling in the control of the hyperthophic genetic program in cardiac 

myocytes. 
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A hipertrofia cardíaca é frequentemente interpretada como uma resposta 

adaptativa à sobrecarga das câmaras coração. Quando instalada, determina o 

restabelecimento da tensão na parede das câmaras sobrecarregadas. (Grossman, Jones & 

McLaurin,1975; Sodomisha &  Izumo, 1997; Russell, Mothagh, Ashley, 2000;  

Frey et al , 2004). No entanto, paradoxalmente, a presença de hipertrofia isolada ou 

associada ao remodelamento do ventrículo esquerdo, independente da doença primária que 

os tenha originado, são fatores de grande impacto na evolução clínica e prognóstico de 

pacientes cardiopatas (Levy . et al., 1990; St. John. Sutton. M. et al.,1994).  

Sobrecargas hemodinâmicas prolongadas são causa e também conseqüência de 

doenças que acometem o coração (Katz ; 1990). Tensões geradas durante o ciclo cardíaco 

podem ativar mecanismos de crescimento hipertrófico nas células do miocárdio, em 

especial nos miócitos cardíacos (Sadoshima, Izumo, 1997; Omens, 1998). A hipertrofia dos 

cardiomiócitos é caracterizada pelo aumento do tamanho celular, da síntese de proteínas do 

sarcômero e daquelas associadas às diversas organelas e citoesqueleto extra-sarcomérico 

dos cardiomiócitos (Frey . et al; 2004). 

Vários fatores humorais como peptídeos vasoativos, catecolaminas, citocinas e 

fatores de crescimento podem contribuir para o desenvolvimento da hipertrofia cardíaca, 

porém o estímulo mecânico é considerado o fator mais relevante na indução da hipertrofia 

do miocárdio decorrente de sobrecarga mecânica (Chien , Olson, 2002; Knoll, Hoshijima, 

Chien. 2003). Estiramento e aumento de tensão passiva, decorrentes de sobrecargas 

mecânicas, são considerados fatores importantes para a ativação de mecanismos 

adaptativos estruturais e funcionais do miocárdio nas doenças cardíacas  

(Katz; 1990; Sadoshima , Izumo, 1997; Omens , 1998). 

Forças mecânicas localizadas ativam mecanismos de sinalização em 

cardiomiócitos, levando à indução da expressão de programas gênicos específicos, 

relacionados ao remodelamento estrutural e funcional do miocárdio (St. John. Sutton.  

M. et al.,1994; Lammerding, Kamm, Lee; 2004). Isto inclui a expressão proteínas 

sarcoméricas e extra-sarcoméricas próprias da vida fetal. Quando sustentado, o estímulo 

mecânico contribui para a degeneração e morte dos miócitos cardíacos, além do 
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estabelecimento da fibrose miocárdica que, em conjunto, resultam em remodelamento e 

falência cardíacas (Katz, 1990; Chien, 1999; Lammerding, Kamm, Lee; 2004).   

O termo mecanotransdução pode ser definido como a resposta bioquímica da 

célula ao estímulo mecânico (Lammerding, Kamm, Lee; 2004). Esta definição tem como 

base a percepção de forças mecânicas originadas do ambiente extracelular que, por sua vez, 

são transduzidas para o interior da célula através da geração de sinais bioquímicos. Esses 

sinais, então, dão origem a respostas apropriadas que levam a alterações na estrutura e 

função celular (Samarel ; 2005).  

A mecanotransdução no cardiomiócito é um processo particularmente 

complexo. Estas células respondem tanto a forças mecânicas externas, como também a 

forças intrínsecas geradas no sarcômero dos cardiomiócitos, que são transmitidas para 

células adjacentes e para a matriz extracelular. Sinais originados de estímulos mecânicos 

afetam a regulação do desempenho cardíaco e também dos mecanismos envolvidos na 

proliferação, diferenciação, crescimento e sobrevivência celular (Samarel, 2005). Assim, o 

entendimento das bases celulares e moleculares do processo de mecanotransdução é 

relevante no concernente à compreensão da função e estrutura do coração sadio ou doente. 

Evidências obtidas em modelos experimentais e em formas específicas de 

miocardiopatia de origem genética indicam que o citoesqueleto dos cardimióciotos tem 

função importante na transdução de eventos mecânicos em eventos bioquímicos  

(Sussman, McCulloch , Borg, 2002; Epstein, Davis, 2003, Peng. et al, 2005). As regiões de 

contato entre estruturas do citoesqueleto sarcomérico e não-sarcomérico de cardiomiócitos 

e elementos da matriz extracelular, conhecidas como costâmeros, são consideradas como 

potenciais sítios de transdução de sinais mecânicos em sinais bioquímicos  

(Sussman, McCulloch, Borg, 2002; Epstein, Davis, 2003; Lammerding J, Kamm,  

Lee; 2004; Samarel ,2005).  

Dentre as proteínas sarcoméricas, citam-se as responsáveis por ligar os 

filamentos à linha Z e a própria linha Z, que é responsável pela sustentação e ancoragem 

das proteínas contráteis. O citoesqueleto extra-sarcomérico inclui filamentos de actina e 

filamentos intermediários que conectam sarcômeros paralelo entre si com o sarcolema e 
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com membranas de organelas intracelulares. O citoesqueleto extra-sarcomérico inclui os 

microtúbulos, que estabelecem conexões longitudinais entre as estruturas sub-celulares dos 

miócitos cardíacos (Scopacasa, Teixeira, Franchini; 2003).  Como sustentam e ancoram as 

estruturas sub-celulares, as proteínas do citoesqueleto sofrem tensão e se deformam 

podendo servir como transdutores de força nos miócitos cardíacos (Sussman, McCulloch, 

Borg, 2002; Epstein, Davis, 2003). 

Também importante, no contexto da mecanotransdução, é a capacidade do 

citoesqueleto de ancorar e controlar a atividade de moléculas sinalizadoras que, uma vez 

ativadas, podem coordenar a expressão gênica e as respostas fenotípicas a estímulos 

mecânicos (Burridge, Chrzanowaska-Wodnicka, 1996; Janmey, 1998). 

Demonstramos anteriormente (Franchini et al.; 2000) que a quinase de adesão 

focal (FAK – Focal Adhesion Kinase), se expressa em abundância no miocárdio, sendo 

rapidamente ativada por estímulos mecânicos. Esta molécula sinalizadora foi originalmente 

descrita (Hanks et al., 1992; Schaller et al., 1992) em células em cultura como uma proteína 

tirosina quinase localizada nos sítios de adesão ao substrato, o que despertou o interesse de 

caracterizá-la como um sinalizador envolvido na mecano-transdução entre o ambiente e as 

células. Vários estudos têm relacionado a FAK à hipertrofia cardíaca (Nemoto, Sheng, Lin, 

1999; Seko et al., 1999; Pham, et al., 2000; Kuppuswamy, 2002; Aikawa et al., 2002; 

Torsoni et al., 2003 a ; Yi, et al. , 2003; Nadruz  et al., 2005; Torsoni  et al., 2005;  

Peng et al, 2006) bem como ao processo de remodelamento cardíaco  

(Mansour et al., 2004). 

Em nossos estudos iniciais também demonstramos que a FAK está associada à 

fração dos filamentos de actina não-sarcomérica dos miócitos cardíacos e que sua ativação 

acompanha-se de ativação de vias de sinalização celular envolvidas no crescimento 

hipertrófico e de outras vias envolvidas na sobrevivência celular. Em corações isolados 

(Domingos et al.; 2002), verificamos que a ativação da FAK é determinada pelo 

estiramento passivo do miocárdio, mais do que por tensões ativas. 

A ativação da FAK depende da auto-fosforilação do resíduo de tirosina  

397 (Tyr397) no domínio N-terminal da molécula (Polte, Hanks,1995; Calalb, Polte, 

Hanks, 1996; Franchini et al., 2000; Torsoni, 2003). A Tyr397 fosforilada recruta outra 
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tirosino-quinase conhecida como Src, que, uma vez ativada fosforila os resíduos  

Tyr576-577 da FAK, incrementando sua atividade (Calalb, et al., 1995; Owen et al., 1999; 

Webb et al., 2004). A ativação local da FAK também promove recrutamento e agregação 

(“clusters”) de outras moléculas de FAK, amplificando o sinal do complexo protéico. A Src 

ativada também promove a fosforilação de resíduos adicionais da FAK como a Tyr 925, 

responsável por ativar vias de sinalização envolvidas no crescimento celular. Esta 

seqüência de ativação da FAK, bem como a estreita cooperação entre FAK e Src, 

inicialmente demonstradas em outros tipos celulares, foi confirmada, em nossos estudos 

anteriores, em cardiomiócitos em resposta a estímulos mecânicos (Franchini, 2000; 

Domingos, 2002; Torsoni, 2003).  

Demonstramos que o estiramento aplicado diretamente em cardiomiócitos de 

ratos neonatos provoca a ativação da FAK (Torsoni, 2003). Neste estudo também 

demonstramos que a ativação da FAK por estiramento não depende da ativação de fatores 

parácrinos, o que indica ser a ativação da FAK, pelo estiramento, dependente de 

mecanismo intrínseco do miócito ligado diretamente ao estímulo mecânico. Esta idéia foi 

confirmada em estudo recente do nosso laboratório (Fonseca et al., 2005) que demonstrou, 

através de sondagens com sistema de duplo-híbrido, ensaios de “pull-down” e 

imunohistoquímica, a associação direta entre a FAK com a região C-terminal da cadeia 

pesada de miosina, bem como a dependência desta associação para a ativação da FAK pelo 

estímulo mecânico em cardiomiócitos. Verificamos, que a ativação da FAK é acompanhada 

pela formação de agregados dessa molécula (clusters) e pela translocação destes agregados, 

para outros sítios sub-celulares como a linha Z, os costâmeros e núcleo. 

Também demonstramos (Torsoni et al., 2003 a; Nadruz et al., 2005;  

Torsoni et al., 2005), que a ativação da FAK por estiramento em miócitos cardíacos tem 

papel crítico na regulação da re-expressão de genes do programa fetal induzida por 

estímulo mecânico. Existe ampla constatação experimental (Schaub et al., 1997; Hoshijima, 

Chien, 2002) de que a re-expressão do programa gênico fetal é essencial para o 

estabelecimento das modificações fenotípicas do miocárdio observadas na hipertrofia e 

remodelamento cardíacos. A demonstração da importância da FAK para a expressão de 
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ANF em resposta ao estiramento indica o potencial desta enzima como elemento de 

controle das alterações fenotípicas dos cardiomiócitos induzidas por estímulos mecânicos. 

Em conjunto, os resultados de nossos estudos anteriores indicaram que a FAK 

comporta-se como transdutor de estímulos mecânicos em sinais bioquímicos no miocárdio. 

No entanto, ainda não estão esclarecidos vários aspectos, tanto dos mecanismos que 

iniciam, como dos mecanismos que contribuem para a sustentação da ativação da FAK em 

cardiomiócitos submetidos a estímulos mecânicos. Neste contexto, um dos aspectos 

intrigantes revelados em estudos anteriores (Fonseca et al., 2005) é o fato de a FAK 

translocar-se de seu sítio na banda A do sarcômero, onde está associada com a porção  

C-terminal da cadeia pesada de miosina, para outros sítios subcelulares em resposta a 

estímulos mecânicos. Tanto os mecanismos envolvidos na translocação como os 

mecanismos responsáveis pela sustentação da fosforilação em tirosina e, 

conseqüentemente, da atividade da FAK após a translocação subcelular, são totalmente 

desconhecidos. 

 

Hipótese 

Temos como hipótese que a elevada fosforilação da FAK em resíduos de 

tirosina e, presumivelmente sua elevada atividade, em cardiomiócitos submetidos a 

estímulo mecânico agudo e sustentado é, em parte, devida à supressão da atividade de 

tirosino-fosfatases.  

Esta hipótese encontra sustentação em diversas evidências experimentais 

obtidas em outros tipos celulares que mostram que a atividade da FAK é regulada por sua 

associação com a tirosino-fosfatase SHP-2 (Lin  et al. ; 2004) que é capaz de desfosforilar a  

FAK em sítios de tirosina específicos (Tsuda, 1998; Feng, 1999; Manes et al., 1999;  

Wang. et al., 2005).  

Há demonstrações anteriores de que a inativação da SHP-2 leva a um aumento 

na fosforilação e, conseqüentemente, ativação da FAK (Yu et al., 1998;  

Wichert G.von. et al. , 2003). Há evidências também de que a regulação da ativação da 
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FAK por estímulo mecânico via integrina/citoesqueleto depende da modulação da atividade 

da SHP-2 (Wichert G.von. et al. , 2003).  

Estudos em células epiteliais gástricas mostraram que é ativação enzimática da 

SHP-2 que controla diretamente os níveis de fosforilação da FAK nos casos de gastrite, 

úlcera péptica e adenocarcinoma gástrico infectados por Helicobacter Pylori CagA 

(Tsutsumi et al; 2006). Em células não cardíacas, existe ampla constatação experimental do 

papel da SHP-2, na montagem/ desmontagem e amadurecimento dos complexos de adesão 

bem como nos processos de motilidade celular, organização do citesqueleto e miogênese, 

muitas vezes, através da modulação da atividade da FAK (Yu et al., 1998;  

Manes et al, 1999; Oh E.-S. et al, 1999;  Masato, 2000; Wichert G.von. et al. , 2003;  

Kontaridis et al. ;, 2004; Wang. et al., 2005). A ativação da SHP-2 também está envolvida 

com o mecanismo de apoptose em cardiomiócitos, através da desfosforilação em Tyr da 

FAK (Rafiq et al.; 2006). 

A SHP-2 é uma enzima citosólica ubíqua, da superfamília das proteínas 

tirosino-fosfatases (PTPs) que pertence à sub-família das SHPs, proteínas altamente 

conservadas, cuja característica principal é possuir dois domínios SH2 na região  

amino-terminal (N-SH2 e C-SH2)  ligados em série com o domínio catalítico PTP.  

(Figura. 1) (Neel, Gu, Pao; 2003). O domínio catalítico PTP possui especificidade para 

hidrolisar resíduos de tirosina fosforilados.  

Por possuir dois tipos de domínios que podem se ligar a resíduos de tirosina 

fosforilados dos substratos, a SHP-2 participa de diversas vias de sinalização (Feng, 1999; 

Neel, Gu, Pao, 2003; Stoker, 2005), incluindo vias envolvidas na hipertrofia miocárdica 

(Nakaoka et al.; 2003). 

A influência da SHP-2 sobre os cardiomiócitos ainda não está bem elucidada. 

Sabe-se que pacientes com a Síndrome do Leopardo desenvolvem miocardiopatia 

hipertrófica, e que na Síndrome de Leopardo ocorre uma redução da atividade da SHP-2 

(Woywodt, 1998). Já em pacientes com a Síndrome de Noonan, na qual a atividade da 

SHP-2 está aumentada, o miocárdio se apresenta com espessura diminuída quando 

comparado ao normal (Tartaglia, 2005). Assim se faz necessário o entendimento da 
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participação da SHP-2 nos mecanismos de sinalização do cardiomiócito, em especial dos 

mecanismos que envolvem mecanotrasdução e gênese da hipertrofia cardíaca. 

 

Figura 1- Estrutura linear de uma proteína Shp. (Modificado de NEEL B.G, GU H.,  

PAO L., 2003) 
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O presente estudo foi planejado para avaliar: 

1) se a atividade da SHP-2 contribui para a manutenção de níveis reduzidos de 

fosforilação em tirosina da quinase de adesão focal em cardiomiócitos não 

submetidos a sobrecarga 

2) se a modulação da atividade da SHP-2 pelo estímulo mecânico contribui para 

a fosforilação da FAK em cardiomiócitos submetidos a estímulos mecânicos 

agudos e sustentados.  
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Nos experimentos do presente estudo foram utilizadas amostras de miocárdio 

de ventrículo esquerdo de corações de ratos e miócitos ventriculares de ratos neonatos 

(MVRN) submetidos a estiramento in vitro. Detalhes sobre os procedimentos e técnicas 

utilizadas foram descritos em publicações anteriores (Franchini et al., 2000;  

Franchini, 2003; Domingos et al., 2002; Torsoni et al., 2003 a; Torsoni  et al., 2003 b; 

Nadruz  et al., 2003 a; Nadruz et al., 2003 b; Nadruz et al., 2005; Torsoni et al., 2005).  

Reagentes. No presente estudo foram utilizados meio de cultura DMEM, soro 

equino, soro fetal bovino da Gibco BRL Co. Pancreatina foi adquirida da Sigma, 

colagenase tipo II da Worthington. Proteína A/G plus e anticorpos policlonais anti-Fak  

(C-20) e anti-cSrc (B-12), e monoclonais anti-SHP-2 (SC40), foram adquiridos da Santa 

Cruz Biotechnology (USA). Anticorpos policlonais anti-pSrc
418 

e anti-pFak
 397

 da 

Biosource International (USA). Kit de quimioluminescência foi adquirido da Pearson 

(USA). Anticorpos secundários marcados com fluoróforos ALEXA para 

imunohistoquímica foram adquiridos da Molecular Probes (Inc.). 

 

3.1- Tirosino-Fosfatase SHP-2 Recombinante 

A construção da tirosino-fosfatse SHP-2 recombinante foi cordialmente cedida 

pelo Dr. Eugene Chin do departamento de Patologia e Laboratório de Medicina, da 

Faculdade de Medicina da Universidade de Brown, Providence, RI , USA (Tong, 2002). De 

acordo com os autores (Tong, 2002) o gene foi inserido em vetor de expressão pGEX-3T 

(Amersham Biosciences), resultando na construção, com atividade confirmada. 

 

3.2- Animais 

Foram utilizados ratos Wistar, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da 

Unicamp (CEMIB), Campinas-SP, com peso entre 200e 250g e ratos Wistar neonatos de  

1-2 dias de vida. 
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3.3- Isolamento e estiramento de miócito ventricular de ratos neonatos 

Detalhes da técnica de extração e estiramento de miócitos ventriculares de ratos 

neonatos (MVRN) foram descritos anteriormente (Torsoni et al., 2003 a; Nadruz  et al., 

2003 a).  

Os corações foram retirados de ratos neonatos Wistar (1-2 dias), cortados em  

4 pedaços e submetidos à digestão branda em solução tampão de ADS ( 6,8g de NaCl, 

4,76g de Hepes Salt, 0,12g de NaH2PO4, 1g de glicose, 0,4g de KCl e 0,10 MgSO4, H2O 

q.s.p 100ml p/ ADS 10X e 1000ml para ADS 1X, pH 7,35) com colagenase/pancreatina, 

centrifugação a 3000 rpm, 37
o
C, por 5 minutos e pré-plaqueamento em placa de petri de 

vidro. Após 6 ciclos de digestão e pré- plaqueamento, os cardiomiócitos foram separados 

em gradiente de Percoll por centrifugação, por 30 min, 3000 rpm, 37 
o
C. Após a separação, 

as células foram colocadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Médium) enriquecido com 5% de soro fetal bovino e 10% de soro eqüino e acrescido de 

1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina) e 100uM de Bromodioxiuridina. As células 

foram plaqueadas em placas com base de silicone recoberta com colágeno tipo I (Bioflex) 

para estiramento à vácuo biaxial cíclico em Sistema Flexercell 3000T (Flexercell 

International, USA). Antes do estiramento, as células permaneceram em cultura com meio 

DMEM enriquecido com soros por 36- 40 horas. Após o meio de cultura foi trocado por 

DMEM sem adição de soro no qual as células permaneceram por, no mínimo, 24 horas 

antes de serem estiradas. 
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Figura 2- Representação esquemática do aparato utilizado para estiramento mecânico em 

células cardíacas isoladas. 

 

3.4- Modelo animal de sobrecarga de pressão 

Logo após a monitorização hemodinâmica (descrita a seguir), a cavidade 

torácica foi aberta no segundo espaço intercostal esquerdo, a aorta torácica transversa 

dissecada e um “clamp” de prata (diâmetro interno - 50µm) foi colocado na croça da aorta 

entre o tronco braquiocefálico e a artéria carótida comum esquerda produzindo aumento da 

resistência ao fluxo sanguíneo e conseqüente sobrecarga de pressão no coração. A cavidade 

torácica foi fechada e os ratos mantidos anestesiados. Foram estudados os ratos em 

períodos que variaram de 10 minutos a 1 hora após constricção da aorta. A sobrecarga de 

pressão foi considerada satisfatória quando o “clamp” produziu um aumento de  

40 a 50mmHg na pressão sistólica da aorta ascendente (mensurada através da artéria 

carótida direita) sem induzir a uma queda significativa nos níveis pressóricos da aorta 

abdominal (mensurada através da artéria femoral) (Figura 3). Os animais controle foram 

submetidos à cirurgia fictícia, com abertura da cavidade torácica, porém sem colocação do 

clamp de prata. 
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Figura 3- Exemplos de registros de pressão arterial obtidos em experimento de coarctação 

da aorta. 

 

3.5- Monitorização hemodinâmica 

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura de cetamina 

(Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e diazepam (União Química Farmacêutica Nacional S/A, 

Brasil). Esta mistura foi administrada na proporção de 10mg de cloridrato de cetamina para 

0,07mg de diazepam, e a dose aplicada foi de 0,3mL/100g de peso corporal do animal. Em 

seguida, os animais foram colocados em mesa cirúrgica aquecida a 38°C e submetidos à 

monitorização da pressão arterial através de inserção de cateteres de polietileno  

(PE50 – Clay Adams, Parsipany, EUA) nas artérias carótida direita e femoral direita, os 

quais estavam acoplados a transdutores de pressão COBE (Arvada, CO, EUA). O sinal da 
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pressão arterial foi amplificado por um amplificador GP4A Stemtech  

(Stemtech, Milwaukee, WI, USA). Este se comunicava a um conversor analógico-digital, 

conectado a um computador contendo o programa WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments, 

Akron, OH, EUA) para monitoração hemodinâmica contínua e gravação de dados. Os 

sinais foram gerados a uma frequência de amostragem de 100Hz e gravados em canais 

individuais (Figura 4).  

Clamp de
prata

Transdutor de
pressão

Transdutor de
pressão

Amplificador /
Conversor

analógico-digital

Computador -
Programa

WINDAQ-PRO

 

Figura 4- Representação esquemática do modelo utilizado nos experimentos in vivo. 

 

3.6- Western Blot 

Detalhes da técnica de Western Blot foram descritos anteriormente  

(Franchini et al.; 2000). Resumidamente, amostras de miocárdio de ratos ou MVRN foram 

homogenizadas em tampão de solubilização. Os extratos resultantes foram submetidos a 

SDS-PAGE e as proteínas específicas identificadas através de anticorpos específicos e 

quimioluminescência em membranas de nitrocelulose. 
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3.7- Imunoprecipitação e preparação de extratos totais  

Corações rapidamente removidos, cortados em pequenos pedaços e 

homogeneizados imediatamente em aproximadamente 10 volumes de tampão para 

homogeneização (Triton X-100 1%, Tris-HCl 100mM (pH 7,4), pirofosfato de sódio 

100mM, fluoreto de sódio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sódio 10mM, PMSF 

2mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4°C usando um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S 

(modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) operado em velocidade 

máxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por  

20 minutos e o sobrenadante utilizado para a análise por extrato total e imunoprecipitação. 

A determinação de proteína foi realizada pelo método de BIURETO. Para o protocolo de 

imunoprecipitação, foi feita a reação do sobrenadante com 10µg de anticorpos primários, 

estando as amostras mantidas sob agitação leve na câmara fria durante a noite. 50µl de 

Proteína A-Sepharose 6MB foram acrescentados a cada amostra, mantendo-as sob agitação 

na câmara fria por mais duas horas. Após centrifugação por 20 minutos a 11000 rpm a 4°C, 

o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado submetido à lavagem por 3 vezes com 

tampão de lavagem para imunoprecipitado (Tris-HCl 100mM, pH 7,4, EDTA 1mM, Triton 

X-100 0,5%, ortovanadato de sódio 2mM). Os mesmos procedimentos foram realizados 

com MVRN, diferindo apenas no que diz respeito à extração, pois foram extraídos da placa 

de silicone, homogeneizados com passagens repetidas por seringa de insulina e as proteínas 

dosadas pelo método de Lowry. 

 

3.8- Ensaio de Atividade Fosfatase in vitro 

Corações rapidamente removidos, cortados em pequenos pedaços e 

homogeneizados imediatamente, em aproximadamente 1,5 volumes de tampão de lise para 

fosfatase (EDTA 5mM, Tris-HCl 20mM, PMSF 2mM, EGTA 1mM, NaCl 130mM e 

aprotinina) a 4°C usando um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; 

Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) operado em velocidade máxima por  

30 segundos. Logo em seguida, foi adicionado 10% de Triton do valor adicionado de 

tampão (150µl) e a amostra foi mantida por, no mínimo, 40 min em gelo. Após, os extratos 
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foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para a 

análise por imunoprecipitação.  

A dosagem de proteína foi realizada pelo método de BIURETO (20µl do 

sobrenadante + 1000µl do Biureto). A leitura foi feita em espectrofotômetro a 540nm, 

depois de reservar as amostras no escuro por 15 minutos. Para o protocolo de 

imunoprecipitação, foi feita a reação do sobrenadante com 10µg de anticorpos primários, 

estando as amostras mantidas sob agitação leve na câmara fria durante a noite. 40µl de 

Proteína A-Sepharose 6MB foram acrescentados a cada amostra, mantendo-as sob agitação 

na câmara fria por mais duas horas. Após centrifugação por 15 minutos a 11000 rpm a 4°C, 

o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi submetido à lavagem por 3 vezes com 

tampão de lavagem e ensaio para fosfatase (400µl por amostra) (Hepes 100mM, pH 7,6, 

NaCl 150mM, EDTA 2mM, DTT 1mM, BSA 0,5 mg/ml). O precipitado (amostra) foi 

ressuspendido em 50µl de tampão de lavagem e ensaio para fosfatase e em seguida a ele foi 

adicionado o peptídeo específico fosforilado no resíduo tirosina 527 (pp60 
c-src 

C-terminal 

phosphoregulatory peptide- Thr- Ser- Thr Glu- Pro– Gln- Tyr (PO3H2)- Gln- Pro- Gly- 

Glu- Asn- Leu- BIOMOL Research Laboratories; USA) numa quantidade adequada para 

concentração final de 200ul. A amostra foi incubada 1hora a 30
0 
C. 

Após a incubação, uma alíquota de 40µl foi transferida para uma placa de Elisa 

(placa de 96 poços), à qual foi adicionada 100µl do reagente Biomol Green  

(Reagente for Phosphatase Detection; BIOMOL Research Laboratories, USA). A 

Absorbância foi medida após 30 minutos da adição do Biomol Green, em aparelho Leitor 

de Elisa (Labsystems Multishlan MS, Uniscience do Brasil), a 595nm. Os mesmos 

procedimentos foram realizados com MVRN, diferindo apenas no que diz respeito à 

extração, pois foram extraídos da placa de silicone, homogeneizados com passagens 

repetidas por seringa de insulina e as proteínas dosadas pelo método de Lowry. 

 

3.9- Imunocitoquímica e avaliação com microscopia confocal 

A análise imunocitoquímica das proteínas foi realizada utilizando-se MVRNs.  
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Os MVRNs foram fixados com paraformaldeído 4%, sacarose 4% e triton 0,6% 

em PBS 0,1M, pH 7,4,  por 15 minutos em temperatura ambiente. As células fixadas foram 

pré-incubadas em tampão de bloqueio (leite desnatado 3%, triton 0,6% em PBS 0,1M) por 

45 minutos em temperatura ambiente, seguido por incubação com anticorpos primários 

(anti-FAK e anti- SHP-2) durante a noite a 4°C. O material foi lavado com PBS 0,1M e 

incubado por 2 horas a 25°C com os seguinte anticorpos secundários: goat anti rabbit Alexa 

flúor®; após, as lâminas foram montadas. Os sinais positivos foram visualizados por 

microscopia confocal a laser (Zeiss LM510). Na ausência de anticorpos primários, o uso de 

anticorpos secundários (controle negativo) não produziu marcação significativa. 

 

3.10- Obtenção, expressão e purificação do sítio ativo da tirosino-fosfatase SHP-2 

recombinante (PTP-GST)  

A construção contendo o gene do sítio ativo da tirosino-fosfatase SHP-2  

(PTP-GST) foi gentilmente cedida pelo Dr. Eugene Chin do departamento de Patologia e 

Laboratório de Medicina, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brown, 

Providence, RI, USA (Tong, 2002).  Nos foi enviado, disperso em papel de filtro. O 

plasmídeo pGEX-3T (Figura 5) possue um gene de seleção de crescimento de bactérias 

para ampicilina. Esse material contendo a construção foi ressuspenso em tampão TE  

(Tris-EDTA, pH 8) a 65ºC durante cinco minutos, com a finalidade de extrair a construção 

fixada no papel, e armazenado-a a –20ºC. Para garantir uma quantidade suficiente e um 

estoque permanente, a PGEX-3T  foi transformada em bactéria de clonagem E. coli DH5-α, 

por eletroporação, obtendo com isso uma cultura permanente de bactérias capaz de produzir 

em grande quantidade a construção de interesse. 

Para expressão e obtenção da proteína tirosino-fosfatase SHP-2 recombinante 

(PTP-GST), as bactérias de clonagem transformadas foram plaqueadas em meio  

Luria- Bertani-ágar-ampicilina para obtenção de colônias isoladas. Foi feito então um  

pré-inóculo das colônias em meio líquido Luria-Bertani-ampicilina, permanecendo em 

crescimento over-night a 37ºC. No dia seguinte verteu-se um pequeno volume (10 mL) do 

pré-inóculo em 500 mL de meio líquido de cultura Luria-Bertani-ampicilina e este 
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incubado a 37ºC, sob agitação, por aproximadamente 4 horas. A monitoração do 

crescimento ótimo das bactérias foi feita pela leitura da densidade óptica (OD), em 

espectrofotômetro (600nm), de pequenos volumes retirados de hora em hora do meio. 

Atingida a OD de 0,5-0,6 (representativo de crescimento ótimo bacteriano), foi adicionado 

0,1mM de IPTG (agente indutor artificial) pra indução da expressão da proteína 

recombinante, permanecendo por mais 4 horas sob agitação. Após esse tempo, o meio de 

cultura foi então centrifugado à 5000 rpm por 10 minutos para separação do pellet 

bacteriano. Estes foram coletados e lisados enzimaticamente por lisozima, termicamente 

através de uma alternância de ciclos (6) de congelamento em nitrogênio líquido e 

descongelamento em banho a 42ºC, e mecanicamente por sonicação (três pulsos de  

ultra-som de intensidade máxima, por 10 segundos). O homogenato resultante foi  

ultra-centrifugado a 23000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante (fração solúvel) foi 

coletado e purificado através de incubação deste com beads de GST (Glutathione Sepharose 

TM
 4 Fast Flow – Amersham Biociences) por 4 horas; após, essa suspensão foi centrifugada 

a 3000 rpm por 20 min e o precipitado (proteína recombinante (PTP-GST) + beads de GST) 

foi coletado e armazenado a -80
0
C em tampão contendo 5mM de DTT, 50mM pH 7,4 

Hepes,  150mM NaCl e 10% Glicerol . Toda comprovação da indução e expressão da 

proteína foi obtida por eletroforese da fração solúvel, resultante de cultura bacteriana não 

induzida e induzida com IPTG, bem como a comprovação da purificação feita com o 

precipitado purificado, em gel de poliacrilamida a 12%. A banda de proteína visualizada 

correspondente à PTP-GST é aquela situada entre a faixa de 50 a 75 KDa, sendo menos 

intensa para a não induzida (ver Figura 13). 
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Figura 5- Representação esquemática de um vetor de expressão plasmidial  p-GEX 

 

3.11- Ensaio enzimático com tirosino-fosfatase SHP-2 recombinante (PTP-GST) 

A atividade do sítio catalítico da SHP-2 (PTP-GST) foi avaliada em Leitor de 

Elisa. A mistura reacional (100µL) foi composta de tampão contendo 100 mM de Hepes, 

pH 7,6, 150 mM NaCl 20mM EDTA, 1mM DTT, 0,5 mg/ml de Albumina Bovina, , e 

diferentes concentrações de SHP-2 recombinante (proteínas purificada- PTP-GST). A 

reação foi iniciada com a adição, à mistura, de 200µM de peptídeo pp60 
c-src

, conforme 

protocolo de Atividade Fosfatase descrito, e conduzida à 30ºC por 1 hora. Alíquotas  

(40 µL) foram retiradas e transferidas para a placa de 96 poços na qual a reação foi 

paralisada através da adição de 100 µL de Biomol Green. Decorrido o tempo de 30 minutos 

após a paralisação, foi a realizada a leitura de absorbância das amostras em Leitor de Elisa 

no comprimento de onda de 595 nm. A partir da leitura das amostras, uma curva da 

atividade da proteína recombinante (Figura 16) foi construída e uma concentração de 

proteína adequada de trabalho pôde ser estipulada. 
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3.12- Ensaio de Desfosforilação da FAK pelo Sítio Ativo Recombinante (PTP-GST) da 

tirosino-fosfatase SHP-2 

Para a realização do ensaio de desfosforilação, a FAK foi imunoprecipitada de 

extratos de ventrículo esquerdo de corações de ratos Wistar controle e coarctado por  

60 minutos.  

Os imunoprecipitados de FAK foram incubados com 3µg do sítio ativo 

recombinante da SHP-2 (PTP-GST) em 60µl de tampão contendo 50mM Hepes pH 7,0, 

20mM NaCl e 1mM DTT, por 20 minutos a 30 
0
C . Após a incubação os imunoprecipitados 

de FAK foram lavados três vezes com o tampão de lavagem contendo  0,4 mM PMSF, 

50mM Tris- HCl ,150mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 25mM NaF, 5mM NaP ,1mM 

Ortov , 0,1mg/ml Aprotinina, 1mM  DTT e 1% Triton X- 100 .  

Em seguida procedeu-se com protocolo de Western Blot, usando anticorpo  

anti-fosfotirosina 397 da FAK (Ren et al.; 2004). 

 

3.13- Tratamento de cardiomiócitos de ratos wistar neonatos, isolados e em cultura 

com inibidor específico da SHP-2 bis(4-Trifluorometilsulfonamidofenil)-1,4-

diisopropilbenzeno (TFMS) 

Os MVRNs foram extraídos e cultivados conforme descrito na secção de 

materiais e métodos e tratados com inibidor seletivo da SHP-2 (TFMS- diluído em DMSO 

10mg/ml), na concentração de 1,8 uM, , por 45 minutos. 

Em seguida procedeu-se com protocolo de extração destas células e de Western 

Blot, usando anticorpo anti-fosfotirosina 397 da FAK . 

 

3.14- RT- PCR 

Cardiomiócitos isolados e em cultura foram extraídos e homogeneizadas em TRIzol e o 

RNA total foi isolado por precipitação com isopropil como descrito anteriormente
  

(Nadruz Jr W. et al., 2003). Uma alíquota de 100 ng de RNA total foi usada para a síntese 

de cDNA com sistema de pré-amplificação Superscript (Life Technologies) de acordo com 
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o fabricante. O cDNA foi amplificado por PCR com Taq DNA polimerase com 

oligonucleotídeos derivados dos genes, β-miosina (5'-

CCAACACCAACCTGTCCAAGTTC-3' and 5'-TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC-

3')
 

e  gene da  β-actina  (5'-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT-3' and  

5'-GCTTCTCCTTAATGTCACGCACGA-3').
 

Os oligonucleotídeos foram sintetizados 

pela Life Technologies. As condições de amplificação consistiram de 25 ciclos como 

descrito:
 
desnaturação a 95°C por 1.30min, anelamento a 47°C (β-Actina)

 
e (β-miosina) por 

30seg, e extensão a 68°C por 2 min. Os produtos da PCR foram fracionados pelo tamanho 

por eletroforese em gel de agarose 2%. Após os géis foram corados com Brometo de Etídeo 

e as bandas de DNA visualizadas em um trasluminador de UV.
 
 As amplificações foram 

feitas com os dois primers simultaneamente (multiplex).
  

 

3.15- Análise Estatística 

Os dados foram apresentados em forma de médias e erro padrão. Diferenças 

entre valores médios de dois grupos foram testadas através do Teste T de Student e 

diferenças entre três ou mais grupos foram testadas por análises de variância (ANOVA) 

sendo o teste post hoc o de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significantes. 
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4.1- Efeito da sobrecarga pressora aguda no miocárdio sobre a expressão e 

fosforilação da FAK em resíduo de tirosina 397 

Inicialmente, foram realizados experimentos utilizando-se a técnica de Western 

Blot para determinar os níveis de expressão e fosforilação da FAK no ventrículo esquerdo 

de ratos controle ou submetidos a coarctação da aorta. Extratos totais de ventrículo 

esquerdo controle ou submetido a sobrecarga pressora aguda (10, 30 e 60 minutos) foram 

separados por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. As proteínas separadas no gel 

foram então transferidas para membranas de nitrocelulose, que foram então incubadas com 

anticorpo policlonal contra a porção carboxi-terminal da FAK e com anticorpo  

fosfo-específico contra a forma fosforilada da FAK em sua tirosina 397. 

Conforme demonstrado na Figura 6, o estímulo mecânico não produziu 

alterações significativas na expressão da FAK quando as amostras de VE submetidos à 

sobrecarga foram comparadas às amostras controle. No entanto, ocorreu aumento 

expressivo da quantidade de FAK reconhecida pelo anticorpo fosfo-específico  

anti-FAK-397 nas amostras de corações submetidos a sobrecarga pressora. Resultados 

semelhantes foram obtidos em estudos anteriores de nosso laboratório (Franchini, 2000; 

Fonseca et al. , 2005) 
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Figura 6- Immunoblotting representativo das quantidades totais de FAK em miocárdio de 

ratos submetidos à sobrecarga pressora aguda por 10, 30 e 60 minutos.Gráfico e 

Immunoblotting representativo da fosforilação de FAK em resíduo de tirosina 

397 em miocárdio de ratos controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda 

por 10, 30 e 60 minutos. Valores percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle 

 

4.2- Efeito da sobrecarga pressora aguda sobre a expressão da SHP-2 e sobre a 

associação entre a FAK e a SHP-2 em miocárdio de ratos 

Para determinar os níveis de expressão da SHP-2, extratos totais obtidos de 

ventrículos esquerdos controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda (10, 30 e  

60 minutos) foram separados por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. Membranas 

de nitrocelulose com as proteínas transferidas foram incubadas com anticorpo monoclonal 

contra a porção carboxi-terminal da SHP-2. 

Para avaliar a associação entre a FAK e a SHP-2 utilizamos a técnica de 

imunoprecipitação. As proteínas foram imunoprecipitadas com anticorpo anti-FAK e as 

proteínas separadas em gel de SDS-poliacrilamida. As membranas com as proteínas 
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imunoprecipitadas foram então incubadas com anticorpos monoclonais contra a porção  

C-terminal da SHP-2. Como demonstrado na Figura 7, o estímulo mecânico não produziu 

alterações significativas nos níveis de expressão da SHP-2. No entanto, a constrição da 

aorta causou uma tendência à diminuição da associação entre a FAK e a SHP-2 constatada 

pela diminuição do conteúdo de SHP-2 nos imunoprecipitados de FAK.  

 

Figura 7- Immunoblotting representativo das quantidades totais de SHP-2 em miocárdio de 

ratos controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda por 10, 30 e 60 

minutos. Gráfico e Imunnoblotting da associação entre FAK e SHP-2 em 

miocárdio de ratos controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda por 10, 30 

e 60 minutos. Valores percentuais médios (n = 4). 

 

4.3- Efeito do estiramento sobre a expressão e fosforilação da FAK em MVRNs 

Apesar de ser um bom modelo para a avaliação de mecanismos de sinalização, 

a utilização de miocárdio obtido de ventrículo esquerdo submetido a sobrecarga de pressão 

apresenta restrições quanto à especificidade do tipo celular envolvido e a influência de 

fatores externos aos cardiomiócitos. Assim, experimentos adicionais foram realizados para 

avaliar se a associação FAK/SHP-2 e a atividade da SHP-2 são reguladas pelo estímulo 

mecânico em cardiomiócitos de ratos neonatos mantidos em cultura (Torsoni et al.; 2003; 

Torsoni et al.; 2005). 
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Neste experimento foram utilizados MVRNs sobre placa de silicone. Grupos 

diferentes de placas foram submetidos a estiramentos controlados pelo período de 10, 30 e 

60 minutos. As células, controle e estiradas, foram coletadas e seus extratos processados 

para a realização de experimentos com a técnica de western blot com anticorpos anti-FAK e 

fosfo-específico anti-FAK-397. Para determinar os níveis de expressão e fosforilação da 

FAK, os extratos totais obtidos de MVRNs controle ou daqueles submetidos ao estiramento 

(10, 30 e 60 minutos) foram separados através de eletroforese em gel de  

SDS- poliacrilamida e transferidos para membranas de nitrocelulose as quais foram então 

incubadas com anticorpo policlonal contra a porção carboxi-terminal da FAK, com 

anticorpos fosfo-específicos da FAK. 

Conforme demonstrado no gráfico da Figura 8, o estímulo mecânico aplicado 

sobre os MVRNs em placa de silicone, assim como no modelo animal, não produziu 

alterações significativas na expressão da FAK quando as amostras provenientes de células 

submetidas ao estiramento foram comparadas as controle. No entanto, o estímulo mecânico 

causou uma tendência ao aumentou a fosforilação da FAK em tirosina 397, conforme já 

demonstrado em trabalhos anteriores do nosso laboratório (Torsoni et al.; 2003;  

Torsoni et al.; 2005; Nadruz et al., 2005) 

 

Figura 8- Immunoblotting representativo das quantidades totais de FAK em MVRNs 

submetidos à estiramento por 10, 30 e 60 minutos.Gráfico e Immunoblotting 

representativo da fosforilação de FAK em MVRNs, controle e submetidos à 

estiramento por 10, 30 e 60 minutos. Valores percentuais médios (n = 4).  
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4.4- Efeito do estiramento sobre a expressão da SHP-2 e sobre a associação entre FAK  

e SHP-2 em MVRNs 

Neste experimento extratos de MVRNs (controle e estirados) foram utilizados 

para imunoprecipitação e western blot com anticorpos anti-FAK e anti-SHP-2. Para 

determinar a expressão da SHP-2, extratos totais obtidos de MVRNs controle ou daqueles 

submetidos a estiramento (10, 30 e 60 minutos) foram separados em gel de  

SDS-poliacrilamida e transferidos para membranas de nitrocelulose, que foram então 

incubadas com anticorpo monoclonal anti-SHP-2. Para a avaliação da associação entre a 

FAK e a SHP-2, extratos totais foram incubados com anticorpos contra a porção C-terminal 

da FAK, obtendo-se assim os imunoprecipitados (IP) de FAK. 

Como demonstrado no gráfico da Figura 9, o estiramento aplicado diretamente 

sobre os cardiomiócitos não modificou a expressão da SHP-2, porém, resultou em uma 

diminuição acentuada da associação entre a FAK e a SHP-2, constatada pela redução do 

conteúdo de SHP-2 nos imunoprecipitados (IP) de FAK, assemelhando-se ao resultado 

observado em modelo de rato submetidos a constricção aguda da aorta.  

 

Figura 9- Immunoblotting representativo das quantidades totais de SHP-2 em MVRNs 

controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda por 10, 30 e 60 minutos. 

Gráfico e Imunnoblotting da associação entre FAK e SHP-2 em MVRNs 

controle e submetidos à sobrecarga pressora aguda por 10, 30 e 60 minutos. 

Valores percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 
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4.5- Avaliação da localização da FAK e da SHP-2 em MVRNs controles e submetidos 

a estímulo mecânico 

A atividade e função de proteínas de sinalização guardam relação estreita com 

sua localização em estruturas sub-celulares. Técnicas de imunohistoquímica associadas a 

microscopia confocal permitem não apenas localizar proteínas em sítios sub-celulares, mas 

também avaliar a co-localização de proteínas que cooperam entre si em vias de sinalização 

celular. Para a avaliação da localização da SHP-2 e da FAK, os MVRNs foram extraídos, 

fixados em lâminas, duplamente marcados com anticorpos anti-FAK e anti-SHP-2 e 

analisados com microscopia confocal. 

Para a execução desse experimento, os MVRNs foram extraídos, isolados e 

cultivados conforme protocolo descrito na secção de materiais e métodos Após a extração 

os cardiomiócitos foram fixados em lâminas revestidas com poli-L-lisina e submetidos a 

reações de marcação com anticorpos específicos contra a FAK e SHP-2. A análise das 

células foi realizada por microscopia confocal de fluorescência. Os resultados deste 

protocolo permitiram definir a localização sub-celular de SHP-2 e sua relação com a 

localização da FAK. 

Como mostrado na Figura 10, em cardiomiócitos controle, a FAK  

(marcação vermelha) e a SHP-2 (marcação verde) se co-localizam (marcação amarela -

sobreposição verde / vermelho). 

 

Figura 10- Imagem de microscopia confocal de fluorescência de MVRNs controle . 
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4.6- Efeito da sobrecarga pressora aguda, por coarctação da aorta, sobre a atividade 

de tirosino-fosfatase de imunopreciptados de anticorpo anti-FAK e anti-SHP-2 

Extratos de ventrículo esquerdo de ratos controle ou submetidos à coarctação da 

aorta pelo período de 60 minutos, foram imunoprecipitados com anticorpo anti-FAK e  

anti-SHP-2. Os imunoprecipitados bem como amostras de extrato total foram submetidos a 

ensaios de atividade de tirosino-fosfatases in vitro com substrato específico.  Os resultados 

destes experimentos permitiram avaliar, de forma direta, a atividade de SHP-2 e de outras 

tirosinos fosfatases em cardiomiócitos e sua associação com a FAK. 

Como demonstrado no gráfico da Figura 11, a atividade de tirosino-fosfatase 

associada ao imunoprecipitado de anticorpo anti-FAK diminuiu (25%) nas amostras de 

animais coarctados por 60 min; o mesmo ocorreu nos imunoprecipitados de anti-SHP-2 de 

amostras de animais coarctados por 60 min, nos quais a atividade de tirosina-fosfatase 

diminuiu (25%) quando comparada a dos imunoprecipitados de amostras controle, 

conforme demonstrado no gráfico da Figura 12. A atividade de tirosino-fosfatase de 

extratos totais de coração controle e a de corações submetidos a coarctação da aorta foram 

semelhantes (resultados não mostrados). 

 

Figura 11- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-FAK em miocárdio de ratos controle e 

submetidos à sobrecarga pressora aguda por 60 minutos.Valores percentuais 

médios (n = 3). 
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Figura 12- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-SHP-2 em miocárdio de ratos controle e 

submetidos à sobrecarga pressora aguda por 60 minutos. Valores percentuais 

médios (n = 3). 

 

4.7- Efeito do estiramento de MVRNs sobre a atividade de tirosino-fosfatase de 

imunoprecipitados de anticorpos anti-FAK e anti-SHP-2  

Os extratos totais de MVRNs controle e estirados pelo período de 10 e  

60 minutos, foram imunoprecipitados com anti-FAK e anti-SHP-2. Os imunoprecipitados 

foram submetidos a ensaios de atividade de tirosino-fosfatases in vitro com substrato 

específico. Os resultados destes experimentos permitiram avaliar, de forma direta, a 

atividade de SHP-2 e de outras possíveis tirosino-fosfatases em cardiomiócitos e sua 

associação com a FAK. 

Conforme pode ser visto na Figura 13, as amostras de cardiomiócitos estiradas 

por 60 min apresentaram uma atividade de tirosino-fosfatase associada ao imunoprecipitado 

de anti-FAK menor (20 %) quando comparadas às amostras controle. 

Os resultados apresentados na Figura 14 indicam uma diminuição substancial 

da atividade de tirosino-fosfatase dos imunoprecipitados de anticorpo anti-SHP-2 em 

amostras de MVRNs estirados por 10 minutos (40%) e 60 minutos (35%) em relação às 

amostras controle. 
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Figura 13- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-FAK em MVRNs controles e 

submetidos ao estiramento mecânico por 60 minutos. Valores percentuais 

médios (n = 5). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 

 

Figura 14- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-SHP-2 em MVRNs controles e 

submetidos ao estiramento mecânico por 10 e 60 minutos. Valores 

percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 
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4.8- Expressão e ensaio de atividade enzimática da tirosino-fosfatase SHP-2 (sítio 

catalítico ativo recombinantePTP-GST) 

Para avaliar a hipótese de que a SHP-2 participa na regulação do nível de 

fosforilação da FAK em tirosina, realizamos ensaios com o domínio catalítico PTP 

recombinante da tirosino-fosfatase SHP-2. A Figura 15 mostra gel representativo da 

expressão e purificação da proteína recombinante PTP-GST. 

Para confirmar a atividade da proteína recombinante, bem como para 

determinar a concentração ótima de trabalho, foram realizados ensaios de atividade de 

tirosino-fosfatase com a proteína recombinante purificada. Como indicado na Figura 16, os 

ensaios com PTP-GST recombinate indicaram consumo do substrato (peptídeo fosforilado 

pp60 
c-src

) acrescentado ao meio de reação em concentração fixa de 200µM de forma 

concentração enzima dependente.  

 

Figura 15- Foto de gel de poliacrilamida 12% de eletroforese por SDS-Page para análise da 

expressão da enzima recombinante PTP-GST. DH5α- pGex-3T: homogenato 

do lisado bacteriano de E. coli DH5α não induzido e induzido contendo 

plasmídeo e precipitado purificado. 
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Figura 16- Gráfico representativo do comportamento enzimático da proteína recombinante. 

Notar ao aumento linear da atividade da enzima, proporcional à sua 

concentração no meio; e o ponto de saturação da atividade para a dada 

quantidade de substrato, que se deu em torno de 3µg de quantidade de enzima 

para 200µM de substrato. 

 

4.9- Efeito da atividade enzimática da SHP-2 sobre a fosforilação da FAK - Ensaio de 

desfosforilação da FAK in vitro pelo PTP-GST 

Para a realização do ensaio de desfosforilação foram realizados experimentos 

utilizando-se técnicas de imunoprecipitação e western blot para determinar os níveis de 

expressão e fosforilação da FAK, bem como da expressão da SHP-2. Para a avaliação do 

efeito enzimático da SHP-2 sobre a fosforilação da FAK, extratos totais obtidos de 

ventrículo esquerdo controle ou daqueles submetidos à sobrecarga aguda por 60 minutos, 

foram incubados com anticorpos contra a porção C-terminal da FAK, obtendo-se assim os 

imunoprecipitados de FAK. Os imunoprecipitados de FAK foram incubados com PTP-GST 

recombinante e a reação neutralizada com tampão de lavagem. Em seguida, as proteínas da 

reação foram separadas através de eletroforese em gel SDS-poliacrilamida e western blot 

com anticorpo anti-FAK, anti-fosfo-específicos FAK 397. 
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Conforme demonstrado no Gráfico da Figura 17, os níveis de fosforilação da 

FAK diminuíram de forma expressiva nas amostras tratadas com a proteína recombinante 

(PTP) em relação aos controles (não-tratados), evidenciando que a SHP-2 tem atividade 

enzimática sobre a FAK hipofosforilada (miocárdio não submetido ao estímulo mecânico) e 

hiperfosforilada (miocárdio submetido ao estímulo mecânico) obtida do miocárdio de ratos. 

Não houve alteração das quantidades totais de proteínas no ensaio.   

 

Figura 17- Immunoblotting representativo das quantidades totais de FAK e Immunoblotting 

e gráfico representativo da desfosforilação da FAK pelo PTP-GST in vitro em 

extrato de miocárdio de ratos controle e submetidos a sobrecarga mecânica por 

60 minutos. Valores percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado às amostras controle. 

 

4.10- Efeito do tratamento de MVRNs com TFMS sobre atividade de  

tirosino-fosfatase de imunoprecipitados de anticorpos  anti-SHP-2  

Para a avaliação da efetividade da inibição da atividade enzimática da SHP-2 

pelo inibidor seletivo TFMS, foram utilizados MVRNs, controle e tratados com TFMS na 

concentração de 1,8 µM, por 45 minutos. Os extratos totais de MVRNs controle e tratados 

com TFMS foram imunoprecipitados com anti-SHP-2. Os imunoprecipitados foram 
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submetidos a ensaios de atividade de tirosino-fosfatases in vitro com substrato específico. 

Os resultados destes experimentos permitiram avaliar, de forma direta, a inibição da 

atividade de SHP-2 pelo inibidor seletivo, conforme demonstrado no gráfico Figura 18. 

 

∗ 

Figura 18- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-SHP-2 em MVRNs controles e tratados 

com TFMS. Valores percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 

 

4.11- Efeito da inibição farmacológica da atividade enzimática da SHP-2 in vitro sobre 

a fosforilação da FAK 

Para a avaliação do efeito da inibição da atividade enzimática da SHP-2 sobre a 

fosforilação da FAK foram utilizados MVRNs controle e estirados por 10 e 60 minutos. Os 

cardiomiócitos foram tratados com TFMS (inibidor seletivo da SHP-2) na concentração de 

1,8 �M, por 45 minutos. Em seguida, os extratos totais dos cardiomiócitos tratados ou não 

com TFMS foram separados através de eletroforese em gel SDS-poliacrilamida e 

submetidos a western blot com anticorpos  anti-fosfo-FAK Tyr-397. 

Conforme demonstrado no Gráfico da Figura 19, os níveis de fosforilação da 

FAK no resíduo de tirosina 397 aumentaram expressivamente nas amostras controles 

tratadas com TFMS, em relação às células controle (não-estiradas) não tratadas, 
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evidenciando que a SHP-2 tem atividade regulatória sobre os níveis de fosforilação da FAK 

em cardiomiócitos de ratos. Ocorreu também aumento na fosforilação da FAK no resíduo 

tirosina 397 nas amostras estiradas por 10 e 60 minutos tratadas com TFMS em relação às 

amostras estiradas não tratadas. O aumento, no entanto foi menor já que a fosforilação da 

FAK nos cardiomiócitos já aumenta significativamente após o estiramento. Não houve 

alterações na expressão de FAK nas amostras. 

 

Figura 19- Immunoblotting e gráfico representativo da fosforilação da FAK em resíduo de 

tirosina 397 - MVRNs controle e estirados por 10 e 60 minutos, tratados ou não 

tratados com TFMS. Valores percentuais médios (n = 4). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 

 

4.12- Efeito da inibição da atividade enzimática da SHP-2 in vitro sobre a associação 

FAK /SHP-2 

Para a avaliação do efeito da inibição da atividade enzimática da SHP-2 sobre a 

associação FAK/SHP-2, foram utilizados MVRNs controle e tratados com TFMS  

(inibidor seletivo da SHP-2) na concentração de 1,8 µM, por 45 minutos. Os extratos totais 

foram incubados com anticorpos contra a porção C-terminal da FAK, obtendo-se assim os 

imunoprecipitados de FAK. Em seguida os extratos totais dos cardiomiócitos tratados ou 
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não com TFMS foram separados através de eletroforese em gel SDS-poliacrilamida e 

submetidos a western blot com anticorpos  anti-SHP-2. 

Conforme demonstrado, no Gráfico da Figura 20, há uma tendência à 

diminuição da aassociação FAK/ SHP-2 nas amostras tratadas com TFMS em relação às 

células controle (não-estiradas) não tratadas, sugerindo que a atividade da SHP-2  tem papel 

regulatório sobre a associação FAK/SHP-2 em cardiomiócitos de ratos.  

 

Figura 20- Immunoblotting representativo das quantidades totais de SHP-2 em MVRNs 

controle e submetidos ao tratamento com TFMS. Gráfico e Imunnoblotting da 

associação entre FAK e SHP-2 em MVRNs controle e submetidos ao 

tratamento com TFMS.  Gráfico representativo da associação FAK/SHP-2 em 

MVRNs controles e tratados com TFMS. Valores percentuais médios (n = 4). 

 

4.13- Efeito do tratamento de MVRNs com inibidor farmacológico da FAK (PP2) 

sobre atividade de tirosino-fosfatase de imunoprecipitados de anticorpos   

anti-SHP-2  

Para a avaliação da efeito do tratamento de MVRNs com PP2, sobre a atividade 

enzimática da SHP-2, foram utilizados MVRNs, controle e tratados com PP2 na 

concentração de 1,8 µM, por 4 horas. Os extratos totais de MVRNs controle e tratados com 
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PP2 foram imunoprecipitados com anti-SHP-2. Os imunoprecipitados foram submetidos a 

ensaios de atividade de tirosino-fosfatases in vitro com substrato específico. Os resultados 

destes experimentos permitiram avaliar, de forma direta, a influência do uso de um inibidor 

da FAK sobre a atividade de SHP-2 em MVRNs, conforme demonstrado no gráfico  

Figura 21. 

 

Figura 21- Gráfico representativo da atividade tirosino-fosfatase associada ao 

imunoprecipitado de anticorpo anti-SHP-2 em MVRNs controles e tratados 

com PP2. Valores percentuais médios (n = 2). 

 

4.14- Efeito da inibição da atividade enzimática da SHP-2 pelo tratamento de MVRNs 

com TFMS sobre a expressão gênica de β-miosina 

Para a avaliação do efeito da inibição da atividade enzimática da SHP-2 sobre a 

expressão de genes marcadores de hipertrofia, como o da β-miosina, foram utilizados 

MVRNs controle e tratados com TFMS (inibidor seletivo da SHP-2) na concentração de  

1,8 µM, por 4 horas. Conforme demonstrado na Figura 22, houve aumento substancial na 

expressão do gene da β-miosina quando a atividade da SHP-2 foi inibida 

farmacologicamente. Em adição, houve atenuação desse aumento quando a atividade da 

SHP-2 foi inibida simultaneamente à inibição farmacológica da atividade da FAK através 

do tratamento dos MVRNs com PP2. 
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Figura 22- Gráfico e gel representativos da PCR da expressão gênica da β-miosina em 

MVRNs controle e submetidos ao tratamento com TFMS, PP2, e com TFMS 

+ PP2. Valores percentuais médios (n = 6). 

* p < 0,05 comparado à amostra controle. 
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No presente estudo examinamos o papel da atividade tirosino-fosfatase SHP-2 

na modulação dos níveis de fosforilação em tirosina da FAK, em MVRNs submetidos ou 

não a estímulo mecânico (estiramento). 

Nossos resultados mostraram que a FAK no estado basal (hipofosforilada), 

presente em cardiomiócitos não estirados encontra-se associada à SHP-2 e que mediante ao 

estímulo mecânico, que sabidamente aumenta a fosforilação em tirosina da FAK, ocorreu 

redução da associação FAK/SHP-2. Complementando esse dado, experimentos, nos quais 

foram utilizadas técnicas de imunohistoquímica, mostraram a co-localização da FAK e da 

SHP-2 em cardiomiócitos isolados e em cultura de ratos neonatos (MVRNs) controles  

(não estirados). Estes resultados sugerem que o aumento da fosforilação em tirosina da 

FAK, induzido pelo estímulo mecânico, deva-se, pelo menos em parte, à dissociação do 

complexo FAK/SHP-2. No intuito de avaliar se a associação FAK/SHP-2 tem relação com 

o estado de ativação da SHP-2, realizaram-se experimentos nos quais foi verificada a 

atividade de tirosino-fosfatase de imunoprecipitados de anticorpo anti-FAK e anti-SHP-2, 

de extratos totais de ventrículo esquerdo (VE) de ratos controle ou submetidos à sobrecarga 

pressora e também de MVRNs controle ou submetidos ao estiramento. Verificou-se que na 

situação controle (no VE e em MVRNs), na qual a FAK e SHP-2 estão associadas, há 

atividade de tirosino-fosfatase relacionadas ao imunoprecipitado de anticorpo  anti-FAK e 

anti-SHP-2 e que nos imunoprecipitados obtidos de extratos totais de VE e de MVRNs 

submetidos ao estímulo mecânico, a atividade de tirosino- fosfatase relacionada a ambos 

imunoprecipitados estava relativamente diminuída. 

Juntos, estes primeiros dados que mostram que a dissociação FAK/SHP-2 

ocorre mediante estímulo mecânico e que esta dissociação é acompanhada da redução da 

atividade de tirosino-fosfatases, sugerem uma relação entre a atividade da SHP-2 e sua 

associação com a FAK. 

O mecanismo pelo qual a SHP-2 exerce sua função, bem como seus alvos 

específicos na célula, ainda não estão bem elucidados. Nossos achados colocam em pauta 

os mecanismos responsáveis pela regulação da atividade da SHP-2 em cardiomiócitos e seu 

papel no controle de cascatas de sinalização.  
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A regulação da atividade da SHP-2 é feita através de um mecanismo de ligação 

e recrutamento da SHP-2 por proteínas que possuem sítios de Tyr fosforilados ou domínios 

ligantes como os SH2, que se ligam aos resíduos de tirosinas fosforilados da cauda  

C-terminal da SHP-2. No estado basal o domínio N-SH2 interage com o domínio PTP, em 

forma de “loop” prevenindo o acesso do substrato ao sítio catalítico. A ativação da SHP-2 

tem sido descrita como dependente da ligação de uma proteína fosforilada em resíduo de 

tirosina nos domínio N-SH2. (Hof. et al, 1998; Feng, 1999; Neel, Lu, Pao, 2003). De 

acordo com esse modelo a relativa atividade basal alta da SHP-2 vista em MVRNs não 

estirados poderia ser devida ao recrutamento e ligação da SHP-2 a complexos de proteínas 

fosforiladas em tirosina. Proteínas de sinalização adaptadoras, como Gab1  

(ligante associado 1 à Grb2) e a SHPS-1 (receptor glicoproteico), são conhecidos substratos 

da SHP-2 (Madruga et al, 1996). Por exemplo, a proteína adaptadora Gab1 que pode ser 

fosforilada em resíduos de tirosina por múltiplos receptores e não receptores  

tirosino-quinase, tem sido vista como interativa com a SHP-2 e mediadora dos efeitos dessa 

em cardiomiócitos (Nakaoka et al.; 2003), sendo que a  SHP-2 torna-se muito ativa quando 

ligada a fosfo-tirosina, e particularmente quando ligada a Gab1 (Madruga et. al, 1996; 

Feng, 1999; Cunnick et al, 2000;  Ren  et al.,2004) 

Contudo, a demonstração deste trabalho de que o tratamento dos cardiomiócitos 

não estirados com PP2 reduz a atividade associada ao imunoprecipitado de anti- SHP-2, 

pode indicar que a alta atividade fosfatase basal relativa da SHP-2 vista nessas células, está 

relacionada com a ativação local desta fosfatase, quando ligada à FAK fosforilada, pois 

apesar, do aumento da fosforilação da FAK ocorrer em resposta ao estímulo extracelular, 

esta mantém no estado basal, certo nível de fosforilação e atividade (Abedi, Dawes and 

Zachary; 1995)  

Propomos que a dissolução da ligação existente entre FAK e SHP-2 ocorra 

mediante ao estímulo mecânico, induzida por uma mudança conformacional, ou pela 

desativação da SHP-2 através de um mecanismo de autodesfosforilação; O fenômeno de 

outodesfosforilação é característico dessa enzima quando não associada à uma proteína 

ligante (Lu, Shen, Cole, 2003; Araki, Nawa, Neel, 2003). 
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A dissociação FAK/SHP-2 permite que a FAK aumente sua autofosforilação no 

resíduo tirosina 397. Assim é possível que a baixa fosforilação da FAK em MVRNs não 

estirados, deva-se a ação enzimática de fosfatase da SHP-2 e que a dissociação dessas duas 

moléculas seja suficiente para que a FAK se auto-fosforile. Resultados obtidos em estudos 

nos quais foram realizados ensaios de desfosforilação da FAK pelo sítio ativo recombinante 

da SHP-2 (PTP-GST), corroboram a idéia de que a SHP-2 possivelmente regule a 

fosforilação da FAK de forma direta, através da ação fosfatase.  Vimos que o PTP-GST foi 

capaz de desfosforilar a FAK nativa, em seu resíduo de tirosina 397, in vitro, sugerindo que 

o mesmo possa ocorrer in vivo. 

Nossos estudos mostram que, mediante inibição farmacológica da atividade da 

SHP-2, a fosforilação da FAK em tirosina 397 aumenta em MVRNs não estirados. 

Mostramos ainda que a inibição da atividade da SHP-2 potencia a fosforilação da FAK 

induzida pelo estiramento em MVRNs. O uso do inibidor farmacológico da SHP-2 causou 

também uma diminuição da associação FAK/SHP-2 em cardiomiócitos não estirados. Esses 

dados reforçam ainda mais a hipótese de que a associação FAK/SHP-2 tem relação com o 

estado de atividade da SHP-2 no cardiomiócito e que esta última exerce papel regulatório 

negativo sobre os níveis de fosforilação da FAK.  A redução da atividade da SHP-2 e da 

associação com a FAK, muito provavelmente, tem um papel permissivo e prolongador da 

fosforilação e ativação da FAK em cardiomiócitos submetidos ao estímulo mecânico. 

Sugere-se que a intensa ativação da FAK pelo estímulo mecânico, seja 

dependente do recrutamento e agregação da FAK e da Src, que adicionalmente incrementa 

a atividade da FAK através de transfosforilação desta e pelo recrutamento de moléculas 

adicionais de FAK para regiões subcelulares específicas, dos cardiomiócitos  

(Franchini, 2000; Domingos, 2002; Torsoni, 2003). Nesse sentido, pode-se supor que em 

cardiomiócitos não estirados, o nível basal de fosforilação do complexo FAK/Src, ainda 

que baixo, poderia promover o recrutamento e ativação da SHP-2, que por sua vez, então, 

preveniria a agregação e ativação acentuada da FAK.  

Dado o estímulo mecânico, a ativação simultânea de grande quantidade de 

moléculas de FAK e a dissociação da SHP-2 do complexo FAK/Src poderia exercer um 

papel permissivo no prolongamento da fosforilação da FAK.  
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O presente estudo pontua a possibilidade de que a redução da atividade 

fosfatase da SHP-2 em MVRNs estirados está de alguma forma relacionada com a redução 

de sua associação com a FAK e presumivelmente a proteínas regulatórias não conhecidas. 

Estudos futuros serão necessários para a confirmação desse mecanismo.  Dessa maneira é 

possível que a influência basal negativa da SHP-2 sobre a fosforilação da FAK seja 

dependente de um mecanismo regulatório iniciado pela fosforilação local do complexo 

FAK/Src e o pronto recrutamento da SHP-2. 

Estudos anteriores do laboratório mostraram que a ativação da FAK 

acompanha-se da indução da re-expressão de genes fetais, marcadores moleculares de 

hipertrofia cardíaca, como o do ANP e da cadeia pesada da β-miosina e que a inibição da 

atividade da FAK através do tratamento de MVRNs com PP2 reduz a indução da expressão 

desse genes pelo estímulo mecânico (Torsoni et al., 2003a; Torsoni et al., 2005) 

Experimentos de RT-PCR de MVRNs tratados com TFMS demostraram aumento de 

expressão do mRNA do gene próprio da vida fetal, da cadeia pesada da β-miosina. Assim, 

sugerimos que a interferência na sinalização celular que envolve a SHP-2 tem impacto 

sobre a reprogramação gênica característica da sinalização dos mecanismos envolvidos na 

gênese da hipertrofia cardíaca. Objetivando verificar se esse impacto foi mediado por 

alterações na ativação da FAK, causadas pela inibição da SHP-2, tratou-se 

concomitantemente, os MVRNs não estirados, com PP2 e TFMS. Vimos então, uma 

atenuação da indução da expressão de β-miosina., mediante à inibição da FAK simultânea à 

da SHP-2. Dessa forma, pode-se afirmar que a SHP-2 controla a atividade da FAK em 

cardiomiócitos, e que esse mecanismo regulatório, tem impacto sobre a re-expressão de 

genes fetais marcadores de hipertrofia cardíaca. 

Dado que a FAK é um importante regulador da expressão gênica induzida por 

estímulo mecânico, serão abertas perspectivas de que o controle da atividade de SHP-2 

possa influenciar de forma decisiva a resposta de cardiomiócitos ao estímulo mecânico. 

Será importante, neste caso, entender os mecanismos responsáveis pela redução da 

atividade da SHP-2 induzida pelo estímulo mecânico, bem como os mecanismos 

responsáveis pela redução na associação FAK/SHP-2. A interferência em tais mecanismos 

poderia contribuir para a inibição da hipertrofia de cardiomiócitos, sendo potencialmente 

útil como abordagem terapêutica em doenças cardíacas. 
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Com base em nossos achados, podemos concluir que: 

 A atividade SHP-2 regula a atividade da FAK em cardiomiócitos, modulando 

seus níveis de fosforilação, sendo importante na manutenção do estado hipofosforilado da 

FAK em células não estiradas e na manutenção do estado hiperfosforilado da FAK em 

células estiradas, influenciando a reprogramação gênica característica da ativação da 

sinalização hipertrófica, pelo menos em parte, através do controle da atividade da FAK. 
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