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CCAACACCAACCTGTCCAAGTTC-3' and 5'-TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC-

3') or J3-actin gene (5'-ITCTACAA TGAGCTGCGTGTGGCT-3' and 5'-

GCTTCTCCITAATGTCACGCACGA-3'). Oligonucleotides were synthesized by Life

Technologies. The amplification conditions consisted of denaturing at 94°C for 2 min,

annealing at 45°C (J3-actin)and 54°C (J3-MHC)for 1 min, and extension at noc for 2 mino

The number of cycles was 25. PCR products were size fractionated with agarose gel

electrophoresis. Afierbeing stained with ethidiumbromide, the DNA bands were visualized

with a UV transilluminator.

Immunohistochemistry and Laser confocal analysis. NRVMs were fixed with 4%

paraformaldehyde and 4% sucrose in 0.1 mol/L phosphate-saline buffer, pH 7.4, for 15 min

at room temperature. The slides were preincubated in blocking buffer (3% nonfat dry milk

on 0.1 mol/L PBS) containing 0.6% Triton X-I 00 for 45 min at room temperature, followed

by overnight incubation with the primary antibody (1:75 in PBS) anti-FAK at 4°C. The

slides were extensively rinsed in 0.1 mol/L PBS and incubated with goat anti-rabbit biotin-

conjugated secondary antibody (1:250 in 1% skim milk in PBS) for 2 hours at 25°C

followed by incubation with streptavidin-Cy2(1:500 in PBS) and Rhodamine-conjugated

Phalloidin (1:500 in PBS). For RhoA staining cells were incubated with monoclonal anti-

RhoA antibody followed by incubation with rabbit anti-mouse biotin-conjugated secondary

antibody and streptavidin-Cy2 (1:500 in PBS) and Rhodamine-conjugated Phalloidin.

Positive immunoreactivitywasvisualized by laser confocal scanning (Zeiss LM510). In the

absence of primary antibodies, application of secondary antibodies (negative controls)

failed to produce any significantstaining.
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Apesar de não se conhecer o mecanismo molecular que determina o controle

da atividade da Fak pela interação entre RhoAlROCK, nossos resultados indicam

que a integridade do citoesqueleto de actina é fundamental nesse processo.

Trabalhos recentes sugerem que a ativação da Fak possa ser iniciada pela

reunião e contração das fibras de estresse de actina, fenômenos regulados

especialmente pela sinalização das proteínas RhoAlROCK. A expressão de

dominantes ativos de ROCK induziu a formação das fibras de estresse em

fibroblastos e células MDCK. De maneira contrária, a expressão de um dominante

negativo inibiu a formação das fibras de estresse induzida pela Rho (KAIBUCHII et

ai., 1999). A hipótese de que a ativação da Fak é dependente desse processo,

vem sendo mantida principalmente por experimentos realizados com inibidores

farmacológicos específicos da polimerização de actina, incluindo a citocalasina D,

em miócitos cardíacos e em outros tipos celulares, os quais, invariavelmente,

resultam na atenuação da ativação da Fak induzida pela adesão celular e por

fatores de crescimento (CLARK et ai., 1998). Sugere-se que a contração das

fibras de estresse esteja envolvida na ativação da Fak, ou porque ela ativaria

diretamente esta enzima, ou porque ela poderia agrupar outras moléculas

sinalizadoras, como a Src, por exemplo, que poderiam ser importantes para a

ativação da Fak.

A nossa demonstração no presente trabalho que o tratamento com Citocalasina

D aboliu a atividade da Fak induzida pelo estiramento mecânico, corrobora

resultados anteriores da literatura e reforça a idéia de que a ativação da Fak pelo

estiramento mecânico em MVRN é dependente da integridade do citoesqueleto de

actina, sugerindo que a especificidade da transdução do sinal não está apenas

relacionada à interação proteína-proteína, mas também ao arranjo espacial dos

componentes da cascata de sinalização celular.

o grande problema desta hipótese é que não existe uma demonstração clara

que miócitos cardíacos tenham fibras de estresse de actina (CLARK et ai., 1998).

Entretanto, em MVRN, tão bem como em miócitos cardíacos adultos,

microfilamentos de actina extra-sarcoméricos podem ser alvo para a sinalização
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