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RESUMO 
 
Mário dos Anjos Neto Filho Efeitos da isoprenalina e da forscolina sobre a 
mobilização de Ca+2 e produção de óxido nítrico em células endoteliais de 
aorta de ratos 2008. 101f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 

 

A enzima adenilato-ciclase pode ser ativada via receptores β-adrenérgicos acoplados à 

proteína Gs por agonistas como a isoprenalina ou pela ativação direta com forscolina, 

resultando na produção de AMPc, que ativa a PKA, capaz de modular a concentração 

citoplasmática de Ca+2 ([Ca+2]c). A hipótese do estudo foi de que a isoprenalina (via receptores 

β-adrenérgicos) e a forscolina (diretamente) poderiam ativar o aumento da [Ca+2]c pela 

mobilização dos estoques de Ca+2 do retículo endoplasmático, via receptores de IP3 e de 

rianodina, e/ou pelo influxo de Ca+2, favorecendo a formação do complexo Ca+2-calmodulina, 

ativando a eNOS que produz NO em células endoteliais de aorta de ratos. Demonstramos que 

a isoprenalina e a forscolina mobilizaram Ca+2 do retículo endoplasmático, uma vez que a 

incubação das células (meio zero-Ca+2) com a associação de 2-APB e tetracaína diminuiu a 

[Ca+2]c abaixo do basal. O 2-APB inibiu mais significativamente o efeito da isoprenalina sobre a 

[Ca+2]c do que o efeito da forscolina. Por outro lado, a tetracaína teve maior efeito inibitório 

sobre a forscolina em aumentar a [Ca+2]c do que a isoprenalina. Em meio contendo Ca+2      

(1,6 mmol/L), a incubação das células com verapamil diminuiu o efeito da isoprenalina e da 

forscolina sobre a [Ca+2]c. O efeito da isoprenalina sobre a [Ca+2]c foi mais inibido do que o da 

forscolina quando as células foram incubadas com KT5720. A isoprenalina e a forscolina 

aumentaram a produção de NO, que foi parcialmente inibida pelo L-NNA. Entretanto, a 

incubação das células com KT5720 não modificou a produção de NO ativada pela isoprenalina 

ou forscolina. A produção de NO foi semelhante em meio contendo Ca+2 (1,6 mmol/L) ou em 

meio zero-Ca+2. A incubação das células com verapamil não modificou a produção de NO 

ativada pela isoprenalina ou forscolina. Entretanto, a associação de 2-ABP e tetracaína inibiu a 

produção de NO ativada com isoprenalina e forscolina. A incubação das células apenas com o 

2-APB diminuiu mais significativamente a produção de NO ativada pela forscolina do que a 

ativada pela isoprenalina. Já a incubação das células apenas com tetracaína teve maior efeito 

inibitório sobre a produção de NO ativada pela isoprenalina do que a ativada pela forscolina. A 

inibição da calmodulina com o W7 praticamente aboliu a produção de NO ativada pela 

isoprenalina e pela forscolina. O conjunto dos nossos resultados permite sugerir que em 

células endoteliais da aorta de ratos, a isoprenalina e forscolina aumentam a [Ca+2]c via 

ativação da PKA pela liberação de Ca+2 do retículo endoplasmático através de receptores de 

IP3 e de rianodina e pelo influxo extracelular de Ca+2. A produção de NO é dependente de Ca+2 

e da formação do complexo Ca+2-calmodulina, mas independente da PKA. Os íons Ca+2 

relacionados à produção de NO são primariamente liberados do retículo endoplasmático, via 

receptores de IP3 e de rianodina. 

 
Palavras-chave: endotélio, óxido nítrico, AMPc, cálcio, isoprenalina e forscolina. 



ABSTRACT 
 

Mário dos Anjos Neto Filho Effect of isoprenaline and forskolin on Ca+2 
mobilization and NO production in rat aorta endothelial cells 2008. 101f. 
Tese (Doutorado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2008. 

 

The enzyme adenylyl-cyclase is activated by the agonists of β-adrenoceptors (β-AR) 

coupled to Gs protein such as isoprenaline or by its direct activation with forskolin. The 

activation of this enzyme produces cyclic AMP (cAMP), which in turn activates protein kinase-A 

(PKA), that modulates the cytosolic concentration of Ca+2 ([Ca+2]c). The hypothesis of the 

present study was that isoprenaline via β-AR activation and forskolin (FSK) by direct activation 

of adenylyl-cyclase induce the [Ca+2]c increase through the release of endoplasmic reticulum 

(ER) by the activation of IP3 or ryanodine receptors (RyR) and/or Ca+2 influx that induces the 

formation of Ca+2-calmodulin complex, that activates nitric oxide synthase (eNOS) producing 

NO in the rat aortic endothelial cells. In the present study, isoprenaline as well forskolin release 

Ca+2 from ER, since the cells incubation in Ca+2 free Krebs solution containing both the IP3R 

and RyR antagonist, 2-APB and tetracaine, decreased [Ca+2]c to levels lower than the basal 

levels. 2-APB had a greater inhibitory effect on isoprenaline-induced response than on FSK-

induced response. On the other hand, tetracaine had greater effect in inhibiting FSK than 

isoprenaline-induced [Ca+2]c increase. In 1.6 mmol/L Ca+2 Krebs solution, verapamil reduced 

the increase of [Ca+2]c induced by isoprenaline and FSK.  The inhibitor of PKA, KT5720 had 

greater effect on isoprenaline than in FSK-induced response. Both isoprenaline and FSK 

increased NO production that was partially inhibited with the NOS inhibitor L-NNA. However, 

KT5720, the extracellular Ca2+ concentration or verapamil did not alter the production of NO 

stimulated with isoprenaline or FSK, but it was inhibited by 2-APB and tetracaine. 2-APB had a 

greater inhibitory effect on the production of NO induced by FSK than that induced by 

isoprenaline. Otherwise, tetracaine had a greater inhibitory effect on the production of NO 

induced by isoprenaline than promoted by FSK. The inhibitor of calmodulin (W7) almost 

abolished the production of NO activated by isoprenaline or FSK. 

Taken together, our results indicate that in the rat aortic endothelial cells, isoprenaline 

and FSK increase the [Ca+2]c via PKA activation through the Ca+2 release from the ER by the 

activation of IP3R and RyR and Ca+2 influx. The NO production is dependent of Ca+2-calmodulin, 

but independent of the activation of PKA. The Ca+2 ions involved on the production of NO are 

released from the ER via IP3 and ryanodine receptors. 

 
Key Words: endothelial cells, nitric oxide, cAMP, calcium, isoprenaline, forskolin. 
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ANEXO           

Receptores β-adrenérgicos no sistema cardiovascular 
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Introdução 



Ativação farmacológica da via do AMPc 

Até meados do século XX, o endotélio vascular possuía apenas 

relevância anatômica. A partir dos anos 80 do século passado, vários grupos 

de pesquisa passaram a estudar a expressão de receptores β-adrenérgicos em 

células endoteliais (Steinberg et al., 1984; Buxton et al., 1987; Summers et al., 

1987; Howell et al., 1988; Lefroy et al., 1993).  

Muitos desses estudos mostram que o relaxamento do músculo liso 

vascular ativado por agonistas β-adrenérgicos poderia ser ao menos em parte, 

dependente do endotélio em diferentes leitos vasculares como: aorta de ratos 

(Neto, 2005), artéria mesentérica (Graves & Poston, 1993) e artéria pulmonar 

(Priest et al., 1997). Estes estudos também estão de acordo com outros dados 

que mostram um menor efeito relaxante da isoprenalina quando o endotélio 

vascular é removido (Rubanyi & Vanhoutte, 1985; Kamata et al., 1989; Gray & 

Marshall, 1992), ou quando a síntese de NO é inibida (Gray & Marshall, 1992; 

Blankesteijn & Thien, 1993). 

A isoprenalina, agonista β-adrenérgico não-seletivo, foi sintetizada e 

desenvolvida como fármaco por Heribert Konzett (1940), o que trouxe 

importantes avanços à medicina. Entretanto, seu efeito não é seletivo entre os 

diferentes subtipos de receptores β-adrenérgicos (Black & Stephenson, 1962; 

Lands et al., 1967), assim como ocorre com o antagonista, propranolol (Black 

et al., 1965). 

Os receptores β−adrenérgicos apresentam sete domínios 

transmembrana e estão ligados à proteína Gs. Após a ativação destes 

receptores por agonistas como a isoprenalina, ocorre a ligação do nucleotídeo 

guanosina trifosfato (GTP) à subunidade α do complexo αβγ da proteína Gs 



promovendo a dissociação do complexo αGTP da subunidade βγ (Sternweis, 

1986; Birnbaumer et al., 1993; Clapham & Neer, 1993; Clapham & Neer, 1997) 

e ativação da enzima adenilato-ciclase com produção de diferentes 

concentrações do AMPc.  

O AMPc é um segundo mensageiro celular e o reconhecimento de sua 

natureza hidrofílica, levou à idéia inicial de que esta molécula poderia alcançar 

rapidamente todos os compartimentos celulares (Rall et al., 1956). Entretanto, 

ainda hoje, aproximadamente meio século depois da descoberta do AMPc (Rall 

et al., 1956; Kuo & Greengard, 1969; Hayes et al., 1979) não é completamente 

esclarecido como diferentes estímulos externos que levam ao aumento da 

concentração intracelular de AMPc poderiam controlar eventos fisiológicos 

celulares de forma seletiva. Alguns autores atribuem estas diferenças 

regulatórias à existência de diferentes isoformas da enzima adenilato-ciclase 

(Manolopoulos et al., 1995a, 1995b), o que poderia ser um das justificativas 

para as diferentes concentrações do AMPc produzido.  

 A adenilato-ciclase é uma proteína integral da membrana plasmática 

com seu sítio ativo na face citoplasmática e pode ser encontrada nas células 

endoteliais além de outros tipos celulares (Kuo & Greengard, 1969). A ativação 

de apenas uma molécula de adenilato-ciclase leva à conversão de muitas 

moléculas de ATP em AMPc. Atualmente, são conhecidas nove isoformas da 

enzima adenilato-ciclase na membrana (Ludwig & Seuwen, 2002; Sayner & 

Stevens, 2005; Kamenetsky et al., 2006). Destas, seis isoformas são 

encontradas em diferentes tecidos do rato, incluindo o endotélio vascular (tipos 

II-VI e VIII) (Manolopoulos et al., 1995a).  



Dentre as nove isoformas da enzima adenilato-ciclase, oito delas (AC1-

AC8), mas não a AC9, podem ser ativadas pela forscolina, um diterpeno 

isolado por Pehr Forskäl a partir da raiz de uma planta indiana que foi 

denominada Coleus forskohlii em sua homenagem (Seamon & Daly, 1986; 

Tang & Hurley, 1998). A ativação da adenilato-ciclase pela forscolina ocorre 

pela ligação da droga à subunidade catalítica da enzima (Tesmer et al., 1997; 

Tang & Hurley, 1998). Porém, tanto a forscolina como a subunidade α da 

proteína Gs regulatória, podem ligar-se à adenilato-ciclase formando um 

complexo ternário (Laurenza et al., 1987). Assim, seja pela ligação de 

agonistas β-adrenérgicos como a isoprenalina a seu receptor associado à 

proteína Gsα, como pela ativação direta da adenilato-ciclase pela forscolina, o 

AMPc produzido é capaz de ativar a proteína quinase-A (PKA) em células 

endoteliais vasculares. 

A PKA é uma quinase dependente de AMPc, isto é, ativada pelo AMPc. 

Esta enzima é organizada na forma de um tetrâmero com duas unidades 

regulatórias (R) e duas unidades catalíticas (C), na forma R2C2. Após a ligação 

do AMPc nas unidades R da PKA, ocorre a dissociação das subunidades 

regulatórias e ativação das subunidades catalíticas (Francis & Corbin, 1994).  

A PKA catalisa e transfere o grupo fosfato terminal do ATP alterando a 

função de várias proteínas celulares como conseqüência da fosforilação de 

resíduos de serina e treonina dessas proteínas (Walsh & van Patten, 1994). 

Por outro lado, a PKA pode regular negativamente sua própria ativação, 

fosforilando e dessensibilizando o receptor β-adrenérgico que a ativou 

(Hausdorff et al., 1990), ou ainda ativando um gene capaz de promover sua 

inibição (Lum et al., 1999). Além dessa auto-regulação, a PKA também pode 



ser farmacologicamente inibida de forma seletiva por drogas como o KT5720 

(Mayet et al., 1997).  

Mobilização farmacológica de Ca+2 em células endoteliais 

De acordo com Hartzell (1988) e Pelzer et al. (1990) a ativação da via   

β-adrenérgica com a conseqüente ativação da PKA levando à fosforilação de 

proteínas dos canais para Ca+2 do tipo L, resulta no influxo de Ca+2 em células 

endoteliais de aorta. Como a ativação das isoformas constitutivas da NOS é 

dependente de Ca+2, estímulos farmacológicos que resultam no aumento da 

concentração citoplasmática de Ca+2 em células endoteliais poderiam estar 

relacionados à produção de NO. Entretanto, em células endoteliais de alguns 

vasos existem poucos canais para Ca+2 dependentes de voltagem. Assim, 

fenômenos como a despolarização da membrana per se, não seriam capazes 

de promover o influxo de Ca+2, cujo gradiente eletroquímico ocorreria 

principalmente pelo vazamento passivo, mesmo nas condições de repouso 

(Seiden et al., 2000).  

Estes canais para Ca+2 são classificados de acordo com sua capacidade 

de condutância ao Ca+2 e características eletrofisiológicas, podendo ser 

bloqueados alostericamente por drogas como as fenil-alquilaminas (verapamil). 

Porém, a interação de drogas com estes canais depende de seu estado 

conformacional, o qual é definido por vários fatores como potencial de 

membrana e ativação por fosforilação pela ação de proteínas quinases como a 

PKA (Triggle, 1996).  

Por outro lado, o aumento da concentração citoplasmática de Ca+2 

também pode ser conseguido pela liberação de Ca+2 de estoques intracelulares 



como os estoques mitocondriais e os do retículo endoplasmático. Bourguignon  

e colaboradores (1994) demonstraram a existência de receptores de IP3 e de 

rianodina (Wang et al., 1995; Kohler et al., 2001) no retículo endoplasmático de 

células endoteliais.  

O receptor de IP3 é uma importante via de liberação de Ca+2 do retículo 

endoplasmático. A interação de agonistas com receptores α-adrenérgicos leva 

à formação de IP3 e diacilglicerol (DAG) pela hidrólise do fosfatidilinositol 4-5 

bifosfato (PIP2) da membrana plasmática por ação da enzima fosfolipase C 

(PLCβ) em células de músculo liso vascular (Berridge,1984). Entretanto, o 

receptor de IP3 também pode ser ativado pela PKA que fosforila os resíduos de 

serina (Ser-1589 e Ser-1755) do receptor de IP3. Curiosamente, a posição 

destes resíduos na proteína do receptor de IP3 é que permite a diferenciação 

entre suas três distintas isoformas (Danoff et al., 1991).  

Independentemente da via ativadora dos receptores de IP3, o 2-APB, um 

antagonista dos receptores de IP3, têm se mostrado uma importante ferramenta 

farmacológica nos estudos de mobilização intracelular de Ca+2 em diferentes 

tipos celulares (Maruyama et al., 1997). 

Outro receptor localizado no retículo endoplasmático relacionado com 

a liberação de estoques de Ca+2 é o receptor de rianodina. Proteínas quinases 

como a PKA e fosfatases como PP1 e PP2A, ligam-se aos resíduos de leucina 

e isoleucina do receptor de rianodina modulando sua fosforilação (Marx et al., 

2001). Por outro lado, substâncias como a tetracaína e a rianodina agem como 

antagonistas do receptor de rianodina no retículo endoplasmático (Shoshan-

Barmatz & Zchut, 1994).  



É importante lembrar que os estímulos que resultam na depleção dos 

estoques de Ca+2 ativam o influxo de Ca+2 através da membrana plasmática 

para o restabelecimento destes estoques. Mesmo na ausência da interação 

agonista-receptor ou formação de IP3, a depleção do estoque de Ca+2 é 

observado em células não excitáveis sendo capaz de ativar o influxo capacitivo 

(Putney, 1986).  

A partir da possibilidade de detecção dos íons Ca+2 presentes no 

citoplasma das células com sondas como o Fura-2/AM (Grynkiewic et al., 

1985), grandes avanços foram dados acerca dos mecanismos relacionados ao 

influxo extracelular ou mobilização de estoques intracelulares Ca+2, frente a 

estímulos farmacológicos (Barcenas-Ruiz & Wier, 1987; Peach et al., 1987; 

Paltauf-Doburzynska et al., 1999). Assim, a liberação de Ca+2 do retículo 

endoplasmático bem como o influxo de Ca+2 extracelular poderia ativar a 

produção endotelial de NO (Govers & Rabelink, 2001). Esta assertiva é a 

própria justificativa da relevância dos estudos sobre o aumento da [Ca+2]c em 

células endoteliais, com vistas à função endotelial de produção do NO, o mais 

importante fator relaxante derivado do endotélio (EDRF – endothelium-derived 

relaxing factor).  

Produção endotelial de NO 

A descoberta do NO como sendo um dos três fatores de relaxamento 

derivados do endotélio (EDRFs) (Murad, 1977; Furchgott & Zawadzki, 1980; 

Ignarro et al., 1987) permitiu que muitos estudos a respeito da produção e 

liberação endotelial de NO fossem realizados. Neste contexto, Palmer e 

colaboradores (1988) verificaram que uma oxidase chamada óxido nítrico 

sintase (NOS) catalisa a reação da L-arginina com o O2 formando NO e          



L-citrulina. Estes estudos permitiram, por exemplo, que posteriormente 

análogos da L-arginina, como o Nω-nitro-L-arginine (L-NNA), dentre outros, 

pudessem ser desenvolvidos agindo como falsos substratos e inibidores 

competitivos da produção de NO (Mülsch & Busse, 1990). Também o 

desenvolvimento de sondas fluorescentes específicas para o NO, como o  

DAF-2/DA, permitiram visualizar e quantificar diretamente os estímulos 

farmacológicos que resultam na produção do NO, independentemente de qual 

isoforma de NOS fosse ativada (Kojima et al., 1998). 

Atualmente, são conhecidas três isoformas de NOS: a isoforma induzida 

(iNOS), a isoforma neuronial (nNOS) e a isoforma endotelial (eNOS), associada 

à membrana e expressa nas células endoteliais (Bredt & Snyder, 1990; Bredt et 

al., 1991; Janssens et al., 1992; Xie et al., 1992; Charles et al., 1993).  

Em células endoteliais, a eNOS pode ser encontrada em muitos sítios 

específicos, como próxima de organelas citoplasmáticas (Robinson et al., 1995; 

Sessa et al., 1995). Também as regiões de contato célula-célula foram 

descritas como sítios com grandes quantidades de eNOS. Interessantemente, 

a PKA foi encontrada próximo à eNOS em todos os sítios celulares 

pesquisados (Govers et al., 2002). Posteriormente, Boo e colaboradores (2003) 

propuseram que a eNOS poderia ser ativada pela PKA em aortas bovinas, 

quando a concentração citoplasmática de Ca2+ não estava aumentada, uma 

vez que nestas condições a PKA fosforila os resíduos de serina 635, serina 

1179 e treonina 497 da eNOS. 

Porém, estudos anteriores ao de Boo e colaboradores (2003), como o de 

Gadano et al. (1997) já haviam demonstrado a dependência de Ca+2 para 

ativação das isoformas constitutivas da NOS, a nNOS e eNOS, uma vez que a 



inibição da enzima calmodulina com o W7 foi capaz de impedir a produção 

endotelial de NO. Outros grupos de pesquisa também identificaram a 

necessidade da ligação do Ca2+ com a proteína calmodulina, formando o 

complexo Ca+2-calmodulina para ativação da produção de NO (Bredt e Snyder, 

1990; Vogel, 1994; Li & Poulos, 2005).  

Hipótese 

Com base na literatura e em dados anteriores do nosso laboratório, a 

hipótese deste trabalho foi de que a isoprenalina (via receptores                      

β-adrenérgicos) e a forscolina (diretamente) poderiam ativar a enzima 

adenilato-ciclase ativando a produção de AMPc, que poderia ativar a PKA.       

A ativação da PKA levaria ao aumento da concentração citoplasmática de Ca+2 

pela liberação de Ca+2 dos estoques do retículo endoplasmático e/ou pelo 

influxo extracelular de Ca+2. Tal fato favoreceria a formação do complexo 

Ca+2calmodulina, que ativaria a eNOS com conseqüente produção de NO em 

células endoteliais de aorta de ratos (Figura 1). 

 

 



 

 

Figura 1. Representação da hipótese de modulação do fluxo de Ca+2 e da 
produção de NO em célula endotelial de aorta de rato. Isoprenalina (Iso) e 
forscolina (Fsk) ativando a enzima adenilato-ciclase (AC) estimulariam a 
produção de AMPc, o que poderia ativar a proteína quinase A (PKA) levando 
ao aumento da concentração citoplasmática de Ca+2 pela depleção dos 
estoques de Ca+2 do retículo endoplasmático (RE) via receptores de IP3 (RIP3) 
ou de rianodina (RyR) e/ou pelo influxo de Ca+2 através dos canais de Ca+2 

operados por voltagem (VOC) favorecendo a formação do complexo 
Ca+2calmodulina (Ca+2-CaM), ativando a enzima NO-sintase (eNOS) com 
conseqüente produção de óxido nítrico (NO). Verapamil, bloqueador de canais 
de Ca+2 do tipo L; 2-APB, antagonista do receptor de IP3; Tetracaína, 
antagonista de receptores de rianodina; KT5720, inibidor da PKA; L-NNA, 
inibidor da NOS e W7, inibidor da calmodulina. 

 

 

 

 



Objetivo Geral 

Estudar o efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a concentração 

citoplasmática de Ca+2 e a produção de NO em células endoteliais isoladas da 

aorta de ratos.  

 

Objetivos específicos 

1- Verificar se o aumento da [Ca+2]c ativado pela isoprenalina e pela 

forscolina é resultado da liberação de estoques de Ca+2 do retículo 

endoplasmático; 

2- Verificar se o aumento da [Ca+2]c ativado pela isoprenalina e pela 

forscolina é resultado do influxo extracelular de Ca+2; 

3- Verificar o efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a produção de 

NO em células endoteliais de aorta de ratos; 

4- Verificar se a produção de NO ativada pela isoprenalina e/ou pela 

forscolina é dependente de Ca+2. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Material e Métodos 



Animais Experimentais 

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-250g) do Biotério Central do 

Campus de Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo (USP). Os animais 

tiveram livre acesso à ração e água e foram mantidos em sala climatizada sob 

ciclo claro-escuro de 12h. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética para uso de animais (CEUA 05.1.257.53.9). 

 

Efeito relaxante do agonista ββββ-adrenérgico isoprenalina e do ativador 

da adenilato-ciclase forscolina em anéis de aorta de ratos 

Anéis da aorta torácica de ratos (15 mm) foram isolados e cortados em 

anéis de 4mm. Em seguida, foram montados em banho para órgão isolado 

contendo solução de Kerbs modificada (composição discriminada na pág. 34) 

saturada pela mistura carbogênica (O2: 95% e 5% de CO2) em pH 7,4 a 37 0C. 

Os anéis de aortas foram submetidos à tensão isométrica de 1,5 g e 

estabilizados por 50 min. Em seguida, os anéis de aorta foram estimulados 

com noradrenalina (100 nmol/L) e após a contração mantida as preparações 

foram lavadas. Novamente estimuladas com noradrenalina (100 nmol/L), sobre 

a contração mantida as preparações foram estimuladas com acetilcolina       

(10 µmol/L) para a verificação da presença e integridade do endotélio vascular. 

Os anéis de aorta que responderam à acetilcolina com relaxamento maior ou 

igual a 80% foram considerados com endotélio e utilizados para a realização 

das curvas concentração-efeito para isoprenalina e forscolina. Após nova 

lavagem e estabilização, os anéis de aorta foram pré-contraídos com a EC50 da 

fenilefrina (100 nmol/L) e sobre a contração mantida foram realizadas curvas 



concentração-efeito cumulativas para isoprenalina (0,1 nmol/L a 10 µmol/L) ou 

para forscolina (0,1 nmol/L a 1µmol/L).  

A maior concentração de forscolina, que foi diluída em DMSO, não 

excedeu 0,01% do diluente no volume final do banho de incubação (10 mL). 

 

 

.                     Lavagem          ACh 10 
µmol/L       

 

                                                             Krebs 

 

 
 

                       Nor 100 nmol////L         Nor 100 nmol////L       Phe  100 nmol////L 

                                                                          [ ] crescente de isoprenalina  
                                                  ou forscolina. 

 
Figura 2. Representação esquemática do protocolo experimental utilizado para 

obtenção das curvas concentração-efeito para isoprenalina (0,1 nmol////L a           

10 µµµµmol////L) e forscolina (0,1 nmol////L a 1 µµµµmol////L ). Acetilcolina (ACh), Fenilefrina 

(Phe) e Noradrenalina (Nor). As lavagens foram realizadas com solução de Krebs 

modificada. 

 

 

 

Isolamento de células endoteliais de aorta de ratos 

Anéis de aorta torácica de ratos (15 mm) foram isolados, cortados 

longitudinalmente e mantidos em solução de Hanks (pH 7,4). A remoção das 

células endoteliais foi feita mecanicamente com o auxílio de uma haste plástica 

e plana (rodinho), como descrito por Hirano et al. (1993).  

 



I – Estudo da [Ca+2]c com a sonda fluorescente Fura-2/AM 

 

1. Cultura primária de células endoteliais de aorta de ratos 

A suspensão de células obtida da forma descrita acima foi centrifugada 

por 5 min a 200 g e concentrada em solução de Hanks pH 7,4. A seguir, a 

suspensão de células (200 µL) foi dispensada em lamínulas de 32 mm de 

diâmetro, previamente tratadas com poli-L-lisina (10%) e em seguida 

acondicionadas em estufa (CO2 5%) a 37 ºC, por 4 h. A seguir, iniciamos o 

carregamento das células com a sonda fluorescente Fura-2/AM (5 µmol/L). 

 

2. Carregamento das células com a sonda fluorescente Fura-2/AM 

A solução estoque em DMSO de Fura-2/AM 10 mmol/L foi diluída (1µL) 

em  25 µL de BSA 25% em solução aquosa e submetida à sonicação por 1 min.     

A seguir, a solução contendo Fura-2/AM recebeu solução de Hanks/Ca2+          

1,6 mmol/L e BSA (Fração V) 0,1%, 1000 µL (q.s.p.) resultando numa 

concentração final de 5 µmol/L, submetida à sonicação por mais 4 min. As 

células aderidas em lamínulas foram incubadas com 1 mL de Fura-2/AM          

5 µmol/L durante 45 min a 37 ºC em incubadora de CO2 a 5%. Após o período 

de carregamento, a lamínula foi montada em câmara aquecida a 37 ºC e as 

células foram imersas em solução de Hanks. A câmara contendo as células foi 

acoplada a um microscópio invertido equipado para fluorescência (PTI, 

Consortium Court, London, Ontário - Canadá) e focalizadas com objetiva de 

fluorescência em imersão a óleo com aumento de 40 vezes. Foram utilizadas 

células que apresentaram intensidade de fluorescência acima de 4x105 

contagens (Dias et al., 2007). 



3. Medida da [Ca+2]c 

As células foram excitadas com luz proveniente de lâmpada de xenônio 

(75 Watts) em λ 340 e 380 nm, por um conjunto de filtros inseridos em 

dispositivo controlado por computador. A fluorescência emitida das células foi 

detectada por uma foto-multiplicadora após a passagem por um espelho 

dicróico para comprimento de onda de 510 nm. Os sinais de emissão foram 

captados e processados em computador. Os dados foram expressos pela 

razão entre a fluorescência nos comprimentos de onda de 340 e 380 nm. 

 

Protocolos experimentais para medida da [Ca+2]c 

 

1- Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c em células 

endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

As células endoteliais isoladas de aorta de ratos foram imersas em 

solução de Hanks zero-Ca+2 (pH 7,4 a 37 oC) e a [Ca+2]c basal foi medida antes 

de qualquer estímulo farmacológico. A seguir, as células endoteliais foram 

estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) e foi 

medida a [Ca+2]c. Os resultados foram expressos pela diferença (∆) em 

porcentagem do aumento da intensidade de fluorescência da sonda Fura-2 

acima do basal. 

 

 

 



2- Efeito da associação do 2-APB e tetracaína sobre a [Ca+2]c em resposta 

à isoprenalina e à forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em 

meio zero-Ca+2 

Após a determinação da leitura basal, as células foram incubadas por  

10 min com a associação de 2-APB (10 µmol/L) com tetracaína (10 µmol/L) e 

medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos isoprenalina (30 nmol/L) ou 

forscolina (10 nmol/L) às células endoteliais incubadas com 2-APB e tetracaína 

para a medida da [Ca+2]c. 

 

 

3- Efeito do 2-APB sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

Após a determinação do basal, as células foram incubadas por 10 min 

com o 2-APB (10 µmol/L) e medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos 

isoprenalina (30 nmol/L) ou forscolina (10 nmol/L) às células endoteliais 

incubadas com o 2-APB para a medida da [Ca+2]c. 

 

4- Efeito da tetracaína sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

Após a determinação do basal, as células foram incubadas por 10 min 

com a tetracaína (10 µmol/L) e medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos 

isoprenalina (30 nmol/L) ou forscolina (10 nmol/L) às células endoteliais 

incubadas com tetracaína para a medida da [Ca+2]c. 

 



5. Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c em células 

endoteliais de aorta de ratos em meio com Ca+2 1,6 mmol/L 

As células endoteliais isoladas de aorta de ratos foram imersas em 

solução de Hanks zero-Ca+2 (pH 7,4 a 37 oC) e a [Ca+2]c basal foi medida antes 

de qualquer estímulo farmacológico. A seguir, a solução de Hanks zero-Ca+2 foi 

substituída por outra solução contendo Ca+2 (1,6 mmol/L) onde as células 

permaneceram em repouso por 5 min, para realização do registro basal da 

intensidade de fluorescência da sonda Fura-2. A seguir, as células endoteliais 

foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) 

e medida a [Ca+2]c.  

Os resultados obtidos em resposta à isoprenalina e à forscolina em meio 

com Ca+2 (1,6 mmol/L) foram expressos pela diferença (∆) em porcentagem do 

aumento da intensidade de fluorescência da sonda Fura-2 a partir da 

fluorescência basal do Fura-2 (0,0 %), emitida pela célula endotelial em meio 

com Ca+2 (1,6 mmol/L). 

 

6- Efeito do verapamil sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio com          

Ca+2 1,6 mmol/L 

As células endoteliais isoladas de aorta de ratos foram imersas em 

solução de Hanks com Ca+2 1,6 mmol/L (pH 7,4 a 37 oC) e a [Ca+2]c basal    

(0,0 %) foi medida antes de qualquer estímulo farmacológico. Após a 

determinação do basal, as células foram incubadas por 10 min com verapamil 

(10 µmol/L) e medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos isoprenalina          



(30 nmol/L) ou forscolina (10 nmol/L) às células endoteliais incubadas com o 

verapamil para a medida da [Ca+2]c. 

 

7- Efeito do propranolol sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina em 

células endoteliais de aorta de ratos em meio com Ca+2 1,6 mmol/L 

As células endoteliais isoladas de aorta de ratos foram imersas em 

solução de Hanks com Ca+2 1,6 mmol/L (pH 7,4 a 37 oC) e a [Ca+2]c basal     

(0,0 %) foi medida antes de qualquer estímulo farmacológico. Após a 

determinação do basal, as células foram incubadas por 10 min com propranolol 

(10 µmol/L) e medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos isoprenalina          

(30 nmol/L) ou forscolina (10 nmol/L) às células incubadas com o propranolol 

para a medida da [Ca+2]c. 

 

8- Efeito do KT5720 sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio Ca+2             

1,6 mmol/L 

As células endoteliais isoladas de aorta de ratos foram imersas em 

solução de Hanks com Ca+2 1,6 mmol/L (pH 7,4 a 37 oC) e a [Ca+2]c basal     

(0,0 %) foi medida antes de qualquer estímulo farmacológico. Após a 

determinação do basal, as células foram incubadas por 10 min com KT5720 

(10 µmol/L) e medida a [Ca+2]c. Em seguida, adicionamos isoprenalina          

(30 nmol/L) ou forscolina (10 nmol/L) às células incubadas com o KT5720 para 

a medida da [Ca+2]c. 

 

 



II – Estudo da produção de NO com a sonda fluorescente DAF-2/DA 

 

1. Carregamento das células com a sonda fluorescente DAF-2/DA para 

medida da produção de NO 

 As células endoteliais de aorta de ratos foram isoladas como descrito 

acima, 30 min antes dos experimentos. A suspensão de células foi centrifugada 

a 200 g por 5 min e concentrada em 500 µL de solução de Hanks contida em 

tubos de poliestireno para citometria de fluxo, para obtenção de 3x106 

contagens ou eventos (células endoteliais). Após esta etapa, as células 

permaneceram acondicionadas em estufa de CO2 (37 °C) até o momento do 

experimento. 

 A suspensão de células, sem qualquer estimulação farmacológica ou 

pré-incubação foi submetida à análise citométrica para verificação da 

homogeneidade e viabilidade das células endoteliais. Em seguida, a suspensão 

de células foi incubada por 20 min com a sonda fluorescente DAF-2/DA 

(Calbiochem, San Diego, CA-USA) (10 µmol/L) que se liga especificamente ao 

NO, originando o complexo fluorescente DAF-2T, que é diretamente 

proporcional à produção de NO intracelular (Kojima et al., 1998). Após o 

período de incubação com o DAF-2/DA, nova leitura da amostra foi realizada 

para obtenção dos valores basais de fluorescência emitidos pelo DAF-2T no 

interior das células endoteliais. Depois disso, isoprenalina (30 µmol/L) ou 

forscolina (10 nmol/L) foi adicionada à suspensão de células e a intensidade de 

fluorescência da sonda DAF-2T foi verificada após 10 min.  

Os resultados foram obtidos através da razão entre os valores após a 

adição da isoprenalina (em presença ou ausência de antagonistas ou inibidores 



farmacológicos) sobre o valor antes da adição de isoprenalina (basal). Os 

valores foram expressos em porcentagem de aumento da intensidade de 

fluorescência sobre o basal. 

 

Protocolos experimentais para medida da produção de NO 

 

1- Efeito do L-NNA sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio com  

Ca+2 1,6 mmol/L 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com L-NNA (10 µmol/L) por 20 min. Após a 

determinação da intensidade de fluorescência basal (0,0 %), as células foram 

estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) e a 

fluorescência emitida pelas células em resposta à isoprenalina e à forscolina foi 

medida após 10 min. 

 

2- Efeito do KT5720 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio com Ca+2 

1,6 mmol/L 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com o KT5720 (10 µmol/L) por 20 min. 

Após a determinação da intensidade de fluorescência basal (0,0 %), as células 

foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) 

e a fluorescência emitida pelas células em resposta à isoprenalina e à 

forscolina foi medida após 10 min. 



 

3- Efeito da ausência (zero-Ca+2) ou da presença de Ca+2 (Ca+2 1,6 mmol/L) 

sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou com forscolina em 

células endoteliais de aorta de ratos. 

Dois grupos de tubos para citometria de fluxo, um contendo a suspensão 

de células endoteliais em meio zero-Ca+2 e outro em meio com Ca+2              

1,6 mmol/L foram incubados com a sonda florescente DAF-2/DA (10 µmol/L), 

por 20 min. Após a determinação da fluorescência basal de ambos os grupos, 

as células foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina 

(10 nmol/L) e as intensidades de fluorescência de cada grupo foi medida após 

10 min. 

 

4- Efeito do verapamil sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

ou com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio com 

Ca+2 1,6 mmol/L 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com o verapamil (10 µmol/L) por 20 min. 

Após a determinação da intensidade de fluorescência basal (0,0 %), as células 

foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) 

e a fluorescência emitida pelas células em resposta à isoprenalina e à 

forscolina foi medida após 10 min. 

 

 



5- Efeito da associação do 2-APB com a tetracaína sobre a produção de 

NO ativada com isoprenalina ou com forscolina em células endoteliais de 

aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com a associação de 2-APB (10 µmol/L) e 

de tetracaína (10 µmol/L) por 20 min. Após a determinação da intensidade de 

fluorescência basal (0,0 %), as células foram estimuladas com isoprenalina    

(30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) e a fluorescência emitida pelas 

células em resposta à isoprenalina e à forscolina foi medida após 10 min. 

 

6- Efeito do 2-APB sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com o 2-APB (10 µmol/L) por 20 min. Após 

a determinação da intensidade de fluorescência basal (0,0 %), as células foram 

estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) e a 

fluorescência emitida pelas células em resposta à isoprenalina e à forscolina foi 

medida após 10 min. 

 

7- Efeito da tetracaína sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

ou com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio    

zero-Ca+2 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com a tetracaína (10 µmol/L) por 20 min. 

Após a determinação da intensidade de fluorescência basal (0,0 %), as células 



foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou com forscolina (10 nmol/L) 

e a fluorescência emitida pelas células em resposta à isoprenalina e à 

forscolina foi medida após 10 min. 

 

8- Efeito do W7 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou com 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

As células endoteliais em suspensão foram incubadas com a sonda 

florescente DAF-2/DA (10 µmol/L) e com o inibidor da calmodulina W7            

(10 µmol/L) por 20 min. Após a determinação da intensidade de fluorescência 

basal (0,0 %), as células foram estimuladas com isoprenalina (30 nmol/L) ou 

com forscolina (10 nmol/L) e a fluorescência emitida pelas células em resposta 

à isoprenalina e à forscolina foi medida após 10 min. 

 

 

Análise Estatística 

Os dados apresentados são as médias ± erro padrão da média (E.P.M.) 

de pelo menos 3 amostras diferentes. A comparação entre duas médias, 

supondo distribuições normais para a mesma população, mas em dois 

momentos diferentes: antes e após a incubação com uma droga, foi realizada 

pelo Teste t de Student pareado. 

A comparação entre três ou mais médias supondo distribuições normais 

para a mesma população, foi realizada pela análise de variância, ANOVA de 

uma via, (p<0,05), com pós-teste de Newman-Keuls.  

 

 



Drogas: 

2-APB: antagonista de receptores de IP3 

DAF-2/DA: sonda fluorescente específica para o NO 

DAF-2T: composto que emite fluorescência verde após a reação com NO 

Forscolina: ativador direto da enzima adenilato-ciclase 

Fura-2: composto que ligado especificamente ao Ca+2 citoplasmático emite 

fluorescência verde 

Fura-2/AM: sonda fluorescente para Ca+2 

Isoprenalina: agonista β-adrenérgico não-seletivo 

KT5720: inibidor seletivo da PKA 

L-NNA: inibidor da enzima NO-sintase  

Propranolol: antagnoista β-adrenérgico não-seletivo 

Tetracaína: antagonista do receptor de rianodina 

Verapamil: bloqueador de canais tipo L para Ca+2 

W7: inibidor da calmodulina 

 

 

Soluções: 

Krebs modificada (em mmol/L): 130 NaCl, 4,7 KCl,  1,2 NaH2PO4, 1,2 

MgSO4,1,6 CaCl2, 14,9 NaHCO3, 5,5 glicose e 0,026 EDTA (pH 7,4). 

Hank com Ca+2 1,6 mM (em mmol/L): 145,0 NaCl, 1,6 CaCl2, 5,0 KCl, 1,0 

MgCl2, 0,5 NaH2PO4, 10,0 glicose e 10,0 HEPES (pH 7,4). 

Hank zero-Ca+2 (em mmol/L): 145,0 NaCl, 5,0 KCl, 1,0 MgCl2, 0,5 

NaH2PO4, 10,0 glicose e 10,0 HEPES (pH 7,4). 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

_____________________________ 
Resultados 



1. Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a reatividade vascular 

de anéis de aorta de ratos, com endotélio 

Antes de iniciarmos os estudos com as células endoteliais, foram feitas 

curvas concentração-efeito para isoprenalina e forscolina em aortas de ratos 

com endotélio, a fim de determinarmos os parâmetros farmacológicos Emax e 

pEC50. As concentrações de EC50 obtidas para isoprenalina e forscolina foram 

utilizadas nos protocolos experimentais desenvolvidos com as células 

endoteliais. 

Isoprenalina e forscolina atingiram o relaxamento máximo de 100 ± 0 % 

(n=5). Entretanto, a potência da isoprenalina (pEC50:7,84 ± 0,12) foi menor do 

que a da forscolina (pEC50: 7,41 ± 0,11; p< 0,03). 

A partir destes resultados os protocolos experimentais com as células 

endoteliais foram conduzidos utilizando isoprenalina 30 nmol/L e forscolina     

10 nmol/L. 
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Figura 3. Efeito relaxante da isoprenalina e da forscolina em anéis de 

aorta de ratos. Curvas concentração-efeito cumulativas para isoprenalina   

(0,1 nmol/L a 10 µmol/L) ou forscolina (0,1 nmol/L a 1 µmol/L) foram realizadas 

em anéis de aorta de ratos com endotélio intacto, pré-contraídos com fenilefrina 

100nmol/L. Os pontos representam a média ± E.P.M. (n = 5). Os valores são 

expressos em porcentagem de relaxamento da resposta contrátil induzida com 

fenilefrina. *significa diferença entre os valores de pEC50 obtidos com 

isoprenalina e forscolina (p< 0,03) (Teste t de Student).  

 

 
 

 

 

 

 

 



2. Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c em células 

endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

Inicialmente, as células endoteliais isoladas foram mantidas em solução 

de Hanks zero-Ca+2 e a fluorescência obtida nestas condições foi assumida 

como resposta basal (0,0 %). Em seguida, as células endoteliais foram 

estimuladas com isoprenalina ou com forscolina. Em meio zero-Ca+2, a 

isoprenalina produziu aumento da [Ca+2]c de 3,9 ± 0,2 % (p<0,05; n=3), 

enquanto a forscolina aumentou a [Ca+2]c em 3,3 ± 0,3 % (p<0,05; n=3), ambos 

em relação ao basal (0,0 %) (Figura 4). 
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Figura 4. Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c em células 

endoteliais de aortas de ratos em meio zero-Ca+2. Valores expressos pela 

média ± E.P.M. da fluorescência da sonda Fura-2 em relação ao basal (em 

porcentagem) de células endoteliais em meio zero-Ca+2 (Basal) em presença 

de isoprenalina 30 nmol/L (ISO) ou de forscolina 10 nmol/L (FSK). *vs Basal 

(n=3; p<0,05), (ANOVA). 

 

 

 

 

 

 

 



3- Efeito da associação do 2-APB com a tetracaína sobre a [Ca+2]c em 

resposta à isoprenalina e à forscolina em células endoteliais de aorta de 

ratos em meio zero-Ca+2 

Os estudos com células endoteliais em meio zero-Ca+2 (0,0 %) 

mostraram que a associação de 2-APB e tetracaína diminuiu a [Ca+2]c para 

valores abaixo do basal: -6,3 ± 0,7 % (n=3; p<0,001) (Figura 5). Entretanto, 

quando as células incubadas com 2-APB e tetracaína foram estimuladas com 

isoprenalina, a [Ca+2]c foi aumentada de -6,3 ± 0,7 % para -1,9 ± 0,0 % (n=3; 

p<0,01) (Figura 5). Resultados semelhantes foram obtidos quando as células 

incubadas com 2-APB e tetracaína foram estimuladas com forscolina, 

aumentando a [Ca+2]c de -6,3 ± 0,7 % para -3,2 ± 0,4 % (n=3; p<0,01)     

(Figura 5).  

Estes valores revelaram ainda que em células endoteliais incubadas 

com a associação do 2-APB e tetracaína, o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina foi maior (p<0,05) do que o obtido com forscolina (Figura 5). 
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Figura 5. Efeito da associação do 2-APB com a tetracaína sobre o 

aumento da [Ca+2]c em resposta à isoprenalina (ISO) e à forscolina (FSK) 

em células endoteliais de aortas de ratos em meio zero-Ca+2. Valores 

expressos pela média ± E.P.M. da fluorescência da sonda Fura-2 acima do 

basal (em porcentagem) de células endoteliais antes de qualquer estímulo 

farmacológico (basal), em células incubadas com 2-APB 10 µmol/L e tetracaína    

10 µmol/L (2-APB+Tet) e após 10 min estimuladas com ISO 30 nmol/L                        

(2-APB+Tet+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (2-APB+Tet+FSK). *vs Basal            

(n=3; p<0,001); # vs 2-APB+Tet (n=3; p<0,01), + vs 2-APB+Tet (n=3; p<0,001), 

(ANOVA).  

 

 

 

 



4- Efeito do 2-APB sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

Os resultados obtidos com células endoteliais em meio zero-Ca+2       

(0,0 %) mostraram que o 2-APB diminuiu a [Ca+2]c para valores abaixo do 

basal: -5,3 ± 0,4 % (n=3; p<0,01) (Figura 6). Entretanto, quando as células 

incubadas com 2-APB foram estimuladas com isoprenalina, a [Ca+2]c foi 

aumentada de -5,3 ± 0,4 % para 1,6 ± 0,2 % (n=3; p<0,01) (Figura 6).  

Resultados semelhantes foram obtidos quando as células incubadas 

com 2-APB foram estimuladas com forscolina, aumentando a [Ca+2]c de            

-5,3 ± 0,4 % para 5,2 ± 0,4 % (n=3; p<0,01) (Figura 6). Estes valores revelaram 

ainda que em células endoteliais incubadas com 2-APB, o aumento da [Ca+2]c 

em resposta à forscolina foi maior (p<0,05) do que o obtido em resposta à 

isoprenalina (Figura 6). 
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Figura 6. Efeito do 2-APB sobre o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina (ISO) e à forscolina (FSK) em células endoteliais de aortas de 

ratos em meio zero-Ca+2. Valores expressos são a média ± E.P.M. da 

fluorescência da sonda Fura-2 em relação ao basal (em porcentagem) de 

células endoteliais antes de qualquer estímulo farmacológico (Basal), em 

células incubadas com 2-APB 10 µmol/L (2-APB) e após 10 min estimuladas 

com ISO 30 nmol/L (2-APB+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (2-APB+FSK). *vs 

Basal (n=3; p<0,01); # vs 2-APB (n=3; p<0,001); + vs 2-APB (n=3; p<0,001), 

(ANOVA). 

 

 

 

 

 



5- Efeito da tetracaína sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

Células endoteliais em meio zero-Ca+2 (0,0 %) mostraram que a 

tetracaína diminuiu a [Ca+2]c para valores abaixo do basal: -4,1 ± 0,4 % (n=3; 

p<0,01) (Figura 7). Entretanto, quando as células incubadas com tetracaína 

foram estimuladas com isoprenalina, a [Ca+2]c foi aumentada de -4,1 ± 0,4 % 

para 4,2 ± 0,5 % (n=3; p<0,01) (Figura 7).  

Resultados semelhantes foram obtidos quando as células incubadas 

com tetracaína e estimuladas com forscolina. A [Ca+2]c aumentou de                 

-4,1 ± 0,4 % para 2,8 ± 0,1 % (n=3; p<0,01) (Figura 7). Os valores obtidos 

mostraram ainda que nas células endoteliais incubadas com tetracaína, o 

aumento da [Ca+2]c em resposta à isoprenalina foi maior (p<0,05) do que o 

obtido com forscolina (Figura 7). 
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Figura 7. Efeito da tetracaína sobre o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina (ISO) e à forscolina (FSK) em células endoteliais de aortas de 

ratos em meio zero-Ca+2. Valores expressos são a média ± E.P.M. da 

fluorescência da sonda Fura-2 em relação ao basal (em porcentagem) de 

células endoteliais antes de qualquer estímulo farmacológico (Basal), em 

células incubadas com tetracaína 10 µmol/L (Tet) e após 10 min estimuladas 

com ISO 30 nmol/L (Tet+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (Tet+FSK). *vs Basal 

(n=3; p<0,01);  # vs Tet (n=3; p<0,001); + vs Tet (n=3; p<0,01), (ANOVA). 

 

 

 

 

 



6. Efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c em células 

endoteliais de aorta de ratos em meio com Ca+2 1,6 mmol/L 

Quando a solução de Hanks zero-Ca+2 foi substituída por Hanks 

contendo Ca+2 (1,6 mmol/L) a [Ca+2]c das células endoteliais aumentou em          

2,0 ± 0,3 % (p<0,05; n=3) em relação ao basal em meio zero-Ca+2 (0,0 %), 

mostrando que a presença de Ca+2 no meio extracelular produziu aumento da 

[Ca+2]c (Figura 8). Entretanto, a estimulação das células endoteliais com 

isoprenalina em meio com Ca+2 1,6 mmol/L aumentou a [Ca+2]c de 2,0 ± 0,3 % 

para 13,1 ± 1,7 % (p<0,01; n=3) (Figura 8). De modo semelhante, a forscolina 

aumentou a [Ca+2]c para 6,1 ± 0,6 % (p<0,05; n=3) (Figura 8).  

Estes resultados nos mostram ainda que o aumento da [Ca+2]c 

estimulada com isoprenalina é maior (p<0,05) do que a obtida com forscolina 

em meio contendo Ca+2 1,6 mmol/L (Figura 8). 
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Figura 8. Efeito da isoprenalina (ISO) e da forscolina (FSK) sobre a [Ca+2]c 

em células endoteliais de aortas de ratos em meio contendo Ca+2                 

1,6 mmol/L. Valores expressos são a média ± E.P.M. da fluorescência da 

sonda Fura-2 em relação ao basal (em porcentagem) de células endoteliais em 

meio contendo Ca+2 1,6 mmol/L (Basal) em presença de ISO 30 nmol/L ou de 

FSK 10 nmol/L. *vs Basal (n=3; p<0,01); + vs Basal (n=3; p<0,05), (ANOVA). 

 

 

 

 

 

 

 

 



7- Efeito do verapamil sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio contendo          

Ca+2 1,6 mmol/L 

O aumento da [Ca+2]c obtida em resposta à isoprenalina (13,1 ± 1,7 %) 

foi diminuído quando as células endoteliais foram incubadas com verapamil    

(5 µmol/L e 10 µmol/L) e estimuladas com isoprenalina, respectivamente:       

7,6 ± 0,5 % (n=3; p<0,01) e 4,8 ± 0,3 % (n=3; p<0,001), ambos sobre o basal 

(Figura 9). Entretanto, o efeito da forscolina sobre a [Ca+2]c (6,1 ± 0,6 %) foi 

semelhante ao obtido em células endoteliais incubadas com verapamil            

(5 µmol/L) e estimuladas com forscolina: 5,9 ± 0,5 % (Figura 9). Apenas 

quando as células endoteliais foram incubadas com verapamil (10 µmol/L) e 

estimuladas com forscolina a [Ca+2]c foi diminuída: 3,9 ± 0,4 %, (p<0,05; n=3) 

(Figura 9).  
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Figura 9. Efeito do verapamil sobre o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina (ISO) e à forscolina (FSK) em células endoteliais de aortas de 

ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são a média ± 

E.P.M. da fluorescência da sonda Fura-2 em relação ao basal (em 

porcentagem) de células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L ou com 

FSK 10 nmol/L ou incubadas com 5 µmol/L ou 10 µmol/L de verapamil e após 

10 min estimuladas com ISO nmol/L ou com FSK 10 nmol/L. * vs ISO (n=3; 

p<0,01); ** vs ISO (n=3; p<0,05); # vs Ver(5 µmol/L)-ISO (p<0,05); + vs FSK 

(n=3; p<0,05), (ANOVA). 
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8- Efeito do propranolol sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina em 

células endoteliais de aorta de ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L 

Células endoteliais em meio com Ca+2 1,6 mmol/L (2,0 ± 0,3 %) foram 

incubadas com propranolol, que não modificou a [Ca+2]c basal: 1,0 ± 0,2 % 

(n=3; p<0,01) (Figura 10).  

Em relação às células estimuladas apenas com isoprenalina             

(13,1 ± 0,1%), a incubação com propranolol diminuiu a [Ca+2]c estimulada com 

isoprenalina para 7,6 ± 0,7 % (n=3; p<0,01) (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Bas
al

IS
O

Pro
p

Pro
p+

IS
O

-5

0

5

10

15

20

*

**

∆∆ ∆∆
 F

lu
o

re
s

cê
n

ci
a

 d
o

 F
u

ra
-2

(%
 e

m
 r

e
la

çã
o

 a
o

 b
a

s
al

)

 
 
 
 
Figura 10. Efeito do propranolol sobre o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina (ISO) em células endoteliais de aortas de ratos em meio com 

Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são a média ± E.P.M. da fluorescência da 

sonda Fura-2 em relação ao basal (em porcentagem) de células endoteliais 

antes de qualquer estímulo farmacológico (Basal), em células incubadas com 

propranolol 10 µmol/L (Prop) e após 10 min estimuladas com ISO 30 nmol/L 

(Prop+ISO). * vs Basal (n=3; p<0,001); ** vs ISO (n=3 p<0,01), (ANOVA). 

 

 

 
 
 
 

 



9- Efeito do KT5720 sobre a [Ca+2]c em resposta à isoprenalina e à 

forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio contendo 

Ca+2 1,6 mmol////L 

O aumento da [Ca+2]c sobre o basal em resposta à isoprenalina          

(13,1 ± 0,1 %) foi diminuído para 8,8 ± 0,6 % (n=3; p<0,05) quando as células 

endoteliais foram incubadas com o inibidor da proteína quinase-A, KT5720, e 

estimuladas com isoprenalina (Figura 11).  

De modo semelhante, o aumento da [Ca+2]c em resposta à forscolina 

(6,1 ± 0,6 %) foi diminuído para 3,6 ± 0,3 % (n=3; p<0,05), quando as células 

endoteliais foram incubadas com o KT5720 e estimuladas com forscolina 

(Figura 11). Estes resultados nos mostram ainda que o aumento da [Ca+2]c em 

células incubadas com o KT5720 e estimulada com isoprenalina é maior 

(p<0,05) do que o obtido com forscolina sob as mesmas condições (Figura 11). 
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Figura 11. Efeito do KT5720 sobre o aumento da [Ca+2]c em resposta à 

isoprenalina (ISO) e à forscolina (FSK) em células endoteliais de aortas de 

ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são a média ± 

E.P.M. da fluorescência da sonda Fura-2 em relação ao basal (em 

porcentagem) de células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L ou com 

FSK 10 nmol/L, ou em células incubadas com KT5720 10 µmol/L e após 10 min 

estimuladas com ISO 30 nmol/L (KT5720+ISO) ou com FSK 10 nmol/L 

(KT5720+FSK). * vs ISO (n=3; p<0,05); + vs FSK (n=3; p<0,05), (ANOVA). 

 

 

 

 

 



10- Efeito do L-NNA sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio 

contendo Ca+2 1,6 mmol////L. 

Após 10 min da adição de isoprenalina à suspensão de células 

endoteliais, a intensidade de fluorescência do DAF-2T foi 168,4 ± 14,3 % (n=3; 

p<0,01) acima do basal (0,0 %) (Figura 12). De modo semelhante, a forscolina, 

sob as mesmas condições, aumentou a intensidade de fluorescência do     

DAF-2T para 189,2 ± 16,7 % acima do basal (Figura 12). Entretanto, quando a 

suspensão de células foi incubada com L-NNA, os efeitos da isoprenalina e da 

forscolina foram diminuídos, respectivamente, para: 108,7 ± 2,5 % (n=3; 

p<0,05) e 113,5 ± 10,9 % (n=3; p<0,05) acima do basal (Figura 12). 
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Figura 12. Efeito do L-NNA sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aortas de ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são 

a média ± E.P.M. da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em 

porcentagem) em 10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L 

ou com FSK 10 nmol/L ou em células incubadas com L-NNA 10 µmol/L e após 

10 min estimuladas com ISO 30 nmol/L (L-NNA+ISO) ou com FSK 10 nmol/L 

(L-NNA+FSK). *vs ISO (n=3; p<0,05); + vs FSK (n=3; p<0,05), (ANOVA). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



11- Efeito do KT5720 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

ou com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio 

contendo Ca+2 1,6 mmol////L. 

O aumento da intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à  

isoprenalina (168,4 ± 14,3 %) foi semelhante ao obtido quando as células foram 

incubadas com KT5720 e estimuladas com isoprenalina (187,0 ± 9,7 %; n=3; 

p<0,05) (Figura 13). 

Sob as mesmas condições, a intensidade de fluorescência do DAF-2T 

em resposta à  forscolina (189,2 ± 16,7 %) não foi modificada quando as 

células foram incubadas com KT5720 e estimuladas com forscolina             

(198 ± 12,9 %; n=3; p<0,05) (Figura 13). 
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Figura 13. Efeito do KT5720 sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aortas de ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são 

a média ± E.P.M. da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em 

porcentagem) em 10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L 

ou com FSK 10 nmol/L ou em células incubadas com KT5720 10 µmol/L e após 

10 min estimuladas com ISO 30 nmol/L (KT5720+ISO) ou com FSK 10 nmol/L 

(KT5720+FSK). ANOVA. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
12- Efeito do Ca+2 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos. 

 Em meio com Ca+2 1,6 mmol/L, a isoprenalina promoveu aumento da 

intensidade de fluorescência do DAF-2T acima do basal (168,4 ± 14,3 %). 

Estes resultados foram semelhantes aos obtidos quando as células foram 

estimuladas com isoprenalina em meio zero-Ca+2 (177,4 ± 4,4 %; n=3)      

(Figura 14).  

De modo semelhante, o aumento da intensidade de fluorescência do 

DAF-2T em resposta à forscolina em meio com Ca+2 1,6 mmol/L               

(189,2 ± 16,7 %) não foi modificado quando as células foram estimuladas com 

forscolina em meio zero-Ca+2 (186,7 ± 7,8 %) (Figura 14). 
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Figura 14. Efeito do Ca+2 sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aorta de ratos. Valores expressos são a média ± E.P.M. da fluorescência do 

complexo DAF-2T acima do basal (em porcentagem) em 10.000 células 

endoteliais em meio com Ca+2 1,6 mmol/L ou em meio zero-Ca+2 e estimuladas 

com ISO 30 nmol/L ou com FSK 10 nmol/L. ANOVA. 

 

 

 

 

 

 

 

 



13- Efeito do verapamil sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

ou com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio 

contendo Ca+2 1,6 mmol////L 

A figura 12 mostra que em meio com Ca+2 1,6 mmol/L, a isoprenalina 

promoveu aumento da intensidade de fluorescência do DAF-2T acima do basal 

(168,4 ± 14,3 %). Estes resultados foram semelhantes aos obtidos quando as 

células foram incubadas com verapamil e estimuladas com isoprenalina    

(176,4 ± 18,6 %; n=3) (Figura 15). 

De modo semelhante, o aumento da intensidade de fluorescência do 

DAF-2T em resposta à forscolina em meio com Ca+2 1,6 mmol/L                

(189,2 ± 16,7 %) não foi modificado quando as células foram incubadas com 

verapamil e estimuladas com forscolina (184,9 ± 16,1 %) (Figura 15). 
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Figura 15. Efeito do verapamil sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aortas de ratos em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são 

a média ± E.P.M. da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em 

porcentagem) em 10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L 

(ISO), com FSK 10 nmol/L, ou em células incubadas com verapamil 10 µmol/L 

e após 10 min estimuladas com ISO 30 nmol/L (Ver+ISO) ou com FSK            

10 nmol/L (Ver+FSK). ANOVA. 

 

 

 

 

 

 



14- Efeito da associação do 2-APB com a tetracaína sobre a produção de 

NO ativada com isoprenalina ou com forscolina em células endoteliais de 

aorta de ratos em meio zero-Ca+2 

A isoprenalina promoveu aumento da intensidade de fluorescência do 

DAF-2T acima do basal (177,4 ± 4,4 %). Porém, quando a suspensão de 

células foi incubada com a associação de 2-APB e tetracaína, a intensidade de 

fluorescência do DAF-2T em resposta à isoprenalina foi diminuída para       

66,0  ± 10,4 % (n=3; p<0,001) (Figura 16). 

A intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à forscolina em 

meio zero-Ca+2 (186,7 ± 7,8 %) também foi diminuída quando a suspensão de 

células foi incubada com a associação de 2-APB e tetracaína: 59,2 ± 4,1 % 

(n=3; p<0,001) (Figura 16). 
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Figura 16. Efeito da associação do 2-APB com a tetracaína sobre a 

produção de NO ativada com isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) 

em células endoteliais de aortas de ratos em meio zero-Ca+2. Valores 

expressos são a média ± E.P.M. da fluorescência do complexo DAF-2T acima 

do basal (em porcentagem) em 10.000 células endoteliais estimuladas com 

ISO 30 nmol/L (ISO) ou com FSK 10 nmol/L ou em células incubadas com      

2-APB 10 µmol/L e tetracaína 10 µmol/L e após 10 min estimuladas com ISO 

30 nmol/L (2-APB+Tet+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (2-APB+Tet+FSK).             

* vs ISO (n=3; p<0,001); + vs FSK (n=3; p<0,001), (ANOVA). 

 

 

 
 
 
 
 



15- Efeito do 2-APB sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio         

zero-Ca+2. 

A isoprenalina aumentou a intensidade de fluorescência do DAF-2T 

acima do basal (177,4 ± 4,4 %). Porém, quando a suspensão de células foi 

incubada com o 2-APB, a intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta 

à isoprenalina foi diminuída para 114,3 ± 4,2 % (n=3; p<0,01) (Figura 17). 

A intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à forscolina, em 

meio zero-Ca+2 (186,7 ± 7,8 %), também foi diminuída quando a suspensão de 

células foi incubada o 2-APB: 58,7 ± 6,3 % (n=3; p<0,001) (Figura 17). 

A suspensão de células incubada com o 2-APB e estimulada com 

forscolina produziu menor intensidade de fluorescência do DAF-2T do que 

quando foram estimuladas com isoprenalina (p<0,05), sob as mesmas 

condições (Figura 17). 
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Figura 17. Efeito do 2-APB sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aortas de ratos em meio zero-Ca+2. Valores expressos são a média ± E.P.M. 

da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em porcentagem) em 

10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L ou com FSK          

10 nmol/L ou em células incubadas com 2-APB 10 µmol/L e após 10 min 

estimuladas com ISO 30 nmol/L (2-APB+ISO) ou com FSK 10 nmol/L             

(2-APB+FSK). * vs ISO (n=3; p<0,01); + vs FSK (n=3; p<0,001), (ANOVA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
16- Efeito da tetracaína sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

e com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio      

zero-Ca+2 

A isoprenalina aumentou a intensidade de fluorescência do DAF-2T 

acima do basal (177,4 ± 4,4 %). Porém, quando a suspensão de células foi 

incubada com a tetracaína, a intensidade de fluorescência do DAF-2T em 

resposta à isoprenalina foi diminuída para 115,2 ± 10,1 % (n=3; p<0,01)   

(Figura 18).  

A intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à forscolina, em 

meio zero-Ca+2 (186,7 ± 7,8 %), também foi diminuída quando a suspensão de 

células foi incubada a tetracaína: 160,5 ± 5,9 % (n=3; p<0,001) (Figura 18). 

A suspensão de células incubada com a tetracaína e estimulada com 

isoprenalina produziu menor intensidade de fluorescência do DAF-2T do que 

quando estimulada com forscolina (p<0,05), sob as mesmas condições   

(Figura 18). 
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Figura 18. Efeito da tetracaína sobre a produção de NO ativada com 

isoprenalina (ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de 

aortas de ratos em meio zero-Ca+2. Valores expressos são a média ± E.P.M. 

da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em porcentagem) em 

10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L ou com FSK          

10 nmol/L ou em células incubadas com tetracaína 10 µmol/L e após 10 min 

estimuladas com ISO 30 nmol/L (Tet+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (Tet+FSK).  

* vs ISO (n=3; p<0,01); + vs FSK (n=3; p<0,05), (ANOVA). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



17- Efeito do W7 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina ou 

com forscolina em células endoteliais de aorta de ratos em meio 

contendo Ca+2 1,6 mmol////L. 

A isoprenalina aumentou a intensidade de fluorescência do DAF-2T 

acima do basal (177,4 ± 4,4 %). Porém, quando a suspensão de células foi 

incubada com o W7, a intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à 

isoprenalina foi diminuída para 17,5 ± 2,5 % (n=3; p<0,001)  (Figura 19).  

A intensidade de fluorescência do DAF-2T em resposta à forscolina, em 

meio com Ca+2 1,6 mmol/L (186,7 ± 7,8 %), também foi diminuída quando a 

suspensão de células foi incubada o W7: 29,5 ± 3,2 % (n=3; p<0,001)      

(Figura 19). 
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Figura 19. Efeito do W7 sobre a produção de NO ativada com isoprenalina 

(ISO) ou com forscolina (FSK) em células endoteliais de aortas de ratos 

em meio contendo Ca+2 1,6 mmol////L. Valores expressos são a média ± E.P.M. 

da fluorescência do complexo DAF-2T acima do basal (em porcentagem) em 

10.000 células endoteliais estimuladas com ISO 30 nmol/L ou com FSK          

10 nmol/L ou em células incubadas com W7 10 µmol/L e após 10 min 

estimuladas com ISO 30 nmol/L (W7+ISO) ou com FSK 10 nmol/L (W7+FSK).  

* vs ISO (n=3; p<0,001); + vs FSK (n=3; p<0,001), (ANOVA). 

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

_____________________________ 
Discussão 



Verificamos no presente estudo o efeito da isoprenalina e da forscolina 

sobre a [Ca+2]c e sobre a produção de NO em células endoteliais da aorta de 

ratos.  

Trabalhos como o de Stephenson & Summers (1987) e o de Molenaar e 

colaboradores (1988) apontam para a presença de receptores β-adrenérgicos 

no endotélio vascular. Assim, dentre os possíveis agonistas β-adrenérgicos que 

poderiam ter sido utilizados em nosso estudo, escolhemos a isoprenalina por 

se tratar de um clássico agonista β-adrenérgico não-seletivo acoplado à 

proteína Gs e a enzima adenilato-ciclase (Nahorski et al., 1975; Gilman, 1986). 

Decidimos estudar a ativação da via do AMPc de maneira independente da 

ativação dos receptors β-adrenérgicos e para isto optamos pela utilização da 

forscolina, ativador direto da enzima adenilato-ciclase (Laurenza et al., 1987).  

Como o relaxamento vascular ativado pela isoprenalina e pela forscolina 

está relacionado ao aumento de AMPc no músculo liso vascular (Eckly-Michel 

et al., 1997) e no endotélio vascular (Iranami et al., 1996; Brawley et al., 2000; 

Ferro et al., 2004), a comparação entre os efeitos da isoprenalina com os da 

forscolina em células endoteliais da aorta de ratos poderiam revelar 

particularidades sobre a [Ca+2]c e a produção de NO modulados pelo AMPc, a 

partir da ativação dos receptores β-adrenérgicos. 

Os resultados obtidos a partir dos estudos de reatividade vascular em 

anéis de aorta de ratos permitiram a determinação da concentração de 

isoprenalina (30 nmol/L) e de forscolina (10 nmol/L) que foi utilizada nos 

protocolos experimentais, desenvolvidos com células endoteliais da aorta de 

ratos. As curvas concentração-efeito obtidas mostram que os efeitos máximos 

da isoprenalina e da forscolina foram semelhantes, embora a isoprenalina 



tenha sido menos potente do que a forscolina. Estes resultados estão de 

acordo com o observado anteriormente por Gray & Marshall (1992). 

Comparativamente, a maior sensibilidade das preparações à forscolina em 

relação à isoprenalina poderia ser explicada pelo fato da forscolina ativar todas 

as seis isoformas da enzima adenilato-ciclase encontradas em ratos (tipos II-VI 

e VIII) (Gao & Gilman, 1991; Manolopoulos et al., 1995b) enquanto a 

isoprenalina ativaria apenas as isoformas I, II e IV (Manolopoulos et al.,1995a). 

Até há pouco tempo, acreditava-se que todos os receptores                   

β-adrenérgicos estavam associados apenas à proteína Gs que ativa a 

adenilato-ciclase, resultando na produção do AMPc. Entretanto, o acoplamento 

simultâneo destes receptores com mais de uma proteína G pode ser 

evidenciado em modelos de receptores com alta densidade de recombinação 

(Eason et al., 1992; Kenakin, 1995) como o acoplamento dos receptores            

β2-adrenérgicos à proteína Gi (Xiao, 2000; Santos et al., 2005). Assim, o 

acoplamento dos receptores β-adrenérgicos à proteína Gi poderia ser outra 

possibilidade para explicar a menor sensibilidade da aorta com endotélio 

vascular, à isoprenalina quando comparada com a forscolina. 

Muitos estudos têm demonstrado que a remoção do endotélio vascular 

reduz o relaxamento induzido com isoprenalina em aortas torácicas de ratos 

(Neto, 2005), o que levou vários autores a supor que a isoprenalina pode 

produzir efeito sobre as células endoteliais (Grace et al., 1988; Kamata et al., 

1989; Delpy et al., 1996; Trochu 1999). Neste sentido, Gray & Mashall (1992) 

propuseram que a isoprenalina ativa a produção endotelial de NO. Como a 

produção endotelial de NO é predominantemente realizada pela eNOS, cuja 

ativação é dependente de Ca+2 (Gadano et al., 1997; Boo et al., 2003), 



verificamos a origem dos íons Ca+2 que poderiam ser mobilizados pela 

isoprenalina e pela forscolina. Investigamos também se a produção de NO nas 

células endoteliais estudadas seria dependente de Ca+2.  

Assim, inicialmente estudamos o efeito da isoprenalina e da forscolina 

sobre a [Ca+2]c pela mobilização de Ca+2 a partir dos estoques intracelulares. 

Com base nestes resultados podemos sugerir que a isoprenalina e a forscolina 

podem modular a liberação de Ca+2 do retículo endoplasmático através dos 

receptores de IP3 e de rianodina. Estes resultados estão de acordo com 

Tachado e colaboradores (1992) que também verificaram que a isoprenalina e 

a forscolina poderiam liberar Ca+2 a partir dos estoques do retículo 

sarcoplasmático. 

Entretanto, a isoprenalina e a forscolina parecem modular de maneira 

diferente a liberação de Ca+2 reticular. O efeito da isoprenalina sobre a [Ca+2]c 

foi mais inibido do que o da forscolina quando os receptores de IP3 do retículo 

endoplasmático estavam bloqueados com o antagonista 2-APB. Leaver & 

Pappone (2002) também verificaram que a isoprenalina mobiliza Ca+2 através 

dos receptores de IP3. Por outro lado, o efeito da forscolina sobre a [Ca+2]c foi 

mais atenuado do que o da isoprenalina quando os receptores de rianodina do 

retículo sarcoplasmático estavam inibidos com tetracaína. Nezu e 

colaboradores (2000) mostraram que a isoprenalina não é capaz de mobilizar 

Ca+2 após a depleção dos estoques com fenilefrina ou carbacol, sugerindo que 

o AMPc medeia o aumento da [Ca+2]c pela liberação de Ca+2 de estoque 

intracelular sensível ao IP3. Porém, outros estudos também apontam para 

liberação de Ca+2 através da ativação dos receptores de rianodina pela 

isoprenalina (Low et al., 1993; Pei et al., 2003).  



Nossos resultados mostram ainda que o agonista isoprenalina é capaz 

de promover um maior aumento na [Ca+2]c do que a forscolina. Uma possível 

explicação para o maior efeito da isoprenalina sobre o aumento da [Ca+2]c em 

relação à forscolina é a de que haja uma sinalização cruzada entre receptores 

β2-adrenérgicos e a enzima fosfolipase C, de modo que pelo menos os 

subtipos de receptores β2-adrenérgicos poderiam ativar a proteína Gq, ativando 

a produção de IP3 e liberação de estoques de Ca+2 (Mc Graw & Liggett, 2005). 

Talvez esta seja a razão porque observamos que a mobilização de Ca+2 do 

retículo endoplasmático via IP3 ativada com isoprenalina foi fortemente 

reduzida pelo antagonista 2-APB e a ativação desses estoques com forscolina, 

cujo efeito independe da ativação das diferentes proteínas G, foi menos 

afetada pelo 2-APB. 

Os nossos resultados sugerem que nas células endoteliais estudadas a 

isoprenalina e a forscolina poderiam ativar a liberação de outros estoques 

celulares de Ca+2, além dos contidos no retículo endoplasmático, uma vez que 

as células incubadas com a associação de 2-APB e tetracaína ainda 

apresentavam um ligeiro aumento da [Ca+2]c. Segundo Nezu e colaboradores 

(2000) a isoprenalina ativa outros estoques de Ca+2 além do contido no retículo 

endoplasmático, porém com menor relevância.  

Uma vez que muitos compartimentos celulares como as mitocôndrias, 

núcleo e o centro organizador dos microtúbulos, podem abrigar a enzima 

adenilato-ciclase, é possível supor que o efeito de drogas como a isoprenalina 

e a forscolina seja observado nestes sítios celulares (Zippin et al., 2003), 

gerando uma produção localizada de AMPc, que pode ativar proteínas como a 

PKA nestes compartimentos celulares (Scott et al., 1990; Qiao et al., 2002). A 



estas evidências acrescentamos o fato de que depois do retículo 

endoplasmático, a mitocôndria é a organela citoplasmática que apresenta a 

maior capacidade de armazenar íons Ca+2 (Nixon et al., 1994; Malli 2005), o 

que reforça nossa hipótese de que a isoprenalina e a forscolina ativam outros 

estoques de Ca+2 além dos reticulares. 

Observamos também que quando as células foram incubadas com a 

associação de 2-APB e tertracaína em meio zero-Ca+2, os antagonistas per se 

diminuiram a [Ca+2]c para concentrações abaixo do basal. Este resultado 

sugere que mesmo em situações de repouso ocorreria a liberação de Ca+2 do 

retículo endoplasmático, contribuindo para a manutenção da [Ca+2]c basal. 

Esta hipótese está de acordo com o modelo de influxo capacitivo proposto por 

Putney (1986), onde mesmo na ausência da interação agonista-receptor ou 

produção de IP3, a depleção do estoque de Ca+2 é observada em células não 

excitáveis. Neste sentido, outros estudos mostram a existência do influxo 

capacitivo em células endoteliais vasculares (Holda et al., 1998; Huser et al., 

1999; Sedova & Blatter, 2000; Sedova et al., 2000). Corrobora ainda com a 

idéia de que nas células endoteliais estudadas ocorreria um vazamento passivo 

de Ca+2 do retículo endoplasmático para o citoplasma, segundo o modelo 

capacitivo, a observação de que quando trocamos o meio zero-Ca+2 pelo meio 

contendo Ca+2 1,6 mmol/L, a presença de Ca+2 per se no meio extracelular 

produziu aumento transitório da [Ca+2]c. 

Além disso, estudamos o efeito da isoprenalina e da forscolina sobre o 

influxo extracelular de Ca+2. Tanto a isoprenalina quanto a forscolina 

estimularam o influxo extracelular de Ca+2, aumentando a [Ca+2]c. Estes 

resultados estão de acordo com dados da literatura que trazem informação 



sobre o fato do próprio AMPc ser capaz de ativar canais iônicos na membrana 

plasmática (Walsh & Patten, 1994; Hanks & Hunter, 1995). Como a mobilização 

de estoques de Ca+2 poderia ativar o influxo extracelular de Ca+2, Tiruppathi e 

colaboradores (2002) demonstraram que a depleção de estoques de Ca+2 

sensíveis ao IP3 ativa canais para Ca+2 operados pelo estoque, causando o 

influxo de Ca+2 em células endoteliais da aorta.  

Entretanto, em nosso estudo, quando bloqueamos com verapamil o 

influxo extracelular de Ca+2 ativado com isoprenalina ou com forscolina, a 

[Ca+2]c obtida foi apenas diminuída, mas não abolida. Estes resultados 

sugerem que parte do influxo de Ca+2 poderia ocorrer através de outros canais 

para Ca+2 que não os operados por voltagem sensíveis ao verapamil. Isto 

porque, segundo muitos autores, as proteínas dos canais para Ca+2, como por 

exemplo, os canais do tipo L, são fosforilados e ativados pela PKA (Katz, 1983; 

Sperelakis & Wahler, 1988;Trautwein et al., 1990). 

Frente ao efeito da isoprenalina e da forscolina sobre a [Ca+2]c, 

estudamos também o papel da PKA sobre a mobilização do Ca+2 ativada pelos 

agentes relaxantes estudados. Verificamos que o aumento da [Ca+2]c 

promovido pela isoprenalina e pela forscolina foi atenuado quando a PKA foi 

inibida com o KT5720. Estes resultados estão de acordo com a literatura, onde 

já no final da década de 80, Hartzell (1988) e Pelzer e colaboradores (1990) 

relataram que a PKA é capaz de fosforilar canais de Ca+2 do tipo L, 

promovendo influxo de Ca+2 em células endoteliais da artéria coronária. Estes 

achados foram ratificados em meados dos anos 90, quando Walsh & Patten 

(1994) e Hanks & Hunter (1995) propuseram que o AMPc, via PKA, poderia 

ativar canais iônicos na membrana plasmática. Entretanto, além do influxo de 



Ca+2 extracelular, a inibição do aumento da [Ca+2]c observado com o KT5720 

também pode ocorrer pela inibição do efeito da PKA sobre a liberação de Ca+2 

de estoques intracelulares, como do retículo endoplasmático (Ay et al., 2006). 

Assim, sugerimos que a PKA pode modular o aumento da [Ca+2]c em células 

endoteliais de aorta de ratos. 

De forma resumida, podemos propor que a isoprenalina e forscolina 

devem ativar diferentes isoformas da enzima adenilato-ciclase, com 

conseqüente ativação da PKA, responsável pela fosforilação de receptores de 

organelas, como o retículo endoplasmático e/ou outros compartimentos 

celulares, com conseqüente liberação de estoques intracelulares de Ca+2 e/ou 

fosforilação de canais para Ca+2 e conseqüente influxo de Ca+2 extracelular. 

Entretanto, parte do influxo de Ca+2 estaria ocorrendo através de outros canais 

para Ca+2 além dos operados por voltagem, sensíveis ao verapamil. 

Em nosso estudo, testamos o efeito da isoprenalina e da forscolina sobre 

a produção endotelial de NO e a importância do Ca+2 neste processo. Tanto a 

isoprenalina como a forscolina ativaram a produção de NO, enquanto o L-NNA 

atenuou o efeito de ambas as drogas. Estes resultados nos permite dizer que o 

aumento da fluorescência do DAF-2T não foi inespecífico ou uma resposta 

obtida por artefato, mas resultado da atividade da enzima NO-sintase, 

produzindo NO.  

Estes resultados estão de acordo com os estudos que mostram que o 

relaxamento de aortas estimuladas com isoprenalina é diminuído em presença 

de azul de metileno, um inibidor da enzima guanilato-ciclase, que é ativada 

pelo NO (Grace et al., 1988) e ainda, que tanto a isoprenalina como a 



forscolina tiveram seus efeitos relaxantes inibidos pelo L-NOARG (Shimokawa 

et al.,1988; Gray & Marshall, 1992).  

Tem sido descrito que a PKA pode ativar a eNOS pela fosforilação do 

aminoácido Ser 1179 (Butt et al., 2000; Fulton et al., 2002). Dessa forma, 

esperávamos que a inibição da PKA resultasse numa menor produção de NO, 

entretanto este não foi o efeito desta quinase. Outros estudos mostram que a 

ativação de receptores β-adrenérgicos pode resultar na ativação da proteína 

quinase G (PKG) via AMPc (Eckly-Michel et al., 1997), além do possível “cross-

talk” entre as vias do GMPc e AMPc (Dhanakoti et al., 2000; White et al., 2000). 

Linder et al. (2005) reforçam os achados anteriores de sinalização cruzada 

entre as vias do AMPc e do GMPc. Isto poderia ocorrer uma vez que estes 

autores demonstram haver colocalização da enzima guanilato-ciclase, PKG, 

PKA, caveolina-1 e eNOS nas cavéolas endoteliais.  

Cavéolas são pequenas invaginações da membrana, ricas em colesterol, 

envolvidas em muitos eventos envolvendo transdução de sinal por abrigarem 

grande variedade de proteínas. Nas cavéolas, a eNOS em seu estado inativo 

apresenta-se associada à proteína caveolina-1 (Garcia-Cardena et al., 1996; Ju 

et al., 1997). Sob estimulação que resulta em aumento da [Ca+2]c, a eNOS 

dissocia-se da caveolina-1 tornando-se ativa com a conseqüente produção de 

NO (Feron, et al., 1996; Gratton et al., 2000). 

Assim, sugerimos que a isoprenalina e a forscolina aumentam a 

produção de AMPc, o que poderia ativar a PKA e a PKG. Esta última, poderia 

ser ativada diretamente ou por um “cross-talk” entre o GMPc e o AMPc, 

resultando na produção de NO que não foi sensível ao KT5720.  



Existem vários tipos de canais para Ca+2 na membrana plasmática das 

células, que podem ser independentes ou dependentes de voltagem. 

Destacamos os canais ativados por alta voltagem, que são divididos em L, N, 

O, P, Q e R (Zhang et al., 1993; Oliveira et al., 1994). Estes canais são de alta 

condutância ao Ca+2 e possuem alto limiar de ativação. Fleckesntein-Grun 

(1996), observou que no estado de repouso os canais do tipo L podem estar 

fechados ou abertos. Zhou & Wu (2006) relataram a existência de canais para 

Ca+2 do tipo L em células endoteliais pulmonares. De acordo com Trautwein e 

colaboradores (1990) ocorre fosforilação AMPc-dependente dos canais para 

Ca+2 do tipo L, favorecendo a entrada de Ca+2 pela ativação de receptores      

β-adrenérgicos. 

Assim, seria possível supor que o influxo extracelular de Ca+2 ativado 

por drogas como a isoprenalina e a forscolina poderia estar relacionado à 

produção endotelial de NO, uma vez que, como já citado anteriormente, a 

ativação da eNOS é dependente de Ca+2 (Gadano et al., 1997; Dedkova & 

Blatter, 2002; Boo et al., 2003). Decidimos então verificar a origem do Ca+2 

relacionado à produção de NO endotelial. Nossos resultados mostram que a 

produção endotelial de NO foi semelhante em meio contendo Ca+2 1,6 mmol/L 

ou em meio zero-Ca+2, indicando que o Ca+2 relacionado com a ativação da 

eNOS pode ser liberado de estoques intracelulares. Corroboram com nossa 

hipótese os resultados obtidos quando as células endoteliais incubadas com 

verapamil e estimuladas com isoprenalina ou com forscolina não tiveram a 

produção de NO diminuída. Uchida e colaboradores (1999) mostraram que em 

células endoteliais coronarianas, os bloqueadores de canais para Ca+2 como 

nicardipina, diltiazem ou verapamil, não produziram efeito sobre a produção de 



NO. Por outro lado, estudos como o de Ding & Vaziri (2000), mostram que a 

nifedipina e o diltiazem, mas não o verapamil, podem estimular um aumento na 

atividade da eNOS em células endoteliais de coronária humana. 

A partir destes dados, verificamos se o retículo endoplasmático poderia 

ser um dos estoques de Ca+2 envolvidos na produção de NO ativada pela 

isoprenalina e pela forscolina. Observamos em presença de 2-APB e de 

tetracaína, que a produção de NO foi fortemente diminuída, confirmando nossa 

sugestão de que ao menos em parte, os íons Ca+2 relacionados com a 

produção de NO são originados do retículo endoplasmático das células 

endoteliais estudadas.  

Por isso, passamos a verificar se a produção de NO ativada pela 

isoprenalina e pela forscolina seria ou não dependente dos receptores de IP3 e 

de rianodina. Verificamos que a produção de NO estimulada com isoprenalina 

foi maior do que a induzida pela forscolina, quando os receptores de IP3 foram 

inibidos com o antagonista 2-APB. Sugerimos que tal fato se deve à 

capacidade da isoprenalina de mobilizar outros estoques celulares além dos 

reticulares, como discutimos anteriormente. Porém, é inegável que parte do 

Ca+2 relacionado com a ativação da produção endotelial de NO seja liberado do 

retículo endoplasmático via receptores de IP3 quando as células são 

estimuladas com isoprenalina ou com forscolina.  

A produção de NO estimulada com isoprenalina foi mais atenuada do 

que a ativada pela forscolina quando os receptores de rianodina foram 

antagonizados com tetracaína. Uma possível explicação é de que a liberação 

de Ca+2 via IP3 não ativa os receptores de rianodina, mas a inibição dos 

receptores de rianodina reduz a liberação de Ca+2 via IP3 (Mac Millan et al., 



2005). Com base nestes resultados, sugerimos que a isoprenalina e a 

forscolina são capazes de ativar a liberação de Ca+2 através dos receptores de 

rianodina. Também é possível supor que o receptor de rianodina module a 

liberação de Ca+2 através dos receptores de IP3, resultando na diminuição da 

produção de NO. Ainda, que a produção de NO ativada pela isoprenalina é 

mais sensível a este mecanismo de Ca+2 do que a forscolina. Estes resultados 

permitem ainda inferir que a ativação da eNOS leva à depleção de estoques 

intracelulares de Ca2+ ativando o influxo extracelular de Ca2+ (influxo de Ca+2 

capacitivo).  

Entretanto, vale ressaltar que a atividade da eNOS é dependente de 

uma complexa combinação de substratos, cofatores, interações proteína-

proteína, fosforilações, acilações e ainda, pela localização da enzima em locais 

específicos no meio intracelular (Govers & Oess, 2004). Neste contexto, o 

aumento da [Ca+2]c é apenas um dos muitos fatores relacionados com a 

produção de NO. Por isso, a calmodulina figura como sendo o elo entre os íons 

Ca+2 e a produção de NO (Bredt e Snyder, 1990; Vogel, 1994; Li & Poulos, 

2005). Verificamos que a produção de NO ativada pela isoprenalina e pela 

forscolina é praticamente abolida quando a calmodulina foi inibida com o W7. 

Assim, sugerimos que a produção endotelial de NO ativada pela isoprenalina e 

pela forscolina são dependentes da formação do complexo Ca2+-calmodulina.  

Em conjunto, nossos resultados permitem sugerir que em células 

endoteliais da aorta de ratos, a isoprenalina e a forscolina aumentam a [Ca+2]c 

via ativação da PKA pela liberação de Ca+2 do retículo endoplasmático através 

de receptores de IP3 e de rianodina e pelo influxo extracelular de Ca+2. A 

produção de NO é dependente de Ca+2 e da formação do complexo            



Ca+2-calmodulina, mas independente da PKA. Os íons Ca+2 relacionados à 

produção de NO são primariamente liberados do retículo endoplasmático, via 

receptores de IP3 e de rianodina. 

 

CONCLUSÕES: 

Em células endoteliais de aorta de ratos: 

 

1. A isoprenalina e a forscolina aumentam a [Ca+2]c  

2. O aumento da [Ca+2]c ativado com isoprenalina e com forscolina é 

pelo menos em parte, dependente da ativação da PKA 

3.  A isoprenalina e a forscolina ativam a liberação de Ca+2 do retículo 

endoplasmático através de receptores de IP3 e de rianodina 

4.  A isoprenalina e a forscolina ativam o influxo extracelular de Ca+2 ao 

menos em parte por canais para Ca+2 sensíveis ao verapamil. 

5.  A produção de NO ativada pela isoprenalina e pela forscolina é 

dependente de Ca+2 e da formação do complexo Ca+2-calmodulina 

6. A produção de NO ativada pela isoprenalina e pela forscolina é 

independente da PKA.  

7. O Ca+2 relacionado à produção de NO ativada pela isoprenalina e 

pela forscolina é liberado do retículo endoplasmático, via receptores 

de IP3 e de rianodina. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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