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RESUMO 

 
O sistema noradrenérgico tem uma ampla gama de efeitos em diferentes sistemas fisiológicos e 

os efeitos no músculo esquelético ocorrem principalmente por meio da ativação de receptores da 

família β. Os receptores β2 são os mais abundantes e sua ativação promove diversas vias de 

sinalização que resultam em processos anabólicos e hipertrofia. O uso de agonistas-β2 no músculo 

esquelético tem sido considerado uma droga potencial para o tratamento de patologias que podem 

gerar atrofia muscular. Entretanto, seus efeitos na junção neuromuscular e nas sinapses colinérgicas 

ainda são pouco explorados. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos pré-sinápticos do 

fármaco agonista-β2 específico fumarato de formoterol na transmissão sináptica neuromuscular em 

preparações ex-vivo de diafragma de camundongos. 

Para este estudo, foi isolado o músculo diafragma e nervo frênico de camundongos C57 machos 

e femeas com 3 meses de idade. A exocitose de vesículas sinápticas  nas junções neuromusculares foi 

visualizada e monitorada através do uso da sonda fluorescente FM1-43. Estas preparações, após o 

protocolo de marcação com FM1-43, foram incubadas com fumarato de formoterol em concentrações 

crescentes (0,01, 0,1, 0,25, 1, 10 e 50 μM) com o objetivo de construir uma curva dose-resposta. 

Nossos resultados mostram que o formoterol induz a exocitose de vesículas sinápticas nas junções 

neuromusculares diafragmáticas, tanto em machos quanto em fêmeas. Este agonista apresenta efeito 

considerável já na concentração de 0,1 μM, com queda de fluorescência de aproximadamente 40% 

nos machos. A taxa de exocitose vesicular é diretamente proporcional ao aumento da concentração 

da droga nos machos. As fêmeas se mostraram menos sensíveis aos efeitos do formoterol, já que 

todas as concentrações testadas superiores a 0,01 µM tiveram o mesmo efeito. Esses resultados 

sugerem que o formoterol é capaz de evocar a exocitose de vesículas sinápticas nas junções 

neuromusculares. 

Para investigar os mecanismos de ação pelos quais a droga induz a exocitose de vesículas, 

avaliamos os efeitos do formoterol associado ao KCl, um composto indutor de exocitose 

independente de sódio. Observamos um efeito aditivo do KCl e do formoterol, visto que a taxa de 

decaimento do sinal fluorescente aumentou com o aumento da concentração de formoterol. Com base 

nisso, levantamos a hipótese de que o formoterol e o KCl induzem a exocitose por mecanismos 

diferentes. Este estudo demonstra que o formoterol tem ações pré-sinápticas e é capaz de aumentar 

tanto a exocitose espontânea quanto a evocada. Os resultados obtidos podem abrir caminhos para 

possíveis estudos futuros que irão elucidar os mecanismos de ação dos β2 agonistas no músculo 

esquelético e consolidar esta classe de fármacos como estratégia terapêutica para o tratamento de 

miastenias e diversas outras patologias neuromusculares. 

Palavras-chave: Biologia Celular; Transmissão Sináptica; Junção Neuromuscular.; Formoterol. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 
The noradrenergic system has a wide range of effects in different physiological systems and the 

effects on skeletal muscle mainly occur via the activation of β-family receptors. In the skeletal muscle, 

the β2 receptors are the most abundant and their activation promotes several signaling pathways that 

result in anabolic processes and hypertrophy. The use of β2-adrenergic agonists in skeletal muscle has 

been considered a potential drug for treatment of pathologies that can generate muscle atrophy. 

Meanwhile, its effect on the neuromuscular junction and on the cholinergic synapses are still poorly 

explored. Thus, the objective of this work is to evaluate the presynaptic effects of the specific β2-

agonist drug formoterol fumarate on neuromuscular synaptic transmission in mice diaphragm ex-vivo 

preparations.  

For this study, the diaphragm muscles associated with the phrenic nerve from three-month-old 

male and female C57 mice were isolated. Synaptic vesicles exocytosis at the neuromuscular pre-

synaptic terminals was visualized and monitored with the use of the vital dye FM1-43 and 

fluorescence microscopy.  After stained preparations were incubated with formoterol fumarate at 

increasing concentrations (0.01, 0.1, 0.25, 1, 10 e 50 μM) in order to build a dose-response curve. 

Our results show that formoterol evokes exocytosis of synaptic vesicles in the diaphragmatic 

neuromuscular junctions in both male and female animals. Formoterol presented a considerable effect 

in the concentration of 0.1 μM, with a fluorescence decay of approximately 40% in males. The rate 

of decay of the fluorescent signal which reflects exocytic activity is directly proportional to the 

increase of the drug concentration in males. Females appear to be less sensitive to the effects of 

formoterol since in all concentrations the effect observed was similar. These results suggest that 

formoterol evokes the exocytosis of synaptic vesicles at neuromuscular junctions.  

To go deeper into the mechanisms by which formoterol can evoke synaptic vesicles exocytosis, 

we co-stimulated the preparations with formoterol plus KCl, a sodium-independent exocytosis-

inducing compound. We observed an additive effect of KCl and formoterol, given that the rate of 

decay of the fluorescent signal increased as the concentration of formoterol increased. Therefore, we 

hypothesized that formoterol and KCl induced exocytosis through different mechanism. This study 

demonstrates that formoterol has presynaptic actions and increases both spontaneous and evoked 

exocytosis. The results obtained may pave the way for future studies that will elucidate the 

mechanisms of action of β2 agonists in skeletal muscle and consolidate this class of drugs as a 

therapeutic strategy for the treatment of myasthenia and several other neuromuscular pathologies. 

 

Keywords: Cell Biology; Synaptic Transmission; Neuromuscular Junction.; Formoterol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A Junção Neuromuscular 

 

As sinapses são contatos especializados entre duas células nos quais neurônios transduzem 

sinais específicos a uma célula alvo de maneira profundamente regulada. Essa transdução de sinal 

pode acontecer através de uma sinapse química ou de uma sinapse elétrica (ZHAI & BELLEN, 2004). 

As sinapses elétricas são uma forma mais simples e rápida de comunicação que acontece em regiões 

especializadas dos neurônios que permitem a passagem intracelular de íons carregando correntes 

elétricas, chamadas gap junctions (BENNET, 1977). Estas junções celulares representam agrupados 

de canais intercelulares formados por proteínas chamadas conexinas (GOODENOUGH AND PAUL, 

2009). A transmissão elétrica é uma forma de comunicação altamente dinâmica já que seu estado 

funcional está em constante influência de vários processos regulatórios (PEREDA et al., 2013; 

O’BRIEN, 2014).  

Em mamíferos, as sinapses químicas são a forma de comunicação nervosa mais abundante. A 

transdução do sinal é alcançada através da conversão do sinal elétrico em um sinal químico que se 

difunde entre as células. Essa conversão de sinal acontece nas zonas ativas dos terminais pré-

sinápticos (ZHAI & BELLEN, 2004).  O estímulo gerado chega ao neurônio seguinte através de uma 

corrente de íons que despolariza sua membrana plasmática causando a abertura de canais para Ca2+ 

sensíveis à voltagem. O influxo de cálcio provoca um rápido acúmulo intracelular deste íon, e 

consequente, liberação do neurotransmissor na fenda sináptica, o qual se liga a seu receptor específico 

no terminal pós-sináptico (PARNAS & PARNAS, 2006). 

Um tipo especializado de sinapse química é a junção neuromuscular (JNM) que é responsável 

pela comunicação entre o sistema nervoso e o sistema musculoesquelético. A JNM de mamíferos 

(FIGURA 1) é um dos principais modelos de estudo usados para elucidar os processos neuroquímicos 

e neurofisiológicos que compreendem uma sinapse química, dada a sua simplicidade, seu tamanho e 

sua fácil acessibilidade (KUMMER et al., 2005). Estas estruturas são assimétricas sendo formadas 

por um terminal pré-sináptico preenchido por vesículas sinápticas (de aproximadamente 50 nm de 

diâmetro) contendo acetilcolina (ACh), uma fenda sináptica e o aparato pós-sináptico na célula 

muscular. A região da membrana plasmática pré-sináptica onde as vesículas ancoram, fusionam-se 

com a membrana, e liberam seus neurotransmissores é denominada zona ativa. Na região pós-

sináptica encontram-se aglomerados de receptores para ACh e canais iônicos (GARNER et al., 2000). 

As fibras motoras, em suas regiões especializadas do aparato pós-sináptico, incluem dobras 
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juncionais por onde se espalham os receptores nicotínicos para ACh. As cristas das dobras juncionais 

estão precisamente alinhadas com as zonas ativas pré-sinápticas (HALL AND SANES, 1993). Além 

desta comunicação nervo-músculo, as células de Schwann também são especializadas nas JNM. 

Enquanto nas regiões pré-terminais as células de Schwann formam a mielina, nos terminais estas 

células recobrem os terminais nervosos de modo a protege-los de impulsos químicos e mecânicos, 

além de participar de processos de remodelação axonal  (REYNOLDS AND WOOLF, 1992). As 

células de Schwann terminais também possuem um transiente de cálcio em resposta aos potenciais 

de ação axonais (JAHROMI et al., 1992; REIST AND SMITH, 1992), além de serem capaz de 

sintetizar e secretar ACh em caso de denervação (BIRKS et al., 1960). 

As JNM de camundongos possuem um aspecto circunscrito e arborizado (FIGURA 1A e 

FIGURA 1C). Graças ao advento da microscopia eletrônica de transmissão, podemos observar no 

plano ultraestrutural um terminal pré-sináptico contendo muitas vesículas sinápticas (essas 

preenchidas por ACh) e mitocôndrias, uma fenda sináptica, e a membrada pós-sináptica da fibra 

muscular, apresentando dobras juncionais com cristas cobertas por receptores nicotínicos para ACh 

(FIGURA 1B). 

Toda estrutura formadora das JNM garante uma comunicação precisa e coordenada entre as 

terminações nervosas de neurônios motores e as células do músculo esquelético, além de ser um 

eficaz modelo de estudo para o ciclo de vesículas sinápticas e de fonte para possíveis estratégias 

farmacológicas que atuam nestes processos. 
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Figura 1- Junções neuromusculares de camundongo. 

(A) Imagem de microscopia de fluorescência de uma junção neuromuscular de camundongo 

marcada com a sonda fluorescente FM1-43 (Kivia B. S. Santos). É possível observar o axônio 

mielinizado se ligando ao terminal pré-sináptico da placa motora (seta) e o terminal pré-sináptico de 

aspecto arborizado (asteriscos). (B)  Micrografia eletrônica de transmissão de uma junção 

neuromuscular de camundongo (Hermann A. Rodrigues). O componente pré-sináptico apresenta 

diversas vesículas sinápticas e mitocôndrias. O componente pós-sináptico é a célula muscular que 

apresenta dobras juncionais. Os componentes pré e pós-sinápticos são separados por uma fenda 

sináptica (Barra de escala: 1 μm). (C) Micrografia eletrônica de varredura de uma junção 

neuromuscular de camundongo. O axônio motor (cabeça de seta) se dispõe de forma circular ao redor 

de uma fibra muscular estriada esquelética e se liga a ela formando placas motoras (setas) 

(TORREJAIS et al., 2002) (Barra de escala: 10 μm). 
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1.2 A sinapse e o ciclo de vesículas sinápticas 

 

A comunicação química que acontece nas células nervosas depende da disponibilidade de 

vesículas sinápticas preenchidas por neurotransmissores e prontas para serem liberadas. No sistema 

nervoso central (SNC), apesar de um terminal sináptico típico possuir na ordem de ~102 vesículas 

por zona ativa, a atividade neuronal frequentemente necessita de um potencial de ação forte e 

sustentado na faixa de 10-100 Hz (SCHEWEIZER & RYAN, 2006). 

 Para suportar as altas taxas de liberação que acontece nos neurônios do sistema nervoso central 

e periférico, as sinapses necessitam de um constante abastecimento de vesículas sinápticas 

preenchidas. Esse abastecimento é mantido primariamente através da endocitose compensatória de 

membrana, triagem de carga e recarga rápida das vesículas recém-formadas com o neurotransmissor. 

Este processo de reconstituição das vesículas sinápticas após a fusão é chamado de reciclagem de 

vesículas (CHANADAY et al., 2019). Dessa forma, o ciclo de vesículas sinápticas é composto por 

dois grandes eventos: exocitose e a endocitose compensatória.  

Durante um estímulo prolongado, a secreção de neurotransmissor se inicia através da entrada 

dependente de despolarização do íon cálcio (Ca2+) no terminal do neurônio (HEUSER, 1989). As 

proteínas do terminal pré-sináptico que atuam como sensores dos níveis intracelulares de Ca2+ são as 

denominadas sinaptotagmina 1 e 2 em conjunto com uma proteína auxiliar chamada complexina 

(SÜDHOF, 2014). Sinaptotagminas são proteínas sinápticas secretórias que possuem uma única 

região N-terminal transmembrana e dois domínios de ligação a Ca2+ C-terminal (PERIN et al., 1990). 

A exocitose de vesículas sinápticas compartilha muitos princípios básicos e proteínas homólogas com 

outros eventos de fusão de membrana nas células secretoras. Os principais agentes de todos os 

eventos de fusão de membrana são a superfamília de proteínas denominadas soluble NSF attachment 

receptors (SNAREs), caracterizada por um domínio α-helicoidal de ~60 aminoácidos (ROTHMAN, 

1994; JHAN & SÜDHOF, 1999). Estas proteínas foram caracterizadas como v-SNAREs e t-SNAREs 

baseado na sua localização na vesícula ou membrana da célula alvo, respectivamente, que participam 

das fases de ancoragem e fusão das vesículas (FIGURA 2) (ROTHMAN, 1994). A exocitose de 

vesículas sinápticas requer três SNAREs neuronais: a proteína de membrana associada a vesícula 

VAMP2, também chamada de sinaptobrevinina, a sintaxina 1, e a proteína de 25 kDa associada ao 

sinaptossoma, SNAP-25 (LI & CHIN, 2003). VAMP2 é uma proteína integral de membrana de 

vesículas sinápticas (TRIMBLE, COWAN & SCHELLER, 1988). Sintaxina 1 é uma proteína da 

membrana plasmática neuronal que atua como ligante da sinaptotagmina e dos canais para cálcio do 

tipo N (BENNETT, CALAKOS & SCHELLER, 1992). VAMP2 e a sintaxina contêm, cada uma, um 
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único motivo SNARE adjacente ao domínio transmembrana carboxiterminal, enquanto SNAP-25 

contém dois motivos SNARE conectados por uma região de resíduo de cisteína palmitoilado 

(WEIMBS, 1997). Esses quatro motivos SNARE presentes nessas três proteínas se posicionam 

formando um feixe helicoidal paralelo de quatro fitas para formar um complexo ternário 

extremamente estável chamado complexo SNARE (FIGURA 3A, FIGURA 3B e FIGURA 3C) 

(SÖLLNER et al., 1993; SUTTON, JAHN & BRUNGER, 1998). Assim, as proteínas SNARE 

catalisam a fusão da vesícula sináptica através da formação do complexo que conecta a membrana 

da vesícula `a membrana do terminal (FIGURA 3D e FIGURA 3E). Além das proteínas SNARE, a 

exocitose sináptica acontece graças a participação das proteínas Sec1/Munc18 (SM) que parecem 

atuar na organização dos complexos SNARE espaço-temporalmente (SÜDHOF & ROTHMAN, 

2009). Dessa forma, seis proteínas formam o cerne da maquinaria de exocitose dependente de Ca2+: 

três proteínas SNARE (VAMP2, sintaxina 1 e SNAP25), a sinaptotagmina, uma proteína SM 

(Munc18) e a complexina.  
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Figura 2- Exocitose de vesículas sinápticas.  

O estímulo chega ao neurônio pré-sináptico através do influxo de sódio (Na+) no terminal que gera 

uma mudança no potencial de membrana da célula, tornando-o menos negativo e tendendo a valores 

mais positivos. Essa mudança de potencial abre os canais iônico para e Ca2+ sensíveis à voltagem e 

posteriormente o para potássio (K+). O influxo de K+ tem como objetivo o reestabelecimento do 

potencial de repouso da membrana e o influxo de Ca2+ é responsável por desencadear as cascata de 

sinalização celular responsável pelos processos de exocitose de vesículas sinápticas. A exocitose é 

um processo dependente de diversas proteínas incluindo as proteínas SNARE. Após a ancoragem das 

vesículas, fusão e liberação dos neurotransmissores na fenda sináptica, porções de membranas são 

endocitadas para a formação de novas vesículas funcionais prontas para serem repreenchidas com 

neurotransmissores e liberadas novamente. (Modificado de JAHN, R., FASSHAUER, D. Molecular 

machines governing exocytosis of synaptic vesicles. Nature 490, 201–207 (2012). 

https://doi.org/10.1038/nature11320) 
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Figura 3- Modelo das principais etapas da exocitose de vesículas sinápticas.  

As vesículas sinápticas são ancoradas na zona ativa do terminal pré-sináptico após a despolarização 

da membrana e influxo de Ca2+. (A) A estrutura de uma vesícula pronta para ser liberada com todas 

as proteínas envolvidas no processo de exocitose. (B) Ancoragem da vesícula através da formação 

do complexo SNARE catalisada pela proteína Munc18. (C) As vesículas terminam seu processo de 

ancoragem com a organização do complexo SNARE pela ligação com as conexinas. (D) Este estágio 

é sensível ao íon Ca2+ gerando a abertura de um poro de fusão. (E) A fusão completa acontece e o 

neurotransmissor é liberado na fenda sináptica. (Modificado de PANG & SUDHOF. Cell biology of 

Ca2+-triggered exocytosis. Current Opinion in Cell Biology, Volume 22, Issue 4, August 2010, Pages 

496–505.) 
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Após o processo de exocitose e consequente liberação de neurotransmissor na fenda sináptica, 

os componentes das vesículas sinápticas são recuperados da membrana plasmática do terminal 

através de endocitose e são transformados novamente em uma vesícula sináptica funcional 

(RIZZOLI, 2014). A taxa de endocitose é um fator limitante para a exocitose em sinapses muito 

estimuladas. A endocitose e reciclagem de vesículas acontece através de três vias: (a) endocitose 

mediada pela formação da cobertura de clatrina (FIGURA 4A) - o primeiro passo do brotamento da 

vesícula é a formação de uma invaginação na membrana plasmática do terminal. As clatrinas são 

proteínas de cobertura que são recrutadas para o sítio de invaginação da membrana e são responsáveis 

pela estabilização da curvatura e deslocamento para a borda da vesícula em formação (SORKINA et 

al., 1996). A cobertura de clatrina é composta por estruturas contendo três cadeias pesadas e três 

cadeias leves da molécula de clatrina, denominada “triskelia” (Heuser and Reese, 1973; RIZZOLI, 

2014). (b) Endocitose do modelo kiss-and-run (FIGURA 4B) - este é um caso especial de fusão de 

vesículas sinápticas, no qual a vesícula fusiona-se de forma incompleta e transiente com a membrana 

plasmática, formando apenas um poro de fusão temporário para liberação do neurotransmissor. Neste 

modelo de liberação de neurotransmissor, há pouca alteração da estrutura da vesícula em si e ela pode 

rapidamente ser reciclada e repreenchida no próprio sítio do poro de fusão (CECARELLI B. 1973, 

FESCE et al., 1994; ALABI & TSIEN, 2013).  (c) endocitose via grande invaginação de membrana 

e formação de cisterna (FIGURA 4C) - essa via não recupera de forma seletiva as proteínas de 

vesículas sinápticas, mas serve como uma resposta emergencial para prevenir o colapso da arquitetura 

pré-sináptica e o bloqueio da neurotransmissão (Richards et al 2000; NICHOLSON-FISH et al., 

2015). Esse modelo de endocitose é ativado apenas em situações de intensa atividade neuronal. Nele 

são gerados endossomos diretamente da membrana plasmática e desses endossomos brotam as 

vesículas sinápticas (KOKOTOS & COUSIN, 2015).  

Após a endocitose, as vesículas sinápticas recém-formadas devem ser repreenchidas com 

neurotransmissor para estarem preparadas novamente para sofrer exocitose. Independentemente do 

modelo de endocitose, cada vesícula deve ser recarregada rapidamente (RIVEROS et al., 1986). Os 

principais componentes responsáveis pelo preenchimento das vesículas são H+-ATPase (vATPase) e 

os transportadores vesiculares de neurotransmissores. A vATPase é um complexo multiprotéico que 

consiste em um domínio integral V0, que transloca prótons através da membrana, e um domínio V1 

periférico responsável pela hidrólise de ATP (STEVENS & FORGAC, 1997; TOEI et al., 2010). 

Os transportadores vesiculares determinam o conteúdo de 

neurotransmissor. Estes dois grupos de proteínas medeiam dois 
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processos distintos: a vATPase gera um gradiente eletroquímico (∆µH+) 

através da membrana ao bombear prótons para o lúmen da vesícula; já os transportadores usam deste 

gradiente para lançar moléculas de neurotransmissor dentro das vesículas sinápticas (BLAKELY & 

EDWARDS, 2012). 

Todo esse ciclo gera vesículas heterogêneas e pools funcionais dentro do terminal pré-sináptico. 

As vesículas são organizadas em quatro pools funcionais no terminal pré-sináptico: o pool de 

vesículas prontas para serem liberadas (RRP), o pool de reciclagem, o pool de reserva e o pool de 

repouso. As vesículas ancoradas localizadas próximas a zona ativa constituem o RRP que está 

prontamente preparado para fusão com a chegada do potencial de ação (HOLDERITH et al., 2012). 

Para manter a liberação de neurotransmissores, o RRP deve se manter sempre estocado através do 

reuso rápido das vesículas ou através do recrutamento de novas vesículas do pool de reserva após 

períodos prolongados de atividade. O pool de reciclagem é formado por todas as vesículas que 

participam da transmissão sináptica dependente de atividade (RRP e uma fração do pool de reserva) 

(DENKER & RIZZOLI, 2010). As demais vesículas sinápticas são chamadas de pool de repouso, 

pois se mostram relutantes a mobilização mesmo após estímulo (CHANADAY & KAVALALI, 

2018). 

Todos esses passos acontecem nas JNM possibilitando a comunicação entre o sistema nervoso 

e o sistema músculo esquelético. Após a exocitose e a liberação de ACh na fenda sináptica, ocorre a 

ativação dos receptores nicotínicos do terminal pós-sináptico presente na membrana das fibras 

musculares. A ativação dos receptores nicotínicos leva a abertura dos canais para sódio (Na+) e 

potássio (K+), gerando a entrada do sódio e saída do potássio. Essa troca iônica causa a despolarização 

da membrana do sarcolema e a liberação de Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático. Esse aumento de 

Ca2+ desencadeia os processos de contração muscular. Após a ativação dos receptores, a ACh é 

hidrolisada em colina e acetato pela ação da enzima acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda 

sináptica. A colina é reciclada para o interior do terminal pré-sináptico através do seu transportador 

específico de membrana (CHT1) para ser usado novamente na síntese de ACh (BIRKS & 

MACINTOSH, 1961; COLLIER AND KATZ, 1974). 
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Figura 4- Três modelos para endocitose de vesículas sinápticas.  

(A) Modelo representativo de endocitose mediada por cobertura de clatrina (painel à esquerda). 

Modelo proposto por HEUSER & REESE no qual ocorre a fusão completa das vesículas sinápticas 

à membrana da zona ativa do terminal pré-sináptico e posteriormente são recicladas com o auxílio de 

proteínas denominadas clatrina. Micrografia eletrônica (painel à direita) demonstrando a presença de 

invaginações da membrana recobertas por capa de clatrina (setas) em terminação motora submetida 

a estímulo elétrico. (B) Modelo representativo de kiss-and-run (painel à esquerda) proposto por 

Ceccarelli no qual não há a fusão completa da vesícula à membrana do terminal, mas apenas a 

abertura de um poro de fusão transitório pelo qual o neurotransmissor é liberado e a vesícula é 

rapidamente reciclada no próprio sítio de liberação. Micrografia eletrônica (painel à direita) de 

terminação motora estimulada eletricamente em baixa frequência durante duas horas. Destaca-se 

ausência de vesículas recobertas por clatrina e cisternas. (C) Modelo representativo de endocitose via 

grandes invaginações de membrana e formação de cisternas (painel à esquerda) no qual, sob 

estímulos intensos, vesículas recobertas por clatrina brotam de grande endossomos. Micrografia 

eletrônica (painel à direita) mostrando invaginações de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido 

(setas pretas) ou desprovidas do marcador (setas vazadas). (Modificado de TAKEI et al., 1996; 

RICHARDS et al., 2000) (revisado por ROYLE & LAGNADO, 2003).  
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1.3 Sistema adrenérgico e o músculo esquelético 

 

Já é bem estabelecido o papel facilitador das catecolaminas, como a epinefrina e a 

norepinefrina, na performance física através de mecanismos seguramente elucidados.  O aumento da 

frequência cardíaca e da contratilidade do miocárdio, broncodilatação, regulação eletrolítica e 

redistribuição do fluxo sanguíneo são alguns deles (ZOUHAL et al., 2008; HOSTRUP et al., 2014).  

No músculo esquelético especificamente, sabe-se que o sistema nervoso simpático é capaz de 

aumentar a contratilidade através de um efeito inotrópico positivo que aumenta a potenciação da 

força de pico, e um efeito lusitrópico positivo, facilitando o relaxamento. Os efeitos das 

catecolaminas liberadas pela medula adrenal ou pelos nervos simpáticos variam em natureza e 

magnitude de acordo com os tipos de fibras que compõe o músculo, a espécie em questão, a 

concentração do agente, a condição do músculo, dentre outros (CAIRNS & BORRANI, 2015).  A 

adrenalina e a noradrenalina atuam através da ativação de receptores de membrana acoplados a 

proteína G (AHLQUIST, 1948). Existem adrenoceptores do tipo α, divididos nos subtipos α1 e α2, e 

do tipo β, divididos nos subtipos β1, β2 e β3 (LANDS et al., 1967; GAUTHIER et al., 1996). Os 

receptores do tipo β são os mais abundantes nos músculos e sua ativação é responsável por todos os 

efeitos do sistema adrenérgico no músculo esquelético descritos até agora.  

Este trabalho trata especificamente do receptor β2 devido a sua abundância no músculo 

esquelético e devido a sua intima relação com as JNMs. Já foi mostrado que a inervação simpática 

está presente na maior parte das JNMs, através de marcação de imunofluorescência para tirosina 

hidroxilase (enzima precursora de catecolamina), e que há uma co-localização entre os receptores 

nicotínicos para acetilcolina e os receptores β2 do sistema adrenérgico (KHAN et al., 2016). Isto gera 

a pergunta: qual o papel desse receptor na transmissão colinérgica neuromuscular? Para começarmos 

nos aproximar da resposta, precisamos conhecer a fundo o receptor β2, tanto em relação a sua 

estrutura quanto a suas funções já elucidadas.  

 

1.3.1 O adrenoceptor β2 

 

O β2 é um receptor adrenérgico acoplado a proteína G estimulatória (GS). Dessa forma, sua 

estrutura consiste em uma cadeia polipeptídica única de 400-500 resíduos de aminoácidos composta 

por regiões amino- e carboxi-terminais formando sete domínios α-hélices transmembrana acoplados 

a uma proteína ligada à molécula GTP (FIGURA 5) (DAAKA, LUTTRELLL & LEFKOWITZ, 

1997; STROSBERG, 1993). O gene do adrenoceptor-β humano está situado no braço longo do 
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cromossomo 5 (FIGURA 6) (KOBILKA et al., 1987). As regiões do adrenoceptor-β2 que são 

importantes para o acoplamento com seu ligante e sua ativação já foram identificadas. O sítio ativo 

deste receptor é um resíduo de aspartato 113 (contando a partir da região N-terminal) localizado no 

terceiro domínio; dois resíduos de serina, 204 e 207, localizados no quinto domínio; e dois resíduos 

de fenilalanina, 259 e 290, localizados no sexto domínio (FIGURA 6) (STRADER, 1989). O ligante 

se acopla nas hélices transmembranas em suas regiões hidrofóbicas e se ancora graças a interações 

moleculares específicas. O aspartato se liga ao nitrogênio, enquanto os dois resíduos de serina 

interagem com grupos hidroxilas no anel fenólico da molécula β-agonista (STRADER, 1989). Assim, 

a exposição aos agonistas β leva a uma rápida ativação da proteína G estimulatória e, como resultado, 

da adenilato ciclase, com o consequente aumento dos níveis intracelulares de monofosfato cíclico de 

adenosina - 3’,5’ (cAMP). A ativação da proteína G envolve a dissociação entre suas subunidades α 

e β-γ. A atividade da adenilato ciclase é aumentada graças a uma ação direta da subunidade α da 

proteína G na unidade catalítica da adenilato ciclase (NORTHUP et al., 1983).  

 No músculo esquelético, quando os adrenoceptores-β2 presentes no sarcolema são ativados, a 

dissociação das subunidades da proteína Gs ativa a adenilato ciclase que converte ATP em cAMP. 

Na presença de adrenalina ou de agonistas β2, os níveis mioplasmáticos de cAMP aumentam de duas 

a três vezes em músculos de mamíferos (AL-JEBOORY & MARSHALL, 1978). Este segundo 

mensageiro é capaz de amplificar o sinal e ativa diversas proteínas quinases dependentes de cAMP 

(PKA) que fosforilam proteínas alvo para alterar processos celulares (CAIRNS & BORRANI, 2015). 

A PKA inativa é um tetrâmero formado por subunidades regulatórias e catalíticas. Ao se ligar a 

cAMP, suas subunidades regulatórias permitem a liberação de suas subunidades catalíticas, que se 

tornam assim livres para catalisar a fosforilação de resíduos de serina e treonina em diversas proteínas 

alvo (BRANDON, IDZERDA & MCKNIGHT, 1997). Diferentes isoformas de PKA estão 

localizadas em microdomínios espaciais distintos, como próximo ao sarcolema, ao túbulo-t e ao 

retículo sarcoplasmáticos (RÖDER et. al., 2009). Essa compartimentalização é importante para o 

controle dos processos desencadeados pela ativação do adrenoceptor.  

 A ativação de PKA desencadeia diversos processos intracelulares no músculo esquelético. A 

adrenalina/agonistas β2 estimula a atividade do co-transportador Na+/K+/2Cl- (NKCC). A atividade 

de NKCC influencia nas concentrações iônicas e potencial de membrana fisiológicos de todas as 

células musculares (WONG et al., 2001). Além disso, os adrenoceptores possuem outro efeito nos 

níveis iônicos intracelulares através da sua atuação na bomba de Na+/K+. PKA é capaz de fosforilar 

um de seus componentes regulatórios aumentando a afinidade intracelular por Na+. O músculo 

esquelético perde potássio para o meio extracelular durante a contração muscular graças à inabilidade 
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da bomba de Na+/K+ de neutralizar o fluxo iônico através da membrana durante a propagação dos 

potenciais de ação. O aumento da concentração extracelular de potássio diminui a excitabilidade da 

célula. A presença da epinefrina é capaz de potencializar a atividade da bomba de  Na+/K+ e, assim, 

atenuar a fadiga muscular (CLAUSEN, 2003). O sistema adrenérgico também tem grandes impactos 

nos níveis de Ca2+ intracelular das fibras musculares através de diferentes mecanismos, sendo eles: 

(1) facilitação do esvaziamento de Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático através da ativação da 

fosfolambano, proteína associada à bomba de Ca2+ do retículo;  (2) ativação do canal de Ca2+ presente 

na cisterna terminal do retículo sarcoplasmático (RUDOLF et al., 2006);  (3) ativação de canais de 

Ca2+ localizados nas membranas dos túbulos-t  (DHPR) (GARCIA et al., 1990). Todos estes 

processos que possuem influência no balanço iônico das fibras musculares culminam em uma maior 

força de contração e um efeito inotrópico positivo (FIGURA 7). 

 Além das implicações nos níveis iônicos intracelulares, a ativação do adrenoceptor β2 possui 

efeitos diretos no metabolismo proteico das fibras musculares esqueléticas. Já foi observado um 

aumento da degradação proteica muscular causada por simpatectomia química induzida por 

guanetidina, sendo este um indício da importância do tônus adrenérgico para o controle da proteólise 

(NAVEGANTES et al., 1999). Existem diversos sistemas encarregados pela proteólise nas células 

musculares e por garantir o balanço adequado entre a síntese e a degradação de proteínas em uma 

célula em homeostase. As proteinases dependentes de Ca2+, denominadas calpaínas, juntamente com 

seu inibidor específico, a calpastatina, constituem um destes sistemas proteolíticos altamente 

regulado (MURACHI, 1989; JOHNSON, 1990). BARDSLEY et al. (1991) mostram que a 

administração de agonistas β2 gera um aumento da atividade da calpastatina. Isto nos indica que a 

ativação do sistema adrenérgico via receptor β2 é capaz de suprimir a proteólise dependente de Ca2+. 

Outro mecanismo proteolítico que desempenha um papel importante no músculo esquelético é o 

sistema ubiquitina/proteassoma. Neste, a ubiquitina é ativada e transferida a um substrato através de 

uma cascata enzimática, onde atua como um marcador. Assim que reconhecida pelo proteassoma, as 

cadeias da ubiquitina são removidas e recicladas e o substrato é clivado (BILODEAU, COYNE & 

WING, 2016). YINLAMAI et al. (2005) demonstrou que a administração do clenbuterol, um fármaco 

agonista específico β2, foi capaz de reduzir os níveis de conjugados de ubiquitina no músculo 

esquelético que passou por um protocolo de desgaste. Estes resultados foram corroborados por 

GONÇALVES et al. (2011), no qual, além do sistema ubiquitina-proteassoma, o clenbuterol inibe 

um terceiro mecanismo proteolítico, a proteólise lisossomal. Neste último sistema, um lisossoma é 

formado, e em seu lúmem preenchido por enzimas proteases, acontece a quebra das proteínas. Estes 
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dados mostram um claro papel do adrenoceptor β2 na proteólise total do músculo, tendo impactos em 

diversos sistemas proteolíticos diferentes.  

Além da inibição da degradação proteica, os efeitos anabólicos do β2 no músculo são também 

devido a estimulação da síntese proteica. GONÇALVES et al. (2019) esclarece que a sinalização de 

insulina/IGF-1, ativada via a administração de Formoterol, possui um papel crucial na regulação da 

proteostase no músculo esquelético. Uma única injeção deste agonista-β2 altamente seletivo gerou 

uma ativação de Akt e ERK1/2 que são os maiores sinais anabólicos intracelulares da cascata de 

insulina/IGF1. Os efeitos da ativação do β2 na síntese proteica foi dependente do estado alimentado 

dos murinos testados, já que não houve aumento no contexto em jejum. O efeito estimulatório de Akt 

via agonistas β2 é mediado através do acoplamento direto do adrenoceptor a uma proteína Gs 

(OHNUKI et al., 2014). A ativação de Akt induz a ativação do alvo da rapamicina em mamíferos 

(mTOR) e esta via estimula a tradução e síntese proteica (BODINE et al., 2001; ROMMEL et al., 

2001). Dessa forma, a estimulação do adrenoceptor β2 acoplado a proteína Gs aumenta a produção 

de cAMP, ativa a adenilato ciclase e, por fim, aumenta a fosforilação da proteína de ligação ao 

elemento de resposta cAMP (CREB). CREB está envolvido na ação hipertrófica dos agonistas β2, já 

que animais mutantes CREB null apresentam defeitos miogênicos severos (CHEN et al., 2005). Esses 

estudos mostram a importância deste fator de transcrição na regulação da expressão gênica no 

músculo esquelético. Já foi mostrado que CREB interage com a proteína determinadora de mioblasto 

1 (MyoD) no promotor da folistatina promovendo sua expressão (LEZZI et al., 2004). A folistatina 

é conhecida por induzir a hipertrofia muscular por atuar como um antagonista da miostatina 

(GILSON et al., 2009). Além disso, o uso de agonistas β2 aumentou a expressão do receptor ativado 

proliferador de peroxissomo- γ (PPAR γ) co-ativador 1α (PGC-1α) 1 que também gera hipertrofia 

(KOOPMAN et al., 2010; PEAREN et al., 2008). PGC-1α1 diminui a perda de massa muscular 

através da interação com o fator de transcrição de FoxO3, reduzindo a capacidade de FoxO3 de 

transcrever os promotores das ubiquitina-ligases MAFbx/atrogin-1 e MuRF1 (BRAULT et al., 2010; 

SANDRI et al., 2006). Os efeitos hipertróficos induzidos por formoterol também foram associados a 

um crescimento específico de determinados tipos de fibras, principalmente das fibras glicolíticas 

rápidas do tipo IIB (Gonçalves et al., 2019).  

Diretamente associado à ativação do adrenoceptor β2, está o processo autorregulatório de 

dessensibilização que atua para evitar a superestimulação. A dessensibilização ocorre através do 

desacoplamento entre os receptores e a adenilato ciclase, da internalização de receptores e da 

fosforilação de receptores internalizados, através da β-adrenoceptor quinase (βARK) e receptores 

acoplados a proteína G quinase (GRKs) (JOHNSON, 2001). 
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Os efeitos dos adrenoceptores-β2 são há muitos anos estudados nos mais diversos sistemas do 

nosso corpo e, mais recentemente, vemos importantes impactos no músculo esquelético. Ao longo 

do tempo, foram elucidados alguns dos mecanismos da ativação dos receptores β2 no que diz respeito 

ao mecanismo proteico mas ainda há muito a descobrir sobre o possível papel que esses receptores 

desempenham na transmissão colinérgica muscular como um todo. Ainda há muito a ser elucidado 

sobre os efeitos da ativação do β2 no terminal pré-sináptico dos nervos motores levando em conta a 

intima relação entre esses receptores e as JNMs.  
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Figura 5- Representação esquemática do adrenoceptor- β2.  

Esquema mostrando a estrutura básica do adrenoceptor-β2 com suas sete α hélices transmembranares 

acopladas a uma proteína G que possui as subunidades β/ γ e a subunidade α.  

 

 
 

Figura 6– Sequência de aminoácidos e topologia do adrenoceptor β2 em humanos. 

Círculos pretos com letras brancas indicam resíduos desordenados não incluídos no modelo. Letras 

e círculos cinza indicam resíduos não incluídos na construção do receptor usada para cristalografia. 

As letras vermelhas indicam aminoácidos para os quais a densidade eletrônica da cadeia lateral não 
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foi modelada. Resíduos amarelos indicam aminoácidos implicados no acoplamento de ligantes em 

estudos de mutagênese. Resíduos laranja indicam a sequência DRY conservada. Os resíduos verdes 

formam o epítopo Fab5 e os resíduos rosa são empacotados contra o domínio constante Fab5. 

Pequenos círculos azuis indicam locais de glicosilação. As linhas vermelhas indicam incrementos de 

dez aminoácidos.  (Rasmussen, S., Choi, HJ., Rosenbaum, D. et al. Crystal structure of the human β2 

adrenergic G-protein-coupled receptor. Nature 450, 383–387 (2007). 

https://doi.org/10.1038/nature06325) 

 

 
 

Figura 7- Adrenoceptor -β2 no músculo esquelético.  

A ativação do receptor β2 na junção neuromuscular através da interação com a adrenalina ou com 

agonistas desencadeia uma cascata intracelular. Ocorre o aumento dos níveis de cAMP que ativa 

PKA. PKA é uma proteína que possui efeitos diversos na célula, dentre eles abertura dos canais para 

cálcio DHPR, aumento da liberação de cálcio pelo retículo sarcoplasmático, glicogenólise e aumento 

da atividade da bomba de sódio e potássio. Dessa forma, a ativação do receptor β2 no músculo 

esquelético gera um efeito inotrópico positivo com o aumento da força de contração. (Modificado de 

CAIRNS, SIMEON P.; BORRANI, FABIO. β-Adrenergic modulation of skeletal muscle 
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contraction: key role of excitation-contraction coupling. The Journal Of Physiology, [S.L.], v. 593, 

n. 21, p. 4713-4727, 29 out. 2015. Wiley. http://dx.doi.org/10.1113/jp270909. 

1.3.2 O adrenoceptor-β2 na junção neuromuscular 

 

A transmissão na JNM é mediada por um terminal nervoso que libera ACh que se liga nos seus 

receptores específicos na superfície de células musculares, ativando canais de Na+ sensíveis à 

voltagem e dando início a um potencial de ação. Essa cascata de processos fisiológicos é alterada em 

diversas síndromes neuromusculares, como as miastenias. Nos últimos anos, tem sido reportado na 

literatura melhoras clínicas na transmissão neuromuscular em resposta ao tratamento com agonistas 

seletivos do adrenoceptor-β2 (MCMACKEN et al., 2018; CRUZ et al., 2018; CLAUSEN et al., 2018; 

LYNCH). CLAUSEN et al. (2018) demonstrou através de agrupados de receptores para ACh 

formados em cultura de células, que a administração de salbutamol é capaz de aumentar 

significativamente estes agrupados de receptores. Em condições fisiológicas, os receptores para ACh 

são formados no músculo como resultados de uma complexa cascata de sinalização, na qual agrina, 

MuSK e DOK7 são moléculas chave. In vitro, o terminal pré-sináptico e os componentes da matriz 

extracelular estão ausentes. Dessa forma, a complexa comunicação entre o pré- e o pós-sináptico não 

acontece. Entretanto, este modelo de cultura de células musculares é bem aceito e é um grande indício 

dos efeitos da ativação do adrenoceptor-β2 diretamente na placa motora e possível alvo de tratamento 

para doenças caracterizadas pela disrupção da estrutura da placa motora. Existem estudos, utilizando 

zebrafish como modelo, que nos dão indícios de que há um papel importante do receptor-β2 na 

modulação da formação da placa motora durante o desenvolvimento (MCMACKEN et al., 2018). 

Além disso, uma simpatectomia revelou uma diminuição do tamanho das JNMs sem alteração na co-

localização entre terminal pré- e pós-sináptico.  

Os efeitos dos agonistas-β2 na placa motora têm sido atribuídos primariamente a modulação 

pós-sináptica, mas uma potencial ação pré-sináptica ainda não foi completamente explorada. Existem 

alguns estudos na literatura que indicam alterações eletrofisiológicas causadas pela administração de 

agonistas β2. RODRIGUES et al. (2019), mostrou que tanto o salbutamol quanto o clenbuterol são 

capazes de aumentar a frequência de MEPP e o conteúdo quântico de EPP. Ainda reportaram que 

este efeito é dependente dos canais para Ca2+ do tipo P/Q. Ainda assim, precisamos entender como 

estes resultados nos ajudam a elucidar a relação entre os neurônios motores e neurônios simpáticos 

na JNM, entender completamente o efeito do adrenoceptor-β2 na liberação de vesículas sinápticas no 

músculo esquelético e se estes agentes simpatomiméticos podem ser usados para o tratamento de 

doenças caracterizadas pela transmissão neuromuscular prejudicada. 
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1.3.3 Os simpatomiméticos agonistas β2 gerais 

 

Os agonistas β possuem uma estrutura semelhante à da adrenalina para que possa haver a 

interação com os sítios ativos dos receptores. Todos os β-agonistas possuem um centro assimétrico 

devido a presença de um grupo β-OH. Este centro assimétrico resulta em moléculas que são pares de 

isômeros ópticos, conhecidos como enantiômeros R e S. Alguns agonistas, como o fenoterol, 

procaterol e formoterol, possuem dois centros assimétricos, produzindo assim quatro enantiômeros. 

Entretanto, as reações de ligação são estereoespecíficas e são predominantemente nos enantiômeros 

R (JOHNSON, 2001). No salbutamol, os enantiômeros R são pelo menos 100 vezes mais potentes 

que os enantiômeros S. Já no formoterol, a diferença entre as formas RR e SS é de mais de 1000 

vezes (JOHNSON, BUTCHERS, COLEMAN, 1993).  

A função de um agonista é definida por parâmetros como afinidade e eficácia. A afinidade 

depende da força com a qual o ligante se liga ao receptor. Essa força varia bastante entre agonistas 

do mesmo receptor. O salbutamol possui uma afinidade relativamente baixa para adrenoceptores-β2, 

enquanto o formoterol possui uma afinidade de até quatro vezes maior. Já a eficácia é um outro 

parâmetro que modula a atividade do agonista no corpo e varia de acordo com a densidade de 

receptores e com capacidade de um acoplamento adequado. Agonistas ditos como completos são 

capazes de mover o equilíbrio completamente para o estado de ativação dos receptores, possuindo 

assim uma alta eficácia. A maior parte dos agonistas possuem uma afinidade intermediária e o número 

de receptores permitirá que eles ajam como agonistas completos (JOHNSON, 2001). A 

dessensibilização dos receptores é outro aspecto relacionado à eficácia do agonista, já que um 

agonista parcial estaria menos susceptível a induzir uma dessensibilização que um agonista completo 

(JOHNSON, BUTCHERS, COLEMAN, 1993; JOHNSON & COLEMAN, 1995). 

Os agonistas β2 foram inicialmente desenvolvidos para facilitar a broncodilatação e são 

classicamente usados na clínica para o tratamento de asma (SOLIS-COHEN, 1900). Entretanto, nas 

últimas décadas ficaram claros os seus efeitos no músculo esquelético e estes simpatomiméticos 

começaram a ser estudados na perda de massa muscular em diversos modelos animais. Alguns 

agonistas estão sendo testados na clínica como possível estratégia terapêutica para o tratamento de 

doenças neuromusculares (MARTUNEAU et al., 1992; KISSEL et al., 2001; FOWLER et al., 2004). 

Mas para que esta classe de fármacos seja de fato consolidada como tratamento de doenças 

neuromusculares, é necessário compreender a fundo seus efeitos. Alguns mecanismos desencadeados 
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pela ativação do β2 no músculo esquelético propriamente dito já foram elucidados, entretanto muito 

pouco se sabe sobre estes efeitos no nervo motor e no terminal pré-sináptico.  

1.3.4 O simpatomimético Fumarato de Formoterol 

 

O simpatomimético fumarato de formoterol é um análogo de catecolamina que atua como um 

inovativo agonista do adrenoceptor-β2. Possui alta seletividade para adrenoceptores-β2, um início de 

reação rápido e uma duração de ação de no máximo 12 horas, com um ótimo perfil de segurança e 

tolerabilidade (HEKKING et al., 1990; PAUWELS, 1990). Este simpatomimético é um derivado de 

feniletanolamina cuja estrutura está esquematizada na FIGURA 8. Na clínica, a formulação usada é 

um diastereômero puro dos enantiômeros RR e SS de 2-hidroxi-5-[(1RS)-1-hidroxi-2-][(1RS)-2-(p-

metoxifenil)-1-metiletilamino] paramanilida preparada como sal de fumarato diidratado. Formoterol 

é moderadamente lipofílico, mas solúvel em água em pH fisiológico (ANDERSON, 1993). 

Classicamente associado ao tratamento de asma, no presente trabalho é utilizado como ferramenta 

para o estudo dos efeitos da ativação do adrenoceptor β2 nas JNM diafragmáticas de camundongos. 
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Figura 8- Estrutura química do simpatomimético fumarato de formoterol.  

(Modificado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Avaliação do (s) possível (is) efeito (s) pré-sináptico (s) do fármaco simpatomimético agonista 

β2 específico fumarato de formoterol na transmissão neuromuscular de camundongos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar o efeito do fármaco simpatomimético fumarato de formoterol na exocitose espontânea 

de vesículas sinápticas na junção neuromuscular, através da ativação dos receptores β2 presentes na 

placa motora; 

- Investigar o efeito do formoterol na exocitose induzida por estímulos despolarizantes 

dependentes de Na+ na JNM; 

- Investigar o papel do Ca2+ extracelular e dos subtipos de canais iônicos para Ca2+ no efeito 

da ativação dos receptores β2 nas JNMs. 

- Comparar o efeito do formoterol nas junções neuromusculares entre machos e fêmeas. 

-Caracterização ultraestrutural do efeito da ativação do adrenoceptor-β2 nas JNMs 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Neste estudo, utilizamos camundongos machos e fêmeas da linhagem C57 com idade média de 

3 meses. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBio) da Universidade 

Federal de Minas Gerais. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) e Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) com o protocolo 

CETEA-UFMG 81-2021. 

Além disso, foram utilizados como controle animais da linhagem C57BL/6J com expressão 

depletada do adrenoceptor β2 (β2 KO) na idade adulta (3 meses), geradas por CHURUSCINSKI et. 

al. (1999) através da técnica de targeting gene que inativou seletivamente o gene do adrenoceptor-β2 
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em camundongos. Os animais encontram-se no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica 

do ICB/UFMG e estão sob a responsabilidade da Profa. Silvia Guatimosim Fonseca. 

3.2 Soluções 

 

-Solução Ringer: 

Composição: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM 

NaH2PO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4. 

- Solução Ringer modificada (sem Ca2+): 

Composição: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 3mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11 mM 

D-glicose, com pH em 7.4. 

- Solução Ringer Alto Potássio (60 mM): 

Composição: 80 mM NaCl, 60 mM KCl, 2 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11 mM 

D-glicose, com pH em 7.4. 

- Solução aquosa de Fumarato de Formoterol: 

O simpatomimético Fumarato de Formoterol Di-hidratado (Sigma-Aldrich ®) foi obtido de forma 

liofilizada. Os 10 mg do frasco foram dissolvidos em 500 µL de DMSO e, posteriormente, diluídos 

em solução salina. Obtivemos um volume final de 11,9 mL a uma concentração de 2000µM. Em 

seguida, essa solução foi separada em alíquotas de 10µL e 100µL e estocadas a -20° C. Em nosso 

protocolo experimental, uma alíquota contendo nossa solução estoque é diluída em mouse Ringer 

com o objetivo de se alcançar as diferentes concentrações testadas nos experimentos subsequentes de 

microscopia de fluorescência. 

 

3.3 Reagentes e toxinas 

 
- FM1-43 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA); 

- ω-Agatoxina IVA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); 

- EGTA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); 

- Toxina d-Tubocurarine  (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). 

 

3.4 Marcação e monitoramento de vesículas sinápticas com a sonda fluorescente FM1-43 

 

O monitoramento do ciclo de vesículas sinápticas pode ser feito através do uso de sondas 

fluorescentes que são internalizadas durante a endocitose e liberadas durante a exocitose. 
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(LICHTMAN et al., 1985; BETZ, MAO, BEWICK, 1992; RIBCHESTER, MAO, BETZ, 1994). 

Dessa forma, as sondas fluorescentes são uma ferramenta importante na neurociência que nos permite 

visualizar e quantificar a exocitose e a reciclagem de vesículas em um terminal nervoso. 

Dentre as diversas sondas disponíveis, existem as sondas do tipo FM, como o FM1-43, que 

são moléculas como uma estrutura semelhante a um lipídio de membrana. Assim, possuem estruturas 

anfipáticas com uma cabeça polar carregada positivamente e uma cauda lipofílica (FIGURA 9A). A 

cabeça polar impede que a sonda atravesse passivamente a membrana plasmática. Quando um tecido 

é colocado em um meio contendo o FM1-43 toda superfície de membrana exposta é marcada, 

entretanto, devido a sua estrutura, a sonda se mantém exclusivamente no folheto externa da bicamada 

lipídica da membrana plasmática. Dessa forma, as vesículas em processo de reciclagem aprisionam 

a sonda em seu interior. Como as sondas do tipo FM1-43 são 350 vezes mais fluorescentes quando 

em ambiente hidrofóbico de membrana do que em meio aquoso (BETZ et al.,1996; BRUMBACK et 

al., 2004), a fluorescência representa as vesículas no terminal pré-sináptico que foram capazes de 

capturar o marcador em seu processo de endocitose compensatória (FIGURA 9B). Assim, o protocolo 

de marcação com FM1-43 envolve dois ciclos de exocitose: o primeiro para induzir a endocitose 

compensatória e o segundo para a quantificação da exocitose de vesículas sinápticas a partir do 

decaimento da fluorescência.  

Em nossos experimentos, o músculo diafragma associado ao nervo frênico foi isolado de 

animais da linhagem C57 de 3 meses. Esse músculo foi seccionado no meio, resultando em dois 

hemidiafragmas que foram montados em placas cujo fundo era coberto gel de silicone Sylgard®, 

fixados com alfinetes entomológicos micro sem cabeça e banhados em solução Ringer, pH em 7.4, e 

aerada com uma mistura de 5% CO2/ 95% O2. Essas preparações passaram pelo protocolo de 

marcação do FM1-43 que inclui a exposição do tecido a um meio contendo o marcador e a 

estimulação das JNMs através de uma solução Ringer alto K+ que possui KCl a uma concentração 

de 60mM. A associação da sonda com a membrana é reversível. Dessa forma, o último passo do 

protocolo é a lavagem do tecido em um meio sem FM1-43 com o objetivo de retirar o excesso de 

marcador das membranas e da mielina dos nervos, garantindo que a fluorescência seja apenas das 

vesículas que foram capazes de internalizar o corante. Em seguida, esses músculos são levados ao 

microscópio de fluorescência e uma segunda etapa de estimulação é feita com o objeto de estudo. O 

decaimento da fluorescência é consequência das vesículas sinápticas que sofreram exocitose e 

liberaram o FM1-43, que estava em suas membranas, para um meio aquoso, fazendo com que a sonda 

perca sua capacidade fluorescente. Em todas as fases do processo, os tecidos foram incubados com 
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d-tubocurarina (16 μM) que é um bloqueador de receptor nicotínico de ACh, com o objetivo de evitar 

contrações musculares durante a estimulação, desmarcação e aquisição de imagens.  

 

 
 

Figura 9- A sonda fluorescente FM1-43 é utilizada para o monitoramento do ciclo de vesículas 

sinápticas.   

(A) Estrutura química da sonda fluorescente FM1-43 (Modificado de Basic Neurochemistry, 

seventh edition. Edited by SIEGEL et. al., 2006) (B) Imagem esquemática mostrando a exposição 

das membranas do terminal pré-sináptico a um meio composto de solução salina e FM1-43. A 

preparação foi estimulada para que as vesículas sofressem exocitose e, consequente, reciclagem. Em 

maior aumento, vemos que a sonda no meio externo aquoso não possui fluorescência devido a seu 

baixo rendimento quântico, podendo ser só visualizada quanto aderida à membrana. As novas 

vesículas formadas pelo processo de reciclagem já estão marcadas com a sonda fluorescente. Uma 
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lavagem em meio desprovido de corante retira o seu excesso das membranas das células musculares 

e nervosas e da mielina dos nervos. Um segundo ciclo de exocitose resulta na liberação da sonda que 

foi internalizada durante a endocitose. (Modificado de GUATIMOSIM and VON GERSDORFF. 

Optical monitoring of synaptic vesicle trafficking in ribbon synapses. Neurochemistry International 

Volume 41, Issue 5, November 2002, Pages 307–312) (A) American Society for Neurochemistry. 

2006).  

 

 
 

Figura 10- Junções neuromusculares contendo vesículas marcadas com a sonda fluorescente 

FM1-43.  

(A) Imagens representativas de uma terminação nervosa motora diafragmática marcada com FM1-

43 submetida à fotodesmarcação, que é o controle da perda natural da fluorescência devido a 

exposição à luz em um contexto sem estímulos durante sete minutos. À esquerda: imagem no tempo 

0 mostrando a fluorescência inicial; à direita: fluorescência após sete minutos. (B) Imagens 

representativas de uma JNM estimulada com Ringer alto K+. À esquerda: imagem da fluorescência 

inicial tirada no tempo 0; à direita: imagem representando a queda da fluorescência após sete minutos 

de estímulo com KCl a uma concentração de 60mM. (C) Quantificação da perda de sinal fluorescente 

devido a fotodesmarcação (~10%) e ao estímulo com KCl (~50%). 20 pontos fluorescentes analisados 

para cada grupo experimental. 
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3.5 Exposição dos tecidos marcados com a sonda ao simpatomimético Formoterol 

 

As preparações nervo-músculo marcadas com FM1-43 foram incubadas na presença do 

simpatomimético Fumarato de Formoterol nas concentrações de 0,01 μM, 0,1 μM, 0,25 μM, 1 μM, 

10 μM e 50 μM com o objetivo de construir uma curva-dose resposta. 

 

3.6 Aquisição e análise das imagens marcadas com FM1-43 

  

 As imagens foram adquiridas (Leica DM 2500) acoplado a uma câmera CCD Micromax 

refrigerada (-20 oC) Leica DFC345FX nos tempos 0, 1, 3, 5 e 7 minutos após a exposição ao fármaco. 

A aquisição foi feita através do programa Leica Application Suite 4.0 que permite o ajuste do ganho 

e tempo de exposição para que os parâmetros fiquem adequados evitando saturações e distorções na 

análise. Foi utilizada uma lente objetiva de imersão com aumento de 63X e abertura numérica de 

0,95. O fluóroforo foi excitado por uma lâmpada HXP R120/45C – VIS e filtrada (505/530nm) para 

selecionar o comprimento de onda excitação(488nm) /emissão (505-530nm) adequado ao marcador 

FM1-43. Todas as variáveis de ajuste de imagem foram mantidas constantes. Todos os experimentos 

possuem no mínimo três réplicas. As imagens foram analisadas e os níveis de fluorescência 

mensurados utilizando o programa Fiji ImageJ. 

3.7 Análise estatística dos experimentos com FM1-43

 

 Os dados obtidos através do ImageJ foram normalizados percentualmente utilizando o 

Microsoft Excel e convertidos em representações gráficas utilizando o GraphPad Prism 9.0. As 

diferenças estatísticas foram checadas através do teste t-student e ANOVA para a comparação dos 

dados de regressão não-linear. O nível de significância foi de p<0,05.

 

3.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão 
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 Para os experimentos de avaliação no plano ultra estrutural das junções neuromusculares, 

camundongos C57 de 3 meses tiveram seu diafragma isolado associado ao nervo frênico. Esses 

tecidos foram montados utilizando alfinetes entomológicos micro sem cabeça em placas com o fundo 

coberto por silicone Sylgard®. Em seguida, as preparações foram incubadas em uma solução de 

Formoterol 10 μM por sete minutos. Nesses experimentos, usamos como controle positivo 

preparações que foram expostas a solução Ringer alto K+ [60 mM] para serem parâmetro de uma 

JNM que foram sofreram um estímulo já conhecido. Após a exposição ao Formoterol ou ao Ringer 

alto K+, as preparações foram imediatamente fixadas por imersão em solução de tampão de cacodilato 

de sódio 0,1M, contendo paraformaldeído 4,0% e glutaraldeído 2,5% (pH 7.4) (solução fixadora de 

Karnovsky modificada) gelados na tentativa de interromper imediatamente qualquer atividade 

sináptica. Os tecidos foram mantidos em solução fixadora por pelo menos 12h à temperatura de 4ºC. 

Após a fixação, os músculos foram recortados em fragmentos de 3mm de comprimento cada próximo 

à ramificação principal do nervo frênico (FIGURA 11). Esses fragmentos foram mantidos em solução 

de tampão cacodilato de sódio 0,1M até a segunda fase de processamento.  

 Em seguida, as amostras passaram pela fase de contrastação em bloco com acetato de uranila 

(UA, 2% em água deionizada). Houve uma lavagem em água deionizada por 10 minutos em 

temperatura ambiente e uma desidratação em uma série ascendente de etanol (35, 50, 70, 85, 95 e 

100%) e acetona absoluta em temperatura ambiente. O próximo passo foi a pré-infiltração em resina 

Epon diluída em acetona nas proporções 1:2, 1:1 e 2:1 na ausência do polimerizador. Os fragmentos 

foram então infiltrados e incluídos na resina com o polimerizador DPM-30 por duas horas em 

temperatura ambiente, uma hora em estufa de 40ºC e 48 horas em estufa de 60ºC. Com as amostras 

já nos blocos de resina, foi realizada a microtomia com navalha de vidro gerando cortes de 300 nm 

de espessura. Em seguida, foi realizada a ultramicrotomia com navalha de diamante gerando cortes 

de 50 nm de espessura que foram montados em grades de cobre de 200 ou 300 mesh e para a coleta 

das seções seriada foram utilizadas telas de cobre sem grades cobertas com películas de formvar. As 

grades foram contrastadas com citrato de chumbo (solução de Reynolds) para posterior imageamento. 

Todos os passos dessa segunda fase do processamento de amostras para microscopia eletrônica de 

transmissão foram realizados no Centro de Microscopia da UFMG. 
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Figura 11- Representação esquemática ilustrativa do modo de obtenção dos fragmentos de 

diafragma fixados para os experimentos de microscopia eletrônica de transmissão.  

(A) Representação do músculo diafragma evidenciando a inervação bilateral pelo nervo frênico. O 

músculo é dividido ao meio, sendo cortado no centro tendíneo e formando assim dois 

hemidiafragmas. A área delimitada em vermelho é um hemidiafragmas com sua inervação associada. 

(B) O hemidiafragma é recortado em regiões próximas ao tronco principal de inervação do nervo 

frênico. As áreas delimitadas em vermelho são regiões ricas em JNM. (C) As áreas selecionadas em 

B são recortadas em fragmentos regulares de 3mm de comprimento. (Desenho adaptado por Hermann 

A. Rodrigues a partir de COMERFORD AND FITZGERALD, 1986). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  46 

 
 
 

 3.8.1 Obtenção das elétron-micrografias de transmissão 

 

 A obtenção das elétron-micrografias das amostras de diafragma foi feita no Microscópio 

Eletrônico de Transmissão Tecnai G2-12 - FEI SpiritBiotwin com voltagem de aceleração de 120 kV 

do Centro de Microscopia da UFMG.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Efeitos do simpatomimético fumarato de formoterol na exocitose espontânea de vesículas 

sinápticas em JNMs. 

 

 Neste trabalho, inicialmente investigamos o possível efeito do Fumarato de Formoterol na 

exocitose de vesículas sinápticas contendo ACh em JNMs diafragmáticas de camundongos machos. 

Para verificarmos esse efeito, as preparações músculo-nervo previamente marcadas seguindo o 

protocolo do FM1-43 foram expostas a luz polarizada durante sete minutos em meio Ringer para 

categorizarmos o padrão de decaimento da fluorescência na ausência do agonista simpatomimético 

(FIGURA 10A e C). Após essa padronização, o conjunto de experimentos seguintes consistia em 

expor as preparações do músculo diafragma marcadas com a sonda fluorescente a diferentes 

concentrações de formoterol (0,01 μM, 0,1 μM, 0,25 μM, 1 μM, 10 μM e 50 μM). Em todas as 

concentrações, os parâmetros experimentais se mantiveram os mesmos usados para o controle na 

ausência do formoterol. Todas as concentrações foram testadas tanto em animas machos quanto em 

fêmeas da mesma linhagem, C57, e da mesma idade, 3 meses.  

 A FIGURA 10 mostra o painel e a quantificação da fluorescência em machos nos diferentes 

contextos experimentais.  No primeiro painel, vemos a perda de sinal fluorescente devido apenas a 

exposição a luz polarizada na ausência de qualquer estímulo, o que chamamos de fotodesmarcação 

(FIGURA 12A). Nesta condição vemos uma queda de sinal fluorescente de apenas aproximadamente 

10%, tendo a imagem obtida após sete minutos de exposição (painel inferior) cerca de 90% da 

fluorescência inicial. Na figura 10B, vemos imagens representativas do sinal fluorescente antes 

(painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol em uma concentração de 0,01 μM. 

Não houve diferença entre a taxa de decaimento da fluorescência entre a concentração de 0,01 μM e 

o controle (fotodesmarcação). A dose de formoterol de 0,1 μM foi a menor concentração testada a 

apresentar uma diferença no decaimento em relação à fotodesmarcação. Vimos um decaimento de 

aproximadamente 30%. Nas imagens representativas podemos perceber essa redução da fluorescência 

quando comparamos a imagem tirada no tempo zero (painel superior), antes da exposição ao fármaco, 

com a imagem tirada após sete minutos de exposição ao formoterol (painel inferior) (FIGURA 12C). 

A FIGURA 10D representa o sinal fluorescente antes (painel superior) e depois de sete minutos de 

exposição ao fármaco na concentração 0,25 μM. Nesse contexto vemos um decaimento da 

fluorescência ainda maior, de aproximadamente 60%. A próxima concentração testada foi a de 1 μM 

em que a redução do sinal fluorescente se manteve semelhante ao da concentração anterior de 0,25 

μM (FIGURA 12E). Já na concentração de 10 μM, observamos uma desmarcação ainda maior, 
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indicando um aumento da exocitose induzida por este fármaco. Nessa concentração, o decaimento foi 

de cerca de 80% (FIGURA 12F). Não houve diferença entre a concentração de 10 µM e 50 µM 

(FIGURA 12G), atingindo assim o platô de efeito do fármaco. O gráfico da FIGURA 10H representa 

a quantificação do decaimento da fluorescência em consequência da exocitose de vesículas sinápticas 

em cada um desses contextos experimentais, gerando uma curva dose-resposta da ação do formoterol. 

Cada uma das curvas representa a média de pelo menos três experimentos independentes. Foram 

registradas e analisadas imagens no tempo 0, na ausência do simpatomimético, nos tempos 1 min, 3 

min, 5 min e 7 min na presença do simpatomimético. O gráfico da FIGURA 13 representa a 

quantificação da exocitose total após os sete minutos de exposição ao fármaco. Cada barra representa 

a quantidade de fluorescência final em relação a fluorescência inicial em cada concentração.  

A análise destes resultados nos permite observar um aumento da exocitose, indicado pela 

perda do sinal fluorescente, de acordo com o aumento da concentração da droga. Dessa forma, nossos 

resultados sugerem que o fumarato de formoterol é capaz de induzir a exocitose de vesículas 

sinápticas em junções neuromusculares diafragmáticas de animais machos e que esse efeito é dose-

dependente.  

Devido às diferenças entre machos e fêmeas já apresentadas na literatura em relação a 

liberação de neurotransmissores, executamos os experimentos em fêmeas seguindo os mesmos 

parâmetros usados para os machos para identificar possíveis disparidades sexuais entre os efeitos da 

ativação do adrenoceptor-β2. Na FIGURA 11 podemos observar o painel de imagens representativas 

das JNMs analisadas. O painel superior representa o tempo 0 antes da exposição e o painel inferior 

sete minutos após a exposição. Ao contrário do resultado encontrado para machos, não houve 

diferença estatística entre as diferentes doses do fármaco testadas, com exceção apenas da menor dose 

de 0,01 μM (FIGURA 14B) cujo decaimento se equiparou ao da fotodesmarcação. As concentrações 

de 0,1 μM (FIGURA 14-C), 0, 25 μM (FIGURA 14D), 1 μM (FIGURA 14E), 10 μM (FIGURA 14 

F) e 50 μM (FIGURA 14G) não possuíram diferença entre si com relação a perda do sinal 

fluorescente, entretanto todas estatisticamente se diferiram do contexto sem estímulo (FIGURA 14 

A) e da dose sem efeito (FIGURA 14B). A FIGURA 14G representa a quantificação do decaimento 

da fluorescência em todos os contextos experimentais formando uma curva dose-resposta. Assim 

como nos machos, foi feita a análise de imagens obtidas no tempo 0, antes da exposição, e em seguida 

no tempo 1’, 3’, 5’ e 7’. O gráfico da FIGURA15 representa a quantidade total de exocitose sofrida 

com a estimulação feita durante sete minutos. 

A análise destes resultados nos indica que a ativação do receptor β2, feita através da 

administração do agonista seletivo formoterol, também é capaz de induzir a exocitose de vesículas 
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sinápticas em junções neuromusculares de fêmeas. Entretanto, ao contrário do que acontece nos 

machos, este efeito alcança seu platô em concentrações muito mais baixas. 

 

 
 

Figura 12- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético fumarato de formoterol em 

machos.  

(A) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição à luz polarizada (painel inferior). (B) Imagens representativas da redução do 

sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (0,01 μM) 

(painel inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) 

e após sete minutos de exposição ao formoterol (0,1 μM) (painel inferior). (D) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 

exposição ao formoterol (0,25 μM) (painel inferior). (E) Imagens representativas da redução do sinal 

fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (1 μM) (painel 

inferior). (F) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após 

sete minutos de exposição ao formoterol (10 μM) (painel inferior). (G) Imagens representativas da 

redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol 

(50 μM) (painel inferior). (H) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência 

e na presença do simpatomimético em diferentes concentrações. Foram quantificadas as 
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fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’ 

na presença de concentrações crescentes do fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes 

de cada terminal nervoso de pelo menos três animais individuais para cada condição experimental. 

Dessa forma, as curvas representam a média ± EPM de 190 botões fluorescentes de 38 junções 

neuromusculares de 19 animais machos. 

 

 
 

Figura 13- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol em machos de 

forma dose-dependente.  

Quantificação da exocitose evocada pelo formoterol após sete minutos de exposição ao fumarato de 

formoterol. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram analisados 

dois terminais nervosos de cada animal. Foram analisados pelo menos três animais para cada condição 

experimental. Dessa forma, as curvas representam a média ± EPM de 190 botões fluorescentes de 38 

junções neuromusculares de 19 animais machos. *p<0,05. abp<0,05 quando comparado com a 

segunda (fotodesmarcação) e a terceira barra (dose sem efeito). #p<0,05 quando comparado com a 

quarta barra (Formoterol [0,1 μM]). ns, p>0,05. (ANOVA) 
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Figura 14- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético fumarato de formoterol em 

fêmeas.  

(A) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição à luz polarizada (painel inferior). (B) Imagens representativas da redução do 

sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (0,01 μM) 

(painel inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) 

e após sete minutos de exposição ao formoterol (0,1 μM) (painel inferior). (D) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 

exposição ao formoterol (0,25 μM) (painel inferior). (E) Imagens representativas da redução do sinal 

fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (1 μM) (painel 

inferior). (F) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após 

sete minutos de exposição ao formoterol (10 μM) (painel inferior). (G) Imagens representativas da 

redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol 

(50 μM) (painel inferior). (H) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência 

e na presença do simpatomimético em diferentes concentrações. Foram quantificadas as 

fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’ 

na presença de concentrações crescentes do fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes 
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por terminal nervoso. Nesses experimentos, analisamos pelo menos três animais individuais para cada 

condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média ± EPM de 180 botões 

fluorescentes de 36 JNM de 18 animais fêmeas. 

 

 
 

Figura 15- Aumento da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol em fêmeas de 

forma dose-dependente. 

Quantificação da exocitose evocada após sete minutos de exposição ao fumarato de formoterol. 

Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso por animal. Foram analisados 

três animais individuais para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a 

média ± EPM de 180 botões fluorescentes de 36 JNMs de 18 animais fêmeas. #<0,05 quando 

comparado com a segunda barra (fotodesmarcação) e a terceira barra (dose sem efeito). ns, p>0,05 

(ANOVA).  

 

 

 

 

 



  53 

 
 
 

 

4.1.1 Diferença entre machos e fêmeas

  

 Os resultados descritos acima sugerem uma diferença no efeito da ativação do 

adrenoceptor-β2 na exocitose de vesículas sinápticas nas JNMs de machos e fêmeas. Pelos resultados 

apresentados até agora, as fêmeas pareciam ser menos sensíveis ao aumento da concentração do 

formoterol, comparando-se com os machos. Para confirmarmos essa hipótese, unimos as curvas dose-

resposta de machos e fêmeas em um único gráfico e realizamos o teste estatístico ANCOVA que 

define a diferença estatística entre duas regressões não lineares.  A comparação entre machos e fêmeas 

mostrou diferença estatisticamente significativa entre os sexos. Este resultado nos indica uma 

diferença relevante entre machos e fêmeas quanto aos efeitos do formoterol na exocitose. Essa 

diferença pode ser devido a uma menor sensibilidade na ativação do adrenoceptor-β2 em fêmeas ou 

por uma maior liberação de neurotransmissores em machos. Mais estudos são necessários para 

elucidar o mecanismo por trás desta disparidade de sexos encontrada.  
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Figura 16- A curva dose-resposta dos animais machos é estatisticamente diferente dos animais 

fêmeas. 

Gráfico contendo a curva dose-resposta de machos e fêmeas. Quantificação do decaimento da 

fluorescência em função da concentração de formoterol. ANCOVA F-Test- p=0,038. 
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4.1.2 Efeito do Formoterol via a ativação específica do adrenoceptor- β2 

 

 Para determinar se a exocitose das vesículas sinápticas foi induzida especificamente pela 

ação do formoterol na ativação dos receptores β2, realizamos um experimento utilizando o modelo 

murino mutante com depleção sistêmica do receptor β2, os camundongos β2-KO. Dessa forma, foi 

possível responder a pergunta se exocitose induzida pelo formoterol seriam de fato resultante da 

ativação dos receptores e não por alguma outra variável. Os animais β2-KO machos foram submetidos 

ao mesmo protocolo de eutanásia, isolamento do diafragma associado ao nervo frênico e marcação 

com a sonda fluorescente FM1-43 dos demais experimentos. Em seguida, os hemidiafragmas isolados 

e marcados com FM1-43 foram submetidos a fotodesmarcação (primeiro hemidiafragma) e incubação 

com formoterol a uma concentração de 10 µM (segundo hemidiafragma). Em ambos os contextos, 

foram registradas e analisadas imagens do tempo 0’, 1’, 3’, 5’ e 7’. A quantificação destes eventos 

gerou o gráfico da FIGURA 17. Observando estes resultados é possível verificar que a redução do 

sinal fluorescente após a exposição à luz polarizada (fotodesmarcação) foi em torno de ~15% e, na 

presença do fármaco formoterol na concentração de 10 µM nos animais β2-KO, se manteve nesta 

faixa de decaimento. Para efeito comparativo, o gráfico da FIGURA 17 também apresenta a curva de 

decaimento da fluorescência de animais wild-type (WT) na presença do formoterol na mesma 

concentração testada nos animais β2-KO. É muito claro que o decaimento da fluorescência, 

consequência da exocitose de vesículas sinápticas, é muito mais pronunciado nos animais WT do que 

nos animais β2-KO na presença do formoterol. Inclusive, no contexto com o simpatomimético 

presente, a curva de decaimento da fluorescência dos β2-KO se equipara ao contexto sem estímulo, 

indicando que o formoterol não foi capaz de induzir a exocitose de vesículas sinápticas nas junções 

neuromusculares dos animais com a depleção sistêmica dos adrenoceptores-β2.  

Estes resultados nos indicam que o efeito do formoterol sobre a transmissão colinérgica 

nas junções neuromusculares é exclusivamente via a ativação do adrenoceptor-β2, já que o efeito foi 

anulado quando o fármaco foi testado em animais knockout para este adrenoceptor.  
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Figura 17- Formoterol não foi capaz de induzir a exocitose nos animais modelo β2-KO. 

Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência e na presença do 

simpatomimético fumarato de formoterol em diferentes concentrações. Foram quantificadas as 

fluorescências das imagens obtidas no tempo 0, na ausência do fármaco em todos os contextos, e nos 

tempos 1’, 3’, 5’ e 7’, sem o fármaco na fotodesmarcação e na presença do fármaco na concentração 

de 10 µM nos demais contextos. O formoterol foi testado em animais machos WT e β2-KO. Foram 

analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Utilizamos três animais individuais 

para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média ± EPM de 90 botões 

fluorescentes de 18 JNMs de 9 animais. 
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4.4 Efeito do Formoterol na exocitose induzida por KCl 

 

 Após os experimentos que nos indicaram um aumento da exocitose espontânea em 

JNMs induzida pela ativação de adrenoceptor-β2, verificamos o efeito do agonista simpatomimético 

formoterol na exocitose induzida por solução Ringer alto KCl. KCl é um estímulo despolarizante 

capaz de evocar a exocitose de vesículas sinápticas de uma maneira independente de Na+ 

(NICHOLLS, 1993). O aumento dos níveis extracelulares de K+ despolariza a membrana celular e 

ativa os canais de Ca2+ dependentes de voltagem. A ativação destes canais leva o influxo de Ca2+ para 

dentro do terminal nervoso e consequente exocitose de vesículas sinápticas. 

Para tentar entender o mecanismo pelo qual o formoterol induz exocitose, nós investigamos 

se o formoterol era capaz de interferir na exocitose induzida por KCl (mM), através de um efeito 

aditivo ou não. Dessa forma, terminações nervosas foram marcadas com FM1-43 e analisadas após a 

exposição ao KCl, em concentração constante de 60 mM, associado ao formoterol, em concentrações 

crescentes de (1, 10 e 25 µM). Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel 

superior) e depois (painel inferior) são exibidas na FIGURA 18, em que podemos ver o estimulo com 

KCl (60 mM) sozinho (FIGURA 18A), KCl (60 mM) + Formoterol (1 µM) (FIGURA 18B), KCl (60 

mM) + Formoterol (10 µM) (FIGURA 18C), KCl (60 mM) + Formoterol (25 µM) (FIGURA 18D) 

em machos. Na FIGURA 18E temos a quantificação dessas imagens analisadas e observamos um 

decaimento da fluorescência dependente da concentração de formoterol. O formoterol na 

concentração de 1 µM associado ao KCl tem um efeito semelhante ao do KCl sozinho. Entretanto, 

em concentrações maiores é possível verificar um aumento gradual da desmarcação indicando uma 

somação dos efeitos do KCl e do formoterol na exocitose de vesículas sinápticas em machos. A 

gráfico da FIGURA 19 confirma este resultado mostrando que não há diferença estatística entre a 

primeira barra, KCl (60 mM) sozinho, e a segunda barra, KCl (60 mM) + formoterol (1 µM). Porém, 

há um aumento estatístico da exocitose quando a concentração de formoterol aumenta para 10 µM. 

Este aumento encontra seu platô na concentração de 50 µM para o formoterol.  

Apesar de menos pronunciado, o formoterol teve efeito similar nas fêmeas quanto a 

exocitose induzida por KCl. No primeiro bloco de imagens da FIGURA 19 vemos imagens 

representativas de JNMs marcadas com FM1-43. Nos painéis superiores temos imagens das 

fluorescências iniciais antes de qualquer estímulo e nos painéis inferiores temos imagens registradas 

após sete minutos de estímulo. Os contextos experimentais foram iguais aos vistos nos machos 

(FIGURA 19A-D). As curvas dose-respostas, resultados da quantificação da fluorescência nos 

diversos contextos, mostram um aumento da exocitose a partir da segunda concentração de formoterol 

testada, a de 10 µM. Novamente, não há diferença estatística entre o KCl sozinho e o formoterol a 
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uma concentração de 1 µM. Outra semelhança entre machos e fêmeas é o platô do efeito do formoterol 

na exocitose induzida por KCl encontrado na concentração de 25 µM de formoterol (FIGURA 20).  

Como houve somação dos efeitos do formoterol e do KCl tanto em machos quanto em 

fêmeas, esses resultados indicam que formoterol e KCl possuem efeitos estimuladores de exocitose 

através de mecanismos distintos. Além disso, uma maior desmarcação do formoterol associada ao 

KCl em relação ao formoterol sozinho na mesma concentração pode indicar uma facilitação do 

exocitose em uma membrana já despolarizada.  
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Figura 18- Formoterol possui efeito na exocitose induzida por KCl em machos. 

(A) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição ao KCl (60 mM) (painel inferior). (B) Imagens representativas da redução do 

sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (1 μM) 

(painel inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) 

e após sete minutos de exposição ao formoterol (10 μM) (painel inferior). (D) Imagens representativas 

da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao 

formoterol (25 μM) (painel inferior). (E) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência 

presença do simpatomimético em diferentes concentrações associado ao KCl a uma concentração 

constante de 60 mM. Foram quantificadas as fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na 

ausência de estímulo, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’ na presença de concentrações crescentes do fármaco 

associado ao KCl. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram 

analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média 

± EPM de 120 botões fluorescentes de 24 junções neuromusculares de 12 animais machos. 
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Figura 19- Quantificação da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol associado a 

KCl em machos.  

Quantificação da exocitose após sete minutos de exposição do KCl associado ao fumarato de 

formoterol em concentrações crescentes. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada 

terminal nervoso. Foram analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as 

curvas representam a média ± EPM de 120 botões fluorescentes de 24 junções neuromusculares de 

12 animais machos. •p<0,05. ns, p>0.05 (ANOVA). 
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Figura 20- Formoterol possui efeito na exocitose induzida por KCl em fêmeas.  

(A) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição ao KCl (60 mM) (painel inferior). (B) Imagens representativas da redução do 

sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao formoterol (1 μM) 

(painel inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) 

e após sete minutos de exposição ao formoterol (10 μM) (painel inferior). (D) Imagens representativas 

da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição ao 

formoterol (25 μM) (painel inferior). (E) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência 

presença do simpatomimético em diferentes concentrações associado ao KCl a uma concentração 

constante de 60 mM. Foram quantificadas as fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na 

ausência de estímulto, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’ na presença de concentrações crescentes do fármaco 

associado ao KCl. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram 

analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média 

± EPM de 120 botões fluorescentes de 24 junções neuromusculares de 12 animais fêmeas. 
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Figura 21- Quantificação da exocitose induzida pelo simpatomimético formoterol associado a 

KCl em fêmeas.  

Quantificação da exocitose após sete minutos de exposição do KCl associado ao fumarato de 

formoterol em concentrações crescentes. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada 

terminal nervoso. Foram analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as 

curvas representam a média ± EPM de 120 botões fluorescentes de 24 junções neuromusculares de 

12 animais fêmeas. •p<0,05. ns, p>0,05 (ANOVA). 
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4.5 Formoterol estimula a exocitose de vesículas sinápticas por um mecanismo 

dependente do Ca2+ extracelular.  

 

Apesar da bem estabelecida a dependência de Ca2+ extracelular na liberação de vesículas 

sinápticas nas JNMs de mamíferos (Katz e Miledi 1967), ainda não é sabido se o influxo de Ca2+ no 

terminal nervoso é mediador das ações simpatomiméticas na transmissão colinérgica nas junções 

neuromusculares. Portanto, para investigar o papel do Ca2+ externo na exocitose induzida por 

formoterol, os experimentos utilizando a sonda FM1-43 foram realizados em solução Ringer 

modificada com substituição equimolar de CaCl2 por MgCl2. EGTA (1 mM), um quelante de Ca2+ 

extracelular, também foi adicionado ao Ringer modificado, garantindo a ausência deste íon. As 

preparações diafragmáticas foram submetidas ao protocolo de marcação com FM1-43, sendo um 

hemidiafragma destinado ao controle, que neste caso foi o formoterol a 10 µM em solução Ringer 

normal com Ca2+. O outro hemidiafragma foi incubado em solução contendo 10 µM de formoterol 

em meio livre de Ca2+. Além disso, foram feitos experimentos de fotodesmarcação no meio livre de 

Ca2+. As imagens foram registradas e analisadas ao longo de sete minutos para as três condições 

experimentais no minuto 0, antes da exposição ao fármaco, e nos minutos 1, 3, 5 e 7, após a exposição 

ao fármaco.  A FIGURA 22A mostra imagens representativas da fotodesmarcação no meio livre de 

Ca2+ no minuto 0 (painel superior) e no minuto 7 (painel inferior) em fêmeas. A FIGURA 22B são 

imagens representativas do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de exposição 

ao formoterol 10 µM (painel inferior) em meio livre de Ca2+. O efeito de decaimento da fluorescência 

do formoterol em Ringer normal, na presença de Ca2+ extracelular, é mostrado pelas imagens 

representativas da FIGURA 22C. Podemos observar que há pouca perda de sinal fluorescente nos 

dois primeiros blocos de imagens e a desmarcação é mais intensa quando o formoterol é incubado na 

presença de Ca2+ extracelular.  

A FIGURA 22D mostra a quantificação destes resultados. A fotodesmarcação em meio 

livre de Ca2+ apresentou um decaimento de aproximadamente ~20%, um decaimento equiparável ao 

da fotodesmarcação. Ao contrário do formoterol em meio com a presença de Ca2+, que apresentou 

um decaimento da fluorescência, reflexo da exocitose de vesículas sinápticas, de aproximadamente 

40%. Nota-se que houve diferença estatística entre o formoterol (10 µM) em meio Ringer normal 

tanto em relação ao formoterol (10 µM) em meio Ringer livre de Ca2+ quanto em relação à 

fotodesmarcação em meio Ringer livre Ca2+ com **p<0.001. Não houve diferença estatística entre a 

fotodesmarcação e o formoterol em meio Ringer livre de Ca2+. 

De forma semelhante ao que ocorreu em fêmeas, os experimentos em animais machos 

mostraram que o Ca2+ extracelular é essencial para o efeito do formoterol na indução da exocitose em 
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junções neuromusculares. A primeira parte da FIGURA 23 mostra imagens representativas das três 

condições experimentais. A FIGURA 23A mostra uma JNM marcada com FM1-43 na 

fotodesmarcação em meio livre de Ca2+, antes (painel superior) e depois de sete minutos de exposição 

à luz polarizada (painel inferior). A FIGURA 23B são imagens representativas de junções expostas 

ao formoterol (10 µM) em meio livre de Ca2+. Por último, temos a FIGURA 23C representando JNM 

expostas ao formoterol (10 µM) em meio Ringer normal com a presença de Ca2+. Os dois primeiros 

blocos de imagem apresentam um decaimento diminuto na fluorescência, ao contrário do último 

bloco que mostra uma desmarcação intensa. No gráfico, observamos a quantificação dos valores de 

fluorescência das imagens analisadas (FIGURA 23D). A análise estatística comprovou a diferença 

pronunciada entre o formoterol em meio com e sem Ca2+, revelando que a ausência do Ca2+ 

extracelular é capaz de inibir o efeito da ativação dos adrenoceptores-β2 sobre a transmissão 

neuromuscular.  

Dessa forma, a análise destes resultados indica que a exocitose de vesículas sinápticas 

induzidas pelo fumarato de formoterol através da ativação do receptor β2 ocorre de maneira 

dependente de Ca2+ extracelular tanto em fêmeas quanto em machos.  
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Figura 22- Formoterol estimula a exocitose de vesículas sinápticas por um mecanismo 

dependente do Ca2+ extracelular em fêmeas.  

(A)  Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição a luz polarizada em meio livre de Ca2+ (painel inferior). (B) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 

exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM em meio livre de Ca2+ (painel inferior). (C) 

Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos 

de exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM em meio na presença de Ca2+ (painel 

inferior). (D) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência e na presença do 

simpatomimético em meio na presença e na ausência de cálcio. Foram quantificadas as fluorescências 

de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’, após a exposição 
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ao fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram 

analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média 

± EPM de 90 botões fluorescentes de 18 junções neuromusculares de 9 animais fêmeas (ANOVA). 

 

 
Figura 23- Formoterol estimula a exocitose de vesículas sinápticas por um mecanismo 

dependente do Ca2+ extracelular em machos.  

(A)  Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição a luz polarizada em meio livre de Ca2+ (painel inferior). (B) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 
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exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM em meio livre de Ca2+ (painel inferior). (C) 

Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos 

de exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM em meio na presença de Ca2+ (painel 

inferior). (D) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência e na presença do 

simpatomimético em meio na presença e na ausência de cálcio. Foram quantificadas as fluorescências 

de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 1’, 3’, 5’ e 7’, após a exposição 

ao fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada terminal nervoso. Foram 

analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as curvas representam a média 

± EPM de 90 botões fluorescentes de 18 junções neuromusculares de 9 animais em machos 

(ANOVA). 
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4.6 Formoterol estimula a exocitose de vesículas sinápticas por um mecanismo 

dependente dos canais para Ca2+ do tipo P/Q. 

 

Como observamos que o efeito do fumarato de formoterol na indução da exocitose de 

vesículas sinápticas nas JNMs é um processo dependente de Ca2+ extracelular, nosso passo seguinte 

foi investigar quais canais para Ca2+ estariam envolvidos na ação desse simpatomimético. Uma vez 

que a liberação de vesículas sinápticas nas junções neuromusculares de mamíferos é mediada 

principalmente pelos canais para Ca2+ do tipo P/Q, utilizamos a ω-Agatoxina IVA, uma neurotoxina 

bloqueadora dos subtipos P/Q dos canais para Ca2+ para verificar a influência específica destes 

subtipos no efeito já visto do formoterol. As preparações marcadas com a sonda FM1-43 foram 

divididas em dois hemidiafragmas, nos quais um passou pela fotodesmarcação na presença da ω-Aga 

IVA na concentração de 200 nM, e o outro foi incubado em meio na presença de formoterol (10 µM) 

+ ω-Aga IVA (200 nM).  

As FIGURAS 24A mostram imagens representativas da redução do sinal fluorescente após 

a exposição à luz polarizada durante sete minutos nos experimentos feitos em camundongos fêmeas. 

O painel superior representa fluorescência inicial e o painel inferior representa a fluorescência final. 

As FIGURAS 24B representam o contexto antes (painel superior) e após sete minutos de exposição 

ao formoterol (10 µM) associada a toxina bloqueadora de canal para Ca2+, ω-Aga IVA (painel 

inferior). Neste segundo bloco de imagens, observamos um decaimento diminuto do sinal 

fluorescentes, semelhante ao contexto de fotodesmarcação. Por último temos as imagens 

representativas da perda de fluorescência consequência da exocitose de vesículas após a estimulação 

apenas com o formoterol (10 µM) (FIGURA 24C). O gráfico abaixo é quantificação das 

fluorescências finais nestes três contextos experimentais. Percebemos que em fêmeas, a neurotoxina 

ω-AGA IVA foi capaz de bloquear completamente o efeito do formoterol. Este resultado nos indica 

o papel crucial dos canais para Ca2+ do tipo P/Q no efeito do simpatomimético na transmissão 

colinérgica neuromuscular.  

 Estes mesmo experimentos foram executados em camundongos machos e obtivemos 

resultados parcialmente distintos. Em fêmeas observamos uma inibição total do efeito do formoterol 

quando bloqueados os canais para Ca2+ do tipo P/Q. Já em machos, houve apenas uma inibição parcial 

da exocitose induzida pelo simpatomimético, havendo ainda diferença com relação ao controle na 

ausência de estímulo. Nas FIGURAS 25A, B e C estão representadas JNMs marcadas com a sonda 

FM1-43 que foram submetidas a três contextos experimentais: fotodesmarcação na presença de ω-

Aga IVA, formoterol a uma concentração de 10 µM associado a ω-Aga IVA a uma concentração de 

200 nM e apenas formoterol a uma concentração de 10 µM, respectivamente. A quantificação destes 
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valores nos deu um gráfico em que podemos ver o bloqueio parcial do efeito do formoterol na 

presença da neurotoxina, que reduziu significativamente a exocitose evocada (*p<0,05; ***p<0.001). 

A análise destes resultados mostra que a ação dos canais para Ca2+ do tipo P/Q é importante 

para a exocitose evocada por formoterol tanto em machos quanto em fêmeas. Entretanto, encontramos 

uma diferença entre os dois sexos nos experimentos realizados. O efeito do simpatomimético foi 

completamente bloqueado pela ω-Aga IVA em fêmeas, mas apenas parcialmente inibido em machos. 

O resultado em machos pode indicar a atuação de outros canais iônicos, além do P/Q, que atuam na 

indução da exocitose pelo formoterol. Já existem na literatura, indicativos da participação do canal 

TRPV1 na manutenção da condutividade de Ca2+ no terminal do axônio motor para modular a 

liberação de vesículas em um estado de repouso e que, além disso, há uma interação entra agonistas 

β2 e o canal TRPV1 (RODRIGUES et al., 2019). Este é mais um indício das importantes diferenças 

entre sexo que existem nos impactos simpáticos na transmissão colinérgica muscular.  

 

 



  70 

 
 
 

 
 

Figura 24- Efeito do formoterol em fêmeas associado a droga bloqueadora dos canais para Ca2+ 

dos tipos P/Q, ω-Agatoxina IVA. 

(A)  Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição a luz polarizada na presença da ω-Agatoxina IVA (painel inferior). (B) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 

exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM associado a ω-Agatoxina IVA (painel 

inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após 

sete minutos de exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM na ausência da ω-Agatoxina 

IVA (painel inferior). (D) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência e na 

presença do simpatomimético em meio a presença e a ausência de ω-Agatoxina IVA. Foram 
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quantificadas as fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 

1’, 3’, 5’ e 7’, após a exposição ao fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada 

terminal nervoso. Foram analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as 

curvas representam a média ± EPM de 90 botões fluorescentes de 18 junções neuromusculares de 9 

animais em fêmeas (ANOVA). 
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Figura 25- - Efeito do formoterol em machos associado a droga bloqueadora dos canais para 

Ca2+ dos tipos P/Q, ω-Agatoxina IVA. 

(A)  Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete 

minutos de exposição a luz polarizada na presença da ω-Agatoxina IVA (painel inferior). (B) Imagens 

representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após sete minutos de 

exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM associado a ω-Agatoxina IVA (painel 

inferior). (C) Imagens representativas da redução do sinal fluorescente antes (painel superior) e após 

sete minutos de exposição ao formoterol a uma concentração de 10 µM na ausência da ω-Agatoxina 

IVA (painel inferior). (D) Gráfico da quantificação do decaimento da fluorescência na ausência e na 
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presença do simpatomimético em meio a presença e a ausência de ω-Agatoxina IVA. Foram 

quantificadas as fluorescências de imagens obtidas no tempo 0, na ausência do formoterol, nos tempos 

1’, 3’, 5’ e 7’, após a exposição ao fármaco. Foram analisados cincos pontos fluorescentes de cada 

terminal nervoso. Foram analisados três animais para cada condição experimental. Dessa forma, as 

curvas representam a média ± EPM de 90 botões fluorescentes de 18 junções neuromusculares de 9 

animais em machos (ANOVA). 
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4.6 Plano ultraestrutural das junções neuromusculares estimuladas com formoterol 

verificado através de microscopia eletrônica de transmissão  

  

Com o objetivo de determinar os efeitos da ativação do adrenoceptor-β2 sobre o aspecto 

morfológico das JNM, utilizamos a técnica de microscopia eletrônica de transmissão para examinar 

e caracterizar a ultraestrutura das placas motoras do músculo diafragma de camundongos adultos que 

foram estimulados por sete minutos com o agonista-β2 formoterol a uma concentração de 10 µM. 

Para estes experimentos, usamos como controle amostras de diafragmas que sofreram estímulo com 

o KCl a uma concentração de 60 mM. Dessa forma, pudemos comparar placas motoras que foram 

expostas ao formoterol a placas motoras que foram estimuladas por um indutor de exocitose já 

conhecido com o objetivo de verificar se o efeito exocitótico do agonista é suficiente para gerar 

alteração no plano ultraestrutural das junções neuromusculares. Nós verificamos que os elementos 

sinápticos das junções neuromusculares estimuladas com formoterol tinha um aspecto ultraestrutural 

geral semelhante aos das estimuladas com KCl. Ambos os contextos apresentavam sinais de 

endocitose compensatória como a presença de vacúolos e vesículas recobertas por clatrina. A 

endocitose compensatória acontece após um estímulo a exocitose. A presença destes parâmetros nas 

junções neuromusculares submetidas ao formoterol nos leva a conclusão de que a ativação do receptor 

β2 é estímulo suficiente para gerar alterações no plano ultraestrutural das junções neuromusculares 

semelhantes àqueles vistos após um estímulo conhecido, o KCl. 
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Figura 26- Imagens representativas dos elementos sinápticos de junções neuromusculares 

diafragmáticas após estímulo com formoterol (10 µM) e KCl (60 mM). 

(A) Imagens representativas de uma junção neuromuscular de diafragma de camundongos machos de 

três meses estimulados por sete minutos com KCl a uma concentração de 60 mM. É possível observar 

marcadores de intensa reciclagem de membrana, apresentando invaginações na membrana plasmática 
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do terminal pré-sináptico (*). (B) Imagens representativas de uma junção neuromuscular de 

diafragma de camundongos machos de três meses estimulados por sete minutos com formoterol a 

uma concentração de 10 µM. Observamos também sinais de uma junção estimulada que está em 

processo de reciclagem como invaginações de membrana (*) e vesículas recobertas por clatrina 

(cabeça de seta). Entretanto, o estímulo do formoterol se apresenta como menos intenso e brusco que 

o do KCl. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os fármacos simpatomiméticos são classicamente associados ao sistema 

cardiorrespiratório, mas nos últimos anos têm sido explorados cada vez mais seus efeitos que vão 

muito além do conhecimento que já está bem consolidado. Além disso, há também um crescente 

interesse no desenvolvimento de estratégias terapêuticas para doenças que afetam a comunicação 

entre o sistema nervoso e o músculo esquelético, com o objetivo de combater a perda de massa 

muscular e a deterioração da placa motora. Deste modo, os agonistas β2 surgem como potenciais 

candidatos para diminuir a atrofia muscular, estabilizar a placa motora e promover o ganho de massa. 

Entretanto, a grande maioria dos estudos sobre os efeitos de drogas simpatomiméticas na transmissão 

neuromuscular exploram o terminal pós-sináptico, sem levar em consideração a interação do 

adrenoceptor-β2 com possíveis alvos moleculares pré-sinápticos. Compreender o mecanismo de ação 

pré-sináptico dos simpatomiméticos no músculo esquelético é essencial para consolidar essa classe 

de fármacos como ferramenta de tratamento de doenças neuromusculares. Ademais, entender a 

atuação do receptor-β2 em si na JNM significa esclarecer mais uma etapa dos complexos processos 

que envolvem a transmissão de informação entre o sistema nervoso central e o músculo esquelético. 

O simpatomimético fumarato de formoterol apresenta diversas propriedades que o faz ser a 

ferramenta de escolha para responder as questões levantadas. O formoterol é um agonista β2 altamente 

seletivo, com um início de ação rápido e uma duração do efeito de até 12 horas. Além disso, já é uma 

droga bem estabelecida na clínica com um ótimo perfil de segurança e tolerabilidade (HEKKING et 

al., 1990; PAUWELS, 1990).  

Nesta perspectiva, o objetivo inicial deste trabalho foi analisar os efeitos do agonista 

seletivo de β2, fumarato de formoterol, na exocitose de vesículas sinápticas na JNMs diafragmáticas 

de camundongos. Primeiramente, nossos experimentos realizados em animais machos mostraram que 

o formoterol a partir da concentração de 0,1 µM já é capaz de induzir a exocitose de vesículas 

sinápticas marcadas com a sonda fluorescente FM1-43. A administração de doses crescentes do 

agonista mostrou que este efeito indutor de exocitose é dose-dependente, uma vez que o aumento da 

concentração da droga gerava um maior decaimento da fluorescência das junções neuromusculares 

analisadas (FIGURAS 12 e 13). Este dado é corroborado pelos experimentos eletrofisiológicos 

executados por RODRIGUES et al. (2019). Neste caso, os agonistas em questão foram o salbutamol 

e o clenbuterol e os resultados deste trabalho mostraram que a ativação do adrenoceptor-β2 é capaz 

de aumentar a frequência de MEPPs e também aumentar o conteúdo quântico de EPP. As conclusões 
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desta primeira parte dos experimentos abordam o conceito de que a administração do formoterol é 

capaz de facilitar a transmissão colinérgica neuromuscular em machos. 

 

 

Existem evidências crescentes de diferenças entre machos e fêmeas no metabolismo do 

músculo esquelético, na comunicação entre o sistema nervoso e o músculo e na neurotransmissão 

como um todo. Por esse motivo, após a determinação dos efeitos do formoterol nas JNMs de 

camundongos machos, nós decidimos investigar como é a ação deste fármaco em fêmeas. Para isso, 

executamos os experimentos usando FM1-43 para construção da curva dose-resposta nos mesmos 

parâmetros usados anteriormente. As concentrações testadas foram: 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM 

e 50 µM (FIGURA 14 e 15). Assim como nos machos, a dose de formoterol mínima na qual não 

observamos efeito foi a de 0,01 µM. Entretanto, nas concentrações seguintes, o comportamento da 

curva das fêmeas se mostrou consideravelmente distinto daquele visto em machos. Todas as 

concentrações acima de 0,01 µM testadas resultaram no mesmo efeito na taxa de exocitose de 

vesículas sinápticas. Dessa forma, estes resultados sugerem que as fêmeas se mostram menos 

sensíveis a altas concentrações do formoterol que os machos. Para confirmar que esta diferença entre 

os sexos é estatisticamente relevante, construímos curvas de regressão não-linear da porcentagem de 

fluorescência pela concentração do fármaco, e as submetemos a uma análise de covariância 

(ANCOVA). O modelo ANCOVA confirmou a diferença estatística entre machos e fêmeas na ação 

do fumarato de formoterol na indução de exocitose de vesículas sinápticas em junções 

neuromusculares (p<0,01).  

Essa disparidade encontrada entre os sexos possui inúmeras possíveis explicações. Quando 

estamos falando de sistema nervoso, existem diferenças entre machos e fêmeas que vão desde a 

sensibilidade da ativação de receptores até a mecanismos de regulação de sistemas inteiros. MARTIN 

& HAYWOOD (1992) demonstrou que após estimulação do receptor glutamatérgico N-metil-D-

aspartato (NMDA), machos apresentam um maior aumento nos níveis plasmáticos de adrenalina e 

noradrenalina quando comparados com fêmeas. Além disso, após tratamento com clonidina, um 

agonista α2, mulheres apresentaram uma maior diminuição dos níveis plasmáticos de noradrenalina 

(DEL RIO et al., 1994). O fármaco clonidina é capaz de regular negativamente a atividade do sistema 

nervoso simpático através de mecanismos centrais (ESLER et al., 1990). Esta literatura indica que as 

vias responsáveis pela regulação do sistema nervoso simpático parecem ser menos sensíveis a 

estímulos excitatórios e mais sensíveis a estímulos inibitórios em fêmeas quando comparadas com 

machos. Há também diferenças sexuais no armazenamento e na liberação de catecolaminas. YUE et 

al. (2022) demonstrou, através de eletroquímica de vesícula única, uma diferença na liberação de 
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neurotransmissor durante a exocitose relacionada a diferença nos níveis de expressão de canais de 

cálcio sensíveis a voltagem. Um único evento de exocitose de células cromafins se mostrou 

estatisticamente mais longo em preparações de ratos machos do que as de ratos fêmeas. A estimulação 

dos receptores adrenérgicos-β2 na resistência vascular através do uso de agonista também sofre 

variação dependente do sexo e, entre mulheres, dependente da fase do ciclo menstrual (KNEALE et 

al., 2000). Ainda são escassos os estudos dos agonistas-β2 especificamente no músculo esquelético, 

entretanto como há dimorfismo sexual na sensibilidade do receptor no endotélio, é uma hipótese que 

o mesmo possa estar acontecendo nas JNMs. As distinções entre os sexos não se limitam ao sistema 

nervoso. A comunicação do sistema nervoso com o sistema muscular é uma via de mão dupla na qual 

os impactos de alterações são mútuos. Dessa forma, ainda são necessários estudos mais aprofundados 

para definir a origem dos contrastes que encontramos com relação a ação do formoterol em JNMs, 

mas podemos afirmar que as possíveis explicações são múltiplas já que que o dimorfismo sexual 

existe até mesmo a nível da química das vesículas. 

O próximo passo do nosso trabalho foi investigar os efeitos da ativação do adrenoceptor- 

β2 na exocitose de vesículas sinápticas induzidas por KCl. Para isso, executamos os experimentos 

com a sonda FM1-43 nos mesmo parâmetros, mas submetemos os tecidos marcados ao KCl em uma 

concentração constante de 60 mM, associado ao formoterol, em concentrações crescentes. Neste caso, 

obtivemos resultados semelhantes para machos e fêmeas. Em ambos os sexos, houve uma somação 

entre os efeitos do formoterol e do KCl mostrando que o formoterol associado ao KCl é capaz de 

aumentar a taxa de exocitose ainda mais do que o KCl como estímulo indutor isolado (FIGURA 18 e 

20). Soluções com altas concentrações de KCl são rotineiramente utilizadas como método para evocar 

a exocitose de vesículas sinápticas em terminações nervosas de maneira independente de Na+ 

(NICHOLLS, 1993). Estes resultados indicam que o sistema nervoso simpático atua na função das 

JNMs através do aumento tanto da exocitose espontânea, quanto da exocitose induzida. Além disso, 

a somação entre os efeitos do KCl e do formoterol foi o primeiro indício que obtivemos do mecanismo 

de ação pelo qual o formoterol atua. O aumento da exocitose com a associação dos estímulos é um 

indicativo de que o formoterol atua em vias distintas as do KCl.  

Com o objetivo de desvendar o mecanismo de ação pelo qual a ativação do adrenoceptor-

β2 facilita a transmissão colinérgica muscular, avaliamos a importância do Ca2+ extracelular no efeito 

do formoterol e a possibilidade deste efeito ser dependente de canais para Ca2+ sensíveis à voltagem. 

As FIGURAS 22 e 23 mostram, que na ausência de Ca2+ extracelular, o formoterol não foi capaz de 

promover a exocitose de vesículas sinápticas. Estes resultados nos indicam que a ação do formoterol 

ocorre de uma maneira dependente do Ca2+ externo e que os estoques intracelulares de Ca2+ apenas 

não são capazes de promover a exocitose estimulada pelo receptor-β2. Ademais, a inibição da 
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exocitose em meio sem Ca2+ indica que o influxo deste íon acontece no terminal nervoso em 

condições de repouso. Estas conclusões são corroboradas por RODRIGUES et al. (2020), em que o 

efeito de aumento da frequência de MEPP induzido por clenbuterol é inibido em um meio com 

ausência de Ca2+.  

Em seguida, para investigarmos os tipos específicos de canais para Ca2+ sensíveis à 

voltagem envolvidos neste efeito utilizamos neurotoxina ω-Aga IVA a uma concentração de 200 nM. 

Nos terminais nervosos coexistem diversos tipo de canais para Ca2+ que desempenham papeis 

distintos na cinética de passagem deste íon pela membrana. A ω-Agatoxina IVA atua no bloqueio dos 

canais do tipo P/Q. Os subtipos bloqueados pela ω-Aga IVA são sabidamente importantes na 

liberação de acetilcolina pelos terminais de nervos motores em mamíferos adultos (KATZ et al., 

1996). Assim, as preparações nervo-músculo foram expostas ao formoterol na presença ω-Aga IVA 

após passarem pelo protocolo de marcação com FM1-43. A FIGURA 24 mostra que o efeito do 

formoterol foi completamente inibido pelo bloqueio dos canais P/Q em fêmeas. Entretanto, o efeito 

da ativação dos receptores-β2 foi apenas parcialmente inibido em machos. Este resultado gerou a 

hipótese da atuação de mais canais para Ca2+ que seriam mediadores do efeito do formoterol na 

exocitose de vesículas sinápticas. WONG et al. (2014) reportou que os canais do tipo TRPV são 

responsáveis pela regulação da concentração de Ca2+ em uma célula em repouso, explicando como o 

Ca2+ extracelular regula o Ca2+ intracelular em uma condição de membrana polarizada com os canais 

sensíveis à voltagem fechados. Como determinamos que o formoterol possui um efeito de aumento 

tanto da exocitose espontânea quanto da exocitose induzida, os canais para Ca2+ podem estar agindo 

de forma complexa para que o efeito do simpatomimético seja alcançado. Está é uma das hipóteses 

para explicar o bloqueio apenas parcial da ação do formoterol em um contexto com a presença da ω-

Aga IVA. Outra possível hipótese envolve a atuação das células de Schwann terminais. Ainda não se 

sabe se há ocorrência de adrenoceptores em células de Schawann terminais in vivo, mas eles já foram 

reportados em células in vitro (FINK et al., 1999; YASUDA et al., 1988). Já sabemos que é necessária 

uma regulada comunicação entre o axônio motor e as células de Schwann terminais para a homeostase 

de Ca2+ (CASTONGUAY & ROBITAILLE, 2001; KO & ROBITAILLE, 2015), mas os mecanismos 

para condutância de Ca2+ em repouso ainda é pouco compreendido. Determinar precisamente onde 

os adrenoceptores-β2 se encontram na placa motora irá ajudar a definir como as células de Schwann 

afetam a sinalização de Ca2+ neste cenário de indução da exocitose nas junções neuromusculares 

(ARBOUR et al., 2017). Ainda temos um longo caminho a percorrer para elucidar o mecanismo de 

ação de agonistas- β2 no terminal pré-sináptico de placas motoras, entretanto estes resultados são os 

primeiros passos que guiaram nossos futuros experimentos.  
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Por fim, nós investigamos o impacto da ativação do adrenoceptor-β2 sobre o aspecto 

morfológico das junções neuromusculares no plano ultraestrutural. A exposição tanto ao formoterol 

quanto ao controle positivo, KCl, foi de sete minutos para ser comparável aos demais experimentos 

com a sonda FM1-43 em que o tempo de exposição ao estímulo também era esse. A JNM madura 

normal um terminal pré-sináptica repleto de vesículas sinápticas e mitocôndrias, uma fenda sináptica 

e um terminal pós-sináptico, no qual podemos observar diversas invaginações na membrana do 

sarcolema formando as dobras juncionais recobertas por receptores nicotínicos para ACh. Em nosso 

trabalho, focamos em uma análise qualitativa do terminal pré-sináptico em que comparamos junções 

estimuladas por um estímulo conhecido, o KCl, e junções que foram expostas ao formoterol. Em 

ambos os contextos observamos marcadores de estímulo para exocitose como vacúolos e vesículas 

recobertas por clatrina. Após um evento intenso de exocitose, para reestabelecer os pools de vesículas, 

a célula nervosa sofre a endocitose compensatória (RIZZOLI, 2014). Essa reciclagem de vesículas 

após exocitose pode acontecer através do modelo kiss-and-run, endocitose mediada por clatrina e 

endocitose via grandes invaginações de membrana. O modelo de endocitose que irá acontecer 

depende da força do estímulo para exocitose (HEUSER & REESE, 1973). Dessa forma, a presença 

de grandes vacúolos no qual brotam novas vesículas e vesículas recobertas por clatrina é um marcador 

de endocitose compensatória consequência de um estímulo para exocitose. A semelhança da 

morfologia entre as junções expostas ao KCl e as expostas ao formoterol é um indício de que a 

ativação dos adrenoceptores β2 é um estímulo capaz de gerar alterações no plano ultraestrutural das 

placas motoras diafragmáticas de camundongos.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Este trabalho demonstra, através do uso de sondas fluorescentes e microscopia eletrônica de 

transmissão, que o simpatomimético agonista específico β2 fumarato de formoterol, apresenta ações 

sinápticas capazes de induzir a exocitose de vesículas sinápticas contendo acetilcolina em junções 

neuromusculares diafragmáticas em animais machos e fêmeas. Este efeito se mostrou dependente da 

concentração do fármaco em machos, mas não em fêmeas. Nossos resultados indicam que animais 

fêmeas são menos sensíveis aos efeitos da ativação do adrenoceptor-β2. Ao analisar a associação do 

formoterol ao KCl, verificamos que o efeito do simpatomimético não se restringe à exocitose 

espontânea, tendo efeitos também na exocitose induzida. Além disso, nossos experimentos mostraram 

que este efeito indutor de exocitose do agonista formoterol é dependente do Ca2+ extracelular e 

depende parcialmente dos canais para Ca2+ P/Q. Dessa forma, este estudo oferece novos dados acerca 

dos efeitos de agonistas β2 no terminal pré-sináptico de JNMs, dando mais um passo para elucidar o 

mecanismo de ação pelo qual o sistema nervoso simpático modula essa comunicação e novos indícios 

que demonstram que esta classe de fármacos é uma promissora estratégia terapêutica para o 

tratamento de doenças que acometem o sistema neuromuscular.  
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