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1. INTRODUCAO

A ocitocina (OT) € um nonapeptideo sintetizado principalmente nos
ndcleos paraventricular e supradptico do hipotalamo e liberado na circulagcédo
sanguinea através da hipofise posterior (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001).
Fisiologicamente, ela exerce seus efeitos por meio de seu receptor, 0 OTR, 0
qual € um membro tipico da familia dos receptores acoplados a proteina Gaq
(GPCR) (GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). A ativacdo deste receptor estimula a
atividade da fosfolipase C, culminando com o aumento das concentracfes
intracelulares de Ca?* e da atividade da proteina quinase C (PKC) (BILLUPS et
al.,, 2006; HOELZ et al.,, 2013; MIZUNO; ITOH, 2009). Embora, as acdes
cldssicas da OT tenham sido relacionadas a contracdo da musculatura lisa
uterina e mamaria durante a lactacdo (NORRIS; CARR, 2013), foi também
descrita a presenca de OTR na musculatura estriada cardiaca e nesse tecido a
OT demonstrou ter acdes similares a insulina, ativando a via de sinalizacao da
proteina quinase B, também conhecida como AKT, e consequentemente
aumentando a captacédo de glicose em cardiomiécitos (NOISEUX et al., 2012). A
ativacdo dessa via de sinalizacdo intracelular esta envolvida no controle do
metabolismo proteico, uma vez que a AKT inibe os processos proteoliticos
lisossomal e dependente de ubiquitina-proteassoma (UPS), através da
fosforilacdo de fatores de transcricdo da familia FoxO e consequente supressao
da expressao de genes envolvidos com atrofia muscular, isto € atrogenes, como,
atrogina-1, MuRF-1 e LC3b. Além disso, a AKT também pode estimular a sintese
proteica através de efeitos ndo gendmicos que envolvem a ativacdo da mTOR e
de seus alvos downstream (BOUITBIR et al.,, 2020). Desta forma, a AKT é
considerada uma enzima chave no metabolismo de proteinas musculares.

Recentemente foi também descrita a expressdao de OTR em células
mioblasticas humanas, indicando que a OT pode desempenhar um papel na
regulacdo do metabolismo muscular esquelético (BRETON et al., 2002). Foi

demonstrado que a estimulacdo do OTR em musculo esquelético também



SERVICO PUIlBJE?CO FEDERAL
~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
culmina com o aumento das concentragées intracelulares de Ca?* e consequente
captacao de glicose (DING; LEOW; MAGKOS, 2019; LEE et al., 2008). Trabalhos
posteriores também observaram que o aumento da massa muscular observada
em animais tratados com esteroides anabolicos foi associado com 0 aumento na
expressdo génica muscular dos OTR e da préopria OT (DE JAGER et al., 2011;
DIVARI et al., 2013; KONGSUWAN et al., 2012) e que animais knockout para
OT tem um desenvolvimento prematuro de sarcopenia, indicando que a OT pode
ter papel no controle da massa muscular (ELABD et al., 2014).

Embora seja bem estabelecido que a manutengcdo da massa muscular
seja decorrente de um balangco entre os processos de sintese e degradacéo
proteica, para 0 nosso conhecimento, muito pouco se sabe sobre o papel da OT
na regulacdo do metabolismo proteico muscular. Portanto, a hipotese que foi
testada neste estudo é que a OT exerce efeitos anti-catabodlicos e/ou anabdlicos
no metabolismo proteico em musculos esqueléticos de roedores.

E importante mencionar que em relatdrios anteriores (PIBIC 2018/2019),
demonstramos que a estimulacéo direta dos OTR com WAY 267,464 (WAY), um
agonista seletivo destes receptores, inibiu a protedlise total através da
atenuacao das atividades dos sistemas proteoliticos lisossomal e proteassomal
em musculos esqueléticos oxidativos de ratas sendo este efeito associado com
ativacdo da via de sinalizacdo AKT/FoxO e supressao da expressao proteica de
atrogina-1 e MuRF-1. Para confirmar o efeito seletivo do agonista de OTR, nos
repetimos o experimento piloto realizado no semestre anterior utilizando um
antagonista seletivo de OTR, L-371,257. Posteriormente, foi avaliado o efeito da
estimulacdo ocitocinérgica na protedlise total em muasculos com metabolismo
glicolitico, isto &, extensor digital longo (EDL), porém nao observamos qualquer
efeito do WAY neste parametro e, portanto, os experimentos seguintes foram
conduzidos somente em mudsculos oxidativos, soleus. Além disso, para
relacionar com os resultados obtidos in vitro (apresentados no relatério parcial)

gue demonstraram que a sintese proteica ndo € estimulada em musculos soleus
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incubados com WAY, tal processo anabdlico foi avaliado em animais tratados

por trés dias com OT e os possiveis mecanismos relacionados foram estudados.

2. OBJETIVO GERAL

Esclarecer o papel da estimulagdo ocitocinérgica sobre o metabolismo

proteico muscular em ratas.
2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito da estimulacéo ocitocinérgica in vitro na proteélise de
musculos EDL basais de ratas e nos processos de sintese proteica dos musculos
soleus e EDL,;

b) Identificar a via de sinalizac&o envolvida no possivel efeito anabdlico

da OT no metabolismo de proteinas musculares.

3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Ratas, da linhagem Wistar, com cerca de 90g, cedidas pelo biotério
setorial da Universidade Federal de Sergipe foram utilizadas para os
experimentos in vivo e in vitro. O uso de animais de menor porte € extremamente
necessario, visto que nos experimentos in vitro 0os muasculos precisam ser
aerados com uma mistura de Oz e COz2 e, dessa forma, a utilizacdo de musculos
obtidos de animais maiores impossibilitaria a difusdo dos gases e dos nutrientes
contidos no meio de incubacdo. Além disso, 0 uso de animais pré-puberes
previne a interferéncia dos esteroides sexuais no metabolismo proteico.

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de
Neuroendocrinologia Basica e Comportamental, onde receberam racao

balanceada para roedores e agua ad libitum, em ambiente com ciclo claro-escuro
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de 12 horas (ciclo claro: 6h00 as 18h00) e temperatura mantida a
aproximadamente 25°C.
Todos os procedimentos experimentais desenvolvidos neste projeto
foram previamente submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais
desta instituicdo (CEPA-UFS) e aprovados sob registro n® 062/2017 (ver em

anexo).
3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1. Estimacédo da taxa de protedlise total

- Efeito in vitro do WAY 267,464 sobre a protedlise total em musculos EDL
de ratas

Estudos prévios do nosso laboratério (dados ndo mostrados)
comprovaram que a incubagdo com o WAY 267,464, um agonista seletivo para
os receptores de ocitocina (OTR), em trés diferentes concentracdes (106, 10° e
104 molar), foi capaz de atenuar a protedlise total em musculos tipicamente
oxidativos (soleus) de ratas. Deste modo, o presente protocolo experimental
buscou averiguar se os mesmos efeitos seriam observados em musculos de
caracteristica predominantemente glicolitica, nesse caso, o extensor digital longo
(EDL).

Para tal, foram utilizados dois grupos experimentais (n =5 - 7):

a) Grupo controle, incubado com tampéao Krebs;

b) Grupo WAY, incubado com WAY 267,464 na concentragdo de 10*M.

Para quantificar a atividade proteolitica total no musculo esquelético, o
parametro utilizado neste trabalho foi a mensuragédo da concentracéo de tirosina
liberada na solucdo Krebs durante as 2 horas de incubacdo, uma vez que este

aminoacido néo é sintetizado e nem degradado pelo musculo, logo sua taxa de
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liberacdo no meio de incubagdo corresponde a protedlise muscular
(KETTELHUT; WING; GOLDBERG, 1988).

Os musculos EDL coletados dos animais previamente eutanasiados
foram presos em suportes que permitem a permanéncia de seu comprimento de
repouso, durante a incubacgao, a fim de nao interferir na difusdo de gases e
nutrientes do meio de incubacéo para o tecido (BARACOS; GOLDBERG, 1986).
Em seguida, foram pré-incubados, por 1 hora, a 37°C, com meio Krebs-Ringer
bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M de NaHCOs; 4,828mM de KCI; 1,2mM de
MgSOs4; 1,212mM de KH2PO4; 2,4mM de CaClz - pH 7,4) previamente aerado
com uma mistura de carbogénio - O295% + CO2 5% - ou meio Krebs-Ringer
bicarbonato acrescido de WAY 10“M. Apds a pré-incubacédo, o volume foi
renovado, 0os musculos foram novamente aerados e, entdo, incubados por 2
horas. Ao final da incubagéo, um volume de 1mL do meio de incubacéo final foi
coletado e homogeneizado junto ao &cido tricloroacético (TCA) 10%, nitroso
naftol + acido nitrico (1:1) e cloroférmio para posterior mensuracédo da [Tyr] por
método fluorimétrico, que apresenta maior sensibilidade e estabilidade para esta
avaliacdo (KETTELHUT; WING; GOLDBERG, 1988).

- Efeito in vitro do L-371,257 sobre a protedlise total em musculos soleus

de ratas

Uma vez que o WAY-267,464 além de ser um agonista seletivo para os
OTR também apresenta acdo antagbnica aos receptores para vasopressina
(V1a), a seletividade do WAY foi testada em musculos co-incubados com
L371,257, um antagonista seletivo para OTR e taxa proteolitica total foi
mensurada. A conducdo do experimento foi executada de acordo com o
protocolo descrito logo acima, exceto a distribuicdo dos grupos (n= 4 - 6), que
permaneceu como segue:

a) Grupo CON (controle), incubado com o tampéo Krebs;

b) Grupo WAY, incubado na presenca do WAY-267,464 a 10M;

c) Grupo L3 (antagonista), incubado na presenca do L-371,257 a 10*M;
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d) Grupo WAY+L3, incubado com ambos 0 agonista e antagonista, em

concentracdes equimolares (10*M).

3.2.2. Avaliacao do efeito da estimulacao ocitocinérgica sobre o processo

de sintese proteica em musculos soleus de ratas

Previamente descrito por Goodman e Hornberger (2013) e Schmidt et al.
(2009), o0 método SUNSET (do inglés, SUrface SEnsing of Translation) foi aqui
utilizado para estimar a taxa de sintese proteica nos musculos coletados, a partir
da quantificacdo de puromicina incorporada a peptideos recentemente
formados. A puromicina € uma molécula semelhante ao RNA transportador, que
se incorpora a polipeptidios em processo de sintese e previne seu alongamento
e continuidade do processo. Quando usada em concentra¢cdes minimas, permite
estimar a taxa de sintese proteica (SCHMIDT et al., 2009).

A avaliacdo da sintese proteica in vitro foi realizada a partir da coleta de
musculos que foram pesados, presos em comprimento de repouso e, logo em
seguida, pré-incubados a 37 °C em tampao Krebs acrescido de 5mM de glicose
e todos os amino&cidos em concentracdes similares aquelas do plasma em ratos
(SCHARFF; WOOL, 1966). Ap6s 1h de pré-incubacao, a solucao foi renovada,
com adi¢do do WAY 10“M e/ou puromicina 1uM. Além dos grupos controle e
WAY, foram utilizados também um controle positivo, incubado na presenca de
1UI/mL de insulina, que sabidamente estimula a sintese proteica neste tecido
(GONCALVES et al., 2012) e um controle negativo, incubado na auséncia da
puromicina. Em 30 minutos, os musculos foram retirados da solugéo, secados
em papel filtro e homogeneizados seguindo as instrugcdes para western blotting
descritas a seguir.

Para realizacdo do protocolo in vivo, os animais foram, inicialmente,
divididos em dois grupos distintos (n=5) e tratados com solugé&o salina 0,9% ou
OT (3U.l./kg/dia, i.p.) (RIBEIRO et al., 2007; TERBLANCHE et al., 2017), por 3
dias consecutivos. No ultimo dia do experimento, 0os animais receberam, 30

minutos apos o tratamento, uma dose de 0,04umol/g de puromicina diluida em
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100ul de solugao salina tamponada com fosfato (PBS), por via intraperitoneal.
ApOs outros 30 minutos, os musculos soleus foram coletados e armazenados

para posterior avaliacdo por Western Blotting.

3.2.3. Analise por Western Blotting

Para avaliacdo quantitativa da expressdo de proteinas por western
blotting, os musculos foram homogeneizados por cerca de 2 minutos com um
tampao de lise Tris-HCI (50mM; pH 7,4 - 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1%
de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sddio, 1% de SDS e inibidores de
proteases e de fosfatases) e, entdo, centrifugados para obtencdo do
sobrenadante (15.000rpm, 4°C, 20 minutos).

A amostra obtida foi misturada, numa proporgéao de 1:1 com o tampéao
de amostra Laemmli (20% de glicerol, 125mM de tris, 4% de SDS, 100mM de
ditiotreitol, 0,02% de azul de bromofenol, pH 6,8). Imediatamente antes do
processo de eletroforese, a aliquota foi fervida (70°C, 5 minutos) e, entéo,
pipetada em gel de SDS-Page.

A dosagem de proteinas nas amostras foi realizada como previamente
descrito por Lowry et al. (1951). Uma vez finalizada a eletroforese em gel, foi
realizada transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose utilizando-se uma corrente de 400mA, em sistema semi-seco, por
30min.

As membranas foram, entdo, bloqueadas com uma solucéo a 5% de leite
desnatado em po6 diluido em TBS-T. Apds 1 hora de bloqueio, foram lavadas com
uma solucédo de TBS-T (20 mM TRIS + 160 mM NaCl + 0,1% Tween 20), por 4
vezes (1x de 10 minutos + 3x de 5 minutos) afim de retirar o excesso da solucéo
de bloqueio. Terminado o procedimento, as membranas foram levadas a
geladeira (=4°C), onde permaneceram overnight sob incubagdo com anticorpos
primarios especificos. No dia seguinte, as membranas foram, novamente,
lavadas com TBS-T (3x de 5 minutos) e incubadas com o0s anticorpos

secundarios (conjugados a uma peroxidase), por 1 hora, a temperatura
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ambiente. Apo6s uma ultima lavagem (3x de 5 minutos), as membranas foram
levadas para revelagdo em aparelho ChemiDoc BioRad®. O processo foi
realizado apdés rapida incubacédo (2 minutos) das membranas com reagente
amplificador de quimioluminescéncia (ECL).

A analise quantitativa das bandas foi realizada através de densitometria
utilizando o software ImageLab BioRad®. Apds serem quantificados, os valores
foram corrigidos pela densitometria da B-actina, proteina utilizada como controle
de carregamento, ou pela coloragdo com o corante indiscriminado de proteinas,

Ponceau S.

3.3. Analise estatistica

Os resultados sdo mostrados como meédia + EPM. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk e a significancia estatistica através do
teste t-Student, Mann-Whitney ou One-way ANOVA seguido de pos-teste
Bonferroni, como identificado na legenda de cada figura. As analises estatisticas
foram feitas no Software GraphPad Prism e o nivel de significAncia aqui utilizado
foi de P < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito anti-catabdlico in vitro da estimulacdo ocitocinérgica em

musculos soleus e EDL basais de ratas

Experimentos prévios do nosso laboratério (dados ndo mostrados)
revelaram que a incubacao de musculos soleus, tipicamente oxidativos, com o
agonista ocitocinérgico WAY-267,464 a 10* M foi capaz de reduzir de forma
significativa a taxa de protedlise total nestes musculos. Por isso, decidimos
avaliar se tal alteracdo seria também observada em musculos com caracteristica
predominantemente glicolitica; neste caso, o extensor digital longo (EDL). Apds
a incubacdo destes musculos com o WAY (10# M), no entanto, pudemos
observar que ndo houve alteracdo na taxa proteolitica total do grupo, em

comparacao ao controle (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da incubacdo com WAY 267,464 (10-*M) sobre a taxa proteolitica total em
musculos EDL de ratas. O resultado é expresso como média + EPM (n = 5-7) dos valores
percentuais de degradacao proteica obtidos. Os dados foram analisados através de teste t.

Considerando, portanto, que ndo foram observados efeitos biolégicos
nesse tipo muscular, decidimos néo o utilizar nas demais avaliac¢des.
Por sua vez, uma vez que haviamos observado, no musculo soleus,

reducdo da protedlise total, buscamos confirmar se o efeito da estimulacdo
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ocitocinérgica provinha, de fato, da ativagdo dos OTR. Para tanto, testamos o
efeito do antagonista de OTR (L-371,257; 10 M) na protedlise total e, entdo,
pudemos observar que a sua adicdo no meio de incubacéao foi rapaz de bloquear
o decréscimo na protedlise causado pelo WAY 104 M (figura 2), confirmando

que o efeito observado nesse tecido € produto da estimulacédo do OTR.
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Figura 2. Efeito do antagonista de OTR (L-371,257; 10*M) sobre a taxa proteolitica total em
musculos soleus basais de ratas. Os musculos foram incubados na presenca ou ndo de WAY e
co-incubados ou ndo com L-371,257 para andlise da degradacdo de proteinas. Os resultados
sdo expressos como média + EPM (n = 4 - 6) do valor percentual de degradacdo proteica.
*p<0,0001 vs. Controle; # vs. WAY. Os valores foram analisados por meio de One-Way ANOVA
seguido de pOs-teste Bonferroni.

Com esses dados, fomos capazes de comprovar que num modelo
experimental in vitro a estimulacdo ocitocinérgica possui carater anti-catabolico
e tais efeitos sdo mediados pelo receptor homénimo, isto é, o receptor para
ocitocina. A partir dai nos questionamos se um efeito anabdlico também seria
observado conjuntamente a ativacado desses receptores e, portanto, avaliamos
a sintese de proteinas em musculos soleus basais de ratas. Para tal, separamos
0s musculos em quatro grupos distintos: controle, incubado com WAY, controle

positivo (acrescido de insulina, um estimulador classico da sintese proteica
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muscular) e controle negativo (incubado na auséncia de puromicina) e
averiguamos que in vitro, o agonista ndo foi capaz de estimular o processo

mencionado (figura 3a-b).
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Figura 3. Efeito in vitro do WAY 267464 (10 M) na incorporacdo de puromicina em proteinas
recém-sintetizadas (a-b) em mdusculos soleus inervados de ratas. Em (b), temos imagens
representativas da andlise por western blotting. O experimento foi composto por 4 grupos
(controle, WAY, controle positivo — incubado com insulina — e controle negativo — incubado sem
puromicina), n=5. O corante ponceau foi usado para confirmar a igualdade da transferéncia de
proteinas para a membrana. Os resultados sdo expressos como média + EPM. Os dados foram
analisados através de teste t.
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4.2. Efeito anabdlico in vivo da estimulagdo ocitocinérgica em musculos

soleus basais de ratas

Os dados descritos na Figura 4 foram apresentados no relatorio do
plano “Estudo da contribuicdo da insulina no efeito anabdlico da ocitocina no
metabolismo proteico muscular” do projeto PVA7432-2019 e séo utilizados aqui,
para justificar as analises demonstradas na Figura 5.

Embora ndo tenhamos observado efeito da estimulagdo ocitocinérgica
sobre o processo de sintese proteica in vitro (figura 3), investigamos se 0 mesmo
se repetiria num modelo experimental in vivo, no qual o tratamento sofre
interacédo com toda uma gama de sistemas fisioldgicos. A vista disso, utilizamos
um protocolo de tratamento com OT (3U.l./kg/dia, i.p.) (RIBEIRO et al., 2007;
TERBLANCHE et al., 2017) por trés dias consecutivos. No dia da coleta dos
musculos, os animais foram tratados com uma dose Unica de puromicina
(0,04pmol/g), 30 minutos antes da eutanasia. Como explicado anteriormente, a
aplicacao dessa substancia permite estimar de forma indireta a taxa de sintese
de proteinas (GOODMAN; HORNBERGER, 2013).

Diferentemente do nosso achado in vitro, 0 modelo experimental in vivo
demonstrou que o grupo tratado com ocitocina apresentou um aumento
significativo na incorporacdo da puromicina em proteinas recém-sintetizadas,
caracterizando assim o aumento na taxa de sintese proteica neste grupo (figura
4).
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Figura 4. Efeito do tratamento com OT (3U.1./kg/dia, i.p.) na sintese de proteinas em musculos
soleus normais de ratas (a). As imagens representativas da analise de western blotting séo
mostradas em (b). O corante ponceau foi usado para confirmar a igualdade da transferéncia de
proteinas para a membrana. Os resultados sédo expressos como média + EPM (n=5). *P<0.05
vs. controle. Os dados foram analisados através de teste t.

Sabemos que, na musculatura esquelética, ambos os processos de
sintese e degradacéo proteica sao regulados, pelo menos parcialmente, pela via
de sinalizacdo mediada por PI3K/AKT (BODINE et al., 2001; LEGER et al.,
2006). Em nosso projeto apresentado no ano anterior (dados ndo mostrados),
conseguimos demonstrar que o efeito anti-catabdlico in vitro da ocitocina era
acompanhado por um aumento na fosforilacdo de ambas a proteina AKT e seu
alvo nuclear, o fator de transcricdo FoXO.

Considerando, portanto, que no modelo experimental in vivo,
confirmamos o efeito anabdlico da OT, decidimos avaliar se nessa condicéo, tal
processo também era mediado pela via da AKT. Por isso, avaliamos através de
western blotting, o nivel de fosforilagdo dessa proteina quinase, bem como de
seus alvos: S6, GSK-3[3, 4-EBP1 e eiF4E (figura 5). A proteina ERK1/2 (figura
5) foi avaliada em decorréncia de relatos prévios na literatura de que a ocitocina
ou até mesmo a PKC possa ativar essa via de sinaliza¢do, que pode exercer
efeitos similares aquela mediada por AKT (ARROWSMITH, 2020; GE et al.,
2019; GUO et al., 2020).
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Figura 5. Conteudo relativo das proteinas pSer4’3 -AKT, pThr3%-AKT, pSer235/236-56, pSer®-GSK,
pThr9-4E-BP1, pSer?®-elF4E e pThr%?/Tyr24ERK1/2 em musculos soleus de ratas (a) tratados
com OT ou salina 0,9% por 3 dias consecutivos. As imagens representativas da analise de
western blotting sdo mostradas em (b). Os resultados sdo expressos como média + EPM. (a)
*P<0,05 vs. controle (n=3-4). Os dados foram analisados através de test t.
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Averiguamos entdo que, como ja era esperado, o tratamento a curto-
prazo com a OT foi capaz de impulsionar a atividade da via de sinalizagéo
mediada por AKT, como demonstrado por meio do aumento em seus niveis de
fosforilacdo juntamente a proteina S6. No entanto, nenhuma alteracdo foi
observada nas demais proteinas, isto €, GSK-3, 4-EBP1, elF4E e ERK1/2 (figura

5a-b).

DISCUSSAO

A massa muscular esquelética é regulada por uma série de agentes
neuro-humorais que regulam, de forma precisa, os processos de sintese e
degradacéo proteica (SCHIAFFINO; MAMMUCARI, 2011), mas nao se conhece
todo o escopo de fatores enddégenos ou exdgenos que possam interferir nesses
processos. A ocitocina € um hormonio hipotalamico cuja producéo ja foi descrita
também no musculo esquelético, no qual observou-se também a presenca dos
receptores para esse hormonio (BENONI et al., 2020; ELABD et al., 2014).

De acordo com a proporcdo de fibras — isto é, tipo | e Il — e,
conseguentemente, a caracteristica oxidativa ou glicolitica de um determinado
muasculo, o mesmo pode apresentar propor¢cdo variavel de receptores para
ocitocina. De fato, alguns dados na literatura indicaram que o musculo
quadriceps, glicolitico, possuia maior quantidade de OT que o soleus, oxidativo
(GAJDOSECHOVA et al., 2015). Todavia, estudos prévios em nosso laboratorio
(dados ndo mostrados) mostraram o oposto: a expressao relativa de RNA para
o OTR em musculos EDL (glicolitico), como mensurado por meio de RT-PCR, foi
significantemente menor em comparagdo aos musculos soleus e, por isso,
estimamos que essa seja a provavel causa pela qual ndo ocorreram alteragdes
biolégicas no primeiro masculo apés a estimulacao ocitocinérgica.

Aléem disso, a ocitocina também possui capacidade de atuar em
receptores de arginina vasopressina, embora com afinidade variavel, devido as
semelhancas em suas estruturas quimicas (GAO; HENQUIN, 1993; SMITH;
DIBENEDICTIS; VEENEMA, 2019; SONG; ALBERS, 2018). Por isso, decidimos,
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ainda, confirmar se os efeitos observados a partir da estimulacédo ocitocinérgica
in vitro, em nossos resultados, eram resultado da estimulacéo direta do receptor
de ocitocina (OTR) ou quica dos receptores de vasopressina. Para tanto,
avaliamos, em musculos soleus — tipo muscular no qual ja observaramos efeito
anteriormente — a protedlise total utilizando, desta vez, o antagonista dos
receptores de ocitocina — L-371,257 —, em concentragcdo equimolar ao agonista
(10 M). Como descrito anteriormente, a presenca do antagonista foi capaz de
bloquear o efeito da estimulacédo ocitocinérgica, provando que tal efeito era
realmente proveniente da ativacdo do OTR. Este resultado é, de certa forma,
esperado, uma vez que ja existem dados mostrando que ndo somente a
ocitocina atua no musculo esquelético, como também €& produzida no mesmo.
Portanto, a presenca do seu receptor é de suma importancia para seu efeito
biolégico (BENONI et al., 2020).

O OTR pertence a familia de receptores acoplados a proteina G e, em
tecidos distintos, tem se mostrado capaz de interagir e ativar proteinas Ggq, Gi e
Go e, consequentemente, diferentes vias de sinalizacdo (ARROWSMITH, 2020;
GIMPL; FAHRENHOLZ, 2001). No miométrio, onde exerce uma das suas ac¢des
classicas — estimulacdo da contragdo uterina durante o parto —, a ocitocina é
conhecida por induzir a ativacdo de um receptor ligado a Gg (ARROWSMITH,
2020), cuja ativacdo inicia uma cascata de sinalizacdo marcada pelo aumento
da [Ca?'] no sarcolema e, consequentemente, ativacdo da proteina quinase C
(PKC) (ZHANG; NIELSEN; STRGMGAARD, 2020).

Curiosamente, ja existem relatos de que a ativacdo da PKC é capaz de
promover a atividade da via de sinalizagcdo mediada por PI3K/AKT (GRECO;
STORELLI; MARSIGLIANTE, 2006) e que a estimulacédo de outros receptores
ligados proteinas Gq exerce efeito anti-atrofico na musculatura esquelética
(BALASUBRAMANIAM et al., 2009; MORALES et al., 2016). Por isso, buscamos
investigar os efeitos da estimulacdo ocitocinérgica sobre esta via de sinalizacdo

e sobre o0 processo de sintese proteica nos musculos soleus.
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A via de sinalizacdo mediada por PI3K/AKT, classicamente associada a
estimulacdo o insulinérgica (MANNING; CANTLEY, 2007; MANNING; TOKER,
2017), exerce efeito sobre diversos processos celulares, dentre os quais a
proliferacdo e ciclo celular (LAWLOR; ALESSI, 2001). Na musculatura
esquelética, € associada a promocéo de efeitos hipertréficos, seja por estimular
0 processo de sintese proteica ou inibir a atividade proteolitica neste tecido
(YOON, 2017). Isso porque as suas proteinas-alvo séo capazes de interagir em
diferentes passos dos processos mencionados: a proteinas mTOR, S6 e elF4E
estimulam diretamente a sintese de proteinas (MAMMUCARI; SCHIAFFINO;
SANDRI, 2008; RUVINSKY; MEYUHAS, 2006), enquanto que que a GSK-3,
guando fosforilada, permite a atividade do fator eucarioto de iniciacdo a traducao
(elF2B). J4 a degradacao proteica acontece de forma proporcional a atividade
do fator de transcricdo FoXO, que induz a producédo dos atrogenes MuRF-1 e
atrogina-1 (LEGER et al., 2009).

Em nossas condicbes experimentais, pudemos constatar que o0
tratamento a curto prazo com OT foi capaz de ativar a via de sinalizacdo mediada
por PI3K/AKT, uma vez que ambos os seus substratos fosforilados foram hiper-
expressos nessa circunstancia. Ademais, a proteina S6, alvo da AKT, que
participa do processo de sintese proteica, também sofreu um aumento de sua
atividade, corroborando com 0s nossos resultados. Quanto as demais proteinas
avaliadas — GSK-3B, 4-EBP1 e elF4E -, interessantemente, nao foram
observadas alteracdes significativas, embora todas participem da mesma via de
sinalizacao, indicando que estas ndo atuem no efeito mediado pela OT ou que,
pelo menos, possam estar ativas em tempos diferentes daquele estudado aqui.

Altay et al. (2020) e Wrzal et al. (2012) descreveram que a ativacédo do
OTR também esta relacionada a estimulacédo da proteina ERK1/2, uma MAP
quinase, que assim como a AKT também esta envolvida em diversos processos
de proliferacédo celular (MEBRATU; TESFAIGZI, 2009). Em nossas condi¢des
experimentais, a estimulagdo ocitocinérgica in vivo foi incapaz de promover a

expressao dessa proteina, mas é importante ressaltar que o pico de atividade da
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ERK1/2 acontece muito rapidamente ap0s a sua estimulacdo — entre 5 e 10
minutos — acrescido de um pico menor, entretanto mais duradouro, em cerca de
6h pos-estimulo (MEBRATU; TESFAIGZI, 2009). Considerando que a eutanasia
dos animais, neste trabalho, foi executada somente apds 1 hora do ultimo
tratamento, podemos supor que a atividade da ERK1/2 poderia estar aumentada
em um tempo anterior ao que utilizamos em nossas analises, mas sao
necessarios outros experimentos para confirmar uma possivel relacdo entre a
estimulacdo do OTR e a atividade da ERK1/2 nessas condicoes.

Ademais, é importante mencionar a discrepancia vista na avaliagdo do
efeito da estimulagé@o ocitocinérgica sobre o processo de sintese proteica na
musculatura esquelética. Como descrito previamente, o protocolo experimental
in vitro ndo mostrou alteracdo nesse parametro apos 2h de incubacdo com WAY,
ao passo que in vivo, os musculos apresentaram um aumento significativo na
incorporacdo de puromicina apés 3 dias de tratamento com OT, indicando,
portanto, 0 aumento da sintese proteica. Desta forma, acreditamos que o efeito
da OT sobre esse processo aconteca de forma indireta, por meio de algum
mediador ainda desconhecido.

De fato, a ocitocina estimula também a secrecdo de insulina pelas
células beta pancreaticas (GAO; HENQUIN, 1993) e, uma vez gque esta Ultima
possui carater anabdlico sobre o metabolismo de proteinas musculares, abre-se
a possibilidade de que o efeito in vivo da ocitocina sobre a sintese proteica possa
decorrer, pelo menos parcialmente, a partir do estimulo a secre¢ao insulinérgica.
Mais estudos sao necessarios para avaliar a possivel relacao entre a ocitocina e
a insulina em nossas condi¢Oes experimentais. Vale mencionar que parte dessa
hipotese ja esta sendo testada em nosso laboratdrio e sera discutida num

relatério distinto, pelo discente responsavel.
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5. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos, podemos concluir que o efeito da ocitocina:

() em seu carater anabdlico, é aparentemente limitado aos musculos
de carater predominantemente oxidativo;

(i) é, de fato, mediado pelo OTR, uma vez que o uso in vitro do
antagonista desse receptor aboliu os efeitos da incubagdo com o agonista
ocitocinérgico;

(i) ndo exerce funcéo estimulatoria direta sobre o processo de sintese
proteica in vitro, sugerindo que os efeitos anabdlicos observados in vivo possam

ser mediados por um mecanismo secundario, estimulado pela OT.

6. PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Os resultados deste projeto contribuem para o melhor entendimento dos
efeitos da estimulacdo ocitocinérgica sobre o metabolismo de proteinas
musculares esqueléticas, consoante com dados de relatérios apresentados
previamente por membros do nosso laboratério em edigcBes anteriores do
Programa de Iniciacdo Cientifica desta instituicao.

A partir deste plano de trabalho, pudemos esclarecer melhor algumas
das questbes que permaneceram pendentes de pesquisas anteriores, mas 0s
dados atuais também abrem um leque de possibilidades para o posterior
esclarecimento de novos questionamentos.

Pudemos observar que a OT é capaz de estimular o processo de sintese
proteica in vivo no musculo esquelético, opostamente ao que observamos no
modelo experimental in vitro. Desta forma, pretendemos, posteriormente,
correlacionar esse efeito da estimulag&o ocitocinérgica in vivo, com uma

possivel mediacdo da insulina, que sabidamente possui acdo anabdlica
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sobre esse tecido. Assim, podemos esclarecer melhor toda uma pletora de

funcdes que este hormonio possa exercer na musculatura.
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MUSCLE PROTEIN METABOLISM” e “OXYTOCIN ATTENUATES
PROTEOLYSIS IN RAT SKELETAL MUSCLES”, produtos de trabalhos
prévios do nosso laboratorio.
conta, como coautor, com um artigo cientifico fruto de seu trabalho de IC,
submetido ao Journal of Molecular and Celular Endocrinology (FI 3,99),
que ja possui um primeiro parecer emitido pela revista e esta em fase de

correcdo pelos autores.
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= ha de participar do 55° congresso da Sociedade Brasileira de Fisiologia,

a ocorrer em outubro do ano corrente.
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Servigo Publico Federal
Ministerse da Educagio
Universidade de Federal de Sergipe
Coordenacio de Persquisa
Comité de Etica em Pesquisa com Antmaks (CEPA)




