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RESUMO 
 

MECANISMOS INTRACELULARES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-
PROTEOLÍTICA DA ESTIMULAÇÃO OCITOCINÉRGICA EM MÚSCULOS 
ESQUELÉTICOS DE RATAS. Tatiane de Oliveira Santos, Mestrado em Ciências 
Fisiológicas, UFS, São Cristóvão/SE, 2023. Embora tenha sido previamente 
demonstrado que a estimulação de receptores para ocitocina (OT) possa controlar a 
massa muscular esquelética in vitro e in vivo, os mecanismos intracelulares que 
medeiam este efeito ainda são pouco conhecidos. Desta forma, músculos 
esqueléticos oxidativos de ratas foram isolados e incubados com OT, com um agonista 
seletivo não-peptídico (WAY-267,464) e com um antagonista (atosiban) dos 
receptores para OT (OTR) e taxa de degradação proteica foi avaliada. Os resultados 
indicaram que tanto a OT como o WAY-267,464 (WAY) atenuaram a proteólise 
muscular e este efeito foi bloqueado pela adição do atosiban no meio de incubação. 
Além disso, observou-se que a ação anti-catabólica no metabolismo de proteínas 
musculares produzida pelo WAY é independente do acoplamento entre o OTR e a 
proteína Gαi, uma vez que ela foi insensível à toxina pertussis (PTX). Por outro lado, 
a inibição dos receptores para inositol trifosfofato (IP3R), os quais medeiam o efluxo 
de Ca2+ do reticulo sarcoplasmático para o citoplasma, completamente bloqueou o 
aumento no conteúdo de substratos fosforilados pela proteína quinase dependente de 
Ca2+ (PKC),  na fosforilação da Akt e FoxO1 e consequentemente,  na diminuição de 
LC3 (um marcador da proteólise autofágica/lisossomal) e da proteólise total induzido 
pelo WAY. Resultados similares foram obtidos em músculos incubados na presença 
de WAY e da triciribina, um inibidor da Akt. Em conjunto, estes dados indicam que o 
OTR produz seus efeitos anti-catabólicos no metabolismo de proteínas 
musculoesqueléticas, através de sua interação com à via Gαq induzindo aumento na 
concentração de Ca2+ via IP3R e de uma sinalização intracelular cruzada com a Akt, 
a qual fosforila e inibe FoxO1 o que consequentemente diminuirá a expressão de 
genes relacionados à atrofia, como o LC3 e a proteólise muscular.  
 
DESCRITORES – Ocitocina; receptor para ocitocina; músculo esquelético; proteólise; 
Akt/FoxO/LC3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

INTRACELLULAR MECHANISMS INVOLVED IN OXYTOCIN RECEPTOR- 
INDUCED ANTIPROTEOLYTIC EFFECTS IN RAT SKELETAL MUSCLE. Tatiane de 
Oliveira Santos, Mestrado em Ciências Fisiológicas, UFS, São Cristóvão/SE, 
2023. Although it has been previously demonstrated that the stimulation of oxytocin 
(OT) receptors can control skeletal muscle mass in vitro and in vivo, the intracellular 
mechanisms that mediate this effect are still poorly understood. Thus, oxidative 
skeletal muscles of rats were isolated and incubated with i) OT, ii) a non-peptide 
selective agonist (WAY-267,464), and iii) an antagonist (atosiban) of OT receptors 
(OTR), and overall proteolysis was evaluated. The results indicated that both OT and 
WAY-267,464 (WAY) attenuated muscle proteolysis, and this effect was blocked by 
the addition of atosiban. Furthermore, it was observed that the WAY-induced anti-
catabolic action on protein metabolism is independent of the coupling between OTR 
and Gαi, as it was insensitive to pertussis toxin (PTX). On the other hand, inhibition of 
inositol triphosphate receptors (IP3R), which mediates Ca2+ release from the 
sarcoplasmic reticulum to the cytoplasm, completely blocked the increase in the 
contents of Ca2+-dependent protein kinase (PKC) phosphorylated substrates and both 
Akt and FoxO1 phosphorylation, consequently leading to a decrease in LC3 (an 
autophagic/lysosomal marker) and total proteolysis induced by WAY. Similar results 
were obtained in WAY-incubated muscles in the presence of triciribine, an Akt inhibitor. 
Taken together, these data indicate that OTR produces skeletal muscle protein-sparing 
effects through a Gαq/IP3R/Ca2+-dependent pathway and crosstalk with Akt/FoxO1 
intracellular signaling, which consequently decreases the expression of genes related 
to atrophy, such as LC3 and muscle proteolysis. 
 
Key words: Oxytocin; oxytocin receptor; skeletal muscle; proteolysis; Akt/FoxO/LC3. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO VOLTADO PARA A SOCIEDADE 

 

MECANISMOS INTRACELULARES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-

PROTEOLÍTICA DA ESTIMULAÇÃO OCITOCINÉRGICA EM MÚSCULOS 

ESQUELÉTICOS DE RATAS. Tatiane de Oliveira Santos, Mestrado em Ciências 

Fisiológicas, UFS, São Cristóvão/SE, 2023. Desde a descoberta da ocitocina (OT) 

foi demonstrado que este hormônio é capaz de induzir a contração de células 

musculares no útero e na glândula mamária e assim induzindo o parto e a ejeção do 

leite durante a amamentação, respectivamente. Mais recentemente, descobriu-se que 

além do músculo presente nestes órgãos, a OT também é capaz de controlar o 

tamanho da massa muscular esquelética que é o tecido mais abundante no corpo de 

mamíferos e responsável por realizar diversas funções, como por exemplo a 

locomoção. Neste estudo, demonstramos que o efeito protetor da OT na massa 

muscular esquelética depende da ativação de proteínas específicas presentes no 

interior da célula que são também estimuladas pela insulina. Desta forma, é possível 

supor que a OT possa, futuramente, ser utilizada em abordagens clínicas objetivando 

impedir a diminuição da massa muscular corporal observada em diversas doenças, 

como por exemplo, o diabetes mellitus. 

 

Palavras-Chave: Ocitocina; músculo esquelético; massa muscular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS 

 

2-APB 2-Aminoetildifenilborato 

AC Adenilato ciclase 

Akt Proteína quinase B ou PKB 

AMPc Adenosina monofosfato cíclico 

Ang 1-7 Angiotensina 1-7 

ANOVA Análise de variância 

ATB Atosiban 

BAPTA-AM Ácido 1,2-Bis(2-aminofenoxi)etano-N, N, N', N'- tetraacético tetraquis 

(éster acetoximetílico) 

C2C12 Mioblastos imortalizados obtidos de camundongos  

CaMK Quinase dependente de cálcio-calmodulina  

CEPA Comitê de Ética em Pesquisa com Animais 

CREB Proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMP cíclico 

DAG Diacilglicerol  

DMSO Dimetilsulfóxido 

E1 Enzima ativadora 

E2 Enzima carreadora 

E3 Ubiquitina ligase 

EPAC  Proteína trocadora ativada por AMPc 

FoxO Forkhead box O 

GPCR Receptores acoplados à proteína G 

HRP Horseradish peroxidase  

IGF-1 Fator de crescimento similar à insulina do tipo 1 

IL-1b Interleucina 1b 

IL-6 Interleucina 6 

IP3 Inositol trifosfato  

IP3R Receptores para IP3 

LC3 Microtubule-associated protein light chain 3 

LPA Ácido lisofosfatídico  

MDM2 Murine doble minute 2 

MuRF1 Muscle RING Finger – 1 

NF-κB Fator nuclear kappa B 



OT Ocitocina 

OTR receptores para ocitocina 

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida 

PI3K Fosfatidilinositol 3-kinase  

PKA Proteína quinase dependente de AMPc 

PKC Proteína quinase dependente de Ca2+ 

PLC Fosfolipase C  

PMA Forbol-12-miristato-13-acetato  

PTX Toxina pertussis  

PVN Núcleo hipotalâmico paraventricular  e supraótico 

RIPA Tampão para ensaio de radioimunoprecipitação 

RTK Receptores tirosina quinase  

SDS Dodecilsulfato de sódio 

SIK-1 Quinase induzida por sal do tipo 1 

SON Núcleo hipotalâmico supraótico 

TNF-α Fator de necrose tumoral α 

Ub Ubiquitina 

UFS Universidade Federal de Sergipe 

UPS Sistema proteolítico dependente de ubiquitina-proteassoma 

V1aR Receptores para vasopressina do tipo 1a 

WAY WAY-267,464 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Representação dos possíveis mecanismos intracelulares envolvidos na 

ação anti-proteolítica da ocitocina (OT) em músculos esqueléticos. .......................... 3 

Figura 2. Efeito de diferentes concentrações de ocitocina (OT, em a), do agonista, 

WAY-267,464 (b) e antagonista dos receptores para OT, atosiban (c) e da co-

incubação de 1,0µM de WAY-267,464 e 10µM de atosiban (d) na proteólise total em 

músculos soleus de ratas. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão 

da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de 

variância (ANOVA) de uma via (em a, b e c) ou de duas vias (em d) seguida do teste 

de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; $p<0,05 vs. 1,0µM de atosiban e #p<0,05 vs. 

1,0µM de WAY-267,464; n=5-7/grupo. ..................................................................... 18 

Figura 3. Efeito temporal do WAY-267,464 nos conteúdos de proteínas fosforiladas 

pelas proteínas quinases dependentes de AMPc (PKA, em a), e de Ca2+ (PKC, em b), 

de SIK-1 (c) e de pSer473-Akt (d) em músculos soleus de ratas em condições basais. 

Imagens representativas dos blottings (e).Os resultados foram expressos como média 

± erro padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à 

análise de variância (ANOVA) de uma via seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. 

Controle; n=3/grupo. ................................................................................................ 20 

Figura 4. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e da toxina Pertussis (PTX, 100ng.mL-1) na 

proteólise total (a, n=6/grupo) e no conteudo de proteínas fosforiladas pela proteína 

quinase dependente de AMPc (PKA, em b) e dos marcadores de autofagia, LC3 I e 

LC3 II (c) em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens representativas 

dos blottings (d).Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância 

(ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle.  Em b-d, 

os resultados correspondem a 30 minutos de exposição aos agentes (n=3/grupo). 22 

Figura 5. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e do BAPTA-AM (50 µM) na proteólise total 

(a, n=7/grupo) e no conteudo de proteínas fosforiladas pela proteína quinase 

dependente de Ca2+ (PKC, em b) e dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (c) 



 
 

em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens representativas dos 

blottings (d).Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e 

submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância 

(ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 

vs. WAY.  Em b-d, os resultados correspondem a 30 minutos de exposição aos 

agentes (n=3/grupo). ................................................................................................ 24 

Figura 6. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e do 2-APB (100µM) na proteólise total (a, 

n=8/grupo) e no conteudo de proteínas fosforiladas pela proteína quinase dependente 

de Ca2+ (PKC, em b), dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (c) de pSer473-Akt 

e pSer256-FoxO1 (d) em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens 

representativas dos blottings (e).Os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise 

de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. 

Controle; #p<0,05 vs. WAY.  Em b-e, os resultados correspondem a 30 minutos de 

exposição aos agentes (n=3/grupo). ........................................................................ 26 

Figura 7. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e da triciribina (10µM) na proteólise total (a, 

n=7/grupo) e no conteudo dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (b) e de 

pSer473-Akt e pSer256-FoxO1 (c) em músculos soleus de ratas em condições basais. 

Imagens representativas dos blottings (d).Os resultados foram expressos como média 

± erro padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à 

análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 

vs. Controle; #p<0,05 vs. WAY.  Em b-d, os resultados correspondem a 30 minutos de 

exposição aos agentes (n=3/grupo). ........................................................................ 28 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados neste estudo. .................................... 16 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 1 

2. REFERENCIAL TEÓRICO ..................................................................................... 3 

2.1. Sistemas proteolíticos na musculatura esquelética .......................................... 3 

2.2. Mecanismos intracelulares envolvidos no controle da proteólise muscular ...... 5 

2.3. Papel da ocitocina na regulação do metabolismo na musculatura esquelética 7 

3. OBJETIVOS ......................................................................................................... 10 

3.1. Objetivo geral ................................................................................................. 10 

3.2. Objetivos específicos ..................................................................................... 10 

4. MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................... 11 

4.1. Animais .......................................................................................................... 11 

4.2. Procedimentos gerais .................................................................................... 11 
4.2.1 Escolha dos animais ................................................................................. 11 
4.2.2. Delineamento experimental ..................................................................... 12 
4.2.3. Procedimento experimental para a análise da proteólise em músculos 
soleus de ratas .................................................................................................. 14 

4.3. Dosagem de proteínas ................................................................................... 15 

4.4. Análise de proteínas através do western blotting ........................................... 15 

4.5. Análise estatística .......................................................................................... 16 

5. RESULTADOS ..................................................................................................... 17 

6. DISCUSSÃO ........................................................................................................ 29 

7. CONCLUSÃO ...................................................................................................... 34 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................... 35 

APÊNDICE .............................................................................................................. 53 

ANEXO .................................................................................................................... 56 

 

 

 



 
 

1 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

Diversas condições patológicas estão relacionadas à perda de massa 

muscular como diabetes mellitus, insuficiência renal, câncer, síndrome de Cushing, 

etc. (BONALDO; SANDRI, 2013; KETTELHUT; WING; GOLDBERG, 1988). Uma 

característica em comum destas doenças é a ativação da proteólise que culmina com 

a atrofia muscular piorando o prognóstico dos pacientes (BONALDO; SANDRI, 2013; 

NUNES et al., 2022). Embora não estejam disponíveis fármacos que controlem a 

proteólise muscular, diversos estudos têm demonstrado que este processo pode ser 

regulado por fatores neurais e hormonais, indicando que as vias intracelulares 

mediadas por estes sinalizadores podem ser utilizadas como alvos para prevenção e 

tratamento de doenças relacionadas à perda de massa muscular (CHEN et al., 2022). 

Neste sentido, recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que a 

ocitocina (OT) é capaz de inibir o catabolismo proteico em músculos soleus de ratas 

(COSTA et al., 2021). Enquanto a principal fonte de OT circulante advém dos 

neurônios magnocelulares localizados nos núcleos hipotalâmicos paraventricular 

(PVN) e supraótico (SON) (ARMSTRONG, 2015; DUVIGNEAUD et al., 1954), foi 

também demonstrado que o músculo esquelético produz OT, possui receptores para 

este neuropeptídio (BRETON et al., 2002; ZHANG et al., 2019) e que a ação anabólica 

dos esteroides sexuais parece depender, pelo menos parcialmente, do aumento da 

sinalização ocitocinérgica em músculos esqueléticos (DEJAGER et al., 2011). 

Adicionalmente, a incubação de um agonista seletivo não peptídico dos receptores 

para OT (OTR), WAY-267,464, atenuou a proteólise proteassomal e lisossomal em 

músculos soleus (COSTA et al., 2021). Embora esta ação tenha sido associada com 

a ativação da Akt (também conhecida como PKB) e fosforilação com consequente 

inibição da atividade de fatores de transcrição da família FoxO (do inglês, forkhead 

box O), os mecanismos intracelulares envolvidos neste efeito ainda são pouco 

conhecidos. 

O OTR é um membro típico da família dos receptores acoplados à proteína G 

(GPCR) (DEING et al., 2013; DEVOST; WRZAL; ZINGG, 2008). A estimulação deste 

receptor está classicamente associada com a ativação da proteína Gαq e da 

fosfolipase C (PLC), que produz diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), 

promovendo dessa maneira o aumento do cálcio (Ca2+) intracelular, o qual pode se 

ligar e ativar a proteína quinase dependente de Ca2+ (PKC) (GIMPL; FAHRENHOLZ, 
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2001; HYE et al., 2016). De fato, a estimulação da via de sinalização mediada pela 

Gαq diminuiu a expressão dos marcadores do sistema proteassomal induzida pelo 

desuso (MORALES et al., 2016) e queimadura (SHERIFF et al., 2009), 

respectivamente, no entanto o papel da PKC não foi elucidado nestes estudos. 

Interessantemente, a ativação da PKC com forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) foi 

capaz de aumentar a fosforilação da Akt (WU et al., 2009), o que poderia, pelo menos 

parcialmente, justificar a inibição da proteólise induzida pela estimulação dos OTR 

observada por COSTA et al. (2021), no entanto se a via Gαq está envolvida nos efeitos 

anti-proteolíticos  induzidos pela estimulação ocitocinérgica em músculos esqueléticos 

é uma questão em aberto. 

Por outro lado, Strakova e Soloff (1997) utilizando miócitos uterinos sugeriram 

que o OTR pode também estar  acoplado à proteína Gαi, uma vez que os efeitos da 

OT foram inibidos quando este tecido foi exposto à toxina pertussis (PTX), 

reconhecida por impedir a diminuição do conteúdo de AMPc (adenosina monofosfato 

cíclico) intracelular promovida por agonistas de GPCR acoplados à Gαi. Embora o 

AMPc seja conhecido por inibir a proteólise muscular (BAVIERA et al., 2010; 

NAVEGANTES et al., 2000; SILVEIRA et al., 2014), foi também demonstrado que a 

superexpressão da isoforma Gαi2 estimulou a hipertrofia e diferenciação de miotubos 

através de uma via dependente de PKC e independente de Akt (MINETTI et al., 2011). 

Os resultados descritos acima indicam que o OTR pode estar acoplado à Gαq 

ou Gαi em diferentes tecidos, contudo qual destas vias é responsável pelo efeito anti-

catabólico no metabolismo de proteínas musculares induzido pela OT ainda 

permanece desconhecido (Figura 1). Assim, o principal objetivo deste trabalho é 

identificar os “mecanismos intracelulares envolvidos na resposta anti-proteolítica da 

estimulação ocitocinérgica em músculos esqueléticos de ratas”. 
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Figura 1. Representação dos possíveis mecanismos intracelulares envolvidos na 
ação anti-proteolítica da ocitocina (OT) em músculos esqueléticos. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO   
 

2.1. Sistemas proteolíticos na musculatura esquelética 
 

A perda de massa muscular é caracterizada por atrofia, que comumente é 

causada por doenças renais, sepse, diabetes, câncer, fraturas ósseas ou alterações 

metabólicas (BONALDO; SANDRI, 2013). Essas condições apresentam 

frequentemente elevações de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1b e IL-6, 

como também por glicocorticoides que estimulam a ocorrência de proteólise por meio 

de ativação de fatores de transcrição como NF-κB e FoxO (VAN HEES et al., 2011). 

Sabe-se que existem pelo menos três tipos de sistemas de degradação responsáveis 

pelo processo de renovação de proteínas na musculatura esquelética, sendo eles: o 

sistema proteolítico lisossomal, dependente de Ca+2 e dependente de ubiquitina (Ub)-

proteassoma (UPS) (BONALDO; SANDRI, 2013; SANDRI, 2012). 

O sistema lisossomal, também chamado de autofagia, depende da ação 

coordenada entre a vesícula contendo o material a ser degradado e os lisossomos 
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(BONALDO; SANDRI, 2013; SANDRI, 2008; ZHAO et al., 2007). Estas organelas são 

limitadas por membrana contendo em seu interior várias hidrolases mantidas em baixo 

pH. Sua função está relacionada à remoção de componentes celulares destinados a 

degradação, tais como outras organelas e proteínas (PALMA et al., 2013). Em 

mamíferos, três diferentes mecanismos estão envolvidos na degradação de 

substratos pelos lisossomos: microautofagia, que ainda não foi descrito no músculo 

esquelético; autofagia mediada por chaperonas, cujo papel ainda não foi elucidado 

em músculos esqueléticos em situações basais ou atróficas; e, macroautofagia, que 

parece ser a mais importante, aqui denominado de autofagia. Este último tem início 

com a formação de uma vesícula limitada por membrana contendo pequenas 

proteínas como a LC3 (do inglês, microtubule-associated protein light chain 3) que são 

importantes para a formação do autofagossomo, e por fim, para a fusão deste com o 

lisossomo, permitindo que o substrato seja então degradado (BONALDO; SANDRI, 

2013; PALMA et al., 2013; ZHAO et al., 2007). Embora os lisossomos tenham papel 

limitado na maior parte da proteólise intracelular, aumentos significativos no conteúdo 

de RNAm da catepsina L, importante cisteína protease lisossomal, foram observados 

no músculo de roedores sépticos, portadores de tumor, tratados com dexametasona  

(DEVAL et al., 2001) ou mantidos sob jejum alimentar (JAGOE et al., 2002). 

Adicionalmente, duas isoformas das calpaínas, as proteases do sistema 

dependente de Ca2+, foram identificadas em quantidades significativas na musculatura 

esquelética, a µ-calpaína e a m-calpaína, que se diferem devido à necessidade da 

concentração de Ca2+ no citosol para que elas se tornem ativas (GOLL et al., 2003, 

2007). Abordagens farmacológicas envolvendo a administração de agonistas β-

adrenérgicos demonstraram que o efeito anti-catabólico na musculatura esquelética 

desenvolvido por estes agentes, é pelo menos em parte, mediado por diminuição da 

atividade das calpaínas e aumento da atividade das calpastatinas, inibidoras 

endógenas destas proteases (NAVEGANTES et al., 2001; TONGE et al., 2010). 

Ademais, Alderton e Steinhardt, (2000) demonstraram aumento da concentração de 

Ca2+ citosólico em diversas condições atróficas que foram relacionadas com aumento 

na atividade das calpaínas.  

Entretanto, em todos os tecidos, a maioria das proteínas intracelulares é 

degradada pelo sistema proteolítico UPS. A funcionalidade desse sistema requer ação 

coordenada das enzimas conhecidas como E1 (enzima ativadora) e E2 (enzima 
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carreadora), que preparam a ubiquitina para ligação à proteína-alvo, porém a enzima-

chave é a E3 (ubiquitina ligase), pois ela reconhece a proteína-alvo e transfere a 

ubiquitina ativada. A proteína-alvo, então marcada com moléculas de ubiquitina é 

direcionada para o proteassoma 26S, onde será finalmente degradada. Este por sua 

vez é um complexo proteico, formado por subunidades reguladoras, 19S e catalítica, 

20S, na qual estão presentes enzimas com atividade similar à quimiotripsina, tripsina 

e caspase (BODINE; BAEHR, 2014; VENTADOUR; ATTAIX, 2006). É estimado que 

cerca de 80 a 90% das proteínas celulares sejam degradadas pelo sistema proteolítico 

UPS, e, portanto não seria surpresa que diversas situações atróficas estejam 

relacionadas com o aumento da atividade desta via (BODINE et al., 2001a; GOMES 

et al., 2001).LECKER et al., (1999, 2004) demonstraram haver um programa comum 

que culmina em atrofia do músculo esquelético em roedores, uma vez que foi 

observado aumento da expressão de componentes do sistema UPS em diversas 

condições atróficas. Estudos realizados por GOMES et al., (2001) e BODINE et al., 

(2001) identificaram a presença tecido-específica das enzimas E3 ligases, MuRF1 (do 

inglês, Muscle RING Finger – 1) e Atrogina-1, nos músculos esquelético e cardíaco, e 

observaram que o RNAm destas enzimas é suprarregulado em condições atróficas 

como a desnervação, imobilização, jejum, uremia e diabetes. Por tudo, atualmente 

estas duas enzimas são utilizadas como marcadores da atividade do UPS. 

O que fica até aqui evidente, é que embora uma variedade de estímulos 

induza atrofia muscular, há um número surpreendente de semelhanças nas respostas 

intracelulares. Portanto a compreensão das vias de sinalização intracelulares que 

regulam a massa muscular e os sinais que produzem mudanças nestes processos 

durante diferentes tipos de indução de proteólise deve oferecer insights sobre a 

coordenação das respostas celulares. 

 

2.2. Mecanismos intracelulares envolvidos no controle da proteólise muscular 
 

Está bem estabelecido que hormônios anti-catabólicos clássicos como a 

insulina e o IGF-1 (Fator de crescimento similar à insulina do tipo 1) promovem 

aumento de massa muscular, pelo menos em parte, através da Akt que por meio da 

fosforilação nos resíduos serina473 e treonina308 resulta em sua ativação enzimática e 

consequente supressão da degradação de proteínas, principalmente pela fosforilação 

de fatores de transcrição da família FoxO (BODINE et al., 2001b; GLASS, 2003; ZHAO 



 
 

6 
 

et al., 2007),. Adicionalmente, a Akt também pode fosforilar a enzima E3 ligase, mdm2 

(do inglês, murine doble minute 2) (OGAWARA et al., 2002) que ubiquitinará FoxO 

predispondo-o a degradação pelo proteassoma (BERTAGGIA; COLETTO; SANDRI, 

2012).Os membros da família de FoxO são os principais responsáveis pela transcrição 

gênica da atrogina-1, MuRF1, LC3 e outros atrogenes que fazem parte do “programa 

atrófico”. Durante o crescimento muscular, a atividade de FoxO é inibida pela 

fosforilação induzida pela Akt enquanto, em situações catabólicas, sua atividade é 

estimulada pela defosforilação. A ativação de FoxO promove sua translocação nuclear 

e ativação da transcrição do gene da atrogina-1, MuRF1 e LC3, dando início assim à 

estimulação da degradação de proteínas pelos sistemas proteassomal e lisossomal, 

respectivamente, e à perda da massa muscular esquelética (BERTAGGIA; COLETTO; 

SANDRI, 2012; EBERT et al., 2019; ZHAO et al., 2007). Desta forma, a Akt é 

considerada uma proteína chave no controle do metabolismo proteico(BODINE et al., 

2001b; GLASS, 2003). 

Diversos estudos tem demonstrado que independente da estimulação de 

receptores tirosina quinase (RTK) que classicamente ativam a via de sinalização da 

Akt, os GPCR podem realizar sinalizações intracelulares cruzadas com esta quinase 

e diminuir a proteólise muscular (BAVIERA et al., 2010; GONÇALVES et al., 2019; 

GONÇALVES et al., 2009; GRACA et al., 2013; LAUTHERBACH et al., 2022). Por 

exemplo, MORALES et al. (2016) observaram que a angiotensina 1-7 (Ang 1-7) 

aumentou a fosforilação da Akt e atenuou a perda de massa muscular e a 

superexpressão de atrogina-1 e MuRF-1 induzida pela imobilização. 

Interessantemente, os efeitos da Ang 1-7 foram dependentes de receptores MAS, os 

quais são GPCR classicamente acoplados à Gαq (SANTOS et al., 2003), já que eles 

não foram observados em animais nocautes para este receptor (MORALES et al., 

2016). Resultados similares foram observados em animais tratados com um agonista 

sintético dos receptores para grelina em animais com queimadura (SHERIFF et al., 

2009) e em músculos obtidos de animais submetidos previamente à desnervação 

motora e incubados com um agonista seletivo dos OTR (COSTA et al., 2021). 

Além dos GPCR acoplados à Gαq também foi observado que o aumento do 

conteúdo de AMPc intracelular promovido, por exemplo pela ativação da via 

dependente Gαs é capaz de aumentar a ativação da Akt e suprimir  a proteólise 

muscular (BAVIERA et al., 2010; GONÇALVES et al., 2009; LAUTHERBACH et al., 



 
 

7 
 

2022; MACHADO et al., 2016). Embora as ações clássicas do AMPc estejam 

relacionadas com a ativação da proteína quinase dependente de AMPc (PKA) que 

demonstrou inibir a proteólise Ca2+ em músculos esqueléticos em condições basais 

(NAVEGANTES et al., 2000), sabe-se que esta quinase também pode atenuar a 

atividade proteassomal e lisossomal em músculos obtidos de animais sépticos (LIRA 

et al., 2011), desnervados (GONÇALVES et al., 2012) ou  jejuados (SILVEIRA et al., 

2014). Para além das ações anti-catabólicas no metabolismo de proteínas em 

músculos esqueléticos promovidas pelo AMPc/PKA, BAVIERA et al. (2010) sugeriram 

que este nucleotídeo também pode interagir com a proteína trocadora ativada por 

AMPc (Epac) que culminaria com a ativação da Akt induzida por agonistas β2-

adrenérgicos. De fato, BRENNESVIK et al. ( 2005) demonstraram que a adrenalina 

potencializa a fosforilação da Akt induzida pela insulina em músculos soleus isolados 

e este efeito foi similar aquele promovido por ativador específico da Epac. 

Paradoxalmente ao efeito anti-proteolítico produzido pelo AMPc, MINETTI et 

al. (2011) observaram que a estimulação do GPCR ativado pelo ácido lisofosfatídico, 

o qual está acoplado à Gαi e portanto promove a diminuição do conteúdo de AMPc 

intracelular, promoveu hipertrofia em miotubos sendo este efeito bloqueado pela PTX. 

Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram que a superexpressão da isoforma 

constitutivamente ativa da subunidade Gαi2 foi capaz de produzir hipertrofia, 

diferenciação de mioblastos e regeneração muscular sem alterar o status de 

fosforilação da Akt em serina473, indicando que a ativação desta quinase através da 

fosforilação do resíduo serina473 não participa destes processos.  

 

 
2.3. Papel da ocitocina na regulação do metabolismo na musculatura esquelética 
 

OT corresponde a um nonapeptídeo constituído por uma parte cíclica como 

consequência de uma ligação dissulfeto entre os resíduos de aminoácidos 1 e 6 e 

uma cauda com os demais três aminoácidos (DUVIGNEAUD; RESSLER; TRIPPETT, 

1953), sendo produzida principalmente nos neurônios magnocelulares oriundos dos 

núcleos SON e PVN do hipotálamo  (ARMSTRONG, 2015; DUVIGNEAUD et al., 1954) 

que se projetam para a hipófise posterior, onde liberam a OT na circulação a fim de 

atuar como hormônio (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014; MECAWI et al., 2015). 

Além de sua produção central, outros estudos demonstraram a produção local de OT 
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em muitos órgãos periféricos como no sistema gastrointestinal (WELCH et al., 2014), 

cardiovascular (JANKOWSKI et al., 1998), glândula adrenal (NICHOLSON et al., 

1984) e músculo esquelético (DEJAGER et al., 2011).  

Não obstante a produção de OT em tecidos periféricos foi também 

demonstrado que para além das ações clássicas em músculos lisos, este 

neuropeptídeo também pode atuar em músculos esqueléticos, uma vez que este 

tecido expressa OTR (BRETON et al., 2002). LEE et al. (2008) relataram que a OT 

possui um efeito similar à insulina aumentando a captação de glicose em cultura de 

células musculares C2C12. Resultados similares também foram observados em 

cardiomiócitos sendo este efeito dependente da via de sinalização mediada pela PI3K, 

uma vez que ele foi bloqueado quando os cardiomiócitos foram co-incubados com 

wortimanina (FLORIAN; JANKOWSKI; GUTKOWSKA, 2010). É importante mencionar 

que a sinalização da PI3K, a qual é classicamente estimulada pela insulina,  pode 

culminar com a fosforilação e ativação da Akt com consequente inibição da atividade 

transcricional de FoxO e diminuição da proteólise proteassomal e lisossomal (SANDRI 

et al., 2004). Interessantemente, COSTA et al. (2021) observaram que a estimulação 

seletiva dos OTR em músculos soleus isolados de ratas atenuou a proteólise e este 

efeito foi associado com a ativação da Akt, inibição de FoxO e supressão da expressão 

de MuRF1 e atrogina-1 induzida pela desnervação motora.  

COSTA et al. (2021) também observaram que ratas tratadas por via 

intraperitoneal com OT apresentaram aumento da síntese proteica muscular sendo 

este efeito indireto já que esta ação não foi observada quando os músculos foram 

incubados com agonista seletivo dos OTR. Corroborando estes resultados, foi 

demonstrado que a OT aumenta a liberação de insulina in vitro (GAO; DREWS; 

HENQUIN, 1991) e in vivo (CHIODERA et al., 1984),  a qual é considerada um dos 

principais agentes hormonais anabólicos e anti-catabólicos no metabolismo de 

proteínas musculares (KETTELHUT et al., 1994; PEPATO et al., 1996), o que poderia, 

pelo menos em parte, justificar a melhora da sensibilidade à insulina (ZHANG et al., 

2013) e o ganho de massa muscular (ESPINOZA et al., 2021) em pacientes humanos 

diabéticos tratados perifericamente com OT. DEJAGER et al. (2011) observaram que 

bovinos tratados com esteroides anabólicos apresentaram hipertrofia muscular e este 

efeito foi acompanhado com aumento na expressão do RNAm para OT e OTR em 

músculos longissimus dorsi e da concentração plasmática de OT. Estes autores então 
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sugeriram que a sinalização local mediada por este peptídeo pode ser um dos 

responsáveis pelos efeitos anabólicos no metabolismo de proteínas produzidos pelos 

esteroides. ERKANLI et al. (2013) também demonstraram que a OT é capaz de 

aumentar a regeneração de fibras musculares e atenuar o conteúdo da protease 

caspase-3 após isquemia-reperfusão. Estes resultados foram revisitados por ZHANG 

et al. (2019), os quais observaram que a OT induz a diferenciação e proliferação de 

células satélites musculares, indicando que a OT é um fator regulador da plasticidade 

muscular. Contudo, ELABD et al. (2014) foram os primeiros a claramente demonstrar 

que a OT está envolvida no controle da massa muscular esquelética, uma vez que 

eles relataram que animais senescentes e com sarcopenia apresentavam menores 

concentrações plasmáticas de OT e que a reposição deste hormônio atenuava a perda 

de massa muscular durante o envelhecimento. Para além destes resultados, animais 

nocautes para OT desenvolvem sarcopenia mais rapidamente que camundongos 

normais (ELABD et al., 2014). De fato, os resultados obtidos pelo nosso grupo 

confirmaram que a estimulação aguda dos OTR atenua a proteólise muscular por meio 

da inibição da atividade dos sistemas proteolíticos proteassomal e lisossomal sem 

alteração da proteólise dependente de Ca2+ (COSTA et al., 2021). Embora seja 

conhecido somente um OTR o qual é considerado um membro típico dos GPCR 

(DEVOST; WRZAL; ZINGG, 2008), os efeitos anti-proteolíticos descritos por COSTA 

et al. (2021) foram associados com a ativação da Akt e inibição de FoxO, indicando 

que este receptor pode realizar uma sinalização cruzada com a via intracelular 

mediada pela insulina. Adicionalmente, foi descrito que o OTR pode estar acoplado à 

Gαq ou Gαi (DEVOST; WRZAL; ZINGG, 2008; STRAKOVA; SOLOFF, 1997). 

Interessantemente, agonistas de receptores acoplados à Gαq (MORALES et al., 2016) 

ou Gαi (KLINE et al., 2007) demonstraram ativar a Akt, no entanto, se a atenuação da 

proteólise muscular induzida pelos OTR depende da ação da Akt é ainda um processo 

desconhecido. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar os mecanismos intracelulares envolvidos no efeito anti-proteolítico da 

estimulação ocitocinérgica em músculos esqueléticos oxidativos de ratas. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

a) Avaliar o papel da OT e do OTR no controle da proteólise total em músculos 

soleus isolados obtidos de ratas em condições basais. 

b) Identificar a(s) via(s) intracelular(es) ativada(s) pela estimulação direta dos 

OTR em músculos soleus isolados obtidos de ratas em condições basais. 

c) Avaliar qual via de sinalização intracelular está envolvida no efeito anti-

proteolítico da estimulação ocitocinérgica em músculos soleus isolados obtidos 

de ratas em condições basais. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

 

Neste estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar com 

aproximadamente 60-90g de massa corporal, cedidas pelo biotério setorial da 

Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos no biotério do 

Laboratório de Neuroendocrinologia Básica e Comportamental, onde receberam dieta 

balanceada (NUVILAB® CR1, Nuvital, Colombo, Brasil) para roedores e água ad 

libitum em ambiente com ciclos claro-escuro de 12 horas (ciclo claro: 6h00 às 18h00) 

e temperatura mantida entre 21-25ºC. Os experimentos foram realizados pela manhã, 

sendo iniciados entre 8h00 e 9h00.  

Todos os animais foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical, 

sem utilização de anestesia, em acordo com a legislação vigente que permite este 

método de eutanásia para roedores de até 150g de massa corporal. Os cuidados 

foram devidamente tomados para minimizar o desconforto e dor. Este método de 

eutanásia foi escolhido a fim de evitar que os sistemas reguladores do metabolismo 

proteico muscular não estivessem sujeitos a inibição decorrente do uso de 

anestésicos (HALTER; PFLUG, 1980; WOOD, 1994).  

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

pesquisa com Animais (CEPA/UFS) sob número de protocolo 62/2017 (Anexo 1) e 

seguiu as recomendações da Lei Arouca (Lei nº 11.794/2008). 

 

4.2. Procedimentos gerais 

 

4.2.1 Escolha dos animais 

 

A utilização de animais juvenis foi necessária visto que nos experimentos in 

vitro os músculos precisam ser aerados com uma mistura de O2 e CO2, desta forma a 

utilização de músculos obtidos de animais com porte maior impossibilitaria a difusão 

dos gases e dos nutrientes contidos no meio de incubação.  

Ademais, como são bem estabelecidos os efeitos da OT na fisiologia 

reprodutiva feminina, optou-se por trabalhar com fêmeas neste estudo, além disso, 
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para que futuramente possamos correlacionar os resultados obtidos até aqui com 

situações fisiológicas que são acompanhadas por aumento na secreção de OT, como 

durante o parto, amamentação e desidratação (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2014; 

CAMERINO, 2023). Vale lembrar também que as fêmeas utilizadas eram pré-puberes, 

assim evitando a variação hormonal decorrente do ciclo estral das mesmas. 

Neste estudo, músculos soleus foram utilizados uma vez que no trabalho 

realizado por COSTA et al., (2021), o efeito anti-proteolítico do OTR foi identificado 

somente neste tipo muscular.  

 

4.2.2. Delineamento experimental 

 

Os sets de grupos experimentais utilizados em cada procedimento estão 

descritos abaixo: 

 

a) Concentrações crescentes (0,1; 1,0 e 10µM) de ocitocina (Farmacêutica, 

SE, Brasil; diluída no meio de incubação), do WAY-267,464 (WAY; 

agonista seletivo não-peptídico do OTR; Sigma Aldrich, código 

SML2223, diluído em DMSO) e do atosiban (ATB, antagonista do OTR; 

Santa Cruz Biotechnology, código sc-254947, diluído no meio de 

incubação) foram utilizadas para avaliar a proteólise total in vitro em 

músculos soleus de ratas. Os músculos do grupo Controle foram 

incubados em tampão Krebs adicionado de volumes proporcionais dos 

veículos. Em um segundo protocolo, foi realizada a incubação 

concomitante com WAY-267,464 e atosiban, nas menores 

concentrações onde os efeitos anti-proteolíticos e proteolíticos foram 

observados, respectivamente.  

b) Para avaliar as possíveis vias intracelulares ativadas pela estimulação 

do OTR, músculos soleus foram isolados e incubados por 15, 30 e 60 

minutos com WAY na menor concentração onde o efeito anti-proteolítico 

desta droga foi confirmado. Após cada etapa temporal, os músculos 

foram imediatamente congelados em N2 e posteriormente processados 

para avaliação do conteúdo de substratos fosforilados pela PKA e PKC, 

SIK-1 (um alvo de direto da proteína de ligação em resposta ao AMPc, 
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isto é, CREB; STEWART et al., 2012), da pSer473-Akt e Akt total. 

c) Para avaliar a participação da proteína Gαi nos efeitos anti-proteolíticos 

induzidos pela estimulação dos OTR, músculos soleus  foram incubados 

com WAY (1,0µM), toxina pertussis (PTX, 100ng.mL-1) (ESSID; 

BEVINGTON; BRUNSKILL, 2019; NING et al., 2023) e com WAY + PTX. 

Músculos Controle foram mantidos em tampão Krebs. É importante 

mencionar que a PTX é uma toxina que inibe a troca de nucleotídeos de 

guanina pelas proteínas Gαi, desta forma, esperar-se-ia o aumento de 

AMPc intracelular decorrente da não inibição da adenilato ciclase pela 

Gαi (MANGMOOL; KUROSE, 2011). Em sequência, novos grupos foram 

formados e o efeito da exposição por 30 minutos com WAY adicionado 

ou não com PTX foi utilizado para avaliação do conteúdo de substratos 

fosforilados pela PKA e de LC3. A PTX foi obtida da empresa Sigma 

Aldrich, código P7208 e diluída em tampão Krebs. 

d) Posteriormente, a participação da via de sinalização mediada pela 

proteína Gαq na atenuação da proteólise induzida pela estimulação do 

OTR em músculos soleus foi avaliada através da incubação destes 

músculos na presença de WAY (1,0µM), BAPTA-AM (50µM, 

(CARRASCO et al., 2003; FERDOWSI et al., 2022) e WAY+ BAPTA-AM. 

Neste protocolo, procurou-se inibir a participação do Ca2+ nos efeitos do 

WAY, já que o BAPTA-AM é um quelante de Ca2+ permeável à 

membrana. Posteriormente, músculos soleus foram incubados por 30 

minutos com WAY, BAPTA-AM e WAY+ BAPTA-AM e os conteúdos de 

substratos fosforilados pela PKC e LC3 foram avaliados.  O BAPTA-AM 

foi obtido da empresa Santa Cruz Biotechnology, código sc-202488 e 

diluído em DMSO.  Posteriormente, músculos soleus  foram isolados e 

incubados com WAY (1,0µM), 2-APB (100µM; ZHU et al., 2011) e WAY 

+ 2-APB e proteólise total foi avaliada. Além disso, os conteúdos de 

substratos fosforilados pela PKC, da LC3, da pSer473-Akt e Akt total e 

pSer253-FoxO1 foram avaliados após 30 minutos de ação destas 

moléculas. Vale mencionar que o 2-APB é um inibidor dos receptores 

para IP3 (IP3R),os quais são receptores ionotrópicos condutores de Ca2+ 

ativados pelo IP3 presentes na membrana do retículo sarcoplasmático 
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(ZHU et al., 2011). O 2-APB foi obtido da empresa Sigma Aldrich, código 

D9754 e diluído em metanol. 

e) Por fim, a participação da Akt nos efeitos anti-proteolíticos induzidos pelo 

WAY foi avaliada. Para isso, músculos soleus foram incubados com 

WAY (1,0µM), triciribina (10µM; GONÇALVES et al., 2012) e WAY + 

triciribina e proteólise total foi mensurada. Adicionalmente, os conteúdos 

de pSer473-Akt e Akt total, pSer253-FoxO1 e LC3 foram avaliados após 

30 minutos de ação destas moléculas. A triciribina é uma molécula 

inibidora  seletiva da Akt (GONÇALVES et al., 2012), foi obtida da 

empresa Santa Cruz Biotechnology, código sc-200661A e diluída em 

DMSO. 

 

4.2.3. Procedimento experimental para a análise da proteólise em músculos soleus de 

ratas 

 

Para avaliar o efeito da estimulação ocitocinérgica na proteólise total, os 

músculos soleus foram coletados de ratas em condições basais e incubados na 

presença de WAY e/ou das demais substâncias citadas em 4.2.2. Após a coleta, os 

músculos foram presos por meio dos seus tendões em suportes de alumínio, 

mantendo-os no cumprimento de repouso, mantidos sob leve agitação à 37ºC em 

banho Dubnoff e incubados em tampão Krebs Ringer Bicarbonato, pH7,4 (0,120M de 

NaCl; 0,015M de NaHCO3; 4,828mM de KCl; 1,2mM de MgSO4; 1,212mM de 

KH2PO4; 2,4mM de CaCl2) adicionado de 5mM.L-1  de glicose, 0,5mM.L-1 de 

ciclohexamida (um inibidor da síntese proteica) e aerados com carbogênio (95% de 

O2 e 5% de CO2) durante 1h com o intuito de estabelecer o equilíbrio da velocidade 

de liberação da tirosina para o meio de incubação. Após este período, os meios foram 

renovados e os músculos incubados por 2h nas mesmas condições descritas 

inicialmente (COSTA et al., 2021; GONÇALVES et al., 2012; LIRA et al., 2011; 

NAVEGANTES et al., 2000; SILVEIRA et al., 2014). Posteriormente, 1mL do meio foi 

coletado para avaliação da proteólise total que foi mensurada através da taxa de 

liberação de tirosina no meio de incubação. O aminoácido tirosina foi escolhido por 

não ser catabolizado e nem sintetizado de novo pelo músculo esquelético 

(JEFFERSON; LI; RANNELS, 1977), além de ser facilmente dosado pelo método 



 
 

15 
 

fluorimétrico (WAALKES; UDENFRIEND, 1957). 

 

4.3. Dosagem de proteínas 

 

Após as incubações, músculos soleus foram coletados e homogeneizados no 

TissueLyser II por 2 minutos a uma frequência de 25 agitações/s em solução tampão 

RIPA (pH 7,4) acrescido de inibidores de proteases (1mM de fluoreto de 

fenilmetilsulfonil, 5µg.mL-1 de aprotinina e 1µg.mL-1 de leupeptina) e de fosfatases 

(10,09mM de pirofosfato de sódio, 100mM de fluoreto de sódio, 10,28mM de 

ortovanadato de sódio). O homogenato foi centrifugado a 15.000 RPM à 4ºC e o 

sobrenadante coletado e diluído 200X em água mili-Q para a dosagem de proteínas 

por meio do método de Lowry (LOWRY et al., 1951).   

 

4.4. Análise de proteínas através do western blotting 
 

Após a dosagem das proteínas obtidas dos extratos musculares (como 

descrito no item 4.3), o homogenato foi misturado com volumes iguais de tampão 

Laemmli (20% de glicerol, 125mM de Tris, 4% de SDS, 100mM de ditiotreitol, 0,02% 

de azul de bromofenol, pH 6,8) foram misturados, aquecidos à 70ºC por 5 minutos e 

submetidos à eletroforese em gel de SDS-PAGE de 10 a 16%. A eletro-transferência 

das proteínas do gel para membrana foi realizada a 400mA em sistema de 

transferência semi-seco por 30 min. Após o bloqueio (leite desnatado 5%), as 

membranas foram incubadas com anticorpos primários específicos e posteriormente 

com anticorpo secundário conjugado com peroxidase, conforme tabela 1 abaixo. A 

revelação foi feita após incubação das membranas com reagente amplificador de 

quimioluminescência (1M de Tris-HCL, pH 8,5; 250mM de luminol; 90mM de ácido p-

coumárico; peróxido de hidrogênio e água mili-Q)  no aparelho iBright Imaging 

Systems (Thermo Fisher Scientific). A análise quantitativa dos blottings foi realizada 

através de quantificação da intensidade das bandas por densitometria utilizando o 

iBright Analysis Software®. Após serem quantificados, os valores foram corrigidos 

pela densitometria da β-actina, proteína utilizada como controle de carregamento.  
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Tabela 1. Lista de anticorpos utilizados neste estudo. 

Nome Código Marca Diluição 

Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrate 

Antibody 

#9621 

 
Cell Signaling 1:1000 

Phospho-(Ser) PKC Substrate 

Antibody 
#2261 Cell Signaling 1:1000 

Akt Antibody #9272 Cell Signaling 1:500 

Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® 
#4060 

 
Cell Signaling 1:500 

p-FKHR (Ser 256) 
sc-

101681 

Santa Cruz 

Biotechnology 
1:500 

LC3 polyclonal antibody 
PA 

146286 
Invitrogen 1:1000 

βActin Anticorpo (C-2) sc-8432 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1:1000 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) 

Secondary Antibody, HRP 

31430 

 
Invitrogen 1:3000 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary 

Antibody, HRP 
31460 Invitrogen 1:2000 

 

4.5. Análise estatística 
 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). 

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de uma via (fator= OT, 

WAY, atosiban ou tempo) ou de duas vias (fator 1= WAY, fator 2: presença de 

atosiban, PTX, BAPTA-AM, 2-APB ou triciribina) seguido de pós teste de Bonferroni, 

quando necessário. O nível de significância aceito foi de 5% (i.e., p≤0,05). 
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5. RESULTADOS 

  

O efeito in vitro da estimulação do OTR na degradação de proteínas foi 

inicialmente avaliado estimando a liberação de tirosina de músculos soleus incubados 

com diferentes concentrações (0,1; 1,0 e 10 µM) de WAY, um agonista não peptídico 

de OTR (RING et al., 2010). Conforme mostrado na Figura 2a, a análise de variância 

de uma via revelou que 1,0 e 10 µM de WAY foram capazes de inibir a taxa de 

proteólise em cerca de 25% e 20%, respectivamente, em comparação com o controle. 

Com base nesses dados, os músculos foram incubados com OT nas duas 

concentrações mais baixas testadas no experimento com WAY. A proteólise não foi 

alterada pela presença de 0,1 µM de OT em relação ao controle, mas 1,0 µM atenuou 

a degradação de proteínas em cerca de 64% (p < 0,01) em comparação com o 

controle (Figura 2b). 

Posteriormente, foi avaliada a contribuição do OTR na regulação da proteólise 

em músculos soleus incubados com concentrações crescentes de atosiban, um 

antagonista dos OTR (CICUTTI et al., 1999).  Neste experimento, nenhuma das 

concentrações testadas alterou a taxa de degradação proteica total em comparação 

ao grupo Controle. No entanto, a concentração de 10µM elevou significativamente o 

conteúdo de tirosina em relação aos músculos incubados com 1,0µM deste 

antagonista (Figura 2c) e por isso essa concentração foi usada no experimento 

seguinte. Assim, músculos foram co-incubados com WAY (1,0µM) e atosiban (10µM). 

Como esperado, a ANOVA de duas vias apontou que o WAY atenuou a proteólise 

(~39% vs. Controle) e este efeito foi bloqueado pelo atosiban (Figura 2d).   
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Figura 2. Efeito de diferentes concentrações do agonista dos receptores para ocitocina (OTR), WAY-267,464 (a), de ocitocina (OT, em 
b), e do antagonista dos receptores para OT, atosiban (c) e da co-incubação de 1,0µM de WAY-267,464 e 10µM de atosiban (d) na 
proteólise total em músculos soleus de ratas. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e submetidos ao 
teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de uma via (em a, b e c) ou de duas vias (em d) seguida do 
teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; $p<0,05 vs. 1,0µM de atosiban e #p<0,05 vs. 1,0µM de WAY-267,464; n=5-7/grupo.



 
 

19 
 

Confirmado o efeito anti-proteolítico da estimulação dos OTR e baseando-se 

no fato de que este receptor pode estar acoplado à Gαq ou Gαi (ZHOU et al., 2007), 

posteriormente foram avaliadas quais as vias de sinalização intracelulares que 

poderiam mediar as ações anti-catabólicas observadas neste estudo. Assim, 

músculos soleus foram expostos por 15,30 e 60 minutos a 1,0µM de WAY e o 

conteúdo de proteínas fosforiladas pela PKA e PKC foram mensuradas como 

parâmetro indireto da atividade destas quinases (MACHADO et al., 2016; SILVEIRA 

et al., 2020). Conforme é apontado na Figura 3a, não houve alteração da atividade 

da PKA em nenhum dos tempos avaliados, contudo o conteúdo de proteínas 

fosforiladas pela PKC esteve elevado entre 15 e 30 minutos (~28 e 20%, 

respectivamente) em relação ao grupo Controle, normalizando-se aos 60 minutos de 

incubação. Adicionalmente, o conteúdo da proteína SIK-1 também foi mensurado 

como parâmetro de ativação de CREB uma vez que além da PKA (STEWART et al., 

2012), a PKC também pode fosforilar este fator de transcrição (MAO; TANG; WANG, 

2007) e consequentemente aumentar a expressão de SIK-1. Corroborando os 

resultados descritos acima, o conteúdo de SIK-1 aumentou aproximadamente 65 e 

76% após 30 e 60 minutos de exposição ao WAY, respectivamente, em relação ao 

Controle (Figura 3c). Além disso, a ativação da Akt, mensurada pela sua fosforilação 

no resíduo serina473 foi aumentada pelo WAY desde os 15 minutos e se manteve alta 

até 60 minutos de estimulação com o agonista do OTR em relação ao Controle (Figura 

3d). Imagens representativas são apresentadas na Figura 3e.  
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Figura 3. Efeito temporal do WAY-267,464 nos conteúdos de proteínas fosforiladas pelas proteínas quinases dependentes de AMPc 
(PKA, em a), e de Ca2+ (PKC, em b), de SIK-1 (c) e de pSer473-Akt (d) em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens 
representativas dos blottings (e).Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e submetidos ao teste de 
normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de uma via seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; 
n=3/grupo.  
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Embora a atividade da PKA, mensurada indiretamente pelo conteúdo de 

substratos fosforilados por esta quinase, não tenha sido alterada pelo WAY, o que 

indica que possivelmente o efeito anti-proteolítico observado após a estimulação do 

OTR não é dependente da via Gαi a qual, classicamente, ao inibir a adenilato ciclase 

diminuiria o conteúdo de AMPc e a atividade da PKA, sabe-se também que receptores 

acoplados à Gαi podem disparar vias de sinalizações não clássicas  que poderiam 

inibir a proteólise muscular, por exemplo, ativando a PKC (MINETTI et al., 2011). 

Desta forma, para elucidar uma possível contribuição da Gαi nas ações anti-

catabólicas do OTR observadas neste estudo, músculos soleus foram incubados com 

WAY (1,0µM) e/ou com PTX (100ng.mL-1; ESSID; BEVINGTON; BRUNSKILL, 2019; 

NING et al., 2023) e a proteólise total mensurada (Figura 4a).  Como esperado, o 

WAY atenuou a degradação proteica (~40% vs. Controle), porém este efeito não foi 

bloqueado pela PTX. Contudo a ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativo 

da PTX no conteúdo de substratos fosforilados pela PKA, não havendo interação com 

a presença do WAY (Figura 4b). Embora a PTX sozinha não tenha alterado a 

proteólise (p = 0,081 vs. Controle), observou-se uma diminuição do conteúdo de LC3 

I e LC3II (~27 e ~45% vs. Controle, respectivamente), marcadores do sistema 

autofágico-lisossomal em músculos incubados com esta toxina (Figura 4c). 

Resultados similares foram observados nos grupos WAY e WAY+PTX. Imagens 

representativas estão na Figura 4d. 
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Figura 4. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e da toxina Pertussis (PTX, 100ng.mL-1) na proteólise total (a, n=6/grupo) e no conteudo de 
proteínas fosforiladas pela proteína quinase dependente de AMPc (PKA, em b) e dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (c) em 
músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens representativas dos blottings (d).Os resultados foram expressos como média 
± erro padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida 
do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle.  Em b-d, os resultados correspondem a 30 minutos de exposição aos agentes (n=3/grupo). 
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Em sequência, a participação da via de sinalização canônica mediada pela 

Gαq nos efeitos anti-proteolíticos induzidos pela estimulação do OTR em músculos 

esqueléticos foi avaliada. Para isso, músculos soleus foram incubados com WAY 

(1,0µM), com um quelante intracelular de Ca2+, BAPTA-AM (50µM) e com WAY + 

BAPTA-AM e a taxa de degradação proteica total foi então avaliada. Conforme 

apresentado na Figura 5a, tanto o WAY como o BAPTA-AM diminuíram a proteólise 

em cerca de 18 e 44% em relação ao Controle e desta forma, o efeito anti-catabólico 

do WAY não foi bloqueado pelo quelante de Ca2+. Adicionalmente, a presença do 

BAPTA-AM bloqueou completamente o aumento no conteúdo de substratos 

fosforilados pela PKC induzido pelo WAY (Figura 5b), indicando que a concentração 

desta droga usada neste estudo foi suficiente para quelar o Ca2+ intracelular. Para 

substanciar ações anti-catabólicas no metabolismo de proteínas musculares do WAY 

e do BAPTA-AM, o conteúdo de LC3I e LC3II foi mensurado em todos os grupos, 

sendo todos eles menores em relação ao grupo Controle (Figura 5c-d).  
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Figura 5. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e do BAPTA-AM (50 µM) na proteólise total (a, n=7/grupo) e no conteudo de proteínas 
fosforiladas pela proteína quinase dependente de Ca2+ (PKC, em b) e dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (c) em músculos 
soleus de ratas em condições basais. Imagens representativas dos blottings (d).Os resultados foram expressos como média ± erro 
padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do 
teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. WAY.  Em b-d, os resultados correspondem a 30 minutos de exposição aos 
agentes (n=3/grupo).  
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Para tentar elucidar o envolvimento da possível elevação no conteúdo 

intracelular de Ca2+ músculos soleus foram então incubados com WAY (1,0µM), com 

o inibidor do IP3R, 2-APB (100µM) e com WAY + 2-APB. Conforme apresentado na 

Figura 6a, enquanto o WAY produziu atenuação (~15% vs. Controle) da proteólise 

que foi associada com o aumento da fosforilação da Akt e FoxO1 e consequente 

atenuação da expressão de LC3I e LC3II (Figura 6c-e), o 2-APB sozinho elevou a 

proteólise total (~20% vs. Controle) e quando associado com WAY, completamente 

bloqueou o efeito anti-proteolítico do agonista do OTR. Interessantemente, a atividade 

da PKC, mensurada indiretamente pela quantificação do conteúdo de substratos 

fosforilados por esta quinase, também foi bloqueada na presença do 2-APB (~25% vs. 

Controle) e de WAY + 2-APB (~20% vs. WAY; Figura 6b). 
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Figura 6. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e do 2-APB (100µM) na proteólise total (a, n=8/grupo) e no conteudo de proteínas fosforiladas 
pela proteína quinase dependente de Ca2+ (PKC, em b), dos marcadores de autofagia, LC3 I e LC3 II (c) de pSer473-Akt e pSer256-
FoxO1 (d) em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens representativas dos blottings (e).Os resultados foram expressos 
como média ± erro padrão da média e submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de duas 
vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; #p<0,05 vs. WAY.  Em b-e, os resultados correspondem a 30 minutos de 
exposição aos agentes (n=3/grupo). 
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Posteriormente, uma vez que foi observado neste estudo aumento da ativação 

da Akt após exposição ao WAY assim como no estudo conduzido por COSTA et al. 

(2021), mensurada pelo conteúdo desta quinase fosforilada no resíduo serina473, a 

qual está associada com a fosforilação de FoxO e inibição dos sistemas proteolíticos 

proteassomal (GONÇALVES et al., 2009) e lisossomal (BERTAGGIA; COLETTO; 

SANDRI, 2012; PAULA-GOMES et al., 2013), foi avaliado se esta enzima está 

envolvida no efeito anti-proteolítico do WAY no metabolismo de proteínas em 

músculos esqueléticos. Desta forma, músculos soleus foram incubados com WAY 

(1,0µM), triciribina (10µM) e WAY+Triciribina. Vale lembrar que a triciribina é um 

agente inibidor da Akt na concentração testada (BAVIERA et al., 2010; GONÇALVES 

et al., 2012). Como apresentado na Figura 7a, o WAY diminui a proteólise total (~25% 

vs. Controle), enquanto a triciribina isolado não produziu qualquer alteração neste 

processo. No entanto, a presença da triciribina bloqueou completamente a redução 

da proteólise induzida pelo WAY.  O efeito anti-proteolítico do WAY foi associado com 

redução do conteúdo da LC3I e LC3II (~48% e ~39% vs. Controle, respectivamente, 

Figura 7b), provavelmente devido a maior fosforilação da Akt (~55% vs. Controle) 

com consequente inibição, por meio do aumento da fosforilação, de FoxO1 (~180% 

vs. Controle, Figura 7c). Adicionalmente, a presença da Triciribina no meio de 

incubação contendo WAY, bloqueou completamente a ativação da Akt, a inibição de 

FoxO1 e redução do conteúdo de LC3I e LC3II promovida pela agonista seletivo dos 

OTR (Figura 7b-d). 
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Figura 7. Efeito do WAY-267,464 (1,0µM) e da triciribina (10µM) na proteólise total (a, n=7/grupo) e no conteudo dos marcadores de 
autofagia, LC3 I e LC3 II (b) e de pSer473-Akt e pSer256-FoxO1 (c) em músculos soleus de ratas em condições basais. Imagens 
representativas dos blottings (d).Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e submetidos ao teste de 
normalidade de Shapiro-Wilk e à análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. Controle; 
#p<0,05 vs. WAY.  Em b-d, os resultados correspondem a 30 minutos de exposição aos agentes (n=3/grupo). 
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6. DISCUSSÃO  

 

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a estimulação dos OTR reduziu 

a degradação total de proteínas no músculo soleus em condições basais, que foi 

acompanhada por reduções nas atividades dos sistemas proteolíticos proteassomal e 

autofágico/lisossomal (COSTA et al., 2021). Para compreender melhor as 

propriedades anti-catabólicas mediadas pelos OTR neste tecido, foi realizada uma 

curva concentração-resposta com OT e o efeito deste neuropeptídeo na degradação 

de proteínas foi avaliado. Foi observado que enquanto a menor concentração de OT 

testada neste estudo, isto é, 0,1µM, não produziu qualquer efeito, a concentração de 

1,0µM reduziu a taxa de proteólise de total em soleus. Resultados similares foram 

observados com o uso de um agonista não-peptídico altamente seletivo dos OTR, 

WAY, corroborando que a estimulação dos OTR tem propriedades anti-catabólicas no 

músculo esquelético oxidativo de ratas, inclusive em concentrações menores do que 

a relatada anteriormente (Costa et al., 2021). 

Embora o SON e PVN sejam os principais locais conhecidos para a síntese 

de OT (ARMSTRONG, 2015; DUVIGNEAUD et al., 1954), existem alguns relatos na 

literatura indicando que outros tecidos também podem produzir esse peptídeo  

(DEJAGER et al., 2011; JANKOWSKI et al., 1998; NICHOLSON et al., 1984; WELCH 

et al., 2014). Em células musculares esqueléticas, foi demonstrado a expressão de 

RNAm para OT e OTR em mioblastos humanos (BRETON et al., 2002) e células C2C12 

(BERIO et al., 2017; LEE et al., 2008), contudo uma expressão significativamente 

maior tanto do ligante quanto do receptor foi observada durante a diferenciação em 

miotubos (BERIO et al., 2017). Um aumento no conteúdo de OT e OTR também 

parece mediar os efeitos anabólicos de diferentes hormônios esteroides no músculo 

esquelético (DEJAGER et al., 2011; KONGSUWAN et al., 2012), indicando que este 

peptídeo também possa exercer um efeito autócrino e/ou parácrino sobre as células 

musculares esqueléticas (CAMERINO, 2023). Desta forma, foi avaliado o efeito do 

atosiban (ATB), um antagonista dos OTR (BÜSCHER, 2001) na taxa de degradação 

de proteínas,  contudo, não houve diferença significativa em comparação ao Controle, 

indicando que a OT não exerce efeitos tônicos inibitórios na proteólise muscular. 

Apesar disso,  10µM de ATB elevou a degradação proteica quando comparado  as 

concentrações menores deste antagonista, o que poderia ser explicado por uma 

possível ação em V1aR (KATTE; KASSIOU, 2017), uma vez que como dito 
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anteriormente, a superexpressão deste receptor atenuou a atrofia e a expressão de 

atrogina-1 induzida pelo TNF-α em músculos de camundongos (COSTA et al., 2014). 

Adicionalmente, o efeito anti-proteolítico do WAY foi completamente bloqueado na 

presença do ATB. Resultados similares foram observados por COSTA et al. (2021), 

que demonstraram que o L-371,257, um antagonista altamente seletivo dos OTR 

(WYATT et al., 2002), aboliu a diminuição da degradação proteica em músculos 

soleus de ratas induzida pelo WAY (COSTA et al., 2021).  

OTR é relatado como um membro da família de GPCR podendo estar 

associado à Gαq ou Gαi, dependendo do tecido (REVERSI et al., 2005). Enquanto a 

sinalização mediada pela Gαq canonicamente depende do aumento da concentração 

citoplasmática de Ca2+ promovida pela efluxo deste íon a partir do retículo 

sarcoplasmático induzido  pelo IP3 e consequente ativação da PKC, que por sua vez 

fosforila vários alvos citoplasmáticos (DEVOST; WRZAL; ZINGG, 2008), a Gαi inibe a 

atividade da adenilato ciclase (AC), diminuindo as concentrações de AMPc e a 

atividade da PKA (IANCU; JONES; HARVEY, 2007). Por outro lado, tem sido 

amplamente demonstrado que  aumento de AMPc intracelular suprime a degradação 

de proteínas (BAVIERA et al., 2007; LIRA et al., 2007, 2011)  através da atenuação 

das atividades dos sistemas proteolíticos Ca2+-dependente (NAVEGANTES et al., 

2000), proteassomal (GONÇALVES et al., 2012; GONÇALVES et al., 2009; SILVEIRA 

et al., 2014) e autofágico(LAUTHERBACH et al., 2022; MACHADO et al., 2016, 2019). 

Portanto, caso o OTR seja acoplado a Gαi no músculo esquelético, esperar-se-ia um 

aumento na taxa de proteólise.  

Neste sentido, avaliou-se o efeito temporal do WAY indiretamente na atividade 

da PKC e PKA, através da mensuração do conteúdo de substratos fosforilados por 

estas quinases. Embora não tenhamos observado diferença significativa na atividade 

da PKA em nenhum dos tempos avaliados, a atividade da PKC aumentou 

significativamente após 15 e 30 minutos de incubação com WAY. Adicionalmente, o 

conteúdo de SIK-1 também esteve elevado após 30 e 60 minutos de exposição ao 

WAY. Sabidamente, SIK-1 é uma alvo-direto de pSer-CREB (STEWART et al., 2012), 

enquanto PKA é considerada a principal quinase de CREB, foi previamente 

demonstrado que a PKC também é capaz de fosforilar este fator de transcrição no 

mesmo resíduo que a PKA (THONBERG et al., 2002; XIE; ROTHSTEIN, 1995), o que 

poderia justificar o aumento de SIK-1 observado neste estudo. Além disso, o conteúdo 
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de pSer473-Akt também foi elevado após incubação de músculos soleus com WAY 

durante os três tempos analisados. Em conjunto, estes dados apontam que o efeito 

anti-proteolítico induzido pela estimulação dos OTR em músculos esqueléticos 

provavelmente é mediado pela Gαq e está associado com a ativação da Akt, a qual é 

considerada uma das principais reguladoras do metabolismo proteico muscular 

(BODINE et al., 2001b; EBERT et al., 2019; ZHAO et al., 2007). No entanto, um estudo 

interessante realizado por MINETTI et al. (2011) demonstrou que a ativação do 

receptor para ácido lisofosfatídico (LPA), o qual é um GPCR,  produziu hipertrofia em 

miotubos e este efeito foi bloqueado na presença da PTX, indicando que este receptor 

está acoplado à Gαi. Neste mesmo estudo, a superexpressão da isoforma 2 da Gαi 

em células musculares C2C12 induziu hipertrofia através de um mecanismo 

dependente de PKC, indicando que GPCR associados à Gαi podem estimular vias 

não clássicas que envolvem a ativação da PKC. Desta forma, a ausência de efeito 

inibitório do WAY no conteúdo de substratos fosforilados pela PKA observado neste 

estudo não foi negligenciado como parâmetro de ativação do OTR-Gαi e assim, 

posteriormente avaliou-se a proteólise total em músculos incubados com WAY e PTX. 

Como esperado o WAY atenuou a proteólise total, contudo este efeito não foi 

bloqueado pela PTX, indicando que a ação anti-proteolítica em músculos soleus 

induzida pela estimulação do OTR não é mediado pela via Gαi. Ademais, o conteúdo 

de substratos fosforilados pela PKA esteve aumentado somente nos grupos expostos 

a esta toxina, confirmando sua ação inibitória sobre a via mediada pela Gαi. A 

diminuição da degradação proteíca induzida pelo WAY foi associada a atenuação do 

conteúdo dos marcadores de autofagia, LC3I e LC3II, corroborando os dados obtidos 

anteriormente por COSTA et al. (2021), que demonstraram que sob condições basais, 

o WAY diminui a atividade proteolítica autofágica/lisossomal em músculos soleus  de 

ratas. Além disso, o aumento no conteúdo de substratos fosforilados pela PKA nos 

grupos expostos à PTX sugere que esta quinase pode estar envolvida na diminuição 

da autofagia, conforme apontado pela redução do conteúdo de LC3I e LC3II 

observada neste estudo e corroborado por trabalhos anteriores (CHERRA et al., 2010; 

MACHADO et al., 2016, 2019).  

Em sequência, avaliou-se o papel da via OTR-Gαq no controle da proteólise 

muscular. Uma vez que esta via de sinalização tem sido amplamente associada ao 

aumento de Ca2+ intracelular (CAMERINO, 2023; LEE et al., 2008; STRAKOVA; 
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SOLOFF, 1997; ZHOU et al., 2007), incubamos músculo soleus com um quelante 

intracelular de cálcio (BAPTA-AM) em associação com WAY e a degradação de 

proteínas foi avaliada. Assim como o WAY, isoladamente o BAPTA-AM atenuou a 

proteólise muscular e quando associados, não houve bloqueio do efeito anti-

catabólico produzido pelo WAY. Embora a elevação no conteúdo de substratos 

fosforilados pela PKC induzida pelo agonista do OTR tenha sido totalmente bloqueada 

pelo BAPTA-AM, o conteúdo de LC3I e LC3II permaneceu diminuído em todos os 

grupos em relação ao Controle.  Assim, é possível que a presença do BAPTA-AM no 

meio de incubação deve quelar todo conteúdo de Ca2+ intracelular o que deve inibir 

além da via proteolítica Ca2+-dependente (ALTAEVA et al., 2010), as vias 

proteassomal (ALLAMAN-PILLET et al., 2003; MENCONI et al., 2004; NAYAK; 

KUMAR; DASH, 2011) e autofágica (JIN et al., 2016; SANSA et al., 2023), indicando 

um efeito anti-proteolítico preponderante do BAPTA-AM em músculos co-incubados 

com WAY e portanto, a ideia de que a elevação do Ca2+ intracelular esteja realmente 

contribuindo na via de sinalização do OTR não foi descartada neste estudo. 

Para melhor entender os achados descritos acima, optou-se por bloquear 

somente o efluxo deste cátion a partir do retículo sarcoplasmático mediado pelos IP3R 

os quais são canonicamente ativados pelos GPCR acoplados à Gαq (DEVOST; 

WRZAL; ZINGG, 2008). Os resultados apontaram que o 2-APB bloqueou a diminuição 

da proteólise induzida pelo WAY sendo este efeito associado com a inibição da 

atividade da PKC, da fosforilação da Akt e FoxO1 e elevação no conteúdo de LC3I e 

LC3II. De fato foi previamente demonstrado que o 2-APB diminuiu a concentração de 

Ca2+ intracelular (LANNER et al., 2006), elevou a atividade proteolítica em células 

musculares esqueléticas (ZHU et al., 2011), diminui a fosforilação da Akt  em células 

humanas MCF-7 (BILBAO; SANTILLÁN; BOLAND, 2010) e linfócitos B (ZENG et al., 

2020) e aumentou o fluxo autofágico e o conteúdo de LC3 em cardiomiócitos (WONG 

et al., 2013). Dessa forma, é possível sugerir que o OTR está acoplado à Gαq 

aumentando a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático para então ativar a Akt, 

inibir FoxO1 e consequentemente a autofagia em músculos soleus de ratas.  Ademais, 

estes resultados também são corroborados pela demonstração que o WAY inibiu a 

proteólise lisossomal que foi associada à ativação da via de sinalização da Akt em 

soleus (COSTA et al., 2021). Baseando-se nestes dados, posteriormente avaliou-se a 
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contribuição da Akt nos efeitos anti-proteolíticos induzidos pela estimulação do OTR 

musculoesquelético. 

Como esperado, a inibição farmacológica da Akt pela triciribina 

completamente bloqueou a elevação na fosforilação da Akt e FoxO1 e a atenuação 

da proteólise e do conteúdo de LC3 induzidas pelo WAY, indicando que esta quinase 

está envolvida no efeito anti-catabólico no metabolismo de proteínas em músculos 

esqueléticos de ratas. Uma vez que o 2-APB  impediu a elevação no conteúdo de 

substratos fosforilados pela PKC e de pSer473-Akt produzida pelo WAY, é possível 

especular que a Akt seja ativada pela PKC (GRECO, 2006; WU et al., 2009) após 

estimulação dos OTR musculoesqueléticos, embora este não tenha sido um objetivo 

deste estudo. Apesar disso, o papel da PKC na regulação do metabolismo proteico 

muscular é bastante controverso, uma vez que alguns trabalhos demonstraram que 

ela pode induzir aumento (SMITH; WYKE; TISDALE, 2004; WYKE; TISDALE, 2006) 

ou mesmo diminuição (MINETTI et al., 2011; NAKASHIMA et al., 2005) da proteólise 

muscular, assim não seria improvável que outras quinases que dependam do aumento 

de Ca2+ intracelular possam também mediar a ativação da Akt após estimulação do 

OTR em soleus, como por exemplo, a quinase dependente de cálcio-calmodulina 

(CaMK). De fato, LIU et al. (2022) demonstraram que  a inibição farmacológica ou o 

silenciamento gênico da CaMK em células C2C12 bloqueou a elevação na fosforilação 

da Akt induzida pela contração muscular através de um modelo  de estimulação 

elétrica in vitro.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Os dados apresentados neste estudo indicam que o mecanismo pelo qual a 

OT exerce suas ações anti-catabólicas no metabolismo de proteínas em músculo 

esquelético oxidativo é mediado pelo efluxo de Ca2+ através de receptores 

ionotrópicos ativados pelo IP3 presentes no reticulo sarcoplasmático, os quais são 

provavelmente regulados pelo acoplamento entre o OTR e à proteína Gαq. Também 

indicam a existência de uma sinalização intracelular cruzada entre o Ca2+ e a via da 

Akt/FoxO, a qual é considerada a principal responsável pela inibição da proteólise 

muscular. Ademais, tais resultados fortalecem o papel da OT na regulação do 

metabolismo muscular e fortalece os dados clínicos e experimentais que indicam ação 

anti-diabetogênica deste neuropeptídio que pode ser justificada, pelo menos 

parcialmente, através da manutenção da massa musculoesquelética.  
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GONÇALVES, D. A. P. et al. Mechanisms Involved in 3′,5′-Cyclic Adenosine 

Monophosphate-Mediated Inhibition of the Ubiquitin-Proteasome System in 

Skeletal Muscle. Endocrinology, v. 150, n. 12, p. 5395–5404, 2009. 

Disponível em: https://doi.org/10.1210/en.2009-0428 

GONÇALVES, D. A. P. et al. Mechanisms involved in 3′,5′-cyclic adenosine 

monophosphate-mediated inhibition of the ubiquitin-proteasome system in 

skeletal muscle. Endocrinology, v. 150, n. 12, p. 5395–5404, 2009. 

Disponível em: https://doi.org/10.1210/en.2009-0428 

GONÇALVES, D. A.; SILVEIRA, W. a.; LIRA, E. C.; GRAÇA, F. A.; PAULA-GOMES, 

S.; ZANON, N. M.; KETTELHUT, I. C.; NAVEGANTES, L. C. C. Clenbuterol 

suppresses proteasomal and lysosomal proteolysis and atrophy-related genes 

in denervated rat soleus muscles independently of Akt. American Journal of 

Physiology-Endocrinology and Metabolism, v. 302, n. 1, p. E123–E133, 

2012. Disponível em: https://doi.org/10.1152/ajpendo.00188.2011 

GOODMAN, M. N. Interleukin-6 Induces Skeletal Muscle Protein Breakdown in Rats. 

Experimental Biology and Medicine, v. 205, n. 2, p. 182–185, 1994. 

Disponível em: https://doi.org/10.3181/00379727-205-43695 

GRACA, F. A.; GONCALVES, D. A. P.; SILVEIRA, W. A.; LIRA, E. C.; CHAVES, V. E.; 

ZANON, N. M.; GAROFALO, M. A. R.; KETTELHUT, I. C.; NAVEGANTES, L. 

C. C. Epinephrine depletion exacerbates the fasting-induced protein 

breakdown in fast-twitch skeletal muscles. AJP: Endocrinology and 

Metabolism, v. 305, n. 12, p. E1483–E1494, 2013. Disponível em: 

https://doi.org/10.1152/ajpendo.00267.2013 



 
 

42 
 

GRECO, S. Protein kinase C (PKC)- /- mediate the PKC/Akt-dependent 

phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 in MCF-7 

cells stimulated by bradykinin. Journal of Endocrinology, v. 188, n. 1, p. 79–

89, 2006. Disponível em: https://doi.org/10.1677/joe.1.06433 

HALTER, J. B.; PFLUG, A. E. Effects of anesthesia and surgical stress on insulin 

secretion in man. Metabolism, v. 29, n. 11, p. 1124–1127, 1980. Disponível 

em: https://doi.org/10.1016/0026-0495(80)90021-9 

HYE, S.; MACINTYRE, D. A.; HANYALOGLU, A. C.; BLANKS, A. M.; THORNTON, 

S.; BENNETT, P. R.; TERZIDOU, V. Molecular and Cellular Endocrinology 

The oxytocin receptor antagonist , Atosiban , activates pro-in fl ammatory 

pathways in human amnion via G a i signalling. Molecular and Cellular 

Endocrinology, v. 420, p. 11–23, 2016. Disponível em: 

https://doi.org/10.1016/j.mce.2015.11.012 

IANCU, R. V.; JONES, S. W.; HARVEY, R. D. Compartmentation of cAMP Signaling 

in Cardiac Myocytes: A Computational Study. Biophysical Journal, v. 92, n. 

9, p. 3317–3331, 2007. Disponível em: 

https://doi.org/10.1529/biophysj.106.095356 

JAGOE, R. T.; LECKER, S. H.; GOMES, M.; GOLDBERG, A. L. Patterns of gene 

expression in atrophying skeletal muscles: response to food deprivation. The 

FASEB Journal, v. 16, n. 13, p. 1697–1712, 2002. Disponível em: 

https://doi.org/10.1096/fj.02-0312com 

JANKOWSKI, M.; HAJJAR, F.; KAWAS, S. Al; MUKADDAM-DAHER, S.; HOFFMAN, 

G.; MCCANN, S. M.; GUTKOWSKA, J. Rat heart: A site of oxytocin production 

and action. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 95, n. 24, 

p. 14558–14563, 1998. Disponível em: 

https://doi.org/10.1073/pnas.95.24.14558 

JEFFERSON, L. S.; LI, J. B.; RANNELS, S. R. Regulation by insulin of amino acid 

release and protein turnover in the perfused rat hemicorpus. Journal of 

Biological Chemistry, v. 252, n. 4, p. 1476–1483, 1977. Disponível em: 

https://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)40681-8 

JIN, Y.; BAI, Y.; NI, H.; QIANG, L.; YE, L.; SHAN, Y.; ZHOU, M. Activation of autophagy 

through calcium-dependent AMPK/mTOR and PKCθ pathway causes 

activation of rat hepatic stellate cells under hypoxic stress. FEBS Letters, v. 



 
 

43 
 

590, n. 5, p. 672–682, 2016. Disponível em: https://doi.org/10.1002/1873-

3468.12090 

KATTE, T. A.; KASSIOU, M. A patent review of oxytocin receptor antagonists 2013-

2017. Expert Opinion on Therapeutic Patents, v. 27, n. 12, p. 1287–1290, 

2017. Disponível em: https://doi.org/10.1080/13543776.2017.1379992 

KETTELHUT, I. C.; PEPATO, M. T.; MIGLIORINI, R. H.; MEDINA, R.; GOLDBERG, 

A. L. Regulation of different proteolytic pathways in skeletal muscle in fasting 

and diabetes mellitus. Brazilian journal of medical and biological research 

= Revista brasileira de pesquisas medicas e biologicas, v. 27, n. 4, p. 981–

93, 1994. Disponível em: https://doi.org/8087098 

KETTELHUT, I. C.; WING, S. S.; GOLDBERG, A. L. Endocrine regulation of protein 

breakdown in skeletal muscle. Diabetes / Metabolism Reviews, v. 4, n. 8, p. 

751–772, 1988. Disponível em: https://doi.org/10.1002/dmr.5610040805 

KLINE, W. O.; PANARO, F. J.; YANG, H.; BODINE, S. C. Rapamycin inhibits the 

growth and muscle-sparing effects of clenbuterol. Journal of applied 

physiology (Bethesda, Md. : 1985), v. 102, n. 2, p. 740–747, 2007. 

Disponível em: https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00873.2006 

KONGSUWAN, K.; KNOX, M. R.; ALLINGHAM, P. G.; PEARSON, R.; DALRYMPLE, 

B. P. The effect of combination treatment with trenbolone acetate and 

estradiol-17?? on skeletal muscle expression and plasma concentrations of 

oxytocin in sheep. Domestic Animal Endocrinology, v. 43, n. 1, p. 67–73, 

2012. Disponível em: https://doi.org/10.1016/j.domaniend.2012.02.004 

LANNER, J. T.; KATZ, A.; TAVI, P.; SANDSTRÖM, M. E.; ZHANG, S.-J.; WRETMAN, 
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