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ARTIGO ORIGINAL

IGF-1 MINIMIZA OS EFEITOS DELETERIOS DO DESUSO NO

MUSCULO SOLEO DE RATOS

CArLOS ALBERTO DA Sitva!, CARLOS PETERMANN®, KARINA MARiA CANCELLIERO?, JoAo Luiz QUAGLIOTTI DURIGAN?,

Maria Luiza Ozores PoLacow!

RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento com IGF-1 sobre o perfil
metabdlico e morfolégico do musculo séleo submetido & imobili-
zag&o articular de tornozelo. Métodos: Ratos Wistar foram divididos
em 3 grupos (n=6): controle (C), imobilizado (l) e imobilizado
tratado com IGF (I+IGF; 40mg/Kg) durante 7 dias. Resultados:
A imobilizagao reduziu o peso (34%), o conteldo de glicogénio
(31,6%) a area das fibras musculares (44%), e elevou na densidade
do tecido conjuntivo (216%). Por outro lado, o IGF-1 aumentou
o glicogénio em 234,6% quando comparado ao |, minimizou a
reducéo de 33,7% na &rea das fibras musculares e aumentou de
76% no tecido conjuntivo comparado ao C (p<0,05). Conclusoes:
O tratamento com IGF demonstrou uma agéo anti-catabdlica, fato
esse que pode favorecer uma recuperagédo mais rapida na fase
pés-imobilizagdo. Nivel de evidéncia: Nivel Il: estudo prospectivo
comparativo.

Descritores: Fator de crescimento insulin-like I. Imobilizagao. Gli-
cogénio. MUsculo esquelético.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of IGF-1 treatment on the mor-
phological and metabolic profile of the soleus muscle submitted
to ankle joint immobilization. Methods: Wistar rats were divided
into 3 groups (n = 6): control (C), immobilized (I) and immobi-
lized treated with IGF (I + IGF, 40mg/kg) for 7 days. Results:
Immobilization led to a reduction in the weight (34%), glycogen
content (31.6%) and area of muscle fibers (44%), and increased
the density of connective tissue (216%). Also, the IGF-1 increased
the glycogen by 234.6% compared to I, minimized the area of
muscle fibers by 33.7% and increased the connective tissue by
76% compared to C (p <0, 05). Conclusions: Treatment with IGF
has an anti-catabolic action, which can promote faster recovery in
the post-immobilization phase. Level of Evidence: Level Il, pros-
pective comparative study.

Keywords: Insulin-like growth factor I. Immobilization. Glycogen.
Muscle, skeletal.
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INTRODUGAO

Varios modelos experimentais sdo propostos no intuito de identifi-
car os eventos desencadeados pelo desuso muscular e deflagra-
¢80 dos processos precursores da atrofia, merecendo destaque, a
desnervacao, tenotomia, repouso prolongado em leito, suspensao
dos membros posteriores do animal ou ainda a imobilizagao uni-
lateral de membros por érteses.

Apesar de muitas vezes necessaria, a imobilizagao apresenta efei-
tos colaterais como atrofia da fibra muscular, fibrose intramuscu-
lar, perda de extensibilidade muscular e limitagdo de movimento
articular.? Diversos estudos demonstraram que concomitante &
atrofia muscular, ocorrem grandes modificacdes na homeostasia
do musculo esquelético, comprometendo a sintese de proteinas
miofibrilares ou n&o fibrilares, afetando a dindmica contratil bem
como a efetividade das vias metabdlicas.?

O desuso muscular induz resisténcia a insulina e a um estado cata-
bolico nos musculos esqueléticos de humanos,® porém ainda n&o
esta claro como o desuso muscular cronico ou a imobilizagao alte-
ram a sinalizagao de insulina.* No intuito de minimizar os eventos
desencadeados pelo desuso muscular, diversas técnicas tém sido
utilizadas, buscando melhorar as condicbes homeostaticas das
fibras musculares, com destaque para estimulagdo elétrica neu-
romuscular, farmacos como o clembuterol e suplementos como
o sulfato de vanadil, a creatina, a glutamina e o CGT (creatina,
glutamina, taurina).®

Na literatura, ha estudos relacionados a via de sinalizagao pela
qual o estimulo mecéanico e a atividade de IGF-1 (fator de cres-
cimento similar a insulina 1) levam a mudangas funcionais nas
células satélites, quantidade de DNA muscular, quantidade de
proteina muscular, massa muscular e area da fibra muscular.®
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Segundo Barton-Davis et al.”, a expressao local do IGF mantém
a massa e a forga do musculo durante o envelhecimento. Além
disso, ao menos em dois modelos de doenga em experimentos
animais, a esclerose lateral amiotrofica e a distrofia muscular de
Duchenne, o tratamento local com IGF demonstrou retardar o ini-
cio e a progressao da doenga bem como reduzir sua gravidade.®
Porém, héa escassez de estudos que demostrem os efeitos do
IGF-1 na fase aguda da imobilizacéo.

A hipétese desse estudo foi que o tratamento com IGF-1 minimize os
efeitos deletérios promovidos pela imobilizagdo no musculo séleo.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acao do tratamen-
to com IGF no musculo séleo na condigdo de imobilizagao articular,
sob os aspectos do peso, conteldo de glicogénio, area das fibras
musculares e densidade de tecido conjuntivo intramuscular.

METODOLOGIA

Ratos da linhagem Wistar (3 a 4 meses), foram tratados com ragéo
e agua ad libitum e mantidos sob condigdes controladas de biotério
(23+2°C; ciclo fotoperiddico claro/escuro de 12h). O trabalho foi
aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal de Sao
Carlos em experimentagéo animal 015/2006.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experi-
mentais (n=6): controle, imobilizado e imobilizado tratado com IGF.
Para a imobilizacéo, os ratos foram anestesiados (pentobarbital
sodico, 40mg/Kg de peso corporal) e a ortese de resina acrilica
foi adaptada mantendo a posicao neutra (90°) tornozelo.® O IGF-1
(Sigma, cédigo 12656) foi administrado na dose de 50mg/Kg® pela
via subcutaneadiariamente. O periodo tanto da imobilizagao quanto
do tratamento foi sete dias.

Apbs o periodo experimental, os animais foram eutanasiados por
overdose anestésica e 0 musculo séleo foi retirado e encaminhado
para a andlise do contelido de glicogénio, peso muscular, area das
fibras musculares e densidade do tecido conjuntivo intramuscular.
Para a determinagao do glicogénio muscular seguiu-se a proposta
de Siu et al."® que consta da digestao das amostras musculares em
KOH a quente, passagem por etanol, centrifugacao e submissao
a hidrolise acida na presenga de fenol. Para a avaliagdo do peso
Umido muscular foi utilizada a balanca analitica.

Para a morfometria, o tecido foi fixado em formol a 10% e processa-
do para a inclusdo em paraplast. Cortes transversais nao seriados
de 7um de espessura da porgao ventral do musculo séleo foram
corados por Hematoxilina-Eosina (H:E).

Foram selecionados cinco cortes e para cada um deles foram cole-
tadas cinco éareas, por meio de um sistema de captacéo e anélise
de imagens constituido de um software Image Pro-plus 4.0 (Media
Cybernects®), camera digital (JVC®) acoplada a um microscopio
(Zeiss®) com integragao a um microcomputador. Todas as imagens
foram captadas com objetiva e ocular de 10x.

As é&reas de secgdo transversa de 375 fibras do musculo séleo
por animal, foram assim determinadas: 15 fibras por area, sendo
cinco areas por corte, e cinco cortes por animal. Para a escolha das
fibras a serem analisadas, utilizou-se de um reticulo com quadrados
de 12100um? de é&rea, contendo 20 interseccOes de reta, e foram
consideradas as fibras que coincidiam com 15 interseccoes, de
forma aleatéria.

A anélise da densidade de &rea do tecido conjuntivo intramuscular
foi quantificada utilizando-se o sistema de planimetria por contagem
de pontos,® por meio de um reticulo com quadrados de 2500um?
contendo 56 intersecgdes de reta. Foram contados os pontos coin-
cidentes no endomisio e perimisio, em cinco areas por corte, sendo
cinco cortes por animal, perfazendo um total de 1400 pontos por

animal. A area relativa do tecido conjuntivo (densidade de &rea) foi
calculada dividindo-se a soma do nimero de pontos coincidentes
nas intersecgdes de reta sobre o tecido conjuntivo (endomisio e
perimisio) pelo nimero total de pontos.

Para a analise estatistica dos dados, inicialmente, foi aplicado o tes-
te de normalidade Kolmogorov-Smirmnov e o teste de homocedastici-
dade (critério de Bartlett). Posteriormente, foi realizada a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Em todos os calculos
foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A imobilizacao promoveu reducéo significativa (p<0,05) nas re-
servas de glicogénio do musculo séleo de 31,6%, bem como
no peso, na ordem de 34%. Também foi observado redugéo de
44% (p<0,05) na area das fibras musculares e aumento de 216%
(p<0,05) na densidade do tecido conjuntivo intramuscular quando
comparado ao grupo controle. (Tabela 1 e Figura 1)

O tratamento com IGF-1 elevou de forma significativa (p<0,05) o
contetdo de glicogénio (234,6%), sem alteraco no peso muscular
(p>0,05) com relagéo ao grupo imobilizado. Com relagéo a érea
das fibras musculares, esta foi reduzida em 33,7% (p<0,05) € a
densidade de area do tecido conjuntivo foi aumentada em 76%
(p<0,05) quando comparado ao controle, porém com valores me-
nores (p<0,05) que o grupo imobilizado. (Tabela 1 e Figura 1)

Tabela 1. Contetido de glicogénio (mg/100mg), peso (mg), area da fibra
(um?) e densidade de area do tecido conjuntivo (%) do musculo séleo
dos grupos controle (C), imobilizado 7 dias (l) e imobilizado tratado com
IGF 7 dias (I+IGF). n=6, valor da médiatepm.

Grupos Glicogénio Peso Area da fibra Tecido conjuntivo
C 0,35 0,07 1255 1,1 2647 97 7919
| 0,26 0,03 81 0,6* 1301 52* 28,8 0,9°

| +IGF 0,91+0,05*t 77+0,7* 1706 93*t 15,54 1,3*

* Difere significativamente (p<0,05) do grupo controle
1 Difere significativamente (p<0,05) do respectivo grupo imobilizado

Figura 1. Fibras musculares do séleo (Hematoxilina-Eosina, 100x). A-
Controle: Fibras com aspecto normal (*) e formato hexagonal. B- Imo-
bilizado: Presenca de atrofia da fibra muscular (*) e aumento de tecido
conjuntivo (seta). C- Imobilizado tratado com IGF: Presenca de atrofia
da fibra muscular (*) e aumento de tecido conjuntivo (seta), porém com
valores menores que o grupo imobilizado
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DISCUSSAO

Este estudo foi o pioneiro em demonstrar o efeito de IGF-1 no
musculo séleo imobilizado apds sete dias sobre variaveis meta-
bolicas e morfométricas. Nossos resultados demonstraram que
o IGF-1 pode ser utilizado na fase inicial do desuso muscular,
pois minimiza a redugéo do conteldo de glicogénio muscular,
area das fibras, bem como o aumento da densidade de area do
tecido conjuntivo. Tal fato sugere um possivel efeito protetor pro-
movido por esse fator de crescimento contra a atrofia observada
em pacientes submetidos ao desuso muscular.

O desuso muscular provocado por condicdes de longos periodos
no leito, utilizagdo de orteses, fixacbes de membros ou microgravi-
dade induz o estado de resisténcia a insulina e consequentemente
a um estado catabdlico nos musculos esqueléticos.® Neste senti-
do, Ploug et al.'" aprimoraram a compreens&o do comportamento
metabdlico muscular durante um curto perfodo de imobilizagéo
(48 horas) ao demonstrarem diminuigao significativa na popula-
¢ao dos transportadores GLUT1 e GLUT4 nas fibras vermelhas.
A redugdo no nimero de receptores insulinicos e da atividade
quinase do receptor sugere, em um curto periodo, haver resis-
téncia ao transporte de glicose que é especifica ao tipo de fibra
e seletiva ao processo contratil € a agao da insulina. O presente
estudo demonstrou uma expressiva reducao nas reservas glico-
génicas do musculo séleo, além da redugdo no peso muscular,
corroborando, assim, com a hipétese de expressao multifatorial
no controle metabdlico da musculatura esquelética.

A utilizagdo de IGF-1 enquanto agente terapéutico merece es-
pecial atengéo, visto a capacidade da molécula de promover
elevagao na captacéo tecidual de glicose, além de expressar uma
potente acdo anabolica.? E sabido que o peptideo IGF-1 exerce
um potente efeito tréfico participando eficientemente no desen-
volvimento da musculatura esquelética bem como da modulagao
na captacéo tecidual de substratos metabolizaveis, em especial
a glicose.”® Embora haja relatos na literatura comprovando que
na presenca deste peptideo ha elevacéo na captagdo tecidual
da glicose, este tem menor intensidade se comparado a insulina,
uma vez que esta molécula € de 5 a 10 vezes menos potente. '
Tem sido observado que as reservas glicogénicas tém relagéo
direta com o desempenho de endurance da musculatura esque-
lética, melhorando com isso a disponibilidade energética e re-
tardando a fadiga.* Sendo assim, o presente estudo demostrou
que o IGF-1 promoveu aumento das reservas de glicogénio do
musculo soleo imobilizado. Esse fato pode estar relacionado a
agéo glicogénica do IGF desencadeada pela ativacao de recep-
tores especificos presentes na membrana da fibra muscular, os
quais sinalizam promovendo eleva¢do na captagéo de glicose,
translocacao do GLUT4 de reservatorios citosélicos em diregao
a membrana propiciando com isso elevagéo na captagéo da
hexose além da ativagéo da enzima glicogénio sintetase.'™
Além disso, foi demonstrado que o tratamento com IGF-1 au-
menta também a sensibilidade a insulina, um fenbmeno co-
nhecido como “efeito IGF poupador de insulina”. O mecanis-
mo exato pelo qual o IGF-1 aumenta a sensibilidade a insulina
permanece desconhecido, mas ele pode estar envolvido em
efeitos diretos do IGF-1 em tecidos-alvos da insulina assim
como uma inibicao mediada por feedback do IGF-1 na secrecao
do horménio do crescimento.'®

Com relagéo a andlise morfométrica do musculo séleo, foi obser-
vado que no perfodo de sete dias, houve redugao significativa no
peso muscular acompanhada de redugéo na area das fibras mus-
culares, apontando para o quadro de atrofia muscular inerente

Acta Ortop Bras. 2011;19(3): 137-40

ao desuso, corroborando com trabalhos presentes na literatura.
Segundo Kannus et al.? relataram redugao de 69% da area das
fioras do musculo séleo imobilizado por meio de aparelho ges-
sado durante 3 semanas.

Esta bem estabelecido que hormdnios anabdlicos, bem como
fatores de crescimento como o IGF1-1, podem preservar a mas-
sa muscular em estados catabdlicos.'® Os resultados apresen-
tados nesse trabalho demostraram que o tratamento com o
IGF-1 minimizou a redugdo da area de seccéo transversa do
musculo séleo imobilizado, ratificando o resultado apresentado
por Zdanowicz e Teichberg® que relataram que o IGF-1 dimi-
nuiu a degradacéo de proteinas intramusculares, bem como a
densidade das fibras do musculo séleo de ratos submetidos a
suspensao durante 10 dias.

Esses resultados podem ser justificados pelo fato do IGF-1 pro-
mover efeitos mitogénicos e anabdlicos no musculo esquelético.
Ele tem a capacidade de mediar tanto a diferenciagdo quanto a
proliferacdo dos mioblastos.'” Analises do receptor de IGF tipo 1
(IGFR1) indicam que a capacidade de promover diferenciagao
celular pode estar dissociada dos efeitos mitogénicos da ligagao
do IGFR1, sugerindo que vias distintas de sinalizacao intracelu-
lar podem mediar esses processos.'® In vitro, a caracterizagao
das vias de sinalizagao intracelular que respondem a ligagéo do
IGFR1 no musculo esquelético tem levado a focalizagéo de duas
vias, uma caracterizada pela atividade aumentada da cascata
Ras-ERK (extracellular signal-regulated kinase), importante em
estimular a proliferacéo celular e uma segunda que envolve a
sinalizacao da fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K), relacionada a
diferenciagéo celular.'®

Com relacao a analise do tecido conjuntivo, a imobilizagédo du-
rante sete dias promoveu aumento significativo na densidade de
area do tecido conjuntivo na ordem de 216% se comparado ao
grupo controle. Esses resultados estao de acordo com a literatura,
j& que para Jozsa et al.'®, independente do modelo de desuso
muscular estudado (imobilizag&o, tenotomia ou desnervagéo), a
quantidade de tecido conjuntivo no endomisio e perimisio aumen-
tam significativamente, variando de 50% a 700%.

O tratamento com IGF minimizou o aumento da densidade de
area do tecido conjuntivo quando comparado ao imobilizado.
Pelo fato de possuir agao anabodlica, era esperado aumento da
sintese das proteinas da matriz extracelular. Como esse fato néao
foi observado, talvez as diferencas na taxa de renovagao entre
as proteinas intramusculares e da matriz extracelular podem ter
influenciado os resultados. Uma vez que as proteinas colage-
nas possuem taxa de renovagao mais lenta do que as do tecido
muscular,®® possivelmente o periodo de sete dias de tratamento
nao foi suficiente para o aumento da densidade de area do te-
cido conjuntivo pela utilizagdo do IGF-1, j& que nesse periodo
foi observado aumento da area das fibras em relagéo ao grupo
imobilizado. Esse achado é extremamente importante, porém sé&o
necessarios mais estudos para se determinar 0 mecanismo pelo
qual o IGF-1 reduziu a densidade de area do tecido conjuntivo
no musculo imobilizado durante sete dias, ja que tais alteragoes
determinam a elasticidade, rigidez e extensibilidade muscular.

CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que o tratamento com IGF durante 7 dias
minimizou os efeitos deletérios desencadeados no musculo sé-
leo pela imobilizagéo articular aguda, mantendo o musculo em
melhores condicdes energéticas, além de demonstrar uma agéo
anti-catabdlica, fatores que podem favorecer a reabilitacao na fase
pos-imobilizagéo.
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