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RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar o efeito do sulfato de vana-
dil (SV) no perfil metabdlico muscular de membro posterior imobi-
lizado de ratos. Ratos Wistar foram divididos nos grupos (n = 6):
controle (C), imobilizado em posigao neutra do tornozelo (I), trata-
do com sulfato de vanadil (SV, 0,25mM, VO) e imobilizado tratado
com SV (I + SV) durante sete dias. Apds o periodo experimental,
foram avaliadas as reservas de glicogénio (RG) dos musculos so6-
leo (S), gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV), tibial anterior
(TA) e extensor longo dos dedos (ELD), além do peso do S e ELD.
A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA seguida pelo teste
de Tukey (p < 0,05). No grupo SV, os resultados mostraram eleva-
¢do significativa nas RG (S 110%, GB 71%, GV 85%, TA 125%,
EDL 108%) e no peso (S 9%, EDL 119%). A imobilizacdo reduziu
significativamente as RG (S 31,6%, GB 56,6%, GV 39,1%, ELD
41,7%, TA 45,2%) e peso (S 34,2% e ELD 27%); ja no grupo | +
SV, houve o0 aumento das RG em todos os musculos (S 211%, GB
115%, GV 148%, ELD 161,9%, TA 147%), além de impedir a per-
da de peso do S (75%) e ELD (46%). O tratamento com sulfato de
vanadil promoveu elevagdo nas reservas de glicogénio do grupo
controle e imobilizado, além de impedir a perda de peso, demons-
trando que seu efeito insulino-mimético é representado pela agao
glicogénica associado a uma possivel a¢do anticatabdlica.

ABSTRACT

Effect of the vanadyl sulphate on the muscular metabolic
compromising induced by immobilization
of posterior limb of rats

The purpose of this study was to evaluate the metabolic perfor-
mance of immobilized skeletal muscle in rats treated with vanady!
sulphate. Male Wistar rats were divided in groups (n = 6): control
(C), immobilized (I), treated with vanady! sulphate (VS, 0,25 mM)
and immobilized treated with vanadyl sulphate (I + VS) during sev-
en days. The concentration of vanadyl sulphate diluted in water
was 0,25 mM. After experimental stage, the glycogen content (GC)
was evaluated in soleus (S), white gastrocnemius (WG), red gas-
trocnemius (RG), tibialis anterior (TA) and extensor digitorum lon-
gus (EDL) muscles, besides S and EDL weight. The statistical anal-
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ysis was realized by the ANOVA followed by Tukey test (p < 0,05).
In VS group, the results showed a significant increase in GC (S
110%, WG 71%, RG 85%, TA 125%, EDL 108%) and in the weight
(S 9%, EDL 11%). The immobilization reduced significantly the
GC (S 31.6%, WG 56.6%, RG 39.1%, EDL 41.7%, TA 45.2%) and
weight (S 34.2% and ELD 27%), and in | + VS group, there was a
increase of the GC in all muscles (S 211%, WG 115%, RG 148%,
EDL 161.9%, TA 147%), besides hindering the weight loss in S
(75%) and EDL (46%). The vanadyl sulphate treatment promoted
an increase in the glycogen content of control and immobilized
groups, besides hindering the weight loss, showing that the in-
sulino-mimetic effect is represented by glycogenic action associ-
ate to a possible anti-catabolic action.

RESUMEN

Efecto del sulfato de vanadil sobre comprometimiento meta-
bolico muscular inducido por la inmovilizacion del miembro
posterior en ratones

La propuesta de este trabajo ha sido la de evaluar el efecto del
sulfato de vanadil (SV) en el perfil metabdlico muscular de miem-
bro posterior inmovilizado de ratones. Ratones Wistar fueron divi-
didos en grupos (n = 6): control (C), inmovilizado en posicion neu-
tra de tobillo (1), tratado con sulfato de vanadil (SV, 0,25mM, VO) e
inmovilizado tratado con SV (I + SV) durante 7 dias. Después del
periodo experimental, fueron evaluadas las reservas de glicogeno
(RG) de los musculos soleo (S), gastrocnemio blanco (GB) y colo-
rado (GV), tibial anterior (TA) y extensor largo de los dedos (ELD),
ademads del peso de S y ELD. El analisis estadistico fue realizado
por ANOVA seguido del test de Tukey (p < 0,05). En el grupo SV,
los resultados mostraron elevacion significativa en las RG (S 11096,
GB 71%, GV 85%, TA 125%, EDL 108%) y en el peso (S 9%, EDL
1196). La inmovilizacion redujo significativamente las RG (S 31,696,
GB 56,6%, GV 39,1%, ELD 41,7%, TA 45,2%) y peso (S 34,2% e
ELD 27%), por otro lado en el grupo | + SV, hubo aumento de las
RG en todos los musculos (S 211%, GB 115%, GV 148%, ELD
161,9%, TA 147%), ademads de impedir la pérdida de peso de S
(75%) y ELD (46%). El tratamiento con sulfato de vanadil promo-
vié una elevacion en las reservas de glicégeno del grupo control e
inmovilizado, ademas de impedir la pérdida de peso, lo que de-
muestra que su efecto insulina mimético esta representado por la
accion glicogénica asociado a una posible accién anticatabdlica.

INTRODUCAO

A imobilizacdo é uma condicdo classica de desuso muscular
encontrada na pratica clinica da fisioterapia, principalmente em
situacdes de rupturas ligamentares, fraturas 6sseas, lesbes mus-
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culares e medulares, patologias degenerativas musculares e arti-
culares, inflamacdes, cirurgias, entre outras, nas quais deve haver
a restricdo de um segmento corporal. Esta condi¢cdo ndo favorece
a manutencdo do balanco dinamico das reagdes anabdlicas e ca-
tabdlicas, as quais contribuem para a homeostasia muscular, le-
vando a alteracdes de carater trofico, morfoldgico e quimiometa-
bélico, que convergem para a hipotrofia muscular.

A hipotrofia do musculo esquelético pode ser definida como a
perda ou decréscimo de massa muscular, além de diminuicéo da
disponibilidade de substratos energéticos, sendo estes importan-
tes na manutenc¢ao do equilibrio metabdlico muscular. Diversos
sdo os fatores que contribuem para o grau da hipotrofia muscular,
como a idade, sexo, tempo de imobilizagéo, tipo de fibra, compri-
mento no qual o musculo € imobilizado e grupo muscular (exten-
sor/flexor)®.

Na literatura, o quadro de resisténcia a insulina é estudado na
condicdo de desuso muscular. Neste sentido, Hirose et al.? estu-
daram a via sinalizadora da insulina em ratos que tiveram a pata
esquerda imobilizada por sete dias e verificaram reducéo na trans-
ducédo do sinal intracelular estimulado pelo horménio, sugerindo
déficit na ativac@o do IR (receptor de insulina) e nas moléculas
ativadas a partir deste, incluindo a fosforilagédo do IRS-1 (substrato
do receptor um da insulina) e a ativagéo da PI3-K (fosfatidilinositol-
trés-quinase). A ndo ativacdo da via PI3-K resulta no comprometi-
mento de varios mecanismos, entre eles, a sintese protéica, a
sintese de glicogénio e a translocacéo dos transportadores GLUT4
(transportadores de glicose tipo quatro) para a membrana da célu-
la.

Tem sido proposto que diversas substancias como o clembute-
rol, a metformina, a creatina e a glutamina podem auxiliar na ma-
nutengdo ou na melhora das condigBes metabdlicas da muscula-
tura esquelética durante o periodo de desuso muscular, visando
principalmente & manutencdo ou elevacdo das reservas de glico-
génio, além da inibicdo da reducdo de peso muscular@9.

Estudos tém sugerido que compostos inorganicos como molib-
dato, pervanadato, tungstato e vanadio auxiliam no metabolismo
tecidual da glicose, além de serem utilizados como elementos po-
tenciais com aplicabilidade anticatabdlica e metabotréfica nas areas
de endocrinologia e medicina ortomolecular®.

O vanédio é um elemento-trago encontrado em condi¢des fisio-
I6gicas nas concentragfes de 10 e 10°M, e acredita-se que este
seja importante para a regulacdo da atividade das enzimas regula-
doras das vias metabdlicas celulares®.

Clark et al.® demonstraram que o vanadio no musculo esquelé-
tico altera o metabolismo de glicose de modo semelhante ao da
insulina. Esse elemento aumenta a entrada de glicose, sintese de
glicogénio e glicélise em amplitude menor que a insulina. Vale
destacar, que no século XVIII, Lyonnet et al."% evidenciaram o efeito
insulino-mimético dos compostos de vanadio, antes mesmo da
descoberta da insulina.

Resultados mais expressivos, envolvendo compostos de vana-
dio, foram relatados com a utilizagdo do composto sulfato de va-
nadil (VOSO,), possivelmente, pelo fato de o vanadil ser a forma
intracelular ativa do vanadio™®, O sulfato de vanadil é a forma
oxidativa do vanadio que in vitro e em modelos animais de diabe-
tes promoveu uma redugdo na hiperglicemia e na resisténcia a
insulina*2,

Como o desuso muscular € uma condigdo freqgliente na pratica
clinica da reabilitagdo muscular esquelética e a busca por terapias
durante o periodo de limitagdo cinético-funcional é constante, tor-
nou-se sugestiva a utilizagéo do sulfato de vanadil, o qual apresen-
ta acdes insulino-miméticas, ja que o desuso muscular € um mo-
delo de resisténcia a insulina.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do sulfato de
vanadil sobre o perfil metabdlico muscular de membro posterior
de ratos submetidos a imobilizagdo articular durante sete dias.
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METODOS

Ratos albinos Wistar, com idade variando de trés a quatro me-
ses com peso de 286,6 + 17g, foram alimentados com agua e
racdo a vontade, sendo submetidos a ciclo fotoperiédico de 12h
claro/escuro, sob temperatura controlada (23°C + 2). Os animais
foram tratados segundo recomendacgdes do Guide for Care Use of
Laboratory Animals®d,

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais (n
= 6): controle, imobilizado, tratado com sulfato de vanadil e imobi-
lizado tratado com sulfato de vanadil. Tanto o periodo de imobiliza-
¢do quanto o de tratamento foram de sete dias.

Para a imobilizagéo, os ratos foram anestesiados com pentobar-
bital sédico (50mg/kg), tendo a pata posterior esquerda imobiliza-
da com ortese de resina acrilica, a qual manteve a articulagao do
tornozelo em posigao neutra (90°), deixando as articulacdes do
joelho e quadril livres (figura 1).

Figura 1 — Ortese de resina acrilica: vista lateral (A) e vista anterior (B)

O tratamento com sulfato de vanadil foi realizado pela adminis-
tragdo da substancia diluida em agua na concentragao de 0,25mM,
sendo disponibilizado na agua para beber durante 24 horas por
dia, em frascos de ambar para evitar fotolise.

Apbs o periodo experimental, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e amostras dos musculos séleo, gastroc-
némio vermelho, gastrocnémio branco, tibial anterior e extensor
longo dos dedos foram isoladas, retiradas e encaminhadas para a
determinacdo do conteudo de glicogénio muscular pelo método
fenol sulfdrico®. O método consiste na digestdo das amostras
musculares em KOH a 30% a quente e a precipitagdo do glicogé-
nio a partir da passagem por etanol a quente. Entre uma fase e
outra da precipitagdo, as amostras foram centrifugadas a 3.000rpm
durante 15 minutos e o glicogénio precipitado foi submetido a hi-
drélise &cida na presenca de fenol. Os valores foram expressos
em mg/100mg de peso Umido. Realizou-se também a avaliagdo
do peso dos musculos sdleo e extensor longo dos dedos por meio
de balanca analitica.

A anadlise estatistica de todas as variaveis foi realizada inicial-
mente pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e pelo
teste de homocedasticidade (critério de Barlett). Ap6s a observa-
¢do de que as varidveis contemplaram a metodologia paramétri-
ca, foi utilizada a ANOVA seguida do teste de Tukey. Para todos os
célculos, foi estabelecido um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Inicialmente, foi observado que a imobilizagdo promoveu alte-
racdo metabdlica na musculatura esquelética durante sete dias,
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representada por reducéo significativa (p < 0,05) no contetdo de  39% no gastrocnémio vermelho (C: 0,41 + 0,01 e I: 0,25 + 0,03),
glicogénio (mg/100mg) de todos os musculos analisados, sendo  41,7% no extensor longo dos dedos (C: 0,36 + 0,03 e I: 0,21 +
de 31,6% no soleo (média + epm, C: 0,38 + 0,03 e I: 0,26 + 0,02), 0,02) e 45,2% no tibial anterior (C: 0,31 + 0,03 e I: 0,17 + 0,02,
56,6% no gastrocnémio branco (C: 0,46 + 0,02 e I: 0,20 £ 0,02), figura 2).
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Figura 2 - Valor da média + epm da concentracdo de glicogénio (mg/100mg) dos musculos: séleo (A), gastrocnémio branco (B), gastrocnémio
vermelho (C), extensor longo dos dedos (D), tibial anterior (E) dos grupos controle (C), imobilizado (1), controle tratado com sulfato de vanadil (C + SV)
e imobilizado tratado com sulfato de vanadil (I + SV).

n =6, p <0,05, * comparado com o controle e # comparado com o imobilizado.

358 Rev Bras Med Esporte — Vol. 12, N° 6 — Nov/Dez, 2006



A imobilizagcdo também promoveu alteracdo do peso muscular
(mg) caracterizada pela redugao significativa tanto no séleo (34%b),
quanto no extensor longo dos dedos (27%) (tabela 1).

TABELA 1
Valor da média + epm do peso muscular (mg) dos musculos séleo e extensor
longo dos dedos, dos grupos controle, imobilizado, controle tratado com
sulfato de vanadil e imobilizado tratado com sulfato de vanadil

S ELD
Controle 1235+2,1 120,6 +£8,5
Imobilizado 81,3 +1,89* 88,1 +7,8*
Controle + sulfato de vanadil 135+ 4,6 134 +5.2
Imobilizado + sulfato de vanadil 143 + 9,76* 128,6 + 7,2

n =6, p < 0,05, * comparado com o controle e # comparado com o imobilizado.

Com relagdo ao grupo tratado com sulfato de vanadil observou-
se a elevacdo significativa nas reservas de glicogénio de todos os
musculos analisados, sendo 110% no séleo (média = epm, C: 0,38
+ 0,03 e SV: 0,80 + 0,04, p < 0,05), 71% no gastrocnémio branco
(C:0,46 £0,02 e SV: 0,79 + 0,03, p < 0,05), 85% no gastrocnémio
vermelho (C: 0,41 + 0,01 e SV: 0,76 = 0,04, p < 0,05), 108% no
extensor longo dos dedos (C: 0,36 + 0,03 e SV: 0,75 + 0,06, p <
0,05) e 125% no tibial anterior (C: 0,31 + 0,03 e SV: 0,70 £ 0,05, p
< 0,05) (figura 2). Com relagao ao peso dos musculos séleo e ex-
tensor longo dos dedos, o tratamento com sulfato de vanadil ndo
promoveu nenhuma alteracédo significativa (tabela 1).

Entretanto, quando administrado o tratamento com sulfato de
vanadil no grupo imobilizado, observou-se sua eficacia em impe-
dir a reducdo do peso muscular nos muisculos analisados (tabela
1), bem como a reducdo nas reservas de glicogénio, elevando-as
em 211% no musculo séleo (I: 0,26 + 0,02 e | + SV: 0,81 +£ 0,07, p
< 0,05), 115% no gastrocnémio branco (I: 0,20 = 0,02 e | + SV:
0,43 + 0,04), 148% no gastrocnémio vermelho (I: 0,25+ 0,03 e | +
SV: 0,62 + 0,04), 161,9% no extensor longo dos dedos (I: 0,21 +
0,02 e | + SV: 0,55 + 0,05), e 147% no tibial anterior (I: 0,17 + 0,02
el + SV: 0,42 = 0,06) (figura 2).

DISCUSSAO

As ac¢les da insulina sobre o metabolismo das proteinas e dos
aminoacidos convergem no sentido de reag¢des anabdlicas. A in-
sulina, apds interagcdo com o receptor de membrana, estimula os
transportadores de glicose (GLUT-4), facilitando a entrada da he-
x0se na célula, e exerce agao anabdlica sobre o metabolismo pro-
téico.

A imobilizacdo é uma condigéo caracterizada pela diminui¢éo da
forca e no tamanho do musculo, sendo um procedimento ampla-
mente utilizado em lesdes como: fraturas 0sseas, rupturas liga-
mentares ou doencas degenerativas das articulagbes*®. Em de-
corréncia deste procedimento, no tecido muscular ocorre a inversdo
no balangco metabdlico, em que as reacgdes catabdlicas superam
as anabdlicas, causando hipotrofia e principalmente perda de pe-
soe),

Os eventos morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos desenca-
deados pela imobilizagdo tém sido foco de diversos estudos’-19).
Neste contexto, tem sido demonstrada a diminuicdo da resposta
do tecido muscular a insulina no periodo de imobilizagédo, apresen-
tando alteragbes no metabolismo da glicose(20-2),

Nossos resultados acompanham os estudos que sugerem re-
ducdo nas reservas de glicogénio dos musculos imobilizados, de-
monstrando as relagBes funcionais entre a contracdo muscular e
0 aporte e metabolismo de glicose, destacando que a porgéo branca
do musculo gastrocnémio foi a mais comprometida, dadas as
menores reservas energéticas. Estas observacdes mostram que
no modelo de imobilizacéo utilizado neste estudo, as fibras bran-
cas (tipo Il) foram as mais afetadas corroborando Herbisson et
al.?, Jaffe et al® e Mcdougall et al?). Destaca-se ainda que,
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além das alteragbes metabdlicas, também houve reducdo no peso,
que pode sugerir reducdo no nimero e/ou tamanho das fibras,
expressdo condizente com um balango protéico negativo®®24,

A fisioterapia no &mbito experimental tem buscado alternativas
que visam a melhora no perfil energético da musculatura imobili-
zada, com o objetivo de melhorar a condicao fisioldégica desta mus-
culatura e aperfeicoando a metodologia da intervencgéo fisiotera-
péutica, de forma que possa minimizar o tempo de reabilitagdo.
Assim, tem sido demonstrado que a suplementacdo é uma opcéo
viavel que auxilia na manutencdo de um padrdo energético dife-
renciado®4,

Por meio desta viabilidade de suplementagéo no periodo de imo-
bilizagdo muscular, h4 necessidade de estudar compostos con-
tendo o elemento-trago vanadio, que em estudos demonstraram
exercer efeitos insulino-miméticos, dentre eles o aumento do trans-
porte de glicose, oxidagdo da glicose e sintese de glicogénio, além
de impedir a lipdlise e gliconeogénese>28), Destaca-se ainda que
um dos efeitos de maior importéancia dos sais de vanadio é a trans-
locagéo do transportador GLUT4 do seu compartimento intracelu-
lar, para a superficie da célula, aumentando assim a captagdo de
glicose9.,

Dentre os diferentes compostos de vanadio, preconizou-se neste
estudo a utilizagé@o do sulfato de vanadil por terem sido atribuidos
a este resultados mais significativos-819,

Ao avaliarmos as reservas de glicogénio do grupo tratado com
sulfato de vanadil, observamos a elevacéo das reservas de glico-
génio e também no peso, dados que corroboram estudos que
evidenciaram elevacdo na glicogénese frente ao tratamento com
sulfato de vanadil®®3V), Destaca-se que esta elevacéo das reservas
de glicogénio foi significativa quando comparado com o grupo con-
trole, mas, quando comparado com os musculos do grupo tratado
entre si, notou-se a inexisténcia de diferenga significativa entre
eles, evidenciando ndo haver especificidade com relagdo ao tipo
de fibra dos musculos analisados.

Ja nos resultados relacionados com a musculatura imobilizada
tratada, o comportamento metabdlico foi diferenciado pelo tipo
de fibra, uma vez que os musculos com fibras do tipo-1 (oxidati-
vas) apresentaram maior sensibilidade, representada pelo aumen-
to das reservas de glicogénio. Uma possivel explicagdo para essa
diferenca na resposta pode residir no fato de estes musculos apre-
sentarem maior nimero de receptores de insulina, havendo ne-
cessidade de maiores estudos para a distingdo do tipo de fibra
muscular mais sensivel ao tratamento com sulfato de vanadil.

Destaca-se ainda que ha escassez de estudos envolvendo a
associacdo de modelos de desuso muscular ao tratamento com
compostos inorgénicos, principalmente relacionado ao sulfato de
vanadil.

CONCLUSAO

O tratamento com sulfato de vanadil promoveu elevacdo das
reservas de glicogénio muscular tanto no grupo controle quanto
no imobilizado, além de impedir a redugdo do peso muscular. Des-
se modo, este estudo sugere a manutengdo de um padréo nutri-
cional diferenciado no tecido muscular em desuso, melhorando
as condicdes para o periodo de reabilitagéo.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer potencial confli-
to de interesses referente a este artigo.
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