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ABSTRACT: Many species of migrating birds travel great distances
to reproduce. The process of preparation for
migration of young birds involves the development
of a muscular-skeletal system capable of sustaining
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prolonged flights and the alterations underwent by
muscle fibres which are under control of factors such
as nervous and hormonal stimuli. Considering that
insulin-like growth factor | (IGF-1) acts as a mediator
of the growth hormone effects, essential for muscular
development, in this paper, the IGF-1 expression is
investigated in the pectoralis and semimembranosus
muscles of two populations (wild and captive) of the
migratory bird Branta leucopsis. The primary
policlonal antibody anti-IGF-I was used for
immunocytochemical recognition of epitopes
present in muscle fibres in different stages of
development. Variations in the pattern of
immunoreactivity distribution among the phases of
development and between the muscles have been
shown. Differences regarding the antibody reactivity
between wild and captive populations have not been
noted.

Key words: Branta leucopsis, insulin-like growth factor | (IGF-I),
migratory bird, pectoralis and semimembranosus
muscle

INTRODUCAO

Muitas espécies de aves migratérias, embora ainda jo-
vens, desenvolvem musculatura capaz de sustentar vdos pro-
longados. Por exemplo, o ganso “Barnacle” (Branta leucopsis
Bechstein) (Anseriformes, Anatidae) € uma ave migratéria que
percorre grandes distancias durante seu periodo reprodutivo.
No verao, este ganso voa em torno de 2500 km, indo de Solway
Firth (Escécia) até o arquipélago de Svalbard (Artico europeu),
onde se reproduz (OWEN & BLACK, 1989). Sendo uma espé-
cie nidifuga, aproximadamente 24 horas ap0s a eclosdo, 0s
filhotes deixam seus ninhos e passam as doze semanas seguin-
tes preparando-se para a migracao.

O processo de preparagdo para a migragdo compreende
o desenvolvimento de um sistema musculo-esquelético apropria-
do, capaz de responder as exigéncias biomecanicas requeridas
para a manutencdo de exercicio fisico prolongado, decorrente
do vbo migratdrio. Tal capacitacdo envolve alteracbes das fibras
musculares num curto espaco de tempo, compreendendo adap-



tacdes dos componentes envolvidos no processo de contracdo
muscular e na sua regulacéo. Varios séo os fatores que regulam o
desenvolvimento e crescimento muscular e entre eles, destaca-
se a atuacdo dos horménios da tiredide e do crescimento e 0s
fatores de crescimento, como 0s principais agentes promotores
do crescimento do tecido muscular (FLORINI, 1987).

Os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs)
pertecem a um grupo de peptideos estruturalmente relaciona-
dos com diversas propriedades biolégicas em varios tipos ce-
lulares. Nos mioblastos, os IGFs sdo capazes de estimular a
proliferacédo e a diferenciacéo, a absor¢cdo de amino &cidos e
glicose e de inibir a prote6lise (TOLLEFSEN et al., 1989a, b;
RALPHS et al., 1990; McFARLAND et al., 1992, MOLONEY et
al., 1998). Atualmente, dois tipos de IGFs (IGF-I e IGF-II) foram
identificados em varias espécies de animais, onde o IGF-I e
IGF-1l sdo caracterizados como polipeptideos estruturalmente
semelhantes, mas regulados por fatores especificos (DE
VROEDE et al., 1984; TOLLEFSEN et al., 1989a). Inicialmente,
pensava-se que o IGF-I atuava no estimulo do crescimento pés-
natal, enquanto o IGF-Il atuaria como um fator de crescimento
fetal. Entretanto, estudos em mamiferos mostraram a presenca
de mRNA e receptores de IGF-I em varios tecidos fetais duran-
te o meio e final da gestacdo (SERRANO et al., 1990). IGF-I
também foi encontrado na gema de ovos néo fertilizados e re-
ceptores do IGF-I foram encontrados em embrides de galinha
(DE PABLO et al., 1990; SERRANO et al., 1990).

Apesar das evidentes transformacgdes observadas du-
rante o crescimento das aves, em geral, poucos estudos abor-
daram os aspectos relacionados ao desenvolvimento fisiologi-
co dos musculos locomotores em funcdo de sua capacidade
de vbo e das alteracdes sofridas devido a préatica do v6o. No
caso particular da espécie B. leucopsis, as modificacdes do
sistema musculo-esquelético ocorrem muito rapidamente e,
dado que existe uma relacdo entre as caracteristicas
biomecénicas e a influéncia hormonal (SCANES et al., 1990;
FLORINI et al., 1991; GODDARD & BOSWELL, 1991,
PERRONE et al., 1995), este trabalho pretendeu avaliar a ex-
pressdo do IGF-I, através da imunocitoquimica, hos musculos
peitoral e semimembranoso de duas populacfes (selvagem e
cativa) do ganso migratorio B. leucopsis.
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MATERIAL E METODOS

Musculos peitoral e semimembranoso de duas popula-
¢Oes de Branta leucopsis foram utilizados: uma populacgédo ca-
tiva/ndo migratoria, mantida na Universidade de Birmingham
(Birmingham, Inglaterra), e outra, selvagem/migratéria, captu-
rada em duas areas (Ny-Alesund e Hornsund) na costa oeste
da ilha de Spitsbergen, Svalbard (regido artica da Noruega). O
trabalho foi desenvolvido no Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da referida Universidade em 1993.

Os gansos foram sacrificados através de injecdo letal
de pentobarbital sédico ou pela inalagdo de halotano. Frag-
mentos do musculo peitoral foram retirados do quadrante cra-
nio-medial do musculo peitoral compreendido entre sua extre-
midade anterior e 1.0 — 2.0 cm da carina do esterno, paralelo
as fibras musculares. Os fragmentos do mdusculo
semimembranoso foram extraidos a partir de cortes transver-
sais de sua parte média. Foram utilizados exemplares de fases
especificas de desenvolvimento: ovo, recém-nascido, 1, 3, 5,
7, 11 semanas e adulto.

Para o estudo imunocitoquimico da expressdo do IGF-I
foi utilizado o anticorpo primario policlonal anti-IGF-I (gentil-
mente cedido por Goddard, C., Poultry Research Center, Roslyn,
Edimburgo, Escécia). O imundgeno original foi obtido a partir
do IGF-1 humano produzido em coelho e conjugado com
tireoglobulina bovina. Esse anticorpo reage com o peptideo
IGF-I livre e foi demonstrado que ele reconhece o IGF-I huma-
no, ovino, bovino, de galinha e camundongo (Goddard, C.,
comunicacao pessoal). O anticorpo secundario utilizado para
a identificacdo do anticorpo primario anti-IGF-I foi o anti-IgG,
de coelho, marcado com FITC (Sigma).

Os cortes usados como controle receberam PBS/0.1%
BSA ao invés do anticorpo primario, e foram, posteriormente,
incubados com o anticorpo secundario. A fluorescéncia
inespecifica detectada nos grupos controle foi avaliada pela
baixa intensidade de reacgdo e serviu de base para a caracteri-
zacdo da fluorescéncia especifica nas fibras reativas. Foram
feitas comparacOes da intensidade e localizacdo de reacdo do
grupo controle com as amostras imunofluorescente-positivas.



A interpretacdo dos resultados foi feita em observa-
¢des diretas, no microscopio de fluorescéncia Zeiss e nas
fotografias.

RESULTADQOS

A andlise imunocitoquimica revelou que o anticorpo
anti-IGF-1 reconheceu epitopos presentes nos musculos peito-
ral e semimembranoso nas populacfes migratéria e ndo-mi-
gratéria do ganso “Barnacle”.

Imunorreacdo de baixa intensidade foi identificada nas
fibras do musculo peitoral de ambas as populac¢des no inicio
de seu desenvolvimento, compreendendo os estadios de pré-
eclosdo e eclosdo e a primeira semana de vida (Figura 1A).
Essa reacdo foi mais significativa no tecido conjuntivo no esta-
dio de ecloséo e na primeira semana de vida.
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Figura 1 - Microscopia de imunofluorescéncia de secgdes transversais
dos musculos peitoral e semimembranoso do ganso “Barnacle” selva-
gem, incubadas com o anticorpo anti-IGF-1. (A) Estadio de 1 semana de
desenvolvimento pés-natal do musculo peitoral, com reagdo de baixa
intensidade nas fibras e significativa reagdo no tecido conjuntivo (cabeca
de seta (833.3X). (B) Estadio de 1 semana de desenvolvimento pds-natal
do musculo semimembranoso (815.2X), com reacdo positiva contornan-
do as fibras.

Na terceira e quinta semanas (Figura 2A), reatividade
crescente foi sendo observada, e por volta da sétima semana
(Figura 2B) até a fase adulta (Figura 3A), a imunorreacao foi
claramente detectada contornando as fibras e os fasciculos
musculares.
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Figura 2 - Microscopia de imunofluorescéncia de seccdes transversais dos
musculos peitoral e semimembranoso do ganso “Barnacle” mantido em cati-
veiro, incubadas com o anticorpo anti-IGF-1. (A) Estadio de 5 semanas (854.8X),
(B) 7 semanas (815.8X) e (C) 11 semanas (833.3X) de desenvolvimento pos-
natal do musculo peitoral. (D) Estadio de 5 semanas (847.2X), (E) 7 semanas
(817.3X) e (F) 11 semanas (844.8X) de desenvolvimento pds-natal do musculo
semimembranoso. O musculo semimembranoso melhor evidencia reatividade
contornando as fibras (cabeca de seta) e fasciculos musculares (seta) nos esta-
dios de 5 e 7 semanas em relagdo ao musculo peitoral. No estadio de 11
semanas, observa-se que os dois mudsculos apresentam o mesmo arranjo de
reatividade.



Figura 3 - Microscopia de imunofluorescéncia de sec¢des transversais dos
musculos peitoral e semimembranoso do ganso “Barnacle” selvagem, incuba-
das com o anticorpo anti-IGF-I. (A) Estadio adulto do musculo peitoral (852.9X)
e (B) semimembranoso (841.7X), mostrando reatividade contornando as fi-
bras (cabeca de seta) e fasciculos musculares (seta).

No musculo semimembranoso, as amostras dos estadi-
os de pré-eclosdo e eclosdo também mostraram baixos niveis
de imunorreatividade nas fibras e maior reacdo no contorno
dessas fibras. Durante a primeira semana de vida (Figura 1B),
a reacdo positiva limitou-se ao contorno das fibras muscula-
res, enquanto no muasculo peitoral esse arranjo so foi detecta-
do a partir da terceira semana. As amostras do musculo
semimembranoso da terceira e quinta semanas (Figura 2D) de
desenvolvimento mostraram maior reatividade ao anticorpo,
gue, no entanto, diminuiu a partir da sétima (Figura 2E) até a
décima primeira semana (Figura 2F). Nos adultos, as amostras
voltaram a revelar forte reacdo ao anticorpo contornando as
fibras e os fasciculos musculares. Foi também observado reco-
nhecimento puntiforme nas fibras, evidenciado principalmen-
te nos exemplares adultos (Figura 3B).

Comparando os musculos peitoral e semimembranoso
da populacdo cativa nas quinta (Figura 2A, D) e sétima sema-
nas (Figura 2B, E) de desenvolvimento pds-natal, distinguiu-se
reatividade bem evidenciada em volta das fibras e dos fasci-
culos musculares do semimembranoso, mostrando a forma
poligonal caracteristica das fibras adultas e, provavelmente,
indicando o desenvolvimento precoce desse masculo. Na dé-
cima primeira semana de vida pés-natal (Figura 2C, F) esse
arranjo é também detectado no musculo peitoral, pois nessa
época as fibras de ambos os masculos aparentemente ja atin-
giram o mesmo nivel de desenvolvimento. Observacdo seme-
Ihante foi feita nos musculos do ganso selvagem.
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DISCUSSAO

Nas aves migratérias, os hormdnios tém sido aponta-
dos como elementos fundamentais para a constituicdo e resis-
téncia 6sseo-muscular, por causa de sua presenca ativa no
metabolismo bioquimico, em resposta ao crescimento acele-
rado das espécies que estdo se preparando para a migracdo
(GOLDSPINK, 1980). Dentre esses horménios, estd 0 horménio
do crescimento, cujos efeitos s6 se manifestam através da se-
crecdo secundaria dos fatores de crescimento semelhante a
insulina (IGF) (BALLARD et al., 1986).

Apesar das evidéncias existentes sobre a expressdo do
IGF, o seu real papel na regulagdo do desenvolvimento, prin-
cipalmente em relacdo as espécies que passam por rapido
periodo de crescimento num curto espaco de tempo, nao foi
ainda esclarecido.

Neste trabalho, a anélise das fotomicrografias revelou
reatividade uniforme do anticorpo anti-IGF-1 nos musculos pei-
toral e semimembranoso, embora ela mostre-se mais acentua-
da no musculo semimembranoso, durante os estadios de de-
senvolvimento pré-eclosdo e neonatal das populacdes cativa
e selvagem. Tal reatividade indica desenvolvimento precoce
do musculo semimembranoso, apesar dos estadios de pré-
eclosdo e eclosdo, de ambas as populacfes, terem mostrado
imunorreatividade mais fraca em relagdo a primeira semana
do desenvolvimento pés-natal. Indicios dessa maturagéo pre-
coce talvez possa ser explicada pelo comportamento nidifugo
do ganso “Barnacle” jovem que, 24 horas apGs o nascimento,
abandona o ninho em busca de alimentos (CRAMP &
SIMMONS, 1977; OLGIVIE, 1978). Outro fator também relaci-
onado, seria o inicio da termorregulagcdo, que, nas aves jo-
vens, é feita principalmente a partir da tremulacdo dos muscu-
los da perna (O'CONNOR, 1984).

Apatrtir da primeirasemana, crescente expresséo do IGF
| pbde ser observada no musculo semimembranoso, até que, por
volta da sé&ima semana, a reatividade aparentemente pasou a
se manifestar com menor intensdade. Invedigacdes detalhadas
realizadas em outras espécies de aves modraram a expressao do
IGFI em diferentes fases do desenvolvimento. Por exemplo,



KIKUCHI et al. (1991) localizaram o mRNA do IGF-I em embri-
Oes de galinha de seis dias e sua forma circulante, nos embrides
de nove dias. Sua presenca nos musculos da coxa foi detectada a
partir do décimo-sétimo dia do desenvolvimento embrionario,
atingindo sua expressdo maxima no sétimo dia de vida pés-natal,
guando entdo comecou a diminuir.

No musculo peitoral das popula¢des migratéria e nao
migratéria do ganso “Barnacle”, imunorreatividade mais fraca
foi também observada nos estadios de pré-eclosédo e ecloséo,
estendendo-se até a primeira semana de desenvolvimento poés-
natal. A partir da terceira semana, houve aumento progressivo da
reatividade até que na quinta semana, o musculo peitoral, ja dife-
renciado e com seu arranjo poligonal caracteristico, mostrou cla-
ramente a reacdo do IGF-I contornando a fibra muscular. As se-
manas subseqglientes mantiveram o mesmo padrdo de reacdo e
mostraram forte ligacdo do anticorpo com 0s epitopos presentes
ao redor ou talvez na membrana da célula muscular. Essas obser-
vacdes sugerem intensa participacéo do IGF-I no desenvolvimento
do musculo peitoral, j& que, por volta do final da décima-segunda
semana, ele tem que estar apto a sustentar voos prolongados,
para realizar a migracao.

Além da expressdo crescente do IGF-I, outra caracte-
ristica observada foi a reacdo do anticorpo contornando as fi-
bras ou os feixes de fibras do musculo peitoral e
semimembranoso. Questiona-se se essa imunorreatividade esta
ocorrendo devido ao reconhecimento de epitopos presentes
na matriz extracelular ou se o anticorpo estaria ligando-se a
epitopos presentes na membrana da célula muscular, a partir
da combinacéo do IGF-I com receptores do tipo-I, ou ainda, se
estaria ocorrendo reacdo inespecifica do anticorpo com ele-
mentos da matriz extracelular.

Dados obtidos a partir de estudos realizados em aves
mostraram a ampla distribuicdo e variacao relativa de ligacdo do
IGF-I com tecidos de galinha (BASSAS et al., 1985; RALPHS et
al., 1990) e peru (McFARLAND et al., 1992) em diversas fases de
desenvolvimento. Em galinha, os receptores que reconhecem IGF-
| foram detectados em membranas celulares no cérebro, cora-
¢do, musculo esquelético e figado em embriBes a partir de 2, 3,
3.5 e 8 dias de desenvolvimento, respectivamente. Em perus, foi
detectada a ligacédo do IGF-I com receptores em membranas ce-
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lulares no musculo peitoral nos periodos pés-natal e adulto. De
acordo com os autores citados, as alteracBes observadas na liga-
¢cao IGF-I-receptor durante o desenvolvimento sdo devidas as
alteracbes no namero de receptores presentes na membrana e
ndo na afinidade existente entre eles.

Resultados semelhantes foram obtidos por BEGUINOT
et al. (1985), ao estudarem a relacéo receptores versus ligacao
com IGF-I, IGF-II e insulina em culturas celulares do musculo
esquelético da linhagem L6 de camundongo. Durante o pro-
cesso de diferenciacdo da linhagem L6, verificou-se que hou-
ve queda na ligacdo do IGF com os receptores, também devi-
do a diminui¢do no namero de receptores e ndo por alteracdes
na afinidade do receptor.

Considerando a imunorreacéo detectada nos musculos
peitoral e semimembranoso, a especificidade do anticorpo anti-
IGF-I foi testada a partir de experimentos que mostraram a au-
séncia de imunorreatividade nas amostras incubadas com esse
anticorpo combinado ao IGF-1 recombinante humano. Além
disso, nas amostras controle, foi detectado apenas fraca rea-
¢ao inespecifica do tecido. Esses dados nos levam a crer que a
imunorreatividade detectada nas amostras incubadas com o
anticorpo anti-IGF-1 ndo se deve a simples reagdo inespecifica
desse anticorpo com o tecido conjuntivo.

Através da técnica de imunocitoquimica, nao foi possivel
identificar caracteristicas relacionadas a reatividade ao anticorpo
anti-IGF-1 que distinguissem as populacdes migratoria e nao-mi-
gratdria do ganso “Barnacle”. Foi possivel demonstrar que o anti-
IGF-I liga-se especificamente as amostras dos musculos peitoral
e semimembranoso de ambas as populacdes. Foi também mos-
trado que existem padrBes distintos de distribuicdo da
imunorreatividade entre as fases de pré-eclosédo, neonatal, jovem
e adulta e entre 0os musculos peitoral e semimembranoso.

Em concluséo, pelo uso da técnica de imunocitoquimica,
ndo foi possivel evidenciar alteracdes que diferenciassem o
desenvolvimento dos musculos peitoral e semimembranoso de
gansos “Barnacle” selvagens e mantidos em cativeiro. Pode-
se, portanto, inferir que as aves dessa espécie, mesmo mantida
em cativeiro, apresentam-se, pelos parédmetros analisados,
potencialmente aptas a migracao.
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