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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigam,vitro, os efeitos do jejum de 15 dias e da subsequente
realimentacao por 72, 96 e 120 horas, sobre o wletaiom de aminoacidos no hepatopancreas e no
musculo do caranguejbleohelice granulatgpreviamente alimentado com uma dieta rica em
carboidratos (HC) ou proteinas (HP). Para issanforealizados os seguintes procedimentos
experimentais - captacdo de f0]-MeAIB (4cido metil-aminoisobutirico); sintese d&C-
proteinas a partir de ftC]-leucina; sintese d¥C-lipidios, formacdo d&'CO, e sintese d&C-
glicose a partir de [YC]-glicina; atividade da NaK*-ATPase e atividade e expressdo do gene da
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)aRotambém determinadas as concentracdes
de proteinas no musculo mandibular e de glicogénide proteinas no hepatopancreas. A
composicao da dieta, o0 jejum e a realimentacdomnm&dificaram a concentracdo de proteinas no
tecido muscular. No hepatopancreas, a concent@gggwoteinas foi maior nos animais do grupo
controle HP. Os teores de glicogénio foram maioaefepatopancreas do grupo controle HC. A
sintese de proteinas a partir'é@-leucina e a oxidacdo d4C-glicina foram maiores no musculo
do grupo controle HC. No musculo e no hepatopasceeaintese de glicose a partiré@glicina

foi maior nos animais controle HC. Nos animais na#st com a dieta HP foi constatada uma alta
atividade da PEPCK muscular e hepatopancreaticambisculo dos animais controle HC, os
aminodcidos constituiram substratos para a simtestpidios, de proteinas e de glicose. No
hepatopancreas desses animditCaglicina constituiu um importante substrato glieogénico. O
padrdo de ajuste no metabolismo de aminoacidosesposta ao jejum utiliza diferentes vias
segundo a composicao da dieta previamente oferacidaranguejo. No musculo dos animais HP,
0s aminoacidos seriam utilizados como substratesyéticos durante o jejum e, no hepatopancreas
desses animais, o glicogénio e os aminoacidos nseingportantes substratos energéticos no
periodo de jejum. Apés a realimentacdo por 72 Qli@na parece ser utilizada na sintese de
lipidios no hepatopancreas dos animais HC e, nasseo periodo, a sintese de proteinas e de
lipidios parecem ser as principais vias metabdlg@® 0s aminoacidos no hepatopancreas dos
animais HP. Apds 120 h de realimentacdo, a glicgéeese e a sintese de proteinas constituiram
as principais vias metabdlicas para os aminoaaiokepatopancreas dos animais HC e, para o
hepatopancreas dos animais HP, a via gliconeogéagses resultados demonstram importantes
alterac6es no fluxo de carbono dos aminoacidog astdiferentes vias metabdlicas no masculo e
no hepatopéncreas do caranguljogranulata Tais mudangas constituem estratégias utilizadas
durante o jejum e a realimentacdo conforme a coiggmsda dieta previamente oferecida ao

caranguejo.
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1. INTRODUCAO

O metabolismo energético de crustaceos € caraaderigor variabilidades
intra e inter-espécies, devido as peculiaridadelicas e ecoldgicas desses animais, 0
que torna dificil a generalizacdo (Oliveira et &003). Tais variabilidades podem ser
atribuidas a multiplos fatores como variacdes sazotocalizacdo geografica, habitat do
animal, habito alimentar entre outras (Kucharskg Bilva, 1991b). Sendo também,
influenciadas pelo ciclo da muda, maturidade sexpabcesso reprodutivo, estado
alimentar e nivel de atividade motora (Schirf et 4/987). O desenvolvimento de
experimentos bem controlados e que consigam igolaonitorar alguns desses fatores,
como a temperatura, a salinidade e os componeatéseth exibem um ponto de grande
interesse para a investigacdo dos ajustes metabdliente ao desafio imposto pelo

processo jejum-realimentacao nesses animais.

O caranguejoNeohelice granulataé uma espécie tipicamente estuarina
adaptada ao ambiente de pantanos salgados ou m@sressitua-se sistematicamente na
Superclasse Crustacea, Classe Malacostraca, Ordeap@da, Superfamilia Grapsoidea e
Familia Varunidae (Cuesta; Diesel; Schubart, 20®dkai; Turkay; Yang, 2006). Este
caranguejo habita territorios neotropicais na zovesolitoral e supralitoral a partir do
estado do Rio de Janeiro até o Golfo de San Mata&rgentina (Turcato, 1990; Bond-
Buckup et al., 1991; Spivak, 2010). A regido estuéonstitui um ecossistema resultante
da transicdo entre o ambiente marinho e o limngaacterizando-se por periodos
irregulares de total cobertura com agua e outrosaiepleta exposicdo do substrato

(Odum, 1985).
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Em seu habitat, o carangu@jo granulatadistribui-se por areas com ou sem
vegetacdo onde abre galerias ou tocas com dimensd@seis, conforme os niveis da
maré e do lencol freatico. Esse procedimento garamiresenca de agua no fundo da toca
e minimiza as amplitudes de variacdes de salinidgade temperatura (Botto; Irigoyen,
1980). Em periodos de atividade, os animais maigraacipalmente os machos, sao
facilmente encontrados em locais abertos, enquenfémeas e os animais jovens buscam
refugio junto a vegetacao ribeirinha (Bond-Bucktple 1991) formada, em grande parte,

por juncos.

Segundo Turcato (1990), nos meses de primaveraverée, o caranguejo
N. granulataé encontrado na zona infralitoral em busca deeslim Ja nos meses de
outono e inverno, permanece no interior das tocasim periodo maior e apresenta uma
reducdo na atividade metabdlica (D’Incao; Ruffi®dya, 1988). No periodo de inverno,
além da baixa temperatura ambiente, esse carandepgra-se com uma baixa oferta de
itens alimentares e, consequentemente, menor dilade de substrato energético
(D’Incao et al., 1990). Durante os anos de 2009@7ZXoram registradas, no local de
coleta do caranguejdN. granulata (lagoa Tramandai), as seguintes variacdes na
temperatura ambiente: 18,5 = 6°C e 32 + 2,8°C,nmerno e no veréo, respectivamente

(Valle et al., 2009).

Apesar do caranguejdl. granulata apresentar um sistema respiratorio
pouco favoravel a respiracdo aérea (Santos e1387), ele é capaz de suportar longos
periodos fora da agua e de exposicao ao sol, serdiderado tipicamente semiterrestre
(Mane-Gazon et al., 1974). Quando exposto ao apsdérico, diminui o consumo de
oxigénio e reduz a mobilidade (Santos et al., 198 umas espécies de caranguejos,

assim como dN. granulata conseguem manter as branquias constantementeecichas!
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ao sair do ambiente aquatico, através de um sisdencaculacao localizado entre as bases
dos pereiopodos que captam a agua da superfiemaxdo corpo e a liberam na cavidade
branquial, promovendo a renovacgao dos teores dgmxi (Hartnoll, 1988; Bond-Buckup

et al., 1991; Luquet et al., 2000).

Turcato (1990) encontrou uma importante variacaotetw de oxigénio
dissolvido (2,78 - 11,78mg ) e da salinidade (0,22%0 - 34%0) na agua das tawas
caranguejd\. granulatana lagoa Tramandai. Conforme Mafie-Garzon et a4}l essa
espécie pode ser classificada como um animal régukurialino hiper-hiposmdético, pois
suporta variacdes de salinidade de 0%. até 40%-¢jaLl sm um meio de alta concentracao
mantém a hemolinfa hiposmadtica e, em um meio dluitiperosmética. Um animal
osmorregulador eurialino € capaz de tolerar asdgsavariacbes de salinidade de seu
habitat com minimas alteracdes na osmolaridade lgateca (Huggins; Munday, 1968;
Mantel; Farmer, 1983). Segundo Bromberg (1992)N.granulataapresenta um ponto
isosmatico situado entre 28,5%0 € 30%0 no invern® ev@rdo, respectivamente. Santos e
Nery (1987) encontraram altera¢cdes nos niveis idesgl na hemolinfa do carangudjo
granulatg submetido a diferentes salinidades e, concluigjam esta espécie aclimata-se

melhor ao estresse hiperosmaético que ao hiposmotico

Em relacdo ao comportamento alimentarNogranulata € classificado
como onivoro-detritivoro e oportunista; na naturelease alimenta, predominantemente,
de vegetais e de detritos (Bond-Buckup et al., 198hcao et al., 1990). Oportunamente
alimenta-se de animais em avancado estado de desmap e, eventualmente, comporta-
se como canibalista, atacando sua prépria comumi(Botto; Irigoyen, 1980). A andlise
do conteddo estomacal mostrou a presenca de resiggetais e animais com diferencas

quantitativas e qualitativas de itens alimentamrgarme a estacao do ano (D’Incao et al.,
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1990). Kucharski e Da Silva (1991a) verificaram ggse animal consome com facilidade
diferentes dietas e, assim como em vertebradosnpasicao da dieta influencia o padrao
do metabolismo de carboidratos e de lipidios. Nemahalimentado com uma dieta rica
em carboidratos (H&)os valores de glicose na hemolinfa e a concertrdeaglicogénio

no hepatopancreas e no musculo estéo elevadosdisiciDa Silva, 1991a).

A glicose € um importante substrato energético amanguejos (Chang;
O’Connors, 1983; Morris; Airries, 1998). Em crusés, a glicose tem diversos destinos
principais: sintese de mucopolissacarideos, sintEsequitina, sintese de ribose e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, sintéseglicogénio, formacéo de piruvato e

sintese de lipidios (Hochachka et al, 1970; Herieudl, 1988; Marqueze et al., 2011).

Em crustaceos, o hepatopancreas parece ser opplifatal para o estoque
de lipidios (O'Connor; Gilbert, 1968; Muriana et 4B93; Garcia; Gonzalez-Baro; Pollero,
2002), embora o tecido muscular e as gonadas (Brtemabém possam acumular lipidios
(Komatsu; Ando, 1992). EmN. granulata a concentracdo de lipidios totais no
hepatopancreas representa mais de 20% do pesoidio {i€ucharski; Da Silva, 1991b). O
transporte de lipidios no plasma de crustaceos eoetmos animais € realizado em
associacdo com proteinas, formando lipoproteinggtigipal lipoproteina na hemolinfa
de crustaceos parece ser HDhigh-density lipoprotein embora LDL (lowdensity
lipoprotein) e VHDL (very high-density lipoprote)ntambém estariam presentes (Kang;

Spaziani, 1995; Garcia; Gonzalez-Baro; Pollero22@Warre et al., 2003).

O tecido muscular desempenha importantes fun¢oegbgiras e contribui

para a manutencdo da homeostase quando o animgboSt@ a diferentes desafios

! A Tabela 1 (Pagina 32 - Procedimentos experimeniiz informagées sobre as dietas oferecidas aos
caranguejos.
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ambientais via: sintese e mobilizacdo de protefoasgecimento de substratos energéticos,
metabolizacdo do lactato hemolinfatico entre ouiagdes (McNamara, 2004; Augusto et
al., 2007; Maciel, et al., 2008; Pellegrino; Kudiar Da Silva, 2008). Os niveis de lactato

e de glicose na hemolinfa de caranguéjoggranulataalimentados com dietas rica em

carboidratos (HC) e rica em proteinas (HP) demarestt uma razao lactato/glicose de 1,8
para os animais alimentados com a dieta HC e dpat@80s animais alimentados com a
dieta HP, sugerindo que o lactato seja um impa@tautbstrato energético para esse

caranguejo (Pellegrino; Kucharski; Da Silva, 2008).

O N. granulataé um caranguejo adaptado ao jejum, sendo capamder
a homeostase metabdlica e durante a realimentapé@esenta um ajuste nos processos
endergonicos de sintese para recuperar as resameageticas exauridas no periodo de
jejum (Vinagre; Da Silva, 2002; Pellegrino; Kuchay®a Silva, 2008). Foi demonstrado
que durante o jejum de 3 semanas ocorre diminudedsintese de glicogénio a partir de
4C-glicina no masculo ddl. granulata contudo, apés o periodo de realimentacéo por 48
horas, esses valores se assemelham aqueles do ajmqemtado (Vinagre; Da Silva,
2002). Algumas espécies de crustaceos, como o dedpigpdgenoStenasellus virei
sobrevivem a periodos de jejum superiores ha dogedias (Hervant et al., 1997),
demonstrando uma distinta e eficiente resposta bfita para manter as reservas
energéticas e, além disso, durante a realimentapéesentam uma rapida recuperacdo das
reservas exauridas (Hervant; Renault, 2002). Esfiee de hibernacdo, estoque e
mobilizacdo das reservas energéticas e diminuig@oatividade metabdlica, podem
favorecer animais que enfrentam periodos de escassealimentos e podem evitar
prejuizos ou morte (Castellini; Rea, 1992; Vinadde; Silva, 2002; Sanchez-Paz et al.,

2007; McCue, 2010). Como encontrado em outros @aes, uma reducdo na atividade
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metabolica contribui com a resisténcia ao periodgejum (Hervant; Mathieu; Barre,
1999; Mayrand; Guderley; Dutil, 2000; Mayrand; Dutuderley, 2000; Hardy et al.,

2000).

Os resultados do estudo realizado por Vinagre &ila (1992), onde foi
verificado o efeito do jejum de oito semanas sabraetabolismo de carboidratos e de
lipidios emN. granulata demonstraram que, em animais previamente alidestaom
uma dieta rica em proteinas (HP), os valores dmggi hemolinfatica ndo apresentaram
alteracOes significativas, permanecendo estavéi® dinal do periodo experimental. Os
valores de glicogénio hepatopancreatico também rgwesentaram alteracdes
significativas ao longo desse periodo. Contudo, nogeis de glicogénio muscular
diminuiram no inicio do jejum, permanecendo semraddes significativas até o final do
periodo. Nas branquias, os niveis de glicogéniardiram progressivamente ao longo do
jejum, chegando a valores nulos apds dois mesesiiv@ss de lipidios na hemolinfa
aumentaram 100% nas duas primeiras semanas de, jepas ao final do periodo
experimental retornaram a valores similares aasaisi Ja os niveis de lipidios totais no
hepatopéncreas diminuiram cerca de 50% apds aseaitanas de jejum. Enquanto no
musculo ndo foram constatadas variagfes signifastao longo do periodo de jejum
estudado. Nesse mesmo trabalho, foi estudado  efeijejum sobre o metabolismo de
proteinas, mas, ao contrario do observado comaelag metabolismo de carboidratos e
lipidios, ndo foram constatadas alteracbes sigtifias nos parédmetros analisados

(Vinagre, 1992).

Oliveira et al. (2004), estudando o efeito de éifeées tempos de jejum
H x~ 1 : 14, 14 ;
sobre a capacidade de conversdo ‘d&-alanina ou'‘C-lactato em*‘C-glicose no

hepatopancreas, verificaram que 0s animais previgamalimentados com a dieta HP
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apresentavam, no terceiro dia de jejum, uma redugdoapacidade de sintese ‘de-
glicose a partir d&*C-alanina. Contudo, aos 15 dias de jejum, a glicgérese a partir de
4C-alanina aumentou significativamente em relaca@ovadores iniciais, para novamente
diminuir aos 21 dias de jejum. J& a conversat'@dactato ent’C-glicose ndo apresentou

alteracdo em relacéo aos valores iniciais.

Em caranguejodl. granulataalimentados previamente com a dieta HC os
niveis de lactato hemolinfatico foram quatro vemesores que aqueles constatados nos
animais que receberam a dieta HP. Contudo, esskajueverte apos o periodo de 15 dias
de jejum, onde os niveis de lactato aumentam npogtdP cerca de duas vezes e
diminuem, significativamente, no grupo HC (PellagriKucharski; Da Silva, 2008). De
acordo com a composicdo da dieta previamente aferemo caranguejo, o padrao
metabolico de ajuste ao jejum envolve diferentes.vA capacidade de sintese’d@-
glicose a partir dé*C-lactato reduz no tecido muscular dos animaisigneente mantidos
com a dieta HC. Porém, em animais previamente g@tom a dieta HP um aumento na

sintese de*'C-glicogénio a partir dé“C-lactato é constatado apés 15 dias de jejum

(Pellegrino; Kucharski; Da Silva, 2008).

Estes estudos emN. granulata demonstram a presenca da via
gliconeogénica no hepatopancreas e no tecido narsgdese caranguejo, bem como a sua

participacdo na homeostase durante diferentesduarie jejum.

A realimentagdo ap0Os periodos de restricdo alimgmide ser definida
como sendo um estado nutricional transitorio, canaateristicas distintas tanto do jejum
como do periodo absortivo e pode ser consideradaocam “estado de histeria

metabdlica”, onde os processos de sintese sdvadasi (Sugden; Holness; Palmer, 1989).
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Em vertebrados, alguns autores mostraram que assirde glicogénio
durante o processo de realimentacdo ocorre pelmdi@ta e envolve a gliconeogénese.
Essa condicdo ficou conhecida como “paradoxo deosgi’, onde a glicose forma
compostos de trés carbonos antes de ser estocaagticogénio, ao invés da via direta,
onde a glicose é fosforilada e incorporada a mddéde glicogénio (Newgard et al., 1984;
Sugden; Holness; Palmer, 1989; Shulman; Landawg)198s investigacbes de Calder e
Geddes (1992) com ratos realimentados apoés 40 ternggum foi constatado um aumento
marcante na sintese de glicogénio, tanto no musmriw no figado, alcangcando valores
superiores em relacdo aos animais alimentados. eBleasimais, no periodo de
realimentacdo, ha uma maior atividade dos processadergbnicos de sintese
caracterizados por uma “superestimulacao” na sntles glicogénio. Tal ocorréncia ja
havia sido notificada no figado e no musculo deataga e de peixe quando realimentados

apos 30 dias de jejum (Machado et al., 1988; DaSMigliorini, 1990).

Estudos com outras espécies de crustaceos denmondivarsidade na
estratégia metabdlica utilizada durante a realieg@d. EmGammarus fossarumo
periodo de sete dias de realimentagcdo promoveuraemgperacdo parcial das reservas
energéticas exauridas durante o jejum. Nos anfgpdtiphargus virei e Niphargus
rhenorhodanensisma plena recuperacéo das reservas foi estateelgeas quinze dias de

realimentacao (Hervant; Mathieu; Barre, 1999).

Vinagre e Da Silva (2002) em experimentos,vivo e in vitro, em N.
granulata, demonstraram que a realimentacdo por 48 horas, 2podias de jejum,
aumentou significativamente no tecido muscularpacialade de sintetizafC-glicogénio
(in vivo) e C-glicose in vitro) a partir de'“C-glicina. Nesse mesmo tempo de

realimentacdo, a sintese de proteinas a partit’@glicina sofreu uma significativa
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reducdo no tecido muscular (Vinagre; Da Silva, 20@m N. granulata Pellegrino;
Kucharski; Da Silva (2008) demonstraram que nomais mantidos com a dieta HC a
sintese de glicose e de glicogénio no tecido mas@agtido envolvidas na manutencao dos
niveis de lactato no estado alimentado. Entretamtm, caranguejos alimentados
previamente com a dieta HP essas vias seriam resypein pela reducdo dos valores de
lactato circulante durante os periodos de realiagéat (Pellegrino; Kucharski; Da Silva,

2008).

A gliconeogénese € o0 processo da producao e egfortie glicose a partir
de precursores como 0s aminoacidos, o lactato leera). Esta via é filogeneticamente
muito antiga sendo encontrada desde fungos até ferami(Moon, 1988) e conecta o
metabolismo de carboidratos, de lipidios e de aauinlms (Newsholme; Leech, 1983). Em
mamiferos a gliconeogénese ocorre no figado, neserno intestino delgado (Newsholme;
Leech, 1983; Mithieux et al., 2004; Habold et 2005). As atividades das quatro enzimas-
chave da gliconeogénese - piruvato carboxilase ®C, 6.4.1.1), fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK, E.C. 4.1.1.32), frutoseHifésfatase (FBFase, E.C. 3.1.3.11) e
glicose-6-fosfatase (G6Fase, E.C. 3.1.3.9) - t@n sivestigadas em uma variedade de
espécies de invertebrados e vertebrados ndo mam({f®&urholt; Newsholme, 1981; Moon,
1988). A localizacdo das enzimas gliconeogénicancipalmente a PEPCK, apresenta
uma variacdo entre as espeécies (Kraus-Friedmarg4; Moon, 1988; Corssmitt et al.,
2001). A PC localiza-se na mitocondria, a PEPCHKiliaa-se tanto no citosol como na
mitocondria e as demais enzimas gliconeogénicagnénaen-se no citosol (Newsholme;
Leech, 1983). Em humanos, a PEPCK localiza-se tamtoitosol como na mitocondria
(Corssmitt et al., 2001). Em aves, a PEPCK hepdéioa maior atividade mitocondrial

(Moon, 1988). Um estudo realizado com rim de framgoficou que a acidose e o jejum
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nao alteram a expressdo da fracdo mitocondrial, anazentam a atividade da PEPCK
citosodlica (Watford et al., 1981). Em codornas setidas ao jejum prolongado, foi
verificada,in vivo, uma correlacdo positiva entre 0 aumento da aiilddia PEPCK renal e
hepatica com a gliconeogénese (Sartori et al., @0 trutas a PEPCK foi parcialmente
clonada e sequenciada, sendo semelhante a enzio@ondrial de mamiferos (Panserat,

et al., 2001).

Devido a localizacdo da PC, a mitocondria tornanselocal obrigatorio
para a conversdo de piruvato em fosfoenolpiruvaiole existem duas vias para que o
oxaloacetato seja convertido em fosfoenolpiruvAteia mais simples envolve a PEPCK
mitocondrial, onde o fosfoenolpiruvato produzidoaaéssa a membrana mitocondrial
interna. A segunda via envolve a conversdo de axatato, que ndo atravessa a
membrana mitocondrial interna, em aspartato quarsportado para o citosol através do
antiporte glutamato-aspartato. No citosol, o agparté novamente convertido em

oxaloacetato (Devlin, 1998).

Uma via alternativa para que o oxaloacetato deiesmgaco mitocondrial
seria a sua reducdo a malato que atravessa a nmembitocondrial. No citosol, o0 malato
pode ser oxidado novamente em oxaloacetato comaf@onde NADH que sera utilizado

posteriormente na reducao do 1,3-difosfoglicerismn(sholme; Leech, 1983).

Nos invertebrados, a participacdo da via gliconemgéna manutencao da
glicose hemolinfatica difere entre as espécies (MAd888). Zammit; Newsholme (1978)
estudaram a atividade da PEPCK no musculo do caggméerradurd.imulus polyphenus
e da lagostdHomarus vulgarise sugeriram que essa enzima participa da oxidde&o

alguns amino&cidos através da conversdo de oxédbacem fosfoenolpiruvato. A
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atividade da PEPCK e da FBFase foi demonstradeaeeitios do siriCallinectes sapidus
(Lallier; Wash, 1991) de caranguej@haceon fennee Chaceon quinquende@Valsh;

Henry, 1990) e em crustaceos hipégenos e epigeleogant, 1996).

Em crustaceos, principalmente decapodes, o hepuaiicga® parece ser o
principal local onde ocorre a gliconeogénese (VardA 1988; Hill; Taylor; Strang, 1991,
Lallier; Wash, 1992; Oliveira; Da Silva, 1997; Hant; Mathieu; Barre, 1999), embora
alguns estudos apontem a presenca dessa via equia(iThabrew; Poat; Munday, 1971;
Chitté, 2000; 2005), hemécitos (Johnston; DavieS73) e musculo (Pellegrino;

Kucharski; Da Silva, 2008; Maciel et al., 2008).

Em caranguejobl. granulataa via gliconeogénica esta envolvida em varios
processos de ajuste metabdlico durante o jejurealnrentacéo, o estresse osmdtico, a
anoxia e a fase de recuperacdo da anoxia. Nessegoajo essa via foi constatada no
musculo, nas branquias e no hepatopancreas (RPedledfucharski; Da Silva, 2008;
Schein et al., 2004; Chittd, 2005; 2000; Oliveba; Silva, 1997). No hepatopancread\de
granulatg a presenca dessa via e a atividade da PEPCK fevalanciadas pela primeira
vez por Oliveira e Da Silva, (1997). Schein et(2a004) demonstraram a capacidade de
conversdo dé*C-alanina ent“C-glicose e a atividade da PEPCK no musculo matatibu
de N. granulata Os autores também constataram a presenca de niaNPEPCK em
hepatopéncreas, coragdo, branquias e sistema oetlegse caranguejo, como também,
caracterizaram a sequéncia do cDNA dessa enzim@7#922) no musculo mandibular.
Nesse tecido, a concentracdo da PEPCK esta na aleld® molar (Schein et al., 2004).
Em musculo de ratos a concentracdo da PEPCK é Inaiita e encontra-se na ordem de
10*2 molar (Xavier et al., 2002). No estudo de Chittéle (2009) foi verificado que o

musculo mandibular dd. granulataapresenta atividade da enzima G6Fase, demonstrando
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gue a via gliconeogénica nesse tecido seria cometa possibilidade de liberar glicose

na hemolinfa.

Em N. granulataa gliconeogénese e a atividade da PEPCK muscular
apresentam variacdo sazonal: durante o invernotiaslagles da via e da PEPCK
mitocondrial estdo bastante reduzidas, sendo @adi® da enzima igualmente dividida
entre as fracdes citosolicas e a mitocondrial.demo lado, no verdo 85% da atividade da
PEPCK encontra-se na fracdo mitocondrial (Scheialet2005a). Nesses animais no
estado alimentado, inversamente ao que ocorre etebvados (Migliorini et al., 1973;
Moon, 1988), a capacidade intrinseca do hepatopascem sintetizar glicose é alta,
independe do tipo da dieta oferecida e, cerca & 88 atividade da enzima PEPCK
ocorre na fracdo mitocondrial (Oliveira; Da Silvd997). Uma alta atividade
gliconeogénica permite adl. granulata responder as variacdes extremas de fatores
ambientais, tais como a salinidade, a temperaturaeiclo das marés e a escassez de

alimentos, através da producéo de glicose.

O estudo do efeito da variacdo sazonal sobre obwletao energético do
caranguejoN. granulatademonstrou que o glicogénio do hepatopancreas midzulo
constituem fonte de substrato energético duranpeiraavera e o verdo. Ja os lipidios
musculares seriam utilizados como substrato erieogéd outono e no inverno, enquanto
os lipidios do hepatopancreas seriam mobilizadosantder o periodo reprodutivo
(Kucharski; Da Silva, 1991b). Recentemente, em yisagle campo comd. granulata foi
demonstrado que a concentracdo de glicose na hidenélmais elevada durante o periodo
de verdo quando comparada as outras estacdes @daieoet al., 2009). Ainda, durante o
periodo de verdo, esse caranguejo apresenta naptacdo de’C-AIB nas branquias

anteriores e posteriores, quando comparada aqeeificada nos animais de inverno.
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Sugerindo que a captacdo de aminoacidos, nessesstesofre alteracdes sazonais (Valle
et al., 2009). O crustacé€acypode quadrataeduziu as reservas de glicogénio tecidual e de
lipidios na hemolinfa, no verdo e na primaverapgesvamente. No outono, 0s animais
machos apresentaram aumento nos niveis de glicaséemolinfa. Esse crustaceo
apresenta maior atividade locomotora durante ooverano periodo de reproducéo, os
lipidios podem representar uma importante resareegética (Vinagre et al., 2007). Hn
granulatg nos periodos de alto consumo energético, comadara a gametogénese, ha
uma expressiva mobilizacdo de lipidios, especialenas lipidios do hepatopancreas

(Kucharski; Da Silva, 1991a).

A variacdo sazonal da concentracdo de carboideatosliferentes tecidos
do N. granulataparece interferir na sua capacidade osmorregwaddo verdo, apos o
choque hiposmotico ou hiperosmdético, os niveis aldaidratos aumentaram em quase
todos os tecidos estudados por Nery e Santos (1%9@rindo a ativacdo da via
gliconeogénica. Contudo, no inverno, em ambos msstide estresse osmético, ocorreu
mobilizacdo de carboidratos somente nas brangN&y;( Santos, 1993). Em outro estudo,
durante o processo de aclimatacdo ao estresses$np@ico, observado entre os animais
de inverno e de verao, foi verificada diferencapadréo de resposta gliconeogénica nas

branquias (Chitto et al., 2009).

Schein et al. (2005a) verificaram que no verdoiadaie gliconeogénica
no musculo mandibular dd. granulatadiminuiu ap6s 24 horas de estresse hiperosmaético
e a atividade da PEPCK diminuiu na fragdo mitociah@ aumentou na fragéo citosdlica.
No entanto, apdés 72 horas de choque hiperosmdticopnstatado aumento na atividade
gliconeogénica, possivelmente, devido a um aumeatexpressao génica da PEPCK

ocorrido as 24 horas de estresse osmoético. Nonoye@urante o choque hiposmotico, a
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capacidade gliconeogénica e a atividade da PEP@Gnfoeduzidas e a expressao génica
da enzima achava-se extremamente baixa. Esses digoenstraram que a via

gliconeogénica muscular esta envolvida nos ajustabolicos de aclimatacdo aos meios
hiposmotico ou hiperosmatico e pode ser moduladdéocme a estacdo do ano (Schein et

al., 2005a).

Durante o estresse hiposmatico, Bimgranulataalimentados com as dietas
HC ou HP, os valores de glicose circulante aumantaOs animais que receberam uma
dieta HC apresentaram uma diminuicdo significatimas niveis de glicogénio
hepatopancreatico e muscular. Entretanto, no gqupaecebeu a dieta HP, o contetdo de
glicogénio no hepatopancreas aumentou e 0 mugoeriaraneceu inalterado apds 72 horas
de estresse hiposmotico, reforcando o possivellemento da via gliconeogénica (Da

Silva; Kucharski, 1992).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram o envolvitoe da via
gliconeogénica hepatopancreética na adaptacaot@sss hiposmatico no carangu@jo
granulata Animais alimentados com dieta HP e submetidosestoesse hiposmatico,
durante um periodo de 144 horas, apresentaram on@rdo na capacidade gliconeogénica
a partir de"*C-alanina ap632 horas de estresse. Nos animais submetidos alietaaHC
0 aumento na capacidade gliconeogénica somentefificado as 144 horas de estresse.
Porém, quando o substrato utilizado erd@lactato, ambos os grupos apresentaram uma
reducdo na capacidade gliconeogénica a partir deo&s de estresse hiposmaotico. Esses
dados sugerem que a gliconeogénese hepatopangreggia envolvida no ajuste

metabodlico de aminoacidos durante o estresse hiftasm
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Segundo Gilles (1982, 1997), as mudancas na coacéontde aminoacidos
livres tissulares durante o ajuste osmético ocoppemmeio de trés mecanismos basicos:
(1) deslocamento do equilibrio entre influxo e xfludos aminoacidos através da
membrana plasmatica; (2) alteracdes na capacidadsirdese e de oxidacdo desses

aminoacidos; (3) modificacbes na capacidade dessird de degradacéo de proteinas.

Schein et al. (2005b) verificaram, no hepatoparsceeao muasculo dal.
granulatg que o aumento na captacdo e reducdo na oxidagdmndhoacidos seriam
mecanismos envolvidos no aumento da concentracgi@mhinoacidos intracelulares em
resposta ao estresse hiperosmatico. Por outro éadaaranguejos submetidos ao estresse
hiposmotico, a oxidacdo de aminoacidos nao serianeganismo envolvido na reducdo da
concentracdo de aminoacidos nos tecidos hepataaiocr e muscular. Outros estudos
também demonstram que o tecido musculamNdegranulata participa do processo de
aclimatacao as distintas salinidades, ativandoitmindo as vias metabdlicas que regulam
a concentracdo dos aminoacidos intracelulares {{sehal., 2004, 2005a; Martins et al.,

2011).

Schein (1999) determinou as concentragfes hemitiatade diferentes
aminoacidos em caranguejds granulata alimentados com dietas HC ou HP e nao
constatou diferenca significativa entre os doispgsu experimentais. Os principais
aminodcidos circulantes encontrados foram a glicinaerina, a arginina, a alanina e a
prolina, sendo a glicina o amino&cido em maior eatracdo na hemolinfa dos animais do

grupo HP.

Em vertebrados, quatro principais sistemas de pmates de aminoacidos

foram identificados com base na especificidadeubstsato e na dependéncia aos ions: A,
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ASC, N e L. Os sistemas A e ASC sao dependentesbdie. O sistema A transporta
aminoacidos neutros como alanina, serina, gliametionina, glutamina e prolina, bem
como o0 analogo Me-AlIB (a4cido metil-aminoisobutijicdd sistema ASC transporta
alanina, serina e cisteina. O sistema N transtidiaa, histidina e asparagina e o sistema
L transporta aminoacidos neutros como leucinagismha, fenilalanina, metionina, ciclo-
leucina e também o analogo AIB (acido aminoisolmatjr(Christensen et al., 1965; Lang

et al., 1998; Yao et al., 2000).

O acido metil-amino isobutirico (Me-AIB) pode acuaryse no espaco
intracelular de forma semelhante aos aminoacidisaia e, em preparacdes bioldgicas, €
amplamente utilizado em investigacdes sobre o fiates de aminoacidos pelo sistema A

(Debons; Pittman, 1962).

O caranguejoN. granulata em funcdo da excelente aclimatacdo as
condicOes laboratoriais e da grande capacidadegudrantar as variagcdes de salinidade,
de temperatura, de teor de oxigénio e de dispddaloié de alimento em seu habitat, é
considerado um modelo bioldgico muito adequado pewestigacées sobre o controle do

metabolismo intermediario em crustaceos.

Estudos prévios realizados én granulata,utilizando substratos marcados
para analisar o efeito de diferentes tempos denjgjule realimentacéo (Vinagre; Da Silva,
1992, 2002; Oliveira; Da Silva, 1997; Pellegrinajdkarski; Da Silva, 2008), sustentam a
presenca e a participacdo de importantes vias dlatab nos tecidos hepatopancreético e
muscular desse caranguejo. Contudo, até o momaddipi investigado se a composi¢ao
da dieta interfere no metabolismo de aminoacideoarde o processo de ajuste metabdlico

ao jejum e aos diferentes periodos de realimentagcéo
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Conforme abordado na introducdo deste trabalhdl. @ranulataé um
caranguejo adaptado ao jejum mantendo a homeostasdbolica. Contudo, o padréo
metabolico de ajuste ao jejum utiliza diferenteasvsegundo a composicdo da dieta
previamente oferecida ao caranguejo. Assim, a éfgodeste trabalho seria de que a
quantidade das proteinas da dieta influenciariammetabolismo dos aminoacidos em
resposta ao jejum e aos diferentes tempos de m@ElTAO no musculo e no
hepatopancreas do carangu®jo granulatasubmetido a dieta rica em carboidratos ou

proteinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito do jejum e da realimentacdo sobrenetabolismo de
aminoacidos no hepatopancreas e no musculo do guejanNeohelice granulata

alimentado com uma dieta rica em carboidratos otefitas

2.2 Especificos

a) Analisar, in vitro, os efeitos do jejum de 15 dias e da subsequente
realimentacao por 72, 96 e 120 horas, em carargNejgranulatapreviamente submetido

a dieta rica em carboidratos ou proteinas, sobse@sintes parametros:

- captacdo de [HJC]-MeAIB e sintese dé&’C-proteinas a partir de f¢C]-

leucina no musculo mandibular e no hepatopancreas;

- sintese dé*C-lipidios, formac&o d&'CO, e sintese d¥'C-glicose a partir

de [UC]-glicina no misculo mandibular e no hepatoparsrea

- atividade da NaK™-ATPase e atividade e expresséo do gene da PEPCK

no musculo mandibular e no hepatopéancreas.

b) Investigar o efeito do jejum e da realimentacdwes@as concentracdes de
proteinas no musculo mandibular e de glicogénie gmbteinas no hepatopancreas de
caranguejodN. granulataalimentados previamente com uma dieta rica enoaidios ou

proteinas
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Produtos utilizados

Acido acético p.a; acido borico §BOs) p.a; acido cloridrico (HCI) p.a;
acido ortofosférico; acido sulfurico concentrad@;pacido tricloroacético (TCA) p.a;
adenosina trifosfato (ATP); agarose; albumina bayvi@licool; alcool etilico p.a; alcool
polivinilico; anisaldeido; carbogénio §@0, - 95:5% - v/v); carbonato de sodio (D;);
cloreto de calcio (Cag) cloreto de magnésio (Mggi cloreto de potassio (KCI) p.a;
cloreto de sédio (NaCl) p.a; cloroférmio; gCcomassie brilliant blue etanol; éter;
etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA); fluorete fenilmetilsulfonil (PMSF) ;
fosfato de potassio monobasicokOy); glicina; glicogénio; glicose; glutationa (GSH);
hidroxido de bario (Ba(O}) p.a; hidroxido de potassio (KOH) p.a; hidréxide sodio
(NaOH); inosina trifosfato (ITP); leucina; metanamolibidato de amonio;N-[2-
hidroxiethy] piperazine-N’f2-ethanesulfonic ac]d (Hepes); NaPfCOs;; NaHCQ; N-
butanol p.a; nitrogénio liquido, oxalacetato; slfde sédio (N&5Qy) p.a; sulfato de zinco
(ZnSQy) p.a; tolueno-triton X-100; Tris (hridroximetil)mano metano (¢H1i:NOs) p.a;
Tris-HCI; verde malaquita; [tJC]-MeAIB (4cido metil-aminoisobutirico)1,4-bis[2-(5-
phenyloxazolyl)]benzenéPOPOP); 2,5-diphenyloxazolgPPO); [U“C]-glicina; [U*'C]-

leucina.

3.2. Locais de execucdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados nas dependénciakabdoratorio de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada - LaMECalaado no Departamento de

Fisiologia da Universidade Federal do Rio GrandesSdb- UFRGS. Para execucdo dos
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experimentos de biologia molecular foram utilizadod.aboratério de Endocrinologia
Molecular e Neuroendocrinologia do DepartamentoFigologia e o Laboratério de

Biologia Molecular do Departamento de Bioquimicgapas da UFRGS.

3.3. Coleta e manutencao dos animais

Os caranguejoNeohelice granulata(Figura 1) utilizados neste estudo
foram capturados no municipio de Imbé, Rio Grama&dl (29°58’ latitude sul e 50°08’
longitude oeste), numa regido tipicamente estuajuearecebe as aguas do oceano e do
sistema lagunar de Tramandai, o nivel das aguadluenciado pelos ventos e marés
(Wrdig, 1984; Bond-Buckup et al., 1991) (Figura@}¥ caranguejos foram coletados nos
meses correspondentes ao periodo de verdo do-dar2@08 a 2011. As coletas foram
realizadas manualmente nas tocas, na agua ou moesgd areno-lodoso proximo a
vegetacdo e, para minimizar possiveis efeitos dim eeprodutivo e da muda, foram
utilizados animais adultos, machos e em estagiooCcidlo de intermudas (Drach;

Tchernigovtzeff, 1967).

Foto cedida por Tiago L. Mastin

Figura 1. Exemplar déNeohelice granulatéotografado no local de coleta
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Fonte: DigitalGlobe - Google

Figura 2. Local de coleta do carangujo granulata- municipio de Imbé, RS

O transporte dos animais, do local da coleta daboratério (cerca de 90
minutos), foi realizado em caixas plasticas (40dntendo agua do préprio local e, para
evitar a fuga dos animais, uma grade metalica fiizada para cobrir a superficie da
caixa. ApoOs a chegada ao laboratério os animais areediatamente transferidos para uma
caixa plastica (40L) contendo 4gua destilada coracde controlada. A realizacdo desse
procedimento, por um periodo de 24 horas, caraatenm choque hiposmético para o

animal e é utilizado para eliminar possiveis p&mase esvaziar parte do conteudo

intestinal (Kucharski, 1997).

3.4. Procedimentos experimentais

Apbés a realizacdo do procedimento anterior, 0S NCaIGOS eram
transferidos para um tanque maior (500L), onde pratiam por uma semana sob as
condi¢cdes padrbes do laboratorio: temperatura aotestde 25°C, fotoperiodo natural

(ciclo claro:escuro), salinidade da dgua de 20%ag@® constante e eram alimentadak,
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libitum, com carne bovina crua fatiada em pequenos cubas glezes por semana.
Diariamente, era realizada uma inspecdo para datirdos residuos alimentares e

manutencao das condi¢des padrdes do laboratorio.

ApoOs esse periodo de aclimatacdo, os animais eistnibdidos em dois
aquarios menores (60L) para a administracdo déasdigm grupo recebeu dieta Rica em
Proteinas (carne bovina crua), identificada conetadHP High-protein die} e, ao outro
era oferecida dieta Rica em Carboidratos (arrodpatozido), identificado como dieta
HC (Carbohydrate-rich digt O teor calérico das duas dietas utilizadas é beme,
conforme andlise realizada pelo Instituto de Temgial de Alimentos da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul — ICTA/UFRGS (TabglaAs dietas HC ou HP eram
oferecidas por um periodo de 15 dias e, ao finalsaleperiodo, esses caranguejos

constituiam @rupo de animais controle

Tabela 1: Composicao das dietas oferecidas aos caranguegtisre¥ referentes a 100g de

alimento

Dieta HP (%) Dieta HC (%)
Proteinas 21,59 3,34
Lipidios 6,71 0,45
Carboidratos 0,03 34,56
Fibras 0,31 0,30
Cinzas 0,03 0,02
Valor Cal6rico Total 146,87 kcal 155,65 kcal

Fonte: Instituto de Tecnologia de Alimentos da @mdade Federal do Rio Grande do Sul — ICTA/UFRGS
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ApoOs o periodo de 15 dias de dieta, os animais draicidos em mais dois
grupos: ogrupo de animais em jejumcenstituido dos animais previamente alimentados e
que eram submetidos a 15 dias de jejumgeupo de animais realimentadosnstituidos
pelos animais que retornavam a respectiva diete@fla anteriormente ao jejum. O jejum
era realizado em aquarios proprios para tal fiadkd(sem residuos alimentares), dentro de
gaiolas individuais (10x10x10) (para evitar o cafigmo) e sob as mesmas condicdes
padrbes do laboratério. A realimentacéo foi reddz@or um periodo de 72, 96 e 120

horas.

Os animais dos trés grupos experimentais (cortnaj@m - realimentacao)
eram crioanestesiados (com gelo em escamas, pomihezos), sempre no periodo da
manha, para extracdo do musculo mandibular e datdyggncreas. Os tecidos removidos
eram conservados em placas de Petry, dispostas gelar, contendo Solucéo Fisiologica
de Caranguejo (SF€Fom osmolaridade semelhante a hemolinfa dos asienatcrescida
de 1% de PMSF (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil). €ecutivamente, os tecidos eram
encaminhados as determinacdes bioquimicas. Ososeaigie foram utilizados no
desenvolvimento dos experimentos de expresséo zim&PEPCK eram extraidos dos
animais, congelados em nitrogénio liquido dentraul®s previamente preparados com
RNase-Away (Molecular Bio Products - Inc. Méxicopenazenados em freezer (-80°C)

até a realizagdo dos procedimentos experimentais.

2 Solucéo Fisiolégica de Caranguejo (SFC): 350mM INAGMM KCI, 10mM MgC}, 8,8mM HBO;,
10mM Hepes, 25mM CaglpH 7,8.
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3.5. Determinacdes bioquimicas

Dosagem de proteinas do musculo mandibular e datdywincreas

O teor de proteinas do musculo mandibular e dotbpaacreas foi dosado
pelo método de Bradford (1976) e albumina bovinaufdizada como padrdo. A leitura
das amostras foi realizada em espectrofotometrivadplec 2000 — Pharmacia Biotech),
com comprimento de onda a 595nm e os resultadosmfoexpressos em g de

proteinas.100gde tecido (g%).

Determinacao da concentracao de glicogénio no bpaatreas

O isolamento do glicogénio foi realizado segunduoé&odo de Van Handel
(1965). Amostras do hepatopancreas (100mg) remsvidas caranguejos foram
depositadas em tubos conicos de vidro, com capieigara 10mL, contendo 2mL de
KOH 30% e submetidas a digestdo em banho fervemté(@minutos. Para a precipitacao
do glicogénio, foram adicionados aos tubos;S@ saturado e alcool etilico (92%) e,
posteriormente, foram centrifugados por 10 minuts2700g. O precipitado foi
ressuspenso em agua destilada aquecida e amasBa@qudl foram hidrolisadas com HCI
4N (30QuL), aquecidas em banho-maria (100°C) por 45 minetaseutralizadas com

NaCO; 2M (30QuL) conforme descrito por Geary; Langhans e Schi@81).

O glicogénio foi dosado como glicose utilizandoes@étodo enzimatico da
glicose-oxidase com o Kit Glicose PAP liquiform ftest Diagndstica SA) em amostras
de 5QuL. A leitura das amostras foi realizada em apare$pectrofotémetro (Ultraspec

2000 — Pharmacia Biotech) contra o branco do réagem comprimento de onda a
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505nm. Uma curva padrao de glicogénio (1mg/mLufdizada como fator de calibracéo e

os resultados foram expressos em g de glicogéfiigide tecido (g%).

Captacdo de aminoacidos*@-MeAIB)

Amostras do tecido hepatopancreatico (200 - 250ougmuscular (40 -
60mg) dos caranguejos foram depositadas em tubroscapacidade para 2mL contendo
500uL de SFC, PMSF (1%) e 0,2uCi de acido metikaisbbutirico([U**C]-MeAIB)
(Du Pont 2,22GBg/mmol, 60mCi/mol). Os tubos foraemaalos com carbogénio {80 -
95:5% - v/v) por 30 segundos, tampados e subme#idosubacdo em banho metabdlico
do tipo Dubnoff, por 60 minutos, com agitacdo cantd e temperatura de 25°C.
Transcorrido esse periodo, as reacdes teciduamforterrompidas em banho de gelo. As
amostras foram lavadas por trés vezes consecuivasolucao fisioldgica de caranguejo,
secas em papel filtro e colocadas em tubos (pimx)) tampa, contendo 1mL de agua
destilada. Os tubos foram congelados a -20°C eteposnente, fervidos durante 25
minutos. Este procedimento (congelamento - fervdm) realizado por trés vezes
consecutivas para promover a liberacdo dos analaggsados, sendo este meio

considerado o “meio interno” e, 0 meio de incubagameio externo”.

Amostras de 100pL do meio interno e do meio extéonam transferidas
para tubosvials contendo 3mL de liquido de cintilagédo [toluendetni X-100 (2:1); PPO
(0,4%); POPOP (0,01%)]. A radioatividade foi estitmaom a utilizacdo de um contador
LKB-Wallac calibrado com uma curva de correcao [#P&. Os resultados foram obtidos
pela relacdo entre a radioatividade contida nadte¢meio interno - T) e no meio de
incubacdo (meio externo - M): dpm/mL do meio intedividido pelo dpm/mL do meio de

incubacao (T/M).
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Sintese de proteinas a partir dé*t]-leucina

A sintese de proteinas foi determinada segundoaRlsbn et al. (1997).
Amostras do tecido hepatopancreatico (150 - 200og)muscular (40 - 60mg) dos
caranguejos foram depositadas em tubos com capacpkra 2mL contendo 500uL de
solucdo fisiolégica de caranguejo acrescidos de@,de [U“C]-leucina (Amersham
International: 11,7 GBg/mmol, 315mCi/mmol) e 5SmMldecina ndo marcada, pH 7,4. Os
tubos foram aerados com carbogénie:G, - 95:5% - v/v) por 30 segundos, tampados e
submetidos a incubacdo em banho metabdlico dotigmoff durante 180 minutos, com
agitacao constante e temperatura de 25°C. Trambcasse periodo, as reacdes teciduais
foram interrompidas em banho de gelo. As amostiasf lavadas com solucao fisiologica
de caranguejo, secas em papel filtro e transfepaaa tubos contendo 500uL de agua
destilada onde foram homogeneizadas (Omni Mixermostras de 50uL do

homogeneizado eram reservadas para a determinag@mdentracdo de proteinas.

Para a quantificacdo dd&C-proteinas sintetizadas, 100pL das amostras
foram aplicados em tiras de papel Whatman 3MM és ap secagem, as tiras de papel
foram incubadas com TCA 10% por 10 minutos, pagaporresse a precipitacédo d43-
proteinas. A seguir, para eliminacdo dos lipides,tiras de papel foram lavadas sob
agitacdo constante, duas vezes com alcool 92%paririutos e duas vezes com éter por 5
minutos. Posteriormente, as tiras de papel forazasse acondicionadas em frascaal
contendo 3mL de liquido de cintilagcdo [toluenoemitX-100 (2:1); PPO (0,4%); POPOP
(0,01%)]. A radioatividade foi estimada com a m@ilfdo de um contador LKB-Wallac
calibrado com uma curva de correcdo para DPM. @dlteslos foram concluidos como
“C-leucina convertida ertfC-proteina e expressos como pumolnue proteina.tempb

de incubacgéo.
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Sintese dé*C-lipidios a partir de [&fC]-glicina

Amostras do tecido hepatopancreatico (100 - 150ougmuscular (40 -
50mg) dos caranguejos foram depositadas em tubroscapacidade para 2mL contendo
500uL de solucdo fisioldgica de caranguejo acrescide 0,2uCi de [tJC]-glicina
(Amersham International: 114mCi/mmol) e 5mM de igkcndo marcada. Uma parte dos
tecidos era reservada para a determinacdo da doag@m de proteinas. Os tubos com as
amostras e 0 meio de incubacao foram aerados adrog&mio (Q:CO,- 95:5% - v/v) por
30 segundos, tampados e submetidos a incubacé@mmo imetabdlico do tipo Dubnoff,
por 60 minutos, com agitacao constante e temperd®I25°C. Transcorrido esse periodo,
as reacoes teciduais foram interrompidas em baalyeld. As amostras dos tecidos foram
lavadas por trés vezes consecutivas em solucatofiiia de caranguejo e 8%C-lipidios
foram extraidos com uma mistura de cloroformio:mettg2:1 v/v) conforme o método
descrito por Folch; Lees e Stanley (1957). Amodiiea$ase cloroformica foram colocadas
em tubos ¥ial) e, apos a evaporacéo do cloroférmio, foram amtes@mL de liquido de
cintilagcdo [tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%QPOP (0,01%)]. A radioatividade foi
estimada com a utilizagdo de um contador LKB-Waltatibrado com uma curva de
correcdo para DPM. Os resultados foram concluidasod*C-glicina convertida em’C-

lipidio e expressos como pmol.thde proteina/h.

Formac&o dé'CO; a partir de [J'C]-glicina

A determinacdo da producdo d&CO, foi realizada conforme método
descrito por De Oliveira et al. (2002). Amostras tégido hepatopancreético (250 -
300mg) ou muscular (40 - 60mg) dos caranguejosrfadicionadas em frascos de vidro

contendo 500uL do meio de incubacdo constituidsaliecdo fisioldégica de caranguejo,
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PMSF (1%), 0,aCi de [U*C]-glicina (Amershan Biotech, 114mCi/mmoL) e 5mM de
glicina ndo marcada. Para a captacdo 'O, resultante da oxidacdo do substrato
oferecido, uma pequena tira de papel Whatman 3MiMaepndicionada num pogo que
ficava preso a tampa de borracha do frasco. Osdsaforam aerados com carbogénio
(02:.CO,, 95:5% v/v), lacrados com tampas de borracha, dedaom parafime e
submetidos a incubagdo em banho metabdlico do Diplonoff, por 60 minutos, com
agitacdo constante e temperatura de 25°C, confexperimentos prévios realizados por
Schein (2003). A reacdo de oxidacgao foi interrormpeéla aplicacado de 0,25mL de TCA
50% no meio de incubacdo e, de 0,20mL de hidréxiedchiamina 1M no poco onde
ficavam as tiras de papel 3MM, ambas as aplicafgiam realizadas através da tampa de
borracha, utilizando-se seringa com agulha. Osdsapermaneceram lacrados e iméveis
por 12 horas para promover a total fixacad @0, nas tiras de papel. Apés esse periodo,
a tira de papel 3MM era transferida para um noasdo yial) contendo 3mL de liquido de
cintilagcdo [tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%QPOP (0,01%)]. A radioatividade foi
estimada com a utilizagdo de um contador LKB-Waltatibrado com uma curva de
correcdo para DPM. Os resultados foram concluidasocformacéo dé*CO, a partir de

4C-glicina e expressos em umal.de tecido.H.

Determinacio da gliconeogénese a partif@eglicina

Para a determinacao da gliconeogénese, amostragisimulo (40 - 60mg)
ou do hepatopancreas (100 - 150mg) dos carangimm® depositadas em tubos com
capacidade para 2mL contendo gD@e solucao fisiologica de caranguejo, PMSF (1%),
0,2uCi de [U**C]-glicina (Amershan International, 114mCi/mmoLb®M de glicina néo

marcada. Os tubos com as amostras e o meio deag@unlioram aerados com carbogénio
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(O2:CO; - 95:5 - viv) por 30 segundos, tampados e subneetadancubacéo, por 180
minutos, em banho metabdlico do tipo Dubnoff, cayitagdo constante e temperatura de
25°C. Transcorrido esse periodo, as reacdes texithram interrompidas pelo depdsito
parcial dos tubos em gelo. Os tecidos eram resesvipaira determinacdo da concentracao
de proteinas e 0os meios de incubacéo eram ceiitidgsga 4000g por 2 minutos. Amostras
de 30QUL do sobrenadante foram transferidas para tubosewcda 7%L de Ba(OH)
saturado e i de ZnSQ a 2% para desproteinizagdo (Sommogy, 1945). Amds n
centrifugacdo a 6000g por 10 minutos, o sobrenadaintutilizado para determinacéo da

gliconeogénese.

A determinacdo da'C-glicose foi realizada por meio de cromatograga d
camada delgada em placas de aluminio com silic®@®l - MERK, conforme método
descrito por Baker; Huebotter e Schotz (1965) etadi® por Oliveira e Da Silva (1997).
Como solucao carreadora foi utilizado 200mL de umstura de solvente constituida de -
N-butanol : alcool etilico 95% : acido acético 5,4%a propor¢cao de 500 : 316 : 184
(v/viv). A atmosfera da cuba era previamente sdtura o espaco disponivel para o
solvente correr na placa era limitado a uma exteds& cm a partir do ponto de origem,
onde foram aplicadas as amostras. Nesse ponto faydivados 1AL da amostra
juntamente com 3L de solugcéo padrao de glicose ndo marcada na mivacdo de
1,5mg.mL* e 20uL desta solucédo foram utilizados como controle.lidoge foi revelada
nas placas de cromatografia com uma solucdo dmeléttilico 95% : anisaldeido : &cido
sulfarico concentrado - na proporgcdo de 18:1:1/¢y/\A bandas com aproximadamente 2
cm foram recortadas e acondicionadas em frasda$ Contendo 3mL de liquido de
cintilacdo [tolueno-triton X-100 (2:1); PPO (0,4%pOPOP (0,01%)]. As amostras

permaneceram refrigeradas (+ 4°C) por um period@4éoras. Apos esse periodo, a



41

radioatividade foi avaliada com a utilizacdo de contador LKB-Wallac calibrado com
uma curva de correcdo para DPM. Os resultados fa@msiderados com&'C-glicina

convertida emt“C-glicose e expressos commol.mg* de proteina.tempbde incubaco.

Determinacédo da atividade da fosfoenolpiruvato @aduinase (PEPCK)

A atividade da PEPCK (E.C.4.1.1.32) foi realizadmforme o método
descrito por Migliorini et al. (1973) e adaptado @iveira e Da Silva (1997) baseado na
reacdo de troca entre"¥€0; e o oxalacetat?Amostras do musculo (40 - 60mg) ou do
hepatopancreas (250 - 300mg) dos caranguejos ftu@mogeneizadas com sacarose
0,25M e PMSF na proporcao de 1:3:0,05 (p/v/iv) emdgeneizador (Omni Mixegom
pistilo de teflon. Em centrifuga Sorval (rotor i) 2 homogeneizado foi centrifugado
(600g, 4°C) por 10 minutos e o sobrenadante olfitid@servado e mantido sob gelo. Uma
aliquota de 50uL desse sobrenadante era reseradadpterminar a concentracdo de

proteinas.

O meio de incubacado (500uL) foi preparado com tanip#&-HCI 0,625M,
Oxalacetato 0,3M, Mn@l0,04M, MgC} 0,4M, Glutationa (GSH) 0,012M, Trifosfato de
Inosina (ITP) 0,02M, NaHC® (IM) e 0,4uCi de NaMcoO; (8,4mCi/mmol -
PerkinElmem - life sciences). Os tubos com os meios foramiqeébados (37°C) por 5
minutos. Apés a adicdo das amostras (50uL), osstdikam incubados (37°C) por 4
minutos em banho metabdlico (tipo Dubnoff) e asc@ea enzimaticas foram
interrompidas com a adicdo de 500uL de acido toeceético (TCA) 5%. As amostras
foram aeradas com GQOpor 5 minutos, para eliminacédo do excesso HE€®; Apods, as
amostras foram centrifugadas (3000g) por 10 minwos300uL do sobrenadante

transferidos para frascosidl) conteddo 3mL de liquido de cintilacéo [toluenitetr X-
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100 (2:1); PPO (0,4%); POPOP (0,01%)]. Um branco diaborado com todos os
componentes do meio, exceto o ITP. A radioatividadestimada com a utilizagdo de um
contador LKB-Wallac calibrado com uma curva de egfio para DPM e os valores
obtidos com as leituras das amostras foram subggi€elos valores obtidos com as leituras
do branco. A reacdo FCO;-Oxalacetato determinou a atividade da PEPCK e os

resultados foram expressos como pm8d;.mg* de proteina.minuth

Extracdo e quantificacdo de RNA

O mdasculo (20 - 30mg) e o hepatopancreas (80 - @p@&xtraidos dos
caranguejos foram congelados em nitrogénio liquibmtro de tubos previamente
preparados com RNase-Away (Molecular Bio Productec: México) e mantidos em
freezer (-80°C) até o momento da utilizacdo dogddscpara a extracdo do RNA. A
extracdo de RNA total foi realizada com a utilizadé RNAspin Mini Kit (GE Healthcare

- Germany) conforme o protocolo do fabricante.

Para a quantificacdo do RNA, uma aliquota de 1pkaiacdo de RNA de
cada amostra foi quantificada por espectrofotome(NanoDrop ND-1000; Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA), nos comprimentds onda de 260 e 280nm. A pureza
do RNA foi considerada satisfatéria quando a rat@®absorbancias de 260 e 280nm foi
dentro do intervalo de 1,6 a 2,1. Considerandouma unidade de absorbancia a 260nm
corresponde a 40pug de RNA por mL de solucdo, aemtrazédo de RNA na solugao
original foi calculada pela férmula: [RNA] = Absdhcia 260 x 40ug/mL x Diluicdo. Para

a sintese de cDNA foi utilizada 0,5ug de RNA total.
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Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram desnaturadas (65°C) poinbtos juntamente
com JuL de dNTPmix 10mM e (1L de randon hexamers. Em seguida, a cada amostra fo
adicionado gL de 10X PCR Buffer, 4L de MgChL 25mM, AL de DTT 0,1M e LL de
Rnase OUT. As amostras foram incubadas (42°C) poin2itos, apdés esse periodo foi
adicionado L da enzima transcriptase reversa Superscript-kkseamostras foram
incubadas (42°C) por 50 minutos. Apds nova desagdior (70°C) por 15 minutos, as
amostras foram acrescidas dé. Ha enzima Rnase H de E. coli e incubadas (376€20
minutos para destruir o RNA nao transcrito. A reaga sintese do cDNA totalizou um
volume final de 28L de cada amostra, as quais foram armazenada<C}-PP27 Stock
Freezet, Prosdécimo) até serem utilizadas para a ampjéicalos genes alvos por PCR.
As reacOes de transcricdo reversa foram executs#idasndo o kit SuperScriptFirst-

Strand, Invitrogen em termociclador Veriti Thermal Cy¢hpplied Biosystems, USA).

Expressdo do gene da PEPCK

Os cDNAs sintetizados foram utilizados na Reacdo E€amdeia da
Polimerase (PCR). A PCR da PEPCK foi efetuada catiliaacdo deprimersespecificos
(5-GCT TGT CAA CAA CTG GCC-3' e 5-ATG ATC TCG TTGAT TCG GG-3' -
GenBank AY074922.1). O cDNA (4pL) foi utilizado commolde para PCR com um
volume final de 25uL contendo 1,5mM MgCPpmol de cadg@rimer e 1U AmpliTaq
DNA polymerase (Invitrogen). As amplificactes foramalizadas em termociclador Veriti
Thermal Cycle (Applied Biosystems) com 35 ciclos alesnaturacdo (94°C) por um
minuto, mais um minuto (56°C) e extensdo (72°C) par minuto. O tamanho do

fragmento amplificado foi de 72bp. O gene de cdatemddgeno utilizado foi o 16S (5'-
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ATT GAATGG CCG CGG TAT CTT GAC-3'e 5-AGC TTT CTA/GG TCT TAT CGT

CCC-3- GenBank AJ250640.1) e o tamanho da PCRJéoil30bp. Os fragmentos de
cDNA amplificados pela PCR foram submetidos a efetese em gel de agarose (3,5%).
Apoés o tempo de corrida adequado, o gel foi arddiseo aparelho Gelianace 600 Image
System (Perkin Elmer) e as imagens capturadas.rihalizacdo da expressao da PEPCK
foi feita com o gene 16S e as analises densitoraétrforam realizadas através do

programa AlphaEaSeEC 6.0.0 (Alpha Innotech Corporation).

Determinacéo da atividade da’N&"-ATPase

Para determinar a atividade da'M&-ATPase (EC 3.6.1.3), o isolamento
das membranas foi realizado conforme o método itlegor Barnes e Blackstock (1993).
Todo material utilizado foi previamente lavado cblaOH 30% e as solucdes utilizadas
foram sempre mantidas em banho de gelo. Amostragndsculo (50mg) ou do
hepatopancreas (150mg) dos caranguejos foram homiagdas (Omni Mixer) em
solugéo tampéo (Tris-HCI 1,35 M, PMSF 1%, pH 7,4)pmoporcéo 1:5 (p:v). O tecido
homogeneizado foi centrifugado (10.000g, 4°C) gbminutos em centrifuga Sorval (5B-
Rotor SM 24, Du Pont Instruments, EUA) e o sobrangéal foi centrifugado (40.000g,
4°C) por 25 minutos. O precipitado, desta segurd#itugacéo, foi ressuspenso com 1mL
do mesmo tampéo (Tris-HCI) e novamente centrifugd@d00g, 4°C) por 20 minutos. O
precipitado obtido foi ressuspenso com |HOQo tampédo (Tris-HCI) e, antes de ser
congelado (-20°C) por 12 horas, uma amostra @& ®0a reservada para determinar a

concentracdo de proteinas.

A atividade da N&K"-ATPase foi determinada conforme o método descrito

por Esmann (1988) e todo o processo de incubagaedbzado em sala escura. Foram
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elaborados dois meios de incubacéo, A e B, cordtisupor NaCl (1M), MgGI(60mM),
KCI (100mM) e EDTA (1mM), pH 7,4, sendo que, a aaial foi adicionada somente no
meio de incubacdo B. As amostras foram pré-incu&BePC), por 5 minutos, em tubos
com os meios de incubacédo A e B, mas sem a adeg@d B (30mM). ApOs esse periodo,
o ATP (2QuL) foi adicionado nos meios de incubacdo A e B, dotervalos de 30
segundos entre as amostras e, apos 30 minutodeagéo, a reacao foi interrompida
com a adicao de 200 de TCA 10%. Os tubos com os meios de incubaggmars A e B
foram acompanhados por tubos A’ e B’ com as mesai@steristicas dos meios originais,

porém, sem a adicdo da amostra (Tabela 2).

Tabela 2: Representacdo esquemdtica da composicdo dos twrasop meios de
incubacédo A, B, A’ e B’ utilizados na determinaghoatividade da NaK*-ATPase

TUBOS
A A B’ B
Meio
Ouabaina
Amostra
ATP

Quadro preenchido indica presenca do produto

O fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinadonforme o método
descrito por Chan e Swaminathan (1986). Foi utibza proporcao 2:2:1:1 (v:v:v:v) para o
preparo da solucéo reagente com Verde MalaquituaMilliQ : Molibidato de Aménio :
Alcool Polivinilico, respectivamente. Apds agitacdos produtos por 30 minutos, a

auséncia de contaminacéao por Pi foi confirmada galaracdo amarelo-ouro da solucéo e
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o tempo de uso foi de, no maximo, 20 minutos ap@eparo. A leitura das amostras
(70uL) foi realizada em aparelho espectrofotdmetrorédjpec 2000 — Pharmacia Biotech),
em comprimento de onda a 630nm. Foi utilizada uomaacpadrédo com ¥IPQ, (fosfato

de potassio monobasico) para o calculo da con@@atrde Pi das amostras e, a atividade
da Na-K*-ATPase foi calculada pela diferenca na concentralgiPi entre os meios de
incubacdo A e B. Os valores de leitura dos meias B\foram subtraidos dos valores de
leitura dos respectivos meios A’ e B’ e os resutafbram expressos comanmol de

Pi.mg* de proteina.minh.
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3.6 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como meédia mais aosnedesvio padrao
da média (Média DPM). As diferencas foram consideradas signifieeiquando p<0,05.
Dos dados obtidos, para a comparagdo entre os grgadaratamento semelhante foi
utilizada a analise de variancia de uma via (ANOWA)de duas vias para comparacao
entre tratamentos distintos e acompanhados paedesomparacdo de Student-Newman-

Keuls (SNK). As analises foram realizadas com ogmmma SigmaStat 3.1 (Jandel

Corporation).
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4. RESULTADOS

A composicao da dieta ndo modificou a concentragdproteinas no tecido
muscular e, apos os periodos de jejum e de reahgam ndo foram observadas alteracbes
significativas nas concentracfes de proteinas narssunos animais submetidos a dieta

HC e HP (Tabela 3).

No hepatopancreas, o grupo controle submetido ta di® apresentou
valores de concentracdo de proteinas 1,6 vezesramaip<0,01) que os valores
encontrados no grupo controle HC. Apés o periodgejdien, foram observadas alteracdes
significativas na concentracdo de proteinas notbpfacreas dos animais de ambas as
dietas, o grupo HP reduziu 51% e o grupo HC aunmedtt?o as concentracbes de

proteinas quando comparadas aos respectivos graptisle (Tabela 3).

Nos periodos de realimentacdo estudados, os valarencentracdo de
proteinas no hepatopancreas dos animais submaiiddieta HP retornaram a niveis
semelhantes aqueles do grupo controle. Contudograpo submetido a dieta HC os
valores da concentracdo de proteinas no hepat@a@npermaneceram elevados ao longo

do periodo de realimentacédo (Tabela 3).

Nos animais alimentados com a dieta HC os valoresglicogénio
hepatopancreatico verificados no grupo controlarfod,7 vezes maiores (p<0,05) que 0s
verificados no grupo controle HP. Apds o periodgejiem, essa diferenca aumentou para
3,1 vezes (p<0,01), pois as reservas de glicog@oiohepatopancreas dos animais
alimentados com a dieta HP diminuiram 47,4% (p<0/8&sse mesmo periodo. Nos

periodos de realimentagdo, os valores de glicogé@oiohepatopancreas dos animais
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submetidos a dieta HP retornaram a niveis semelfafueles do grupo controle (Tabela

3).

O conteudo de glicogénio no hepatopancreas dosagngsubmetidos a dieta
HC néo foi afetado pelo jejum, mas apdés 72 horasedémentacdo constatou-se um
aumento significativo de 45,3% e 50% em relacdovatises dos grupos controle e jejum,
respectivamente, permanecendo elevado nos demai®d@e de realimentacao

investigados, 96 e 120 horas (Tabela 3).
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Tabela 3 Efeito do jejum e da realimentacdo sobre a cdragiio de glicogénio no
hepatopéncreas e de proteina no musculo mandibumarhepatopancreas Ne granulata

submetido previamente a dieta HC ou HP

MUSCULO HEPATOPANCREAS
Proteina (g%) Proteina (g%) Glicogénio (g%)
HC HP HC HP HC HP
4,90+0,30 | 4,46+0,93| 2,23+0,59 | 3,69+0,51| 0,95+0,22 | 0,57+0,19
Controle s .
(10) (7) (10) (7) ®) ®)
Jejum 4,45+1,02 | 4,29+1,14| 3,37+0,40 | 1,81+0,63| 0,92+0,22 | 0,30+0,15
15 dias (5) (5) *a (5) a(5) ** (5) a(5)
R 72h 4,87+0,81 | 4,51+1,09| 3,73+0,83 | 3,76x1,25| 1,38+0,35| 0,69+0,31
Realimentacad (5) (5) a (5) b (5) ** ab (5) b (5)
R 96h 4,96+0,33 | 5,21+0,19| 3,55+0,47 | 4,49+0,82| 1,50+0,20 | 0,81+0,15
Realimentacad (5) (5) a (5) b (5) ** ab (5) b (5)
R 120h 5,01+0,22 | 4,86+0,37| 3,49+0,33 | 3,72+0,95| 1,47+0,29 | 0,88+0,11
Realimentacad (5) (5) a (5) b (5) ** ab (5) b (5)

Os dados estdo apresentados como médiesvio padrédo; ( ): namero de animais; a: difgaeam relacédo
ao grupo controle (p<0,05); b: diferenca em relagéogrupo jejum (p<0,05); *: diferenca entre dietas
(p<0,05); **: diferenga entre dietas (p<0,01).
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No musculo dos caranguejos alimentados previanmntea dieta HC, os
valores de captacdo d&-MeAlIB ndo sofreram variacdes significativas apbsdias de
jejum. Contudo, no periodo de realimentacdo osreslale captacdo d¥C-MeAlB
diminuiram significativamente (~58%) (Figura 3). Nanimais alimentados com a dieta
HP, apds o periodo de jejum e durante a realim@otpor 72 h e 96, foi observada uma
reducdo (p>0,05) nos valores de captacat'@evieAlB no tecido muscular. No periodo
de realimentacéo por 120 h foi constatado um awngat74% (p<0,05) em relacdo aos

valores observados no grupo controle (Figura 3).

Nos animais alimentados com a dieta HC os niveisapgacdo dé‘C-
MeAIB no hepatopancreas foram maiores (p>0,05) @se niveis verificados no
hepatopancreas do grupo controle HP. O jejum néimafa captacdo ddC-MeAlB no
hepatopancreas dos animais de ambas as dietasaptias72 horas de realimentacao
constatou-se uma reducao significativa de 51% datde aos valores dos grupo jejum
verificados nos animais alimentados com a dieta¥&3tes animais, na realimentacéo por
96 e 120 horas os niveis de captacdd‘@eMeAlB retornaram a valores semelhantes
aqueles dos grupos controle e jejum (Figura 3)p&&dos de jejum e de realimentacéo
estudados ndo afetaram significativamente a captde&’C-MeAIB no hepatopancreas
dos animais alimentados com a dieta HP. Contudgyuymo de animais realimentados por
72 horas com a dieta HP, os niveis de captacddCdbleAlB no hepatopancreas foram
2,4 vezes maiores (p<0,05) que os niveis verifisattp grupo de animais submetidos a

dieta HC (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do jejum e da realimentacdo sobre a captagit'C-MeAIB no musculo
mandibular e no hepatopancread\dgyranulataalimentado previamente com dieta HC ou HP. Os
dados estdo apresentados como meédiesvio padréo; numero de animais indicado deraso d
barras; a: diferenca em relacdo ao grupo contpsi@,05); b: diferenca em relagéo ao grupo jejum
(p<0,05), *: diferenca entre dietas (p<0,05).
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Nos animais submetidos a dieta HP, o jejum e @mmeatacéo néo alteraram
significativamente a capacidade de sintese de ipastea partir de**C-leucina. A
comparacdo entre a capacidade de sintese de pmteipartir dé“C-leucina mostra que
no musculo dos animais alimentados previamente a&alieta HC, a incorporacéo 4t
da leucina em proteinas foi 2,3 vezes maior (p90g0& aquela verificada no grupo que
recebeu a dieta HP. Nos animais submetidos aldeia jejum (62%) e os periodos de 72
e 96 h de realimentacdo diminuiram significativate€p<0,05) a capacidade de sintetizar
proteinas a partir d€C-leucina. Contudo, ap6s 120 h de realimentacdoadiata HC os
niveis de sintese de proteinas retornaram a vaderaslhantes aqueles do grupo controle

HC (Figura 4).

A composicdo da dieta (HC ou HP) e o jejum ndo ficatam
significativamente a capacidade de sintetizar fmate a partir de'“C-leucina no
hepatopancreas. Contudo, nos periodos de realigentastudados constataram-se
aumentos significativos (p<0,05) na sintese deefmas a partir dé“C-leucina no

hepatopancreas dos animais alimentados com aHifietau HP (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do jejum e da realimentacdo sobre a sintes€C-proteina a partir d&'C-
leucina no musculo mandibular e no hepatopancreds dranulataalimentado previamente com
dieta HC ou HP. Os dados estdo apresentados coutia snélesvio padrdo; nimero de animais
indicado dentro das barras; a: diferenca em relagagrupo controle (p<0,05); b: diferengca em
relacdo ao grupo jejum (p<0,05); c: diferenca elagB® ao grupo R 72h (p<0,05); d: diferenca em
relacdo ao grupo R 96h (p<0,05); * diferenca edliteéas (p<0,05).
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No musculo do grupo controle, a composicdo da diéim modificou a
capacidade de sintetizar lipidios a partit#&glicina. Contudo, o jejum e a realimentacéo
aumentaram marcadamente (p<0,05) a capacidaden@seside lipidios a partir déC-

glicina no musculo dos animais alimentados conmetadiiC ou HP (Figura 5).

No hepatopancreas, a composicdo da dieta (corjtreles jejum nao
modificaram a capacidade de sintetizar lipidiosagipde **C-glicina. Contudo, apds a
realimentacdo por 72 h a capacidade de sintespidio$ a partir dé“C-glicina foi 6,2
vezes (p<0,05) maior nos animais HC e 4,5 veze®,08% maior nos animais HP, em
relacdo aos valores verificados nos respectivopogricontrole. Apos 96 e 120 h de
realimentacdo com a dieta HC a capacidade de simtedlipidios retornou a valores
semelhantes aqueles do grupo controle. Enquanto nggees mesmos periodos de
realimentacdo com a dieta HP a sintese de lipf#awaneceu significativamente (p<0,05)

elevada em relacdo aos valores do grupo contraerés).

No grupo de animais realimentados por 96 h conetadiP, a capacidade
de sintese de lipidios a partir #€-glicina no hepatopancreas foi 2,9 vezes maiod,G&)

gue a capacidade verificada no grupo de animaimstitios a dieta HC (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do jejum e da realimentac&o sobre a simtes&-lipidios a partir dé’C-glicina

no musculo mandibular e no hepatopancreabl.dgranulataalimentado previamente com dieta
HC ou HP. Os dados estao apresentados como médisvio padrdo; numero de animais indicado
dentro das barras; a: diferenca em relacdo ao groapiwole (p<0.05); b: diferenca em relacdo ao
grupo jejum (p<0,05); c: diferenca em relacdo agpgrR72h (p<0,05); * diferenca entre dietas
(p<0,05); (5), (4): nUmero de animais.
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No tecido muscular dos animais alimentados (coggjatom a dieta HC os
niveis de producdo d¥'CO, a partir de**C-glicina foram 1,7 vezes maiores (p<0,05)
quando comparados aqueles verificados no grupmideas alimentados com a dieta HP.
Ap6s o periodo de jejum os niveis de producat'@e, a partir de“C-glicina diminuiram
56% (p<0,05) nos animais alimentados com a dieta rH& retornaram aos valores do
grupo controle as 72 h de realimentacdo. Contyglas a realimentacéo por 96 e 120 h, a
producéo dé“CO, a partir de**C-glicina diminuiu (p<0,05), novamente, em relagés

valores verificados nos grupos controle e 72 hedémentacédo (Figura 6).

No grupo de animais realimentados por 72 h coneam dC, os niveis de
producdo deé“CO, a partir de**C-glicina no tecido muscular foram 3,2 vezes maiore

(p<0,05) que os niveis verificados no grupo de arsraubmetidos a dieta HP (Figura 6).

No musculo, dos animais alimentados com a dietaoH&um e os periodos
de realimentacdo estudados nao influenciaram,figtivamente, os niveis de producao
de"CO; a partir de*C-glicina quando comparados aqueles verificadograpo controle.
Porém, foi constatada uma reducéo (p>0,05), apdsalanentacdo por 72 e 120 h em

relacéo aos valores verificados no musculo do goapdrole HP (Figura 6).

No hepatopancreas, a composicdo da dieta (corntreles jejum néo
influenciaram os niveis de producéo Y€O, a partir de'“C-glicina. Contudo, apés a
realimentacdo por 72 h a producéc 480, aumentou 2,1 vezes (p<0,05) nos animais HC
e 1,9 vezes (p<0,05) nos animais HP em relacdwaoses verificados nos respectivos
grupos jejum. Apos 96 e 120 h de realimentagcéo &alieta HC os niveis de producao de
14C0O, retornaram aos valores semelhantes aqueles aelgicnos grupos controle e jejum.

Na realimentacéo por 96 h com a dieta HP, os néleisroducdo d¥'CO, permaneceram
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significativamente elevados em relacdo aos valdoegrupo jejum HP, mas apds 120 h de
realimentacao retornaram aos valores similareslegjwerificados nos grupos controle e

jejum (Figura 6).

No grupo de animais realimentados por 96 h cometa dilP, os niveis de
producéo de*CO, a partir de'“C-glicina no hepatopancreas foram 2,1 vezes maiores

(p<0,05) que os niveis verificados no grupo de arsraubmetidos a dieta HC (Figura 6).

Em ambas as dietas, HC e HP, os niveis de oxiddgatC-glicina foram
maiores no tecido muscular, cerca de 8,0 e 6,3yegspectivamente, quando comparados

agueles obtidos no hepatopancreas (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do jejum e da realimentac&o sobre a formagdtCO, a partir de“C-glicina no
musculo mandibular e no hepatopancreadldgranulataalimentado previamente com dieta HC
ou HP. Os dados estdo apresentados como médésvio padrdo; nimero de animais indicado
dentro das barras; a: diferenca em relagédo ao gropimole (p<0.05); b: diferenca em relacdo ao
grupo jejum (p<0,05); c: diferengca em relacdo apgrR 72h (p<0,05); d: diferenca em relacdo ao
grupo R 96h (p<0,05); * diferenca entre dietas (p5D
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A capacidade de sintetizar glicose a partit“@eglicina no tecido muscular
dos animais alimentados com a dieta HC foi 2,7 vezaior (p<0,01) em relacdo ao grupo
HP. No grupo HC, os niveis de sintese de glicogmréir de'“C-glicina ndo foram
influenciados pelo periodo de jejum, mas apos lamweatacdo por 72 h constatou-se uma
reducao de 67 e de 70% (p<0,05) nos niveis dessimiecontrados nos grupos controle e
jejum, respectivamente. Apos 96 h de realimentag&oniveis retornaram aos valores
verificados no grupo controle. Contudo, apos lafetrealimentacdo com a dieta HC, a
capacidade de sintetizar glicose a partit4@eglicina foi 4,5 vezes maior (p<0,05) que a

capacidade verificada no grupo controle (Figura 7).

No musculo dos animais submetidos a dieta HP, acitdgde de sintetizar
glicose a partir d&*C-glicina aumentou 2,8 vezes (p<0,05) ap6s o peré®ljejum, mas
apos 72 h de realimentacdo com a dieta HP os niggsnaram aos valores do grupo
controle. Contudo, apés 96 h de realimentacéo,tatmsse novo aumento (p<0,05) dos

niveis de sintese de glicose a partit@®glicina (Figura 7).

No grupo de animais realimentados por 96 h conetadilP, os niveis de
sintese de glicose a partir #€-glicina no masculo foram 2,6 vezes maiores (pS)0¢ie

0s niveis verificados no grupo de animais submstéddieta HC (Figura 7).

A capacidade de sintetizar glicose a partir@&glicina no hepatopancreas
foi 5,3 vezes maior (p<0,01) nos animais alimendactom a dieta HC, quando comparada
aguela constatada no grupo HP. Nos animais HCivessrde sintese de glicose a partir de
4c-glicina foram reduzidos em 53% (p<0,05) ap6s doge de jejum e em 80,3%
(p<0,05) apoés a realimentacéo por 72 h. Apos aweatacao por 96 h com a dieta HC, os

niveis de sintese de glicose a partir-f&glicina retornaram a valores préximos aos do
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grupo controle. Contudo, apos 120 h de realimentag@&apacidade de sintetizar glicose a
partir de**C-glicina foi 2,4 vezes maior (p<0,05) que a capadé verificada no grupo

controle (Figura 7).

No hepatopancreas dos animais submetidos a dietatHiveis de sintese
de glicose a partir d&'C-glicina aumentaram 9,1 vezes (p<0,05) duranterfogo de
jejum, mas apos a realimentacao por 72 h com a HiBtos niveis retornaram aos valores
semelhantes aqueles do grupo controle. Contuds,ap&alimentacéo por 96 h, constatou-
se novo aumento (p<0,05) na sintese de glicosetiaga'“C-glicina no grupo alimentado

com a dieta HP (Figura 7).

Nos animais previamente alimentados com a dietaodmveis de sintese
de glicose a partir d¥C-glicina no hepatopancreas apds o periodo de jéuam 3,7
vezes maiores (p<0,05) que os niveis verificadosmeemo periodo no grupo de animais

submetidos a dieta HC (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do jejum e da realimentac&o sobre a conuellsi’C-glicina em™“C-glicose no
musculo mandibular e no hepatopancreadldgranulataalimentado previamente com dieta HC
ou HP. Os dados estdo apresentados como médésvio padrdo; niumero de animais indicado
dentro das barras; a: diferenca em relagédo ao gropimole (p<0.05); b: diferenca em relacdo ao
grupo jejum (p<0,05); c: diferengca em relacdo apgrR 72h (p<0,05); d: diferenca em relacdo ao
grupo R 96h (p<0,05); * diferenca entre dietas (p5D** diferenca entre dietas (p<0,01).
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No grupo controle, a atividade da PEPCK no tecidscular foi 3,3 vezes
maior (p<0,01) nos animais alimentados previameote a dieta HP. Neste grupo, os
niveis de atividade da PEPCK nao foram modificguiele periodo de jejum, mas apoés a
realimentacao por 72 h constatou-se uma reduc&d %e(p<0,05) em relacéo aos valores
de atividade da enzima verificados nos grupos otng jejum. Contudo, apos 96 e 120 h
de realimentacdo com a dieta HP, os niveis dedatie da PEPCK retornaram aos valores

semelhantes ao grupo controle (Figura 8).

Nos animais alimentados previamente com a dieta bKC,niveis de
atividade da PEPCK no tecido muscular foram 3,Z&senaiores (p<0,05) apos o periodo
de jejum. Contudo, nos periodos de realimentacé&o adieta HC, os niveis de atividade

da PEPCK retornaram rapidamente aos valores \atd& no grupo controle (Figura 8).

No grupo de animais realimentados por 72, 96 ehl20m a dieta HP, os
niveis de atividade da PEPCK no tecido musculaniog,1 (p<0,05), 2,5 (p<0,05) e 5,9
(p<0,01) vezes maiores, respectivamente, que aismirerificados no grupo de animais

submetidos a dieta HC (Figura 8).

Os niveis de atividade da PEPCK no hepatopancress ahimais
alimentados com a dieta HP foram 5,0 vezes ma{pre#01) quando comparados aqueles
do grupo HC. No grupo HP, a atividade da PEPCKfaamfluenciada significativamente
pelo periodo de jejum, embora uma reducédo (p>Ma=jtividade da PEPCK tenha sido
constatada nesse periodo. Apos 72 h de realimentagd a dieta HP, constatou-se uma
reducao de 60,6% (p<0,05) na atividade da PEPCKetag&o aos valores de atividade da

enzima verificados no grupo controle. Contudo, &g®® 120 h de realimentagdo com a
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dieta HP, os niveis de atividade da PEPCK retomaavalores semelhantes aqueles do

grupo controle HP (Figura 8).

No grupo de animais realimentados por 96 e 12hhadieta HP, os niveis
de atividade da PEPCK no hepatopancreas foram &(b evezes maiores (p<0,01),
respectivamente, que os niveis verificados no gdgyanimais realimentados com a dieta

HC (Figura 8).

Nos animais alimentados previamente com a dieta &l@tividade da
PEPCK no hepatopéancreas foi 2,7 vezes maioresQpx@pos o periodo de jejum. Os
niveis de atividade da enzima permaneceram sighifamente elevados apos 72 h de
realimentacdo com a dieta HC. Contudo, apos osgmside 96 e 120 h de realimentacao,
a atividade da PEPCK, no hepatopancreas, retornsuvalores verificados no grupo

controle HC (Figura 8).

No grupo de animais realimentados por 72 h coneam dC, os niveis de
atividade da PEPCK no hepatopancreas foram 1,7%sveaéores (p<0,05) que 0s niveis

verificados no grupo de animais submetidos a di&tdFigura 8).
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Figura 8. Efeito do jejum e da realimentagdo sobre a ativeéddal PEPCK no musculo mandibular
e no hepatopancreas Megranulataalimentado previamente com dieta HC ou HP. Os sladtiio
apresentados como mediadesvio padrdo; numero de animais indicado derdi® lwhrras; a:
diferenca em relagé@o ao grupo controle (p<0,05liferenca em relacdo ao grupo jejum (p<0,05);
c: diferenca em relagdo ao grupo R 72h (p<0,0%)iférenca entre dietas (p<0,05); ** diferenca
entre dietas (p<0,01).
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O PCR do gene da PEPCK no musculo mandibular eepatbpancreas de
N. granulataanalisado em gel de agarose esta representadigura B. O transcrito do
gene da PEPCK foi relativizado pela expressao @&elbs graficos resultantes da analise

densitométrica podem ser observados na Figura 10.

No tecido muscular dos grupos controles (HP e ld@pmposicdo da dieta

nao influenciou significativamente os niveis de iRida PEPCK (Figura 10).

No musculo dos animais alimentados previamente aaleta HC, o jejum
e a realimentagdo por 120 h ndo modificaram siatiframente os niveis de mRNA da

PEPCK (Figura 10).

No hepatopancreas, a composicdo da dieta ndo wlEgnificativamente,

0s niveis de mRNA da PEPCK nos grupos controlegi(&il10).

Nos animais alimentados previamente com a dieta$iRiveis de mRNA
da PEPCK no hepatopancreas nao foram influencisigogicativamente pelo periodo de
jejum, embora uma reducéo (p>0,05) tenha sido atatd nesse periodo. Apos 120 h de
realimentacdo com a dieta HP, os niveis de mRNAP&®CK no hepatopéncreas

retornaram aos valores verificados no grupo caoaffféigura 10).

No grupo de animais realimentados por 120 h coneta ¢HP, os niveis de
MRNA da PEPCK no hepatopancreas foram 1,9 vezesr@sa{p<0,05) que 0s niveis

verificados no grupo de animais submetidos a di€gFigura 10).
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Figura 9. PCR do gene da PEPCK no muisculo mandibular e natdigdncreas dd. granulata
analisado em gel de agarose. O fragmento ampldicamresponde ao transcrito do gene da
PEPCK com 72 pb e do 16S com 130 pb
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Figura 10. Efeito do jejum e da realimentacdo sobre a exgoesta PEPCK no musculo
mandibular e no hepatopancreasN\deggranulataalimentado previamente com dieta HC ou HP. O
transcrito do gene da PEPCK foi corrigido pela egpéo do 16S; Os dados estdo apresentados
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Os valores da atividade da enzima /{d-ATPase foram 2,6 vezes maiores
(p<0,05) no musculo dos animais alimentados presaen com a dieta HP, quando

comparados aqueles verificados no grupo HC (Figiya

Nos animais submetidos a dieta HC, o jejum e om@es de realimentacao

estudados ndo influenciaram os niveis de atividaddd-K -ATPase no tecido muscular.

Nos animais submetidos a dieta HP, o jejum e lareatacao por 72 h ndo
influenciaram significativamente os niveis de akade da NaK*-ATPase no tecido
muscular. Nos demais periodos de realimentacdo,96oe 120 h, constatou-se uma
reducdo significativa de 56 e 51% (p<0,05), respactente, dos niveis de atividade da
Na'-K*-ATPase em relagdo aos valores verificados no gcoptrole HP. Apds o periodo
de jejum, os niveis de atividade da N&-ATPase no tecido muscular foram 2,2 vezes

maiores (p<0,05) nos animais submetidos a dietéHitfara 11).

No hepatopéancreas, a dieta ndo modificou a atieidizdNa-K*-ATPase e,
nos animais submetidos a dieta HC, o jejum e deges de realimentacdo estudados ndo
influenciaram os niveis de atividade da™Ma-ATPase nesse tecido (Figura 11). Apos 96
h de realimentagcdo com a dieta HP constatou-se dimiauicdo de 58% (p<0,05) nos
niveis de atividade da R&K'-ATPase no hepatopancreas. Contudo, apés 120 h de
realimentacdo, os niveis de atividade da’-K&ATPase retornaram aos valores

verificados no grupo controle HP (Figura 11).

No grupo de animais realimentados por 120 h coneta ¢HC, os niveis de
atividade da NaK*-ATPase no hepatopancreas foram 2,0 vezes majpx€s06) que 0s

niveis verificados no grupo de animais submetiddieta HC (Figura 11).



70

Musculo
~ 20
g OHC mHP
3 |
' 15 -+
3
8 :
< 5 10-
X 3 ]
+¢5 A : a
Z o i T a
§ 5+ T '|' -‘7
o 7 5 5
s 1 4
c R 5 5
5 -
0
Controle Jejum R 72h R 96h R 120h
20 - Hepatopancreas
- . OHC mHP
o |
‘5‘ il
£ 15 -
E_ i
L © i
0w c
o T
% 2 10- T .
+ i
x 3 1 5
+ 4 5
c 8 5 5
Z o 4
E 5.
o B a
B -
E -
3 B
0
Controle Jejum R 72h R 96h R 120h

Figura 11. Efeito do jejum e da realimentacdo sobre a ativédda Na-K*-ATPase no musculo
mandibular e no hepatopancread\dgyranulataalimentado previamente com dieta HC ou HP. Os
dados estdo apresentados como meédiesvio padréo; numero de animais indicado deraso d
barras; a: diferenca em relacdo ao grupo contpsl@.(5); * diferenca entre dietas (p<0.05).
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5. DISCUSSAO

Trabalhos anteriores realizados em nosso laboovat@monstraram que nos
animais alimentados previamente com a dieta HC eservas de glicogénio e as
concentracdes de glicose e de lactato na hemdaadamaiores em relacdo aos animais
alimentados com a dieta HP (Kucharski; Da Silv&1E9 Vinagre; Da Silva, 1992, 2002;

Oliveira et al., 2004; Pellegrino; Kucharski; Ddvaj 2008).

Neste estudo, a composicao da dieta foi capazeiamabs concentracdes de
proteinas e de glicogénio no hepatopancreas, contedmusculo somente a concentracao
de glicogénio (Pellegrino; Kucharski; Da Silva, 80Além disso, a composicéo da dieta
administrada aos caranguejos determinou, no hefratogas e no musculo de animais no
estado alimentado, um padrdo diferenciado de ag#ia de aminoacidos pelas vias

metabodlicas estudadas.

A atividade da NaK*-ATPase foi, significativamente, menor no musculo
dos animais que receberam a dieta HC em relacaelemqeubmetidos a dieta HP. Os
resultados do presente estudo sdo concordantesaqomles verificados erhlyalella
castroi que receberam dieta com maior teor de carboid@ing-14 dias e apresentaram
menor atividade da N&*-ATPase, comparada aquela verificada nos animaes qu
receberam dieta com maior teor de proteinas (Getirad., 2009). Estes autores sugerem
que esta baixa atividade da enzima®-K&ATPase deva-se aos altos niveis de
lipoperoxidacdo constatados neste grupo, ocasionalteracdes na estrutura e na funcao
da membrana (Gering et al., 2009). No presentealttab o método utilizado para a
determinacao da enzima foi o de Chan e Swamingtt286) que mede a atividade da

Na'-K*-ATPase sensivel a ouabaina. Assim, ndo se podwarthsque nos animais
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alimentados com a dieta HC a’™N&'-ATPase nio sensivel & ouabaina esteja elevada. A
hipétese da presenca de uma’N&ATPase insensivel a ouabaina no musculo da
mandibula e no hepatopancreas foi sugerida porirb@teal. (2005b). Recentemente,
Pinoni e Mafanes (2009) constataram no musculadi gleN. granulataa presenca das
enzimas N&K'-ATPase insensivel e sensivel a ouabaina. No canldtépenaeus
vannamenao foi constatada alterac&o significativa na cotmagdo de mRNA da N& -
ATPase apos 20 dias de dietas com diferentes cwwacéas de proteina (25% até 50%)

(Erchao et al., 2011).

No presente estudo, no tecido muscular dos anidwigrupo controle, a
composicéo da dieta (HC ou HP) n&o influenciou iigativamente a captacdo déC-
MeAIB e a sintese de lipidios a partir'§€-glicina. Contudo, no musculo dos caranguejos
alimentados com a dieta HC foram constatados awwmemd capacidade de sintese de
proteinas a partir d¥C-leucina e na formacdo d&CO, a partir de“C-glicina pela via

oxidativa.

A capacidade de sintese '§€-proteinas a partir ddC-leucina, no masculo
mandibular dos animais alimentados com a dieta fbiPmarcadamente menor que nos
caranguejos alimentados com a dieta HC. Em musesdpelético de vertebrados, os
aminoacidos ramificados como, a leucina, sdo oxisladCQ (De Feo et al., 2003). Além
disso, a oxidagdo destes aminoacidos aumenta qaanctncentragdes de glicogénio e de
ATP neste tecido estdo reduzidas (De Feo et a3)2Marqueze, Kucharski e Da Silva
(2006) constataram que nos carangudjoggranulataalimentados com a dieta HP os
niveis de glicogénio e ATP sdo mais baixos quandaparados aqueles do grupo mantido
com a dieta HC, sugerindo que no grupo HPGaleucina seria desviada da sintese de

proteinas para a formacao de ATP. Entretanto, arpatos que determinem a capacidade
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de oxidacdo d&'C-leucina em musculo d¢. granulataalimentado com a dieta HP ou HC

serao necessarios para esclarecer esta hipotese.

Neste estudo, os niveis de incorporacdd“@oda glicina em*CO, foram
menores no musculo dos animais alimentados coreta P, quando comparados aqueles
verificados nos caranguejos mantidos com a dietal$€a diminuicdo pode ser explicada
pela alta formacdo d€CO, a partir de**C-lactato verificada em musculo e granulata
alimentado com a dieta HP, nestes animais a relacéaio/glicose na hemolinfa é de 1,35
(Marqueze; Kucharski; Da Silva, 2006; PellegrinajcKarski; Da Silva, 2008). Outra
hipotese seria a utilizacdo preferencial de amidodcde cadeia ramificada (leucina,
isoleucina e valina) (Newsholme; Leech, 1983; De &tal., 2003) como fonte de energia

no musculo dos caranguejos alimentados com aldreta

O padréo de sintese de glicose a partit*8eglicina em resposta as dietas
HC e HP é similar no musculo e no hepatopancreafetanto, nos dois tecidos a
atividade da enzima PEPCK é maior no grupo HP.rRonéo foram verificadas alteracdes
significativas na expressdo da enzima. Estes ashsftilo semelhantes aqueles observados
em Cyprinus carpioe Sparus aurataonde os carboidratos da dieta diminuiram a ex@oess
das enzimas gliconeogénicas no figado (Pansemyn@i-Juan; Kaushik, 2002). Porém,
nos peixes juvenisPicentrarchus labraxe Sparus aurata L, os carboidratos da dieta nao
inibiram as atividades das enzimas gliconeogér{ieass et al., 2011). No hepatopancreas
e no musculo dos animais alimentados com a dietéoHébnstatada maior capacidade de
sintese e de liberacdo de glicose a partireglicina. Contudo, enN. granulata,
experimentos anteriores em nosso laboratério demavasn que a sintese de glicose a
partir de *C-lactato ou de'C-alanina no hepatopancreas ndo foi influenciada pe

composicao da dieta (Oliveira; Da Silva, 1997).masculo deN. granulata a utilizacédo
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deC-lactato como precursor da via gliconeogénicarfaior em caranguejos alimentados
com a dieta HC (Pellegrino; Kucharski; Da Silvap2)) Esses dados sugerem que, no
hepatopancreas e no misculo dos animais submetidita HC, &“C-glicina constitui
um importante substrato para a via gliconeogénitsta diferenca na utilizacdo do
substrato pela via gliconeogénica hepatopancreétinauscular pode ser explicada, em
parte, pela alta concentracdo circulante de glicorestatada na hemolinfa te granulata
(Schein, 1999). Como os experimenitoyitro servem para avaliar capacidade intrinseca
de sintese de glicose a partir'd@-glicina, os resultados do presente trabalho sugeue

a dieta HC ndo requer um aumento da capacidadeadpava a sintese de glicose no
hepatopancreas e no musculo. Esta suposicao éomda pela baixa atividade e nao
alteracéo na expressao da enzima PEPCK no hepatepére no musculo dos caranguejos

alimentados com a dieta HC.

A maior atividade da PEPCK constatada no hepatopasd5 vezes maior)
dos animais alimentados com a dieta HP, em coateast animais submetidos a dieta HC,
€ também acompanhada pela expressao da PEPCkaze$ wmaior no hepatopancreas dos
animais alimentados com a dieta HP (Figura 10)mdsculo dos animais que receberam a
dieta HP também foi verificada maior atividade daima PEPCK (Figura 8), entretanto, a
expressdo nao foi alterada, apdés a administracédlpadias de dieta HP. Em outro
crustaceo, o camardo. vannamei a capacidade gliconeogénica hepatopancreética foi
modulada pela alimentacédo, com alta atividade d&dXeem camardes submetidos a dieta
pobre em carboidratos (Rosas et al., 2001). Naeptedrabalho com a dieta HP, nos dois
tecidos estudados, a sintese de glicose a partfCdglicina foi marcadamente menor que
nos animais HC. No grupo HP a concentracdo de gflitio no musculo e no

7

hepatopancreas ¢é significativamente mais baixandpacomparada ao grupo HC
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(Vinagre; Da Silva, 1992; Oliveira et al., 2004l€grino; Kucharski; Da Silva, 2008). No
presente trabalho o método de determinacédo dadadiei gliconeogénica avalia aC-
glicose produzida e liberada para o meio de incdidaljo hepatopancreas e no musculo
do grupo HP d“C da glicina seria incorporado €ftC-glicogénio, justificando a menor
formacado deé“C-glicose liberada para o meio de incubacéo. Hptitdse é reforcada pela
elevada atividade e expressédo da PEPCK no hepatepare elevada atividade enzimatica

no musculo.

Outra explicacdo para a menor producdo#glicose nos tecidos do
grupo HP seria o desvio d4C-glicina para a sintese de lipidios via gliceraiéemse
(Hanson; Heshef, 2003). Esta via foi constatadaMmtins et al. (2011) que encontraram
aumento simultaneo da sintese d8-lipidios e da atividade da PEPCK em branquias
anteriores deéN. granulatasubmetido ao estresse hiposmoético. Contudo, pargpmvar
esta hipotese serdo necessarios experimentos tgemnifem a incorporacdo déc-2-
piruvato em*C-glicerol-3-fosfato e**C-triacilglicerol. Em ratos, Colleen et al. (2008)

demonstraram que o musculo esquelético possui idaol@cgliceroneogénica.

Os lipidios constituem reserva energética impoetard tecido muscular,
uma vez que nesse caranguejo esta ausente um aegidso diferenciado (Kucharski; Da
Silva, 1991a). E importante destacar que ndo formeontradas diferencas nas
concentragcdes de lipidios totais no musculo e npatopancreas dé\. granulata
submetidos as dietas HC e HP (Kucharski; Da Si@81a; Vinagre; Da Silva, 1992) e,
nesse caranguejo, o glicogénio muscular pareceosprincipal substrato energético
utilizado nos meses de verdo, contudo, no invemlipaios musculares sdo mobilizados

(Kucharski; Da Silva, 1991Db).
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Neste estudo, os dados verificados nos animaiseatados com diferentes
dietas, corroboram investigacdes prévias de quaranguejoN. granulataconsome com
facilidade diferentes dietas (Kucharski; Da Sil¥891a), além de evidenciar, no musculo
mandibular e no hepatopancreas, 0s possiveis fjusie processos de sintese e/ou
degradacdo dos substratos fornecidos pela dietiessa forma, manter o metabolismo

energeético no estado alimentado.

Animais em jejum podem apresentar respostas casiias de
determinados metabdlitos circulantes. Porém, estgsostas sao frequentemente espécie
especifica e podem demonstrar grande variabilidatte-individual (McCue, 2010) e

tecido especifica.

Em estudos anteriores, o periodo de 15 dias dejdjminuiu 0s niveis de
glicose e de lactato na hemolinfa e o contetudolideggnio muscular nos caranguejos
submetidos previamente a dieta HC. Contudo, em suabdietas, HC e HP, a homeostase
metabdlica dos caranguejos ndo foi comprometida jegm (Pellegrino; Kucharski; Da

Silva, 2008).

No presente trabalho, o conteddo de proteinas cidotemuscular dos
animais de ambas as dietas nao foi, significativaejenfluenciado pelo jejum. Contudo,
no hepatopancreas dos animais submetidos previangerdieta HC, o conteudo de
proteinas aumentou significativamente ap0s o peridd jejum, enquanto que no
hepatopéncreas dos animais submetidos previametiggaaHP os conteudos de proteinas
e de glicogénio diminuiram significativamente apdgeriodo de jejum. Uma explicacdo
para esse achado, no grupo HC, pode ser a mdiaagdio de glicogénio como substrato

energético e a manutencdo da capacidade de siepeoteinas, o que diminuiria a
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degradacéo das proteinas levando ao acumulo delssgaso nesse tecido. Ja no grupo
HP, os niveis de glicogénio foram 3 vezes menanesog niveis encontrados no grupo HC
aos 15 dias de jejum o que levaria a mobilizacaprd&einas como substrato energético,
uma vez que o aporte de aminoacidos pela dietatErompido. Nesse grupo a oxidacao

de*C-glicina no jejum é semelhante aquela do grupoeaitado.

No musculo dos caranguejos alimentados previanmsoite a dieta HC, o
periodo de 15 dias de jejum reduziu significativateea sintese de proteinas a partir de
14 . . ~ . . ~ . o

C-leucina e a oxidacdo d¥C-glicina. A captacdo de aminoacido$CtMeAIB), a
atividade da NaK*-ATPase e a capacidade gliconeogénica, no tecicscutar desses
animais, nao foram influenciadas significativamepéto jejum. Contudo, constatou-se
aumento significativo na sintese de lipidios aipdet'“C-glicina e na atividade da PEPCK

no musculo desses animais apos o periodo de jejum.

No musculo dos animais alimentados previamente eowieta HP, o
periodo de jejum também aumentou significativamargitese de lipidios a partir fe-
glicina e estimulou de forma significativa a capacie da via gliconeogénica. Contudo, a
captacdo de aminoacido¥'G-MeAIB), a sintese de proteinas a partir'é®-leucina, a
oxidacdo de''C-glicina e as atividades da PEPCK e da’-K&ATPase, no tecido
muscular desses animais, ndo foram modificadasfisafivamente apdés o periodo de
jejum. Esses resultados sugerem que, apés o petéojagum, o fluxo dd*C da glicina no
musculo mandibular dé&l. granulataé redirecionado conforme a composi¢cdo da dieta
previamente administrada ao caranguejo. No grupoaHC-glicina constitui substrato
para a via gliceroneogénica (Hanson; Heshef, 20830 grupo HP para a via

gliconeogénica. Em ambas as dietas constata-satalidade da PEPCK no periodo de
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jejum. Contudo, uma avaliacdo da atividade da PEPSH#4& necessaria para confirmar a

participacdo da via gliceroneogénica.

Em N. granulata o periodo de jejum de duas semanas aumentou
significativamente os niveis de lipidios totais Im@amolinfa dos animais alimentados
previamente com ambas as dietas, HC e HP (VindgmeSilva, 1992). Estes achados

sustentam a participacdo da via gliconeogénica.

Os lipidios exibem algumas vantagens sobre outrlsses de
macromoléculas como combustiveis fisioldgicos uezgm baixo conteudo de agua para
armazenamento, tém alta densidade de energia seapam uma demanda metabdlica

relativamente baixa (Cabhill, 1976).

O periodo de jejum ndo afetou significativamentatisidade da NaK™-
ATPase e a captacdo de aminoacidés-MeAlB) no musculo dos animais alimentados
previamente com a dieta HP ou HC. Estes dadosemggue durante o jejum de 15 dias
ndo ocorreu uma depressao metabdlica nestes animasssim uma alteragdo do fluxo de

carbono entre as diferentes vias metabdlicas.

No musculo do grupo HC, apdés o periodo de 15 dmsjejum, foi
constatada reducdo na sintese de proteinas a gatfic-leucina e na oxidacdo d4C-
glicina. Talvez essa reducdo seja uma estratégtabdieca para redirecionar o ATP
durante o periodo de jejum. No grupo HC a relagétato/glicose no estado alimentado é
alta (1,8) e apos o jejum a concentracdo do laataitmlante diminui, mas a relagéo

permanece elevada sugerindo que o lactato sedadxi(Pellegrino; Kucharski; Da Silva,
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2008); o que explicaria, em parte, a reducdo ndaggio de glicina observada no musculo

dos animais alimentados com a dieta HC ap0s o jejum

Em ambas as dietas, o processo jejum/realimentaé@o modificou a
concentracdo de proteinas no tecido muscular. Resgl semelhantes foram encontrados
em dois crustaceos subterranddiphargus rhenorhodanensie Niphargus vireique
submetidos ao jejum prolongado, apresentaram uniizagfio seletiva da proteina
muscular, poupando as proteinas para funcdes e&msenomo a locomocao (Hervant;
Mathieu; Barre, 1999). Em duas espécies de laggftamastacus defossus e Parastacus
brasiliensis) nenhuma variacao significativa nos niveis de pmate foi observada no

periodo de recuperacéo da hipoxia (Silva-Castigli@hveira; Buckup, 2011).

Animais em jejum eventualmente apresentam balaegativo de proteina
onde a degradacao supera a sintese de proteigamsAdnimais demonstram estratégias
fisiologicas “criativas” para reciclar proteinasdégenas, reduzem o requerimento
gliconeogénico ou outra forma que minimize as perda proteina durante o jejum

(McCue, 2010).

No hepatopancreas de. granulata alimentados com a dieta HC, uma
reducao na sintese de glicose a partif’@dactato foi observada apds o periodo de 15 dias
de jejum (Oliveira et al., 2004). Entretanto, esaatres constataram um aumento na
capacidade de sintese H€-glicose a partir dé’C-alanina no tecido hepatopancreatico
ap6s 15 dias de jejum. No presente trabalho, atitip “C-glicina como substrato
marcado obteve-se uma reducdo marcante na capaciadsintese de glicose no
hepatopancreas dos caranguejos previamente alidosntam a dieta HC, sugerindo que o

aumento da sintese de glicose Vi@-alanina seria via ciclo alanina-glicose durante o
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jejum. Esta suposicdo é reforcada pelo aumentodfisagivo na atividade da PEPCK no
hepatopancreas desses animais apds o periodaide fgscual et al. (2006) observaram
que 21 dias de jejum aumentam a concentracdo degghio em hepatopancreas lde
vannameipreviamente alimentado com dieta rica em carbamdeasugerem que seria via
gliconeogénese. A atividade da ‘N&'-ATPase, a sintese de proteinas a partit‘Ge
leucina, a sintese de lipidios a partir'd@-glicina, a oxidacdo d¥C-glicina, a captagéo
de aminoécidos {C-MeAIB) e a expressdo da PEPCK n&o foram influeteas

significativamente pelo jejum.

No hepatopéancreas dos animais alimentados previaraem a dieta HP, o
periodo de jejum aumentou significativamente a cdpae gliconeogénica. Oliveira et al.
(2004) utilizando**C-alanina como substrato também observaram um domearcante
da sintese de glicose apés 15 dias de jejum. Aacédptde aminoacidos’C-MeAlB), a
atividade da NaK*-ATPase, a sintese de proteinas a partit*@deucina, a sintese de
lipidios a partir de"’C-glicina, a oxidacdo d&C-glicina e a atividade e a expressdo da

PEPCK nao foram influenciadas significativamente jpgum.

O ajuste metabdlico que ocorre na realimentacadfe¥edte daqueles
constatados no jejum e no estado alimentado. @eajlasrealimentacéo é caracterizado por
estimulo dos processos de sintese e, em algumésiespde animais, um longo periodo é
necessario para que o padrdo metabdlico do ediattnéado seja atingido (Hervant et al.,

1999).

No musculo dos animais alimentados com a dietadd@alimentacédo por
72 h reduziu significativamente a captacdo de aatidos t'C-MeAIB) e a capacidade

gliconeogénica em relacdo aos grupos alimentadgjuenj A atividade da PEPCK foi
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reduzida, retornando aos valores do estado aliments 72 h de realimentacéo,
permanecendo assim nos demais periodos de reaipdentestudados. A sintese de
lipidios a partir dé“C-glicina e a sintese de protefnas a partit*@eleucina mantiveram

valores similares aos observados apos o periogejude. Contudo, os niveis de oxidacao

de“C-glicina retornaram aos valores do estado alingdends 72 h de realimentacao.

Em outro estudo, a realimentacédo por 72 h comta ¢H€, apos o periodo
de restricdo alimentar, aumentou as concentragbghabse e de lactato na hemolinfa e os
niveis de glicogénio no musculo mandibular em é&dago periodo de jejum (Pellegrino;
Kucharski; Da Silva, 2008), sugerindo que os antims sejam preferencialmente
direcionados a producdo de ATP, conforme constafmo aumento nas reacfes de
oxidacdo desse substrato. Embora, uma parte dassesacidos tenha sido direcionada a
sintese de lipidios via gliceroneogénese ou viagipese, pois, apos a realimentacdo por
72 h com a dieta HC os niveis de formacao de bpidipartir d&*C-glicina mantiveram o
aumento verificado no periodo de jejum, a capaeidgidoneogénica estava reduzida e a
atividade da PEPCK foi similar ao grupo controlssgeperiodo. Esta reducdo pode ser
explicada pelo aporte de glicose nas células masyl inibindo assim, a via
gliconeogénica. Estudos coMC-2-piruvato seriam interessantes para esclaresse e

ponto.

Esses resultados demonstram que a realimenta¢cé@2pbr nos animais
submetidos a dieta HC, diminuiu o influxo de amiidés no musculo mandibular e foi
capaz de ajustar o metabolismo dos amino&cidos paracuperacdo das reservas
energéticas reduzidas no periodo de jejum. Duremes os periodos de realimentacao
estudados com a dieta HC, os valores de captacd@androacidos (C-MeAlIB)

permaneceram significativamente inferiores aosrealalos grupos alimentado e jejum.
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Este fato pode ser explicado pela composicdo déa di#€C, que apresenta baixa

concentracdo de proteinas.

Apos o periodo de 96 h de realimentacdo com a #i€aa oxidacdo de
4C-glicina no muasculo mandibular foi significativame reduzida. Uma diminuicdo na
concentracdo de glicose na hemolinfa também fdficeda nesse periodo em relacéo ao
elevado aumento observado as 72 h de realimentegdo a dieta HC (Pellegrino;
Kucharski; Da Silva, 2008). Esses dados sugerem waerealimentacdo por 96 h, o
musculo mandibular aumente a oxidagéo de glicase,wez que, durante a realimentacao
por 72 h, o contetdo de glicogénio ja atingiu afisido grupo alimentado e a sintese de
glicogénio a partir dé’C-lactato estava elevada (Pellegrino; Kucharski;Sivaa, 2008).
Por outro lado, a manutencdo do aumento na sideefipidios a partir d&*C-glicina no
tecido muscular, iniciado as 72 h de realimentag@ioacompanhada por um aumento
significativo na capacidade gliconeogénica as 2 mealimentacdo com a dieta HC em
relacdo as 72 h. Este aumento, provavelmente,aodexido a reducéo da concentracao de

glicose nestas células.

No musculo, o periodo de 120 h de realimentacdo aatieta HC reduziu
de forma marcante a oxidacdo d&-glicina e aumentou significativamente a sintese d
protefnas a partir d&'C-leucina, atingindo niveis semelhantes ao do gmalpoentado.
Esta reorganizacdo metabdlica gerou um aument@ssigo na sintese de glicose e de
lipidios a partir dé“C-glicina. Nesse periodo de 120 h de realimentagéo a dieta HC,
0s animais atingiram o padrdo metabdlico do estdideentado, onde os niveis de glicose
e de lactato na hemolinfa e o conteddo de glicagémiscular estdo similares ao grupo

controle (Pellegrino; Kucharski; Da Silva, 2008).
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Na realimentacdo por 72 h com a dieta HC, os nidaisxidacéo da‘C-
glicina no tecido muscular foram 3,2 vezes maign&s os niveis verificados no musculo
dos animais do grupo HP. Contudo, nos demais pesidd realimentacéo, 96 e 120 h, os
niveis de oxidagdo d4C-glicina diminuiram significativamente. Esses dadagerem a
possivel oxidacdo predominante dos aminoacidos atkei@ ramificada pelo tecido

muscular, mencionado anteriormente.

No musculo dos animais realimentados com a dietadF2 horas ocorreu
uma reducdo significativa na capacidade glicongogérem contraste aos niveis
verificados no grupo jejum, os valores de sintesglitose as 72 h de realimentacdo séo
similares aqueles dos controles. Os niveis dadatid da NaK'-ATPase, a captacéo de
aminoécidos’(C-MeAIB), a capacidade de sintese de proteinastia ga*‘C-leucina e a
oxidacdo de *C-glicina, em relacdo aos grupos controle e jejumdo foram
significativamente modificados as 72 h de realimeiid com a dieta HP. O aumento
significativo nos niveis de formacdo de lipidiopartir de'“C-glicina, constatados no
periodo de jejum, permaneceu em todos os periodagalimentacdo com a dieta HP.
Contudo, a atividade da PEPCK foi significativaneergduzida as 72 h de realimentagéo
com a dieta HP, em relac&o aos grupos controlgim jesugerindo que a sintese de lipidios
seja via lipogénese. Contudo, para confirmar egtatdse sera necessaria a dosagem da

atividade da enzima glicerol quinase.

Em outro estudo cor\. granulata a realimentacdo por 72 h com a dieta
HP ndo modificou as concentracdes de glicose einte mas reduziu as concentracdes de
lactato na hemolinfa, atingindo os valores do gr@imentado, permanecendo sem
alteracdes nos demais periodos de realimentagéaeesis (96 e 120 h). Além disso, a alta

atividade na sintese de glicogénio a partir ‘d@-lactato, provavelmente, elevou o
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conteudo de glicogénio no musculo mandibular (Behe; Kucharski; Da Silva, 2008).
Esses resultados sugerem que, apés a realimemacd@ h com a dieta HP, a sintese de
lipidios seja a principal via metabdlica para aeiadle carbono ddC-glicina no musculo

mandibular.

No musculo, o periodo de 96 h de realimentacdo aodieta HP néo
modificou a captacédo de aminoaciddiC¢MeAIB) em relacdo aos grupos alimentado,
jejum e 72 h, mas essa atividade foi significatigate reduzida apos 120 h de
realimentacdo. Por outro lado, os periodos de B®eh de realimentacdo com a dieta HP
aumentaram a capacidade gliconeogénica e reduzratividade da NaK'-ATPase.
Nesse periodo, os niveis de atividade da PEPCK raanaen significativamente em

relacdo ao grupo realimentado 72 h, retornandmivess verificados no grupo controle.

Em outro estudo, coN. granulata a realimentacédo por 96 h com a dieta
HP diminuiu significativamente a concentracdo deoge na hemolinfa e a concentracéo
de glicogénio no musculo mandibular, atingindo xedo do grupo alimentado e
permanecendo assim apds o periodo de 120 h dmessdicdo. Contudo, a concentracao
de glicose na hemolinfa voltou a aumentar aposriogh@ de 120 h de realimentacdo em
relacdo aos demais grupos (Pellegrino; Kucharsla; Silva, 2008). Em caranguejos
alimentados com a dieta HP, a realimentacdo pdr 48mentou a formacéao de glicose a
partir de**C-glicina no musculo da quela e aumentou a simtedidios a partir d&'C-

glicose no hepatopancreas (Vinagre; Da Silva, 2002)

Esses resultados sugerem que, apés a realimemgac®6 e 120 h com a
dieta HP, a sintese de lipidios e de glicose (géogénese) constituam as vias metabdlicas

predominantes para a cadeia de carbono dos antlesawd musculo mandibular.
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No hepatopancreas dos animais alimentados com & di#C a
realimentacao por 72 h aumentou significativamententeiddo de glicogénio em relacéo
aos valores dos grupos controle e jejum e permarsegado apds os demais periodos de
realimentacdo. O aumento no conteudo de protegretatado apds o periodo de jejum no
hepatopancreas dos animais alimentados com aHliiz{@ermaneceu inalterado por todos

os periodos de realimentacéo estudados.

A captacdo de aminoacido¥'G-MeAlIB) diminuiu significativamente no
hepatopancreas dos animais realimentados por éthraaieta HC quando comparada ao
grupo em jejum. A capacidade gliconeogénica tamdinmnuiu significativamente nesse
periodo. Contudo, a sintese de proteinas a partfCdleucina, a sintese de lipidios a partir
de 'C-glicina, a oxidagdo de“C-glicina e a atividade da PEPCK aumentaram
significativamente no hepatopancreas no periodt2dede realimentacdo com a dieta HC.
Esses resultados demonstraram que 72 h de readigdentom a dieta HC constituiram o
periodo de tempo necessario para recuperacao dotatonteddo de glicogénio no
hepatopancreas e sugerem que o aminoacido gliejpaum importante substrato para a
sintese de lipidios nesse tecido apos 72 h demewstacdo com a dieta HC. Embora o
aumento significativo na sintese de proteinas tir plar“C-leucina, constatado a partir das
72 de realimentacdo com a dieta HC, também indigma via metabdlica para os
aminoacidos nesse tecido. Deve ser observado gapagidade para oxid&iC-glicina no
hepatopéncreas dos animais de ambas as dietasaédeer,0 vezes menor que a verificada

no musculo mandibular desses animais (Figura 6).

No hepatopéncreas, a realimentacdo por 96 e 120mh e dieta HC a
captacdo de aminoéacido¥'G-MeAlIB), a sintese de lipidios a partir d&-glicina, a

oxidacéo dé“C-glicina e a atividade da PEPCK retornaram a ealsimilares aqueles dos
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respectivos grupos controle. Contudo, a capacidgideneogénica voltou a aumentar
significativamente e a sintese de proteinas a rpari ‘C-leucina permaneceu
significativamente elevada em relacdo aos grupodrale e jejum. Esses resultados
demonstram que a capacidade endergbnica de simsE®mulada pelo processo
jejum/realimentacado persistiu no hepatopancreas 4p0 h de realimentacdo com a dieta
HC e sugerem que a principal via metabdlica dosiaatidos no hepatopancreas, apos 96
e 120 h de realimentacdo com a dieta HC, sejatessimle proteinas e de glicose. Como
mencionado anteriormente, esse grupo de animaismoddicou os niveis de atividade da
Na'-K*-ATPase ao longo do tratamento experimental, saderique os processos de

sintese constatadas na realimentacdo nao requereaurnento na atividade desta enzima.

No hepatopancreas dos animais alimentados comta Hie, 72 h de
realimentacdo aumentaram significativamente o calatele glicogénio e de proteinas em
relacdo aos niveis verificados nos respectivosagrjgjum, atingindo valores similares aos
verificados nos grupos controle e permanecendomassds demais periodos de

realimentacao.

Os periodos de realimentacdo estudados, assim amnjejum, nao
influenciaram  significativamente a captacdo de a#uitos t'C-MeAIB) no
hepatopancreas dos animais alimentados previarmenta dieta HP. A oxidac&o d&-
glicina, a sintese de proteinas a partit“@eleucina e a sintese de lipidios a partiri@
glicina aumentaram significativamente no hepatopax desses animais as 72 h de
realimentacdo. Contudo, a capacidade gliconeogéaica atividade da PEPCK, no
hepatopéncreas, foram significativamente reduzdas2 h de realimentacdo com a dieta
HP. Esses resultados demonstraram que 72 h denesd#dicdo com a dieta HP foram

suficientes para restabelecer os conteludos deimpaste de glicogénio reduzidos pelo
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periodo de jejum no hepatopancreas e sugerem girese de proteinas e de lipidios
constitua as principais vias metabdlicas dos ancidoa no hepatopancreas as 72 de

realimentacdo com a dieta HP.

No hepatopéancreas, apds a realimentacdo por 96 b ¢@m a dieta HP foi
constatado um aumento significativo na capacidda®mrgogénica e na atividade da
PEPCK em relacédo as 72 h de realimentacdo comdestsa A expressdo da PEPCK no
hepatopancreas dos animais realimentados por 2tnha dieta HP foi 2,0 vezes maior
que a verificada nos animais do grupo HC. Nessddea sintese de proteinas a partir de
“C-leucina e a sintese de lipidios a partiti2glicina permaneceram significativamente
elevadas apdés 96 e 120 h de realimentacdo comta iz A oxidacdo d&‘C-glicina
também permaneceu significativamente elevada dsd6realimentacdo com a dieta HP,
mas retornou a valores similares ao grupo contiptes 120 h de realimentacdo. Esses
resultados sugerem que, além da utilizacdo dosodTioios para a sintese de proteinas e
de lipidios observados as 72 h de realimentacdwepatopancreas do grupo HP, a sintese
de glicose torna-se, também, uma importante vialndita para os aminoacidos apés 96 e
120 h de realimentacdo. Além disso, esses ressl@deimonstram que o estimulo gerado
pelo processo jejum/realimentacdo persiste no bpaatreas apos 120 h de realimentagéo

com a dieta HP.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados verificados nos animais alimentados coferedites dietas
corroboram investigacbes prévias de que o caramgNejgranulata consome com
facilidade diferentes dietas e evidenciam, no midsmandibular e no hepatopancreas,
possiveis ajustes nos processos metabolicos dasraiols fornecidos pela dieta para a

manutencao energética no estado alimentado.

Conforme a composicdo da dieta previamente ofeaeaa caranguejo o
substrato'“C-glicina é utilizado por diferentes vias no estadimentado, no jejum e
durante a realimentacdo. A composicdo da dieta d¢apaz de influenciar,
significativamente, os conteudos de proteina e ld®ggnio no hepatopancreas desses
animais, além de promover alteracées nas atividd@@®EPCK e da Ne&K*-ATPase.

Em ambas as dietas, o processo jejum/realimentaé@o modificou a

concentracdo de proteinas no tecido muscular.

No musculo dos animais controle HC, os aminoé&cidosstituiram
substratos para a sintese de lipidios, de proteimes glicose. No hepatopancreas desses
animais o aminoacido““C-glicina constituiu um importante substrato paravia
gliconeogénica, confirmando a alta capacidade mgiogénica hepatopancreatica &in
granulata Contudo, em animais mantidos com a dieta HP @istatada uma alta
atividade da PEPCK muscular e hepatopancreatitas Bados reforcam a capacidade que

o caranguejdN granulataapresenta frente as adversidades do seu habitat.

No jejum, o musculo mandibular dos caranguejos as as dietas
aumentou a capacidade de sintese de lipidios diateseya partir de“C-glicina. No

musculo dos animais do grupo HC o lactato e a ggiceeriam 0s principais substratos
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utilizados para regenerar moléculas de ATP. Enguamimusculo dos animais submetidos

a dieta HP, os aminoacidos seriam os principaistgatios energéticos.

No hepatopancreas dos animais de ambas as dietas)tel 0 jejum, a
principal via metabdlica dos aminoacidos seria @ogkogénese. Contudo, no
hepatopancreas do grupo HC“&-glicinando parece ser o principal substrato para a
sintese de glicose, sugerindo qtf€-alanina seja preferencialmente utilizada nesse
periodo. Nesses animais, 0 lactato e a glicosec@areser os principais substratos
energeéticos utilizados pelo hepatopancreas dumfggim. Nos animais do grupo HP, o
glicogénio e os aminoacidos seriam 0s principalsstsatos energéticos utilizados pelo

hepatopancreas durante o jejum.

Entre os tecidos analisados, o musculo mandibularece ser
metabolicamente mais afetado pelos 15 dias de jeguguanto, nesse mesmo periodo de
jejum, o hepatopéancreas ndo apresentou alteracéeames nas vias metabolicas para a

manutengado da homeostase.

A realimentagéo por 72 h com a dieta HC ajustou etabolismo dos
aminoacidos para a recuperacao das reservas ecasgéduzidas no periodo de jejum. A
menor oxidac&o dHC-glicina observada nos demais periodos de realan@o, sugerem a

oxidacao predominante dos amino&cidos de cadeificada pelo tecido muscular.

Apés a realimentacdo por 72 h com a dieta HP, tasdrde lipidios parece
ser a principal via metabdlica para a cadeia déocar da'“C-glicina no musculo

mandibular. Contudo, apds a realimentacdo por Beh com a dieta HP, talvez a sintese
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de lipidios e de glicose constituam as vias meied®predominantes para os aminoacidos

nesse tecido.

A realimentacédo por 72 h com a dieta HC constituiperiodo de tempo
necessario para recuperacao total do conteudoicleg@hio no hepatopancreas. Nesse
periodo, a“C-glicina parece ser um importante substrato pasttase de lipidios nesse
tecido. Embora o aumento significativo na sintesepmbteinas a partir déC-leucina,
constatado a partir das 72 h de realimentacdo cdmta HC, também indique uma via
metabolica para os aminoacidos nesse tecido. ApGs P20 h de realimentacdo com a
dieta HC, parece que a principal via metabolicaatomoacidos no hepatopancreas seja a
sintese de proteinas e de glicose. Nao foram dadat modificacbes nos niveis de
atividade da NaK*-ATPase ao longo do tratamento experimental, ngrsg® de animais,
sugerindo que 0s processos de sintese constatadesalimentacdo nao requerem um

aumento na atividade desta enzima.

A realimentacdo por 72 h com a dieta HP foram mirftes para
restabelecer os contetdos de proteinas e de glicoggtluzidos pelo periodo de jejum no
hepatopancreas. Talvez, a sintese de proteinadigidies constituam as principais vias
metabdlicas dos amino4cidos nesse tecido apogesselo de realimentacdo. Apos 96 e
120 h de realimentagdo com a dieta HP, a sintesglictese torna-se, também, uma

importante via metabdlica para os aminoécidos.

Os resultados deste estudo demonstram importaieeacées no fluxo de
carbono dos aminoacidos entre as diferentes viagbdlecas no musculo e no

hepatopéancreas do carangudjb granulata Tais mudangas constituem estratégias
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utilizadas durante o jejum e a realimentacdo coméoa composicado da dieta previamente

oferecida ao caranguejo.

Investigacdesin vitro, com substratos marcados comti@leucina, 0‘C-
2-piruvato, *C-glicerol-3-fosfato e'“C-triacilglicerol seriam necessarias para melhor
esclarecer o envolvimento dos aminoacidos nos stgeeventos fisiolégicos em resposta
ao jejum e a subsequente realimentacdo no musawdhepatopancreas do carangugjo
granulata alimentado previamente com diferentes dietas. Ihgerte, sobre as mesmas
condicdes experimentais, estudos relacionados emtratividade daNa'-K'-ATPase
(sensivel e insensivel a oubaina) e os sistemasmglacido de aminoacidos, dosagem das
enzimas glicerol quinase e PEPCKc sdo necessaaos qonfirmar algumas hipoteses

constatadas neste estudo.
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Abstract

The present study assesses the effects of starvaio refeeding ofi'C-MeAIB uptake,
4c-total lipid, **CO, production from**C-glycine,**C-proteins synthesis frofiC-leucine
and N&-K*-ATPase activity in jaw muscle ®feohelice granulatgreviously maintained
on a carbohydrate-rich (HC) or high-protein (HPgtdiln N. granulatathe metabolic
adjustments during the fasting and refeeding userdnt pathways according to the
composition of the diet previously offered to thratis. During fasting:“CO, production
from **C-glycine, and"“C-proteins from*C-leucine were reduced in HC-fed crabs. In
crabs maintained on the HP or HC d&E-total lipids synthesis increased after 15 days of
starvation. In crabs fed HP diéfC-MeAIB uptake and NaK*-ATPase activity decreased
in refeeding state. In crabs refeeding HC di&&-MeAIB uptake and“*CO, production
decreased during the refeeding. In contrast!4Beproteins synthesis increased after 120h
of refeeding. In both dietary group$C-total lipids synthesis increased during refeeding
Changes in the carbon amino acids flux betweerermifit metabolic pathways in muscle
are among the strategies used by this crab to Strwation and refeeding. Protein or
carbohydrate levels in the diet administered te thab modulate the carbon flux between

the different metabolic pathways.

Keywords: Muscle, diet, amino acids metabolism, fasted-refadbs
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1. Introduction

Starvation is an integral part of the natural tfele ofN. granulata In the fieldN.
granulatg the concentration of hemolymph glucose is in@daa summer as compared
with other seasons of the year (Kucharski and DaaSil991b; Valle et al., 2009). In
winter these animals stay in their holes for longeriods and the frequency of dietary
items in the stomach is low, indicating a reducesdllability of energy substrate (D'Incao
et al., 1990; Turcato, 1990). Therefofd, granulata mobilizes body constituents and
survives natural starvation periods such as thoseoumtered during the winter.
Hepatopancreas and muscle glycogen seem to bealmeenergy sources in spring and
summer, whereas muscle lipids are used as enebgyrate in fall and winter (Kucharski
and Da Silva, 1991b).

N. granulatafed either a high-protein (HP) or a high-carbolaydr (HC) diet
exhibit a characteristic pattern of carbohydrated dipid metabolism adjustment
(Kucharski and Da Silva, 1991a). Moreover, the chydrate and lipid metabolism
response to starvation and refeeding also variesrding to diet composition (Pellegrino
et al., 2008; Vinagre and Da Silva, 1992; 2002)crdabs previously fed HP or HC diets
and then fasted for 8 weeks, muscle glycogen levele already decreased after the first
week of starvation and 60% lower at the end ofdkperimental period in both groups
(Pellegrino et al., 2008; Vinagre and Da Silva, 29@rabs previously fed an HC diet and
then fasted for 8 weeks showed a gradual decrdasgad lipid levels in muscle, which
were 54% lower at the end of the experimental pefibnagre, 1992).

In refeeding after 21 days of food deprivatibh,granulatapresents an adjustment
in the processes of anabolic synthesis to recdwerntetabolic reserves that were lost
during starvation (Vinagre and Da Silva, 2002)NIngranulatapreviously fed an HP diet,
three weeks of starvation decreased glycogen ssistfeom *“C-glycine in muscle;
however, after a 48-hour period of refeeding, thesels were close to those of the fed
group. Yet, the rate of incorporation 8€-glucose into muscle lipid was not influenced by
starvation or refeeding and a reduction in proginthesis fromt*C-glycine was found in
muscle of refed crabs (Vinagre and Da Silva, 2002).

Pellegrino et al. (2008) demonstrated that 15-dagvation caused a reduction of
the muscle gluconeogenic capacity frdfiC-lactatein N. granulata crabs previously
maintained on an HC diet but an increase of it iabs previously fed an HP diet.

However, in both fed and refeeding states, mudgieogeogenesis is one of the pathways



105

responsible for maintenance of lactate levels atbgifed HC diet. In animals fed on the HP
diet, the muscle gluconeogenesis and glyconeogermeghways are involved in the
reduction of lactate levels during the refeedingque(Pellegrino et al., 2008).

Studies with different species of crustaceans lgreonstrated a wide diversity in
metabolic strategies used during starvation anelecehg (Hardy et al., 2000; Hervant et
al., 1999; Mayrand et al., 2000a; b; Sdnchez-Pak,e2007; Vinagre and Da Silva, 2002).

In the tiger prawrPenaeus esculentuikie muscle protein is used preferentially as
source of energy after 5-15 days of starvation ¢Bagret al., 1983; Dall and Smith, 1986).
In Gammarus fossarunma period of 7 days of refeeding led to partiagtoeation of the
energy reserves depleted during starvation. Inrasptin the amphipodsiphargus virei
andNiphargus rhenorhodanensienergy reserves were fully restored only aftedags of
refeeding (Hervant et al., 1999). Hervant and REr{2002) suggested a sequential energy
strategy with four phases (stress, transition, tadimm and recovery) to represent the
responses of subterranean crustaceans to food/deqni stress and renutrition.

In juvenile Litopenaeus vannameitarved for 21 days, a reduction in digestive
gland glycogen and lipids was observed; however efifiect of starvation was smaller in
shrimps previously fed a high (40%) protein dieag€ual et al., 2006). According to Rosas
et al. (2002), protein levels in diet modulate tise of energy in shrimp, but the pathways
involved in amino acids metabolism are little knowviN. granulata.

Thus, the aim of this study was to determine the ob diet compaosition in muscle
patterns of adjustments of amino acids metabolisrstarvation and different times of
refeeding inN. granulatapreviously maintained either on a high carbohydoaten a high
protein diet.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Male crabsN. granulatain stage C of the intermolt cycle according to the
morphological criteria described by Drach and Tolgovtzeff (1967) were collected in
Lagoa Tramandai, a lagoon in the state of Rio GraludSul, Brazil.
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2.2. Experimental procedure

Upon arrival at the laboratory the crabs they weeeghed (16-18 g) and placed (15
crabs/aquarium) in aquaria containing water witkadinity of 20%. and kept at 25 °C
under a natural light/dark cycle. The animals waixéded in two groups: one to be fed a
high-protein diet (HP, beef, protein 21.59%, casmbvhte 0.03%, fat 6.71%; ash 0.35%;
fiber 0.31%; water content 71.01%; caloric conte#$.87 cal/100 g), and the other to be
fed a carbohydrate-rich diet (HC, boiled rice, cémydrate 34.56%, protein 3.34%, fat
0.45%; ash 0.02%; fiber 0.30%; water content 61.,388koric content 155.65 cal/100 g).
Protein and carbohydrate contents of the crab fumtktituents were determined by the
Food Technology Institute at Universidade FedecaRtb Grande do Sul (UFRGS). Both
groups were fed dailgd libitum (about 50 g) in the late afternoon for two week$oke
being used in the experiments. There was no vaniati body weight (17.5£0.5 g) of the
crabs in either group during the experimental meribhe experiments were performed
during spring and summer.

After this period of acclimation, the crabs weredisn the different experimental
protocols. For starvation and refeeding studies|gof 14 animals receiving either the HC
or the HP diet were kept individually in closed ymihylene cages (10x10x10 cm) inside
the aquaria to avoid incidents of cannibalism aadvation for 15 days. The fasted-refed
crabs were deprived of food for 15 days and theratelibitumfor 72, 96 and 120 h with
the same diets (50 g) administered before stamvdtt® or HC). The control group was
maintained with HC or HP dietd libitum during the experimental period. All crabs were
maintained in aquaria under the above-mentionedlitons. After these periods of food
deprivation and refeeding, the same measuremenigcaut in the fed group (control)
were performed in crabs submitted to starvation &msting-refeeding. Before the
experimental procedure, crabs were anesthetizethitijng (5 min), and the two (left and
right) jaw muscles (100 mg) of individual specimevexre rapidly removed and placed on
a Petri dish containing cold incubation buffer addptoN. granulata(SFC): 350 mM
NaCl, 10 mM KCI, 25 mM CaGJ] 10 mM MgC}, 8.8mM HBOs, plus 10mM HEPES and
1% PMSF, pH 7.8. There was no death or body-masatieam during the experimental

periods.
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2.3.%C-MeAIB uptake

The present study used the4d]-methyl aminoisobutyric acid (MeAlIB) analog,
which is taken up by cells via sodium-dependentesygsA. System A is adaptive, sensitive
to changes in the electrogenic potential and tramsghe neutral amino acids (glycine,
alanine, methionine, glutamine and proline) as vasdl methylamines (sarcosine and
betaine) (Guidotti and Gazzola, 1992; Schein ¢t28105). Muscle samples (about 50mg)
were incubated (Dubnoff incubator) at 25°C with tamt shaking for 60 min in 5QQ. of
SFC pH 7.8, equilibrated with £LO, (95:5, v/v) in the presence of OuZi of 1-[*C]-
methyl aminoisobutyric acid (60mCi/mol, Du Pont)llBwing incubation, the tissue
fractions were removed from the medium, rinsed éwit cold incubation buffer (without
radiolabeled products), blotted on filter paper amehediately transferred to screw cap
tubes containing 1 mL of distilled water, and altgely frozen and boiled three times
(Schein et al., 2005). Aliquots (1@Q) of this solution and of the incubation media aer
used for radioactive counting in toluene-TritonX810(2:1, v/v) PPO-POPOP.
Radioactivity was measured in a LKB-Wallac sciatilbn counter. The results were
expressed as tissue/medium (T/M) ratio, i.e., cpmadftissue fluid divided by cpm/mL of

incubation medium.

2.4. Conversion of“*C-glycine to**C-lipids

For determination of“*C-lipids synthesis, muscle slices (about 50 mg)ewer
incubated at 25°C with constant shaking with »000f SFC pH 7.8, equilibrated with
0,:CO, (95:5, v/v) in the presence of 02Ci of [U-''C]-glycine (104 mCi/mmol
Amersham, International), plus 5 mM of unlabelegcgle, for 60 min. After addition of
the unlabeled substrates, the incubation mediunvasidetermined. Tissue reactions were
stopped in an ice bath, and the tissues fractiogr® wemoved from the medium, rinsed
twice in a cold incubation buffer (without radioked products), and blotted on filter
paper. The samples were homogenized in chlorofoetitamol (2:1, v/v). Lipids were
extracted according to Folch et al. (1957), dissdlin toluene-PPO and radioactivity was
measured in a LKB-Wallac scintillation counter. Titesults were expressed @sol of

c-glycine converted intd'C-total lipids. mg of protein. A* of incubation.
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2.6.*C0O, production

For production of*CO,, the muscles samples (about 50 mg) were inculstés
°C with constant shaking in sealed flasks with p@0of SFC pH 7.8, equilibrated with
0,:C0O, (95:5, v/v) in the presence of 0;&Ci of [U-'*C]-glycine (104 mCi/mmol,
Amersham International) plus 5 mM of unlabeled gigc for 60 min. Small strips of
3MM Whatman papers were placed into glass wellerted in the rubber stoppers of the
flasks. During the incubation, the wells remainedowe the incubation medium.
Production of**CO, was interrupted by injection of 2Q@L 50% TCA into the SFC and
200 pL of 1 M Hyamin€ hydroxide (ammonium, benzyldimethyl (2-(2-(4-(B,B-
tetramethylbutyl) tolyloxy)ethoxy)ethyl)-chloridegolution in methanol injected into the
wells, through the rubber stopper, to trd80,. The sealed flasks remained at room
temperature overnight, after which the wells with paper were placed in vials containing
toluene-triton (2:1, v/iv) PPO-POPOP and the radiod#g was measured in a LKB-Wallac
scintillation counter. The values dfCO, production were expressed jmmol of **C-

glycine converted t6'CO,.g "of tissue.R'of incubation.

2.7. Conversion of-“C-leucine to*“C-protein

For determination of*C-proteins synthesis, fractions of the muscle (a56umg)
were incubated at 25°C with constant shaking in @00f SFC pH 7.8, equilibrated with
0,:C0O, (95:5, v/v) in the presence of 02Ci of [U-**C]-leucine (315 mCi/mmol
Amersham, International), plus 5 mM of unlabelleddine, for 180 min. Previous trials
showed that incorporation rates remained lineam dkies incubation period (Vinagre,
1999). Tissue reactions were stopped in an iceg baththe tissues were rinsed threefold in
cold SFC (without radiolabeled product), dried dtef paper, and immediately transferred
to screw cap tubes containing 5@0 of distilled water and were homogenized. Samples
(50 pL) were removed for determination of total proteinscorporation of [U*C]-
Leucine into™C-protein in muscle was determined according tch&idson et al. (1997).
In the presence of scintillation liquid (toluengen (2:1, v/iv) PPO-POPOP), radioactivity
was measured in a LKB-Wallac scintillation countand the results were expressed as

umol of **C-leucine converted intdC-protein. mgof protein. h'of incubation.
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2.8. Enzyme assay

For determination of the N&K*-ATPase (EC 3.6.1.3) activity, the membrane was
extracted from tissue according to Barnes and Black (1993). The tissue was
homogenized (10% W/V) in cold Tris buffer (40 mM)daphenylmethylsulfonyl fluoride
(ImM; Sigma, St. Louis, MO, USA), pH 7.4. The horangte was centrifuged at
10.000xg at 4°C, and the supernatant was collentddcentrifuged at 40.000g (4°C). The
pellet was resuspended in the same buffer andifteygd again at 40.000xg (4°C). This
last supernatant was then used as the source’df NATPase. A sample was removed for
measure of proteins. R -ATPase activity was determined according to thehou
described by Esmann (1988). Incubation medium Aainad ATP (5 mM, Sigma), NacCl
(60 mM), KCI (10 mM) and MgGlI (40 mM), pH 7.4. In incubation medium B, KCI was
replaced by oubain (ImM, Sigma). Aliquots of homugje were incubated at 30°C in
medium A or B, for 30 min. The enzyme reaction veagpped by addition of 10%
trichloroacetic acid. The inorganic phosphate (Rleased was determined using the
method of Chan and Swaminathan (1986) ant-#KaATPase activity was calculated as
difference between medium A and B in Pi contentumol per min. Results were

expressed ipmol of the Pi.mgprotein.mirt".

2.9. Chemical analyses
Protein concentration was determined by the methio8radford (1976), using

bovine albumin as standard.

3. Statistical analyses

Results are expressed as meanS.D. (standard deviation). Data from the
experiments were used to compare the effects aflthand HC diets by two-way analysis
of variance (ANOVA). To compare the different expental conditions to which the two
groups were submitted, we used one-way ANOVA folddwy Student-Neumann-Keuls
(SNK) comparison test at significance levels of B80and P<0.01. All tests were

performed with statistical software SigmaStat 3.1.
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4. Results

In jaw muscle of crabs previously fed a HC or HBtdi"*C-MeAIB uptake values
were not affected by 15-day starvation (FigureHQwever, after 72 h of refeeding, in
crabs previously fed the HC di¢fC-MeAIB uptake values decreased by 58% (p<0.05) as
compared to control and starvation groups, and iredalow until the end of the
experimental period. In the HP group, a decreasg4®$ (p<0.05) in“C-MeAIB uptake
values was observed only at 120h of refeeding. iyoificant difference in-“C-MeAIB
uptake was observed in muscle of fed crabs un@emib different diets (Figure 1).

In the control group, diet composition did not affehe muscle ability to synthesize
14c-lipids from *C-glycine. However, after starvation the abilityfaym **C-lipids from
C-glycine increased by 4.7-fold in the HC group ahtiold in the HP group as
compared to their respective control groups. IrhideP and HC diets, incorporation of
4c-glycine in muscle total lipids remained signifitig (p<0.05) high during the refeeding
period of 72 to 96 h. After 120 h of refeedift§C-lipid values in muscle increased by
17.4-fold and 18.5-fold (p<0.05) as compared touvhkies of the groups fed the HC and
HP diets, respectively (Figure 2).

In muscle from HC control groug’CO, production from*“C-glycine was 1.7
times as high (p<0.05) as the one detected for tdBpgcrabs. In crabs previously fed the
HC diet, **CO, production from™“C-glycine in muscle decreased by 56% (p<0.05) after
fasting, returning to the levels of the fed grouy2 h of refeeding. However, in the 96-
120 h refeeding period?CO, production from**C-glycine was significantly decreased as
compared to control and 72 h refeeding groupsrdbspreviously fed the HP diet, fasting
and refeeding did not affect significantly the lisvef **CO, production from™C-glycine
(Figure 3).

In crabs previously fed the HC diet, the musclditghio synthesize**C-proteins
from *“C-leucine was 2.3-fold greater (p<0.05) than in Hfe diet group. In animals
submitted to the HP diet, fasting and refeeding mid significantly alter**C-proteins
synthesis front*C-glycine in jaw muscle. However, in crabs previgued the HC diet,
fasting and 72 h and 96 h of refeeding markedlyetsed“C-proteins synthesis froffiC-
glycine in jaw muscle. After 120 h of refeedid§C-proteins synthesis values in the HC
group were significantly increased as comparedastirig and 72 h and 96 h refeeding
groups (Figure 4).
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There were no significant differences in total pnetconcentrations in muscle of
crabs previously fed the HC or the HP diet. In bgithups, the values of total proteins in
muscle were not affected significantly by fastingdaby the different refeeding times
(Table 1).

Na'-K*-ATPase activity in muscle of crabs maintainedlm#C and HP diets was
compared and found to be 2.6-fold higher (p<0.@6jhe HP group. In the HC group,
fasting and refeeding did not affect N&"-ATPase activity significantly. In the HP group,
15-day fasting did not alter Rk -ATPase activity significantly. However, refeedifay
96 and 120 h decreased N& -ATPase activity by 56% and 51% (p<0,05), respetyiv
as compared to the fed group (Figure 5).

5. Discussion

Previous studies ilN. granulatahave demonstrated the influence of diet
composition on the physiological events involvechomeostasis during food deprivation
(Oliveira et al., 2004; Pellegrino et al., 2008n&gre and Da Silva, 1992). This study
shows that dietary protein and carbohydrate preslyoprovided to crabs affects the
synthesis of endogenous physiological fuels in neuscthe fed state, as well as the tissue
flow of carbon from energy-linked substrates imsfion and refeeding status.

No significant difference was found in muscle piotéevels and'“C-MeAIB
uptake between crabs fed HP and HC diets, suggesia the muscles of HC- and HP-fed
crabs were in the same protein condition. The HPetntrol group has a lower capacity to
incorporate*“C-leucine into proteins. In vertebrates muscle, lhenched amino acid
leucine is oxidized to CO(De Feo et al., 2003), and its oxidation increasben the
concentrations of glycogen and/or ATP in muscle raaguced. In muscle from HP-fed
crabs, Marqueze et al. (2006) found lower ATP alydagen levels than in the HC-fed
group, suggesting that in HP grotfie-leucine is diverted from protein synthesis pathwa
to give rise to acetyl-CoA for ATP formation. Eldation of this point requires further
studies with measurements'8€-leucine incorporation intHCO,in muscle from HP- and
HC-fed crabs. Moreover, in HP-fed crabs the fororanf “CO, from *C-glycine in fed
group (control) was lower than that found in HC o This result may be explained by
the higher*CO, production from*‘C-lactate found in muscle from HP-fed crabs, siimce
control N. granulatathe lactate:glucose rate in hemolymph of HP-fedbsres 1.35

(Margueze et al., 2006; Pellegrino et al., 2008)other hypothesis is the preferential use
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of branched chain amino acids as energy source usclm of HP-fed crabs, as
demonstrated in vertebrates (De Feo et al., 2003).

It is noteworthy that Na K" ATPase activity is very low in the group fed th€ H
diet. Also, in male crustaceatyalella castroifed on high carbohydrate diet for 7-14 days,
Na’, K ATPase activity is lower as compared to high-grofed crabs (Gering et al.,
2009). The authors suggested that the lowér KAATPase activity in crabs fed with high
carbohydrate diet can be explained by the highldewé lipoperoxidation, leading to
alterations in membrane structure and function if@eet al., 2009). In this study, the
activity of Na', K"ATPase was assayed by the method of Chan and Satiraim(1986),
that is sensible to ouabain. Since we did not nredsthe N3, K'-ATPase activity
insensitive to ouabain in HC fed crabs, we candg ut that this can be high. The
hypothesis of the presence of a'N&"“ATPase ouabain insensitive to the jaw muscle and
hepatopancreas was suggested by Schein et al.)(2R@6ently, Pinoni and Mafanes
(2009) found inN. granulatamuscle the presence of the enzymé, Ma-ATPase ouabain
insensitive and sensitive.

In Litopenaeus vannameno significant differences were observed in"N&'-
ATPase mRNA level after 20 days on diets with défe protein contents (25% to 50%)
(Erchao et al., 2011).

The semi-terrestrial cral. granulatais tolerant to starvation, since this status is an
integral part of its life cycle, when in winterrégmains in holes for longer periods and food
is scarce (Kucharski and Da Silva, 1991b; Turca®@90). Neverthelesd\. granulata
maintains physiological homeostasis even after 8kaef food deprivation (Vinagre and
Da Silva, 1992). Successful starvation strategiestnenable an animal to mobilize
endogenous physiological fuels such as proteipsjdj and carbohydrates to meet the
energetic demands required to carry out the basiegses of life (McCue, 2010).

The N&, K* ATPase activity does not show significant changdeerafood
deprivation in muscle from crabs fed on either ,dsefggesting that 15 days of starvation
does not induce a metabolic depression in theseadsi In contrast, in other crustaceans,
such as Paralomis granulosaand Lithodes santolla starvation increases oxygen
consumption (Comoglio et al., 2005; 2008).

In crabs previously fed the HC diet and fastediferdays, the formation dfCO,
from C-glycine in jaw muscle was lower than in the fedup. After 15 days of

starvation, the glycogen concentration in jaw meissoshd hemolymphatic glucose Wt
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granulatafed-HC diet decrease significantly (Pellegrinolet2008). Thus, the decrease of
14c-glycine oxidation in muscle after 15 days of w&ion would be a consequence of the
utilization of glucose as source of energyoreover, in HC-fed crabs, the rate of
conversion of“C-leucine to'*C-protein decreased. Decreasing the activity ofrg@ne
consuming processes, such as protein synthesi$l ¢@mua strategy to prioritize the
expenditure of ATP in metabolic pathways (glucoresmsis and glyceroneogenesis) that
are important for the maintenance of homeostasisgludasting. However, the protein
concentration in muscle was maintained without ificantly changes after 15 days of
starvation. In contrast, other crustaceans, suclPaslomis granulosaand Lithodes
santolla use protein reserves as a source of energy dthimgarly stages of starvation
(Comoglio et al., 2005; 2008).

In HP-fed crabs, 15 days of food deprivation did nbange significantly CO
formation from amino acids. In this experimentabugy the maintenance of amino acids
oxidation during the fasting period would be a t&tgg to obtain energy, because
Pellegrino et al. (2008) did not find significaritamge in muscle glycogen concentration
after 15 days of fasting in HP-fed crabs. Also,crabs previously fed an HP diet, the
incorporation of-“C from leucine into proteins did not change siguifitly after 15 days of
starvation. Thus, the maintenance of protein sygith&nd amino acids uptake capacities in
muscle of HP-fed crabs during starvation keepspttotein synthesis/mobilization cycle
important for homeostasis during starvation. Ii$ gioup, the protein content in muscle is
maintained after 15-day starvation. In vannameia marked decrease in hemolymph
protein content after 15-day starvation was obskmeshrimp previously fed 5% and 40%
protein diets (Pascual et al., 2006).

An increase in lipid synthesis frotfiC-glycine was observed in muscle of crabs fed
on either diet. It is noteworthy th#tC-MeAIB uptake is maintained with little variation
during the starvation period in muscle of crabs éedeither diet, suggesting that the
present results are not a consequence of the icflaxges of amino acids to the muscle
cells. A likelier explanation is that starvationicés an enhancement of the
glyceroneogenic activity, increasing incorporatiamf™“C from glycine in triacylglycerol.
Starvation for 15 days increases total lipid valireshemolymph ofN. granulata by
approximately 100% in crabs fed the HP diet and #49%nimals previously maintained on
the HC diet (Vinagre and Da Silva, 1992).



114

The fact that muscle PEPCK activity in crabs praslg fed either diet increased
after 15 days of starvation (unpublished data) sstggthat the muscle glyceroneogenic
pathway could maintain the cycle triacylglycerdt§aacids during starvatioMN. granulata
muscle lipids are important energy sources in wirgeriods, when food is scarce
(Kucharski and Da Silva, 1991b), after long perianfsfood deprivation (8 weeks)
(Vinagre and Da Silva, 1992), and during osmorraigul/ effort (Bianchini et al., 2008;
Chittd, 2009; Luvizzotto-Santos et al., 2003; Mastet al., 2011).

The activation of endergonic synthetic processea @haracteristic of refeeding,
and in some animals species, a long period is sapgs$o attain the metabolic pattern of
the fed state. Also, the metabolic adjustmentdlcatirs in refeeding differs from those that
occur in starvation or fasting and in the fed statervant et al., 1999).

In crabs refed with the HC diet no significant eteon in the N& K'-ATPase
activity was observed in relation to starvation &l states, showing that the activation of
synthesis processes does not markedly alter thebwlet rate in muscle of HC-fed crabs.

Fasting (15 days) followed by refeeding with an H@t for 120 h increased
significantly the hemolymphatic glucose concentmatiglycogen levels, gluconeogenic
and glyconeogenesis activities from lactateNn granulata muscle (Pellegrino et al.,
2008). These findings maybe explain, in part, gduction in**C-MeAlB uptake found in
muscle from HC refeeding crabs. During 120 h okeeing with HC diet the muscle
restores the carbohydrates reserves, decreasedyduarvation (Pellegrino et al., 2008).
These data corroborate the low capacities for pratgnthesis and’C-glycine oxidation
found in this study during the refeeding period HIC-fed crabs. The restoration of
glycogen to fed levels in muscle is important, heseaglucose is a source of energy for this
tissue, particularly during refeeding, when crafisease their locomotor activity.

On the other hand, lipid synthesis frdfit-glycine in muscle increased gradually
during the refeeding period with the HC diet. Tlaebohydrate metabolic adjustments in
muscle (described above) during refeeding with @andiet (Pellegrino et al., 2008) could
favor lipogenesis from amino acids. This hypotheasig€orroborated by the increase in
gluconeogenesis and glyconeogenesis activities femtate in muscle during refeeding
(72 to 120h) with HC diet (Pellegrino et al., 2008)

The pattern of the adjustments of amino acids noditab to refeeding in crabs fed
with HP diet differs from the one observed in crédaswith HC diet.
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Refeeding with HP diet for 72-120 h did not chanugrkedly*“C-MeAIB uptake,
4c-glycine oxidation and protein synthesis. Howetlee, ability to synthesize lipids from
4C-glycine remained high throughout the period deeding with the HP diet. This
finding corroborates the increase in gluconeogeamd glyconeogenic activities from
lactate by muscle during refeeding with HP dietll@®gino et al., 2008). Moreover, after
48 h refeeding with HP diet, the incorporation @ from glucose into lipids in muscle did
not change significantly (Vinagre and Da Silva, 200t is noteworthy that in HP group,
15-day fasting did not significantly affect glycagand protein levels in muscle. Thus, in
this study, this high lipogenic activity from amiacids in muscle is in agreement with the
high total lipid content found iN. granulatafed HP diet (Kucharski and Da Silva, 1991a).
Furthermore, muscle lipids are important sourcesrérgy inN. granulataused during
osmorregulation and winter (Kucharski and Da Sil¢891b; Luvizzoto-Santos et al.,
2003; Martins et al., 2011).

In conclusion,N. granulatarelies on metabolic strategies to withstand staaat
Changes in the carbon amino acids flux betweerermifit metabolic pathways in muscle
are among the strategies used by this crab to Starwation and refeeding. Protein or
carbohydrate levels in the diet administered te thab modulate the carbon flux between
the different metabolic pathways.
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Table 1. Effect of fasting and different times of refeedif®) on the protein concentration in jaw muscle of

N. granulatapreviously fed a high-protein (HP) or carbohydnath (HC) diet

PROTEIN g%

HC HP
Fed 4.90+0.30 (10) 4.4620.93 (7)
Fasted 4.45+1.02 (5) 4.29+1.14 (5)
R 72h 4.87+0.81 (5) 4.51+1.09 (5)
R 96h 4.9620.33 (5) 5.21+0.19 (5)
R 120h 5.01+0.22 (5) 4.8620.37 (5)

Data are given as means + S.D. Number of male énatrsackets.
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Fig.1. Effect of fasting and differents times of refeeglon the uptake of{C]-MeAIB in the jaw muscle of
N. granulatapreviously fed a HC or HP diet. Data are givemasanst S.D. Number of crabs indicated
inside the bars. (a) indicate significantly differérom the fed group; (b) indicate significantljfdrent from
the fasting group. (T/M) indicate tissue/medium.
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Fig.2. Effect of fasting and differents times of refagglion the 'C]-glycine convertion td“C-lipids in the
jaw muscle olN. granulatapreviously fed a HC or HP diet. Data are givemasnst S.D. Number of crabs
indicated inside the bars. (a) indicate signifibamtifferent from the fed group; (b) indicate sificantly
different from the fasting group; (c) indicate digrantly different from the R72h group; (5) indiesnumber
of crabs.
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Fig.3. Effect of fasting and differents times of refegglion **CO, formation in the jaw muscle of.
granulatapreviously fed a HC or HP diet. Data are |vemrmnst S.D. Number of crabs indicated inside
the bars. The superscripts indicate significanfecit” (P<0.05) between diets; (a) indicate significantly
different from the fed group; (b) indicate signéittly different from the fasting group; (c) indieat
significantly different from the R72h group.
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Fig.4. Effect of fasting and differents times of refesglion the'C-leucine convertion t&'C-protein in the
jaw muscle ofN. granulatapreviously fed a HC or HP diet. Data are givemasnst S.D. Number of crabs
indicated inside the bars. The superscript indisagaificant different” (P<0.05) between diets; (a) indicate
significantly different from the fed group; (b) icdte significantly different from the fasting gmmu(c)
indicate significantly different from the R72h gmuyd) indicate significantly different from the B group.
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Fig.5. Activity Na'-K*-ATPase during fasting and subsequent times ofedifg in jaw muscle ofN.
granulatapreviously fed a HC or HP diet. Data are givemesnst S.D. Number of crabs indicated inside
the bars. The superscripts indicate significanfeci#t” (P<0.05) between diets; (a) indicate significantly
different from the fed group.
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