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Efeito do jejum e da realimentacao sobre as funcoes metabdlicas da tartaruga
Kinosternon scorpioides (LINNAEUS, 1776) criada em cativeiro

RESUMO

O estudo objetivou avaliar as respostas metabdlicas da espécie Kinosternon
scorpioides (adultos e jovens) criada em cativeiro, nas fases, adultos e jovens nos
estados: alimentado, jejuado e realimentado. O estudo foi dividido em dois
experimentos distintos. O experimento 1, dividido em dois grupos de 12 animais adultos
e 12 animais jovens com coletas de sangue no 1° dia do experimento com todos os
animais alimentados, aos 15, 30 e 60 dias com o0s animais jejuados. Apos este periodo
os animais foram realimentados por 15 dias e realizada nova coleta de sangue. Foram
determinadas as concentragdes de glicemia, ureia, proteina, acido urico, triacilglicerois
e acidos graxos. Estatisticamente foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial 2x5 e as médias comparadas pelo teste de Tukey com
o=5%. Para o experimento 2, cinco animais adultos foram submetidos a eutanasia,
sendo no 1°dia do experimento com um animal alimentado, em seguida aos 15, 30 e
60 dias eles em jejum e aos 15 dias, e aos 75 dias, realimentados. Fragmentos de
tecidos foram coletados para analise de glicogénio e lipideos totais hepatico e muscular.
O jejum alimentar provocou diminuicdo das concentracoes de glicose e ureia
plasmatica, triacilglicerois e acido urico sérico, e glicogénio e lipideos totais hepatico e
muscular. As concentracoes de proteina e acidos graxos sérico nao sofreram alteracoes
ao longo do periodo de restricao alimentar. Portanto a primeira reserva a ser mobilizada
foi o glicogénio hepéatico, seguida dos lipideos.

Palavras-chave: glicose, jejum, lipideos, proteinas, répteis
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The effects of fasting and refeeding on the the metabolic functions of the
Kinosternon scorpioides (LINNAEUS, 1776)

ABSTRACT

The effects of fasting and early refeeding on metabolism were investigated in adult and
young freshwater turtles, K.scorpioides. The study comprised two experiments: a) blood
metabolite changes caused by food deprivation and b) tissue (liver and muscle)
glycogen and total lipid differences after fasting and refeeding. Twenty-four animals
were assigned for the first experiment, one group of 12 adult and one group of 12 young
animals. In the experiment young animals blood glucose concentration were more
susceptible to food deprivation than adult ones. In both groups significative decrease in
the metabolite occurred only after 30 d of fasting. Resuming feeding for 30 days was not
enough to recover blood levels. Total plasma proteins were not affect by the
deprivation. Fasting decreased BUN occurring the highest difference around 30 days.
Uric acid were incresead mostly in the young animals after 60 d of fasting.
Triacylglicerols levels showed early significative changes (decrease) in just 15 days of
fasting and refeeding the fasted animals for 30 days were enough to recover the pre-
fasting blood levels. Free fatty acids plasma levels showed a tendency to increase
around 15 days of fasting. In the second experiment glycogen and total lipids were
measured in liver and muscle of fasted and refed animals. Liver glycogen values
decreased 56% at day 15 of fasting being stable thereafter. Muscle glycogen decreased
slower compared with liver values, decreasing 6% by the end of 15 days of fasting. Total
liver lipids values maintained stable even after 30 d of fasting and then showing a steep
decrease (70%) by 60 d of fasting. Muscle lipids remained stable throughout the fasting

period.

Keywords: fasting, glucose, lipids, proteins, turtle,



1. INTRODUCAO

O crescente interesse sobre os testudineos possibilitou um grande numero de
estudos sobre taxonomia, fisiologia, comportamento, histéria natural, patologia,
anestesiologia e semiologia desses animais.

Esses espécimes tém evoluido nos mais diferentes ambientes, desde desertos,
florestas tropicais, oceanos, até zonas temperadas préximas ao circulo artico. Assim, a
adaptacao aos variados ambientes também permitiu uma grande diversidade fisiolégica
e morfoldgica deste grupo (FITCH, 1970).

A tartaruga Kinosternon scorpioides € um pequeno Sauropsida pertencente &
ordem Testudinata, sub-ordem Cryptodira, familia Kinosternidae, distribuidas desde a
Costa Rica até o norte da Argentina e do Brasil. No Maranhdo, & encontrada
principalmente na Baixada Maranhense, onde € chamada de jurara. Esses animais
fazem parte da histéria, costumes e economia da populacdo ribeirinha local, sendo
capturados e comercializados clandestinamente em hotéis, restaurantes, feiras e praias
para 0 consumo como iguaria da culinaria maranhense e paraense, sob a forma de
casquinha de jurara ou mugua, colocando em risco a sobrevivéncia da espécie.

Muitas espécies de testudineos s&o animais de vida longa e baixo indice
reprodutivo e assim apresentam baixas taxas de crescimento e requerem longos
periodos para atingir a maturidade. Essas caracteristicas predispdéem a espécie ao risco
de extincdo quando condicdes variaveis aumentam a mortalidade de adultos ou
reduzem drasticamente a entrada de jovens na populacdo (POUGH et al., 2008).

Esses animais mostram uma combinacdo de aspectos basais e caracteristicas
altamente especializadas que nao sdo compartilhadas com qualquer outro grupo de
vertebrados (POUGH et al., 2008), constituindo um modelo biol6gico ideal para o
estudo das fungdes metabdlicas, pois representam, entre os Sauropsida, a forma
evolutivamente mais conservada (DA SILVA, 1986).

Estudos sobre metabolismo intermediario foram realizados em muitas espécies
de Sauropsida por varios autores (MACHADO, 1977; BONNET, 1979; DA SILVA &
MIGLIORINI,1990; PARTATA & MARQUES, 1994; MOON et al., 1999 e McCUE, 2008).
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No Brasil, segundo a literatura indexada disponivel, ndo existem dados sobre
metabolismo intermediario em Kinosternon scorpioides. Portanto, o conhecimento das
respostas metabodlicas dessa espécie se faz importante tanto para o conhecimento da
sua biologia basica, quanto para o aperfeicoamento de programas de nutricdo e o
aprimorar de técnicas de preservagao dessa espécie na natureza. A somatdria de tais
conhecimentos podera possibilitar a criacdo da espécie em cativeiro e com isso
consolidar uma alternativa econémica para os habitantes de regides ribeirinhas onde se
encontra a espécie de forma nativa.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar as respostas metabdlicas
de espécimes de Kinosternon scorpioides, jovens e adultos criados em cativeiro, nos
estados alimentado, jejuado e realimentado, por meio das analises bioquimicas de
acidos graxos livres, triacilglicerois, acido urico, proteina do soro, glicose e uréia do

plasma sanguineo, glicogénio e lipideos totais do figado e do musculo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas da espécie e distribuicdo geografica

Kinosternon scorpioides (Fig. 1) é uma espécie de tartaruga semi-aquética, de
médio a grande porte, tipica de agua doce. Quando adulta o comprimento da carapaca
varia de 9,2 cm a 27 cm na Venezuela, nos Estados Unidos e no México (PRITCHARD
& TREBBAU, 1984; ERNEST & BARBOUR, 1989; BERRY & IVERSON, 2001). No
Brasil dados biométricos de animais adultos dessa espécie realizados por CASTRO
(2006) mostram que o comprimento da carapaga varia de 13 a 19 cm e o peso de 250 g

a 660 g para fémeas e 200 g a 560 g para machos.

- Sl
£ el

Figura 1 — Exemplar adulto de Kinosternon scorpioides (jurard).

A carapaga possui trés quilhas longitudinais de cor marron clara, verde oliva ou
preta e a unido dos escudos de cor mais escura, independente do sexo. O plastrao
apresenta escudos amarelados com o centro amarelo dourado e a cabega pode ser
marrom, cinza ou preta com manchas creme, laranja, vermelha, rosa ou amarela
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(PRITCHARD & TREBBAU, 1984; BERRY & IVERSON, 2001; CASTRO, 2006). A
cabeca € triangular e a narina em forma de focinho e a mandibula tem a forma de bico
de papagaio e duas barbelas na parte posterior. A cauda em ambos 0s sexos possuli
uma unha na extremidade, sendo a do macho trés vezes maior do que a da fémea
(CASTRO, 2006).

Os juraras sao capazes de recolher completamente a cabeca, os membros e a
cauda para o interior da carapaca, servindo de estratégia de protecdo e seguranca
(STORER et al., 1991; CENAQUA, 1994 apud ANDRADE, 2004).

Durante o periodo reprodutivo, é possivel encontra-la em ambiente terrestre
(SORIANO et al. 1997). A reproducao é sazonal, com, a nidificacdo ocorrendo de abril a
agosto (COSTA et al. 2009) e o acasalamento mais significativo entre os meses de
janeiro e marco (COSTA et al. 2006).

A espécie é carnivora e onivora oportunista e se alimenta de pequenos animais
como: peixes, girinos, insetos, algas, minhocas, besouros, pequenas quantidades de
vegetais e matéria organica em decomposicao, provavelmente com uma variedade
alimentar ainda maior quando em ambiente natural (PRITCHARD & TREBBAU, 1984)

A distribuicdo geografica dessa espécie € bastante ampla, sendo encontrada no
Brasil, Peru, Equador, norte da Colédmbia, Venezuela, Bolivia, Argentina e todos os
paises da América Central (ACUNA-MESEN 1994). No Brasil é encontrada no Norte e
Nordeste e no Maranhdo na Baixada Maranhense.

A Baixada Maranhense (Fig. 2) apresenta temperatura média anual superior a
27° C, umidade relativa do ar superior a 82% e precipitacdo pluviométrica anual com
totais entre 1600 e 2000mm (Nucleo de Geoambiental — MA, 2009).
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Figura 2 — Mapa digital da Baixada Maranhense — MA (bot6es indicam onde se encontram os animais
da espécie Kinosternon scorpioides).
Fonte: Google Earth, 2010.

No municipio maranhense de S&o Bento, base da Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA), foi observado que durante o periodo de estiagem, nos meses de
julho a janeiro, exemplares da espécie Kinosternon scorpioides refugiam-se em locais
umidos como por exemplo, sob folhas secas, capins e moitas ou sob o solo,
permanecendo nestes locais até o inicio do periodo chuvoso, que vai de fevereiro a
junho (PEREIRA et al. 2007). Esses animais passam por um periodo de estivagcdo no
qual permanecem enterrados total ou parcialmente durante o periodo de estiagem
(COSTA et al., 2006; PEREIRA, 2004).



2.2. Metabolismo intermediario

Em geral, os animais desenvolveram maneiras de armazenar os alimentos sob a
forma de reservas energéticas, tanto para ndo passarem todo seu tempo em busca
deles quanto para poderem explorar ambientes onde estes fossem escassos.

Existem diferentes tipos de reservas energéticas, sendo os mecanismos de
controle de estoque e uso dos mesmos muito complexos, pois devem atender a
demanda de diversos tecidos em situagdes variadas, como jejum e exercicio. Dentre as
diferentes reservas energéticas temos o glicogénio e os lipideos (MAIA, 2007).

A glicose é uma reserva energética utilizada por todas as células. Seu
armazenamento, sob a forma de glicogénio, é limitado, devido a grande quantidade de
agua que deve armazenar 0 que deixaria 0 corpo muito pesado. Tal molécula, é um
importante combustivel metabdlico para os vertebrados e varios mecanismos atuam
para assegurar um constante suprimento para os tecidos glicose-dependentes, tais
como células vermelhas do sangue, hepatécitos, testiculos, porcdo medular do rim,
sistema nervoso, entre outros. A glicose pode originar-se no intestino a partir dos
carboidratos ingeridos, além de ser produzida pelo figado e rins por glicogendlise, ou
mediante neogliconeogénese a partir do lactato, aminoacidos e glicerol. Entretanto, nos
animais a neogliconeogénese é ativada apenas durante o jejum, especialmente quando
ha diminuicdo nos estoques de glicogénio no figado (SUAREZ & MOMMSEN, 1987).

O (glicogénio, um polimero de glicose, pode ser armazenado tanto no figado
quanto no musculo. O glicogénio hepatico e muscular pode ser mobilizado para suprir o
déficit energético no organismo animal, embora o muscular tenha menor importancia
para os outros tecidos.

O glicogénio € um polimero de tamanho variavel que contém residuos de glicose
muito utilizados em adaptacdes bioquimicas em varias situacoes de estresse ambiental.
Varia¢des ambientais, do pH, dos niveis de oxigénio dissolvido na agua, da salinidade,
e periodos de grande esforco fisico, bem como mudangas de dietas ou intervalo entre
estas, podem resultar tanto em aumento como em diminui¢gdo do estoque de glicogénio
(SOENGAS et al., 1995; MORAES et al., 1996).
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Em vertebrados, diferentemente da glicélise, que ocorre em todos os tecidos, em
vertebrados a gliconeogénese é restrita a certos tecidos, incluindo o figado e os rins
(CAHILL, 1986 apud MOON, 1988). O musculo esquelético pode produzir glicogénio, a
partir do lactato, durante o exercicio, mas nao ha evidéncias de que este processo
contribui para o “pool” de glicose (CONNETT, 1979 apud MOON, 1988).

A mobilizacdo do glicogénio hepatico por mais intensa que seja sempre resta
uma quantidade residual desse metabdlito aos quais novas moléculas de glicose sao
acrescidas, permitindo uma nova sintese (MARZZOCO & TORRES, 2007).

O glicogénio hepatico € fundamental como fonte de energia e fornecedor de
glicose para a manutencdo da homeostase glicémica (LEHNNINGER et al., 1995).

No estado alimentado h& predominio de processos anabdlicos sobre os
catabdlicos. Nesse estado ha predominio das agdes da insulina sobre o dos glucagon.
A insulina tem efeitos anabdlicos promovendo a sintese de glicogénio no figado e no
musculo e de acidos graxos no figado e no tecido adiposo, a captacdo de aminoacidos
e a sintese protéica no musculo (CAHILL Jr, 1970)

No figado os carboidratos podem se transformar em glicogénio ou serem
degradados até diéxido de carbono (CO,) e agua (H20), sendo a energia da reacao
usada para formar a molécula adenosina trifosfato (ATP) no ciclo de Krebs e cadeia
respiratéria (RUTZ, 2002). A insulina promove a utilizagdo da glicose e o seu
armazenamento como glicogénio, bem como a inibicdo da glicogendlise e da
gliconeogénese, reduzindo a producdo hepatica de glicose. Quando os estoques de
glicogénio estao repletos, quantidades crescentes de glicose sao convertidas a acidos
graxos liberados para a circulacdo sob a forma de triacilglicerois como lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL) (BEARDSAL et al., 2006; LEMOS, 2006).

As fungdes do figado dos répteis sdo semelhantes as das aves, entre elas, o
metabolismo de gorduras, proteinas e glicogénio, e producéo de acido Urico e fatores
de coagulacao (DIVERS & COOPER, 2000).

A manutencdo das concentracbes estaveis de glicose no sangue envolve

mecanismos finamente regulados, no qual o figado, tecidos extra-hepaticos e varios



hormbnios, como a insulina, glucagon, adrenalina, glicocorticdides e os hormbnios da
tire6ide desempenham um papel regulador fundamental (BEITZ, 2006).

O jejum se caracteriza por um quadro de ajustes metabdlicos sucessivos,
determinados particularmente pelo tipo de reserva energética disponivel para uso em
periodo de privacao alimentar. Portanto, o jejum desencadeia um estado de elevada
mobilizacdo de todas as reservas energéticas, iniciando pela degradacéo do glicogénio
hepatico e aumentando, com isso, a disponibilidade de glicose (FARRAR & FRYE,
1977), ocorrendo uma redugédo da secrecao de insulina e aumento da de glucagon.
Desse modo, no momento em que o conteudo de glicogénio hepatico atinge valores
minimos, inicia-se uma intensa mobilizacao dos triglicerideos, que sdo convertidos em
acidos graxos e glicerol, utilizados pela maioria das células para a producao de energia,
consistindo em um componente primordial da homeostase energética celular
(FENOGLIO et al. 1992).

Das reservas enddégenas, capazes de garantir, no jejum prolongado, a
sobrevivéncia dos animais, as mais importantes sdo os triacilgliceréis depositados no
tecido adiposo. As reservas de glicogénio existentes sdo pequenas e a sua contribuicao
se restringe aos periodos iniciais de jejum (MACHADO et al., 1988).

O controle das reacdes de transformacao e uso de reservas energéticas é muito
preciso e envolve hormdnios, sistemas nervoso central e periférico e ainda, a propria
concentracdo dos metabdlitos na circulacdo. No periodo pds-prandial, quando ha um
excesso de substratos energéticos, ocorre um aumento da secreg¢ao de insulina por
células beta das ilhotas pancreaticas. Ao contrario, durante o jejum, ha um aumento das
concentracdes de glucagon, cortisol e outros horménios, visando um aumento da
disponibilidade de substratos circulantes. Neste caso, processos de transformacao,
como a neogliconeogénese intensificam-se. A formacao de glicose a partir de outras
reservas energéticas envolve o aumento da secre¢dao de hormdnios como o glucagon e
do crescimento que associados a diminuicdo das concentragdes de insulina fazem com
que o ciclo lipolitico aumente, a esterificacdo de acidos graxos diminua e a mobilizacao

de acidos graxos livres acelere. A diminuicdo da secrecao de insulina também favorece
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a quebra de proteinas musculares, liberando principalmente alanina para a
gliconeogénese (MAIA, 2007).

Insulina, glucacon, adrenalina, glicocorticdides, hormbnios de crescimento e
tireoidianos desempenham papel central no controle do metabolismo. A acao
coordenada desses horménios é necessaria para o controle da homeostase glicémica.
Taxas elevadas de glicose no sangue de animais com dieta rica em carboidratos, apds
a alimentacgao, estimulam a secrecao pancreatica de insulina, o que resulta em aumento
da captacao da glicose pelos tecidos muscular e adiposo, inibicado da neoglicogénese e
glicogendlise, aumento da oxidacdo de glicose e sintese de glicogénio no figado e
inibicdo da lipdlise no tecido adiposo (SALTIEL & KAHN, 2001). De fato em um estudo
realizado por MACHADO (1977) na tartaruga Chysemys dorbigni, demonstrou-se que a
administragdo de insulina induz uma diminuicdo da lipomobilizacao.

Animais alimentados com dietas ricas em carboidratos observa-se queda inicial
da glicemia indicando que ha mobilizacdo do glicogénio hepatico através da
glicogendlise (TIRONE & BRUNICARDI, 2001). Animais alimentados com dietas ricas
em proteinas a concentracao de glicose permanece constante durante periodos curtos
de jejum, devido a maior ativacdo da via neoglicogenética (DA SILVA & MIGLIORINI,
1990).

Em estudos realizados com peixes alimentados com dietas ricas em carboidratos
foi observado decréscimo da glicemia no jejum (MACHADO et al., 1988). Gatos e ratos
alimentados com dietas ricas em proteinas ndao apresentaram queda significativa da
glicemia durante o jejum (KETTELHUT et al. 1980).

MACHADO (1977) observou, em tartarugas carnivoras da espécie Chrysemys
dorbigni, que nado houve diferengas significativas na glicemia entre os estados
alimentado, jejuado de 30 dias e realimentado. Resultados semelhantes foram
observados por DA SILVA & MIGLIORINI (1990), ao estudarem o metabolismo
intermediario da tartaruga carnivora da espécie Phrynops hilari, e por PARTATA &
MARQUES (1994), em Chrysemys dorbigni sob jejum de 30 dias. Em tartarugas

marinhas, o suprimento de glicose durante o periodo de restricdo alimentar ocorre
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mediante a neoglicogénese hepatica a partir do lactato, aminoacido e glicerol (DA
SILVA & MIGLIORINI, 1990).

MOON et al. (1999), observaram nas tartarugas Chelonia mydas e Lepidochelys
kempi decréscimo significativo na concentracdo de glicose quando submetidas ao
jejum. Resultado semelhante foi observado por BONNET (1979) na tartaruga Chelonia
mydas.

De forma semelhante DA SILVA & POLACOW (2004) na ra Lithobates
catesbeianus espécie, carnivora, que no sétimo dia de jejum, a glicemia apresentava-se
30% abaixo daquela observada no primeiro dia e por MACHADO et al. (1988) ao
estudarem o bagre (Rhamdia hilarrii) espécie onivora, em que o decréscimo dos niveis
glicémicos ja foi observado a partir do 15°dia de restricao alimentar.

PARTATA & MARQUES (1994) observaram na tartaruga (Chrysemys dorbigni)
que o jejum por 30 dias ndo causou diferenga significativa nas concentracdes de
glicogénio hepatico quando comparado ao grupo controle. O mesmo foi observado por
MACHADO (1977) ao estudar a mesma tartaruga no mesmo periodo de jejum.

Diferentemente DA SILVA & MIGLIORINI (1990) observaram uma reducao
significativa na sintese de glicogénio hepatico e muscular na tartaruga Phrynops hilari
em jejum por 30 dias e DA SILVA & POLACOW (2004), na ra Lithobates catesbeianus
durante os sete dias de restricdo alimentar.

DIAS JUNIOR (2006), constatou diminuigdo da glicemia em tilapias depois de 90
dias de jejum e apds esse periodo permaneceu constante até 200 dias sem ingestao de
alimentos.

A proteina, assim como a glicose, necessita de agua para seu armazenamento,
além de sua oxidacao gerar perdas de nitrogénio. Boa parte da massa do corpo € de
natureza protéica, que s6 € utilizada como fonte energética em situacdes extremas de
deficiéncia na disponibilidade das demais reservas (MAIA, 2007). A proteina corporal é
usada primeiramente como fonte de energia para a atividade neoglicogénica.
Entretanto, a sua utilizacdo decresce a medida que o jejum se prolonga, sendo
essencial que ocorra tal restricdo a fim de se manter para outra finalidade, niveis

suficientes desse constituinte organico. Dessa forma, é essencial para a sobrevivéncia
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dos animais que a maioria dos tecidos utilize os lipideos como fonte energética durante
o jejum (MACHADO et al., 1988).

No tecido muscular, a degradacédo das proteinas produz aminoacidos, que sao
transferidos ao figado para conversao em glicose, pela via gliconeogénica. O efeito
global desta liberacdo de aminoacidos durante o jejum é o de fornecer precursores
gliconeogénicos, tanto para o figado como para os rins, assim como prover (a partir do
glutamato) precursor de aménia para os rins (TEPPERMAN, 1977). Os precursores
gliconeogénicos sdo as cadeias carbdnicas dos aminoacidos, e a eliminagdo dos
grupos amina determina a excre¢do aumentada de uréia, ocorrendo indugdo das
enzimas do ciclo da uréia e da carbamoil-fosfatase sintetase |, que podem ter suas
concentragdes elevadas de 10 a 20 vezes (MARZZOCO & TORRES, 2007).

Em relacdo a concentragcdo de proteina plasmatica nenhuma mudanca
significativa foi observada entre grupos controle e experimentais das tartarugas
Chelonia mydas e Lepidochelys kempi, com uma concentracao variando de 3,2+0,5 a
4,5+0,6 g/dL (MOON et. al. 1999). Resultados semelhantes foram observados por
BONNET (1979) no qual tartarugas marinhas jovens (Chelonia mydas) mostraram
ligeira queda dessa concentragdo, mas nao significativas em jejum por 5 dias.

A ureia é sintetizada no figado a partir do grupo amina liberado pelos
aminoacidos durante o catabolismo das proteinas. A maior parte é excretada pelos rins,
sendo por isto utilizada como indicador do funcionamento renal nos animais ureotélicos
(GONZALEZ & SILVA, 2006). Embora considerada de pouco valor diagndstico em
répteis, a determinacdo da ureia apresenta certa utilidade na deteccdo precoce da
desidratagdo e, juntamente com o &cido Urico, encontra-se alterada nos disturbios
hidricos do organismo (DIVERS, 2000). O acido urico € o produto final do catabolismo
primario de proteinas, nitrogénio nao protéico e purinas em répteis.

WANG & NIU (2008) encontram que a tartaruga da espécie Chinemys reevesii
podem ser ureogénicos, pois a concentragcdo dos compostos nitrogenados analisados
da urina retirada da bexiga foi aproximadamente 2,3 % de amonia, 95,8 % de ureia e

1,9 % de acido Urico, nos animais alimentados. Quando esses animais ficaram em
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jejum por quatro semanas a concentracao de ureia hdo demonstrou nenhuma diferenca
significativa.

Répteis e anfibios apresentam metabolismo nitrogenado excretério espécie
dependente. Neste caso, répteis e anfibios produzem e mantém elevadas
concentragcdes de ureia no sangue, o que esta envolvido no controle da osmolaridade e
a adaptacdo as condicbes do meio ambiente (BAZE & HORNE, 1970; BALINSKY,
1981). As tartarugas excretam amoniaco, ureia e acido Urico em distintas proporgoes.
As formas aquaticas excretam aproximadamente quantidades iguais de amoniaco e
uréia e pouco acido urico. As espécies semi-aquaticas sao ureotélicas e as espécies de
habitos terrestres relativamente secos sdo consideradas uricotélicas embora excretem
de 10 a 20 % de seu nitrogénio como ureia (HILL, 1980).

Os lipideos sao as reservas energéticas mais vantajosas ao longo prazo. Como
nao necessitam de agua para sua estocagem, sdo os maiores fornecedores de calorias
por grama, ou seja, representam um eficiente mecanismo bioldgico para acumular
grande quantidade de energia em um espaco pequeno (MAIA, 2007).

Os sauropsida, como outros amniotas, armazenam os lipideos como reserva
energética para sua manutencdo durante periodos de estivacdo ou hibernagcdo e
reproducdo ou em ambos os casos. O momento de armazenamento, a quantidade
acumulada e a utilizacao da reserva de lipideos nos testudineos, sdo determinadas pela
disponibilidade de alimentos, precipitagdes pluviométricas e mudancas de temperatura
(DA SILVA, 1986).

Diversos estudos demonstraram que amniotas submetidos ao jejum apresentam
mudancas significativas na quantidade de lipideos do corpo e nas concentracdes de
acidos graxos circulantes (ZAMMIT & NEWSHOLME, 1979; GROSCOLAS, 1986; DA
SILVA & MIGLIORINI, 1990; NORDOQY et. al., 1993; HERVANT et. al., 2001; FREITAS
et. al., 2003).

O fluxo de AGL é primariamente dependente dos triacilglicerois armazenados no
tecido adiposo, os quais sao liberados destes, pelo processo de lipdlise, e transportados
para os tecidos onde serdo oxidados para producao de energia (BEARDSALL et al.,
2006). O aumento dos AGL no plasma inibe a utilizacdo de glicose pelo tecido
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periférico e a liberacado de glicose pelo figado. Por outro lado, o aumento da captacao
de AGL do plasma pelo figado favorece o metabolismo de gordura em detrimento ao de
carboidratos (PLISETSKAYA, 1980). O uso da gordura como fonte energética libera
AGL, que ao desprenderem-se do glicerol, seguem ao figado e participa do ciclo da
alanina-glicose (RANDLE et al., 1963). O glicerol plasmatico pode ser captado pelo
figado e fosforilado em glicerol 3-fosfato, sendo oxidado para fosfato de diidroxiacetona,
o qual entra tanto na via glicolitica como na neoglicogénica (MAUGHAN et al. 2000).

Na realimentacdo, todos 0s processos metabdlicos ocorridos no jejum sao
revertidos. A realimentacao resulta na recuperacédo do glicogénio hepatico e muscular,
da glicose sanguinea, aminoacidos, lipidio do figado, acidos graxos livres plasmaticos,
proteina total plasmatica e a composicao corporal (BLASCO et al., 1991; COLLINS &
ANDERSON, 1995). .
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local do experimento

O experimento foi realizado no Nucleo de Estudos de Animais Silvestres da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) — Campus de Jaboticabal, SP.

3.2. Animais

Foram utilizadas 29 tartarugas (Kinosternon scorpioides) machos e fémeas
oriundas do Criadouro Cientifico n°® 1899339/2008 do Curso de Medicina Veterinaria
(CMV) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Estadual do Maranhao -
UEMA, Séao Luis — MA. O Criadouro Cientifico possui autorizacao para atividades com
finalidade cientifica — n° 17913-1 de 26/01/2009, do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA) e o experimento foi realizado de acordo
com o Guia de Uso e Cuidados com Animais Laboratoriais do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal (parecer n° 012217).

O experimento iniciou-se em 30/04/2009 e teve 75 dias de coleta. Os animais
foram mantidos em temperatura ambiente conforme dados na tabela 1, em baia de
7X3,20 m com um tanque central com agua de 1,3X0,96X0,30 m, com acesso a area
seca e a agua. O alimento Fri-Acqua 28' em forma peletizada, foi oferecido em dias
alternados na proporcao de 5% da massa corporal durante os 60 dias de aclimatacao
que precederam o experimento, e no periodo de 15 dias de realimentacdo, conforme
descrito previamente por LUZ ( 2004). No quadro 1 esta registrada a composicao do

alimento, cuja analise bromatolégica, foi realizada no Laboratério de Nutricao Animal,

' Fri Ribe
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Depto de Zootecnia, FCAV-UNESP, Jaboticabal - SP, segundo as normas da A.O.A.C
(1990).

Quadro 1. Dados meteoroldgicos mensais do ano de 2009 em Jaboticabal. Sao Paulo, 2010.

Més Tmax (C) T min (<C) T med (°C) UR (%)
Abril 29,5 17,2 22,2 74,9
Maio 28,4 15,5 20,7 75,9
Junho 25,0 12,2 17,4 76,5
Julho 27,6 14,4 19,8 74,6

Fonte: Estagao Agroclimatologica - FCAV - UNESP — Jaboticabal

Quadro 2. Composigao centesimal da racao comercial peletizada expressa em porcentagem da matéria
seca fornecida aos espécimes de Kinosternon scorpioides durante o periodo experimental. em
Jaboticabal. Sdo Paulo, 2010

Composicao Y%
Matéria seca 92,3
Matéria mineral’ 6,4
Proteina bruta’ 28,8
Carboidratos totais’ 59,7
Extrato etéreo’ 5,1

1. Porcentagem da matéria seca

3.3. Delineamento experimental

Dois experimentos distintos foram conduzidos.

No experimento 1, foram utilizados 24 animais divididos em dois grupos (grupo
de animais jovens e grupo de animais adultos). Cada grupo de animais passou por 5
estados alimentares: alimentado, jejuado de 15 dias, jejuado de 30 dias, jejuado de 60
dias e realimentado por 15 dias ap6s 60 dias de jejum, constituindo cinco periodos
experimentais.

O grupo de animais adultos foi constituido por 12 animais, sendo 2 machos e 10

fémeas em periodo reprodutivo, com idade superior a 5 anos de idade e peso
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médioxDP de 375,8+ 24,9 g e o grupo de animais jovens foi constituido por 12 animais
(sexo nao identificado) com 2 anos de idade e o peso médioxDP era de 199,60+41g.

No experimento 2 foram usados 5 fémeas de juraras, também submetidos aos 5
estados alimentares (alimentado, jejuado de 15 dias, jejuado de 30 dias, jejuado de 60
dias e realimentado por 15 dias ap6s 60 dias de jejum) com idade superior a 5 anos e
peso médioxDP de 442+ 17,5 g, com vistas ao sacrificio para o estudo do glicogénio e
lipideos totais hepatico e muscular. O delineamento experimental do experimento 1 e 2

encontra-se esquematizado a seguir:

Dias
Experimento
Aclimatacéo Coleta de sangue e de tecido
Alimentado Jejuado Realimentado
1 | 60 1 15 | 30 | 60 15

O baixo numero de animais do experimento 2 foi devido as limitacées impostas
pela autorizacdo do IBAMA para a realizacao do estudo.

A cada periodo experimental, os animais foram submetidos a biometria, com
tomadas das medidas do comprimento e largura da carapaca e plastrdo, altura e massa
corporal. Os dados biométricos foram mensurados com auxilio de paquimetro de

precisdo em milimetros e a massa corporal em balanca de precisao.?

3.4. Experimento 1

Nos animais do experimento 1, foram analisadas as influéncias da alimentacao,
do jejum e do jejum seguido de realimentacao, sobre as concentracdes plasmaticas de
glicose e uréia e as concentracdes séricas de proteina, acido urico, triacilglicerdis e
AGL.

2 Filizola Max. 15 Kgemin.125gerro 5 g
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3.4.1. Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas em cinco momentos. No primeiro dia do
experimento com o0s animais no estado alimentado. No 15° 30° e 60° dias do
experimento com 0s animais no estado jejuado e no 15° dia de realimentacao apés 60
dias de jejum no estado realimentado.

Amostras de 1 mL de sangue foram obtidas do seio venoso cervical dorsal (Fig.
3) com agulhas 25x7 e seringas de 1 mL, colocando-se 0,5 mL em frasco contendo
fluoreto de sodio® e 0,5 mL em frasco sem anticoagulante. As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, até o momento da
centrifugagdo. O sangue com anticoagulante fluoretado foi imediatamente centrifugado
a 900 g durante 5 minutos, para afericdo imediata da glicemia no Laborat6rio de
Pesquisa do Depto de Clinica e Cirurgia— FCAV — UNESP, Jaboticabal - SP e o restante
congelado a -18 ° C para posterior analise de uréia. Ap6s a retracdo do coagulo as
amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas a 900 g durante 5
minutos, obtendo-se aliquotas de soro que foram congeladas a -18 °C para posteriores

andlises de AGL, triacilgliceréis, acido urico e proteina.

% Glistab Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa, MG.



Figura 3 - Coleta de sangue no seio venoso cervical dorsal do Kinosternon scorpioides
3.4.2. Analises Bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Imunoparasitologia
do Departamento de Patologia Veterinaria e no Laboratério de Pesquisa do Depto de
Clinica e Cirurgia — FCAV — UNESP, Jaboticabal, SP.

Os AGL foram quantificados por meio de kits comerciais*, determinadas por
espectrofotometria modificada para leitura em placas de ELISA a 560 nm”.

O acido urico foi quantificado no soro pelo método enzimatico proposto por
TRINDER (1969) por meio de Kit Labtest Ref.: 73° e leituras espectofotométricas a 505
nm.

As concentragbes plasmaticos de glicose foram quantificadas pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose oxidase/peroxidase proposto por TRINDER (1969)

* Wako Chemicals NEFA HR(2), 434-91795 0108 DI, Germany
° Dynex Tecnnologies MRXTC Plus, USA
¢ Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa - MG
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por meio de Kit Labtest” Ref.: 84. Apés 15 minutos de incubagdo em banho a 37°C, as
absorbancias das amostras e do padrao foram lidas em espectrofotobmetro a 505nm.

A concentracao plasmatica de uréia foi determinada pelo método enzimatico UV
por meio do Kit Labtest® Ref.: 104 e leituras espectofotométricas a 340 nm.

A dosagem de proteinas totais no soro sanguineo foi realizada pelo método de
Biureto por meio de Kit Labtest® Ref.: 99 e leituras espectofotométricas a 546 nm.

O triacilglicerol foi quantificado pelo método enzimatico proposto por TRINDER
(1969) por meio de Kit Labtest'® Ref.: 87 e leituras espectofotométricas a 505 nm.

3.4.3. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial, constituido por 2 grupos e 5 estados. Os resultados foram obtidos por analise
de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%)
mediante o uso do programa Statistical Analysis System (SAS, 2005). O software
utilizado para a confeccdo dos graficos foi o EXCEL 2007. Os resultados foram
apresentados como valores médios + desvio padrao (DP), na forma de tabelas e
figuras.

7.8 9,10 Labtest Diagnostica S. A., Lagoa Santa - MG
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3.5. Experimento 2

Nos animais do experimento 2, foram analisadas as influéncias da alimentagao
do jejum e do jejum seguido de realimentacéo, sobre as concentracdes de glicogénio e
lipideos totais no musculo (pectoralis major) e figado.

3.5.1. Coleta do figado e do musculo

Os animais foram submetidos & eutanasia com xilazina'' 2 % e cloridrato de
ketamina'? 0,5 % na dose letal de 2 e 60 mg/100 g de peso vivo respectivamente, por
via endovenosa. A eutanasia ocorreu em cinco momentos sendo um animal em cada
momento, como segue: no 1 °dia do experimento, um animal alimentado, no 15°, 30°e
60° dia apds o inicio do experimento com os animais no estado jejuado e 1 animal
realimentado por 15°dia apds 60 dias de jejum

Com o uso de uma serra de aco procedeu-se a desarticulacdo da ponte éssea,
separando o plastrdao da carapaca e com material cirirgico a remogao dos fragmentos
do lobo esquerdo do figado e dos musculos pectoralis major. O excesso de sangue das
amostras foi absorvido com papel toalha e os fragmentos foram envoltos em papel
aluminio, identificados, mantidos sob gelo moido e congelados a -70 °C para

posteriores analises.
3.5.2. Analises Bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal do
Depto de Morfologia e Fisiologia Animal — FCAV — UNESP, Jaboticabal - SP.

As concentragbes lipidicas do figado e do musculo foram determinadas pelo
método gravimétrico, como lipideos totais, apds extragcdo com cloroférmio-metanol
conforme descrito por BLIGH & DYER (1957). Utilizou-se 500 mg de tecido

"' Coopazine — Intervet Schering-Plouh
'2 Vetanarcol — Konig S.A.
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homogeneizado em 5 mL de solugdo cloroformio — metanol (2:1). Procedeu-se a
filtracdo do homogeneizado e foi acrescentada agua destilada na proporcédo 5:1. Apos
agitacao e centrifugacdo a 1500 rpm, a camada lipidica de cada amostra foi transferida
para uma placa de Petri, pesada e levada para uma estufa a 100 °C por 1 hora e
pesada novamente, para a realizagao dos calculos e obtencao da porcentagem de cada
amostra.

O calculo dos lipideos totais presente nas amostras hepaticas e musculares foi
efetuado a partir da férmula descrita a seguir:

VF (mL) ------------- - gordura (mg)

X x 2= Ymg em 1.000 mg de tecido, ou seja, Ymg/g= Y/1000 g/g = Y/10 g/100g tecido
(Xx2)/10

As concentracdes de glicogénio do figado e do musculo foram determinados
conforme metodologia proposta por MOON et al. (1989). Utilizou-se 50 a 100 mg de
tecido, adicionou-se 1mL de solucdo de acido perclérico 6 % a amostra.
Homogeneizou-se imediatamente utilizando-se o sonicador, assegurando-se que todo
tecido estivesse macerado. Em seguida, foi realizada a neutralizacdo pela adicdo de X'
pLde KoCOs; 3M. As amostras neutralizadas foram centrifugadas a 3000 g por 10
minutos a 10 ° C em centrifuga refrigerada. O sobrenadante foi desprezado, agitou-se e
retirou-se 100 yL do homogeneizado neutralizado. Realizou-se o0 mesmo procedimento
com o branco (tampao citrato) e com os padrées (P75, P150, P300 e P600).
Acrescentou-se 200 uL de amiloglicosidase e incubou-se a temperatura ambiente por 1
hora. Em seguida foram adicionados 300 uL de &cido perclérico 6 %. Agitou e
neutralizou pela adicdo de Y'* uL de K.COs; 2,25 M, agitando-se novamente. Seguida
da centrifugacao refrigerada a 3000 g por 10 minutos a 10°C. Retirou-se 20 pL do

sobrenadante neutralizado (amostras e padrées) e adicionou-se 1mL do meio de

130 volume de K2CO3 3M a ser adicionado depende do momento do preparo do reagente. Ao se preparar uma nova solucdo de
acido peclérico e/ou K2CO3, o volume para a neutralizagio deve ser checado e o célculo refeito, se necessario.

O volume de K2CO3 2,25M a ser adicionado depende do momento do preparo do reagente. Ao se preparar uma nova solugio
de acido peclérico e/ou K2CO3, o volume para a neutralizagdo deve ser checado e o célculo refeito, se necessario.
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analise de glicose Kit Labtest' e incubou-se por 18 minutos. A leitura foi realizada em

espectofotbmetro a 505 nm.
O calculo do glicogénio presente nas amostras hepaticas e musculares foi

efetuado a partir da férmula descrita a seguir:

- y[Padrao] {mg/mL) . Leiturada amostra < 1XX x 100

YLeituraPadrao Massa do tecido

O valor de XXX = volume de K,CO3 3M utilizado para neutralizagéo.

!> Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa — MG.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1

4.1.1. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao
plasmatica de glicose

Na tabela 1 e na figura 4, sdo apresentadas as médias das concentracoes
plasmaticas de glicose expressas em mg/dL dos grupos dos animais adultos e jovens
nos estados alimentados, jejuados e realimentados.

A andlise de variancia pelo teste F mostra que ndo houve interacao entre os
grupos e estados alimentares estudados.

O estudo da interagao para comparagao das médias pelo teste de Tukey mostrou
que, a partir de 30 dias de jejum houve uma diminuicéo significativa na concentracéo de
glicose. Quando os animais foram realimentados por 15 dias ndo ocorreu reversdo dos

processos metabolicos.

90 1
bc
70 -

60 -

40 -+

20

10 A

Concentragdo plasmatica de glicose (mg/dL)

Alimentado Jejuado 15 dias Jejuado 30 dias Jejuado 60 dias Realimentado

Figura 4. Representacdo grafica dos valores médios (+DP) da concentragdo plasmatica de glicose
(mg/dL) dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste de
Tukey; p £0,05).
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Tabela 1. Parametros bioquimicos de jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado em Jaboticabal. Sdo Paulo, 2010.

Estatistica Variaveis

Glicose Proteina Ureia Triacilglicerol AGL
F p/ G. jov. e ad (G). 3,84 1,00™ 3,03 _ 2,21 0,81™
F p/ Estados (E) 11,00 2,50 14,22 14,43 0,79™
F em GxE 0,76™ 1,32"™ 1,47 2,25™ 0,75™
CV (%) 24,26 22,01 45,67 56,69 48,77
Média G. ad. 50,84+21,32° 5,65+1,15 29,88+19,23" 274,69+175,66" 0,57+0,26
Média G. jov. 61,29+19,92" 5744143 21,26+11,61° 217,40+198,95° 0,530,26
Média alim. 65,19+16,00° 5,80+0,57 31,45+16,49®° 390,07+210,48° 0,51+0,24
Média jej.15 d 63,84+18,97% 6,02+1,02 21,33+11,13° 134,39+105,02° 0,63+0,31
Média jej. 30 d 58,23+18,98%° 5,07+0,79 15,04+7,49° 168,94+167,07° 0,55+0,27
Médla jej. 60 d 50,47+19,02°° 6,03+2,09 22,51+15,83°° 174,29+113,21° 0,58+0,26
Média real. 40,90+14,33° 5,564+1,20 39,17+18,74° 341,17+176,37° 0,49+0,20

Médias seguidas da mesma letra (mailscula para grupo e mindscula para estados alimentares) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a=5%

** P<0,01; * P<0,05; " N&o significativo (P=0,05)

G- grupo; ad. — adulto; jov. — jovem; alim — alimentado; jej. — jejum; real. — realimentado; d — dias.

4.1.2. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao

sérica de proteina

Na tabela 1 e na figura 5 sdo apresentadas as médias das concentragdes séricas
de proteina, expressa em grama por decilitro.

A analise de variancia pelo teste F mostra que ndo houve interacdo entre os
grupos e estados alimentares estudados.

Ao comparar-se 0 grupo de animais adultos com o grupo de animais jovens e a
interacdo das médias pelo teste de Tukey, observou-se que nao ocorreram diferencas
estatisticamente significativas ao longo dos estados alimentares analisados.
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dias dias dias

Concentracdo sérica de proteinas (g/dL)

Figura 5. Representacdo grafica dos valores médios (+DP) da concentra¢édo sérica de proteinas (g/dL)
dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados alimentado,
jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste de Tukey; p
<0,05).

*k

4.1.3. Efeito dos diferentes estados anmentares sobre a concentracao
plasmatica de ureia

Na tabela 1 e na figura 6 encontram-se os valores das concentragdes
plasmaticas de ureia.

A andlise de variancia pelo teste F mostra que ndo houve interacdo entre os
grupos e estados alimentares estudados.

O estudo da interacdo para comparagédo das médias pelo teste de Tukey mostra
uma redugéo significativa na concentragcao de ureia nos estados de jejum comparado
aos estados alimentado e realimentado.
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Figura 6. Representacdo grafica dos valores médios (xtDP) da concentragdo plasmatica de ureia
(mg/dL) dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste
de Tukey; p < 0,05).

4.1.4. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao
sérica de acido urico

Na tabela 2 e na figura 7 encontram-se os valores da concentragdo plasmatica
de &cido urico.

A andlise de variancia pelo teste F mostra que as variaveis grupo e estados
alimentares tiveram efeitos significativos sobre a concentracao de &cido urico.

O estudo da interacdo mostra que os dois grupos estudados (adultos e jovens)
apresentam o mesmo perfil com excecao de 60 dias de jejum em que 0s animais jovens
aumentaram significativamente a concentracdo sérica de &cido urico comparado aos

animais adultos.
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Tabela 2. Concentragao sérica de acido Urico (mg/dL) dos grupos de animais jovens e adultos da espécie
Kinosternon scorpioides nos estados alimentado, jejuado e realimentado, em Jaboticabal. Sao

Paulo, 2010.

Grupo Estados alimentares
Alimentado Jejuado 15d Jejuado 30d Jejuado 60 d Realimentado

Adultos 0,63+0,112 1,41+0,742 0,74+0.232 0,97+0,59° 0,84+0,21°
Jovens 0,79+0,16a 1,18+0,25% 0,95+0,18° 1,77+0,78% 0,96+0.55°
Médias seguidas da mesma letra (minUscula na mesma coluna) para os grupos néo diferem entre si pelo teste Tukey 0=5%

3 -

m Adultos mJovens
2,5 -
2 -

Concentragdo sérica de acido urico (mg/dL)

Alimentado Jejuado 15d Jejuado 30d Jejuado 60d Realimentado

Figura 7. Representagdo grafica dos valores médios (+DP) da concentragéo sérica de acido urico
(mg/dL) dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste
de Tukey; p < 0,05).

4.1.5. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre concentracao sérica
de triacilglicerois

Na tabela 1 e na figura 8, sdo apresentadas as médias das concentracdes
plasmaticas de triacilglicerol expressos em mg/dL dos grupos dos animais adultos e
jovens nos estados alimentados, jejuados e realimentados.

A anadlise de variancia pelo teste F mostra que ndo houve interacao entre os
grupos e estados alimentares estudados.
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O estudo da interacdo para comparagdo das médias pelo teste de Tukey mostra
uma reducao significativa na concentracdo de triacilglicerol nos estados de jejum

comparados aos estados alimentado e realimentado.
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Figura 8. Representagédo grafica dos valores médios (xDP) da concentragdo sérica dos triacilglicerois
(mg/dL) dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste
de Tukey; p £0,05).

4.1.6. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao
sérica de acidos graxos livres

Na tabela 1 e na figura 9, sdo apresentadas as médias das concentragdes
plasmaticas de AGL expressos em pmol/dL dos grupos dos animais adultos e jovens
nos estados alimentados, jejuados e realimentados.

A anadlise de variancia pelo teste F mostra que ndo houve interacao entre os
grupos e estados alimentares estudados.

Ao comparar-se o grupo de animais adultos com o grupo de animais jovens e a

interacdo das médias pelo teste de Tukey observou-se que nao ocorreram diferencas
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significativas ao longo dos estados alimentares analisados, entretanto observou-se uma

tendéncia do aumento aos 15 dias de jejum.
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Figura 9. Representacéo grafica dos valores médios (xDP) da concentragao sérica de AGL (umol/dL)
dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados alimentado,
jejuado e realimentado. Letra distinta denota diferenga entre os estados. (Teste de Tukey; p
<0,05).

4.2. Experimento 2

4.2.1. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao de
glicogénio hepatico e muscular

No quadro 3 e na figura 10 sdo apresentadas as concentragcdes do glicogénio
hepatico e muscular expressas em g/100g de tecido O jejum induziu um declinio
progressivo nas concentragdes do glicogénio hepatico e muscular. Apesar desses
dados ndo terem sido analisados estatisticamente, devido ao pequeno numero de
animais, observou-se que aos 15 dias de jejum, o conteudo do glicogénio hepatico,
apresentou queda de aproximadamente 56% e, aos 30 dias de jejum, reduziu mais 25%
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aproximadamente, mantendo-se constante até os 60 dias de restricdo alimentar
comparado ao estado alimentado.

O (glicogénio muscular também decresceu, mas nao no mesmo ritmo do
glicogénio hepatico. Aos 15 dias de jejum houve uma queda de aproximadamente 6% e
9% aproximadamente aos 30 dias mantendo-se constante aos 60 dias de jejum. No
estado realimentado ap6s 60 dias de jejum observou-se um aumento no nivel do

glicogénio hepatico e muscular.

B Glicogénio hepdatico M Glicogénio muscular
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Figura 10. Representagédo grafica dos valores da do glicogénio hepatico e muscular (g/100g) dos
animais dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado.

Quadro 3. Valores do glicogénio hepético e muscular (g/100g) da espécie Kinosternon scorpioides dos
animais nos estados alimentado, jejuado e realimentado, em Jaboticabal. Sdo Paulo, 2010.

Estados N° de animais Glicogénio

Hepatico Muscular
Alimentado 1 8,85 1,07
Jejuado 15 dias 1 3,88 1,00
Jejuado 30 dias 1 1,65 0,84
Jejuado 60 dias 1 1,63 0,80
Realimentado 1 3,20 1,17
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4.2.2. Efeito dos diferentes estados alimentares sobre a concentracao de
lipideos totais hepatico e muscular

O quadro 4 e a figura 11 apresentam as concentracées de lipideos totais
hepatico e muscular dos animais nos estados alimentado, jejuado e realimentado. Em
resposta ao jejum, as reservas lipidicas do figado sofreram uma diminuicdo relevante
somente aos 60 dias de jejum e no tecido muscular basicamente ndo sofreram

diminuicdo.
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Figura 11. Representacao grafica dos valores da concentragao dos lipideos hepatico e muscular (g/100g)
dos animais dos animais jovens e adultos da espécie Kinosternon scorpioides nos estados
alimentado, jejuado e realimentado.
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Quadro 4. Valores dos lipideos totais hepatico e muscular (g/100g) da espécie Kinosternon scorpioides
dos animais nos estados alimentado, jejuado e realimentado em Jaboticabal. Sdo Paulo,

2010.
Estados N°de animais Lipideos
Hepatico Muscular

Alimentado 1 67,10 24 57
Jejuado 15 dias 1 75,10 18,33
Jejuado 30 dias 1 60,80 13,20
Jejuado 60 dias 1 23,80 13,61
Realimentado 1 56,20 13,64
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho o efeito do jejum seguido de realimentagdo, cuja dieta
alimentar oferecida foi rica em carboidratos, nas tartarugas Kinosternon scorpioides
reduziu significativamente a concentracdo de glicose a partir dos 30 dias. Esses
resultados foram semelhantes a tartarugas marinhas, peixes, aves e mamiferos nas
mesmas condicdes alimentares.

Trabalhos que investigam o metabolismo energético em vertebrados relatam que
animais alimentados com dietas ricas em carboidratos apresentam mudancas
significativas na concentracdo de glicose e os alimentados com dietas ricas em
proteinas, a concentracdo plasmatica de glicose permanece constante (MACHADO et
al. 1988, DA SILVA & MIGLIORINI, 1990, MOON et al. 1999).

A via metabdlica ativada nos primeiros 15 dias de jejum das tartarugas
Kinosternon scorpioides foi a glicogendlise hepatica, responsavel pela manutencédo da
glicose plasmatica. A partir do momento em que ocorreu uma reducao da concentracao
de glicose a via metabdlica ativada foi a gliconeogénese hepatica, fornecendo glicose
para a circulagéo, pois nesse periodo nao havia glicose circulante.

A manutencdo da glicemia durante a privacdo alimentar estd diretamente
relacionada a capacidade hepatica de mobilizar glicogénio, principalmente durante o
periodo inicial do jejum, e também da ativacdo da neoglicogénese hepatica e da
reducao da utilizacao de glicose (MOON et al. 1999).

A concentracdo do glicogénio hepatico reduziu aos 15 dias de jejum. Essas
reducdes refletiram na taxa de glicemia demonstrando que a partir dos 15 de jejum a
manutencao da glicemia foi mantida pelo glicogénio hepatico. Os animais ao ficarem em
jejum converteram o glicogénio hepéatico em glicose para utiliza-lo como fonte de
energia. Portanto o glicogénio hepatico foi utilizado durante o periodo de jejum para a
manutencdo da homeostase glicémica. O comportamento do glicogénio demonstrou
correlacdo positiva com as respostas da glicose, mostrando que a concentracdo da
glicose aos 15 dias de jejum foi mantida pela gliconeogénese hepatica e que a
glicogendlise ocorreu logo aos primeiros dias de jejum.
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Nao se observou queda expressiva na concentragdo do glicogénio muscular. O
glicogénio armazenado no musculo difere do glicogénio hepatico por ndo ser afetado
pelo tipo de dieta e, na auséncia de exercicio intenso, permanece praticamente
constante. Esta reserva ndo contribui para a liberacédo de glicose para a circulagdo uma
vez que a enzima glicose-6-fosfatase estd ausente no musculo, contribuindo apenas
para as exigéncias energéticas do proprio musculo e para a liberacdo de lactato para
circulacao (VILELLA, 1971).

Os AGL mostraram uma tendéncia de aumento somente aos 15 dias de jejum.
Esses resultados estdo em concordancia com a mobilizagdo dos lipideos aos 15 de
jejum e com a diminuicdo da sintese de triacilglicerdis no figado nos estados jejuados.
O fluxo de AGL é primariamente dependente dos triacilglicerdis armazenados no tecido
adiposo, os quais sao liberados destes, pelo processo de lipdlise, e transportados para
os tecidos onde serdo oxidados para producao de energia (BEARDSALL ET AL., 2006).
Geralmente animais alimentados com dieta rica em carboidratos ocorrem aumento da
concentracdao de AGL no plasma, pois € um importante indicador de lipdlise durante o
jejum. Em nosso trabalho isso ndo foi observado o que pode significar uma diminuicao
da sintese dos triacilgliceréis pelo figado ou uma rapida oxidacdao dos AGL para
producéo de energia

A mobilizagédo dos lipideos foi mais evidente no figado do que no musculo e a
mobilizagao hepatica foi observada aos 30 dias de jejum com sua maior evidéncia aos
60 dias de jejum, periodo em que o glicogénio hepatico estava quase em deplecao
indicando que os lipideos passaram a ser as uUnicas reservas energéticas utilizadas
pelos animais. Praticamente ndo ocorreu diminuicdo da concentracao dos lipideos totais
no musculo nos periodos de jejum, sugerindo que esse tecido nao utilize lipideos como
reserva energética.

McCUE (2008) estudando 100 répteis jovens Squamatos ( Crotalus atrox, Elaphe
obsoleta, Pyton regius, Boa constrictor, Bitis gabonica e Varanus exanthematicus)
submetidos a 168 dias de jejum observou, em todas as espécies reducao dos lipidios
totais do corpo, sugerindo que os lipideos foram catabolizados para satisfazer suas

demandas energéticas durante o jejum.
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De acordo com DA SILVA & MIGLIORINI (1990), os répteis, como outros
vertebrados, armazenam e utilizam os lipideos como suplemento energético para sua
manutencao durante o periodo de estivacdo ou durante a reproducdo ou ainda em
ambos os casos. O momento de armazenamento, a quantidade acumulada e a
utilizacdo da reserva de lipideos nos répteis, sdo determinadas pelas disponibilidades
de alimentos, as precipitacoes pluviométricas e as mudancas de temperatura.

A reducéo significativa na concentracao de triacilglicerol no estado jejuado pode
ser devido a diminuigcao da sintese dos triacilglicerdis no figado.

Observou-se também flutuagdes nas concentragcdes de triacilglicerol no soro das
tartarugas fémeas adultas o que possivelmente foi devido a reproducao e a exigéncia
de armazenamento dos estoques de gordura. COSTA et al. (2009) observaram que a
ovipostura do Kinosternon scorpioides no estado do Maranhao ocorre de abril a agosto,
periodo em que ocorreu o experimento, o que pode significar que as flutuacbes na
concentracdo de triglicerideos podem ser devido ao periodo reprodutivo ja4 que a
maioria dos animais eram fémeas. SANTOS et al. (2005), também observaram
flutuacdes nas concentracdes de triacilglicerdis de Podocnemis expansa com média de
127,65£100,86 mg/dL variando de 32 a 506 mg/dL.

MACHADO et al. (1988), ao estudarem o peixe bagre (Rhamdia hilarii)
alimentado com dieta rica em carboidratos, observaram uma reducao significativa da
glicemia e um aumento do AGL aos 15 dias de jejum. Aos 30 dias de jejum a reducao
da glicemia foi de 40% e nos AGL o aumento foi de 80% em relagdo a concentracao
média do grupo controle.

MOON et al. (1999) trabalhando com tartarugas marinhas (Chelonia mydas e
Lepidochelys kempi), espécies onivoras com tendéncia a carnivoras submetidas ao
jejum de 21 dias, observaram que na espécie Chelonia mydas a concentracao de
glicose do sangue decresceu 22% aos sete dias de jejum e 29% aos quatorze dias,
porém 24 horas apds a realimentacao exibiram um aumento rapido da concentragao de
glicose, e na espécie Lepidochelys kempi a concentracdo de glicose sanguinea

decresceu 78 % aos sete dias de restricdo alimentar e aos quatorze dias 64%. A
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concentracdo de proteina se manteve constante durante todo o periodo experimental
variando de 2,5 a 4,2 mg/dL.

BONNET (1979) também observou decréscimo significativo na concentragdo de
glicose e uréia, aumento da concentracdo de acido Urico enquanto a concentracado de
lipideos totais e de proteinas plasmatica permaneceu constante nas tartarugas da
Chelonia mydas por cinco dias de jejum. No estado alimentado foram alimentadas com
peixes duas vezes ao dia.

DA SILVA & POLACOW (2004) observaram na ra (Lithobates catesbeianus),
espécie carnivora, com sete dias de jejum, que a glicemia apresentava-se 30% abaixo
daquela observada no primeiro dia de jejum e no conteludo de glicogénio hepatico e
muscular uma reducao progressiva e significativa.

Entretanto PARTATA & MARQUES (1994), nao encontraram diferencas
significativas do glicogénio hepatico e muscular aos 15 dias de jejum na tartaruga
Chrysemys dorbigni, as quais demonstraram uma tendéncia de queda aos 30 dias. O
mesmo foi observado por MACHADO (1977) ao estudar a mesma tartaruga no mesmo
periodo de restricdo alimentar.

DIAS JUNIOR (2006), constatou diminuicdo da glicemia em tilapias vermelhas
(Oreochromis sp) depois de 90 dias de jejum e apds esse periodo permaneceu
constante até 200 dias sem ingestdo de alimentos. Nesse mesmo periodo ocorreu
aumento de 90% na concentracdo dos AGL. O glicogénio hepatico diminui 40% aos
sete dias de jejum. Esses animais foram alimentados com ra¢ao comercial peletizada
contendo 28% de proteina bruta.

O jejum de 30 dias na tartaruga Phrynops hilari nao afetou a concentracao de
glicose (no estado alimentado 93+5 mg/dL e no estado jejuado 92+13 mg/dL) de AGL
(no estado alimentado 0,41+0,02 e no estado jejuado 0,41+0,03 pumol/mL), mas induziu
a uma reducao significativa na sintese de glicogénio e de lipideos totais no figado e no
musculo. A constancia da concentragdo de glicose e de AGL no sangue ocorreu em
razao da dieta dos animais serem ricas em proteinas (DA SILVA & MIGLIORINI, 1990).

A concentracao de proteina plasmatica nao sofreu alteragdes nos periodos de

restricdo alimentares analisados, mostrando que a proteina nao foi utilizada na
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formacao de reservas energéticas e que 0s animais mantiveram seus processos
biolégicos essenciais por meio do glicogénio hepatico e das reservas lipidicas.

A diminuicao da uréia nos animais em restricao alimentar indica que nao ocorreu
mobilizacdo das proteinas da musculatura esquelética para fornecer aminoacidos para
a glicogénese.

Existem poucas informacbes sobre o produto final do catabolismo protéico
(proteina esquelética) nesses animais. Portanto a proposta de medir a uréia pode
esclarecer a intensidade da utilizacao da proteina esquelética.

A diminuicdo da concentragdo de acido urico aos 60 dias de restricdo alimentar
nas tartarugas da espécie Kinosternon scorpioides jovens demonstra que os répteis
jovens sdo menos tolerantes a hipoglicemia que os adultos necessitando, portanto de
mobilizar proteinas como precursor da neogliconeogénese.

Em organismos uricotélicos como os répteis, o acido urico € a principal forma na
qual os amino grupos dos a-aminoacidos sao excretados. A via de formagao do acido
urico é complexa, visto que o anel de purina deve ser formado a partir de precursores
menores.

Na tartaruga da espécie Chrysemys picta em jejum por oito semanas ocorreu
reduca@o na concentragao de acido urico (RAPATZ & MUSACCHIA, 1957).

No presente trabalho a realimentagdo por 15 dias resultou em um aumento das
concentragdes de uréia, acido Urico, glicogénio hepatico e muscular e lipideos totais
hepaticos. Esses aumentos foram inferiores a concentragcdes do estado alimentado.
Entretanto a concentracédo de glicose foi inferior as obtidas com as tartarugas no estado
alimentado. Alguns dos metabdlitos analisados (proteinas, AGL e lipideos muscular)
nao apresentaram diferencas em relagdo ao estado alimentado e jejuado. Talvez o
periodo de realimentacado por 15 dias tenha sido insuficiente para a readaptacdo dos
metabolitos estudados.

A tartaruga da espécie Prynops hilarii realimentada por 72 horas resultou em um
aumento da taxa de sintese de glicose, glicogénio hepatico e muscular, proteinas do

figado e insulina
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6. CONCLUSOES

Nas condicdes em que foram desenvolvidos os experimentos podemos concluir:

¢ Na tartaruga Kinosternon scorpioides o jejum provocou adaptacées metabdlicas
semelhantes as que ocorrem em peixes e répteis. O glicogénio hepatico parece ter sido
a primeira reserva a ser mobilizada, seguida da mobilizacado dos lipideos:

¢ Confirmando o padrao de respostas lentas observados em peixes, o jejum de 60 dias
nao foi suficiente para provocar a mobilizagdo plena das reservas lipidicas e das
reservas representadas pela proteina muscular. O periodo de realimentacao por 15 dias
também mostrou-se insuficiente para a reposicdo das reservas energéticas

parcialmente mobilizadas pelo jejum;

¢ Durante o jejum, provavelmente sao desencadeados outros mecanismos
conservadores de energia, como a diminuicao da utilizacao periférica de glicose, o que
poderia explicar a adaptacdao da espécie a sobrevivéncia em condi¢cdes nutricionais e

ambientais adversas.
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