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Com o objetivo de adequar uma dieta, ras-touro (Rana
catesbeiana) foram submetidas a diferentes dietas e anali-
sadas, posteriormente, as substancias bioquimicas de seu
figado. As dietas experimentais, com base em alimentos
contendo proteinas/lipidios, apresentaram 40% de pro-
teina bruta (PB) e foram suplementadas com diferentes
quantidades de 6leo de soja (OS) (tratamento 1: 6% de OS;
tratamento 2: 9% OS, e tratamento 3: 12% OS). A dieta-
controle foi um alimento comercial com 40% PB e 4% de
extrato etéreo. Os animais foram avaliados depois de 30,
60 e 90 dias do inicio da alimentagdo. Retiram-se extratos
do figado e quantificados em relagdo as proteinas, aos
fendis, a enzima peroxidase e ao glicogénio. Os animais
que tiveram maior concentragdo de proteinas e glicogeé-
nio foram submetidos a alimentag¢dao com 9% de OS e 40%
PB. Os mesmos animais apresentaram decréscimo da ati-
vidade de peroxidase e de concentragdo de fendis, que
podem ser os indicadores necessarios para demonstrar a
melhor dieta.

Palavras-chave: Figado. Nutrigao. Ra-touro.
Rana catesbeiana.
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1 Introducdo

A ra-touro (Rana catesbeiana), originaria
da América do Norte, é criada no Brasil em ra-
ndrios construidos com diferentes tecnologias.
Ha desde sistemas fechados, como anfigranja
e estufa, até outros com uso de agua circulan-
te aquecida. Todos tém por base proporcionar
temperaturas constantes, para aumento da pro-
ducao nao s6 de animais, mas também de car-
ne para abate (FONTANELLO et al., 1988). Esse
aumento na produtividade é decorrente da mo-
derna tecnologia aplicada nas praticas de cria-
¢do e do uso de medidas profilaticas e sanitarias
(HIPOLITO, 1999).

A alimentagdo da ra-touro em cativeiro,
nos sistemas semi-secos, tem sido feita com
racdo industrial peletizada, colocada em co-
chos vibratérios, ou com indutores biolégicos.
Atualmente, a maioria das férmulas comer-
ciais de racOes utilizadas na ranicultura, ou é
destinada a peixes, ou dela derivada, ndo exis-
tindo formulagdes exclusivas para a ra-tou-
ro (ACADEMIA BRASILEIRA DE ESTUDOS
TECNICOS EM RANICULTURA, 2001), o que
deve interferir no processo nutricional, acarre-
tando tanto deficiéncia protéica quanto lesdes
hepéticas (BROWN JUNIOR, 1964). Dados ex-
perimentais demonstraram a exigéncia de 40
a 45% de proteina bruta na ragdo, entre varios
parametros estudados, mas nada relacionado
diretamente com o estado hepético (HIPOLITO,
2003).

Como tem aumentado a presenga de ras-
touro com lesdes hepaticas, o objetivo deste tra-
balho foi avaliar, por meio de anélises bioqui-
micas, os figados de ras submetidas a diferentes
dietas experimentais. Os figados foram anali-
sados em relacdo a quantidade de proteinas e
fendis totais, a atividade da enzima peroxidase
e a concentracdo do glicogénio. Os resultados,
depois de comparados com outros esquemas
nutricionais e diferentes férmulas, podem ser
usados como indicadores de desenvolvimento
nutricional e ainda apontar a presenca de es-
tresse oxidativo e de degeneracdo celular, em

decorréncia de alteracdes metabdlicas geradas
por processos degenerativos ou toxicos.

2 Material e método

O experimento do desenvolvimento
animal foi conduzido nas dependéncias do
Ranario Experimental da Universidade Federal
de Vicosa (UFV) e feitas as andlises bioquimi-
cas no Instituto Biolégico de Sao Paulo (SP).

2.1 Animais

O Ranério Experimental da UFV montou
um procedimento-padrao, baseado em Ribeiro
Filho (1999), no qual foram utilizados mil ani-
mais, machos e fémeas, com peso médio inicial
de 50 gramas (g), acondicionados em baias, com
dimensodes de 5 x 4,5 metros (m), totalizando
uma area de 22,5 metros quadrados (m?), com
abrigos, piscina e cochos. Utilizou-se um deli-
neamento inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e repeti¢des, em esquema fatorial 3
x 1 x 3 (trés niveis de energia x um de proteina x
trés periodos de avaliacdo), com 30 animais por
repeticdo, avaliados trés vezes a cada 30 dias,
isto é, aos 30, 60 e 90 dias do experimento.

A ragao experimental foi preparada, ob-
servando-se a andlise centesimal e a composi-
¢do quimica das dietas, constituidas de 40% de
proteina bruta e 6leo de soja, nas concentragdes
de 6, 9 e 12%. No grupo-controle, foi utilizada
ragdo comercial, destinada a peixe carnivoro,
com 40% de proteina bruta e 4% de extrato eté-
reo (Quadro 1).

As ragdes experimentais foram prepara-
das conforme a composicao (Tabela 1).

2.2 Extracgdo de proteina
Um grama de figado de cada tratamen-

to foi triturado em almofariz gelado (4 graus
Celsius [°C]) contendo nitrogénio liquido e
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Tratamento Composicao Tempo para avaliacao Grupos
T-controle 40% %iiii{gael;;l;g e 4% 30, 60, 90 dias 1T, 2T, 3T
T1 40% de proteina bruta e 6% de 6leo de soja 30, 60, 90 dias 1,2,3
T2 40% de proteina bruta e 9% de 6leo de soja 30, 60, 90 dias 4,5, 6
T3 40% de proteina bruta e 12% de 6leo de soja 30, 60, 90 dias 78,9

Quadro 1: Relacdo dos tratamentos e do tempo para avaliacdes

Fonte: Os autores.

Racao-controle

Composigao calculada Ragao T1 Ragao T2 Racao T3 (niveis de garantia)
Proteina bruta* (%) 40 40 40 42 (minimo)
Enf;g;???ﬁg:ﬁi;er 2.950 3.050 3.150
Calcio (%) 3 3 3 3 (méaximo)
Fésforo disponivel (%) 1,5 1,5 1,5 1,3 (minimo)
Oleo de soja (%) 6 9 12

Extrato etéreo (%) -

4 (minimo)

Umidade (%) -

10 (maximo)

Matéria mineral (%) -

15 (maximo)

Matéria fibrosa (%) -

4 (maximo)

Tabela 1: Composicéo das racdes experimentais e da comercial (controle).
Obs.: *proteina bruta (milho, farelo de soja, farinha de peixe); quilocaloria por quilo (Kcal/kg).

Fonte: Os autores.

acetona. O homogenato foi filtrado em papel
de filtro (Whatmann n. 42) e lavado com aceto-
na gelada. O poé cetodnico foi seco e dissolvido
em tampao fosfato 0,1 Molar (mol) pH = 7 com
0,25% de &acido citrico, e o extrato, filtrado em
papel de filtro e estocado a 4°C até a realizagdo

das analises.

2.3 Quantificagdo de proteinas e fendis

O contetido protéico foi determinado, de
acordo com o método de Lowry e colaboradores
(1951), usando-se soro albumina bovina (SAB)
como padrdo, e o total de fendis, definido pelo
método de Folin-Ciocalteau, utilizando-se acido
clorogénico como padrao (SWAIN; HILLIS, 1959).
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2.4 Atividade da enzima peroxidase

A atividade da peroxidase foi determi-
nada, medindo-se a variagdao de absorbancia
do tetraguaiacol, formado na reagdo enzima-
tica em espectrofotometro computadorizado
Beckman DU 650, com comprimento de onda
de 470 nandmetros (nm). Nessa determinacao,
foram usados 0,05 mililitros (mL) do extrato do
figado da ra em 2,95 mL da solucdo de guaiacol,
0,9 umol L* e 0,36 umol L* da solugdo de peré-
xido de hidrogénio em tampao fosfato 0,1 mol
L' (pH 7,0), a 37°C, segundo Moerschbacher
e colaboradores (1986). A absorbancia foi
lida em dois minutos, e a atividade especifi-
ca, expressa como nKat/mgSAB/1g de figado
(SOUTHERTON; DEVERALL, 1990).
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2.5 Glicogénio

A dosagem foi baseada na reagado do acido
3,5 dinitrosalicilico (DNS) com agticares redu-
tores, segundo Miller (1959). Para a extragdo do
glicogénio, foi pesado 1 g de figado, colocado em
tubo de vidro e cortado com tesoura, sendo adi-
cionados 2,25 mL de hidréxido de sédio a 30%
e fervidos, por uma hora, em banho-maria. Em
seguida, adicionaram-se 2,625 mL de &lcool etili-
€0 95% e 0,375 mL de solucdo saturada de sulfato
de sddio, resfriado por cinco minutos e agitado.
Na seqiiéncia, transferiu-se 1,5 mL desse prepa-
rado para outro tubo, sendo centrifugado, por
trés minutos, a 1.000 rotagdes por minuto (rpm).
O sobrenadante foi descartado e o precipita-
do ressuspendido com 1 mL de dgua destilada,
acrescentado 1,5 mL de dlcool etilico. Depois de
permanecer em repouso por trés minutos, a sus-
pensao foi novamente centrifugada nas mesmas
condigOes. Para a hidrdlise acida do glicogénio,
o sobrenadante foi descartado, sendo adicionado
1,25 mL de acido cloridrico 5 mol, fervido por 30
minutos e transferido para outro tubo, e sua aci-
dez, neutralizada com hidroxido de s6dio 5 mol,
completado, com dgua, até o volume de 12,5 mL.

Para a leitura, 2,5 mL do preparado neutra-
lizado foram acrescidos com 1 mL da solugédo de
DNS (1 g de 4cido 3,5 dinitrosalicilico; 20 mL de
hidréxido de sédio 2 mol; 30 g de tartarato de s6-
dio e potassio; 100 mL de 4gua), fervido por cinco
minutos. Em seguida, foram feitos o resfriamen-
to e a leitura (540 nm) em espectrofotdmetro.

3 Resultados

Conforme enumeracdes a seguir.

3.1 Animais

Apbs o abate, todos os animais apresen-
taram, visualmente, figados normais. Alguns
animais do grupo-controle e outros que foram
tratados com dieta envolvendo 6% de Oleo de

soja, e apresentaram alteragdes na sua coloragao,
com um leve escurecimento e algumas lesdes
hepaticas vistas por meio de analises histolégi-
cas. Observaram-se essas lesdes hepéticas como
evidéncias de deficiéncia protéica com vacuoli-
zagdo dos hepatdcitos, apresentando um aspec-
to rendilhado decorrente da falta de deposicao
protéica no seu citoplasma. A ndo-deposicao de
proteinas pode estar relacionada, entre vérias
causas, com a qualidade da proteina, seu nao-
aproveitamento pelo organismo, ou alteragdes
metabolicas hepaticas.

3.2 Quantificagdo de proteinas
e glicogénio

Os animais do grupo-controle (1T, 2T, 3T)
apresentaram aumento de proteina relacionado
ao tempo de desenvolvimento, enquanto os ani-
mais submetidos a dieta com 6leo de soja tive-
ram comportamento diferente. Os submetidos a
dietas com 6 e 9% de 6leo de soja demonstraram
comportamentos semelhantes nos 30 e 60 dias
de desenvolvimento, com aumento na concen-
tracdo de proteinas; ja aos 90 dias, constatou-se
diminuigdo. Para os animais submetidos a dieta
com 12% de 6leo de soja, ocorreu diminuigao
na concentracdo de proteinas, de acordo com o
periodo de desenvolvimento (Gréfico 1).

A formacao de glicogénio se deu em todos
os tratamentos, com maior incidéncia nos grupos
que se submeteram a dieta suplementada com 6leo
de soja. No tratamento com 9% de 6leo de soja, no
grupo com 90 dias, observou-se que, em relagdo
aos outros tratamentos, houve maior concentragao
(Grafico 1). Diante disso, foi possivel correlacionar
resultados de proteina e glicogénio, demonstran-
do que, em 9%, o resultado foi superior ao dos tra-
tamentos com 6 e 12% de 6leo de soja na dieta.

3.3 Quantificacdo de fenéis

Os subgrupos 2T e 3T do grupo-controle,
que receberam dieta com 4% de extrato etéreo,
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Gratfico 1: Concentracéo de glicogénio

(g glicose/Kg de figado) e proteinas (mg
SAB/g figado) presentes nos figados das ras
submetidas a diferentes dietas durante o seu
desenvolvimento

[] Glicogénio

Fonte: Os autores.

apresentaram valores de acido clorogénico su-
periores aos dos animais que receberam dieta
com Oleo de soja. No subgrupo 1T, entretanto,
verificou-se quantidade idéntica a do grupo 1,
que recebeu 6% de 6leo de soja. Para os animais
que receberam 9 e 12% de 6leo de soja, a quanti-
dade foi menor (Gréfico 2).
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Grafico 2: Quantificacdo de fendis (mg de acido
clorogénico/g de figado) presentes nos figados
de ras submetidas a diferentes dietas

Fonte: Os autores.

3.4 Atividade da peroxidase

O grupo-controle apresentou aumen-
to da atividade da peroxidase aos 60 dias da
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dieta (2T), com decréscimo aos 90 dias (3T). Ja
os animais submetidos a dieta experimental
de 6% de 6leo de soja, aos 30 dias (grupo 1),
apresentaram uma atividade menor que a do
grupo-controle (1T), enquanto, aos 90 dias, o
grupo 2 registrou um aumento na atividade na
comparacdo com o grupo-controle. Os animais
dos grupos de 4 a 9, correspondentes a dietas
com 9 e 12% de 6leo de soja, diminuiram a ati-
vidade (Grafico 3).
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Grafico 3: Atividade da peroxidase (nKat/
mgSAB/1lg de figado) em figados de ras
submetidas a diferentes dietas

Fonte: Os autores.

4 Discussdo

Atualmente, a maioria das férmulas co-
merciais de ragdes utilizadas na ranicultura é
destinada a peixes ou suas derivadas, ndo exis-
tindo uma formulagao exclusiva para a ra-touro,
em suas varias etapas de desenvolvimento. A
falta de um produto especifico pode interferir
no processo nutricional das ras, visto que, ao
completar sua metamorfose, passam a ter um
sistema digestivo préprio para carnivoros, ou
seja, intestinos curtos. Como essas formulagoes
tendem a suprir mais as caracteristicas de ani-
mais onivoros, as rds ndo conseguem adaptar-
se a esse tipo de alimentagdo, e a conseqiiéncia
é o surgimento deficiéncia protéica e lesdes he-
péticas (HIPOLITO, 2003).
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No figado, existem varias moléculas — gli-
cose estocada como glicogénio e proteinas en-
volvidas no metabolismo, que podem ser mo-
dificadas de acordo com as diferentes dietas.
Guyton e Hall (2002) comentam que o figado,
quando apresenta severa disfuncdo decorrente
de varias causas e por dias seguidos, pode levar
a um quadro irreversivel, com evidente dimi-
nuicdo da taxa do crescimento, e a morte. De
acordo com Cotran, Kumar e Collins (2000), o
desbalanceamento nutricional pode ser a prin-
cipal causa de lesdo celular. Essas lesdes podem
ser produzidas ou induzidas pela presenca de
radicais livres durante o metabolismo de car-
boidratos, proteinas e lipidios, provocando a
fragmentacdo de proteinas e lipidios nas mem-
branas celulares.

Quanto as ragdes, embora exista discussao
sobre qual é o melhor teor de proteina bruta,
a maioria das opinides situa algo em torno de
40% como adequado tanto para girinos quan-
to para a engorda (SEIXAS FILHO et al., 1998).
Para os girinos, a origem da proteina animal
ou vegetal parece nao ter influéncia, mas sim o
teor de proteina bruta na racdo (FONTANELLO
et al., 1988; MONTEIRO; LIMA; AGOSTINHO,
1988a; 1988b; STEFANI et al., 1989; STEFANI;
CRIVELENTI, 1992).

Diante do descrito, as ra¢des utilizadas no
experimento foram baseadas nos padroes das
produzidas para peixes, com a utilizacdo de
40% de proteina com 4% de extrato etéreo ou
suplementada com 6leo de soja. O extrato etéreo
consta de extracdo de lipideos dos alimentos por
meio de lixiviacdo exaustiva de éter etilico, se-
guido da remocdo do solvente por evaporacao.
O residuo seco é constituido por todos os com-
postos soltiveis em solventes organicos e inso-
liveis em dgua, tais como fosfatidos, esteréides,
vitaminas e Oleos essenciais, mas ndo gorduras
poliinsaturadas. Ja o d6leo de soja é rico em gor-
duras saturadas (palmitico, estedrio, oléico) e
poliinsaturadas (linoléico e linolénico), que sao
classificadas como altamente digestivas, pro-
porcionando melhor desempenho aos animais
(DALE; FULLER, 1979; SOUZA et al., 2002).

Em relagdo a proteina, nos grupos-con-
trole (1T, 2T, 3T) ocorreu aumento com o pas-
sar do tempo de desenvolvimento. O mesmo se
deu nos tratados com dieta suplementada com
6leo de soja nas concentra¢des de 6 e 9%, nos
periodos de 30 e 60 dias de desenvolvimento.
Ja no periodo de 90 dias, houve um decréscimo
que pode estar associado a troca metabdlica e a
completa metamorfose pela qual o animal esta
passando. Ao se observarem os animais com
dieta suplementada com 12% de ¢leo de soja,
verifica-se que diminufram a concentracdo no
decorrer do desenvolvimento, o que indica a
presenca de algum estresse metabodlico em de-
corréncia do excesso de nutrientes.

O glicogénio pode ser transformado em
glicose quando necessério, principalmente se
os tecidos necessitarem de energia oxidavel.
Entretanto, todos os animais precisam ter, nas
células, o estoque do glicogénio que indica
se um animal é sadio, conforme descrito por
Stéfani (1996) e Steiner e colaboradores (2000).
Neste trabalho, foi observado que, nos animais
com dieta-controle, a formacao de glicogénio
chega a 3,83 g glicose/Kg de figado. No entan-
to, os animais do grupo submetidos a dieta su-
plementada com 6leo de soja apresentam maior
concentracdo: com 6%, chegou até 16,3 g glico-
se/Kg de figado; com 9%, a 38,9 g glicose/Kg de
tigado, e com 12%, a 16,1 g glicose/Kg de figado.
Os resultados demonstraram que, com 9%, os
animais apresentaram o maior estoque de gli-
cogénio, além de equilibrio na quantidade de
proteinas. Até o momento, a dieta com 9% de
6leo de soja foi a melhor opgao.

Com relagdo a quantidade de fendis, pode-
se observar que os animais do grupo-controle
apresentaram aumento, principalmente apés 90
dias, o que pode estar correlacionado ao periodo
em que os animais completaram a metamorfose,
necessitando de outros metabolismos para seu
desenvolvimento, de acordo com Nunes (1998).
O mesmo ocorreu em animais que receberam
dieta com 6% de 6leo de soja, mas em concentra-
¢do menor. Entretanto, nas dietas com 9 e 12% de
6leo de soja, o resultado foi melhor. Isso confir-

ConScientiae Saude, Séo Paulo, v. 6, n. 1, p. 49-56, 2007.



ma o que foi observado em anélises histolégicas:
os figados de alguns dos animais do grupo-con-
trole e de uma parte tratada com 6% de dleo de
soja tiveram lesdes, ampliando a concentragao
de fendis, por apresentarem lesdes nas células.
O mesmo ocorreu com a enzima que catalisa as
reagOes de oxidagdo, tal como a peroxidase. Foi
possivel constatar o aumento da atividade enzi-
matica nos animais-controle e nos submetidos a
dietas com 6% de 6leo de soja. Nos que passaram
por dietas com 9 e 12% de dleo de soja, o aumen-
to no periodo de desenvolvimento foi menor do
que o dos submetidos a tratamentos-controle e
com 6% de 6leo de soja. No entanto, o acréscimo
que ocorreu nos grupos 6 e 9 indicou mudanca
no metabolismo, ap6s completada a metamor-
fose. Dessa forma, a intensificacdo de atividade
de peroxidase indica maior nimero de radicais
livres, que provocam mais lesdes hepaticas, acu-
sando deficiéncias nutricionais.

Com base nos resultados obtidos, obser-
va-se que deve existir um balan¢o de nutrientes
na dieta que demonstre equilibrio no metabo-
lismo da ra-touro. Nessas condi¢bes, deve-se
apresentar as proteinas e suplementar a dieta
de 6leo de soja, para impedir que o processo
nutricional afete o figado, provocando lesdes
hepaticas e a conseqiiente diminuicdo de resis-
téncia do animal — o que resultard na sua morte
ou na diminuicao da qualidade e quantidade de
sua carne.

5 Consideragdes finais

Neste trabalho, objetivou-se avaliar, por
meio de analises bioquimicas, os figados das
ras-touro submetidas a diferentes dietas expe-
rimentais. Os figados foram analisados em re-
lagdo a quantidade de proteinas e fendis totais,
a atividade da enzima peroxidase e a concentra-
¢ao do glicogénio.

Os resultados, apés comparagdo com ou-
tros esquemas nutricionais e diferentes formu-
las, podem ser usados como indicadores de de-
senvolvimento nutricional e apontar a presenga
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de estresse oxidativo e de degeneragao celular,
em decorréncia de alteragdes metabdlicas gera-
das de processos degenerativos ou téxicos, oca-
sionados pela dieta a base de ragdo industrial
peletizada, comumente oferecida a ras-touro
criadas em cativeiro com vistas a exploragao co-
mercial de sua carne.

O estudo dos parametros bioquimicos
pode determinar as melhores condi¢des para
o desenvolvimento de uma férmula mais apro-
priada a dieta, a fim de aumentar a produgao de
animais para o mercado nacional.

Biochemical aspect in liver of
Rana catesbeiana (SHAW, 1802)
submitted in different diets

Biochemical behavior of livers of bull fro-
gs (Rana catesbeiana) submitted to different
diets was analyzed. Diets were based on fe-
eds containing protein/lipids. Experimental
diets presented 40% of crude protein (PB) and
three different levels quantities of soybean oil
(OS) (Treatments: 1) 6% OS; 2) 9% OS; 3) 12%
0OS). The control diet was commercial feed
with 40% PB and 4% ether extract. Animals
were evaluated on days 30, 60 and 90 of the
fattening period. Liver extracts were quanti-
tatively analyzed in relation to total protein,
phenols, peroxidase activity and glycogen.
Animals that presented increased of concen-
tration of glycogen and protein were those
submitted to 9% OS and 40% PB diet. This
diet led to decreased activity of peroxidase
and concentration of phenols. The biochemi-
cal analyses can be saw like indicators for the
good diet for animals.

Key words: Bullfrog. Liver. Nutrition.
Rana catesbeiana.
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