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RESUMO

Estudou-se o comportamento bioquimico do figado de ras-touro (Rana catesheiana) sadias e
doentes provenientes de criagdes comerciais, no aspecto de quantificacdo de proteinas totais e
fenois, atividade enzimatica da peroxidase e polifenoloxidase, glutationa na relagdo glutationa
oxidada (GSH) e glutationa reduzida (GSSG) e concentracdo de glicogénio. Os animais sadios
apresentaram sempre maior concentracdo de proteinas totais, menor concentragdo de fenais,
menor atividade enzimaética, maior nimero narelacéo glutationa GSH/GSSG e maior concentra-
¢do de glicogénio, enquanto que os animais doentes apresentaram resultados inversos. As lesGes
hepaticas caracterizaram-se por deficiéncia e degeneracdo protéica e hepatite. Também ficou
caracterizada a presenca de estresse oxidativo nas células hepaticas decorrentes destas leses pela
relacdo GSH/GSSG que foi baixa nos animais doentes.

PALAVRAS-CHAVE: Ra-touro, Ranacatesheiang, figado, patologia, bioquimica, estresse oxidativo.

ABSTRACT

BIOCHEMICAL ASPECTS IN THE LIVER OF HEALTHY AND DISEASED BULLFROG RANA
CATESBEIANA (SHAW, 1802).Theaim of the presentstudy was to evaluate the biochemical aspects
of the liver of both healthy and diseased bullfrogs (Ranacatesbeiana), from commercial froggeries.
The concentration of total proteinsand phenols, the activity of peroxidase and polyphenoloxidase
enzymes, obtained through spectrophotometry, glutathione, as the ratio of oxidised glutathione
(GSH) to reduced glutathione (GSSG), and glycogen concentration were considered. The healthy
animalsalwaysshowed ahigher concentration of total proteins, alower concentration of phenols,
a lower enzymatic activity, higher values in the ratio GSH/GSSG glutathione, and a higher
concentration of glycogen, while the diseased animals showed opposite values. The hepatic lesions
were characterised by proteic deficiency and degeneration, and hepatitis. The presence of an
oxidativestresswasalsofoundinthe hepaticcellsfromthelesions, with lowvaluesoftheratio GSH/
GSSG glutathione in the diseased animals.

KEY WORDS: Bullfrog, Rana catesheiana, liver, pathology, biochemic, oxidative stress.

INTRODUCAO

Ofigadoé, por exceléncia, 0 6rgdo de escolhapara
se conhecer a condicdo de salde geral e nutricional
dos animais. AlteracOes causadas por problemas
decorrentes de, principalmente, mau manejo alimen-
tar,alémde falhas nos manejos sanitario e zootécnico,
ou da presenga generalizada de agentes infecciosos
refletem em sua estrutura e funcéo.

Observa-se graves altera¢8es hepaticas quanto
ao tamanho, cor, forma e textura, causadas por
processos de deficiéncia protéica, intoxicacao, en-
venenamento, micotoxicoses (aflatoxinas), deteri-
oracdo da racdo e degenerativos gerais.
Histopatologicamente pode se observar associado
a deficiéncia protéicavacuolizagdo e rompimento
do contorno celular, rarefacdo e degeneracdo ce-
lular hidrépica; a micotoxicose, congestao
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sanglinea, degeneragao hidrdpica e gordurosa;
associado a deterioracdo, rarefacdo e degeneracéo
celular protéica e hidrdpica e a processos infecci-
0s0s, areas focais de hepatite e hepatite intersticial
(HipoLiTo, 2001; HipoLiTo, 2003; HirouiToet al., 1997,
HipoLito et al., 2001; Roserts, 1978; THE MEerck
ManuaL, 1973).

Na alimentacéo da ra-touro, todo o seu desempe-
nho estd baseado na quantidade e na qualidade da
proteina presente naragdo. Qualquer alteracdo da
funcé@o hepética causada pelo alimento, falta de
alimento ou de proteinas de boa qualidade ou de
aminodcidos mais necesséarios, disfuncdesorgani-
cas gerais provocadas por situacdes de estresses
ou agressOes sofridas por agentes infecciosos e
parasitarios, que possam comprometer de forma
grave o figado, causaralesfes. Geralmente sdogra-
ves e irreversiveis, levando o animal a morte ou ao
seu descarte. Para uma perfeita condi¢do de cria-
¢do animal, o bom desempenho das fung¢des hepé-
ticas é primordial, e o estudo bioguimico destas
funcgdes é umaferramentaauxiliar no diag-nostico
de situagOes de doencas e mortalidade na rani-
cultura. Por esse motivo, se fez necessario conhecer o
comportamento bioquimico da réd-touro criada in-
tensivamente sob o aspecto comercial.

MATERIAL E METODOS

Asras-tourosadiasforam provenientesde ranario
de Braganca Paulista, criadas no sistema inundado,
alimentadas com racdo contendo 40% de proteina
bruta. Apés o lote alcangar amédia do peso esperado
foram abatidas de acordo com as normas sanitarias
exigidas pela fiscalizagdo. A densidade média utili-
zada neste ranario foi de 50 animais por m?em tan-
ques de aproximadamente 10 m2. Quantoaosanimais
considerados doentes, foram provenientes de casos
demortalidade ou comaltera¢6es no desenvolvimento
esperado, vindos de diferentes ranérios situados no
Estado de Sao Paulo, nos municipios de Mogi das
Cruzes, Jundiai e Pindamonhangaba. Estes animais

também foram alimentados com ragbes comerciais,
contendo 40% e 36% de proteina bruta. A densidade
média utilizada por estes ranarios também foi de 50
animais por nt em tanques de diferentes tamanhos.
Todososanimais provenientesdosranarioscomerciais
foram criados dentro das boas praticas de criacédo
animal.

A procedéncia, condicdo sanitariae identificagdo
dos grupos séo apresentados no Quadro 1.

Emcadagrupodeanimaissadiosforamavaliados
50 animais para os doentes, foram grupos de 20
animais.

Osfigadosdosanimais sadiosforam coletados na
linha de abate.

Os animais doentes foram provenientes de trés
diferentessituac@es de mortalidade, que aconteceram
na fase de engorda. Na sua maioria foram recebidos
vivos na fase pré-ag6nica ou recém-mortos. Quando
chegaram vivos foram insensibilizados por con-
cussdo craniana e sacrificados por corte da medula
nervosa cervical (AVMA, 1993).

Todos osexemplares foramexaminados externa-
mente e a seguir necropsiados, observando suas
lesBesinternase principalmente o figado no aspecto
de cor, tamanho e consisténcia. As amostras de
figado foram coletadas e mantidas parte sob conge-
lamento até o preparo do po6 cetdnico e parte fixada
em formalina 10% em tampdao fosfato para a
histopatologia. Nahistopatologiaforamemblocados
em parafina, feitos cortes com espessura de 5 m
corados pela hematoxilinaZeosina e as laminas ob-
servadas sob transmissdo de luz em microscopio
Optico comum.

A extracdo de proteinas foi feita a partir de um
grama de figado de cada animal, triturado em gral
mantido sob refrigeragdo (4°C) com N, liquido e
lavado com acetona mantidaem freezer (-18°C), sendo
em seguida filtrado em papel-filtro. O p6 cetbnico
resultante foi seco e conservado sob congelamento. A
ressuspensao foi com tampéao fosfato 0,1 M pH 7.0
mais 0,25 % de &cido citrico. Este extrato
ressuspendido foi novamente filtrado e estocado até
a analise. (HiroLrmo et al., 2002).

Quadro 1 - Relagdo da procedéncia, condicdo sanitaria e dos grupos dos animais.

Procedéncia Condigéo sanitaria / grupo Identificagdo do grupo
Mogi das Cruzes Doentes. Ranéario 1/Grupo 1 10
Braganca Paulista Sadios para abate. Lote 1 11
Jundiai Doentes 12
Mogi das Cruzes Doentes. Ranéario 1/Grupo 2 13
Pindamonhangaba Doentes 14
Braganca Paulista Sadios para abate. Lote 2 15
Braganca Paulista Sadios para abate. Lote 3 16

Grupos 1 e 2: dois envios diferentes de animais doentes.

Lotes 1, 2 e 3: trés coletas diferentes em abatedouro.
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Quadro 2 - Resultados da visualizagéo e da histopatologia do figado.

Procedéncia Condigao sanitaria / grupo Identificacdo Visualizacdo/histopatologia
do grupo
Mogi das Cruzes Doentes Ranario 1 Grupo 1 10 Alteracdo de cor, descoloridos, ama-

relados até enegrecidos, fridveis,

aumentados de tamanho e perda das
bordas afiladas (Fig. 2). Degeneracgéo
celular e deficiénciaprotéica; hepatite

(Fig. 4).

Braganca Paulista Sadios para abate Lote 1 11 Normais nacor, consisténcia,aspecto
e tamanho. Sem lesdes histopatolo-
gicas

Jundiai Doentes 12 AlteracBes na cor. Degeneragdo e defi-
ciéncia protéica.

Mogi das Cruzes Ranario 1Grupo 2 13 Alteracdo de cor, descoloridos, ama-

relados e até enegrecidos, friaveis,
aumentados de tamanho e perda das
bordas afiladas. Degeneracéo e defi-
ciénciaprotéica; hepatite.

Pindamonhangaba Doentes 14 Descoloragao,amarelados e enegre-
cidos, friaveis (Fig. 1). Degeneragéo
celulare deficiéncia protéica (Fig. 5).

Braganca Paulista Sadios para abateLote 2 15 Descoloracéo. Sinaisevidentes de defi-
ciéncia protéica e vacuolizacdo dos
hepatdcitos (Fig. 3).

Braganca Paulista Sadios para abateLote 3 16 Descoloracéo. Sinaisevidentes de defi-
ciéncia protéica e vacuolizacdo dos
hepatdcitos.

(Figs.1ab)

Fig. 1 - Alteracdo de cor. Animais provenientes de Fig. 2 - Grave alteracdo de cor. Animais Provenientes de
Pindamonhangaba. Mogi das Cruzes. Grupo 2.

M TR A o
I W s ke Bt

Fig. 3 - Deficiéncia protéica. Animais provenientes de Fig. 4 - Degeneracéo celular, deficiéncia protéica e hepa-
Braganca Paulista. Lote 2. Coloragdo por Hematoxilina- tite. Animais provenientes de Mogi das Cruzes. Grupo 1.
Eosina. Aumento de 52,5x. Coloragéo por Hematoxilina-Eosina. Aumento de 52,5x.
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Fig. 5 - Degeneracdo celular e deficiéncia protéica. Ani-
mais provenientes de Pindamonhangaba. Coloragédo por
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 26,25x.

A quantificacdo de proteinas foi determinada de
acordo com o método de Lowry (Lowry et al., 1951)
usando soro-albumina bovina como padrao e fenéis
foi determinado com o reativo de Folin-Ciocalteau,
usando acido clorogénico como padrdo GwaiN &
HiLuis, 1959).

As atividades enzimaticasin vitro daperoxidase
e da polifenoloxidase foram determinadas em
espectrofotdbmetro computadorizado. Para a
peroxidase, sua atividade foi determinada medin-
do-se a variagdo de absorbancia do tetraguaiacol
formado na reagdo enzimatica com comprimento

de onda de 470 nm (MoerscHeAacHER et al.,1986). A
absorbancia foi lidaem 2 minutos e a atividade espe-
cifica foi expressa como nKat/ mgSAB/1 g de figado
(SoutHerToN & DeveraLL, 1990). Para a atividade da
polifenoloxidase, mediu-seavariacao de ortoquinona
formado na reacdo enzimatica com comprimento de
onda de 495 nm. A absorbancia também foi lidaem 2
minutos e a atividade expressada como nKat/
mgSAB/1 g de figado (Srivastava 1987).

A determinacdo da glutationa GSH (glutationa
oxidada) e da GSSG (glutationa reduzida) foi feita
porkitdaempresalmmunobiological Laboratories
(IBL) de Hamburg, Alemanha, utilizando-se placa
de teste de ELISA.

Adosagemdoglicogéniofoibaseadanareacdodo
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) com agUcares redu-
tores segundo MiLLer (1959), e feita a leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540
nm.

Para a anélise estatistica, os resultados foram
analisados por teste -t (Student's) através do progra-
ma Origin (ANOVA).

RESULTADOS

Quanto ao aspecto externo (Figs. 1 e 2) e
histopatoldgico do figado (Figs 3, 4 e 5), os resultados
estdo apresentados no Quadro 2.

Quanto aos resultados dos testes bioquimicos,
estes sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Médias dos testes bioquimicos para quantificacdo de proteinas totais e de fendis; atividade enzimatica de
peroxidase e polifeniloxidase e glicogénio extraido do figado de ras.

Procedéncia Condicao Identificagdo Proteinas Fenois.(mg Ativ. Ativ. Polife- Glicogénio

sanitaria/ dogrupo (mg SAB?!) &cidocloro- Peroxidase noloxidase (9?)
grupo génico?l) (nkat?) (nkat?)

Mogi das Cruzes Doentes. 10 18,842 8,25a 0,955a 0,207a 5,22a
Ranario 1/
Grupo 1

Braganca Paulista Sadios para 11 36,04b 1,84b 0,200b 0,009b 38,33b
abate.Lote 1

Jundiaf Doentes. 12 24,80c 8,97¢c 0, 965a 0,238c 3,55¢

Mogi das Cruzes Ranario 1/ 13 23,46d 8,19d 1,047c 0,206a 2,23d
Grupo 2

Pindamonhangaba Doentes. 14 18,842 7,14e 0,924d 0,299d 8,20e

Braganca Paulista Sadios para 15 15,40e 10,02f 0, 856e 0,120e 2,52d
abate. Lote 2

Braganca Paulista Sadios para 16 22,50f 10,20f 0,917d 0,115e 3,40c

abate. Lote 3

Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente entre si & nivel de 0,05%.

!Concentragdes de proteinas e de fendis e atividades enzimaticas - por grama de figado.

2Para glicogénio — por kg de figado.
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Tabela 2 - Médias de GSH e GSSG em nM (por grama de figado de rd).

Procedéncia Condicdo sanitariaZgrupo  ldentificacdo do grupo GSH (nM)  GSSG(mM) GSH/GSSG
Mogi das Cruzes Doentes.Ranério 1Grupo 1 10 4,80a 6,20a 0,77a
Braganca Paulista. Sadios para abate. Lote 1 11 14,66b 4,86b 3,02b
Jundiai Doentes. 12 2,30c 6,60c 0,35¢c
Mogi das Cruzes Ranério 1Grupo 2 13 3,45d 5,85d 0,59d
Pindamonhangaba Doentes. 14 5,80e 6,30a 0,92e
Braganca Paulista Sadios para abate. Lote 2 15 3,76f 5,98d 0,63f
Braganca Paulista Sadios para abate. Lote 3 16 5,369 6,65¢ 0,81g

Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente a nivel de 0,05%.

Relacdo GSH/GSSG: Média de duas repetigdes.

DISCUSSAO

Os resultados das provas biogquimicas mostram
alteracdes significativas na concentragdo de protei-
nas e de fendis, nas atividades enziméaticas e na
guantificagdo de glicogénio. Nota-se que os figados
considerados normais (sadios do Lote 1 de Braganca
Paulista) apresentaram uma maior quantidade de
proteinas, menores atividades enzimaticas da
peroxidase e dapolifenoloxidase e maior concentracao
de glicogénio quando comparados com os figados
lesados (Tabela 1).

Amenorqguantidade de proteinaestaassociadaas
lesbes (degeneragdo celular) e a maior funcéo
enzimatica pode estar relacionada com alteracGes
nos mecanismos de retroalimentacéo.

A diferenca também é notada nos resultados de
concentragdo de proteina total e de fendis, que
apresentaram uma relagdo inversa, quanto menor a
concentragdo de proteinastotais, maior éaconcentra-
cado de fendis, mostrando que este estd mais presente
guando ha, de algum modo, um menor metabolismo
protéico.

Isto pode estar associado a fonte de proteinas
na racdo que nao suprem as necessidades de
aminoacidosdoanimalouainapeténciadosanimais
pela doenca.

Quanto maior é a lesédo do figado, mais significa-
tivas sdo estas diferencas, e quando o figado esta
aparentemente normal, asdiferencassao poucas. Isto
pode ser notado no caso dosanimais provenientesde
Braganca Paulista. O Lote 1, de animais sadios para
abate e sem alteracGes e lesbes hepéticas apresen-
taram os resultados bioquimicos bem diferentes dos
animais positivamente doentes. Os Lotes 2 e 3, consi-
derados sadios para o abate, mas com alteragfes e
lesBes hepéaticas menos pronunciadas que os doen-
tes, apresentaram valores diferentes dos animais do
Lote 1, por vezes fugindo dos resultados dos animais
doentes, ficando numa posicaointermediaria(Tabela ).

Seus resultados mostraram que estdo sofrendo
alteragdes hepéticas, mas ainda ndo demonstraram
doencavisivel que se manifestaria se continuassema

viver. Estas alteragdes nos Lotes 2 e 3 de Braganca
Paulista, podem ser decorrente de situacao de agres-
sdo pontual no aspecto nutricional. Estes lotes foram
criados nas mesmas condicdes e alimentados com o
mesmo tipo de ra¢do, mas de partidas diferentes, que
o Lote 1, e abatidos em épocas diferentes. Ndo houve
notificacbes de qualquer intercorréncia grave ou
pratica inadequada de manejo no histérico destes 3
lotes.

Para os animais das outras procedéncias, pelas
agressdes serem mais graves, como processo infec-
cioso secundério (proveniente de erro de manejo
zootécnico) presente nosanimaisde Mogi das Cruzes
e como oportunistas nos de Pindamonhangaba (cau-
sado por erro no manejo sanitario), com alta mortali-
dadeem poucotempo, as lesbes hepéaticas foram mais
pronunciadas, e consequentemente os resultados das
provas bioquimicas ficaram bem afastados dos ani-
mais considerados sadios (Tabela 1).

A presenca quase que constante de vacuolizagdo
celular-degeneracdo protéica no diagnéstico
histopatolégico pode indicar que a qualidade da
racdo esteja impropria, pois mesmo se 0s animais
estdocomendo o volume esperado, ndo estdo aprovei-
tandoaproteinadaracéo, porser debaixaqualidade,
ndo ter os aminoacidos necessarios em quantidade
suficiente ou estar abaixo da quantidade anunciada.
Pode também ser indicativo de um mal estado geral
dos animais, pois uma das primeiras manifestacOes
de problema ¢ a inapeténcia.

A vacuolizagéo celular-deficiéncia protéica tam-
bém é evidenciada pela baixaconcentracdo de proteina
observada nos figados lesados.

NosanimassadiosdoLote 1deBragancaPaulista,
a concentracdo encontrada de glicogénio no figado
(Tabelal)estabem proximasdos57,8g/kgobservados
por Stérani (1966) e dos 39,4 g/kg encontrados por
STeINER et al. (2000), ambos para a ré-touro. A baixa
concentragdodeglicogénionosanimaisdoentes deve
serdecorrente dalesdo celular, poishd menos células
para seu armazenamento e também por necessidade
bioquimica, pois o animal ndo se alimentando, esta
consumindo suas reservas.
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A presencamais elevada daenzima peroxidase
nosanimais doentesem relacdo aos sadios (Tabela
1), e também a baixa relacdo da glutationa GSH/
GSSG nestesanimais doentes (Tabela2), mostraque
também estd se manifestando um estresse oxidativo
nestas células, decorrente damafuncdo metabdlica
hepatica. Storey (1996) afirmou que os niveis de
glutationa nas células e o efeito do estresse na
razdo GSH/GSSG pode ser correlacionado com
estresse oxidativo imposto sob diferentes siste-
mas metabdlicose onivel de defesas antioxidantes
mantidas por diferentes organismos. Quanto maior
arelagdo GSH/GSSG maiorseriaasaude hepatica,
pois menos lesado estd o figado (Yuetal., 1999). Isto
foi observado nos figados dos animais sadios do
Lote 1 de Braganca Paulista, que apresentaram a
maior relagdo GSH/GSSG (Tabela 2) por ndo terem
o figado lesado.

Adiminuigdonestarelagdoindicariaaocorréncia
de um estresse oxidativo, estando relacionado a ele
varias enzimas, entre elas a GSH-peroxidase (Sies &
Axersoom,1984). Nota-se que foi observado que, quando
houve umaumento narelacdo GSH/GSSG, aatividade
da enzima peroxidase diminuiu.

O resultado anatomo-histopatolégico do figa-
do, juntamente com as provas de quantificacdo de
proteinas, fendis, glicogénio e de atividades
enziméticas, e da quantificacdo da relacédo
glutationa GSH/GSSG, devem ser analisadas as-
sociadas as outras lesGes presentes nos demais
orgdos, além de exames complementares, e junto
com o histérico do caso para poder se chegaraum
diagnostico preciso da causa da doencaZmortali-
dade. Este estudo bioquimico pode ser também
voltado paraumaprimoramentodaformulacédoda
racdo, escolha da melhor composicdo e matérias-
primas, melhorando o desempenho nutricional da
ré-touro.

Ficadificil fazer comparacdes, pois ndo existem
dados sobreara-touro, e mesmo que houvessem, 0s
estudos seriam baseados em situagdes totalmente
diferentes das nossas cria¢des intensivas de ra-
touro. Estafalta de informacdes foi um dos motivos
primordiais para se conhecer estes dados
bioquimicos.

CONCLUSAO

O conhecimento destes resultados bioquimicos
comparadoscom osencontrados em outrassituaces
de doenca/mortalidade, diferentes ou ndo destas, ou
comparados com dados de animais sadios, servirao
de balizadores para um melhor desenvolvimento do
complexo evento que é anutri¢do dara-touro e conse-
glientemente maior crescimento da ranicultura.
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