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RESUMO - Todos os seres vivos necessitam de um suprimento energético, que deve ser obtido de 

fontes externas. As substâncias simples da dieta dos animas, como a água, os sais minerais e 

as vitaminas (exceto a vitamina B12), podem ser absorvidas ao longo do trato digestório sem 

sofrer transformações físicas ou químicas. Entretanto, macromoléculas tais como 

carboidratos, proteínas e lipídeos, têm de ser convertidas em moléculas pequenas e menos 

complexas para serem absorvidas. A digestão química dos nutrientes é realizada por hidrólise 

enzimática, que consiste na cisão de uma ligação química e inserção de uma molécula de 

água, sendo este processo catalisado pela ação das enzimas digestivas. O objetivo deste 

estudo foi o de se analisar a variação nas atividades de cinco hidrolases do sistema digestório 

de rã-touro (Lithobates catesbeianus) durante o desenvolvimento larval, para fornecer 

subsídios a nutrição animal. Os girinos foram mantidos em aquários, à 27ºC e separados por 

estádios de desenvolvimento. Amostras de estômago, pâncreas e intestino foram retiradas de 

100 animais de cada estádio, congeladas em nitrogênio liquido e armazenadas a -70ºC para 

posterior homogeneização e determinação da atividade enzimática. A atividade das enzimas 

tripsina, -amilase e lipase pancreáticas (44,30 U.mg-1, 3,17 U.mg-1, 2,99 U.mg-1 

respectivamente), e da maltase intestinal (26,99 U.mg-1), foram detectadas desde o início da 

fase de alimentação (estádio 26) enquanto que a atividade de catepsina-E gástrica (13,82 

U.mg-1), foi estudada a partir do estádio 28, devido a dificuldade de se obter de estômagos 

antes deste estádio. Durante a pré-metamorfose a catepsina-E não apresentou grande 

variação em sua atividade, sendo observado aumento ao final do período da pró-

metamorfose. A atividade das demais enzimas aumentaram significativamente nos períodos 

que antecedem a metamorfose, tendo as maiores atividades no estágio 38 (261,97 U.mg-1 

para tripsina, 28.19 U.mg-1 para -amilase e 81,62 U.mg-1 para maltase) exceto a lípase que 

teve o valor de sua atividade diminuído. Durante o clímax da metamorfose as atividades das 

enzimas diminuíram, voltando a aumentar após a metamorfose, no estágio 45. Contrastando 

com o observado na lípase que teve aumento da atividade durante o clímax e diminuição no 

estádio seguinte. A variação das atividades enzimáticas relaciona-se com as necessidades 

energéticas do animal durante seu desenvolvimento e com a mudança do hábito alimentar de 

onívoro/herbívoro para carnívoro. 

 

Palavras Chave: Enzimas digestivas; Metamorfose; Girino, Anphibia.



Digestive enzymes activities in Lithobates catesbeianus tadpoles digestive 

system during larval development 

 

SUMMARY – All living beings require energy supply, wich must be obtained from 

external sources. Simple substances in the diet of the animals, such as water, minerals 

and vitamins (except vitamin B12) can be absorbed along the digestive tract without 

undergoing chemical or physical changes. However, macromolecules such as 

carbohydrates, proteins and lipids, must be converted into smaller and less complex 

molecules to be absorbed. The chemical digestion of nutrients is accomplished through 

enzymatic hydrolysis, which means to break a chemical bond and inserti a water 

molecule. This process is catalysed by the action of digestive enzymes. The aim of this 

study was to analyze the activity variation of five hydrolases of the bullfrog’s (Lithobates 

catesbeianus) digestive system during larval development, to provide subsidies to 

animal nutrition. The tadpoles were kept in aquaria, at 27 °C and separated by stages of 

development. Samples of stomach, pancreas and intestine were taken from 100 animals 

of each stage, frozen in liquid nitrogen and stored at -70ºC for later homogenization and 

enzyme activity determination. The activity of trypsin, -amylase and pancreatic lipase 

(44.30 U.mg-1, 3.17 U.mg-1, 2.99 U.mg-1 respectively), and intestinal maltase (26.99 

U.mg-1) were detected since the start of feeding (stage 26) while the gastric cathepsin E 

(13.82 U.mg-1) activity was studied since stage 28, due to difficulty in obtaining 

stomachs before this stage. During pre-metamorphosis cathepsin-E did not show great 

variation in its activity, but an increase was observed at the end of the period of pro-

metamorphosis. The other enzymes activity increased significantly in periods that 

precede metamorphosis, with the highest activities in stage 38 (261.97 U.mg-1 for 

trypsin, 28.19 U.mg-1 for -amylase and U.mg 81.62-1 for maltase) except lipase that 

had an activity decrease. During the metamorphosis climax the enzyme activities 

decreased and increased again after metamorphosis, at stage 45. Contrasting with that 

observed in lipase activity that  increased during the climax and decline in the next 

stage. The variation of enzymes activities is related to the animal’s energy needs during 

its development and the feeding habits change from omnivore/carnivore to herbivore. 

 

Key Words: Digestives enzymes, Tadpoles, Metamorphose, Amphibia.
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INTRODUÇÃO 

 

Em 2007 a produção de rãs no Brasil foi da ordem de 598 toneladas (IBAMA, 

2007), mostrando-se uma atividade econômica viável. No Brasil, a ranicultura baseia-

se no cultivo de rã-touro (Lithobates catesbeianus), espécie originária da América do 

Norte, que apresenta boa adaptação em climas subtropicais e tropicais (FEIX et al., 

2006). A produção de rãs brasileiras teve início em 1935, importando-se alguns 

exemplares de L. catesbeianus do Canadá, e firmou-se como atividade econômica 

somente nos anos 80, atraindo o interesse em pesquisas sobre alimentação, manejo 

e sanidade da rã adulta (LIMA, 1999). 

Apesar de ser um alimento com baixo teor de gordura e paladar agradável, o 

alto custo da carne de rã no mercado interno diminui a procura por este tipo de 

alimento, o que pode ser sanado pelo aumento nas pesquisas sobre L. catesbeianus, 

e no investimento em novas tecnologias para melhor produção, o que poderia 

inclusive vislumbrar a venda para o mercado externo (LIMA, 2005). Brasil e Taiwan 

foram identificados como maiores produtores mundiais de carne de rã, enquanto os 

Estados Unidos e a União Européia apresentam-se como principais importadores 

(FAO, 2011), Um diferencial da ranicultura brasileira, é que toda a produção é 

proveniente de criadouros, não sendo realizada a exploração das rãs dos ambientes 

naturais, o que tem se mostrado um problema ecológico nos países que realizam 

esta prática (LIMA, 2005). 

O desenvolvimento de novos subprodutos da ranicultura apresenta-se como 

alternativa, tanto para melhoria nos ganhos da produção, como para aumentar a 

sustentabilidade desta atividade econômica. Análises realizadas no óleo de rã 

demonstraram que ele pode ser utilizado na produção de cosméticos, já o fígado na 

produção de patês e os ovários na produção de caviar (FEIX et al., 2006). A pele 

pode ser utilizada no tratamento de queimaduras, indústria farmacêutica, ou de 

vestuário (VELLY, 2001). 

Quanto à pesquisa e desenvolvimento na ranicultura, o foco está na redução 

dos custos e melhoria da produtividade, atentando-se ao controle de temperatura, 

melhoramento genético e desenvolvimento de rações adequadas para a rã-touro 
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(FEIX et al., 2006). Porém, estudos com os animais ainda jovens, na fase de girinos, 

etapa exclusivamente aquática, são fundamentais para a diminuição de perdas de 

produção. Para melhorar a criação da rã-touro é necessário fornecer aos girinos e às 

rãs uma alimentação adequada às exigências nutricionais de cada fase, além de um 

correto manejo (DIAS et al., 2007). 

De forma geral, a biologia da espécie é bem conhecida, entretanto, a 

compreensão de detalhes sobre a fisiologia, assim como dos eventos bioquímicos 

envolvidos com a digestão dos principais nutrientes pelos girinos, é de fundamental 

importância para a melhoria da criação de rãs (BRAGA et al., 2006). A maioria dos 

estudos enfocando as mudanças morfofisiológicas de girinos durante a metamorfose 

foi realizada, principalmente, com a espécie Xenopus laevis (LEONE et al., 1976; 

SHI; BROWN, 1990). Trabalhos com rã-touro que relacionam as variações na 

produção e atividade enzimáticas, com a ontogenia do sistema digestório e a 

nutrição do animal, são escassos na literatura (BRAGA et al., 2005). 

Nesse sentido, estudos relacionados à enzimas que participam da digestão dos 

carboidratos, das proteínas e lipídeos  nas diferentes fases de desenvolvimento 

desses animais são de grande importância para aumentar a produção de carne, além 

de fornecer subsídios para a elaboração de uma alimentação ideal, principalmente 

pelo fato de que as rações atualmente serem utilizadas constituídas, em média, por 

40% de proteína bruta, pois são baseadas em rações desenvolvidas para peixes ou 

aves, animais que possuem exigências nutricionais diferentes dos girinos (DIAS et 

al., 2007). 

O hábito alimentar das rãs e as exigências nutricionais são alterados em cada 

fase de seu desenvolvimento, assim, espera-se que determinados nutrientes sejam 

requeridos em maior quantidade, em complemento com as mudanças estruturais que 

ocorrem durante o desenvolvimento larval, evitando assim, deficiências nutricionais 

que muitas vezes acarretam um desenvolvimento anormal ou uma alta taxa de 

mortalidade dos girinos (BARBOSA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008). 

Nesse contesto, o objetivo do presente trabalho foi verificar a variação nas 

atividades das proteases ácidas presentes no estômago, da -amilase, lipase e 

tripsina pancreáticas, e maltase intestinal em cada estádio do desenvolvimento larval 
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de L. catesbeianus, fornecendo assim subsídios a melhora na elaboração de rações 

para a espécie. 



17 
 

REVISÂO DE LITERATURA 

 

Características gerais dos girinos e da metamorfose 

Na natureza pode ser observada uma grande variedade no desenvolvimento 

larval dos anuros, a qual está diretamente relacionada à quantidade de suas 

reservas energéticas (saco vitelínico), dieta e cuidado parental (WELLS, 2007; 

POUGH et al., 2008). A maioria das espécies é ovípara, mas algumas são vivíparas. 

Em alguns casos ocorre a supressão da fase larval, apresentando desenvolvimento 

direto. Quando existente, o cuidado parental pode variar muito. Alguns girinos ficam 

em ninhos vigiados pelos pais, outros podem ficar em bolsas no dorso das fêmeas, 

no saco vocal do macho ou até no estômago da fêmea (WELLS, 2007; POUGH et 

al., 2008). 

Espécies de girinos que não se alimentam antes da metamorfose, obtém sua 

energia exclusivamente das reservas de vitelo presentes no ovo e são chamados de 

endotróficas, enquanto que, girinos que se alimentam antes da metamorfose são 

chamados de exotróficos (McDIARMID; ALTIG, 1999). 

Altig et al. (1975) estudando sete espécies de anuros, observaram que, à 

medida que os girinos cresceram, ocorreram mudanças mais abrangentes no 

comportamento alimentar, como consumo de material vegetal, animal e de 

microorganismos, podendo ainda haver consumo de carcaça de outros girinos, de 

ovos de peixes e de anfíbios, e das próprias fezes, dependendo da espécie. Estes 

mesmos autores observaram ainda que os girinos de rã-touro encontram-se no fundo 

da coluna d’água, sendo filtradores onívoros com tendência a herbívoria. 

Veiga (1989) observou que os girinos de L. catesbeianus se alimentaram de 

proteína de origem vegetal e animal. A de origem vegetal promove um maior 

crescimento, mas retarda o processo de metamorfose. Em condições de cultivo 

favoráveis, os girinos de rã-touro se alimentam continuamente crescendo 

rapidamente, podendo atingir níveis de consumo diário entre 12 e 18% do seu peso 

corporal. Embora, em números absolutos, ocorra uma diminuição relativa no 

consumo de alimentos à medida que os girinos se desenvolvem (ALBINATI, 1999). 
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A maioria dos girinos, que obtém sua energia de fontes exógenas, nutre-se de 

alimentos aderidos ao substrato raspando-os com seus dentículos labiais e o bico 

córneo. As partículas de alimentos são posteriormente filtradas e concentradas em 

pregas mucosas anexas às brânquias. À medida que aspiram a água, ocorre a 

filtração, ingerindo assim as partículas (DUELLMAN; TRUEB, 1986). 

Existe uma grande variabilidade de terminologias usadas para descrever o 

desenvolvimento larval dos anfíbios de anuros (GOSNER, 1960; ETKIN, 1968). A 

mais utilizada é a tabela de desenvolvimento de Gosner (1960). Esta tabela é 

baseada nas alterações morfológicas que ocorrem neste período. Gosner (1960) 

propõe uma classificação para os estádios de desenvolvimento que estão presentes 

na maioria das espécies de anuros, dividida em 46 estádios (Figuras 1 e 2). Nos 

estádios que vão do número 1 ao 25 ocorre o desenvolvimento embrionário. A partir 

do estádio 20 ocorre a eclosão da larva, sendo que esta se alimenta das suas 

reservas nutritivas. No estádio 25 (Figura 1) ocorre a absorção total do saco 

vitelínico, encapsulação das brânquias e a maturação de estruturas anatômicas 

utilizadas na captura do alimento. Nesta fase, em geral, os girinos passam a 

consumir alimento e movimentam-se livremente para forragear (DUELLMAN; 

TRUEB, 1986). 
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Figura 1: Tabela de Gosner (1960), utilizada para classificar os girinos em estádios de 
desenvolvimento de 1 a 25. 
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Figura 2: Tabela de Gosner (1960), utilizada para classificar os girinos em estádios de 
desenvolvimento de 26 a 45. 
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Nos estádios de 26 a 35 (Figura 2), ocorre o crescimento do corpo e o 

desenvolvimento dos membros posteriores do animal. Do estádio 36 ao 40 (Figura 2) 

o crescimento corpóreo se estabiliza e há maturação dos membros posteriores. Nos 

estádios 41 a 46 ocorre o desenvolvimento dos membros anteriores, reabsorção da 

cauda e reestruturação das maxilas, compreendendo a metamorfose propriamente 

dita (GOSNER, 1960). 

Etkin (1968) classifica o desenvolvimento dos girinos em fases de crescimento 

dependentes dos hormônios tireoidianos, sendo elas: pré-metamorfose, pró-

metamorfose e clímax, ou metamorfose propriamente dita. A pré-metamorfose 

corresponde aos estádios de 1 a 30 de Gosner (1960). Com o início do 

desenvolvimento dependente dos hormônios tireoidianos do estádio 31 até o estádio 

41 de Gosner (1960), temos a pró-metamorfose. Para Etkin (1968) os estádios de 42 

a 46 da tabela de Gosner (1960) são classificados como clímax metamórfico. 

O trato gastroentérico dos girinos pode ser dividido em intestino anterior, médio 

e posterior. O intestino anterior tem a função de transportar o alimento da faringe até 

o intestino médio, onde ocorrerá o processo de digestão. O intestino médio é o 

responsável pelos processos digestivos enzimáticos e bacterianos, possuindo um 

extenso comprimento que pode ser muitas vezes maior que o comprimento corporal. 

O intestino posterior é usualmente diferenciado por um abrupto aumento em seu 

diâmetro e não participa ativamente da digestão enzimática. No entanto, o pH do 

meio (em torno de 8) permite a continuação do processo digestivo, iniciado no 

intestino médio (HOUDRY et al., 1996). 

 

Perfil enzimático do trato gastroentérico dos girinos durante a 

metamorfose 

A produção e secreção de enzimas e ácido clorídrico estão diretamente 

relacionadas às transformações morfológicas da região gastroentérica. 

Durante a fase inicial do desenvolvimento dos girinos de L. catesbeianus e X. 

laevis, as principais enzimas secretadas na região gástrica são as proteinases, 

principalmente, as do grupo das catepsinas (catepsina-E) (KUJAT, 1981; INOKUCHI 

et al., 1991; MINETA et al., 1998). Durante a metamorfose, com o desenvolvimento 
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do estômago, e com o surgimento das células oxintopépticas o ácido clorídrico e o 

pepsinogênio começam a ser produzidos e secretados. Tem-se então um 

decréscimo da atividade da catepsina-E e um aumento contínuo da atividade de 

pepsina, que se mantém por toda a vida adulta (KUJAT, 1981; INOKUCHI et al., 

1991; MINETA et al, 1998). A pepsina hidrolisa algumas das ligações peptídicas do 

grupo aminoterminal dos resíduos de aminoácidos aromáticos, tirosina, fenilalanina e 

triptofano (NELSON; COX, 2006). As quitinases também são secretadas pelo 

estômago, mas somente após a metamorfose é que sua atividade é detectada 

(HOUDRY et al., 1996). 

As enzimas pancreáticas mais encontradas durante o desenvolvimento dos 

girinos de X. laevis são: tripsina, amilases e lipase. A tripsina está presente durante a 

metamorfose e por toda a fase adulta desta espécie (KUJAT, 1981; SHI; BROWN, 

1990), Braga et al. (2004) observaram atividade catalítica da tripsina em quimo de 

juvenis de rã-touro logo após a metamorfose. A tripsina por ser uma enzima 

proteolítica é secretada na forma de um zimogênio (tripsinogênio, forma inativa) que 

ao chegar ao lúmen do intestino é convertido a sua forma ativa pela ação da 

enteroquinase, então a tripsina hidrolisa os polipeptídios atuando nas ligações 

peptídicas que envolvem os grupos carboxila da arginina e lisina. 

Em X. laevis a -amilase possui maior secreção durante a fase inicial do 

desenvolvimento, mas no final da metamorfose há decréscimo da mesma. Esse 

comportamento tem sido atribuído ao fato de que os girinos consomem quantidades 

significativas de carboidratos quando comparados aos adultos (LEONE et al., 1976). 

A -amilase hidrolisa ligações glicosídicas α-1,4 do amido produzindo uma mistura 

de glicose, maltose e dextrinas limite. Braga et al. (2005) observaram que logo após 

a metamorfose a presença da amilase em quimo de girinos inicialmente é muito 

baixa, a seguir aumenta, mas a comparação entre a atividade amilolítica e o tamanho 

do animal mostra uma diminuição significativa com o decorrer do desenvolvimento da 

rã-touro. 

A lipase hidrolisa os triacilgliceróis, que chegam ao intestino, em mono e 

diacilglicerídeos, ácidos graxos livres e glicerol, esses produtos se difundem para o 

interior das células epiteliais, onde são reconvertidos em triacilgliceróis (NELSON; 
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COX, 2006). Sua atividade tem sido detectada durante todo o desenvolvimento dos 

girinos e na fase adulta. Leone et al. (1976) e Braga et al. (2006) avaliaram  a 

atividade da lipase durante a fase larval e em juvenis de X. laevis e L. catesbeianus e 

verificaram aumento na atividade enzimática no início da metamorfose, diminuição 

após a metamorfose seguido de um novo aumento  na fase juvenis. 

A maioria das hidrolases entéricas dos girinos está associada à digestão e 

absorção de nutrientes no lúmen e nas microvilosidades do intestino. Em 

homogeneizado de intestino de girinos de L. catesbeianus, foi observada a atividade 

da maltase, glicoamilase e -glutamil transferase (HOUDRY et al., 1979). Maltase e 

glicoamilase são enzimas que participam da hidrólise dos carboidratos da dieta e 

estão presentes na rã-touro adulta e nos girinos (HOUDRY et al., 1979). A maltose 

liberada na hidrólise do amido pela amilase é hidrolisada em unidades de glicose, 

através da ação da maltase, presentes nas microvilosidades intestinais. Ainda 

segundo Houdry et al. (1979), a -glutamil transferase, por estar relacionada à 

hidrólise de proteínas, tem maior atividade nos adultos do que nos girinos. 

Os hormônios tireoidianos influenciam diretamente todas as mudanças 

ocorridas no trato gastroentérico, bem como a ativação ou inibição de genes causada 

por estes hormônios em tecidos alvo (DOMANSKI; HELBING, 2007). Os hormônios 

da tireóide, que estimulam o desenvolvimento do estômago, no intestino causam 

degeneração do epitélio primário e neoformação do epitélio definitivo (DODD; DODD, 

1976). As secreções enzimáticas relacionam-se principalmente com a hidrocortisona, 

insulina, gastrina e prostaglandina. Estas atuam diferentemente nos diversos órgãos 

do sistema digestório o que gera maior ou menor produção e liberação das enzimas 

digestivas (HOUDRY et al., 1996). 
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Objetivos 

 

Avaliar a atividade das enzimas catepsina-E gástrica, -amilase, tripsina e 

lipase pancreáticas, e maltase intestinal em cada estádio de desenvolvimento larval 

dos girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus), visando fornecer subsídios à 

nutrição. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no setor de Ranicultura do Centro de 

Aqüicultura da UNESP (CAUNESP), e no Laboratório de Enzimologia Aplicada (LEA) 

do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV / UNESP), Campus de Jaboticabal – São Paulo. O trabalho foi realizado entre 

Janeiro de 2009 e Dezembro de 2010. 

 

Animais experimentais 

Os girinos foram acondicionados em tanques com capacidade para 2000 litros, 

e a densidade utilizada foi de um girino para cada dois litros de água. A temperatura 

média da água dos tanques foi 27ºC. A alimentação fornecida foi ração comercial 

para peixes, constituída por 40% de proteína bruta, 8% de extrato etéreo e 6% de 

matéria fibrosa, fornecida três vezes ao dia até aparente saciação. Nos tanques 

também foi possível observar a presença de fitoplâncton que, inevitavelmente, fez 

parte da alimentação dos animais. Nos meses de janeiro, fevereiro, setembro e 

outubro de 2009 foram realizadas coletas semanais dos girinos, oriundos de pais 

diferentes e desovas diferentes. Estes foram separados por estádios de 

desenvolvimento, segundo a tabela de GOSNER (1960), dos estádios de 26 a 45. 

 

Obtenção dos extratos enzimáticos 

Para a obtenção dos extratos foram utilizados 100 animais de cada estádio de 

desenvolvimento, submetidos a um período de 24h sem fornecimento de ração. Os 

animais foram anestesiados em água com gelo a 4°C, decapitados e, em seguida, os 

estômagos e os pâncreas foram retirados congelados em nitrogênio líquido e 

armazenado a -70ºC, separadamente. 

Os 100 estômagos de cada estádio foram agrupados em “pools” e 

homogeneizados em homogeneizador OMNI GLH–2511, a proporção foi de um 

grama de tecido para 10 ml de água destilada. O homogeneizado foi centrifugado 

2000xg durante 2 minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi dividido em três 

alíquotas, congelado em nitrogênio líquido e armazenadas a -70ºC. Posteriormente, 
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as mesmas foram utilizadas para a determinação das atividades das proteases 

ácidas e da quantidade de proteína presente no extrato. 

Os 100 pâncreas de cada estádio foram agrupados em “pools” e 

homogeneizados em homogeneizador OMNI GLH–2511, em tampão Tris-HCl pH 

7,5; contendo CaCl2 50 mM, na proporção de 1 grama de tecido para 10 ml de 

tampão. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 xg por 10 minutos a 4ºC. Em 

seguida, o sobrenadante foi dividido em três alíquotas, congelado em nitrogênio 

líquido e armazenadas a -70ºC. Posteriormente, as mesmas foram utilizadas para a 

determinação das atividades da -amilase, tripsina, lipase e a quantidade de proteína 

presente no extrato. 

Os 100 intestinos de cada estádio foram homogeneizados em homogeneizador 

OMNI GLH–2511, em tampão Tris-HCl, pH 7,1 contendo manitol 50mM na proporção 

de 1 grama de tecido para 1 ml de tampão. O homogeneizado foi centrifugado a 

1000 xg por 30 minutos a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi dividido em três 

alíquotas, congelado em nitrogênio líquido e armazenadas a -70ºC. Posteriormente, 

as mesmas foram utilizadas para a determinação das atividades da maltase e da 

quantidade de proteína presente no extrato. 

 

Determinação da atividade das proteases ácidas 

A atividade das proteases ácidas foi determinada pelo método descrito por 

Inokuchi et al. (1991), com adaptações realizadas em nosso laboratório. 

A reação foi iniciada pela adição de enzima ao meio de reação contendo 

hemoglobina bovina acidificada a 2%, pH 2, incubada a 37°C durante 10 minutos e 

interrompida pela adição de ácido tricloroacético 3% (concentração final). A solução 

foi filtrada em papel Whatman nº42 e a absorbância foi determinada a 280 m. Em 

cada determinação foram incluídos controles sem adição de enzimas. Uma unidade 

de atividade enzimática (U.mg-1) foi definida e expressa como a quantidade de 

enzima que libera 1 μmol de tirosina por minuto por miligrama de proteína nas 

condições padrões do teste. 

 

 



27 
 

Determinação da atividade da -amilase pancreática 

A atividade da -amilase foi determinada a 37ºC, através da dosagem de 

maltose liberada a partir da hidrólise do amido pela enzima de acordo com Bernfeld 

(1955), com adaptações realizadas em nosso laboratório. 

As condições padrão de ensaio foram: tampão fosfato (20 mM, pH 6,9) 

contendo NaCl 7 mM, extrato pancreático e amido solúvel a 1%, volume final de 1ml. 

A reação foi iniciada pela adição do amido ao meio de reação e interrompida com 

adição de 1ml de solução contendo 1% de ácido 3,5-dinitrosalisílico, 8% de NaOH e 

30% de tartarato duplo de sódio e potássio. As amostras foram postas em banho-

maria em ebulição por 6 minutos, então foram resfriadas e diluídas em 10ml de água 

destilada. A absorbância foi determinada a 530 m. 

A reta padrão para determinação da maltose incluiu os padrões 0; 0,1; 0,4; 0,8; 

1,6; 2,0 mg de maltose/ml de solução. Uma unidade de atividade enzimática (U.mg-1) 

da -amilase foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 μmol 

de maltose por minuto por miligrama de proteína nas condições padrões do teste. 

 

Determinação da atividade de tripsina pancreática 

A atividade da tripsina foi determinada pelo método descrito por kakade (1974), 

com adaptações realizadas em nosso laboratório. 

Primeiramente, foi efetuada a ativação do zimogênio em tampão Tris-HCl 0,5M 

pH 8,0 contendo CaCl2 (50mM). Cada dosagem de 0,4 mL do extrato pancreático foi 

incubada com 0,08 unidades de enteroquinase (SIGMA®) a 37ºC por 5 minutos. A 

reação foi sempre iniciada pela adição de 1mL do substrato N-benzoil-DL-arginina-p-

nitroanilida (BAPNA, SIGMA®) ao meio de reação contendo o extrato ativado. Depois 

de 20 minutos, a reação foi interrompida pela adição de 0,2 mL de ácido acético 30% 

(v/v). Após centrifugação em microcentrífuga SPIN I durante 2 minutos a 4ºC, a 

absorbância foi determinada a 410 m. Em cada determinação foram incluídos 

controles sem adição de enzimas. Uma unidade de atividade enzimática (U.mg-1) foi 

definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 mol de p-nitroanilida 

por minuto por miligrama de proteína nas condições padrões do teste. 
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Determinação da atividade de lipase pancreática 

A atividade da lipase foi determinada continuamente, a 24ºC, em meio de 

reação contendo concentrações finais de p-nitrofenilpalmitato 0,5 mM, CaCl2 4,4 mM, 

taurodeoxicolato de sódio 2 mM, Triton X-100 2,5 mg, goma arábica 0,63 mg e 

excesso de colipase de rã-touro, em um volume final de 1 mL. 

A reação foi iniciada pela adição do extrato enzimático ao meio de reação e a 

liberação do produto foi determinada continuamente através da formação do íon p-

nitrofenolato, em 530 m, durante 80 segundos, em um espectrofotômetro Hitachi U-

200, equipado com célula termostatizável com variação de ± 0,1ºC. Em cada 

determinação foram incluídos controles sem a adição da enzima para se estimar a 

hidrólise não enzimática do substrato. As determinações foram realizadas em 

triplicatas sendo que as velocidades iniciais das reações consideradas constantes 

durante pelo menos 240 segundos, com menos de 5% do substrato sendo 

hidrolisado. 

Uma unidade de atividade (U/mg) de lipase foi definida e expressa como a 

quantidade de enzima que produz 1 mol de p-nitrofenolato por minuto por mg de 

proteína nas condições padrões do teste. 

 

Purificação parcial da colipase 

Para purificação parcial da colipase, foi utilizado o método descrito por 

Brockman (1981). 

Primeiro foi realizado a delipidação de 60 gramas de pâncreas de rã os quais 

foram triturados por um minuto e lavados três vezes consecutivas em solução de 

Clorofórmio-n-Butanol (9:1, v/v) à temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

desprezado e o precipitado lavado duas vezes com Clorofórmio-n-Butanol (4:1, v/v) a 

4ºC e posteriormente com acetona a 4ºC. Finalmente, o precipitado foi lavado com 

éter sulfúrico à temperatura ambiente, filtrado em funil de Büchnner com papel filtro 

Whatman no 1, seco sob filtração a vácuo a temperatura ambiente  e armazenado a -

20ºC. 

Para obtenção da colipase de rã parcialmente purificada, o pâncreas delipidado 

foram dissolvidos em 20 mL de H2SO4 0,1 M e mantido sob agitação constante por 
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uma hora à temperatura ambiente. Em seguida, a solução foi centrifugada a 

14.000xg por 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante ajustado para pH 7,0 com NaOH 5 M 

e centrifugado novamente. 

Após a centrifugação, foi adicionado lentamente ao sobrenadante a solução de 

(NH4)2SO4 até se obter 55 % de saturação. A solução obtida foi mantida sob agitação 

por 30 minutos a 4ºC. Em seguida, a solução foi recentrifugada a 2.000xg por 15 

minutos. O precipitado foi dissolvido em tampão Tris-HCl 2 mM, pH 6,5, sendo 

adicionado lentamente sob agitação etanol a 4ºC. Posteriormente, o precipitado foi 

centrifugado a 2.000xg e dissolvido em tampão Tris-HCl 2 mM, contendo 6 mM de 

taurodeoxicolato sódico, 0,15 M de NaCl, 1 mM de CaCl2 e 0,3 mM de azida sódica, 

pH 6,5. Alíquotas de 200 μL foram congeladas em nitrogênio liquido e armazenadas 

a -20ºC. 

 

Atividade da maltase intestinal 

A atividade da maltase foi determinada a 37°C, através da glicose liberada pela 

hidrólise da maltose de acordo com a metodologia descrita por Castillo (2004), com 

adaptações realizadas em nosso laboratório. 

As condições padrões foram compostas por duas gotas de tolueno e tampão 

fosfato (0,25 M) contendo EDTA (6,25 nM) e maltose (0,125 M) pH 6,5, com volume 

final de aproximadamente 1ml. A reação foi iniciada com a adição do extrato 

enzimático e interrompida após 30 minutos, transferindo-se os tubos para banho-

maria em ebulição, onde permaneceram por 2 minutos. Após o resfriamento, o 

material foi centrifugado a 2000xg durante 2 minutos a 4ºC, e o sobrenadante foi 

utilizado para dosagem de glicose no meio de reação, através do uso do kit (Glicose 

PAP liquiform) da Biodiagnóstica. Sendo que a absorbância utilizada foi de 505nm. 

A reta padrão para determinação da glicose incluiu os padrões 0; 0,1; 0,2; 0,3; 

0,4mg de maltose por ml de solução. Uma unidade de atividade enzimática (U.mg-1) 

da maltase foi definida e expressa como a quantidade de enzima que libera 1 μmol 

de glicose por minuto nas condições padrões do teste. 
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Dosagem de proteína 

A concentração de proteína foi determinada de acordo com o método descrito 

por HARTREE (1972), usando soroalbumina bovina fração V como padrão. 

 

Análise estatística 

Foram realizadas três repetições das atividades de cada estádio para obtenção 

dos valores médios. As médias de cada estádios foram analisadas pelo programa 

“SAS system” versão 9.0. Foram realizadas testes de homocedasticidade (Cramer-

von Mises), de normalidade dos erros (Levene), análise de variância (ANOVA One-

way) e teste de Tukey para comparação das médias das atividades de cada enzima 

a 5% de probabilidade. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os trabalhos relacionados à variação da produção e atividade das enzimas 

digestivas durante o desenvolvimento ontogênico em girinos são escassos na 

literatura. Altig et al. (1975), Houdry et al. (1979), Mineta et al. (1998) e Seixas-Filho 

et al. (2008) estudaram a presença das enzimas digestivas em L. catesbeianus, mas 

somente em alguns estádios específicos, Braga et al. (2004; 2005; 2006) avaliaram 

as atividades das enzimas em animais já metamorfoseados, e Leone et al. (1976) 

realizaram estudos com girinos durante a metamorfose, porém com espécies 

diferentes e, na maioria das vezes utilizando o conteúdo do lúmen intestinal ao invés 

do tecido alvo, o que dificulta a comparação dos dados. 

A eclosão dos girinos ocorre a partir do estádio 20 da tabela de Gosner (1960), 

neste estádio, os girinos ainda não se movimentam por natação, alimentando-se de 

suas reservas nutritivas (vitelo). O consumo total das reservas energeticas ocorre no 

estádio 25 (GOSNER, 1960), simultaneamente ocorre à maturação de estruturas 

anatômicas utilizadas na captura do alimento. Então, os girinos exotróficos passam a 

movimentar-se livremente à procura de alimento (MCDIARMID; ALTIG, 1999; 

DUELLMAN; TRUEB, 1986).  

Nas tabelas 1 e 2, observa-se que foi possível avaliar as atividades enzimática 

de -amilase (3,17 U.mg-1), tripsina (44,30 U.mg-1), lipase  (2,99 U.mg-1) pancreaticas  

e de maltase (26,99 U.mg-1) intestinal, em girinos de rã-touro a partir do estádio 26. 

Já a atividade das proteases gástricas,13,82 U.mg-1, só foi estudada a partir do 

estádio 28, pois não foi possível a obtenção de estômagos antes deste estádio 

,sendo estes os primeiros estádios em que o animal se alimenta. O que pode ser 

explicado pelo fato de que algumas são sintetizadas desde o início da alimentação 

enquanto outras têm sua expressão iniciada durante o desenvolvimento animal 

(HOUDRY et al., 1979; HOUDRY et al., 1996; LEONE et al., 1976; MINETA et al., 

1998).  
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Tabela 1: Valores de F, coeficiente de variação, probabilidade, testes de normalidade e 
homocedasticidade e médias das atividades das proteases ácidas, -amilase e lipase pancreática (em 
U/mg em μmol/mim/mg de proteína) de girinos de rã-touro (L. catesbeianus), nos diversos estádios de 
desenvolvimento. 

Estatística  Enzima 

  Proteases ácidas -amilase Lipase 
F  15,98(p<0,001) 15,98(p<0,005) 11,48(p<0,0001)
 Estádio Média 

Pré-metamorfose 

26 ------ 3,17hij 2,99efg 

27 ------ 1,95ij 5,32abcd 

28 13,82bcde 3,81ghij 4,29abcdef 

29 16,63bcd 7,99ef 3,97bcdef 

30 15,25bcde 4,51efgh 3,38defg 

Pró-metamorfose 

31 15,24bcde 7,60efg 6,41a 

32 13,61bcde 5,96fgh 4,60abcde 

33 14,74bcde 13,08cd 3,61def 

34 15,32bcde 10,21de 2,99efg 

35 16,09bcde 7,41efg 3,81cdef 

36 19,75abc 15,11c 4,04bcdef 

37 20,82ab 15,96c 4,05abcdef 

38 15,05bcde 28,19a 2,75fg 

39 21,71a 10,69de 2,24g 

40 12,38cdef 20,35b 4,92abcd 

41 15,04bcde 9,98de 5,26abcd 

Clímax 

42 9,60def 2,79hij 6,17ab 

43 5,41g 0,46j 5,84abc 

44 8,17ef 0,19j 6,03ab 

45 10,48def 0,38j 4,38abcde 

Cramer-von Mises  0.29(p<0,005) 0,11(p=0,07) 0,10(p>0,09) 
Coeficiente de variação  19,80 14,83 10,41 

*Médias seguidas de mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Tabela 2: Valores de F, coeficiente de variação, probabilidade, testes de normalidade e 
homocedasticidade e médias das atividades de tripsina pancreática e maltase intestinal (em 
U/mg= mol/mim/mg de proteína) de girinos de rã-touro (L. catesbeianus), nos diversos estádios de 
desenvolvimento. 

Estatística  Enzima 

  Tripsina Maltase 
F  39,78(p<0,001) 17,22(p<0,005)
 Estádio Média 

Pré-metamorfose 

26 44,30ghij 26,99fg 

27 30,73ij 51,58bcdef 

28 61,62efghi 48,37cdef 

29 109,00cdef 32,56defg 

30 56,55ghi 27,84fg 

Pró-metamorfose 

31 92,79cdefg 29,03efg 

32 59,18fghi 31,29defg 

33 128,62bcd 58,25abcd 

34 56,98ghi 79,89ab 

35 58,00fghi 37,20cdefg 

36 136,70bc 77,46ab 

37 111,58cde 64,14abc 

38 261,97a 81,62a 

39 141,63bc 77,39ab 

40 173,95b 65,70abc 

41 49,32ghi 57,47abcde 

Clímax 

42 38,19hi 45,96cdef 

43 13,37ij 14,98h 

44 5,85j 14,19h 

45 83,93defgh 24,05fg 

Cramer-von Mises  0,11(p>0,06) 0,04(p<0,25) 
Coeficiente de variação  19,60 19,56 

*Médias seguidas de mesma letra, não diferem pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
 

Durante os períodos de pré e pró-metamorfose houve aumento da atividade de 

proteases ácidas, mas em menor porcentagem em relação as demais enzimas 

(Figura 3), com valor máximo no estádio 39 (21,71 U.mg-1). Já a tripsina apresenta 

uma tendência de aumento durante os períodos precedem a metamorfose (Figura 4), 
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e no estádio 38 a atividade (261,97 U.mg-1) é de cerca de cinco vezes maior que a 

observada no início do experimento. 

 

Figura 3: Médias das atividades das proteases ácidas durante os períodos de desenvolvimento de 
girinos de rã-touro. 

 

 

A partir do estádio 31 (Figura 1) com início da pró-metamorfose, houve aumento 

significativo de cerca de nove vezes nas atividades da α-amilase e da tripsina (Figura 

4) sendo o estádio 38 o que apresentou os maiores valores, 28,19 U.mg-1
 e 261,97 

U.mg-1, respectivamente. 

Altig et al. (1975) observou aumento da atividade da lipase nos estádios 25 e 

37, comportamento esse semelhante ao mostrado na tabela 1. Entretanto a 

comparação das médias entre as atividades da pré e a pró-metamorfose revelou 

pequena diminuição da atividade da referida enzima (Figura 4). Comportamento 

similar foi observado por Seixas-Filho et al. 2008 para a lipase extraída do lúmen 

(quimo) intestinal, sugerindo que não se trata de um comportamento tecido 

específico e sim da expressão da referida enzima nos estádios analisados. Assim 

sendo, ainda não temos uma explicação definitiva para esse comportamento. 
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Figura 4: Médias das atividades de -amilase, tripsina e lipase pancreáticas durante os 

períodos de desenvolvimento de girinos de rã-touro. 

 

 

Durante a pró-metamorfose a maltase também teve sua atividade aumentada 

(Figura 5), sendo o estádio 38 onde a atividade apresentou maior valor 81,62 U.mg-1. 

Além da relação entre o início da alimentação e o aumento da atividade das 

enzimas, outra possibilidade que não deve ser descartada é que o perfil de atividade 

das enzimas dos girinos de rã-touro também pode estar associado com a maturidade 

das células do tecido exócrino do pâncreas e as alterações do tubo digestório. 

Segundo, Leone et al. (1976), somente a partir do estádio 29 é que ocorre o 

completo amadurecimento das estruturas responsáveis pela síntese e secreção das 

enzimas, o que ficou demonstrado neste trabalho, onde as enzimas estudadas, 

exceto a lipase, apresentaram maior atividade no período da pró-metamorfose 

(Figura 3, 4 e 5). Comportamento similar foi descrito por Seixa-Filho et al. (2008) ao 

estudar a atividade da tripsina em quimo de girinos de rã-touro, e aos na atividade de 

pepsina de L. catesbeianus nos estádios 25, 26 e 37 por Altig et al. (1975). 

É importante salientar ainda que entre os estádios 31 e 41 ocorre maior 

crescimento corpóreo dos girinos e aumento no consumo de nutrientes (ETKIN, 

1968), consequentemente faz se necessário um aporte maior de enzimas (Figura 3, 

4 e 5). O aumento no consumo de alimento e no tamanho dos girinos tem por função 

gerar reservas energéticas a serem consumidas no clímax metamórfico, período em 

que o animal não se alimenta (DUELLMAN; TRUEB, 1986). 
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Figura 5: Médias das atividades de maltase intestinal durante os períodos de desenvolvimento de 
girinos de rã-touro. 

 

 

Durante o clímax da metamorfose as atividades das proteases ácidas (5,41 

U.mg-1, estádio 43), tripsina (5,85 U.mg-1, estádio 44), α-amilase (0,19 U.mg-1, 

estádio 44) e da maltase intestinal (14,19 U.mg-1, estádio 44) diminuíram 

significativamente, o que pode estar relacionado com a não ingestão de alimento 

pelos mesmos neste período, sugerindo que nessa período a cauda a possível fonte 

de combustível metabólico (GONÇALVES et al. 2010). De fato, Albinati (1999) 

concluiu que o consumo relativo do alimento pelos girinos diminuiu no decorrer da 

metamorfose. Isto devido principalmente aos processos de desestruturação e 

reestruturação que ocorrem no pâncreas e as alterações morfológicas no estômago. 

Nos girinos de L. catesbeianus observa-se uma redução no comprimento relativo do 

tubo digestório. Segundo Nakaghi et al. (2006), o encurtamento do tubo digestório é 

da ordem de 75% (BROWN; CAI, 2007). Estas transformações coincidem com a 

mudança de onívoro/herbívoro para carnívoro (VIERTEL; RICHTER, 1999). 

Diferentemente da lipase que teve sua atividade aumentada, 6,17 U.mg-1. 

Comportamento similar foi observado por Seixas-Filho et al. 2008 para a lipase 

extraída do lúmen (quimo) intestinal, sugerindo que não se trata de um 

comportamento tecido específico e sim da expressão da referida enzima nos 

estádios analisados. Assim sendo, ainda não temos uma explicação definitiva para 

esse comportamento. 
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Com a modificação do hábito alimentar, as proteases deverão tornar-se mais 

importantes para os animais adultos do que as enzimas responsáveis pela digestão 

dos carboidratos (OLIVEIRA-BAHIA, 2008), assim como mostrado neste trabalho, ao 

final da metamorfose, estádio 45, as atividades voltam a aumentar (proteases ácidas 

10,48 U.mg-1, tripsina 83,93 U.mg-1 e maltase 24,05 U.mg-1) enquanto a da α-

amilase, 0,38 U.mg-1, não apresentou alteração significativa, estes comportamentos 

coincidem com os descritos por Houdry et al. (1979) e Braga et al. (2004; 2005). 

A atividade da lipase, 4,38 U.mg-1, voltou a diminuir, contudo foi observado por 

Braga et al. 2006 que após este período a atividade volta a aumentar aumenta 

novamente, o que deve estar relacionado a mudança do habito alimentar, pois os 

juvenis ingerem alimentos com maior quantidade de lipídeos. 

Serão necessários mais estudos sobre a influência da composição das rações 

sobre a produção enzimática e também estudos mais específicos sobre a variação 

da atividade da lipase para entender-se melhor seu comportamento. 
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CONCLUSÕES 

 

• Os resultados mostram que as atividades das enzimas estudadas variam ao 

longo do desenvolvimento dos girinos, o que pode ter importantes implicações para a 

criação desses animais. 

 

• O desenvolvimento do sistema digestório acarreta variação na atividade 

enzimática durante o período larval. 

 

• O aumento da atividade das enzimas proteolíticas capacita o animal a digerir 

principalmente proteína devido a mudança no hábito alimentar de onívoro/herbívoro 

para carnívoro que ocorre no final da metamorfose. 

 

• No período de pré e pró-metamorfose o girino é capaz de digerir doses 

crescentes de alimentos ricos em carboidratos, enquanto no clímax da metamorfose 

ocorre uma diminuição de sua capacidade de digerir alimentos dessa origem, 

provavelmente relacionado às mudanças do trato digestório. 

 
• Diante dos resultados obtidos, faz-se necessária a formulação de rações 

adequadas aos girinos, como forma de aumentar o rendimento/eficiência da digestão 

desses animais. 
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ANEXO 
 
Parecer da comissão de ética 
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