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A B R E V I A T U R A S 

CPS - carbamila fosfato sintetase I 

OTC - L-ornitina carbarnila transferase 

AS - L-arginina succinato liase 

L-arg - L-arginina 

GOT - L-glutamato oxaloacetatO transaminase (amino 

transferase} 

GPT - L-glutamato piruvato transaminase (aminotran~ 

ferase}. 

GDH - L-glutamato desidrogenase 

GSH - glutatião reduzido 

NADH - nicotinarnida adenina dinucleotídeo reduzida 

NAD+ - nicotinamida adenina dinuçleotídeo oxidada 

ATP - adenosina trifosfato. 

ns - nao significativo 
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I. INTRODUÇÃO 

h~st C:1~~-:,:: ,\ ~

~U;d~OJlv.~.ª 

AHINOÁCIDOS ESSENCIAIS E AMINO~CIDOS NÃO ESSENCIAIS 

A essencialidade de compostos nitrogenados na nutrição 

animal foi verificada em princípios do século Y~,quando uma dieta 

livre de proteínas foi oferecida a cães, levando-os em pouco tempo 

à morte. 

o desenvolvimento das técnicas de hidrÓlise de protei -

nas e separação dos seus constituintes, os aminoácidos, contribuiu 

para o esclarecimento desta essencialidade. Urna proteina tem seu va 

lor nutritivo na qualidade e quantidade de seus componentes. 

Rose & Scull (1938) usando dietas com misturas de amino 

ácidos purificados, em vez de proteínas, definiram o caráter de es

sencialidade: 11 um componente alimentar essencial é aquele que nao 

pode ser sintetizado pelo organismo animal, a partir de material OE 
dinariamente à disposição, em velocidade e extensão satisfatórias 

às exig~ncias de crescimento e manutenção normais". 

Para o rato em crescimento, dez aminoácidos são conside 

rados componentes alimentares essenciais (Dick, 1957). 



Aminoácidos essenciais 

li sina 

triptofano 

histidina 

fenilalanina 

leucina 

isoleucina 

treonina 

metionina 

valina 

arginina 
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Aminoácidos não essencials 

glicina 

alanina 

ser in a 

ácido aspártico 

ácido glutâmico 

pro li na 

hidroxiprolina 

tirosina 

cistina 

citrulina 

Em publicações sucessivas, Rose et alii (195Sa,b,c) ve-. 

rificaram as necessidades de aminoácidos essenciais para o homem 1 

que não diferiram das do rato albino. 

SÍNTESE DE A...\fiNOÁCIDOS NÃO ESSENCIAIS: FONTE DE AM0NIA 

Conhecendo os aminoácidos essenciais nos seus níveis mi 
nimos que mantem um crescimento máximo em ratos, Rose et alii (1949) 

investigaram quais as fontes .de nitrogênio para a" síntese dos. aJ[lino 

ácidos não essenciais. 

Os resultados vieram demonstrar que vários componentes 

n;i t:r:ogenados podiam ser util_izados para acelerar o crescimento do 

rato, quando a dieta só contém os aminoácidos essenciais em seus ní 

veis mínimos. A adição de sais de amônia, ácido glutãmico, glicina 

ou mesmo a ureia foram eficazes no ganho de peso dos animais, sendo 

a ureia que proporcionou o menor ganho de peso. 

Paralelamente, Lardy & Feldolt (1959) verificaram que a 

·suplementação com citrato de amônia a uma dieta de uma mistura de 

aminoácidos essenciais, em seus níveis mÍnimos, deu a mesma respos

ta ao crescimento de ratos que uma suplementação de urna mistura de 

aminoácidos não essenciais contendo as mesmas quantidades de nitro

gênio. 
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r-1ais tarde, foram publicados vários trabalhos com ratos 

em crescimento 1 recém desma.mados, alimentando-os com dietã.s conten

do os aminoácidos essenciais em seus níveis mínimos suplementados 

com vários campos tos nitrogenados como fontes de nitrogênio para. 

síntese de aminoácidos não essenciais. Os resultados destas experi

ências demonstraram que sais de amônia (acetato, citrato monoâcído, 

cloreto, lactato) glutamato rnonosódio, glicina e ureia foram basta~ 

te eficientes para liberar .. grupos alfa-amínicos utilizáveis para a 

biossíntese dos a'11inoãcidos não essenciais. 

Rose et alii (1955t.), em seus estudos sobre necessidades 

de aminoácidosessenciais, alimentaram homens com quantidades exag.!:. 

radas de glicina ou ureia em combi~ação com misturas de aminoácidos 

essenciais. A glicina e a ureia foram fornecidas corno fonte de ni

trogênio para síntese de aminoácidos não essenciais .. 

Rose & Dekker (1956) demonstraram que o nitrogênio urêi 

co foi-utilizado para síntese de aminoácidos não essenciai~ por ra

tos em crescimento quando nenhuma outra fonte de nitrogênio protêi~ 

co era disponível, num~ dieta que continha somente os dez aminoáci

dos essenciais em seus níveis mínimos., 

Dick (1957), em suas experiências com ratos albinos em 

crescimento, evidenciou o aproveitamento de nitrogênio não protêico 

na forma de citrato de amônia ou ácido aspârtico refletico em ganho 

de peso dos animais. 

Snyderrnan et alii (1"962), em seus estudos para determi

nar o fator nitrogenado limitante, utilizaram a proteína do leite 

em crianças. Entre outras conclusões, Snyderman demonstrou que a S.!!, 

plernentação de nitrogênio não específico contribuiu para a síntese 

de proteína, alimentando crianças corn.<;lieta de baixo conteúdo pro

têico - em que a ureia com lSN e cl6reto de amônia lSN foram ofereci 

dos. A incorporação substancial de nitrogênio marcado em proteína 

plasmática e hemoglobina resultou da alimentação de fonte de nitro

gênio não específico. 

Nos estudos de Korslund (1974), com alimentação protê!

ca suplernentada com ureia, confirmaram-se os resultados de Snyd~l:?. - ' . ~ 
rnan: um produto nitrogenado nao espec1.fico foi eficaz, fornecendo 

um valor nutritivo aparente de um alimento intacto como fonte de 
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proteína para indivíduos em crescimento. Tal fato leva-nos a consi

derar que fontes de baixo custo de nitrogênio não específico possa.."n 

ser utilizadas na suplementação de proteínas nas dietas dos homens, 

incluindo crianças. Portanto, há dados positivos quantoà utiliza

çã.o de nitrogênio não específico, quando numa mistura adequada de. 

aminoácidos essenciais, cada um destes em seus níveis mínimos, sao 

fornecidos para manter o crescimento em ratos e o balanço nitrogen~ 

do no homem. 

De acordo com Gallina et alii (1971), para que o nitro

gênio urêico possa ser aproveitado para síntese de aminoácidos nao 

essenciais,. são necessárias as seguintes etapas: 

1. hidrÕlise da ureia a amônia por bactéria intestinal; 

2. incorporação de amônia a alfa-cetoglutarato para ori 

ginar glutamato; 

··Jo · disponibilidade de alfa-cetoâcidos de aminoácidos - ' . . nao essencJ.aJ.s; 

4& transaminação destes alfa-cetoãcidos por glutamato. 

O efeito da restrição.protêica sobre a incorporação de· 

amÔnia 15N em prote!nas foi estudada por Richards et alii (1967) em 

indivÍduos saudáveis e urêmicos. Eles fazem referências a que a amô 

rda é a form::. em que o homem incorpora o nitrogênio urêico derivado 

da ~ação microbiana da flora intestinal. 

Giordano {1963), em suas experiências com indivÍduos u

rêmicos,. evidenciou que a ureia é potencialmente utilizada para sín_ 

tese de proteina e que nestes indivíduos o nitrogênio urêico acumu:.. 

lado pode ser usado para processos anabÕlicos, uma vez que lhes se• 

ja fornecida uma dieta adequada em calorias e um suprimento 

de aminoácid6s essenoiaiso 

..... 
mJ.nl.mo 

Giordano et alii (1966) citam que a incorporação de 15N 

em aminoácidos plasmáticos por pacientes urêmicos não foi impedida . 

quando a flora intest.inal foi· suprimida com paramomycina .. 

Giovanetti & Maggiore (1964) prepararam uma dieta defi;... 

ciente em nitrogênio e a suplementaram com mistura de aminoácidos· 

essenciais ou proteina de ovos, conseguindo alguns resultados posi• ·•· · 
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tivos: diminuição da azotemia e o balanço nitrogenado alcançou o e

quilÍbrio em alguns casos. 

SfNTESE DE AMINOÁCIDOS A PARTIR DE ALFA-CETO ANALOGOS 

Lardy & Feldott (1950) testaram a eficácia do alfa-ceto 

ácido correspondente à treonina, substituindo esta em dietas conten 

do citrato de amônia. Sugeriram que é o esqueleto peculiar dos áto

mos de carbono de cada uma destas moléculas que constitui o compo -

nente essencial nutritivo. 

Rose (1937, 1938) já havia feito especulação a este res 

Gallina & Dominguez (1971) observaram que, quando a in

gestão de carbohidratos foi reduzida na dieta, o nitrogênio urêico 

--nao corr:i,.giu o balanço nitrogenado. 

Richards et alii (1967) sugeriram que pacientes urêmi -

cos poderiam utilizar o nitrogênio da ureia endÕgena para a síntese 

de proteínas se lhes fosse oferecida uma dieta com os alfa-ceto anã 

logos dos aminoácidos essenciais. 

Rudman (1971) demonstrou que o homem pode converter o 

ácido alfa-ceto isovalérico e o ácido fenilpirúvico nos correspon 

dentes aminoácidos essenciais, valina e fenilalanina. 

Giordano et alii (1972) usaram cloreto de amônia lSN na 

dieta de pacientes sadios e pacientes urêmicos, para testar a capa

cidade do ácido alfa-ceto isovalérico e o ácido fenilpirúvico subs

tituírem os aminoácidos correspondentes. Suas conclusões são que, 

tanto os indiv!duos sadios como os indivÍduos urêmicos, são capazes 

de sintetizar valina e fenilalanina de seus ceto-análogos. 

Chow & Walser (1974) substituindo, numa dieta de uma 

mistura de aminoácidos, L-metionina, L-fenilalanina, L-leucina, L

isoleucina e L-valina por seus alfa-ceto análogos, demonstraram que 

estes podem,com vários graus de eficiência, substituir os aminoáci

dos correspondentes. A bactéria intestinal não pareceu ter um impoE 
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tante papel neste processo. 

COHO SE EXPLICA QUE A UREIA, UH CATADÓLITO NORHAL 

DO METABOLISNO NI'rROGENADO, POSSA SER FONTE DE NI 

TRO~NIO PARA SÍNTESE DE PROTEÍNAS? 

Todo o nitrogênio da dieta é uma fonte potencial de amô 

nia, um metabólito normal altamente tóxico para as células do corpo 

e da rnicroflora intestinal. Os animais livram-se da amônia conver -

tendo-a em produtos não tóxicos ou facilitando a difusão no meio am 

biente. Os mamíferos possuem um sistema enzimático especializado 

que transforma a amônia em ureia, produto catabÓlico natural dos a

nimais ureotélicos. (Visek, 1974). 

-Os ruminantes sao particularmente bem adaptados a con-

verter o nitrogênio urêico da dieta em amônia, que pode então ser 

utilizada em seu organismo para síntese de aminoácidos nao essen

ciais, ou para síntese tanto de aminoácidos essenciais como de a..'ll.i

noácidos não essenciais, pelas bactérias do rumen. Entretanto, é im 

portante o fato de que os animais monogástricos possam utilizar es

te nitrogênio na síntese de aminoácidos não essenciais para suas 

proteínas. A utilização é maior quando a dieta protêica é mÍnima e 

quando a necessidade é máxima, como nos animais em crescimento. Es

ta evidência tem sido testada- nos animais jovens por medida de 

crescimento e, com menor eficiência, em animais adultos, pelo balan 

ço nitrogenado. 

Várias espécies animais, como ratos [Bloch {1946); Rose 

e Dekker ( 19 56}] , gatos (Kornberg { 19 52)) , coelhos (King ( 19 71)] , 

carneiros Dcarver (1974)] , aves ~Featherston et alii (1962}] ,tou 

ros (Harrneyer et alii (1971)] e até. o homem, [Rose {1949, 1955c};Wal 

ser et alii (1959); Giordano (1963, 1966); Gallina (1971), Korslund 

(1974}) entre outras, ~~m sido estudadas, ou por crescimento, ou 

por balanço nitrogenado, a respeito da sua capacidade para incorpo

rar nitrogênio não protêico em suas proteínas teciduais. Os resulta 

dos sao muito divergentes. 

Chao et alii (1953) mostrara..~ que ureia marcada com 14C' 
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quando injetada em ratos adultos normais, é decomposta, e cerca de 

40% de 14co2 aparece nos gases respiratórios em 24 horas. O rato 

eviscerado decompõe a uréia comparativamente com menor velocidade. 

Henyhárd (1971), em suas observações clínicas, verifi

cou que o nível de ureia sanguínea segue uma curva de tempo tÍpica 

de saturação em pacientes urêmicos. Baseado nestas observações, fez 

experiências onde notou um efeito regulador da concentração da u

réia sobre a velocidade de produção de ureia, por fatias de fÍgado 

de ratos. 

Eggum et alii (1973) afirmam que a eficiência da alime_!! 

tação de animais monogástricos com nitrogênio não protéico depende 

muito da composição de aminoácidos da proteína da dieta. DaÍ os re

sultados divergentes obtidos por alguns pesquisadores. O nitrogênio 

não protêico, diz ele, poderá ser preferido para síntese deproteí

na mesmo quando o nitrogênio protêico estiver disponível na dieta , 

pois o aproveitamento de um ou de outro vai depender da capacidade 

de formação de grupos alfa-amínicos. 

Alguns pesquisadores têm investigado o efeito da alimen 

tação com ureia, em animais ruminantes, sobre as atividades das en

zimas do ciclo da ureia [chalupa et alii (1970), Prior et alii(l970) 

Salem et alii (1973)] • Harmeyer et alii (1971) interessaram-se so

bre o metabolismo da flora microbiana e do tecido do animal hospe -

dedro alimentado com ureia, verificando a composição de aminoácidos 

no plasma sanguíneo e composição de aminoácidos das proteínas micro 

bianas. 

O efeito da alimentação com ureia sobre os sistemas en

zimáticos responsáveis pela desintoxicação da amônia não foi inves

tigado nos animais monogástricos. Apesar dos estudos de Schimk.e 

(1962a,b, ·1963) terem revelado alguns dos mecanismos que poderiam 

fundamentar as adaptações a várias cargas de nitrogênio protéico, a 

importância do problema da toxidez da amônia permanece. Há necessi

dade de maiores esclarecimentos sobre a regulação da síntese da u

reia. 

O principal caminho da síntese da ureia de nitrogênio 

alfa-amínico no fígado de marnífero envolve a formação inicial de 

glutamato no citoplasma, por reações de transarnin~ção entre vários 

aminoácidos e alfa-cetoglutarato. o glutamato é transportado por um 
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sistema carregador especÍfico na matriz mitocondrial, onde ele é de 

saminado por reação com glutamato desidrogenase. As enzimas carbami 

la fosfato sintetase I e ornitina transcarbamilase estão localiza -

das na matriz mitocondrial, enquanto que as outras enzimas do ciclo 

da ureia são enzimas citopl~smicas. A sintese de citrulina é reali

zada na mitocondria. 

Sabe-se que a velocidade total de sintese de ureia em 

fígado de rato aumenta em resposta a uma dieta rica em proteínas.As 

atividades das enzimas do ciclo da ureia aumentam nestas condiçÕes 

úschimke, 1962a), Kravicka (1974)],cnmo as atividades de algumas ami 

notransferascs (Krebs), 1972). 

Pouco se conhece a respeito dos fatores que controlat;n a 

síntese da ureia (Schiwke (1964), Buttery (197l)l Tatibana (1972) , 

Krebs (1972, Krebs et alii (1973), Me Givan et alii {1973)] 

Neste trabalho propomo-nos: 

1) A investigar as mudanças que ocorrem na atividade 

das enzimas do ciclo da ureia e das enzimas relacionadas com.o meta 

bolismo de grupos amínicos, como as aminotransferases, glutamato pi 

ruvato aminotransferase e glutamato oxaloacetato aminotransferase , 

e a glutarnato desidrogenase, quando adicionamos ureia a uma dieta 

com proteína e a uma dieta sem proteina em animais monogãstricos, u 

tilizando ratos Wistar machos em nossas experiências. Uma vez que a 

necessidade da proteina para o crescimento é mais critica do que a

quela p;:~ra a manutenção, pareceu-nos mais indicado investigar o e

feito da suplementação de nitrogênio não protêico à dieta para os 

animais em crescimento. 

2) Tentar resp9nder a algumas perguntas como: 

a) A ureia exógena teria algum efeito sobre a sínte

se da ureia endÓgena? Este efeito seria uma re-
-pressao, com consequente·poupança de grupos alfa-

amínicos para síntese de aminoácidos nao essen 

ciais? 
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b) A ureia exógena induziria uma urease ,tecidual? Os 

estudos sobre a existência de uma urease na muco

sa gástrica são controversos [Lué:k (1924), Lind 

et alii (1964), Haramaa (1966), Aoyagi et alii 

(1966a,b), Evans et alii (1966), Delluva et alii 

{1968) 1 HéHler (1971)] .. 

c) Existe outro sistema enzimático especi~ico 

metabolismo da ureia? Muitos pesquisadores 

em reciclagem do nitrogênio urêico no homem 

chards {1972}, Rosenver {1975}]. 

para o 

falam 

(Ri-

d) A ureia teria um efeito direto ou intermediário 

sobre o metabolismo nitrogenado? 

Para responder a estas perguntas e assim esclarecer a 

natureza do fenômeno, nos propomos a executar os seguintes 

experimentai!): 

passos 

1} Usando dieta normoprotêica e dietas hipoprotêica e 

liVre de· proteínas, suplementadas com ureia, utilizando ureia em 

concentração isonitrogênica à dieta normoprotêica, avaliar a adapt.e_ 

ção enzimática com restrição total de proteína e com restrição par

cial. A variação do nível das seguintes enzimas foi examinada:. 

a) carbarnila fosfato sintetase I EC-2. 7. 2. 2a 

b) L-ornitina-carbamila transferase EC-2.1.3.3 

c) L-arginina succinato sintetase EC-6.3.4 .. 5 

d} L-arginina succinato liase EC-4.3.2.1 

e) L-arginase · EC-3.5.3.1 

f) L-glutamato desidrogenase EC;l.4.1.3 

g) L-glutamato: oxaloacetato aminotransferase EC-2.6.1.10 

.·h) ~_-glutamato: piruvato aminotransferase EC-2. 6 .1.12 

i) urease EC-3.5.1.5 

2) Usando dieta normoprotêica e normoprotêica suplemen

tada com ureia, avaliar o efeito direto da ureia sobre os níveis 

destas enzimas. 



II • .!'lATERIAL E !-lliTODOS 

1. ANIMAIS 

Foram usados em todas as experiências ratos. brancos, m~ 

chos, Wistar, procedentes do Biotério do Instituto Central de Bioci 

ências da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com a idade de 

30-35 dias. Os animais foram desmamados no período normal (24 dias 

da data do nascimento) e mantidos numa dieta para ratos(*), ad libi 

tum, até serem selecionados, de maneira que os grupos experimentais 

pesassem de 60-70 g, quando foi iniciado o tratarr~nto com a dieta 

purificada. Eles foram guardados em gaiolas individuais, numa sala 

com luz intermitente, com períodos de iluminação de 12h (6h-18h) 

temperatura de 229C e umidade relativa de 50-60%. 
' 

As gaiolas de telas de arame possuíam o fundo com espa-

ços entre os fios de arame de modo a permitirem que as fezes 

sem numa bandeja, para impedir a coprofagia. 

O alimento foi colocado em tijelas de cerâmica, 

cais-

-pro-

prias para pássaros, tendo na parte superior um orifício de mais ou 

menos 4 em de diâmetro. A~~im impedia-se que os animais dispersas

sem o alimento ou mesmo pudessem contaminá-lo com fezes cu urina • 

(*) (Ração para ratns do Moinho Guarany S/A - com a seguinte compo
sição (g) - protÍdios, 20%; lipÍdios, ~%r ~elulose, 5%; glicí -
dios, 52%; cálcio, 12,%; fÓsforo, 0,8%; sal marinho, 0,5%; man
ganês, 0,005.%; vitamina B1 , 1500 U.I. p/kg; vitami:,a B2 , 5000 
P.. g p/kg; vitamina D3, 1200 U.I. p/kg; vitamina A, 3000 U.I. p/ 

.~g; oligoelementos cnmo ferro, zinco, iodo, cobre e cobalto sob 
forma de traços). 
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Entretanto, quando o alimento, fosse dispersado, o fundo da tela de 

arame das gai_olas possibilitava correções apropriadas, recolhendo-o 

nas bandejas. A água era suprida por mamadeiras, presas externamen

te por ara.111.es, às quais já estava."11 habituados no Biotério de sua 

procedência. 

Tanto o alimento quanto a água foram consumidos ad libi 

tum. 

o consumo de alimento e as diferenças de peso dos ani 

mais foram determinados diariam~nte, à mesma hora (8 horas). 

Em um periodo normal de uma semana todos os animais re

ceberam uma dieta purifi,cada contendo 18% de caseina, em forma de 

farinha, para que se adaptassem ao isolamento e ao tipo de aliment~ 

-çao e assim fosse compensada qualquer falta de uniformidade na his-

tória dietética anterior ao periodo experimental. 

ApÓs este periodo, em que os animais alcançaram um peso 

corporal médio de 75-85 g, alguns foram sacrificados para a deterrni 

-naçao da atividade das enzimas propostas, considerando-se neste mo-

mento o tempo zero de nossas experiências. Os ratos restantes foram 

divididos em três grupos; Grupo A, foi alimentado com a dieta puri

ficada sem ureia; Grupo B, recebeu a dieta purificada suplementada 

com a ureia e o Grupo c, para efeito de controle, permaneceu com a 

dieta p1,1rificada usada no periodo de adaptação. A divisão em gru

pos foi feita ao acaso. 

Após sete dias, metade dos animais de cada grupo foi S.§!; 

crificada e depois de 14 dias do tempo zero, a outra metade foi tam 

hém sacrificada. 

Os animais foram sacrificados à mesma hora em cada ma

nhã, de maneira que as variações possiveis devido ao ritmo circadia 

no .fossem diminui das. 
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2. DIETAS 

A maioria dos trabalhos sobre metabolismo em ratos é o

missa ou há uma discrepância quanto às necessidades de alguns nutri 

entes componentes das dietas, Greenfield, H. et.alii. (1971). Um es

tudo sobre necessidades de vitaminas na dieta para ratos nos leva à 

mesma afirmação. 

As dietas foram preparadas tendo como base a dieta puri 

ficada para rato de Santos e Warner (1968), modificada. [Rose(l956) 

Warner (1962)]. 



ESTUDO COMPARATIVO DAS MISTURAS DE VITAMINAS UTILIZADAS EM DIETAS PARA RATOS 

mg/lOOg de dieta 
VITAMINAS 

Rose Rosen Harper(l959) Klain ··.wagner Santos Decken Itoh 
( 19 56) ( 19 59} Stucki(l962} (1962} (1962) ( 19 6 8) (1972) (1974) 

Tiarnina - HCl 0,500 1,000 0,500 2,2 20 01125 2f200 0,500 0,511 

Ribof lavina 1,000 1,000 0,500 2,220 2,200 0,500 0,511 

Âcido nicotinico o,soo 4,000 2 '· 500 10,000 1,500 9,9 00 2,250 2,499 

Âcido p-amino benzóico 30,000 20,000 11,100 11,000 2f500 

Pantotenato de c&lcio 2,500 6,000 2,000 40,300 0,800 6,600 1,500 1,997 

Piridoxina - HCl 0,500 1,000 0,250 2,220 0,120 2,200 0,500 Of246 

Inositol 100,000 15,000 10,000 11,100 11,000 2,500 9,996 

Âcido fÕlico 0,100 0,020 0,020 0,200 Ofl98 0,045 o f 017 

Cloreto de colina 200,00 200,000 150,000 166f500 75,000 165,000 37,500 lSOfOOO 

Biotina 0,010 0,020 0,010 0,044 Of044 o f o 10 Of008 

Cianocobalamina 0,002 0,003 0,5 * Of003 Of675 * lf7 * 
.Henadiona 0,200 0,050 5,000 o, 010 4f950 lfl20 OfOSl 

Ácido ascÓrbico 5,000 100,000 22f500 4f470 

Vitamina A 400 UI 2.000 UI 200 UI 1982 UI 450 UI 2.000 UI 

Vitamina D 200 UI 222 UI ? 220 UI 50 UI 200 UI 

ri - Tocofenol 2,500 10,000 11,100 6,000 11 UI 2f500 10,000 

PÓ de figado"Wilson"(l:20) 400,000 

6leo de f!gado de Halibut sofooo 500,00 

( *} .f-Vg 
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Composição e conteúdo de nitrogênio das dietas experimentais 

Ingredientes % Composição 

Caseína 18,00 18,00 9,00 9,00 

Amido de milho 51,30 57,50 69,30 75,50 60,30 66,50 
(r-1aizena Duryea) 

Ôleo de milho 5,00 5,00 5,00 5,00 5~"00 5, 00 
(Mazolla) 

Sacarose 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 
{açúcar União) 

Sais minerais(*) 4,00 4 ,o o 4,00 4,00 4,00 4,00 

DL metionina 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 

Mistura de vitaminas(**) 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 o ,27 

Ureia (45% N) 6,20 6,20 6,20 

Nitrogênio total 
{'~-**) 

4,75 2,40 2,38 0,17 3,79 1,40 

Nitrogênio como suplemento 2,25 2,38 2139 
(ureia} 

( *} mistura segundo Jones e Foster (1942) 

( **} mistura de vitaminas segundo Santos,A.C.(l968) 

( ***) g de nitrogênio nas dietas determinadas pelo método de Kje.!, 
dahl em três amostras. 

A diferença nas dietas residiu na substituição de fon

tes de nitrogênio por amido de milho e em dietas sem ureia e suple

mentadas com ureia, de maneira que mudanças no nível de proteína e 

todas as adições de ureia foram compensadas ajustando a percenta 

gem do amido de milho. Os regimes foram pratica1uente isocalóricos. 

Os sais minerais foram pesados em balança analítica e 

misturados em moinho de bolas até homogeneização completa. A mistu

ra foi armazenada em frasco escuro, bem fechado, para uso na prepa

ração de todas as dietas. 

As vitaminas, depois de pesadas, foram misturadas pre

viamente antes de serem :adicionadas aos outros ingredientes. 

Na preparação das dietas, cuidou-se de misturar o Óleo 
-de milho a sacarose primeiramente e, logo em seguida, foram adicio-
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nadas,gradualmente,a mistura de sais minerais e as vitaminas mistu

radas. Por Último, o amido de milho e a caseína foram incorporados 

aos poucos aos demais componentes. A mistura de todos os ingredien

tes foi feita numa grande bandeja alouçada e misturada com urna co

lher de aço inoxidável, de cabo longo. A dieta, assim preparada , 

foi introduzida num moinho de bolas para homogeneização; para isto 

movimentou-se mecanicamente o moinho durante 8 horas, ininterrupta

mente. 

As dietas foram conservadas a 69C na câmara fria, até o 

momento de uso. Para cada experiência preparou-se dieta nova. 

3. REAGENTES 

L-ornitina-HCl, L-alanina, L-aspartato (sal monopotás -

síio), L-citrulina, L-arginase, NADH- forma reduzida (sal dissódio), 

glutatião reduzido, N-acetilglutamato, diacetilmonoxima, do labora

tório Sigma Chemical Co.; Ácido ~ -cetoglutárico, 2, 4-dinitrofenil

hidrazirta 1 ácido pirúvico (sal de sódio) do Laboratório Merck; 1,2 

propanodiona-2-oxima, da Eastman Organic Chemicals, Rochester 3, N. 

Y.; ATP (sal dissÓdio}, carbamilfosfato (sal di li tio) , L-arginase , 

urease, L-argininosuccinato (sal de bario), da C.F. Boªhringer und 

Sõehne G.m.b.H., Mannheim, Germany. Todos os outros reagentes foram 

produtos comerciais, pro análise. 

As soluções dos reagentes foram feitas em volumes conve 

nientes e conservadas em porçoes para uso, no congelador a -209C I 

para evitar congelamento e descongelamento. Para a preparação da so 

lução de carbamil fosfato seguimos os cuidados citados por Nakamura 

e Jones (1970). 

A enzima ornitina transcarbamilase foi preparada de fí

gado de boi, segundo técnica descrita a seguir. 
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4. PREPARAÇÃO DA ENZIHA ORNITINA TRANSCARBAHILASE (EC 2 .1. 3. 3. car

bamila fosfato, L-ornitina-carbamila transferase) 

A técnica utilizada foi a de Burnett e Cohen (1957) ,com 

algumas modificações. 

4.1. Isolamento e purificação da enzima 

Foi usado fígado de boi, fresco, obtido de matadouro , 

transportado em gelo, dentro de 2 a 3 horas, após a morte do animal, 

para a preparação enzimática, Fora.In picadas, porções de lOOg cada 

wna, homogeneizadas com solução isotônica de KCl O,l5H gelada, na 
-proporçao de 1:3. 

A homogeneização foi feita a paixa velocidade num liqui 

dificador Walita durante 45 segundos para cada porção. Em seguida o 

homogeneizado foi filtrado com gaze dupla. Do filtrado reservou-se 

uma amostra (n9 1), depois de ter sido medido o volume. Nesta amos

tra foi dosada a proteína e determinada a atividade da enzima. 

O volume filtrado foi centrifugado em garrafas de aço 

inoxidável, numa Sorvall Superspeed RC-2B Automatic Refrigerated 

Centrifuge a 3000 x g por 45 minutos, usando-se o rotor GSA. 

O lÍquido sobrenadante foi despre~ado. As paredes das 

garrafas da centrífuga foram limpas com papel de filtro, para reti

rar as camadas de gordura, aderentes. 

O resíduo foi suspenso no volume original do meio homo

geneizante, misturado nas garrafas da centrífuga com ajuda de um 

bastão de vidro. Então, centrifugou-se novamente nas mesmas condi-
-çoes anteriores, mas durante 20 minutos. 

Este processo foi repetido. 

O resíduo lavado e suspenso em solução isotônica gelada 

de KCl O,lSM foi misturado em 10 a 15 volu.rnes de acetona gelada 

(-209C} em liq:ufdificador Walita a baixa velocidade durante 45 se-::. 

gundos. A mistura foi transferida a uma proveta e deixada em repou

so por 2 minutos. Em seguida procedeu-se à filtração em funil gran

de de Püchner cem sucçao por intermédio de uma bomba a vácuo. Antes 



17 

de completar a filtração, isto é, passar toda a mistur?. ~crua-aceto

na, o funil foi enchido com acetona gelada (-209C). 

O res!duo foi misturado levemente na acetona com um bas 

tão de vidro curvo em ângulo reto numa das extremidades. Quando o 

funil continha mais ou menos a metade do líquido, foi roherto com 

uma folha de papel plástico nerfurada e presa a ele com atilhos de 

borracha. A partir deste momento foram necessários aproximadamente 

15 minutos para a preparação parecer seca. A preparação do pÓ cetô

nico foi realizada em câmara fria. 

O conteúdo do funil de Büchner foi triturado com um bas 

tão de vidro e passado rapidamente por peneira de plástico fina, a 

temperatura ambiente, e recolhido sobre uma folha de papel de fil

tro. 

O pó cetônico resultante foi embrulhado levemente na f2 

lha de papel de filtro que foi colocada numa cápsula de porcelana 

em dessecador a vácuo, com sílica gel. Feito o vácuo, o dessecador 

foi guardado no refrigerador a -20C?c.<*) 

Após 2 dias, o pÓ cetônico foi pesado e fracionado em 

lotes de lOg. De cada lote foi extraída, duas vezes durante 30 minu 

tos, a enzima com lOOrnl de água destilada, desionizada, gelada, com 

agitação leve e constante, em câmara fria. Os extratos foram combi

nados e permaneceram em repouso para sedimentar a porção insolúvel. 

Decantou-se o sobrenadante para uma proveta, mediu-se o volume e 

foi retirada uma alíquota (n9 2) para dosagem de proteína e determi 

nação da atividade. O extrato aquoso foi transferido a um bequer 

que foi colocado num banho de água a 709C. 

, 

A temperatura da solução foi mantida a 659C durante 1 

minuto, com agitação constante (Jones (1962), Marshall e Cohen 

(1972ij; desta maneira a carbamilfosfoquinase, sensível a esta tempe 

ratura, foi inativada. A solução enzimática quante foi resfriada 

bruscamente numa mistura de água e gelo, a 49C. A proteína, desnat~ 

rada pelo aquecimento, foi retirada por centrifugação durante 15 roi 

(*) O pó cetônico conservou a atividade da enzima por mais de um 
ano guardado em dessecador a vácuo, a -209C. 
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nutos a 14500 x g na Sorvall, usando tubos de polietileno e o rotor 

ss~34. A solução sobrenadante contendo a enzima foi decantada num 

copo e seu volume medido. Depois de retirada uma alíquota (amostra 

n9 3) para posteriores exames, a enzima foi precipitada por sulfato 

de amônia em pó na proporção de 0,56g do sal por g de solução enzi

mática, resultando numa concentração de 80%. O sulfato de amônio 

foi colocado gradualmente com a solução em agitação mecânica, contí 

nua, em câmara fria. Depois de colocar todo o sal, prolongou-se a a 

gitação por 30 minutos. A proteína precipitada foi separada por cen 

trifugação na Sorvall, a~l4500 x g por 45 minutos. O precipitado do 

sulfato de amônia foi redissolvido num volume mínimo de tampão 0,02 

M Tris-HCl, pH 8,3. 

A solução enzimática foi distribuÍda em frascos em pe

quenas porções e congelada. Assim se evitou um congelamento e des • 

congelamento, não havendo queda significante na atividade da enzi

ma. por mais ou menos um ano conservando-a-a ;;;.209C. 

Antes do uso, uma porçao da enzima foi dializada contra 

tampão 0,02M Tris-HCl, pH 8,3, em camara fria, a 49C durante quatro 

horas, com duas trocas de tampão, para retirar o excesso de sal •. 

Experimentamos uma purificação com cromatografia em hi

droxilapatita que não nos ofereceu vantagens porque a enzima nao 

conservou a atividade por mais de quinze dias, de acordo com nossas 

observações. 

4.2. Ensaio da atividade da enzima 

A enzima catalisa a seguinte reaçao: 

NH 2 I 
NH

2 I 
NH2 I 

c ::: o + qH2 orni tina c ::::: o 

t 
t 

CH
2 

) NH 

O-Po
3

H2 I carbamil I 
r transferase ~H2 + P. 

J_ 

CH2 

~cido carbamil I H-C-NH 
f 2 CH 2 

I fosfÓrico COOH 
H-T-NH2 

L-ornitina COOH 

L- c i tru li na 
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A atividade da enzima pode ser medida por síntese de ci 

trulina de carbamilafosfato e L-ornitina, pela produção de ortofos

fato de carbamila fosfato ou por produção de bicarbonato ou amônea 

numa reaçao reversa, quando a citrulina é incubada com arsenato. 

o ensaio colorimétrico da atividade da ornitina trans -

carbamilase foi baseado na determinação do produto da reação, a ci

trulina, pelo método de Archibald modificado (1944). 

As preparações enzimáticas, foram diluÍdas, de modo 

obtermos concentrações da enzima onde, nas condições de ensaio, 

atividade fosse linear com o tempo de 30 minutos e originasse 

mais do que 0,5 micromÕis de citrulina. 

a 

a 
-nao 

Foi preparada uma mistura de incubação contendo: 2 par

tes de.tampão Tris-HCl 1M, pH 7,4, 1 parte de L-ornitina-HCl O,lM 

pH 7,0 e 1 parte de carbamilafosfato O,lM pH 7,0 [Nakamura e Jones 

(1970), Raijman {1974)]. 

Uma porção da solução enzimática foi incubada com O,lml 

da mistura de incubação descrita acima contendo 50 micromÕis de tam 

pão Tris-HCl pH 7,5, 2,5 micromõis de L-ornitina-HCl pH 7,0 e 2,5 

micromõis de carbamilafosfato dilitio pH 7,0; e água num volume fi

nal de 0,5 ml. Depois de 15 minutos a 389C a reação foi interrompi

da com 1 rol de solução 0,25M de ácido tricloroacético. Os tubos fo

ram centrifugados para separar a proteína precipitada. Uma alÍquota 

da mistura da reação de O,Sml foi retirada para a dosagem do produ-
-to da reaçao. 

Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a 

quantidade de enzima que formou 1 micromol de citrulina por minuto 

nas condiçÕes do ensaio. As proteínas foram determinadas pelo méto

do de Lowry e alii {1951), Laine {1957), com albumina bovina como pr~ 

teina padrão. Em todos os ensaios foram feitos testes dé controle : 

1) Sistema contendo enzima e tampão mas não substratos; 2) sistema 

contendo somente substratos~ 3} sistema contendo substratos mais 

enzima com solução 0,25M de ácido tricloroacético adicionada ao tem 

po zero. 

As amostras das diferentes etapas foram diluÍdas de ma

neira a produzir entre O , O 5 a O , 2 O p-M de c i trulina nas condiçÕes do 

ensaio. 
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5. PREPARAÇÃO 00 !vlATERIAL ENZIMÃTICO 

Os animais, mortos por decapitação em guilhotina, pela 

manhã, nao estavam em jejum. A retirada do fÍgado foi feita imedi.a

tamente após a morte, por incisÕes superficiais longitudinais e 

transversais ao. animal, depois de afastar o pêlo, tornando-se fácil 

o isolamento do referido Órgão. Também retiramos o estômago, intes

tino e rins, que for:>m cnnservados em gelo até o momento da pesagem 

e preparaçao dos homogeneizados. 

O fígado e os rins foram secados levemente em papel fil 

tro antes de serem pesados. 

5 .1 .. Homogeneizado do fÍgado. 

Após a pesagem do órgão tota1, retirou:-se 0,5g de cada 

fÍgado para homogeneização em água destilada desionizada (Griffin -

F!aleight ~·later deionizer - Gt. Britain) na concentração de 1/10 {g/ 

ml). A homogeneização foi efetuada mecanicamente num homogeneizador 

de Potter-Elvehjerti com pistilo de Teflon, (Potter {1955>) em câma

ra fria, com movimentos verticais lentos e velocidade constante, . du · 

rante 1 minuto, corr_espondendo a 35 excursões do pistilo. O homoge-

neizado foi transferido a um tubo gelado e centrifugado durante 10 

minutos a 5'36 ,6x. g' na centrífuga Janetzki K23 , refrigerada {29C). 

O sobrenadante foi decantado num tubo gelado e imediata 

mente foi retirada uma alíquota para outro tubo gelado que foi leva 

do ao congelador {-209C} para determinação da atividade da L.:..gluta

mato NAD+ (P) oxiduredutase e das transaminases, glutamato oxaloace 

tato aminotransferase e glutamato piruvato aminotransf~rase no dia 

seguinte. O resto do sobrenadante foi deixado no tubo de ensaio que 

permaneceu numa caixa de estiropor com gelo picado até ser usado pa 

ra determinação da atividade das outras enzimas. 

O tempo máximo de utilização do homogeneizado foi de 3 
... 

horas, apos a morte do animal. 

Antes havíamos testado uma homogeneização no homogenei~ 

zador de Potter-Elvehjem com pistilo de Teflon durante 15 segundos 

e logo a seguir no homogeneizador Virtis "45" (The Virtis Co. Inc. 
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Gardiner, N.Y.) com refrigeração externa, durante 1 minuto, para 

maior divisão do tecido, uma vez que algumas das enzimas a serem do 

sadas estão localizadas na rnitocondria, L-ornitina carbarnila trans

ferase [schnaitrnan & Greenwalt (1968), Cohen (1970)) carba..rnila fos 

fato sintetase I (Cohen e Hayano, 1948) L-glutarnato deshidrogenase 

[(Hogeboorn, C.H. & Schneider, H.c .. 1954; De Duve, 1962; Schnaitrnan 

& Greemvalt, 1968; Cohen, 1970);; Beaufay et alii (1959)]. 

- .... Assim, para maior rapidez em nossas preparaçoes enz1rna-

ticas e incubação dos sistemas, procuramos urna metodologia em que 

obtivéssemos um Único hornogeneizado para a determinação de todas as 

enzimas num tempo mínimo para podermos sacrificar 15 ratos cada vez. 

Desta maneira, teríamos em cada experiência 3 ratos em dieta contr2 

1e, 6 ratos em dieta purificada e 6 ratos em dieta purificada suple 

mentada com ureia. 

O meio de extração foi a água desionizada gelada, que 

também foi usado por Schirnke (1962a)Deosta1e e Tulpu1e (1969, 1969a) 

Raijman (1974) e de acordo com Schimke (l962a); para as enzimas do 

ciclo da ureia foi a preparação mais conveniente e que em nenhum ca 

so resultou em atividades significativamente mais baixas do que a

quelas obtidas por processos de extração com vários tampões e deter 

gentes. 

500mg de fÍgado foram suficientes para a determinação 

de todas as enzimas. 

Experimentamos a extração com uma solução de CTAB a 

0,1% (brometo de cetiltrimetilamonia) como recomendado por Brown e 

Cohen, (1959), mas a abandonamos por termos conseguido um esquema 

melhor, onde a metodologia era bastante mais simples e os resulta -

dos aproximados aos da literatura consultada. Neste estudo, não se 

tratava de obter valores absolutos para as atividades das enzimas , 

mas de mudanças relativas das atividades em função de alterações na 

dieta específica aos animais. 

Tamir e Ratner (1963) relacionam coletâneas de resulta

dos divergentes das atividades de algumas enzimas do ciclo da ureia 

em fÍgado de rato, entre vários pesquisadores. 
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5.2. Hornogeneizado do rim 

Após obtenção do peso total dos rins, pesou-se o,Sg pa

ra a preparação do homogeneizado •. 

A homogeneização foi feita nas mesmas condiçÕes do figa 

do, isto é, no homogeneizador de Potter-Elvehjem com pistilo de 'l'e

flon (35 excursões} e na concentração de lO% (g/ml). 

5.3. Homogeneização da mucosa gástrica 

sob água 

o estômago, logo após a excisão, foi aberto e lavado 

destilada desionizada gelada com jorro contínuo de um bar

· rilet~.4 na é~r.a.~;fr.ia. Em seguida, foi colocado sobre um papel 

filtro ,para retirar o excesso de água. 

de 

Sobre urna placa de vidro apoiada numa caixa de estiro -

por" cheia de gelo picado, o muco da mucosa gástrica foi retirado 

corri 'leve raspagem e a seguir a mucosa foi raspada, usando-se urna lâ 

mina de vidro para microscopia. Logo após, a mucosa foi pesada para 

fazer um hornogeneizado em água destilada desionizada gelada - numa 

concentração de lO% (g/ml). 

A homogeneização foi feita mecanicamente no homogeneiz~ 

dor de Potter-Elvehjem com pistilo de Teflon durante 15 segundos(lO 

excursões do pistilo) e o homogeneizado foi transferido a urna cube

ta gelada do"homogeneizador de Virtis "45". A homogeneização no ViE, 

. tis, com a cubeta envolvida em gelo picado, foi feita em 3 minutos, 

a 20.000 rpm.. O homogeneizado foi transferido a um tubo gelado para 

centrifugação na centrífuga Janetzki K23 refrigerada (29C} durante 

10 minutos a '536, 3:Kg ... Após a centrifugação o sobrenadante foi de

cantado num tubo gelado que foi conservado em gelo picado até o uso .. 

Sempre usamos uma mistura de mucosa de 3 estômagos para obtermos um 

volume de homogeneizado satisfatório .. 

·s.4. Homogeneizado da mucosa intestinal 

o intestino delgado, após a excisão, foi depositado num 

bequer gelado. Em seguida, foi lavado introduzindo-se água desioni• 

zada gelada por 1neio de uma. seringa. Duas po~ções de 20cm cada. uma 

foram cortadas e com um bastão de vidro de 250mm de comprimento.por. 
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3mm de diâmetro retirou-se o muco, empurrando-o para fora. Logo a

pós, a porção do intestino foi virada com o mesmo bastão e a mucosa 

sobre o bastão foi secada com papel de filtro para retirar o exces

so de água e mesmo retirar o muco que ainda permanecesse. O bastão 

de vidro envolto da porção de intestino com a mucosa exposta, foi 

apoiado numa placa de vidro sobre gelo picado e gradualmente a por

ção foi puxada sobre a placa com uma lâmina de vidro para microscó

pio, ao mesmo tempo que a mucosa ia sendo raspada. Consideramos o 

processo menos trabalhoso de que aquele proposto por Collares(l973). 

A mucosa foi pesada para se obter um homogeneizado na 

concentração de 5% (g/ml). 

A homogeneização foi feita nas mesmas condições da muco 

sa gástrica. 

6. CONDIÇÕES GERAIS DO ENSAIO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS 

As atividades de 9 enzimas foram medidas em várias di

luições do homogeneizado de fÍgado, tanto quanto possível, em con

centração Ótima de substrato e coenzimas e em pH Ótimo. As condi

ções foram caracterizadas por velocidade de reações que foram linea 

res durante o período completo de incubação. 

Nos homogeneizados de rim, da mucosa gástrica e mucosa 

intestinal foi investigada uma possível atividade ureasica. 

Para verificar as variações na atividade das enzimas em 

função do tempo foi feita uma curva, em lh30min, 3h, 6h30min após a 

morte do animal. Uma amostra do homogeneizado foi congelada imedia

tamente após o término da preparação do homogeneizado e a atividade 

da enzima foi determinada após 24h e uma semana de congelamento. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata. 

O volume dos sistemas enzimáticos variaram de 0,50 a 

2,0ml para as incubações, de acordo com a atividade das enzimas a 

dosar. Os tubos destapados foram colocados em banho maria a 379C , 

sem agit~ção. As reat::"Ões foram paralizadas com solução 0,25M, 0,50M, 
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2,5H e S,OH de ácido tricloroacético e toda a prote!na prer'ipitada 

foi separada por centrifngacão durante s.mint::tos a 3.500 rpm, na 

centrifuga Janetzki T32A, de acordo ~om a metodologia para cada en

zima, Entretanto, para a determinação da atividade da <:rlutamato de

sidrogenase, o volume do sist-ema enzimático foi de 2ml, incubado em 

cubetas de quartzo, com tampa, à temperatura de 239C. A velocidade 

da reação foi verificada com registro automático da oxidação.de 

NADH, no espPctrofotometro Specord uv-vrs, JENA em 340nm .. 

O material enzimático para determinação da atividade de 

algumas enzimas foi necessário ser diluído, e está especificado na 

própria técnica. 

Para cada sistema enzimático foram feitos os testes se

guintes: mistura de incubação completa; mistura de incubação com ho 

mogeneizado; mistura de incubação sem substrato e mistura de incuba 

ção completa mais solução de ácido tricloroacético, considerando-se 

·este o tempo zero da reação enzimática. Uma unidade de·atividade en 

zímâtica foi definida como a quantidade de enzima que cataliza a 

formação de 1 micromol. de produto das reações: citru;lina, ureia, a

mônia, piruvato de NAD+ por hora nas condições do ensaio, de acordo 

com os substratos utilizados. 

As atividades das enzimas foram calculadas por peso úmi 

do de figado (g), por peso .úmido total do fÍgado, por peso úmido do 

fÍgado por lOOg de peso corporal (peso relativo ao fígado) e por mi 

ligrama de proteína. 

A proteína foi determinada pelo método de Lowry et alii 

(1951) modificado. 



Sistemas enzimáticos 

Carbamila fosfato 
sintetase I 

L-ornitina carbamil 
transferase 

Arginina succinato 
sintetase 

~rginina succinase 

L-arginase 

L-glutamato desidrog~ 
nas e 

Glutamato oxaloacetato 
amino-transferase 

Glutamato piruvato 
aminotransferase 

Urease 

CONDIÇÕES DE ENSAIO DAS ENZIMAS 

Composição 

tris-Cl, 50 micromóis; ATP~ 10; Mg c1 2 , 10; 
GSH, 8; KHC0

3
, 40; NH

4
Cl, 10; L-ornit1na,5; 

N-acetil-gluearnato, 5; OTC, 40 UE. 

tris-Cl,· 50; carbamila fosfato, 2,'5; L-orni 
tina, 2, 5. 

K2 HPOa,50; MgS04 ,5; ATP,5; citrulina, 5; L
aspartato, 5; L-arginase, excesso. 

K
2

HP0
4

, 50; L-arginina succinato, 1,75; 
arginase, excesso. 

L-arginina, 250; Mncl2 , 1. 

tris-acetato, 20; EDTA 0,020; NH 4CL,l00; 
NADH, O ,1; «: -cetoglutarato, 40. 

L-

K2 HP0 4 , 100; ac. aspártico, 100; '111(.-cetoglu
taratd, 40. 

K2 HP0 41 , 100; L-alanina, lOO;r;:x -cetoglutara
to, 4u. 

K2HP0
4

, 300; EDTA, 0,02; ureia, 150. 

Volume 
ml 

0,5 

0,5 

0,5 

0,5 

1,0 

2,0 

1,5 

1,5 

2,0 

pH 

7,5 

7,5 

7,8 

7,8 

9,7 

8,0 

7,4 

7,4 

7,0 

Temperatu Produto 
ra 9C final 

37 citrulina 

37 citrulina 

37 ureia 

37 ureia 

37 ureia 

23 NAD+ 

38 piruvato 

38 piruvato 

40 amônia 

Comprimento 
de onda nm 

490 

490 

540 

490 

540 

340 

490 

490 

630 
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7. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DAS ENZI~lliS 

7.1. Carbamila fosfato sintetase I - EC-2.,7.2.2. ATP: carbamato 

fosfotransferase 

A atividade desta enzima, que converte amônia e bicarbo 

nato em carbamila fosfato, foi medida pela velocidade de formação 

de citrulina num sistema acoplado contendo ornitina e ornitina 

transcarhamilase, isolada de fígado de boi pelo método de Burnett e 

Cohen (1959} modificado, descrito antes. 

Num volume final de O,Sml, a mistura de incubação conti 

nha 0,3ml dos substratos e cofatores cuja concentração era: tampão 

Tris-HCl pH 7,5,50 micromóis; ATP pH 7,0,10 micromóis; HgCL2,lo mi

cromóis, GSH pH 7,0,8 micromóis; KHco
3

,40 micromóis, NH 4Cl,l0 micr.E, 

mÕis;.L-ornitina-KCl pH 7,0,5 micromóis; N-acetilglutamato pH 7,0, 

5 micromóis e 40,0 unidades de OTC de fÍgado de boi, livre de carba

milfosfoquinase,preparada por nós. o homogeneizado foi usado em 

duas concentrações, 25~ e 56~1, em duplicata em cada determina

ção. O volume final de 0,5ml da mistura de incubação foi completado 

com água destilada desionizada. Dado que o GSH, devido ao grupo tiõ 

lico, reduz a cor desenvolvida na reação entre o produto form~do , 

citrulina,e a. diacetilmonoxima, foram feitos quatro tÚbos controle 

da mistura de incubação sem enzima, de modo a ser usada, na curva 

padrão de citrulina, uma alíquota igual.à das amostras dos tubos 

com mistura de incubação completa. A incubàção foi feita durante 30 

minutos a 379C e a reação foi interrompida coro 1 ml de solução 0,25 

M de TCA em cada tubo. Uma alíquota de 0,5ml da mistura de incubação 

desproteinizada foi utilizada para a dosagem de citrulina. 

Foram usadas misturas controles desproteinizadas no tem 

po zero e incubadas na ausência de N-acetilglutamato. 

7.2. L-Ornitina transcarbamilase - EC-2.1.3.3 - carbamil fosfato: 

L-ornitina carbamila transferase 

O ensaio da enzima foi feito de acordo com Nakamura e 

Jones (1970) modificado. Num volume final de O,Sml, a mistura de in 

cubação continha 50 micromóis de tampão Tris-HCl pH 7,5; 2,5 micro

móis de carbamila fosfato dilitio pH 7 ,O e 2,5 micromóis de L-orni

tina-HCl pH 7,0, homogeneizado, diluido 1:25, completando-se o volu 
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.. 
destilada desionizada. o volume do homogeneizado foi de me com agua 

25 pl 50~1. ApÓs incubação de 15 minutos 379C, - foi e a a reaçao 

interrompida com 1 ml de solução de TCA 0,25!4. A citrulina foi dosa 

da em alíquotas de O,Sml de mistura de incubação livre de proteínas. 

7.3. ArCJinina succinato sintetase - EC-6.3.4.5 - L-citrulina; L

aspartato ligas e (Ar-11') 

O ensaio desta enzima foi feito de acordo com Brown e 

Cohen (1959) com pequena modificação. O sistema enzimático para a 

determinação da atividade compreendeu uma série de reações consecu

tivas catalisando a condensação de aspartato e citrulina, originan

do argininosuccinato, posterior clivagem do Último e subsequente a

ção da L-arginase com produção de ureia. 

Num volume de O,Sml, o sistema continha: 50 micromóis 

de tampão fosfato de potássio pH 7,8; 5 micromóis de sulfato de ma.sr, 

nésio; 5 micromóis de ATP pH 7,0; 5 micromóis de citrulina pH 7,0 ; 

5 micromÓis de L-aspartato pH 7,0; um excesso de arginase. O homoge 

neizado foi adicionado em diluição conveniente completando o colume 

final de lml. o tempo de incubação foi de 60 minutos a 379C, e a 

reação foi·paralizada com l,Sml de solução 0,25M de TCA. Uma alíqu.9. 

ta de lml foi usada para a dosagem de.ureia pelo método de Archi 

bald modificado (1945). 

7.4. Arginina succinase - EC-4.3.2.1 - L-arginina succinato argi 

nina-liase 

O sistema de ensaio foi uma modificação de Brown e · Co-

hen (1959). 

Num volume de O,Sml, a mistura de incubação continha : 

50 micromóis de tampão fosfato de potássio pH 7,8; 1,75 micromóis 

de argininasuccinato pH 7,0 com solução de KOH antes do uso, exces

so de arginase, homogeneizado e água. Incubação foi durante 30 min~ 

tos a 379C e a reação foi interrompida com l,Oml de solução 0,5~1 de 

ácido tricloroacético. Foram usadas alÍquotas de 0,5ml de mistura 

livre de proteínas, para determinação da ureia, com diacetilmonoxi-

ma. 
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7.5. L-arginase- EC-3.5.3.1- L-arginina amidina hidro1ase 

... 
Para o ensaio da atividade da L-arginase, seguimos o me 

todo de Schimke (1970) com alguma modificação. A enzima foi primei

ro ativada, incubando-se 0,90ml do homogeneizado com O,lOml de solu 

ção O ,lH de I'1nC1
2 

a 559C durante 5 minutos: a seguir, centrifugou

se durante 10 minutos à temperatura ambiente. Do sobrenadante, reti 

raram-se amostras (lO~ e 20 ~1) e cada uma foi incubada durante 

10 minutos a 379C, com l,Oml de solução 0,25H de L-arginina pH 9,7 

contendo MnC1 2 na concentração de O,OOlM. 

A reação foi interrompida com 2,5ml de solução 0,5M de 

ácido tricloroacético. AlÍquotas apropriadas de O,l0-0,25ml foram~ 

sadas na dosagem da ureia pelo método de Archibald (1945) mcdif~ca

do. 

7.6. Glutama~o-desidrogenase - EC-1.4.1.3 - L-glutamato NAD(P) 

oxidoredutase 

O método de nesaio foi de F~1ien e Cohen (1970). A velo 

cidade de oxidação de NADH foi medida espectrofotome:tt:.:i=amente a 340 

nm do espectrofotómetro Specord u~r-vrs, JENA, com· cubetas de quart

zo de 1 c~ de comprimento, durante 5 minutos, a 239C. 

A mtstura de jncubação continha, num volume de 2ml, t<l!E 

pão Tris acetato pH 8,0, 20 micromÕis, EDTA 0,02 micromóis ou 20 na 

!lomóis, NH
4
cl 100 micromóis; NADH 0,1 micromóis ou 100 micromóis , 

recentemente preparada; ol -cetoglutarato pH 7,0, 40 micromóis; água 

e homogeneizado dflu:fdo a 2*· 

Como em todos os ensaios enzimáticos, as determinações 

foram feitas em duas concentrações de homogeneizado (100 yv1 e 200 

fJ' 1) e fizeram-se controles sem C( -cetoglutarato. 

7.7. L-Grutamato: oxaloacetato transaminase- EC-2.6.1.10- L

glutamato: oxaloacetato amino transferase 

Método de Tonhazy e col. (1950) com algumas modifica 

çoes. Um volume de 1,5ml continha 100 micromóis de ácido aspártico 

pH 7,4; 100 micromóis de fosfato dipotássico pH 7,4; 40 micromóis 

de ~-cetoglutarato, homogeneizado e água. A incubação ocorreu du

rante lO minutos a 389C e a reação enzimática foi interrompida com 
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O,lml de solução 5M de ácido tricloroacético. Um dos produtos da 

reação, oxaloacetato, foi medido como piruvato depois da descarboxi 

lação com citrato de amônia, de acordo com o método descrito na sec 

ção de identificação dos produtos de reaçao. 

7.8. L-Glutamato: piruvato transaminase - EC-2.6.1.12 - L-gluta

mato: piruvato amino transferase 

Método de Tonhazy e col. (1950) modificado. As mesmas 

condições e reagentes do processo para determinação da glutamato: 

oxaloacetato transaminase foram usadas, apenas substituindo 100 mi

cromóis de ácido aspártico por 100 micromÓis de L-alanina. 

7.9. Urease - EC-3.5.1.5 - Ureia amido hidrolase 

A técnica usada foi baseada no mêtodo de Lind & Martin

son (1964) modificado. Um volume de 2ml continha 150 micromóis de 

ureia; 300 micromóis de tampão acetato de sÓdio pH 5,4, com EDTA 

20 nM 1 ou 300 micromóis de tampão fosfato de potássio com EDTA 

20_ nM, pH. 7, O e homogeneizado diluído. o tempo de incubação foi de 

40 minutos a 409C. A reação foi interrompida com O,lOml de solução 

5M de ácido tricloroacético. Após centrifugação, uma al!quota•de 1 
/ 

ml do sobrenadante foi usada para a determinação de amônia pelo mé-

todo de Chaney e Marbach (1962} modificado. 

8. !~TODOS DE IDENTIFICAÇÃO E DOSAGEM DOS PRODUTOS FORMADOS NAS REA 

ÇÔES ENZI!~TICAS 

Os sobrenadantes límpidos das misturas dos sistemas de 

incubação, livres de proteínas, foram analisados para a determina -

ção da atividade das enzimas em função dos produtos formados nas 

reações enzimáticas: citrulina, ureia, amônia ou piruvato, de acor

do com o sistema enzimático. Para cada determinação foi feita curva 

padrão em duplicata com os padrões correspondentes. 
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8.1. Dosagem de citrulina 

A citrulina foi dosada pelo método de Archibald (1944) 

modificado, usando-se aliquotas apropriadas dos sobrenadantes. A 

2ml da solução aquosa das al!quotas, juntamos lml da mistura ácida 

(ácido sulfÚrico concentrado e ácido fosfÓrico xaroposo a 85% na 

proporção de 1:3). Após misturar, adicionou-se O,l25ml de solução 

aquosa de diacetilmonoxima a 3% e agitou-se o tubo. Em seguida, to

dos os tubos, fechados com bolas de· gude, foram colocados em banho 

de água fervente, durante 30 minutos. Após resfriamento em água fri 

a (lO minutos), as densidades óticas das soluções coradas, do prod~ 

to formado entre a citrulina e a diacetilmonoxima, em solução 
... . 
ac~-

_,._ 
da, foram lidas em 490nm, no espectrofotometro Spekol, Jena, com 

cubetas de lcm de comprÚnento. (Porque o produto formado é sensível 

ã luz, todo o processo foi realizado no escuro). Uma curva padrão 

de citrulina contendo concentrações de 0,05 a 0,5 micromóis foi in

cubada ao mesmo tempo que as amostras dos ensaios enzimáticos. 

Há linearidade exata somente entre 0,10 a 0,35 micromó

is. Em concentrações menores e maiores, a relação entre a concentr!!. 

ção e a densidade Ótica não é perfeitamente linear. 

8.2. Dosagem de ureia 

A ureia foi determinada pelo método de Archibald (1945) 

modificado por Schimke (1970). Usamos 0,25ml de solução aquosa das 

alÍquotas dos sobrenadantes das misturas de incubação, livres de 

proteínas. Juntamos 3ml da mistura ácida diluida {ácido sulfÚrico 

concentrado, 90ml e ácido fosfórico xaroposo a 85%, 270ml completag 

do com água o volume de 1 litro) e O,lOml da solução de 1-fenil-1:2 

propanodiona-2-oxima a 3% em etanol. Os tubos foram agitados, fecha 

dos com bolas de gude, em seguida.colocados em banho de água ferven 

te durante 30 minutos. Após resfriamento (10 minutos), as densida 

des Óticas das soluções coradas foram lidas no espectrofotometro 

Spekol, Jena, a 540nm com cubetas de lcm de comprimento. Fez-se sem 

pre uma curva padrão de ureia nas concentrações de 0,125 micromóis 

a 1,00 micromóis, junto com as amostras. Como no método anterior(d.2_ 

sagem da citrulina), a cor desenvolvida na reação é sensível ã luz, 

e por isso todo o processo foi realizado no escuro. 
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8.3. Dosagem de amônia 

A determinação de amônia foi feita pelo método de Cha -

ney e .Harbach (1962) modificado. Num volume aquoso de lml de alÍqu;2_ 

ta dos sobrenadantes adicionou-s~ 2ml do reagente.A, misturou-se e 

acrescentou-se 2ml do reagente B. Novamente misturou-se durante 20 

minutos em banho de água a 559C. Diluiu-se a solução corada com 10 

ml de água destilada e a densidade. ótica foi lida no espectrofotôm1:. 

tro Spekol a 625nm em cubetas de lcm de comprimento. A curva padrão 

de sulfato de amônia, continha de 0 1 05 a 0,3 micromóis de amônia. 

Reagente A- 4,7g de fenol 

6mg de nitroprussiato de sÓdio 

dissolver e completar volume de lOOml com 
água destilada -

Reagente B - 2g de hidróxido de sÓdio 

2ml de solução de hipoclorito a 5% 

dissolver e completar volume de lOOml com 
água destilada 

8.4. Dosagem de ácido pirúvico 

Após a reação enzimática ser interrompida com solução 

de ácido tricloroacético 5M, acrescentou-se O,lml de solução de ci

trato de anilina recente, com agitação, aguardando-se 10 minutos , 

Dick {19701 •. A seguir, juntou-se 0,5ml de solução de 2,4-dimitrofeni 

lhidrazina a 0,1% em solução de ácido clor!drico 20% (V/V). Mistu

rou-se bem, deixou-se em repouso durante 5 minutos. A extração do 

composto formado foi feita adicionando-se 2,0ml de tolueno e agita~ 

do fortemente o tubo, tendo o cuidado de fechá-lo com rolha de bor

racha, em seguida centrifugou-se durante 5 minutos. Da camada de t;2_ 

lueno retirou-se uma al!quota de lml para um tubo de ensaio, conte~ 

do 5ml de solução alcoólica de hidróxido de potássio a 2,5%, prepa

rada recentemente. Misturou-se e a leitura das densidades Óticas 

foi feita no espectrofotômetro Spekol a 490nm em cubeta de lml de 

comprimento. A curva padrão continha de 0,25 a 2,0 micromóis de ãci 

do pirúvico. 
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8.5. Dosagem de NAD+ 

xidada 

A determinação dA nicotinamida adenina dinucleotídeo o

(NAD+) foi feita pela queda da absorbância em 340nm no sis 

tema completo de incubação, durante 5 minutos a 259C, usando o es

pectrofotômetro Specord UV-VIS, Jena, com cubetas de quartzo de lcm 

de comprimento, com registro automático, usando-se água como branco. 

Um teste do sistema enzimático sem "" -cetoglutarato acompanhou to

das as determinações. 



III. RESULTADOS 

1. VARIAÇÃO NA ATIVIDADE DE ALGUMAS ENZIMAS DE HOHOGENEIZADO DE FÍ

GADO DE RATO, EM FUNÇÃO DO TEMPO E DO CONGELAMENTO DA AHOSTRA -

GEM. 

Com o objetivo de determinar as atividades de várias en 

zimas num mesmo animal, fez-se necessário verificar as suas ativida 

des, em função do tempo e do congelamento da amostra (homogeneizado 

de fÍgado), como se pode observar da Tabela 1. 

(1 

Tempo 

(h) 

1,5 

3,0 

6,5 
* 24,0 
* 168,0 

semana) 

( *) Amostras 
neizado, 

TABELA 1 

Efeito do tempo e congelamento sobre a ativiãade 

das enzimas de fígado de rato após amostragem 

Glutamato: Glutamato: 
oxaloaceta piruvato 
to amino-- amino
transferase transferase 

% de atividade 

100,00 100,00 

92,08 92,27 

84,59 95,79 

99,09 105' 19 

80,26 92,48 

congeladas imediatamente 
.. 

apos 
conservadas a -209C. 

L-arginase L-glutamato 
desid:::-ogenase 

100,00 100,00 

83,05 111,11 

63,00 110,00 

96,90 107,30 

95,10 99,20 

a preparaçao do homoge-
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a) as aminotransferases, glutamato-piruvato aminotrans~ 

ferase e glutamato oxaloace.tato aminotransferase não tiveram suas a 

tividades diminuídas, conservadas, 24 horas, no congelador a -209C. 

Krebs (1972) observa que teve resultados mais consistentes para as 

aminotransferases após o congelamento a -l89C provavelmente devido 

à destruição da membrana mitocondrial. Os dados por nós obtidos CO!!, 

firmam os resultados da estabilidade da glutamato oxaloacetato ami

notransferase a 09C, em sangue de ratos, por Tulpule et alii (1958); 

b) a L-arginase mostrou-se bastante sensível ao tempo 

de amostragem, como Schimke (1962a) já havia observado, com queda 

acentuada da atividade. O mesmo não ocorreu de maneira significati

va com a amostra congelada, 24 horas a -209C; 

c) a L-glutamato desidrogenase aumentou a atividade a

pôs 3,0h da amostragem, resultado que não concorda com o de Salem 

et alii (1973) para a glutamato def!lhidrogenase de fígado de bezerro; 

d) o tempo de uma semana de congelamento das amostras 

produziu uma redução de 20% na atividade da glutamato oxaloacetato 

aminotransferase, observando-se menor redução nas outras enz.imas. 

Os sistemas enzimáticos foram incubados no prazo de 1,5 

a 3 horas após a morte do animal na seguinte ordem: L-arginase, car 

bamila fosfato sintetase I, arginosuccinase, arginino succinato sin 

tetase, L-ornitina carbamila transferase e urease. A atividade das 

demais. ,enzimas foram determinadas após 24 horas de congelamento ime 

diato a -209C., · ... 

2. EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO DE UREIA Â DIETA PURIFICADA SOBRE O CRES 

·citvlENTO, INGESTÃO DE ALH-1ENTOS, PESO RELA'l'IVO DO F! GADO E DO RIM, 

PROTEfNA HEPÁTICA E PROTEfNA RENAL DO RATO, NUM PERfODO DE 14 

DIAS (Tabela 2} 

2.1. Efeito sobre o crescimento 

Os ratos alimentados com a dieta purificada contendo c.e_ 

seína a 18% suplementada com ureia mostraram um menor crescimento 

em relação aos ratos alimentados com a dieta purificada sem ureia.O 

mesmo aconteceu com os animais alimentados com caseína a 9% suple -

mentada com ureia. Entretanto aqueles animais alimentados com dieta 
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sem caseina suplementada com ureia, perderam menos peso comparados 

com os animais alimentados com dieta sem caseina e sem ureia. Os 

resultados nao foram significativos estatisticamente (Figura 1). 
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Fig. 1. Crescimento dos ratos em diferenças d~ peso (g) 

em função das dietas, em 14 dias. 
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2.2. Efeito sobre ~ ingestão do alimento 

Quanto à ingestão do alimento houve uma certa preferên 

cia para as dietas suplementadas com ureia (Tabela 2). Sendo signi 

ficativo o valor entre as dietas sem caseína com ureia e sem casei 

na e sem ureia (P <-o, 01). 

O consumo cotidiano do alimento foi mais importante nos 

ratos mantidos com dieta suplementada com ureia. Em função do tem

po, a ingestão do alimento diminuiu nos animais com dieta livre de 

proteínas (Tabela 3). 

2.3. Efeito sobre o peso relativo do fígado e a proteína hepá-

tica. 

A resposta ao peso relativo do fígado nos animais ali

mentados com dieta purificada suplementada com ureia, só pareceu 

significativa (p < -0,01) na dieta sem caseína, em relação aos ani 

mais com dieta purificada sem ureia. 

Entre os animais alimentados com as dietas purificadas 

suplementadas com ureia, observa-se um aumento gradativo do peso 

relativo do fígado quando a quantidade de caseína decresce na die

ta. Isto nao se observa em relação à proteína total hepática des

tes animais, considerando o peso relativo_do fígado. 

2.4. Efeito sobre 2 peso relativo do rim e da proteína renal. 

O peso relativo do rim diminui gradativamente, de acor 

do com a quantidade de proteína da dieta, entretanto não ocorreu o 

mesmo quando as dietas com concentrações proteicas diferentes fo

ram suplementadas com ureia. 

Os níveis de proteína renal total sao sempre maiores 

nos animais alimentados com dieta purificada suplementada com ureia. 

Foi feita análise da variância para cada parâmetro, p~ 

so do animal, peso do fígado, peso do rim, ingestão de alimento, 

concentração de proteína no fígado e no rim. A significância de di 

ferenças entre os grupos individuais foi determi-nada pelo teste pa 

drão de Student. 



Dieta 

caseína 18% 

caseína 18% 
+ ureia 

case!na 9% 

case!na 9% 
+ ureia 

case.Ína O% 

caseína O% 
+ ureia 

caseína 18% 
X 

case.Ína 18% 
+ ureia 

caseína 9% 
X 

caseína 9% 
+ ureia 

caseína 0% 
X 

caseína 0% 
+ ureia 

TABELA 2 

Efeito da suplemantação de ureia à dieta purificada sobre o crescimento, ingestão 
de alimento, peso relativo do fígado e do rim, proteína hepática e proteína renal, 
em rato, durante 14 dias. 

A Peso 
g 

Ingestão de 
alimento 

g/dia 

+ 31 1 4 2.:!:. 1 1 5O .. < 15 ) ( 3 ) J.l 1 Ü 5 +O 1 3 5 ( 4 ) 

+31,76:t,2,47(7) 

+18,10_±1,89(4) 

+14.56.±2,24(5) 

-15,66.:!:_0,95(5) 

-12,96+0, 73 (lO) 

11,37_:!:0,68 

9,91_:!:0,47 

11,16+0,40 

5,98.:!:.0,57 

8,02.:tO,l3 

p.r.f. (1) 
g 

' ( 2) 
p.r.r 

g 

5,01.:!:,0,15 1,32±0,03 

4,98.:t0,08 1,35_:!:0,02 

5,41.:!:.0,31 1,25.:!:.0,06 

5,31+0,27 1,42.:!:.0,04 

4,73.:!:.0,29 

5,73.:!:.0,19 

1,21.:!:.0,05 

1,32_:!:0,09 

Proteína hepática 
mg/g de te- total 
cido úmido mg/fÍgado 

203,0.:!:.4,08 

198,q_:!:8,53 

189,1.:!:.9,22 

182,0.:!:.5,41 

173,4:t,6,95 

165,6_:t3,84 

1064,09 

996,86 

1023,3 

966,4 

499,05 

580,57 

Proteína renal 
mg/g de te- total 
cido Gmido mg/rins 

127,4.:!:2,71 

142,6:!:,4,62 

140,3.±2,82 

133,7:!:,5,23 

ll0,6.:!:_tl,70 

125,0.±2,48 

16 81 l 

19 2,5 

175,4 

189,8 

133,8 

165,0 

Niveis de significância(S), p menor do que 

ns 

ns 

ns 

ns ns ns 

ns ns -0,05 

-0,01 -0,01 -0,001 

(1) peso umido do fÍgado (g) x 100/peso corporal(g) 
(2) peso umido do rim (g) x 100/peso corporal(g) 
{3) número de animais 

ns 

ns 

ns 

(4) os reRultados são valores médios com seus erros padrÕes 
(5) teste t de Student 

-0,01 

ns 

-0,05 
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TABELA 3 

CONSUHO DE ALII<lENTO {g/dia) 

DIAS DE DIETA 
TIPO DE DIETA 

o 7 14 

Caseína 18% 11,02(70)+0,22 0,30 11,05(15)+0,35 
(Controle 

10,25{22).:!:: 

Caseína 
+ ureia 

Caseína. 

Caseína 
+ ureia 

Caseína 

Caseína 
+ ureia 

Caseína 
C-aseína 

Caseína 
Caseína 

Case in a 
Caseína 

18% 10,16 (16),:t 0,36 11' 3 7 ( 7) ±0 '6 8 

9% 

9% 

0% 

0% 

18% 
18~ 

9% 
9% 

0% 
0% 

11' 6 ~ ( 6 ) .:!:: o-' 58 - 9 ' 91 (6 ) .:t 0,47 

11,75(6)+0,45 ll,lG(6),:!: 0,40 

8' 6 8 ( 12).:!:: 0,18 5 , 9 8 ( 6 ) ±O , 5 7 

10,59(ll),:t 0,38 8,02(11).:!::. 0,13 

NÍveis de significância, p menor do que 

versus ns ns 
-+ ureia 

versus ns ns 
+ ureia 

versus 0,01 0,01 
+ ureia 

Os resultados são va.lores médios- com seu erro padrão 

médio. 

Entre parênteses: -numero de animais na experiên-

cia. 
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3. DETERHINAÇÃO DA ATIVIDADE DAS ENZH1AS 

Como foi descrito em Material e M~todos, para cada enzi 

ma, foi determinada a linearidade da formação do produto da reação 

em função da concentração de proteínas e do tempo. 

A maneira de expressar a atividade enzimática parece 

ser importante, num estudo sobre variações de sistemas enzimáticos. 

Se observarmos a TABELA 4 encontramos uma uniformidade 

de resultados nos pesos dos fÍgados dos an~mais alimentadds sem ca

seina se considerarmos o peso relativo do fÍgado, isto ~' o peso do 

fígado em gramas multiplicado por 100 e dividido pelo peso do ani

mal. O mesmo ocorre considerando-se os pesos relativos dos rins (T~ 

bela 5). 

TABELA 4 

Peso (g) de fígado e de rins de ratos alimentados com 

dieta livre de proteínas, durante 14 dias 

Ratos peso fÍgado peso relativo rim peso relativo 
(g) ( g) do fÍgado(g) (g) dosrins (g) 

1 59,6 3,00 5í03 0,66 1,11 

2 67,0 2,91 4,34 0,74 1,10 

3 57,1 2,67 4,67 0,75 1,31 

4 58,5 3,09 5,28 0,69 1,18 

5 64,2 2,78 4,33 0,66 1,03 

TABELA 5 

Peso (g) de fÍgado e de rins de ratos alimentados com 
dieta norrnoprotêica (18% de caseína) , durante 14 dias 

Ratos peso fi gado peso relativo rim peso relativo 
(g) (g) do fÍgado(g) (g) dosrins (g) 

1 115,3 5,46 4,73 1,58 1,37 

2 115,4 4,91 4,25 1,51 1,31 

3 116,2 5,60 4,81 1,55 1,33 

4 127,6 6,59 5,17 1,74 1,36 

5 117,7 5,46 4,64 1,64 1,39 
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3.1. Carbamila fosfato sintetase I EC-2.7.2.2a 

As misturas de incubação desproteinizadas no tempo zero 

e aquelas incubadas na ausência de N-acetilglutamato não produziram 

citrulina. 

De acordo com os resultados apresentados na TABELA 6 há 

diferenças significativas na atividade da enzima quando as dietas 

com proteínas a 9% (P < -0,01) e sem proteínas (P < 0,05) são supl!§:_ 

mentadas com _ureia, o_que não ocorreu quando a dieta continha 18% 

de proteínas. O efeito da concentração de proteínas sobre a ativid~ 

de da enzima foi aquele já observado por outros pesquisadores. A en 

zima é adaptativa com respeito à carga de proteínas. (Figura 2). 

3 .. 2. L-ornitina transvarbamilase EC-2.1.3.3. 

(TABELA 7) Embora fosse observada uma maior atividade nas dietas 

com proteínas suplementadas com ureia, esta não foi significativa 

estatisticamente. !-1as, a dieta livre de proteínas, a atividade dimi 

nuiu (P < 0,01). Pode se observar também que com as dietas a 9% e 

O% de case!na a diferença na atividade da enzima não é significati

va (Figura 2). A atividade da enzima diminuiu em função do tempo da 

dieta, quando esta foi livre de proteínas (Figura 3) (Tabela 13). 

3.3. Arginina-succinato, sintetase EC-6.3.4.5 

vária-s tentativas foram feitas para a determinação da 

atividade da enzima. Os pesquisadores não estão de acordo com a téc 

nica de dosagem. Os resultados encontrados com a técnica eleita nao 

são muito convincentes e preferimos omiti-los. 

3.4. Arginina succinato liase EC-4.3.2.1 

Considerando os resultados em unidades enzimáticas por 

f!gado de rato, encontramos uma queda na atividade da enzima de a

cordo com a concentração de proteínas na dieta. A suplementação de 

ureia nas dietas só foi significativa quando a dieta não continha· 

proteínas (Figura 2) .(TABELA 8). 
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3.5. L-arginase EC..:..3.5.3.1 

(TABELA 9) Não houve diferenças significativas na atividade da L

arginase com suplementação de ureia às dietas, embora a atividade 

tenha diminuído, de um modo geral. Quanto à atividade de acordo com 

a concentração de proteínas, foram confirmados os resultados já ob

tidos por outros autores (Figura 2). A atividade da enzima em fun

ção do tempo, aumentou na primeira semana para depois diminuir nas 

dietas livre de proteínas e na dieta com proteína suplementada com 

ureia (Figura 3) (Tabelal4). 

3.6. L-glutamato desidrogenase EC-1.4.1.3 

A enzima mostrou um aumento na atividade nas dietas com 

9% e O% de caseina suplementadas com ureia. Quanto à concentração de 

proteinas houve diferença significativa não considerando os result~ 

dos de unidades enzimáticas por mg de proteinas (Figura 2) # (TABELA. lO). 

3.7. L-glutamato oxaloacetato amino transferase EC-2.6.1.10 

Não houve diferença na atividade das enzimas quando adi 

cionamos ureia às dietas. Quanto à concentração de proteínas nas 

dietas, observamos uma diferença significativa entre as dietas com 

proteinas e sem proteínas. (P < 0,01) (Figura 2),(TABEIAll). 

3.8. L-glutamato piruvato amino transferase EC-2.6.1.12 

(TABElA 12) Esta amino transferase foi mais sensível à concentração 

de proteínas na dieta. Houve diminuição da atividade enzimática com 

a suplementação de ureia às dietas, sendo esta bastante evidente na 

dieta sem caseína (p < 0,01) (Figura 2}. A atividade da enzima dimi 

nui. em função do tempo da dieta quando esta foi livre de proteinas 

(Figura 3) (Tabela 15}. 

3.9. Urease EC-3.5.1.5 

Em homogeneizados de fígado e de rim os testes de con 

trole, revelaram amonia endogena, nas concentrações de 6,48 micro 

móis e 7,77 micromóis, respectivamente, Não se observou atividade 
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ureásica em nenhum dos homogeneizados de fígado e de rim dos ratos 

alimentados com as diferentes dietas. 

Em homogeneizados da mucosa gástrica, os testes de con

trole foram praticamente nulos, não detectando-se amônia endÓgena • 

Atividade ureásica, nas diferentes dietas, não foi revelada. 

Em homogeneizado de mucosa intestinal, também os resul

tados foram negativos quanto à atividade ureãsica. 
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Efeito da concentração de proteínas da dieta 
e efeito da suplementação de ureia à dieta , 
sobre a atividade das enzimas no fígado de 

rato. 
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Figura 2~ .Atividades das enzimas no fÍgado de ratos durante 

14 dias (TABELAS 6,7,8,9,10,11 e 12). Atividade 

especifica é dada como o número de unidades por 

miligrama de proteína. 



45 

TP~BELA 6 

Resposta da atividade da carbamila fosfato sintetase I (EC-2,7.2. 

2a - ATP: carbamato fosfotransferase) de homogeneizados de fÍgado 

de rato a mudanças na dieta com supler::tentação de ureia ( l). 

UE( 2 ), I g 
UE/ UE/ u-z/ Dieta de 

tecido úmido fígado peso relativo mg de do fÍgado{3) proteína 

caseína 18% 326+ 8(5) 1566+74 1587+53 1,52+0,01 
(12) ( 4) 

... 18% 325+21 1639+103 1570+95 1,59.:t_0,08 case~na 

+ ureia {11) 
... 9% {6) 170+14 829+32 877+52 0,87.:t,0,07 case~na 

• 9% 222+17 1041+55 1242+101 1,27+0,04 case~na 

+ ureia (6) 
... 0% {12) 118+6 345+10 627+27 0,67+0,02 case~na 

... 0% 92+8 321+18 529+31 0,56.:t_0,05 case~na 

+ ureia (11) 

NÍveis de . . f. ... . (6) 
s~gn~ ~canc~a , p, menor do que 

... 18% case~na 

X ns ns ns ns ... 18% case~na 

+ ureia 
• 9% case~na 

X -0,05 -0,01 -0,01 -0,01 .... 
9% case~na 

+ ureia 
• 0% case~na 

X 0,05 ns 0,05 0,05 ... 
0% case~na 

+ ureia 
... 18% case~na 

X 0,001 0,001 0,001 0,001 ... 
0% case~na 

(1) tempo da dieta - 14 dias 

(2) UE - Uma unidade enzimática representa um rnicromol de produto forma-
do por hora nas condições do ensaio. 

(3) peso umido do f.Ígado(g) x 100/peso corporal{g) 

(4) número dos animais 

(5) os resultados são valores médios com seus erros padrÕes 

(6) teste t de Stüdent. 
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TABELA 7 

Resposta da atividade da L-ornitina carbamila transferase (EC-2.1.3.3) 

de homogeneizados de fígado de rato a mudanças na dieta, com suplemen-

Caseína 18% 
(14) (4_) 

Casei.na l8a 
+ ureia (lO) 

Caseína 9% (6) 

Case!na 9% 
+ ureia {6) 

Caseína 0% (6) 

Caseína 0% 
+ ureia (11) 

- d . (l) taçao e urela . 

Atividade Enzimática 

UE( 2 )/g de 

tecido Úmido 

X 10 2 

118,62:_5,7 (5) 

143,9+7,5 

5410+316 

61,6+5,1 

64,5.::_7,2 

27,0.:!::,1,6 

UE/f ... lgado 

X 10 2 

608,9+43,0 

735,1+49,1 

200,32:_35,8 

291,8+29,0 

174,0::!=_14,4 

90,2+5,1 

UE/peso rela
tivo do figa

do (3) 

X 10 2 

598,2+34,3 

696,2+33/3 

294,2+16,9 

333,6+26,2 

332,8::!=_26,7 

UE/rng de 
proteína 

70,37+2/08 

28/33+2/18 

33,65+2,57 

32,71±_3,30 

NÍveis de significância(G), p menor do que 

Caseína.18% 
X 

Caseína 18% 
+ ureia 

Caseína 9% 
X 

Caseína 9% 
+ ureia 

Caseína 0% 
X 

Caseína 0% 
+ ureia 

Caseína 18% 
X 

Caseína 0% 

ns 

ns 

o;o1 

0,.01 

(l) tempo da dieta - 14 dias 

ns ns ns 

ns ns ns 

0,01 0,01 0,01 

0,01 0,01 0,01 

(2) UE - uma unidade enzimática representa um micromol de produto forma 
do por hora nas condiç6es do ensaio 

{3) peso do fígado (g) x 100/peso corporal (g) 

(4) número de animais 

(5) os resultados são valores médios com seus erros padr6es 

(6) teste t de Student. 
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TABELA 8 

Resposta da atividade da L-arginina succinato liuse (EC 4.3.2.1) de 

homogeneizados de figado de rato e mudanças de dieta suplementada 

com ureia(l). 

Dieta UE (2) 
I g de 

tecido Úmido 

Atividade Enzimática 

UE/ 
fi gado 

LTE/peso re
lativo do 
fígado ( 3) 

UE/ mg de 
proteí 
na 

Caseina 18% 383,0~20,0{ 5 ) 
{12) {4) 
easeína 18% 253,9~17,2 
+ ureia {12} 

1833,0~113,4 

1420,42:_70,4 

1885,2~112,4 1,782:_0,10 

1371,2+60,3 1,41+0,10 

Case!na 9%{6) 217,7+13,7 
Caseína 9% 252,0+13,7 
+ ureia{6) 

Caseína 0%{6) 284,9+19,8 
Caseína O% 299,6+15,8 
+ ureia{6) 

1152,4+89,5 
1185,8+50,2 

827,0+79,8 
1097,7+58,7 

1212,3+67,0 
1335,8+55,2 

1581,0+148,5 
1802,8+114,5 

N.. . d . . f. - . { 6 } d 1ve1s e s1gn1 1canc1a 1 p menor o que 

Caseína 18% 
X 

Caseína l8% 
0,01 0,01 0,01 

+ ureia 

Caseina 9% 
X ns ns ns 

Caseína 9% 
+ ureia 

Caseina 0% 
X ns -0,05 ns 

Caseína 0% 
+ ureia 

Ca.seina 18% 
X 

Caseína 0% 
0,01 0,01 

{1) tempo de dieta - 14 dias 

1,14+0,06 
1,38+0,06 

1,52+0,11 
1, 76+0, lO 

O, O. 

-0,05 

ns 

(2) UE - uma unidade enzimática representa um micromol de produto forma-
do por hora nas condiç~es do ensaio 

(3) peso do fígado{g) x 100/peso corporal{g) 
{4) número de animais 
(5} os resultados são valores médios com seus erros padr~es 
(6) teste t de Student 
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TABELA 9 

Resposta da atividade da L-arginase {EC-3.5.3.1 L-arginina ureia hidro-

1ase) em homogeneizados de fígado de rato a mudanças de dieta sup1emen

tada com ureia( 1 ) 

Dieta 

Caseina 18% {15) {4) 

Caseina 18% 
+ ureia {7) 

Caseina 9% (4) 

Caseina 9% 
+ ureia (5) 

Caseina 0% (5) 

Caseina 0% 
+ ureia (lO) 

UE( 2 ) /g 
de tecido 

úmido 

58,4+3,2 

51,4+3,7 

51,5+3,8 

30,0,±.2,5 

25,4+0,9 

Atividade enzimática 

DE/fígado 

X 10 3 

368,1±_14,1 

332,6+27,7 

264,2+17,1 

252,0+12,7 

86,3,±. 6,2 

88,9+ 3,8 

UE/peso re
lativo do 
fígado {3) 

X 10 3 

312,1,±.16,4 

295,5+13,3 

279,6+21,8 

271,8,±.20,1 

140,2+ 7,0 

145,4+ 5,6 

UE/mg de 
proteína 

322,66+18,57 

293,69+10,63 

272,70+16,69 

281,92,±.15,48 

172,28.± 8,23 

154,54+ 6,99 

Níveis de significância (6 ), p menor do que. 

Caseina 18% 
X 

Caseina 18% 
+ ureia 

Caseina 9% 
X 

Caseina 9% 
+ ureia 

Caseina 0% 
X 

Caseina 0% 
+ ureia 

Caseina 18% 
X 

Caseina 0% 

ns 

ns 

ns 

0,01 

{1) tempo de dieta - 14 dias 

ns ns ns 

ns ns ns 

ns ns ns 

0,01 0,001 0,01 

(2) UE-uma unidade enzimática representa um micromol de produto formado 
por hora nas condições de ensaio 

(3) peso do fígado (g) x 100/peso corporal .(g) 

(4) número de animais 

(5) os resultados s~o valores m~dios com seus erros padrões 

(6) teste t de Student 
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TABELF ... 10 

Resposta da atividade da L-glutamato desidrogenase (EC-1.4.1.3 L-glu

tamato NAD+(P} oxiduredutase) de homogeneizados de fígado de rato a 

mudanças de dieta suplementada com ureia(l). 

Atividade enzimática 

Dieta UE( 2 );g de teci UE/peso re1a- UE/mg de UE/ ... d 
úmido 

- f1ga o do tivo do fi proteína 
gado ( 3) 

X 10 2 
X 10 2 

X 10 2 

)< Caseina 18% 37,9+ 1,7 (5) 198,0+ 7,7 186,3+ 8,2 18,27+0,94 (9) ( 4) 

Caseina 18% 35,8+ 2,7 186,6~16,1 173,5~11,9 19.,56+1,51 + ureia (5) 

,X Casei na 9% (6) 3218+ 0,4 175,2~13,7 183,4+ 2,9 17,20+0,47 

Caseina 9% 39,9+ 2,8 187,5+ 9,4 211,3+10,5 21,84+1,20 + ureia (6) 
f. Caseina 0%(12) 29,8+ 1,5 88,0~ 4,6 158,1+ 6,9 17,10+1,01 

Caseina 0% 
+ ureia (5) 35,2+ 1,6 116,0+ 8,9 191,7+13,6 21,83~1,69 

Níveis de significância (6) 
p menor do que , 

Casei na 18% 
X 

Casei na 18% ns ns ns ns 
+ ureia 

. Caseina 9% 
X 

Caseina 9% -0,05 ns -0,05 -0,05 
+ ureia 

Caseina 0% 
X 

Caseina 0% 
ns -0,01 -0,05 -0,05 

+ ureia 

Casei na 18% 
X 

Caseina 0% 
0,01 0,01 0,05 ns 

(1) tempo de dieta - 14 dias 

(2) DE - uma unidade enzimática representa um micromol de produto forma 
do por hora nas condições de ensaio 

(3) peso do fígado (g) x 100/peso corporal (g) 
(4) número de animais 
(5) os resultados são valores médios com seus erros padrões 
(6) teste t de Student 
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TABELA 11 

Resposta da atividade da L-glutamato-oxaloacetato arninotransferase 

(EC-2.6.1.10) de homogeneizados de fígado de rato a mudanças de di 

Dieta 

Caseína 18% 
(16} (4) 
Caseína 18% 
+ ureia (10) 

Caseína 9~ ( 6} 
Caseína 9% 
+ ureia ( 6} 

Caseína 0% (12) 
Caseína 0% 
+ ureia ( ]_1) 

1 t d 
. (1) 

eta sup emen a a com ure1a 

Atividade enzimática 

UE( 2 }/g de 
tecido 
úmido 

14,8+0,4 (5) 

14,0+0,4 

15,5+0,4 

15,2±_0,4 

11,5±_0,3 

10,2+0,4 

UE/f ... 1gado 

7 4 T 6~_3 r 9 

71,6+3,7 

82,3±_5,7 

72,0+3,9 

33,8±.1,4 

36,0::!:.1,5 

UE/peso rela-
tivo do ~ ... 

Il 

gado (3) 

X 10 3 

63,3+3,5 

67,8+1,9 

83,2+5,2 

81,1+4,0 

60,9+1,9 

59,2+2,2 

UE/mg de 
pro te ... -1na 

69,80+2,90 

69,26+1,98 

81,10+2,21 

83,28+1,29 

65,35±_1,76 

61,96+2,03 

N ... . d . . f. ~ . (6) d 1ve1s e s1gn1 1canc1a , p menor o que 

Caseína 18% 
X 

Caseína 18% ns ns ns ns 

+ ureia 

Caseína 9% 
X ns ns ns ns 

Caseína 9% 
+ ureia 

Casei na 0% 
X 0,05 ns ns ns 

Caseína 0% 
+ ureia 

Caseína 18% 
X 0,01 0,01 0,01 ns 

Casei na 0% 

{1) tempo de dieta - 14 dias 

(2) UE~uma unidade enzimática representa um micromol de produto formado 
por hora nas condições de ensaio 

(3) peso do fígado (g) x 100/peso corporal (g) 

(4) número de animais 

(5) os resultados são valores médios com seus erros padrÕes 

(6) teste t de Student 
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TABELA 12 

Resposta da atividade da L-glutamato piruvato aminotransferase (EX::-2.6.Ll2) 

de homogeneizados de fígado de rato a mudanças na dieta com suplementação 

de ureia(l). 

Atividade enzimática 

Dieta UE( 2 ) /g de te DE/fígado UE/peso r e UE/mg de -c ido lativo pro-
úmido do figa te i na 

-do ( 3) 

X 10 2 
X 10

2 X 10 2 

Caseína 18% 111,9+7,3 (5) 575,0+29,4 543,9+36,1 53,10+3,02 
(8) (4) 
Casei na 18% 95,9+8,0 481,8:!::_36,2 464,1+39,7 48,50+5,31 + ureia (lO) 

Caseína 9% (4) 75,3+1,4 389,2:!::_25,9 409,6:!::_20,1 40,17+2,42 
Caseína 9% 71,4+4,5 350,9:!::_21,7 379,6+33,6 39,07+1,51 + ureia (5) 

Caseína 0% (5) 46,5+5,9 128,8+19,6 241,7+29,2 24,34+3,!,'~ 

Caseína 0% 20,7+1,7 77,7+ 6,5 127,7+12,51 12' 36~1 + ureia (5) 

NÍveis de significância{ 6 ), p menor do que 

Caseína 18% 
X 

Casei na 18% ns ns ns ns 

+ ureia 

Casei na 9% 
X ns ns ns ns 

Casei na 9% 
+ ureia 

Caseína 0% 
X 0,01 0,05 0,01 0,01 

Casei na 0% 
+ ureia 

Casei na 18% 
X 

Caseína 0% 0,01 0,01 0,01 0,01 

{1) tempo da dieta - 14 dias 

(~) UE~uma unidade enzimática representa um micromol de produto formado 

por hora nas condições de ensaio 

(3) peso do fígado (g) x 100/peso corporal (g) 

(4) número de animais 

(5) os resultados são valores médios com seus erros padrões 

(6) teste t de Sudent 
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1So 

n I . 
1 sem ureia 
L_: 
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o 

1 
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Figura 3. Atividades específicas da OTC, L-arg e GPT no fígado de 

ratos em função do tempo da dieta. 

A) dieta com 18% de caseina e dieta com 18% de caseina 

suplementada com ureia; 

B) dieta com 0% de caseÍna versus dieta com 0% de case 

ina suplementada com ureia. 

Unidades enzimáticas sao expressas por miligrama de pr~ 

teínas. Veja tabelas 13, 14 e 15. 



Dieta 

Caseína 18% 

Caselna 18% 
+ ureia 

Caseína 0% 
. ..., 

Case~na 0% 
+ urei·a 

casei na 18\ 

X 

Caseína 18% 
+ ure1a 

'"fll 
Case~na 0% 

X 

Caseina 0% 
+·ureia 
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TABELA 13 

Resposta da atividade da L-ornitina transcar0a~i1ase 

de fÍgado de rato, a mudanças na dieta, em função do 

tempo. 

Tempo em dias 

o 7 14 

* ** 60,34 + 1,8(8) 64,57 + 3,01(6) 61,95 + 2,95(14) - -
57,93 + 2,10X6) 70,37 + 2,08{10) - -
38,09 + 5,71{6) 32,71 + 3,30(6) -
35,25 + 2,76{6) 16,86 + o ,87(11) - -

NÍveis significância, *** de p menor do que 

ns ns 

ns 0,01 

Os resultados são valores médios com seus erros padrÕes. 

* Unidades enzimáticas - micromóis de produto formado por g de 

tecido úmido, por hora, por mg de proteína. 

** Número de animais 

*** Teste t de Student 



Dieta 

Casei na 18% 

Caseína 18% 
+ ureia 

Caseína 0% 

Caseína 0% 
+ ureia 

Caseína 18% 

X 

Caseína 18% 
+ ureia 

Caseína 0% 

X 

Caseína 0% 
+ ureia 
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TABELA 14 

Resposta da atividade* da L-arginase de fÍgado de 

rato a mudanças, na dieta, em função do tempo. 

Tempo em dias 

o 7 14 

** 340,0~6,4{3) 318,35~7,20(3) 322,66~18,57{15) 

363,29+6,85(5) 293,69~10,63(7) 

225,30~7,82(6) 172,28~8,23(5) 

315,4~6,45{6) 154,54~6,99 ( 10) 

*** NÍveis de significância, p menor do que 

ns ns 

0,05 0,05 

Os resultados sao valores médios com seus erros padrÕes. 

* Unidades enzimáticas - micromóis de produto formado por g de 

tecido úmido, por hora, por mg de proteína. 

** Número de animais 

*** Teste t de Student 
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Caseína 

Caseína 
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Caseína 
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TABELA 15 

Resposta da atividade da L-glutru~ato: piruvato ami 

notransferase de fígado de rato, a mudanças na die 

ta, em função do tempo 

Tempo em dias 
Dieta 

o 7 14 

18% 34,54.:t2,4{8) 45,51+4,20(3) 53,10,:!:3,02(8) 

18% + ureia 48,65:t_3,80(4) 48,50,:!:5,31(10) 

0% 36,98,:!:2,82(6) 24,342:3,45(5) 

0% + ureia 23,022:2,30(6) 12,36j:.l,l0 (5) 

NÍveis de significância, p menor do que 

18% 

ns ns 

18% + ureia 

0% 

0,05 0,01 

0% + ureia 

Os resultados são valores médios com seus erros padrÕes 

* Unidades enzimáticas - rnicromóis de produto formado por g de 

tecido úmido, por hora, por mg de proteína. 

** Número de animais 

*** Teste t. de Student 
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E interessante observar, para cada enzima, as várías ex 

pressoes de atividade enzim~ticar considerando os niveis enzimáti -

cos correspondentes ~ dieta purificada com 18% de caseina como 100% 

de atividade. (Figura 4) 

Enzima 

CPS 

OTC 

AS 

L-arg 

GPT 

GOT 

GDH 

( *) % da 

TABELA 16 

NÍveis enzimáticos em figado de ratos alimentados 

com dieta purificada com caseína a 9%. 

* UE/g de UE/ UE/ UE/ 
tecido úmido fÍgado prf mg de proteina 

52,36 52,93 55,27 56,80 

45,53 47,68 49,18 45,73 

56,83 62,87 64,31 64,04 

78,25 71,78 89,59 84,52 

67,25 67,69 75,31 75,65 

10 4, 50 110,31 131,42 116,19 

86,59 88,50 98,49 94,14 

atividade enzimática 

TABELA 17 

Níveis enzimáticos em fÍgado de ratos alimentados 

com dieta purificada com caseina O% 

* 
Enzima UE/g de UE/ UE/ lJE/mg 

tecido Úmido fígado prf de proteína mg 

CPS 36,40 22,05 37,50 44,08 

OTC 54,45 28,57 55,64 52,80 

AS 74,37 45,12 83,86 85,39 

L-arg 45,69 23,45 44,94 53,39 

GPT 41,53 22,40 44,45 45,84 

GOT 77,49 45,90 96,12 93,62 

GDH 78,67 44,46 84,88 93,60 

(*'} % de atividade enzimática 
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Atividade especifica 
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Figura 4. Atividades das enzimas no figado de ratos durante 14 

dias de dieta. (A) ratos alimentados com dieta com9% 

de caseina (Tabela 6), e (B) alimentados com dieta 

livre de nroteinas {Tabela 7). As atividades das en

zimas estão representadas como valores relativos com 

parados com as atividades encontradas em figado de 

ratos alimentados com dieta contendo 18% de caseina. 

As linhas interrompidas representam os valores das 

unidades por peso relativo do figado. 

Atividade especifica define unidade enzimática por 

~iligrama de proteinas. Atividade total define unida 

de enzimática por neso (g) do figado. 
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TABELA 18 

NÍveis enzimáticos em ratos alimentados com dieta 

purificada com caseína a 18% suplementada com ureia* 

Enzima UE**/g de UE**/ UE**/ UE** /rng 
tecido úmido fÍgado prf de proteína 

Cl?S 99,85 104,64 9 8, 89 103,92 

OTC 121,33 120,72 116,37 113,59 

AS 66,29 77,49 72,74 79,21 

L-arg 88,85 90,34 94,68 91,02 

GPT 85,67 83,79 85,32 91,34 

GOT 94,42 95,90 107,09 99,23 

GDH 94,30 94,24 93,16 107,06 

* Dieta purificada, caseína 18% - 100% de atividade 

** % de atividade enzimática 

TABELA 19 

NÍveis enzimáticos em ratos alimentados com dieta 

purificada com caseína.a 9% suplementada com ureia* 

Enzima UE**/g de UE**/ UE**/ UE**/mg 
tecido úmido fÍgado prf de proteína 

CPS 130,43 125,54 141,54 145,98 

OTC 114,07 10 O 1 50 113,37 118,78 

AS 115,79 102,90 1101 19 121,05 

L-arg 100,10 95,36 97,18 103,38 

GPT 94,84 90,15 92,67 97,26 

GOT 9 8,02 87,51 97,14 102,69 

GDH 121,41 101,32 115,20 126,98 

* Dieta purificada com 9% de .. 
considerada 100% de atividade case1na 

** % de atividade enzimática 
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TABELA 20 

Niveis enzim~ticos em ratos alimentados com dieta 
I 

purificada com caserna a 0% suplementada com ureia * 

UE ** /g de UE/ UE/ UE/mg de Enzimas 
tecido Úmido fÍgado prf proteína 

CPS 78,19 93,00 84,33 

OTC 41,84 51,87 45,57 

AS 105,18 132,73 114,03 

L-arg 84,67 lO 3, 00 10 3, 6,9 

GPT 44,65 60,35 52,83 

GOT 88,88 106,45 97,21 

GDH 117, 89 131,87 121,26 

* Dieta purificada, caseína 0% - 100% de atividade 

** % de atividade enzimática. 

83,58 

49,68 

115,79 

89170 

50,78 

94,81 

127,66 
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?ig. 5. Atividades das enzimas são expressas em seus valores rela 
tivos. A) valores relativos da atividade específica e va= 
lares relativos, atividade total, UE/fígado de ratos, ali 
mentados com dieta com caseína a 18% suplementada com u= 
reia (Tabela 18); B) os mesmos valores para ratos alimen
tados com dieta com caseína a 9% suplementad~ com ureia 
(Tabela 19); C) os mesmos valores para ratos alimentados 

com dieta livre de proteínas suplementada com ureia (Tabe 
la 20). As linhas interrompidas-representam valores de a= 
tividade total, considerando o peso relativo do fígado. 



IV. DISCUSSÃO 

Nossos resultados confirmam as experiências descri.tas na 

literatura sobre adaptação de enzimas por alterações nutricionais 

[}?reedland & Harper (1957), Schi.mke (1962, 1962a) Rogers (1968) Me 

Givan (1974) Das (1971) e Das & Waterlow (1974}} . 

A atividade das enzi.mas do ciclo da urei.a diminuiu quan

-do a concentração da proteina na dieta foi. reduzida (fig. 2). 

A atividade da AS e da OTC aumentou quando a di.eta foi 

livre de proteinas não concordando com os resultados apresentados 

por Schirnke (1962a) • . ~ 

Quanto às amino transferases, a GOT aumentou a atividade 

com a dieta a 9% de caseína (fig. 4). Cheek (1969) demonstrou um 

aumento na atividade da GOT com restrição proteica. A atividade ob 

servada para a GPT confi.rmou os estudos conhecidos de Rosen (1959 ), 

Muramatsu e Ashida (1962) e Peret (1974). 

Quanto ã atividade da GDH, não houve alteração signific~ 

tiva de acordo com a concentração de proteinas na dieta. Estes re

sultados estão de acordo com Schimke (1962). 

Um paralelismo das alterações que ocorrem entre a veloci 

dade e a extensão de mudanças na atividade das enzimas do ciclo da 

ureia e das enzimas relacionadas ao metabolismo nitrogenado (GDH; 

GOT e GPT) em fígado de ratos alimentados com di.eta proteica e sem 

proteina, acrescida de ureia, não foi realizado em animais monogás 

tricos. Nós observamos que a ureia adi.ci.onada a dietas de concen~ 

trações diferentes em proteinas e livre de proteinas ocasionou al~ 

terações.na atividade das enzimas do ciclo da ureia, na ati.vidade 

das aminotransferases estudadas e na atividade de GDH. 
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Nós observamos que a ureia adicionada a dietas de concen 

traç6es diferentes em proteínas e livre de proteínas ocasionou al

teraç6es na atividade das enzimas do ciclo da ureia, na atividade 

das aminotransferases estudadas e na atividade da GDH. 

Quando a dieta continha 18% de caseina e ureia em concen 

tração a 6,2%, que duplicou a concentração de nitrogênio, a ativi 

dade da AS foi modificada significativamente (p ( 0,01). Schimke 

(1963) acrescentou 7,5% de ureia à dieta (caseína a 15%) para ra

tos e não observou alteraç6es nos nívei~ das enzimas do ciclo da 

ureia. Entretanto quando Flores et alii (1962) adicionaram cloreto 

de amonia a 1,5% na água de beber, para ratos, houve uma queda na 

atividade da OTC e da arginina succinato sintetase (sistema comple 

to: sintetase e liase). 

Chalupa (1970) observou umaqueda na atividade da CPS, 

OTC e L-arg., quando alimentou carneiros com ureia, e um aumento 

na atividade da AS e da arginina succinato sintetase, o que ocor

reu também com as amino transferases, GPT e GOT 1 e com a atividade 

da GDH, cujos aumentos foram significativos. 

A dieta com concentração reduzida de proteína e ureia a 

6,2% ocasionou um aumento na atividade das enzimas do ciclo da ureia, 

sendo este aumento significativo para a CPS (p ( -0,01) e a AS 

(p ( -0,05) considerando a atividade específica (unidades enzimáti 

cas por hora por miligrama de proteína). A atividade das amino 

transferases, GOT e GPT, não foram afetadas significativamente. A 

atividade da GDH aumentou de maneira significativa (p ( -0,05). 

A Carbamila fosfato pode inativar a GDH em condições fi

siológicas. A atividade d'a CPS adapta-se à carga protêica, mas na 

dieta suplementada com ureia quando a proteína foi reduzida de 18% 

a 9%, a atividade da CPS aumentou, o que aliás, ocorreu com as en

zimas estudadas, com exceção da GOT. Como a atividade da GDH é sen 

sível à carbamilafosfato (Chabas & Grisolia, 1972) nao parece ter 

havido inibição da GDH; pelo contrário, um aumento da atividade,pe 

::;_o_·_que a carbamilafosfato não. deve ter sido acumulada (Fig ~ 4 ). Po..,. 

deriamos pensar num aumento de quantidade de amonia que chega a.o 
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fígado, produzida·por açao da flora microbiana intestinal sobre a 

ureia, Wrong {1971). 

A dieta livre de proteínas cont~ndo ureia em concentra

~ao isonitrpg~nica ã dieta com caseina a 18%, ocasionou altera

ç5es bastante interessantes na atividade das enzimas testadas. Ob 

servamos um aumento significativo da atividade da GDH (p < -0,01) 

e não signi cativo da AS, considerando atividade especifica, mas 

um aumento significativo quando consideramos atividade total (uni 

dade por figado) (p ~ -Q,05). 

A atividade da CPS (p <O, 05) , OTC {p <O, 01) e GOT (p.(O, 01) 

foram significativamente diminuídas. Nestes resultados a ativida

de da flor.a microbiana parece nao ser importante. 

Observando a mudança na atividade das enzimas em funçãO 

do tempo,· citamos três enzimas que a nós pareceram importantes no 

comportamento da atividade (fig. 3). Após 7 dias de dieta a ativi 

dade da !.-arginase a:umentou nos figados dos ratos alimentados com· 

a dieta {caseina a 18%) contendo ureia (fig. 3 A). O mesmo fenôme 

no foi observado na atividade da enzima dos fígados dos ratos ali 

mentados com a dieta livre de proteínas contendo ureia (fig. 3 B). 

No 149 dia, a atividade diminuiu, sem ser estatisticamente sigpi;_ 

· ficativa. 

Quanto à atividade da OTC, o fenômeno ocorrido nas mes

mas condições de dieta foram opostos da L-arg na primeira semana. 

·Om novo mecanismo regulador foi verificado recentemente 

em Saccharomyces cerevisiae por Messenguy (1971) : este organismo 

possui uma L-arginase que tem a propriedade de se ligar à OTC. 

Esta ligàção produz uma inibição na atividade da enzima. 

Nas experiências com Torulopsis utilis foi detectado um efeito ini · 

bidor da ureia sobre a L-arginase com um aumento dos níveis da 

L-arginina. Sabe-se que a ornitina em excesso é inibidora da ati

vidade da OTC1 inibição que é aumentada quando se coloca arginina 

nomeio. 
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A necessidade exata L-arginina para a síntese de pr~ 

teinas dos mamíferos não é conhecida; Featherston et alii (1971} 

observaram que nao e o fígado, mas o rim, que sintetiza a maior 

porção de L-arginina usada a síntese de proteínas. 

Os níveis· enzimáticos da GPT foram bastante reduzidos -

com 7 dias de dieta livre de proteínas contendo ureia. Prior et 

alii (1970) zeram observações semelhantes em fígado carneiro 

alimentado com ureia. A alamina é mais rapidamente metabolizada 

pelo fígado do que qualquer outro aminoácido. A principal etapa 

de seu catabolismo é a transaminação com al cetoglutarato, rea

ção muito rápida em relação à síntese de proteínas (Krebs et ali~ 

1973). No décimo quarto dia de dieta livre de proteínas contendo 
ureia a .Çlueda da atividade foi reduzida a cinqüenta por cento apro 
xima~te.Seobservarmos a queda de atividade, em atividade total 

foi aproximadamente de 80% (fig.S). 

Os valores de KM das enzimas que iniciam a degradação -

dos aminoácidos são altos, de maneira que haverá catabolismo se 

houver uma sobrecarga. E o ciclo da ureia está relacionado à reti 

rada "a mais" e naturalmente pode se pensar num controle da-velo

cidade de síntese da ureia pela quantidade "a mais" de nitrogênio. 

Deosthale & Tulpule (1969) em experiências com antib~6-

ticos, em ratos, afirma que observaram diferenças consideráveis na 

atividade da AS, urna diminuição maior ou menor conforme o antibi

ót~co. A OTC aumentou a atividade, eles a consideraram limitante 

na síntese da ureia. A literatura consultada é quase unânime em 

afirmar que o sistema arginina sintetase deve ser a etapa limitan 
•• u y 

te, Rahia & Snihkonen (1968), Cohen (19 70) ,, entre outros. 

Nossos resultados vieram trazer novos dados para inter

pretar o controle da síntese da ureia, mas há muitas condições :a 

serem testadas. A necessidade para nitrogênio essencial e não es

sencial na dieta pode variar em diferentes estágios de crescimen

to (Munro, 1975). A idade dos animais nas experiências é muito i~ 

portante tÉharbonneau (1967), Robuge (1967) }. A adição de nitro,... 

gênio não específico a dietas pode criar um desequilíbrio nos ami 

noácidos que aumentam as concentrações no sangue. 
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Os resultados apresentados dão a entender que a ureia 

tem efeito sobre o metabolismo nitrogenado. Se houve metabolismo 

da ureia fornecendo grupos ~ amínicos com aumento da GDH e sínte

se de acido. glutâmico não podemos provar. Um novo mecanismo enzi

mático de aproveitamento do nitrogênio ureico foi revelado por 

Roon e Levenberg (1968) em Candida Utilis, por uma ATP-amidoliase. 

A redução da atividade da OTC e da GPT, enzima, glucone 

ogênica, parece condizer com uma poupança de grupos alfa amínicos. 



v.· SUMÃRIO 

1. Uma série de estudos foram realizados para esclarecer a natu

reza enzimática da alimentação com ureia em ratos Wistar, ma

chos, em idade de crescimento. 

2. Nas condiç6es estudadas, a dieta considerada padrão (de refe

rência) continha 18% de caseína. Uma etapa do trabalho foi 

realizada alimentando os ratos com dieta livre de proteína su 

plementada com ureia, em quantidades isonitrogênicas ã dieta 

padrão, acompanhando outro grupo de ratos alimentados com di

eta controle, livre de proteína. Noutra experiência, os ratos 

foram alimentados com a dieta considerada padrão suplementada 

com ureia, de maneira que o suprimento em nitrogênio foi du

plicado. Numa terceira etapa a quantidade de proteínas na di

eta padrão, foi reduzida à metade e esta diet.a foi oferecida 

como controle de uma dieta nas mesmas condições supler.,.entada 

com ureia, em quantidades isonitrogênicas à dieta padrão (de 

referência}. 

3. Em todas as condições expostas, apos um período de 7 e de 14 

dias os ratos foram sacrificados e determinou-se no fígado a 

atividade das enzimas do ciclo da ureia e a atividade da GOT, 

GPT, GDH e da urease. Esta foi também pesquisada no rim, na 

mucosa gástrica e na mucosa intestinal. 

4. Os resultados confirmam as experiências sobre adaptação das 

enzimas do ciclo da ureia à carga de proteínas, com exceçãoda 

AS. 

5. A adição de ureia às dietas apresentou um comportamento bem 

distinto das enzimas estudadas. Houve uma diminuição signifi

cativa nos níveis da OTC e GPT quando a dieta não continhapr~ 

teína, entretanto a atividade da GDH aumentou. 

6. Não foi revelada atividade ureásica nos tecidos estudados. 
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