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RESUMO - Foi levado a efeito uma pesquisa sobre metabolismo nitrogenado em pingtim Pygoscellis
papua. A pesquisa foi centralizada no estudo da atividade ureogénica e uricogénica em fatias e
homogenados bem como em fragbes subcelulares de figado e de rim dessa ave antartica. Foi
verificado que figado e rim apresentam capacidade de uricogénese superior a ureogénese, fato
esse que foi demonstrado pela determinagao do conteudo de uréia e de acido urico tanto em fatias
como em homogenados de ambos os 6rgaos incubados em Ringer, contendo aspartato e glicina ou
CO,; amdnia, contendo aspartato e glicina ou CO,; glutamina e amonia, contendo aspartato e glicina
ou CO,. Foi verificado ainda o efeito da L-ornitina e da amoénia na etapa mitocondrial da sintese da
uréia.

Palavras chave: Atividade Ureogénica, Atividade Uricogénica, Pygoscellis papua.

ABSTRACT —Aresearch has been carried out on the nitrogen metabolism in the penguin Pygoscellis
papua. This study has been centered on the ureogenic and uricogenic activities of slices and
homogenates as well as in subcellular fractions from the liver and kidney of this Antarctic bird. It has
been found that both liver and kidney display an uricogenic activity higher than that one of the
ureogenesis. This fact has been demonstrated by the assay of urea and uric acid in both slices and
homogenates from both organs incubated in systems containing Ringer solution and aspartate and
glycine or CO,; ammonia with L-aspartate and glycine or CO,; glutamine and ammonia with L-aspartate
and glycine or CO,. Aresearch has been carried out also on the effect of L-ornithine and ammonia,
on the mitochondrial step of the urea synthesis.

Key words: Ureogenic, Uricogenic Activities, Pygoscellis papua.

Introducao

A classificagdo dos animais em
amoniotélicos, ureotélicos e uricotélicos baseia-
se exclusivamente na predominancia do
metabolismo excretério de compostos
nitrogenados (BALDWIN, 1937). Mamiferos e
aves apresentam metabolismo nitrogenado
excretério distintos, sendo que as aves
excretam o seu nitrogénio, preferencialmente,
na forma de acido urico, enquanto os mamiferos
os fazem na forma de uréia (NEEDHAN e
GREEN, 1938; RODRIGUES et al., 1996).

A capacidade ureogénica dos mamiferos e a
uricogénica das aves foi estudada por

KATUNUMA et al. (1970), constatando que
dietas hiperproteicas acarretam elevacao dos
niveis de enzimas do ciclo da uréia em ratos
(Wistar) e do metabolismo do acido urico em
galinhas (Leghorn). Neste caso, a inducéo foi
acompanhada pela elevagcdo marcante dos
niveis séricos de uréia nos ratos e acido urico
nas galinhas.

A relagcdo entre a capacidade ureogénica,
uricogénica e a atividade gliconeogénica do
figado, tem sido objeto de varios trabalhos.
LEMONDE (1959), trabalhando com pintos
Leghorn, com idade entre 1 a 30 dias, observou
atividade ureogénica maxima de 1,27 uL de CO,
ureico/mg de figado seco/hora em pintos com
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2 dias de idade, a qual diminuiu
progressivamente, atingindo valor de 0,13 pL
de CO, ureico/mg de figado seco/hora em
pintos com 30 dias.

Estudos interérgdos com figado, rins e
musculo da coxa de aves domésticas,
revelaram a elevada capacidade hepatica
dessas aves em produzir acido urico nos
estados alimentado e de jejum (100 nmol/ml e
76 nmol/ml, respectivamente). Ja o tecido renal,
ao contrario do figado, apresenta papel
depurador do acido urico sanguineo (TINKER
et al., 1986).

A reduzida capacidade ureogénica das aves
domeésticas esta associada, em parte, a baixa
atividade hepatica da arginase e ao seu elevado
K, Para o substrato L-arginina. Tais
observagcdes sao consistentes com a
reconhecida inoperabilidade fisiologica do ciclo
de Krebs-Hanseleit em aves domésticas
(TAMIR e RATNER, 1963a,b; MORA et al.,
1965a; MORA et al., 1965b).

Répteis e anfibios apresentam metabolismo
nitrogenado excretério espécie dependente.
Neste caso, quelbnios e anfibios produzem e
mantém elevados niveis de uréia no sangue,
objetivando o controle da osmolaridade e a
adaptacao as condigcdes do meio ambiente
(CAMPBELL, 1961; BAZE e HORNE, 1970;
BALINSKY, 1981).

A maioria dos peixes apresenta capacidade
de sintetizar e excretar pequenas quantidades
de uréia, contudo, algumas espécies
conseguem expressar todas as enzimas do
ciclo da uréia e a ureogénese ocorre de forma
intensa (ANDERSON e WALSH, 1995).

Neste caso, a presenca de concentracdes
elevadas de wuréia no sangue de
elasmobranquios esta associada a manutengao
da osmolaridade interna, e sdo mantidas
através de intensa atividade ureogénica
decorrente da presenca da alta atividade
tecidual de arginase, a qual apresenta
propriedades cinéticas semelhantes a dos
mamiferos, bem com a mecanismos de
reabsorcao de uréia e a impermeabilidade dos
epitélios das guelrras a uréia (CAMPBELL,
1961).

Por outro lado, o comportamento uricotélico
das aves tem sido associado a baixa
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capacidade dos tecidos produzirem uréia e as
vantagens do metabolismo excretério uricotélico
frente as necessidades adaptativas desses
animais ao meio ambiente. Contudo, FERRER
et al. (1987) e POLO et al. (1994) encontraram
niveis elevados de uréia no sangue de aves de
rapina, com valores médios de uréia sérica de
2,61£1,4mmol/L e 3,5 £ 0,58mmol/L para Glossy
ibis e Buteo buteo, respectivamente.

ROSA et al. (1993), descreveram niveis
elevados de uréia no sangue das aves
antarticas Pygoscelis antarctica e Catharacta
maccormicki em estado nativo, da ordem de
2,31+0,39mMol/L e 9,12mMol/L,
respectivamente. RODRIGUES et al. (1996),
estudando a arginase hepatica de Pygoscelis
papua, descreveram niveis elevados da enzima
com baixo K, para o substrato L-arginina,
semelhante as arginases de mamiferos.

As aves antarticas P. antarctica, P. adeliae e
P. papua tiveram o seu metabolismo excretério
estudado por RODRIGUES et al. (1999), que
constataram valores médios de concentracao
de uréia sérica seja superior a concentracao de
acido urico. Contudo, o metabolismo excretério
de compostos nitrogenados prioriza a excregao
de acido urico, de forma semelhante aos demais
animais uricotélicos.

Assim, o presente trabalho objetiva
esclarecer importantes aspectos referentes a
capacidade ureogénica e uricogénica do tecido
renal e do hepatico de P. papua, através da
incubacgao de fatias desses tecidos em meios
adequados para sintese desses compostos
nitrogenados, bem como estudos de
ureogénese utilizando mitocondrias isoladas e
com a fragao citosolica.

Materiais e Métodos

Quatro exemplares P. papua adultos foram
capturados durante o verao antartico, no
periodo de 17 de janeiro a 3 de margo de 2000,
proximo a Estacdo Antartica Comandante
Ferraz — Brasil, Ilha Rei George, Shetlands do
Sul, Antartica. As aves foram mantidas em jejum
por 12h e decapitadas para obtencgao do figado
e rins. Os 6rgéos foram imediatamente lavados
e mantidos em solucédo fisiolégica gelada
contendo KCI 3,1mMol/L e CaCl, 2,2mMol/L, até
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0 momento de uso.

Fatias de figado e de rins, com peso seco
estimado de 30mg, foram obtidas como descrito
por LEMONDE (1959), lavadas trés vezes com
solugéo fisiolégica e distribuidas em frascos de
Warburg contendo meio de incubacéao
adequado. Os frascos foram fechados e
mantidos em agitagdo a 37°C por 1 hora,
quando entao as fatias de figado e de rim foram
removidas de cada frasco e secas em estufa a
120°C, até atingirem peso constante, e 0 meio
de incubacao foi utilizado para determinacao de
uréia e de acido urico, apos desproteinizacao
com acido perclérico até concentragao final de
1N e neutralizagdo com carbonato de potassio
6N. A uréia foi determinada como descrito por
GEYER e DABICH (1971) e o acido urico pelo
método da uricase, como descrito por
BERGMEYER (1985).

A solucao de incubagao foi composta de
solugao fisiolégica Krebs-Ringer-bicarbonato,
contendo tampao fosfato 12,0mM, pH 7,48;
NaHCO, 18,0mM; NaCl 90,0mM; KCI 2,7mM;
CaCl, 0,74mM; MgSO, 0,52mM; lactato de
sodio 14,0mM, como descrito por LEMONDE
(1959), acrescida de substratos ureogénicos e
uricogénicos.

Parte dos experimentos foi conduzida em
meios gaseificados com CO,, obtidos pelo
borbulhamento do gas durante 30 segundos no
instante imediatamente anterior ao fechamento
dos frascos de Warburg.

Homogenados livres de células foram obtidos
em tampao Tris 10,0mM pH 7,48 contendo
manitol 210,0mM e EDTA 1,0mM, como descrito
por VILLELA et al. (1973). Amostras dos tecidos
foram homogenizadas em Potter-Elvenhjem na
proporgéo de 1:5 (p/v), centrifugadas 1.000xg
durante 10 minutos. Aliquotas do homogenado,
contendo aproximadamente 10mg de proteina
e concentracdes adequadas de substratos
ureogénicos e uricogénicos, foram incubadas
em 4mL de meio de reagédo contendo Ringer.
O sistema foi mantido sob agitagdo durante 2
horas a 37°C e a atividade metabdlica foi
interrompida pela adigdo de 1mL de acido
perclorico 1N, neutralizado com carbonato de

potassio 6N, mantido em banho de gelo por 1
hora e centrifugado a 12.000xg por 15 minutos.
Aliquotas do desproteinizado foram utilizadas
para determinacido de uréia pelo método da
glutamato desidrogenase e do acido urico pelo
método da uricase.

Parte dos homogenados livres de células foi
centrifugado a 12.000xg durante 10 minutos
para obtencdo da fracdo mitocondrial, a qual
foi lavada duas vezes com o tampao Tris-
manitol. O sedimento mitocondrial proveniente
da ultima lavagem foi ressuspenso em tampao
KRB. Aliquotas da suspensao mitocondrial, com
aproximadamente 10mg de proteina, foram
incubadas em meios contendo HEPES 54mM;
K,HP, 4mM; succinato de sodio 8mM; MgCl,
2,4mM; manitol 50mM; trimetilamina-N-6xido
30mM; EDTA 0,4mM; K,CO, 6mM; KCI 75mM,
concentragdes adequadas de NH,Cl e L-ornitina
e mantidos sob agitacdo durante 2 horas a
temperatura de 37°C, adaptado dos
experimentos descritos por ANDERSON e
CASEY (1984). A atividade metabdlica foi
interrompida com acido perclérico, como
descrito acima, e aliquotas do desproteinizado
utilizadas para dosagem de citrulina como
descrito por BERGMAYER (1983). A ]
dosagens de proteina foram levadas a efeito
pelo método de LOWRY et al. (1951).

Resultados e Discussdo

O grafico da FIGURA 1 reune os valores
médios das atividades ureogénicas observadas
de fatias de figados e rins coletados de dois
exemplares de P. papua. Os resultados estao
expressos em umol de uréia produzida, por
hora, por grama de tecido seco.

Analisando os dados do experimento A com
B e C, observa-se que na auséncia de aménia,
a atividade ureogénica hepatica foi
sensivelmente superior aos valores de atividade
ureogénica na presenca de amoénia. Neste
caso, efeito inibitdrio observado na presenca de
amoénia pode estar relacionado a inibicao da
gliconeogénese, como postulado por KREBS
et al. (1976).

Archives of Veterinary Science v.8, n.2, p.73-81, 2003
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FIGURA 1 — ATIVIDADE UREOGENICA EM FATIAS DE FiIGADO E RIM DE P. papua. FATIAS COM PESO
SECO ESTIMADO EM 30MG FORAM INCUBADAS EM MEIOS CONTENDO: (A) RINGER; (B)
RINGER + CLORETO DE AMONIO 7,0mM; (C) Ringer + NH,Cl e L-glutamina 7,0mM E 2,0mM,
RESPECTIVAMENTE. OS EXPERIMENTOS FORAM GASEIFICADOS COM CO, (BARRAS
CLARAS) OU, ALTERNATIVAMENTE, ACRESCIDOS COM L-Aspartato E GLICINA DE 2,0mM
(BARRAS ESCURAS). O SISTEMA FOI MANTIDO SOB AGITACAO A 37°C POR 1HORA. A
ATIVIDADE UREOGENICA, EXPRESSA EM pMOL DE UREIA FORMADA POR HORA E POR
GRAMA DE TECIDO SECO, REPRESENTA A MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS.
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Como a ureogénese e a gliconeogénese
compartilham diversos intermediarios
metabdlicos e ocupam o mesmo territorio
organico, o efeito inibitério da mistura com
amoénia pode estar relacionado ao acoplamento
da atividade ureogénica e as necessidades
gliconeogénicas do hepatdcito. Neste sentido,
MEIJER et al. (1978), estudando as
interrelagdes entre gliconeogénese e
ureogénese em hepatdcitos isolados de rato,
postularam que a inibicdo da ureogénese em
meios contendo niveis elevados de aménia,
esta relacionada a disponibilidade de
oxaloacetato para manter a atividade da enzima
gliconeogénica fosfoenolpiruvato
carboxiquinase e o processo de transaminacgao,
envolvendo a aspartato aminotransferase.

Ainda com relagao ao figado, observa-se que
na auséncia de amdnia e L-glutamina/aménia,
a solucao incubadora enriquecida com L-
aspartado/glicina foi mais eficiente em promover
a ureogénese do que a solugado incubadora
enriquecida com CO.,

Analisando o comportamento do tecido renal,
incubado na presenca de L-aspartato/glicina e
na auséncia de aménia e L-glutamina (FIGURA
1), verifica-se que a atividade ureogénica foi
superior aquela observada em meio enriquecido
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com CO,. O efeito inibiborio da ambnia sobre a
ureogénese ficou evidente nas incubagdes com
L-aspartato/glicina, sendo mais pronunciado em
meios contendo apenas amdnia do que em
meios contendo a mistura amdnia/L-glutamina.
Por outro lado, comparando as atividades
ureogénicas na presenca de amonia e de CO,,
com a atividade do meio sem ambnia mas
enriquecido com CO,, observa-se que o
aumento da concentragdo de CO, no meio
evitou a inibicdo da ureogénese.

Assim, as diferengas metabdlicas entre figado e
rins, no que diz respeito a inibicdo da ureogénese,
podem estar relacionadas ao metabolismo da
glutamina, o qual atende as necessidades
especificas do metabolismo intermediario desses
tecidos. Cabe lembrar, que o tecido renal utiliza a
glutamina com propésitos de manutengao do
equilibrio acido-base, hidrolisando esse aminoacido
e alimentando o metabolismo intermediario com L-
glutamato, o qual participa de importantes processos
metabdlicos.

A FIGURA 2 reune valores médios das
atividades uricogénicas observadas a partir da
incubacao de fatias de figado e rim coletadas
de dois exemplares de P. papua. Os resultados
estdo expressos em umol de acido urico
produzido, por hora, por grama de tecido seco.
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FIGURA 2 — URICOGENESE EM FATIAS DE FIGADO E RIM DE P. papua. FATIAS COM PESO SECO
ESTIMADO EM 30MG FORAM INCUBADAS EM MEIOS CONTENDO: (A) RINGER; (B) RINGER
+ CLORETO DE AMONIO 7,0mM; (C) RINGER + NH,CL E L-glutamina 7,0mM E 2,0mM,
RESPECTIVAMENTE. OS EXPERIMENTOS FORAM GASEIFICADOS COM CO, (BARRAS
CLARAS) OU, ALTERNATIVAMENTE, ACRESCIDOS COM L-Aspartato E GLICINA DE 2,0mM
(BARRAS ESCURAS). O SISTEMA FOI MANTIDO SOB AGITACAO A 37°C POR 1HORA. A
ATIVIDADE URICOGENICA, EXPRESSA EM uMOL DE ACIDO URICO (AU) FORMADO POR
HORAE POR GRAMA DE TECIDO SECO, REPRESENTAA MEDIA DE DOIS EXPERIMENTOS.
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Comparando os valores de atividade
ureogénica e uricogénica registrados nos graficos
das FIGURAS 1 e 2, verifica-se que a atividade
uricogénica tanto do figado como do rim & superior
a atividade ureogénica desses tecidos. Por outro
lado, RODRIGUES et al. (1998) encontraram
valores elevados de uréia no sangue de pingiins
Pygoscellidae em estado nativo e de jejum,
quando comparados aos niveis de acido urico
nas mesmas condi¢des. Os autores também
descreveram atividade especifica elevada para
a arginase hepatica, a qual apresenta baixo K,
para o substrato L-arginina, semelhante as
arginases de mamiferos.

Por outro lado, RODRIGUES et al. (1999),
estudando o perfil excretério de compostos
nitrogenados em pinglins Pygoscellidae,
evidenciaram o carater uricotélico dessas
espécies, em especial do P. papua, que excreta
cerca de 85% do seu nitrogénio na forma de
acido urico.

Assim, a constatacdo de atividade
uricogénica em figado e em rim de P. papua,
superior a atividade ureogénica, acrescenta
nova evidéncia a esse conjunto de informagdes
e contribui para o entendimento dos
mecanismos bioquimicos envolvidos na
adaptacao das aves antarticas as condicoes

ambientais e a necessidade de metabolizar
sobrecargas proteicas decorrentes da ingestao
de grandes quantidades de Krill e outros
alimentos de origem animal.

Comparando as atividades uricogénicas das
fatias de figado e de rim incubados em Ringer
sem amoénia e L-glutamina, verifica-se que o
tecido renal apresenta maior capacidade de
produzir acido urico por grama de tecido, € o
efeito do CO, sobre a uricogénese foi menos
acentuado do que o efeito determinado pela
mistura L-aspartato/glicina em ambos os tecidos
(FIGURA 2 — experimento A).

Os dados da FIGURA 2 também revelam que
a amdnia nao exerceu efeito inibitério sobre a
uricogénese do figado e do rim de P. papua.
Comparando os valores de atividade
uricogénica do figado incubado com Ringer sem
amodnia e as respectivas incubacdes na
presenca de amoénia e da mistura aménia/L-
glutamina, verifica-se que a atividade
uricogénica foi praticamente a mesma. Desta
forma, a uricogénese de P. papua diverge do
comportamento uricogénico de hepatdcitos
isolados de rato, onde concentragbes de
amoénia acima de 1TmMol/L apresentam efeito
inibitério sobre a gliconeogénese e,
indiretamente, sobre a uricogénese (MAPES e

Archives of Veterinary Science v.8, n.2, p.73-81, 2003
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KREBS, 1978).

O efeito da ambnia e da mistura aménia/L-
glutamina sobre a uricogénese renal revelou
niveis de atividade uricogénica muito préximos,
tanto em meios enriquecidos com CO, quanto
em meios acrescidos da mistura L-aspartato/
glicina, refletindo a capacidade renal de
incorporar o nitrogénio amoniacal no processo
de sintese de acido urico.

Contudo, o efeito da amdbnia e da mistura
amonia/L-glutamina sobre a atividade
uricogénica do tecido hepatico revelou menor
atividade no meio de incubagao enriquecido
com CO, do que no meio acrescido com a
mistura L-aspartato/glicina. Assim, o tecido
hepatico apresenta maior dependéncia de CO,
para sustentar o processo uricogénico do que
o tecido renal.

FIGURA 3 — UREOGENESE E URICOGENESE EM HOMOGENADOS DE FIGADO DE P. papua. ALIQUOTAS
DE HOMOGENADO, COM APROXIMADAMENTE 1MG DE PROTEINA, FORAM INCUBADAS
EM MEIOS CONTENDO: (A) RINGER; (B) RINGER + CLORETO DE AMONIO 7,0mM; (C) RINGER
+NH,CL E L-glutamina 7,0mM E 2,0mM, RESPECTIVAMENTE. O SISTEMAFOI MANTIDO SOB
AGITACAO A 37°C POR 2 HORAS E OS VALORES EXPRESSOS COMO A MEDIA DE DOIS

EXPERIMENTOS.
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A capacidade ureogénica e uricogénica do
figado de P. papua foi avaliada em
homogenados livres de células (FIGURA 3). De
forma semelhante ao constatado com fatias de
figado, observa-se que em homogenados
contendo aménia a atividade ureogénica e
expressivamente menor do que em
homogenados incubados na presenga de
Ringer.

Como o ciclo da uréia envolve dois
compartimentos subcelulares, foram levados a
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efeitos experimentos com mitocdndrias isoladas
e com a fracdo citosdlica do tecido hepatico.
Os graficos da FIGURA 4 reunem dados
referentes ao efeito da L-ornitina e da amdnia
sobre a formacgéao de citrulina, como forma de
avaliar a etapa mitocondrial do ciclo da uréia.
Da analise da figura 4A, verifica-se que a fase
mitocondrial do ciclo da uréia segue cinética
Michaeliana com valores de K, e V,,. para L-
ornitina de 0,54 £ 0,13mMol/Le V,,, = 34,84
3,07nmol x mg proteina x h™', respectivamente.
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FIGURA 4 — EFEITO DA L-ORNITINA E AMONIA SOBRE A FORMAGAO DE CITRULINAEM MITOCONDRIAS
ISOLADAS DE FIGADO DE P. papua. ALIQUOTAS DE SUSPENSAO MITOCONDRIAL,
CONTENDO APROXIMADAMENTE 10mg DE PROTEINA, FORAM ADICIONADAS AO MEIO
DE INCUBAGAO EM PRESENCA DE NH,CL 1,0MM E CONCENTRAQ()E§ VARIAVEIS DE L-
ORNITINA (A) ENAPRESENCADE L-ORNITINA 50mM E CONCENTRACOES VARIAVEIS DE

CLORETO DE AMONIO (B).
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O efeito da amdnia sobre a etapa mitocondrial
do ciclo da uréia encontra-se registrado na figura
4B. O efeito da amobnia sobre a formacao de
citrulina, em meios de reagdo contendo
mitocéndrias isoladas, evidencia o efeito
inibitério desse composto sobre o segmento
mitocondrial do ciclo da uréia. Embora a amoénia
possa estar interferindo na atividade de outros
segmentos do metabolismo nitrogenado ou
mesmo da gliconeogénese (MEIJER et al., 1978
e KREBS et al., 1976), ficam evidentes os
reflexos sobre a fase mitocondrial do ciclo da
uréia.

Concluindo, o metabolismo de compostos
nitrogenado em P. papua apresenta maior
capacidade de produzir acido urico em relagao
a capacidade ureogénica dos tecidos renal e
hepatico. A presencga da uréia no sangue
dessas aves € marcante e aparece como o
principal composto nitrogenado nao proteico,
atingindo concentragbes acima daquelas
observadas para o acido urico. Contudo, o perfil
uricotélico dessas aves ¢é evidente e sustentado
pela elevada capacidade uricogénica dessas
aves em relagcdo a ureogénese.

Neste caso, a sintese de uréia em figado e
rim de P. papua pode estar associada as
necessidades metabdlicas decorrentes da dieta

hiperproteica a base de Krill, a qual envolve a
eliminagéo de grande quantidade de nitrogénio
aminico na forma de 4&cido JdUrico,
sobrecarregando a uricogénese e o
metabolismo excretorio de compostos
nitrogenados.

A baixa solubilidade do acido urico em meios
aquosos talvez seja fator limitante a
manutenc¢éo de concentragdes elevadas desse
composto no sangue de pingulins, sob o risco
de precipitagdo na forma de urato monosédico,
sendo que 0 mesmo n&o acontece com a uréia,
que apresenta elevada solubilidade em meios
aquosos. Assim, a elevada capacidade
ureogénica dos pinglins em relagdo as aves
domésticas deve estar relacionada as
necessidades metabdlicas de promover a
desaminacao e eliminacdo de uma massa
consideravel nitrogénio aminico de forma nao
toxica.

A importancia da ureogénese em pinguins
fica evidente quando compararmos as
concentragdes de uréia e acido urico no sangue
dessas aves no estado nativo e de jejum
(RODRIGUES et al., 1996), onde a
concentragdo média da uréia sérica de P. papua
em estado nativo, e cerca de 4 vezes superior
a concentracdo média observada no sangue
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dessas aves em jejum. Desta forma, a
ureogénese em pinglins Pygoscellidae pode
estar viabilizando o metabolismo nitrogenado
dessas aves em momentos de sobrecarga
proteica, conferindo alternativa metabdlica a
detoxicacdo da amonia.
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