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1 INTRODUCAO

O fosforo é um nutriente essencial para os seres vivos, desempenhando papéis
fundamentais em diversos processos bioldgicos, como a composi¢do dos acidos
nucleicos, do ATP, de fosfolipidios de membranas celulares, na regulacao da
atividade enzimatica e em proteinas transportadoras. E considerado o segundo
mineral mais abundante no organismo animal, com especial relevancia na
calcificagdo bioldgica e na fisiologia do tecido 6sseo (GONCALVES et al., 2015;
PIZAURO et al., 1998). Os mecanismos de fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas
sdo cruciais para a regulacao de eventos celulares, incluindo divisao, diferenciacao,
desenvolvimento, morte celular, expressao génica e transporte celular (AOYAMA et

al, 2003).

As fosfatases, enzimas classificadas como fosfomonohidrolases, atuam hidrolisando
fosfomonoésteres e estdo amplamente distribuidas em animais, vegetais e
microrganismos. Podem ser divididas em trés grupos principais: fosfatases
alcalinas, acidas e proteinas fosfatases (AOYAMA et al, 2003). As proteinas
fosfatases, por sua vez, subdividem-se em serina/treonina fosfatases e tirosina
fosfatases, de acordo com o residuo aminoacidico especifico que hidrolisam

(AOYAMA et al,, 2003).

As fosfatases acidas atuam em pH em torno de 5,0 e hidrolisam compostos de baixa
massa molecular. No tecido 6sseo de mamiferos, destacam-se as formas tartarato-
sensivel (associada a lisossomos) e tartarato-resistente (presente em osteoclastos,

ligada ou ndao a membrana) (MINKIN, 1982). A fosfatase acida tartarato-resistente,



também conhecida como fosfatase acida purpura, possui coloracdo caracteristica
devido a presenca de ions ferro em seu sitio ativo (GUDDAT et al., 1999; SCHENK et
al,, 2013).

Ja as fosfatases alcalinas atuam em pH basico e estdo frequentemente associadas a
membrana plasmatica por meio de uma ancora de fosfatidilinositol, embora
também existam isoformas soluveis (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995;
SHARMA; PAL; PRASAD, 2014). Em humanos, sdo classificadas de acordo com o
tecido de expressdo em: células germinativas, placentdria, intestinal e tecido nao-
especifico (figado, osso e rim) (SHARMA; PAL; PRASAD, 2014). Essas enzimas sdo
metaloenzimas homodiméricas, dependentes de fons Zn** e Mg?* para atividade
catalitica e manutengdo da conformagao estrutural (LEONE; PIZAURO;

CIANCAGLINI, 1997; MILLAN, 2006).

Além da classificacdo pelo pH 6timo, as fosfatases podem ser constitutivas ou
induzidas por fosfato, sendo estas ultimas sintetizadas apenas em condi¢des de
limitacdo desse nutriente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). A atividade enzimatica é
influenciada por fatores como concentragdo de substrato e enzima, pH, temperatura,
presenca de ions e inibidores (NELSON; COX, 2014). O estudo de inibidores é
fundamental para elucidar mecanismos de regulacao enzimatica e o papel de metais
na estabilidade e atividade da enzima. A fosfatase alcalina, por exemplo, é inibida
competitivamente pelo fosfato inorganico (produto da reacdo) e regulada

alostericamente por ATP (PIZAURO et al., 1987, 1988).

Ressalta-se a capacidade da fosfatase alcalina de hidrolisar ATP, liberando fosfato
inorganico, e sua regulagdo pelos niveis de pirofosfato (PPi) e fosfato inorganico (Pi)
no fluido extracelular, os quais influenciam processos de calcificacdo biolégica

(ZAKA etal., 2006; FOSTER et al., 2012).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a interagdo da
fosfatase alcalina com a membrana plasmatica obtida de tecido dsseo de frangos de
corte, com énfase nos aspectos estruturais, funcionais e regulatdrios dessa

associacao.

2 METODOLOGIA



Obtencdo dos animais e critérios éticos: Frangos de corte machos da linhagem
Cobb-500, com 21 dias de idade, foram obtidos de incubatério comercial. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissido de Etica no Uso de
Animais da FCAV (Protocolo n2 021238/13), em conformidade com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal. As aves foram mantidas em condi¢des
termoneutras, com luz continua de 24 horas, em boxes com cama de maravalha.
Receberam racao formulada conforme Rostagno etal. (2011) e 4gua ad libitum. Para
garantir a homogeneidade dos grupos, realizou-se diagndstico de discondroplasia
tibial (DT) utilizando aparelho de raio-X portatil (Lixiscope), classificando as lesées
em escores de 1 (sem lesdo) a 4 (lesdo severa). Foram selecionados sete frangos

normais (score 1) e sete com DT score 4.

Coleta e preparacao de amostras: As aves foram sacrificadas por deslocamento
cervical. As tibias foram coletadas, limpas de tecidos moles, envoltas em papel
aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C para

processamento posterior.

Preparacdo do extrato enzimatico: As epifises tibiais foram homogeneizadas com
tampao Tris-HCI 5 mM (pH 7,5) contendo MgCl, 2 mM e NaCl 150 mM, na proporg¢do
de 1 g de tecido para 5 mL de tampao, utilizando homogeneizador Turrax. O
homogeneizado foi centrifugado a 15.000 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante
(Extrato Bruto, EB) foi submetido a ultracentrifugacao a 100.000 x g por 2 h a 4°C.
O sobrenadante (S1) foi reservado, e o precipitado (P1), contendo a fracdo
membranar, foi ressuspendido em tampao Tris-HCI 5 mM (pH 7,25) com ZnCl, 1 uM
e MgCl, 2 mM, utilizando homogeneizador Potter (Figura 1).
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Figura 1: Protocolo de extracdo e separacdo de fra¢cdes da enzima.
Fonte: Préprio autor

Tratamentos da membrana: Para investigar o modo de interagdo da fosfatase

alcalina a membrana, trés tratamentos foram realizados:

Tratamento com PiPlc (fosfolipase C de B. thuringiensis): Incubagao a 37°C
por 1 h, seguida de ultracentrifugacao (100.000 x g, 2 h, 4°C). O sobrenadante
(Sob PiPIc) e o precipitado (Prec PiPlc) foram coletados.

Tratamento com Triton X-100: Adi¢do de 100 pL de Triton X-30% por mL de
amostra, incubacdo em banho de gelo (*7°C) por 1 h, seguida de
ultracentrifugacdo. Sobrenadante (Sob Triton) e precipitado (Prec Triton)
foram obtidos.

Tratamento com NaCl 2 M: Incubacao com volume igual de NaCl 2 M em
tampado Tris-HCl (pH 7,25) com MgCl, e ZnCl,, por 1 h a temperatura
ambiente, seguida de ultracentrifugacdo. Sobrenadante (Sob NaCl) e

precipitado (Prec NaCl) foram coletados (Figura 2).
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P1 - Precipitado da primeira ultracentrifugacio, Sob NaCl - Sobrenadante do tratamento com NacCl ap6s a ultracentrifugagio,
Prec NaCl - Precipitado do tratamento com NaCl apds a ultracentrifugacdo, Sob Triton - Sobrenadante do tratamento com
Triton apés a ultracentrifugacdo, Prec Triton - Precipitado do tratamento com Triton apés a ultracentrifugacdo, Sob PiPlc -
Sobrenadante do tratamento com PiPlc apés a ultracentrifugacdo, Prec PiPlc - Precipitado do tratamento com PiPlc apds a
ultracentrifugagio.

Figura 2: Tratamentos da membrana biolégica.
Fonte: Préprio autor

Ensaios enzimaticos: A atividade p-nitrofenilfosfatasica (p-NFFasica) da fosfatase
alcalina foi determinada a 37°C, quantificando a liberacao de p-nitrofenolato a 410
nm (g = 17.600 M~* cm™, pH 13). O meio de reag¢do continha AMPOL 100 mM (pH
9,4), MgCl, 2 mM, ZnCl, 1 uM e PNFF 1 mM. A reacdo foi iniciada pela adi¢do da
enzima e interrompida com NaOH 1 M. Uma unidade de atividade (U.mg™) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 nmol de p-nitrofenolato por

minuto por mg de proteina.

Dosagem de proteina e eletroforese: A concentracdo proteica foi determinada

pelo método de Hartree (1972), utilizando albumina sérica bovina como padrao.

Eletroforese em gel de poliacrilamida: A separacao de proteinas foi realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970),
utilizando 30 pg de proteina por amostra e padrdes de massa molecular da Bio-Rad.
Os géis de separacao (9%) e empilhamento (5%) foram preparados com solugdes
apropriadas de acrilamida, Tris-SDS e catalisadores (APS/TEMED). A eletroforese

foi conduzida a 200 V por aproximadamente 40 min.

Analise estatistica: Os dados foram analisados no programa SAS 9.0. Apds testes
de normalidade e homocedasticidade, aplicou-se ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05)

para comparacao de médias, com trés repeticdes por tratamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados demonstraram a eficiéncia do protocolo de purificacio e dos
tratamentos aplicados para estudar a interacdo da fosfatase alcalina com a

membrana plasmatica de tecido 6sseo de frangos (Tabela 1). A ultracentrifugacao e



os tratamentos subsequentes permitiram a separac¢ao das fracées enzimaticas com
diferentes graus de purificacdo. A concentragdo proteica no sobrenadante do
tratamento com fosfolipase C (PiPlc) foi aproximadamente sete vezes menor que a
do extrato bruto (0,27 mg/mL vs. 1,89 mg/mL), indicando uma significativa
purificacdo. O maior fator de purificacao foi observado para a fosfatase alcalina no

sobrenadante do tratamento com PiPlc (7,54).

Tabela 2: Atividades da enzima Fosfatase Alcalina presente no disco de crescimento de frangos de
corte, apos diferentes tratamentos.

Fracdo Con;igsg?rf:: ce FXlSci;zilEiie Fator de Purificacao
EB 1,89 81,07 1,00
Sob 1 2,36 45,59 0,56
Prec 1 1,41 130,71 1,61
Sob NaCl 0,32 8,74 0,11
Prec NaCl 0,50 98,12 1,21
Sob Triton 0,59 320,32 3,95
Prec Triton 0,66 10,92 0,13
Sob PiPlc 0,27 610,92 7,54
Prec PiPlc 1,23 28,55 0,35

EB - Extrato Bruto, Sob 1 - Sobrenadante da primeira ultracentrifugacdo, Prec 1 - Precipitado da primeira ultracentrifugacao,
Sob NaCl - Sobrenadante do tratamento com NaCl ap6s a ultracentrifugagio, Prec NaCl - Precipitado do tratamento com NaCl
ap6s a ultracentrifugacdo, Sob Triton - Sobrenadante do tratamento com Triton apés a ultracentrifuga¢io, Prec Triton -
Precipitado do tratamento com Triton apés a ultracentrifugacio, Sob PiPlc - Sobrenadante do tratamento com PiPlc apés a
ultracentrifugacdo, Prec PiPlc - Precipitado do tratamento com PiPlc apds a ultracentrifugagao.

A liberacao eficiente da fosfatase alcalina pela acdao da PiPlc sugere que a enzima
estd ancorada a membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI), consistente com
relatos anteriores para enzimas de tecidos mineralizados (PIZAURO; CIANCAGLINI;
LEONE, 1995). A nao liberacdo por solugdes salinas ou agentes caotrdépicos
(CYBORON; WUTHIER, 1981; CURTI et al., 1986) e a solubilizacdo eficaz por
detergentes suportam a natureza integral dessa associacdo membranar. A fosfatase
alcalina solubilizada exibiu atividade multifuncional, hidrolisando nao apenas p-
nitrofenilfosfato (p-NFF), mas também pirofosfato (PPi; 12,52 U/mg) e ATP (29,78

U/mg), refor¢ando seu papel no metabolismo de fosfatos no tecido dsseo.

Entretanto, atividades ATPasica (8,51 U/mg) e pirofosfatasica (1,59 U/mg)
residuais permaneceram associadas a fracdo membranar apds o tratamento com
PiPlc. Como praticamente toda a atividade p-NFFasica foi liberada, tais atividades

provavelmente sao atribuiveis a outra enzima, possivelmente a PC-1, que também



pode atuar como ATPase e pirofosfatase em vesiculas da matriz extracelular,

conforme proposto por Millan (2012) e Anderson (1995).

A analise por SDS-PAGE (Figura 3) revelou diferengas no perfil proteico entre as
fracdes, com destaque para uma banda de 73 kDa no sobrenadante do tratamento
com PiPlc, correspondente a massa molecular da fosfatase alcalina monomérica.
Essa estimativa estd de acordo com valores reportados para enzimas de outros
tecidos e de mamiferos (FOSSET; CHAPPELET-TORDO; LAZDUNSKI, 1974; PIZAURO
et al., 1987). Discrepancias quanto a massa molecular (variando de 18 a 360 kDa)
podem ser atribuidas a diferengas entre espécies, tecidos, métodos de extracdo ou
presenca de isoenzimas e proteases (HIWADA; WACHSMUTH, 1974; CYBORON;
WUTHIER, 1981).

Sob Prec Sob
1.___PiPlc___pipig

PA - Padréo de peso molecular, EB - Extrato Bruto, Sob 1 - Sobrenadante da primeira ultracentrifugacéo, Prec 1 - Precipitado
da primeira ultracentrifuga¢do, Sob PiPlc - Sobrenadante do tratamento com PiPlc ap6s a ultracentrifugacdo, Prec PiPlc -
Precipitado do tratamento com PiPlc apds a ultracentrifugacao.

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% (p/v) das fra¢des do extrato de tibia de
frangos.
Fonte: Préprio autor

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados confirmam que a fosfatase alcalina 6ssea de frangos esta firmemente
ancorada a membrana via glicosilfosfatidilinositol e possui carater multifuncional,
participando ativamente no metabolismo local de fosfato e possivelmente na

regulacdo da mineralizacao.
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