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Resumo

A Discondroplasia Tibial € atribuida a uma assincronia no processo de
ossificacdo endocondral, levando a um acumulo de cartilagem néo calcificada e
avascularizada onde deveria ser formado osso trabecular. E necesséaria uma
atuacao sincronizada das enzimas, ectoenzima fosfodiesterase nucleotideo
pirofosfatase (PC-1), fosfatase alcalina e fosfatase acida durante o processo de
calcificacdo bioldgica, pois elas atuam como reguladoras das concentracdes de
pirofosfato, que, quando elevadas, podem inibir a calcificacdo e levar ao
desenvolvimento da discondropléasia tibial. As aves foram separadas em normais
e portadoras de discondroplasia, sacrificadas, as tibias foram retiradas,
congeladas e estocadas a -70°C. Posteriormente os discos de crescimento foram
homogeneizados, receberam diferentes tratamentos para se ter as enzimas
purificadas, entdo foram aliquotados, congelados e estocados a -70°C para
futuras analises enzimaticas e dosagem de proteina. Nao houve diferenca entre a
atividade especifica da PC-1 extraida de aves normais, quando comparada
aguela obtida de aves portadoras de lesédo, ja a atividade especifica da fosfatase
alcalina foi diminuida nas aves portadoras de discondroplasia tibial em relacéo as
aves normais, sugerindo que a discondroplasia pode ser atribuida a um aumento
na concentracdo de pirofosfato, o qual pode dificultar a mineralizagé&o se ligando
diretamente aos cristais de hidroxiapatita e impedindo o seu crescimento, e
também pela ndo producdo do fosfato inorganico. A fosfatase acida, apresentou
reducdo na atividade nas aves doentes, quando comparadas as aves normais,
sugerindo que o disco de crescimento tem as suas funcdes de remodelacdo
afetadas. Nossos resultados sugerem que a disfuncéo tibial discondroplasia pode
ser atribuida a diminuicdo das atividades da fosfatase alcalina, o que gera o
aumento da concentracao pirofosfato inorganico inibindo a ossificacdo, mas ainda
nao pode-se descartar que condi¢des locais do disco de crescimento possa ter

participacédo no desenvolvimento da patologia.

Palavras chave: Fosfatase alcalina, calcificacdo bioldgica, ossificacao

endocondral.



Abstract

The tibial dyschondroplasia is attributed to an asynchrony in the
endochondral ossification process, leading to an accumulation of non-calcified and
non-vascularized cartilage in the place where the trabecular bone should be
formed. A synchronized action of ectoenzyme nucleotide phosphodiesterase
pyrophosphatase (PC-1), alkaline phosphatase and acid phosphatase is required
in the biological calcification process, because they act in the regulation of
pyrophosphate concentrations, which in high concentrations is an inhibitor of
calcification and may lead to the development of tibial dyschondroplasia. The birds
were divided into normal and dyschondroplasic, sacrificed, then the tibiae were
removed, frozen in liquid nitrogen and stored at -70 °C. Afterwards, the growth
plates were homogenized, submitted to different treatments to make each enzyme
extract and then were aliquoted, frozen and stored at -70 °C for posterior enzyme
assays and protein dosage. There was no difference between the specific activity
of PC-1 extracted from normal birds compared to that obtained from
dyschondroplasic birds, on the other hand the specific activity of alkaline
phosphatase was lower in birds with tibial dyschondroplasia, when compared with
healthy birds, suggesting that dyschondroplasia may be attributed to an increase
in the concentration of pyrophosphate, which may cause prejudice to
mineralization by binding directly to the hydroxyapatite crystals and preventing
their growth and also because there is no production of inorganic phosphate. The
acid phosphatase activity decreased in dyschondroplasic birds when compared to
the normal ones, suggesting that the growth plate has its remodeling functions
affected. Our results suggest that the tibial dyschondroplasia can be attributed to
the decrease in alkaline phosphatase activity, which leads to an increase in
inorganic pyrophosphate concentration, inhibiting ossification, although it still can
not be discarded that local conditions of the growth plate may play a role in the
development of this pathology.

Keywords: Alkaline phosphatase, biological calcification, endochondral

ossification.
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira aparece desde 2011 como maior exportadora mundial deste
tipo carne e sendo o terceiro maior produtor de carne de frango, segundo dados da
Unido Brasileira de Avicultura — UBABEF (2013). Em 2012, a producdo avicola do
Brasil foi da ordem de 12,6 milhdes de toneladas, ficando atras apenas de China e
EUA, respectivamente, primeiro e segundo maiores produtores de frango no mundo.

Para se alcancar esses niveis de producdo, avancos tecnoldgicos foram
necessarios, nas areas de melhoramento genético, manejo, sanidade e nutricdo
(DIBNER, 2007; PALHARES, 2012). Em 1930, o frango de corte era abatido, com 105
dias de idade e peso médio de 1,5 kg, a taxa de conversado alimentar era de 3,5 kg de
racao por quilograma de carne de frango. Em 2009, a uma taxa de converséao alimentar
de 1,839, o frango de corte pesava em torno de 2,6 kg, com idade para abate de 35
dias (ABPA, 2008; PATRICIO et. al., 2012, OLIVEIRA & NAAS, 2012).

Para assegurar o crescimento rapido das aves, faz-se necessario garantir o
desenvolvimento adequado do esqueleto dos animais, assim o Conselho Nacional de
Pesquisa dos EUA (NRC) fornece estimativas das quantidades de nutrientes para
vérias classes de aves domésticas, mas a necessidade de melhorias nutricionais
levaram o0s pesquisadores a procurar maneiras de otimizar a eficiéncia metabdlica
animal, a fim de aumentar a produtividade, diminuir os custos e producao de residuos
indesejaveis (GOMES et al., 2009).

Nesse sentido, sabendo que o consumo da carne de frango aumentou, no ano de
2013, o peso total de carcacas de frango de corte produzidas no Brasil foi de mais de
12 milhdes de toneladas, enquanto o peso total de carcacas de bovinos foi de pouco
mais de 8 milhdes de toneladas (IBGE, 2013).

Porém, o aumento da demanda de carne de frango e o melhoramento genético no
intuito de maior producdo de carne acarretou em problemas locomotores e do sistema
imune das aves, visto que o desenvolvimento 6sseo ndo acompanhou o maior ganho
de peso dos animais. Assim, atualmente ha uma grande preocupacdo com esses
problemas considerando que podem interferir no desempenho e ocasionar condenacao
de carcaca (PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tecido 6sseo

O osso é um tecido multifuncional, metabolicamente muito ativo, constituido de
uma populacdo heterogénea de células, que por meio de uma sequéncia coordenada
de eventos, regula a mobilizacdo e a deposicdo mineral durante a vida do animal
(PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002; MILLAN, 2012). O equilibrio entre estes
dois processos € de importancia fundamental para a formacdo do sistema esquelético
(CIANCAGLINI et al., 2006; BONEWALD, 2011).

Nos tetrdpodes, ocorrem dois processos de ossificacdo, a ossificacdo
intramenbranosa e a endocondral, o processo de ossificacdo endocondral é o
responsavel pelo crescimento longitudinal da maioria dos ossos do esqueleto. Em
circunstancias normais a calcificagdo ocorre no disco epifisario pela acdo de células
conhecidas como condrécitos, que se encontram em diferentes estagios de
diferenciacdo, dependendo, principalmente, da sua localizacdo no interior do disco de
crescimento (ANDERSON, 1995; GERBER; FERRARA, 2000).

O disco de crescimento € constituido de cartilagem, formando uma estreita faixa
de ligagéo entre a epifise e a diéfise e pode ser dividido nas seguintes regides (Figura
1) (PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002):

e Zona de reserva, contém condrécitos aparentemente em repouso, dispersos e
inativos.

e Zona de proliferacdo, onde ocorre a maioria das divisdes celulares, nesta regido
localizam-se as células precursoras dos condrécitos (células progenitoras). A
divisdo celular do condrécito gera o acumulo de novas células, deslocando-as
para baixo e formando colunas longitudinais. A formacdo destas, permite a
subdivisdo da matriz em septos transversais, que separam as colunas de células
que estdo em diferentes estagios de desenvolvimento e, em septos longitudinais
que separam as colunas de células adjacentes. E na zona de proliferacdo que
ocorre a divisdo celular dos condrdcitos, e sua morte ocorre na zona hipertréfica,

mantendo assim distancia constante entre a zona proliferativa e a metéfise.
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Figura 1: Estadgios do processo de ossificacdo endocondral no disco de

crescimento.

Fonte: Pizauro; Ciancaglini; Macari (2002).

e Zona de maturacdo, os condrdcitos passam de uma fase de poés-divisdo a um
estado de maturacdo, neste periodo ocorre intensa sintese e secre¢cdo de matriz
extracelular, e aparecem os primeiros indicios de producao de fosfatase alcalina.

e Zona hipertréfica, onde condrécitos aumentam de tamanho e ha presenca de
muitas vesiculas da matriz extracelular (VME).

e Zona de calcificacdo, nesta regido os condrécitos degeneram, inicialmente ocorre
a deposicdo de fosfato de célcio no interior das VME formando o cristal de
hidroxiapatita que posteriormente rompem as vesiculas e extravasam.

Num segundo passo, apos o0 extravasamento dos cristais de hidroxiapatita para o
fluido extracelular, ocorre a deposicdo destes nas fibras de colageno dos 0ssos em
formacéo (MILLAN, 2012).

Conforme observado, para que haja crescimento 6sseo, € necessario equilibrio
entre proliferacdo dos condrdcitos, producdo de matriz 0ssea, calcificacdo biologica,
hipertrofia e invasao da lacuna do condrécito hipertrofiado. O que torna a diferenciacao
dos condrécitos uma etapa crucial na ossificacdo endocondral (ANDERSON, 1995;
GERBER; FERRARA, 2000; FARQUHASON; JEFERREIS, 2000).

A hipertrofia dos condrécitos é a etapa essencial para invasdo vascular e
subsequente substituicdo da matriz calcificada por osso (HASKY-NEGEYV et al., 2008),

sugerindo que a vascularizagéo da regido inferior do disco de crescimento representa
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uma etapa crucial na interagcdo entre os processos de condrogénese (producao de
cartilagem) e osteogénese (formacdo do tecido 6sseo), principalmente, durante o
periodo de crescimento rapido dos ossos longos ou reparo de fraturas (GERBER;
FERRARA, 2000). Mudangas nesse equilibrio podem levar ao desenvolvimento de
doencas esqueléticas tais como osteoartrite, calcificacdo ectopica e discondroplasia
tibial (DT).

Apoptose, ou morte programada da célula é um fenbmeno necessario para o
desenvolvimento da maioria dos tecidos, a coordenacdo desse processo € necessaria
para o crescimento e remodelacdo do tecido 6sseo. Uma variedade de condi¢des e
fatores pode ativar e regular a morte da célula, dentre eles podemos citar: danos ao
DNA, hipoxia, perda de integrina e ativacdo de receptores de morte, sendo que todos
culminam em aumento na permeabilidade da membrana externa da mitocondria (JILKA;
NOBLE; WEINSTEIN, 2013). Assim, o atraso na apoptose dos condrdcitos pode
resultar em acumulo de células hipertrofiadas no disco de crescimento. Logo, a
compreensao dos mecanismos que regulam a maturacdo do condrdocito podera
contribuir para a elucidacéo do(s) mecanismo(s) responsavel(eis) pelo desenvolvimento
da lesdo (CLARKE; CLARKE, 1996; JILKA; NOBLE; WEINSTEIN, 2013).

A morte programada dos condrdcitos no disco de crescimento de 0ssos longos
tem sido muito estudada (CLARKE; CLARKE, 1996) e os resultados obtidos mostram
gue existe uma estreita relacdo entre a vascularizacdo da cartilagem e a morte
programada dos condrécitos hipertroficos (FLOYD et al.,, 1987). De fato, tem sido
demonstrado que a vascularizacdo e a reabsorgcédo da cartilagem calcificada ocorrem
apos a apoptose dos condrécitos (GIBSON; KOHLER; SCHAFFER, 1995; GIBSON;
LIN; ROQUE, 1997), e que a invasao vascular pode eliminar, de cada coluna de
células, um condrocito hipertrofico a cada 3 horas, ou 8 células em um dia (HUNZIKER,;
SCHENK; CRUZ-ORIVE, 1987), sugerindo que a apoptose coincide com a hipertrofia e
morte dos condrdcitos e ndo depende de estimulos externos (GIBSON; LIN; ROQUE,
1997).

Além disso, estudos realizados por varios pesquisadores mostram que a
ossificagdo endocondral € um processo muito bem regulado que envolve proliferacéo
dos condrdcitos, maturacéo e hipertrofia, assim como sintese e calcificagdo de matriz
extracelular. Estes eventos iniciais sdo seguidos pela vascularizacdo e reabsorcdo da
cartilagem calcificada que, finalmente, ¢é substituida por osso (PIZAURO;
CIANCAGLINI; MACARI, 2002).
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2.2. Teoria da ossificagcdo endocondral

A mineralizacdo é considerada o ultimo passo da formacdo do tecido 6sseo. A
forma de sal cristalino depositado sobre a matriz organica do osso € constituida
principalmente de fosfato e de célcio na forma de hidroxiapatita. O primeiro passo na
precipitacdo de sais de 0sso que envolve a formacdo de um arranjo mineral de calcio e
de fosfato capaz de um crescimento de hidroxiapatita é o fenbmeno de nucleacdo
"semente”, que € explicado pelo conceito de que os fluidos do corpo existem em um
estado metaestavel (sdo saturados com célcio e fosfato) até a formacdo do primeiro
precipitado (ROBINSON,1923).

Em mamiferos, onde a mineralizacéo € sinbnimo de calcificacéo, a principal causa
de controvérsia € o mecanismo pelo qual a barreira termodinamica é vencida para a
conversao dos ions célcio e fosfato organico presentes no sangue e fluidos intersticiais
de tecidos em calcificacdo em uma fase mineral solida. Na tentativa de explicar este
mecanismo, varias teorias tem sido propostas, dentre todas, sem duvida alguma, a
mais antiga e persistente é aquela proposta por Robinson (1923), que admite que a
fosfatase alcalina atuaria sobre a hexose monofosfato, derivada da quebra do
glicogénio, liberando o fosfato inorganico. Este aumento localizado do fosfato
inorganico, acrescido a concentracdo normal j4 existente no liquido tissular, provocaria
a mineralizacdo dos tecidos.

O brotamento das vesiculas de matriz € o mecanismo de geracdo de organelas
extracelulares que participam das etapas finais do processo de calcificagcdo antes da
morte programada do condrocito (Figura 2) (ANDERSON, 1995; PIZAURO;
CIANCAGLINI; MACARI, 2002; SIMSA et al., 2007). Os eventos bioquimicos e
biofisicos, responsaveis pela biogénese das vesiculas extracelulares, ainda nédo estao
perfeitamente elucidados, mas admite-se que elas estejam relacionadas ao ciclo de
vida da célula do condrécito e possivelmente com sua apoptose (KERR; WYLLIE;
CURRIE, 1972; ANDERSON, 1995; RASAPUTRA et al., 2012).
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Figura 2: Biogénese das Vesiculas de Matriz Extra Celular.
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Fonte: Pizauro; Ciancaglini; Macari (2002).

Um dos grandes desafios da Biologia € a compreensdao de como as células se
replicam e se dividem e, um dos aspectos importantes desse evento € saber como as
células formam as VME (CIANCAGLINI et al., 2006). A nova vesicula deve ser formada
com grande precisdo e possuir todas as informagfes necessarias para criar um
microambiente adequado para a formacdo e preservacdo do mineral (ANDERSON,
1995; ANDERSON et al., 1997; PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002).

As vesiculas sdo secretadas na zona de mineralizacdo do disco de crescimento
por brotamento das superficies laterais dos condrdcitos no inicio da fase de hipertrofia
(PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002), seu papel como mediadoras da deposicéo
mineral é reforcado devido aos seguintes fatos: o local de aparecimento de depdositos
minerais tem exata correspondéncia com o local das vesiculas (ANDERSON, 1973;
ALl, 1976). Primeiro sédo formados cristais de hidroxiapatita dentro da VME e
posteriormente ocorre a impregnacdao do coldgeno 6sseo com este material
(ANDERSON, 1973; 1976; WUTHIER, 1977; MILLAN, 2012). E proposto que o interior
das VME serve como microambiente selado que protege o primeiro nicleo do mineral,
mais sollvel, antes de se converter em cristais de hidroxiapatita. Foi verificado que,
vesiculas isoladas também possuem a capacidade de depositar sais de calcio "in vitro"
(WUTHIER; REGISTER, 1985; HSU, 1994; CIANCAGLINI et al., 2006; NARISAWA,
YADAV; MILLAN, 2013).

Vérios estudos com o objetivo de determinar os tipos de lipideos, eletrdlitos e

principalmente enzimas presentes nessas vesiculas tém revelado que a fosfatase
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alcalina ndo € a uUnica enzima, presente na membrana, que tem importancia no
processo de calcificacdo biolégica (ANDERSON, 1995; PIZAURO et al.,, 1998;
MACRAE et al., 2010; KIFFER-MOREIRA et al., 2014).

Além da fosfatase alcalina, tem sido demonstrada a presenca de elevados niveis
de pirofosfatase (PPiase), de adesinosina-5-trifosfatase (ATPase) e da ectoenzima
fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase (PC-1), dentre outras (PIZAURO;
CIANCAGLINI; MACARI, 2002; MACRAE et al.,, 2010; MILLAN, 2012). Segundo
Johnson e colaboradores (1999, 2000) e Gijsbers e colaboradores (2000), a PC-1 utiliza
o ATP presente no fluido extracelular da cartilagem para gerar o pirofosfato inorgéanico

(PPi), substrato fisiologico da ectofosfatase alcalina (Figura 2).

Figura 3: Coordenacdo da atividade das enzimas das vesiculas de matriz

extracelular.

ATP — Trifosfato de adenosina, PPi - Pirofosfato, Pi — Fosfato, FC — Fosfatidil colina, FEA — Fosfatidil etaloamina, PC-1 —
ectoenzima fosdiestarase nucleotidio pirofosfatase, F.AL — Fosfatase alcalina, F.Ac — Fosfatase acida, F.Or PHOSPHO 1, T. Fo —

transportador de fosfato.

Anderson; Garimella; Sarah (2005) com adapta¢6es do autor.

Além disso, ja foi demonstrado que a fosfatase alcalina também pode hidrolisar o
ATP, liberando fosfato inorgéanico; e que a enzima é regulada alostericamente pelo ATP
e inibida competitivamente pelo produto da reacdo, o fosfato inorganico (PIZAURO et
al., 1987), sugerindo que os niveis relativos de PPi e de Pi presentes no fluido da matriz
extracelular, também desempenham um papel importante na regulacdo do processo de
calcificagdo biologica (ZAKA et al., 2006; FOSTER et al.,, 2012). Esta hipttese é
suportada pela recente demonstragdo de que o nivel do fosfato inorganico, derivado da

hidrolise do PPi pela fosfatase alcalina, atua como um sinal da inducdo da expresséo
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da glicoproteina fosforilada osteopontina em osteoblastos (BECK; ZERLER; MORAN,
2000; NARISAWA; YADAV; MILLAN, 2013).

Além disso, foi verificado que o PPi inibe a capacidade dos condrocitos de
depositar minerais na matriz extracelular do tecido ésseo (POOLE et al.,, 1989;
JONHSON et al., 1999; 2000), e que a remocado desse mineral, cessa o efeito inibitério
da calcificacao biolégica mediada pelas VME (LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1997;
REZENDE et al., 1999; ADDISON et al.,, 2007). Tem sido verificado ainda que a
propagacao dos cristais de hidroxiapatita fora das vesiculas extracelulares também é
inibida pelo PPi (ANDERSON, 1995; PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002;
ADDISON et. al., 2007).

Segundo Terkeltaub (2001) e Addison e colaboradores (2007) o PPi representa a
molécula responsavel no controle da calcificagdo biolégica tanto em condigcdes normais
como em condigcbes patolégicas, sugerindo que o aumento da concentracao
extracelular do inibidor natural da formac&o da hidroxiapatita e da mineralizagc&o
blogueia a calcificacdo da cartilagem articular e de outros tecidos, além de atuar como
inibidor da fosfatase alcalina (PIZAURO et al., 1988; ADDISON et al., 2007).

3.3. Discondroplasia Tibial

A discondroplasia tibial € uma patologia das placas de crescimento epifisarias dos
ossos longos de aves crescimento de rapido, caracterizada por anomalias na
diferenciacdo dos condrocitos, o que gera acumulo de cartilagem branca, opaca, ndo
calcificada e avascular (Figura 3) (ORTH; COOK, 1994). Tendo a genética como fator
importante, varios fatores afetam a gravidade e a incidéncia das lesdes
discondroplasicas (ORTH; COOK, 1994). Os trabalhos atuais tém caracterizado a
cartilagem discondroplasica relativamente a expressao de varios genes e seus produtos
(FARQUHARSON; JEFFERIES, 2000; PRAUL et al.,, 2000; LEACH; MONSONEGO-
ORNAN, 2007). Sua etiologia ainda ndo estad devidamente esclarecida, e acredita-se
gue sua origem seja multifatorial (ORTH; COOK, 1994).

Na tentativa de explicar este mecanismo, alguns autores admitem que o estimulo
mecanico, juntamente com o0 genétipo e alteracdes nos constituintes da dieta, podem
interromper os eventos envolvidos no processo de diferenciacdo dos condrdcitos e
desencadear o processo de formacédo da lesdo (EDWARDS, 2000; PRAUL et al., 2000;
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FARQUHARSON; JEFFEREIS, 2000; RATH et al., 2005; 2007; VELLEMAN, 2000;
REDDI et al., 2000; PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002).

Figura 4: Corte da regido de crescimento de ave normal e de ave portadora de

discondroplasia tibial acometida de les&o grau 4.

Nommal Canilagem nao calcificada

Elaborado pelo autor.

Nesse sentido, resultados recentes mostraram que no caso da DT, a interrupgao
na cascata de diferenciacdo dos condrécitos, localizados no interior do disco de
crescimento de aves, resulta em altos niveis de condroécitos pré-hipertréficos e auséncia
de células hipertréficas, sugerindo que a etapa final do processo de calcificacdo néo
acontece devido a presenca de células que ndo expressam, ou possuem baixo nivel de
expressdo, dos genes responsaveis pela hipertrofia dos condrécitos (SIMSA et al.,
2007; RASAPUTRA et al., 2012). Aléem disso, tem sido sugerido que a formacdo de
estruturas vasculares e a calcificacao da cartilagem estdo intimamente associadas com
o desenvolvimento de patologias (ANDERSON, 1995; GERBER; FERRARA, 2000;
FARQUHARSON; JEFFEREIS, 2000).

Dessa maneira, genes que sao nhormalmente expressos nos condrocitos
hipertréficos podem ter expressdo reduzida na DT. Nie e colaboradores (1995)
demonstraram que as vesiculas extracelulares isoladas do interior da lesdo de aves
com DT séo inativas e ndo conseguem iniciar o processo de calcificacdo bioldgica.
Segundo os autores, neste processo ocorrem defeitos na vascularizagdo do tecido,
dificultando o fornecimento de nutrientes necessarios para a formacéo da cartilagem e
das vesiculas extracelulares. JA& Wu e colaboradores (2005) demonstraram que
condrécitos extraidos da lesdo podem apresentar a capacidade de crescer, diferenciar

e de expressar seus fendtipos normalmente, quando cultivados em condic¢ées ideais.
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Estudos de mutacéo dos genes que controlam a ossificacdo endocondral no disco
de crescimento tém mostrado que ratos transgénicos deficientes de fosfatases também
apresentam cartilagem nédo vascularizada no local onde o osso trabecular deveria se
formar (PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002; NARISAWA; YADAV; MILLAN,
2013). Além disso, Wu e colaboradores (2005) demonstraram que ratos cujo gene da
metaloproteinase-9 da matriz foi nocauteado, também apresentam uma zona de
condrdcitos hipertroficos com cartilagem semelhante aquela encontrada na DT,
sugerindo que os osteoclastos também desempenham um papel importante no
processo de vascularizagdo da porcéo terminal distal dos condrdcitos hipertroficos e
reabsorcéo da cartilagem calcificada (PRAUL et al., 2000).

Nesse sentido, a caracterizacdo cinética das enzimas que se encontram
associadas a membrana das vesiculas extracelulares podera contribuir para a
compreensao dos mecanismos de formagdo de novos 0ssos e do desenvolvimento da

lesdo da DT.



26

3. OBJETIVOS

e Estudar a atividade das enzimas consideradas marcadores do tecido 6sseo,
PC-1, fosfatase acida e fosfatase alcalina em aves normais e acometidas com
discondroplasia tibial.

e Caracterizar cineticamente a fosfatase alcalina visando investigar se existem
modificacdes nas propriedades cinéticas desta enzima, entre em aves normais e

acometidas com discondroplasia tibial.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao dos animais

Os procedimentos com animais, bem como os protocolos de manipulacdo e
sacrificio, foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais da FCAV,
protocolo N° 021238/13, estando, portanto, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Para as andlises foram utilizados frangos de corte machos, de 21 dia de idade, da
linhagem Cobb-500, obtidos de um incubatério comercial. As aves foram criadas em
condicdo termoneutra, sob um programa de luz continuo de 24 horas, em um galpéo
experimental constituido de boxes de 2,5 m de comprimento por 1,5 m de largura,
totalizando 3,75 m?, forradas com cama de maravalha com aproximadamente 10 cm de
altura. Os animais foram criados com fornecimento de rac&o tradicional formulada
segundo as recomendacfes de Rostagno e colaboradores (2011) e 4gua a vontade.

Sabendo que até 60% dos casos de DT sé&o subclinicos (BARTELS; McDANIELS;
HOERR, 1989; THORP et al.,1997), sendo dificilmente identificados mediante a forma
de diagnéstico visual, foi realizado diagnostico da discondroplasia, feito através de um
aparelho portétil de raio-X de baixa intensidade, denominado Lixiscope, e classificado
conforme scores, de tal forma que o score 1 correspondeu a ave sem lesao, score 2 a
uma lesdo de grau leve, score 3 a uma lesdo de grau intermediario, e score 4 a uma
les&o de grau severo.

Assim foram utilizados sete frangos normais e sete frangos acometidos com DT

score 4.

4.2. Sacrificio das aves e coleta dos ossos

As aves foram sacrificadas por deslocamento cervical, e 0s o0ssos da tibia de
ambas as pernas foram colhidos mediante seccao e avulsdo dos tecidos até completa
exposicdo do tecido 6sseo. Este material foi embrulhado em papel aluminio, congelado
em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -70°C para posterior processamento e

analises.
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4.3. Preparacdo do extrato enzimatico

A epifise das tibias foi homogeneizada em um homogeneizador tipo Turrax com
tampéo Tris.HCI 5 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM e NaCl 150 mM, na proporcéo de
1 g de tecido para 5 ml de tampé&o. Este foi centrifugado a 15.000 g, durante 10
minutos, a 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante (Extrato Bruto, EB) foi
novamente centrifugado a 100.000 g durante 2 horas, a 4°C. O sobrenadante (S1) foi
utilizado para estudos referentes a atividade da fosfatase &cida, o precipitado (P1) foi
solubilizado em homogeneizador tipo POTTER com 5 ml com tampé&o Tris.HCI 5 mM,
pH 7,25, contendo ZnCl, 1 pM, MgCl, 2 mM, e utilizado nos proximos passos da
purificacdo (Figura 5).

Figura 5: Purificacdo das enzimas de membrana.

Homogeneizado em tampao Tris. HCI 5
mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, ZnCl,
1uM e NaCl 150 mM

ﬁ \— 15.000 g
Fueafiz 1

capsulas
articulares das ‘
epifises das tibias { W Sobrenadante (Eb)
Precipitado = 100.000 g

AN
Membrana , &
(P1) Enzimas soluveis
- (S1)

4.4. Tratamento de membrana com PiPIc

A membrana foi incubada com de fosfolipase C de B. thurigiensis (PiPIc), a 37°C
durante uma hora. Apés o periodo de incubacao a mistura foi centrifugada a 100.000 g
durante 2 horas, a 4°C. O sobrenadante (Sob PiPIc) foi armazenado para estudo

referentes a atividade da PC-1. O precipitado (Prec PiPIc) foi solubilizado utilizando-se
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0 mesmo volume inicial em tamp&o Tris.HClI 5 mM, pH 7,25, contendo ZnCl, 1 uM,
MgCl, 2 mM, e utilizado nos estudos referentes a atividade da fosfatase alcalina (Figura
6).

4.5. Tratamento de membrana com triton X-100

Para cada 1,0 ml de membrana contendo utilizou-se 100 uL de Triton X-100 30%
para encubagdo durante 1 hora, em banho de gelo (=7°C). Depois a mistura foi
centrifugada a 100.000 g durante 2 horas a 4°C.

O sobrenadante (Sob Triton) foi armazenado e o precipitado (Prec Triton) foi

solubilizado utilizando o0 mesmo volume inicial do tampé&o, e foi armazenado (Figura 6).

4.6. Tratamento de membrana com NaCl

Para cada 1 ml de membrana contendo utilizou-se 1 ml de NaCl 2 M preparado
em Tris.HCI 5 mM, pH 7,25, contendo MgCl, 2 mM, ZnCl, 1 uM e foi incubado, durante
1 hora a temperatura ambiente. Depois a mistura foi centrifugada a 100.000 g durante 2
horas a 4°C.

O sobrenadante (Sob NaCl) foi armazenado e o precipitado (Prec NacCl) foi

solubilizado utilizando o mesmo volume inicial do tampéao, e foi armazenado (Figura 6).
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Figura 6: Tratamentos da membrana biolégica.

Tratamentos da Membrana
a I
7 , Tratamentos Com :
Mcmbrana NaCl, Triton X-100 e PiPlc
(P1)
< 100.000¢g
NaCl Triton X-100 PiPlc
(v ‘ (v ‘ (v ‘
- Sob NaCl - Sob Triton = S iPle
Prec NaCl Prec Triton PrecPiPlc 0P PiPlc
P1 - Precipitado da primeira ultracentrifugacdo, Sob NaCl - Sobrenadante do tratamento com NaCl apés a

ultracentrifugacao, Prec NaCl - Precipitado do tratamento com NaCl ap6s a ultracentrifugagdo, Sob Triton - Sobrenadante do
tratamento com Triton apos a ultracentrifugagdo, Prec Triton - Precipitado do tratamento com Triton ap6s a ultracentrifugacéo, Sob
PiPIc - Sobrenadante do tratamento com PiPIc apds a ultracentrifugagéo, Prec PiPlc - Precipitado do tratamento com PiPIc apés a
ultracentrifugacgéo.

4.7. Determinacdo da atividade p-nitrofenilfosfatasica (PNFFasica) das

fosfatases

A atividade PNFFésica da fosfatase alcalina foi determinada descontinuamente, a
37°C, por meio da formacéo do fon p-nitrofenolato (= 17600 M*cm™, pH 13), em 410
nm a partir da hidrélise do p-nitrofenilfosfato (SIGMA®) 1 mM em meio de reagéo
contendo AMPOL 100 mM, pH 9,4, MgCl, 2 mM, ZnCl; 1 uM e PNFF 1 mM, em volume
final de 1 ml.

A reacdo enzimética foi iniciada pela adicdo do extrato enzimatico ao meio de
reacdo e interrompida por meio da adicdo de 1 ml de NaOH 1 M. Apds mistura por
agitacdo, a absorbancia foi determinada a 410 nm. As determinagfes foram efetuadas
em triplicatas e as velocidades iniciais permaneceram constantes durante o tempo de
incubacédo, assegurando-se hidrolise de substrato sempre inferior a 5%. Em cada
determinacéo foi incluido controle para estimar a hidrélise ndo enzimética do substrato.
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Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade
de enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina
presente no extrato, nas condi¢des de ensaio.

A atividade da fosfatase &cida foi determinada nas mesmas condicdes
substituindo-se o tampao AMPOL por Acetato 100 mM pH 6,0.

4.8. Efeito do pH sobre a atividade PNFFasica das fosfatases

O efeito do pH sobre a atividade das fosfatases foi realizado utilizando-se as
seguintes solucdes tampéo: Acetato de sodio (entre pH 3,5-6,5), Tris.HCI (entre pH 6,5-
8,5) e AMPOL (entre pH 8,5-11,0), em concentracdo 100 mM. A atividade foi

determinada conforme descrito no item anterior.

4.9. Efeito da concentracdo de substrato sobre a atividade da fosfatase
alcalina

O estudo da influéncia da concentracdo de substrato sobre a atividade das
fosfatases acida e alcalina foi determinado variando-se a concentracédo de substrato de
0,001 mM até 8 mM.

4.10. Acédo de inibidores sobre a sobre a atividade da fosfatase alcalina

A acao de diferentes inibidores sobre a atividade da fosfatase alcalina solubilizada
foi estudada utilizando-se concentra¢cdes de inibidor compreendidas entre 1 uM a 10
mM, dependendo do inibidor testado (Tabela 1). As solucdes dos inibidores foram
previamente preparadas em pH 9,4 e a atividade PNFFase residual da enzima foi

determinada conforme descrito anteriormente.

Tabela 1: Compostos e concentragdes utilizados nos testes de inibicao.

Inibidor Concentracao
Fosfato 0,1,2e4 mM
Levamisol 0, 0,001 e 0,01 mM
Teofilina 0, 0,06, 0,1 e 0,16 mM
Vanadato 0, 0,01 e 0,02 mM

Zinco 0, 0,004, 0,006 e 0,008 mM
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4.11. Inativacdo térmica da fosfatase alcalina

O estudo de inativacao térmica da fosfatase alcalina solubilizada foi realizado em
tampao AMPOL 50 mM, pH 9,4, contendo MgCI2 2 mM e PNFF 1 mM. A enzima (5
pug/ml), em tampao Tris.HCI 5 mM, pH 7,5, contendo MgCI2 2mM, foi incubada em
temperaturas compreendidas entre 40 e 600C e, em tempos previamente
estabelecidos, foram retiradas aliquotas de 150 pl que foram mantidas em banho de
gelo durante um minuto. Finalmente, a atividade PNFFase foi determinada conforme

descrito anteriormente.

4.12. Determinacgao da atividade da fosfatase 4cida tartarato resistente

A atividade PNFFasica (p-nitrofenilfosfatasica) da fosfatase alcalina presente no
extrato bruto foi determinada a 37°C, através da formacdo do ion p-nitrofenolato (€=
17600 m™* cm?, pH 13), a 410 nm, em tampdo acetatol00 mM, pH 6,0, contendo
tartarato dissodico 100 mM e p-nitrofenilfosfato 1 mM, em um volume final de 1 ml.

A reacao enzimatica foi iniciada pela adicdo do substrato ao meio de reacédo e
interrompida pela adicdo de 1 ml de NaOH 1M. Ap6s mistura por agitacdo, a
absorbancia dos tubos foi determinada a 410 nm. As determinagbes foram efetuadas
em duplicatas e as velocidades iniciais permaneceram constantes durante o tempo de
incubacao, assegurando-se uma hidrolise do substrato sempre inferior a 5%.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade
de enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina

presente no extrato, nas condi¢des de ensaio.

4.13. Determinagdo da atividade da ecto-fosfodiesterase nucleotideo
pirofosfatase (PC-1)

A atividade da PC-1 foi determinada descontinuamente, em tampdo AMPOL 100
mM, pH 10,5, contendo MgCl, 1,6 mM e timidina 5 monofosfato p-nitrofenil éster
(PMTN) 1 mM, em um volume final de 0,5 ml. A reacdo enziméatica foi iniciada pela
adicao do substrato ao meio de reacao e interrompida pela adicao de 0,45 ml de NaOH

1 M. ApGs mistura por agitacdo, a absorbancia foi determinada a 410nm.
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As determinagbes foram efetuadas em triplicatas e as velocidades iniciais
permaneceram constantes durante o tempo de incubacéo, assegurando-se hidrdlise de
substrato sempre inferior a 5%. Em cada experimento foram incluidos controles por
meio da adicdo da enzima apds a interrupcdo da reacao, para se estimar a hidrélise
ndo enzimatica do substrato.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade
de enzima que libera um nmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama de proteina

presente no extrato, nas condi¢des de ensaio.

4.14 Efeito do pH sobre a atividade da PC-1

O efeito do pH sobre a atividade das fosfatases foi realizado utilizando-se as
seguintes solucdes tampéo: HEPES (entre pH 7,0 — 9,5), Tris.HCI (entre pH 7,0-8,5) e
AMPOL (entre pH 8,5-11,0), em concentragdo 100 mM. A atividade foi determinada

conforme descrito no item anterior.

4.15 Determinacao da atividade de pirofosfatase (PPiase)

A atividade de PPiase foi determinada descontinuamente, a 37°C, através da
dosagem do fosfato inorganico liberado pela hidrolise do substrato, em tamp&o AMPOL
100 mM, pH 9,4, contendo MgCl, 2 uM, e PPi 1 mM.

A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio de reacéo e interrompida pela
adicdo de 0,1 ml de solucdo gelada de TCA 50% (p/v). A dosagem do fosforo
inorganico liberado foi efetuada de acordo com o método descrito por Heinonen e Lahti
(1981). Neste método, o fosfato inorganico liberado no meio de reacdo € complexado
pelo molibdato de amdnio acidificado com acido sulfdrico. O fosfomolibdato formado é
imediatamente extraido com acetona, sob agitagdo continua durante 15 segundos. O
excesso de molibdato presente no meio de reacdo é complexado pelo citrato e, em
seguida o fosfomolibdato formado € dosado espectrofotometricamente a 355 nm.

As determinagbes foram efetuadas em triplicatas e as velocidades iniciais
permaneceram constantes durante o tempo de incubacdo, assegurando-se hidrdlise de
substrato sempre inferior a 5%. Em cada experimento foram incluidos controles sem a

reacao enzimatica para se estimar a hidrélise ndo enzimatica do substrato
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Uma unidade de atividade enzimatica foi definida e expressa como a quantidade
de enzima que libera um nmol de fosfato por minuto por miligrama de proteina presente

no extrato, nas condi¢cdes de ensaio.

4.16. Determinacao da atividade de adenosina-5'-trifosfatase (ATPase)

A atividade de ATPase foi determinada conforme o procedimento descrito para
determinacdo da PPiase, substituindo-se o substrato PPi pelo ATP em concentragao
final 1 mM.

4.17. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina do extrato foi determinada de acordo com o método
descrito por Hartree (1972), utilizando-se soroalbumina bovina fragdo V como padrao

proteico.

4.18. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS-PAGE

As proteinas presentes nos extratos foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) de acordo com o método
de Laemmli (1970).

As aliquotas foi adicionado 40 uL de p-mercaptoetanol e 90 uL de tamp&o de
amostra 3X concentrado (125mM Tris-HCI, pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de SDS;
0,002% azul de bromofenol, concentracédo final), entdo foram aquecidas em banho-
maria em ebulicdo durante 2 minutos, transferidas para um banho de gelo e
armazenadas a —70°C até serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida.

As amostras preparadas como descrito anteriormente foram aplicadas no gel de
poliacrilamida a uma concentracdo de 30 ug de proteina total. Em todos os géis foi
aplicado também padrao de referencia Bio-Rad. O gel de separacdo, com concentracao
igual a 9%, foi preparado utilizando-se 2 ml de tampé&o de separagéo (0,75 M Tris;
0,21% SDS, pH 8,8), 1,2 ml de acrilamida-bis (30:0,8%), 0,8 ml de agua deionizada, 60
uL de APS 10% e 6 ul de TEMED. O gel de empilhamento (5%) foi preparado com 1,5
ml de tampéao de empilhamento (0,13 M Tris, 0,12% SDS, 0,01% NaN3, pH 6,8), 0,250
ml de acrilamida-bis (30:0,8%), 40 uL de APS 10% e 4 uL de TEMED.
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Foi utilizado o sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad) conectado a uma

fonte a qual foi aplicada uma voltagem de 200 V, por aproximadamente 40 minutos.

4.19. Determinagdes dos parametros cinéticos

Os resultados obtidos nos experimentos de cinética de hidrélise dos substratos
foram ajustados de acordo com a equacéao de Hill utilizando-se o programa Origin Pro 8

(North Hampton, Massachusetts, EUA).

4.20. Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa “SAS system”
versdo 9.0, considerando-se trés repeticoes. Foram realizados testes de
homocedasticidade, de normalidade dos erros, analise de variancia e teste de Tukey

para comparacao das meédias a 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados referentes a separacdo da membrana
do sobrenadante por ultracentrifugacéo e os diferentes tratamentos utilizados. Verifica-
se que a concentracdo de proteinas presentes no sobrenadante do tratamento com
PiPIc (0,27 mg/ml) é cerca de sete vezes menor que a do extrato bruto (1,89 mg/ml). A
analise das atividades enzimaticas mostrou que o processo de ultracentrifugacdo e
tratamentos foi eficiente para estudar a forma de interagcdo das proteinas com a
membrana, apresentando maiores fatores de purificacdo, para a fosfatase alcalina no
sobrenadante do tratamento com PiPlc (7,54), fosfatase acida no sobrenadante da
primeira ultracentrifugacao (5,54) e PC-1 no sobrenadante do tratamento com Triton X-
100 (3,64).

Tabela 2: Atividades das enzimas PC-1 e Fosfatases Alcalina e Acida presentes

no disco de crescimento de frangos de corte, apds diferentes tratamentos.

Fracéo Concentrfagéo Fosfatase _Fator de Fosfatas _Fator de PC-1 ‘Fator de
de Proteinas  Alcalina  Purificacdo F. Al. e Acida  Purificacéo F. Ac. Purificacdo PC-1
EB 1,89 81,07 1,00 2,93 1,00 0,91 1,00
Sob 1 2,36 45,59 0,56 5,54 1,89 0,81 0,89
Prec 1 1,41 130,71 1,61 2,60 0,89 2,01 2,21
Sob NaCl 0,32 8,74 0,11 2,52 0,86 0,13 0,14
Prec NaCl 0,50 98,12 1,21 1,71 0,58 1,46 1,61
Sob Triton 0,59 320,32 3,95 2,99 1,02 3,30 3,64
Prec Triton 0,66 10,92 0,13 1,78 0,61 2,53 2,79
Sob PiPlc 0,27 610,92 7,54 0,00 0,00 0,35 0,39
Prec PiPlc 1,23 28,55 0,35 2,04 0,70 0,71 0,78

EB - Extrato Bruto, Sob 1 — Sobrenadante da primeira ultracentrifugagdo, Prec 1 - Precipitado da primeira
ultracentrifugagdo, Sob NaCl - Sobrenadante do tratamento com NaCl apds a ultracentrifugacéo, Prec NaCl - Precipitado do
tratamento com NaCl apés a ultracentrifugacédo, Sob Triton - Sobrenadante do tratamento com Triton apés a ultracentrifugagéo,
Prec Triton - Precipitado do tratamento com Triton apds a ultracentrifugagdo, Sob PiPIc - Sobrenadante do tratamento com PiPlc
apos a ultracentrifugagéo, Prec PiPIc - Precipitado do tratamento com PiPlc apds a ultracentrifugagao.

O estudo da interacdo da fosfatase alcalina de placas 6sseas com a membrana foi
realizado utilizando-se fosfolipase C de B. thurigiensis, mostram que a fosfatase
alcalina de placas dsseas é eficientemente removida da membrana pela acdo da
fosfolipase C isso sugere que a enzima de placas 0sseas encontra-se associada a
membrana através da ancora do fosfatidilinositol. Esta suposi¢cdo é baseada no fato de
gue o tratamento com fosfolipase C tem sido utilizado como uma evidéncia da
participacdo da ancora do fosfatidilinositol na associacdo de proteinas com a
membrana (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).
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Outra evidéncia experimental que suporta esta suposicdo é o fato de que a
fosfatase alcalina que participa do processo de calcificacdo ndo € liberada da
membrana através de solucdes salinas bem como pela acdo de agentes caotropicos
(CYBORON; WUTHIER, 1981; CURTI et al., 1986; CIANCAGLINI et al., 1990).
Entretanto, o fato da enzima de placas 6sseas poder ser solubilizada com detergentes
indica claramente que ela esta solidamente associada a membrana (PIZAURO et al.,
1987, CIANCAGLINI et al., 1990), o que coincide com os resultados apresentados em
nosso trabalho. Conforme pode ser observado na Tabela 2 praticamente toda atividade
PNFFase é liberada da membrana pela fosfolipase C de B. thurigiensis. Nossos
resultados mostram ainda, que a fosfatase alcalina solubilizada também hidrolisa o PPi
(12,52U/mg) e o ATP (29,78 U/mg), apresentando portanto um carater multifuncional.

Outro aspecto a ser considerado € que a atividade pirofosfatasica (1,59/mg) e de
adenosina-5'-trifosfatase (8,51 U/mg) ainda sdo encontrados associados a membrana,
apos o tratamento com a fosfolipase C isso sugere que o tratamento com fosfolipase C
ou ndo remove completamente a fosfatase alcalina da membrana ou entdo essas duas
atividades pertenceriam a outra enzima. A primeira possibilidade pode ser descartada
uma vez que toda atividade PNFFase foi liberada no sobrenadante e que a pequena
fracdo que permanece na membrana néo justifica os valores das atividades ATP4&sica e
pirofosfatasica. Desse modo, essas duas atividades remanescentes na membrana
podem estar associadas a uma outra enzima, Millan (2012) propde que tanto a
fosfatase alcalina como a PC-1, presentes na membrana das vesiculas extracelular da
matriz, podem atuam como ATPase e pirofosfatase, onde a fosfatase alcalina possui
papel primario e a PC-1 apresenta papel secundario em ambos 0s processos
(ANDERSON, 1995; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1997), esta hipotese suporta
os resultados aqui apresentados.

Para melhor analise da composicdo proteica do tratamento com PiPlc, foi
realizada eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (Figura 7). A
analise mostra diferenca significativa entre o perfil proteico das vesiculas extraidas de
animais normais, destaca-se a diminuicdo da quantidade de proteinas com os
tratamentos e a eficiéncia do uso da PiPIc hidrolisar a ancora de fosfatidil inisitol que
liga a fosfatase a membrana, sendo que no sobrenadante deste tratamento chama a
atencao a presenca de uma banda de 73 kDa, que € equivalente a massa molecular da

fosfatase alcalina
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% (p/v) das fracées do extrato

de tibia de frangos.

PA — Padrdo de peso molecular, EB — Extrato Bruto, Sob 1 — Sobrenadante da primeira ultracentrifugacdo, Prec 1 -
Precipitado da primeira ultracentrifugacdo, Sob PiPlc - Sobrenadante do tratamento com PiPIc ap6s a ultracentrifugagao, Prec PiPlc
- Precipitado do tratamento com PiPIc apés a ultracentrifugacéo.

As fosfatases alcalinas de varios tecidos de mamiferos geralmente sao
glicoproteinas de peso molecular entre 100 e 200 kDa, constituidas por duas
subunidades aparentemente idénticas (CATHALA et al., 1975; FERNLEY, 1971,
McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979; WUTHIER; REGISTER, 1985; PIZAURO et al.,
1987; CIANCAGLINI et al., 1990; SAY et al., 1991). Entretanto, para a fosfatase alcalina
de cartilagem epifisaria foi relatada a obtencdo de moléculas oligoméricas de peso
molecular da ordem de 207-220 kDa contendo 4 subunidades idénticas de 53 kDa
(CYBORON; WUTHIER, 1981).

A massa molecular da fosfatase alcalina solubilizada por fosfolipase C, foi
estimada em 73 kDa em sua forma monomérica sdo similares aos resultados obtidos
para as enzimas isoladas de outros tecidos de mamiferos (FOSSET; CHAPPELET-
TORDO; LAZDUNSKI, 1974, OHKUBO; LANGERMAN; KAPLAN, 1974; HIWADA;
WACHSMUTH, 1974; CYBORON; WUTHIER, 1981; HSU et al., 1985; PIZAURO et al.,
1987; CIANCAGLINI et al., 1990; SAY et al., 1991). Entretanto, para a enzima extraida
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de cartilagem ou osso resultados contraditérios tém sido publicados. Nesse caso, 0s
valores encontrados variam de 18 a 360 kDa (ARSENIS; RUDOLPH; HACKETT, 1975;
CYBORON; WUTHIER, 1981; HSU et al., 1985; PIZAURO et al., 1987; HAWRYLAK;
STINSON, 1987; CIANCAGLINI et al., 1990; SAY et al., 1991). Vérias possibilidades
tém sido relatadas para explicar essa variacdo encontrada no peso molecular da
enzima. Alguns autores admitem que essas diferencas sejam devidas as diferentes
espécies, tecidos e/ou aos diferentes métodos empregados na preparacao e purificacéo
da enzima inclusive a fatores ainda desconhecidos (HSU et al., 1985). Cyboron e
Wuthier (1981) admitem que as diferengcas encontradas nos pesos moleculares das
fosfatases alcalinas s&@o devidas a presenca de proteases inespecificas, nas
preparacdes de colagenase bruta, empregada na obtencédo da enzima, e que poderiam
acarretar degradacdes na molécula da fosfatase alcalina. Finalmente Hiwada e
Wachsmuth (1974) e McKenna, Hamilton e Sussman (1979) sustentam que essas
diferencas sédo devidas a existéncia de isoenzimas.

Na determinacdo do pH 6&timo aparente das enzimas estudadas, para as
fosfatases presentes no sobrenadante da ultracentrifugacdo (Figura 8) foram obtidos
valores mais elevados nos pH 6,0 e 10,5. A presenca de uma forma soluvel no
processo de ossificacdo ja foi relatada por Curti e colaboradores (1987) e caracterizada
estrutural e cineticamente por Say e colaboradores (1991). A fosfatase alcalina que
participa do processo de ossificacdo endocondral é uma ectoenzima que se encontra
associada a membrana pela ancora do fosfatidil inositol a qual poderia ser liberada
durante o processo de obtencdo pela acdo da fosfolipase C (PIPLC) especifica
(PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995). Entretendo ainda nédo esta perfeitamente
estabelecido se ela se origina da membrana ou se existe uma fosfatase alcalina solavel

gue participa do processo de ossificacao.
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Figura 8: Efeito do pH sobre a atividade das fosfatases presente no sobrenadante

da ultracentrifugacao, expressas em nmol de produto liberado por minuto de rea¢éo por

miligrama de proteina presente no extrato.
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Conforme pode ser observado na figura 9, o sobrenadante obtido ap6s o

tratamento com PiPIc é rico em atividade de fosfatase alcalina com pH 6timo aparente

10,5.

Figura 9: Efeito do pH sobre a atividade das fosfatases

presente no sobrenadante

obtido apos o tratamento com PiPIc, expressas em nmol de produto liberado por minuto

de reacdo por miligrama de proteina presente no extrato.
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Semelhantemente ao observado nas figuras 8 e 9 a PC-1 (Figura 10) também

apresentam pH 6timo aparente em pH 10,5. E importante salientar que dentre todas as

enzimas estudadas, a PC-1, € a mais influenciada pela espécie idnica do tampéao.



41

Comportamento semelhante foi observado por Pizauro e colaboradores (1998) para a
fosfatase alcalina do tecido Osseo de rato. Esse comportamento sugere que a
composicdo do fluido intersticial exerce papel importante na atividade das enzimas

envolvidas no processo de ossificacao.

Figura 10: Efeito do pH sobre a atividade da PC-1 presente no precipitado obtido
apos o tratamento com PiPlc, expressas em nmol de produto liberado por minuto de

reacdo por miligrama de proteina presente no extrato.
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Observou-se que atividade PNFFasica da fosfatase alcalina de aves normais,
apresentou velocidade maxima de 507,46 U/ml e o valor de Km 56,49 uM (Tabela 3). A
relacdo V/Km, foi da ordem de 9,06, em relagdo ao coeficiente de Hill, os resultados
indicam que a enzima ligada @ membrana apresenta caracteristicas "Michaelianas" para
as interacdes em relacdo ao PNFF.

A fosfatase alcalina ligada a membrana das vesiculas apresenta uma alta
especificidade pelo PNFF. A velocidade méaxima é semelhante as obtidas para a
fosfatase alcalina ligada a membrana das vesiculas extracelulares que surgem
associadas ao processo de calcificacdo ectopica (CIANCAGLINI et al., 2006), da
fosfatase alcalina obtida de cultura de osso alveolar (SIMAO et al., 2007), e da
cartilagem epifisaria (CYBORON; WUTHIER, 1981; HSU et al., 1985) e de fosfatases
alcalinas purificadas de varios tecidos de mamiferos (FERNLEY, 1971; McCOMB,;
BOWERS; POSEN, 1979).

O comportamento "Michaeliano” observado para as interacfes da enzima com o
PNFF (Figura 11) é similar ao observado para a fosfatase alcalina ligada a membrana
das vesiculas extracelulares que surgem associadas ao processo de calcificacao
ectépica (CIANCAGLINI et al., 2006), da fosfatase alcalina obtida de cultura de o0sso
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alveolar (SIMAO et al., 2007), para a fosfatase alcalina purificada de placa 6ssea
(PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995) e para a fosfatase alcalina de condrocitos
(FORTUNA et al., 1979).

Figura 11. Efeito da concentragéo do substrato sobre a atividade da fosfatase alcalina

solubilizada por fosfolipase C de epifise de aves normais.
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O estudo do efeito da variacdo da concentracdo de fosfato, mostrou que 0 mesmo
atua como inibidor competitivo (Figura 12) do PNFF, similar ao resultado obtido para a
enzima solubilizada com Triton X-100 (PIZAURO et al., 1987) e para a enzima extraida
de cartilagem epifiséria de pintainho (CYBORON; WUTHIER, 1981). A mudanca do tipo
de inibicdo relatada por Curti e colaboradores (1987) para a enzima associada a
membrana sugere que, pelo menos para o fosfato, o microambiente da membrana

parece exercer algum tipo de influéncia nas propriedades cinéticas da enzima.
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Figura 12. Inibicdo da atividade PNFFasica da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C de aves normais pelo fosfato (Concentragbes: (¢) Zero; (m) 1mM; (A)
2mM; (o) 4mM).
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O estudo da acdo do levamisol sobre a atividade de PNFFase da fosfatase
alcalina solubilizada (Figura 13) revelou que o tipo de inibicdo incompetitiva é
coincidente com o obtido para a enzima associada a membrana (CURTI et al., 1987) e
para a enzima obtida de condrécitos (FORTUNA et al., 1979). O fato do levamisol atuar
como um inibidor incompetitivo da enzima sugere a formacdo de um complexo ternario
enzima-Pi-levamisol, que ndo depende do pH (CYBORON; VEJINS; WUTHIER, 1982,
CURTI et al., 1987).

Figura 13. Inibicdo da atividade PNFFasica da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C de aves normais pelo levamisol (Concentracfes: (m) Zero; (e) 0,001mM,;
(A)0,01mM).
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No caso da teofilina, um analogo estrutural de nucleotideos, a inibicédo
incompetitiva observada (Figura 14), coincide com os resultados obtidos para a
fosfatase alcalina de placas 6sseas ligada a membrana (CURTI et al., 1987) e de
esqueleto humano (FARLEY; IVEY; BAYLINK, 1980).

Farley, Ivey e Baylink (1980), admitem que durante a reacdo com o PNFF, a
enzima expde um sitio de ligacdo que pode ser ocupado pela teofilina (ou por
nucleotideos ciclicos) e que esse sitio somente é revelado apoés a ligacdo do PNFF e a
subsequente liberacdo do p-nitrofenol. De acordo com esses autores, 0 aparecimento
deste sitio na molécula da enzima apdés a formacao do intermediario fosforilado poderia
explicar a sua possivel acdo como uma fosfotransferase e/ou como uma proteina

transportadora de fosfato in vivo.

Figura 14. Inibicdo da atividade PNFFasica da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C de aves normais pela teofilina (Concentragdes: (o) Zero; (m) 0,06mM; (A)
0,1mM; (¢) 0,16mM).
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Semelhantemente ao observado para a enzima de placas 6sseas ligada a
membrana (CURTI et al., 1987) e para a enzima extraida de cartilagem epifisaria
(CYBORON; VEJINS; WUTHIER, 1982) o metavanadato de so6dio é o mais efetivo
inibidor da fosfatase alcalina solubilizada por fosfolipase C, atuando como inibidor
competitivo (Figura 15).

Segundo Seargeant e Stinson (1979) e Curti e colaboradores (1987) a inibicédo

pelo metavanadato é sensivelmente mais efetiva para enzimas cujo mecanismo de
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reacdo é compativel com a formacdo de um intermediario covalente fosforilado e
estavel, quando comparada com reacdes onde o produto € liberado sem que ocorra a

formacéao desse intermediario.

Figura 15. Inibicdo da atividade PNFFasica da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C de aves normais pelo vanadato (Concentracdes: (m) Zero; (e) 0,01mM,;
(A) 0,02mM).
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Os ions zinco sao considerados como um componente integral da maioria das
fosfatases alcalinas e essencial para a catdlise. Entretanto, em excesso apresentam
efeitos inibitérios (BRUNEL; CATHALA, 1973; CATHALA et al., 1975a; PETITCLERC;
FECTEAU, 1977; FORTUNA et al., 1979; McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979;
CIANCAGLINI et al., 1990a, CIANCAGLINI; PIZAURO; LEONE, 1992; LEONE;
PIZAURO; CIANCAGLINI, 1992). De fato, conforme pode ser observado na Figura 16
em excesso 0s ions zinco também atuam como inibidor ndo competitivo da enzima. Os
resultados apresentados sdo coerentes com os obtidos para a fosfatase alcalina de
placas 6sseas ligada a membrana ou solubilizada com polidocanol (CIANCAGLINI;
PIZAURO; LEONE, 1992; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1992). Fosfatases
alcalinas obtidas de diferentes tecidos de mamiferos também apresentam um
comportamento similar (BRUNEL; CATHALA, 1973; CATHALA et al, 1975a;
PETITCLERC; FECTEAU, 1977; EY; FERBER, 1977; McCOMB; BOWERS; POSEN,
1979; FORTUNA et al., 1979; JAHAN; BUTTERWORTH, 1986). A inibicdo da enzima
nativa pelos ions zinco tem sido atribuida ao deslocamento do magnésio do seu sitio,
pelos ions zinco (CATHALA et al., 1975a; CIANCAGLINI et al., 1990a, CIANCAGLINI;
PIZAURO; LEONE, 1992; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1992).
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Figura 16. Inibicdo da atividade PNFFasica da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C de aves normais pelo cloreto de zinco (Concentragbes: (e) Zero; (m)

0,004mM; (A) 0,006mM:; (¢) 0,008mM)
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O estudo da inativagdo térmica revelou que a fosfatase alcalina (Figura 17) é
resistente a altas temperaturas, haja visto que mantém sua atividade praticamente
inalterada mesmo incubada a 50°C, e atingindo Tos somente apés 30 minutos de
incubacdo a 55°C, sugerindo que a temperatura afeta ligagdes que estabilizam a

configuracdo nativa das enzimas estudadas.

Figura 17: Efeito da inativacdo térmica na atividade de hidrélise do PNFF pela

fosfatase alcalina solubilizada por fosfolipase C de animais normais.
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A DT é atribuida a assincronia do processo de ossificacdo endocondral, levando

ao acumulo de cartilagem nado calcificada e avascularizada no local onde o0 0sso

trabecular deveria ter sido formado.
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As aves foram classificadas em dois grupos em relagdo ao grau de
discondroplasia tibial, normais e portadoras de lesédo grave, pela utilizacdo do aparelho
portétil de raios-X denominado de Lixiscope. Ap0s o abate, em nosso laboratorio
procedemos com o diagnéstico visual, tendo encontrado que as lesdes estavam
presentes apenas na tibia. Assim podemos considerar que independentemente das
aves apresentarem ou ndo DT o fémur apresentava-se com desenvolvimento normal.

A eficacia do método de utilizacdo do lixiscope para diagnéstico de pequenas
lesdes é discutivel e pode ocasionar duvidas com relacdo a sua presencga. Thorp e
colaboradores (1997) e Ribeiro e colaboradores (2004), consideraram o lixiscope como
sendo eficaz para a deteccdo de lesbes grandes, mas falho para o diagnéstico de
lesGes menores. Segundo estes autores, 47% das aves estudadas que apresentavam
lesé@o, ndo foram diagnosticadas pelo aparelho. No entanto, Bartels, McDaniels e Hoerr
(1989) obtiveram 100% de sucesso no diagnostico de DT em aves com 6 a 8 semanas
de idade.

Assim, ap0s o sacrificio das aves, foi realizado diagnéstico visual e classificacdo
de acordo com os seguintes padrdes:

e Score 1: auséncia de leséo;

e Score 2: lesdo ocupando até 25% da area epifisaria, sem profundidade;

e Score 3: lesdo ocupando de 25 a 50% da area epifisaria e com certa
profundidade;

e Score 4: lesdo ocupando area superior a 50%, e estendendo-se de tal forma que a

les&o prolonga-se até cerca de 35 mm em direcdo a metafise.

Nie e colaboradores (1995) demonstraram que as vesiculas extracelulares
isoladas de aves com discondroplasia tibial sdo praticamente inativas e ndo conseguem
iniciar o processo de calcificacdo biolégica. Segundo esses autores, neste processo
existe um defeito na vascularizacdo do tecido, onde o fornecimento de minerais e
nutrientes necessarios para a cartilagem é inadequado para suportar a formacao de
vesiculas extracelulares normais, necessarias para iniciar o processo calcificacdo
biologica. Além disso, Wu et al., 2005 admitem que os condrocitos isolados do interior
da lesdo nado sao viaveis para realizar o processo de ossificacdo endocondral in vivo.
Esses autores demonstraram ainda que, semelhantemente ao observado para
condrécitos obtidos de tecidos normais, em condi¢cdes ideais, tais células possuem

todos os efetores necessarios para ser cultivadas, recuperar a habilidade diferenciar, de
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expressar biomoléculas, tais como colageno, osteopontina e altos niveis de fosfatase
alcalina e realizarem calcificacdo in vitro, nesse sentido, as vesiculas extracelulares
foram extraidas de animais normais e portadores de discondroplasia tibial (lesdo grave)
e analisada quanto a atividade das principais enzimas envolvidas no processo de
ossificagao.

A comparacdo das atividades das enzimas envolvidas na ossificacdo em frangos
de corte normais e daqueles acometidos de discondroplasia tibial mostra que a
atividade da PC-1 praticamente ndo sofreu alteracdo. J& as atividades de
fosfomonohidrolase, das fosfatases alcalina, &cida e acida tartarato resistente, bem
como a concentracao de proteinas (Tabela 4) estdo diminuidas nas aves portadoras da

lesao.

Tabela 4: Atividade das enzimas PC-1, Fosfatase Alcalina, Fosfatase Acida e
Fosfatase Acida Tartarato Resistente (expressas em nmol de produto liberado por
minuto de reacdo por miligrama de proteina presente no extrato) e Concentracdo de
Proteinas (expressa em mg de proteina por ml de extrato bruto), de frangos de corte
normais e portadores de discondroplasia tibial, e Variagdo entre as atividades dos

animais normais e doentes (Atv DT/ Atv Normal, expressas em porcentagem de

variacéo).
PC-1 Fosfat_ase Fogfgtase Fosf. Ac. ConE:.
Alcalina Acida T. R. Proteina
Normal 2,98 513,09 6,75 6,79 1,78
Discondroplasia 2,92 465,83 5,64 5,68 1,68
Variacao -1,93% -9,21% -16,39% -16,27% -5%

A diminuicdo na quantidade de proteina total na placa de crescimento portador de
DT (Tabela 4) pode ser atribuida a sintese proteica deficiente devido a destruicdo de
condrécitos. Esta interpretacdo é suportada pelo fato de que segundo Hargest, Gay e
Leach (1985) nas lesdes de DT existem areas de necrose que poderiam acarretar falta
de oxigénio devido a inadequada suplementacdo vascular. Além disso, estudos
patolégicos e bioquimicos mostram que na DT os condrdcitos do disco de crescimento
ndo atingem o tamanho esperado, a zona hipertrofica necrosa prematuramente e a
guantidade de proteina extracelular, tais como colageno do tipo X e fator beta de
crescimento de fibroblastos, necesséarios para a maturacdo da cartilagem, diminuem
(ORTH; COOK, 1994).
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Os estudos referentes a participacédo da fosfatase alcalina e da PC-1 no processo
de calcificacdo mediada pelas VME mostram que elas possuem papel antagbnico
(FOSTER et al., 2012). A PC-1 é a enzima responsavel por produzir e enriquecer as
vesiculas com PPi, substrato da fosfatase alcalina, mas também um potente inibidor da
calcificacdo. Durante o processo de calcificacdo o nivel de PPi no fluido intersticial &
regulado pela atividade da PC-1 e acdo da fosfatase alcalina que possui a habilidade
de hidrolisa-lo liberando fosfato inorganico para participar do processo de calcificacédo
mediado pelas vesiculas extracelulares (NARISAWA; YADAV; MILLAN, 2013).

Os valores de atividade da PC-1 quase ndo sofreram alteragbes (Tabela 4),
guando comparadas entre as de tibias extraidas de animais sadios e doentes. Estes
resultados indicam que nado ocorreria elevagdo dos niveis de PPi, o que poderia atuar
como inibidor da enzima fosfatase alcalina (FOSTER et al., 2012; MILLAN, 2012). Além
disso, a falta de dados na literatura relacionando o possivel papel da atividade da PC-1
na discondroplasia tibial ndo permite uma discussao mais aprofundada dos resultados
obtidos para a referida enzima.

A fosfatase alcalina é outro marcador bioquimico presente nas vesiculas
extracelulares. A sua participagdo no processo de calcificacdo foi proposta por
Robinson (1923) e confirmada com a descoberta de que a doenga genética rara
denominada hipofosfatasia € caracterizada por uma diminuicdo no processo de
calcificacdo biolégica (WHYTE, 1994; 1996; KIFFER-MOREIRA et al.,, 2014). A
severidade da hipofosfatasia € variavel e depende do local e do aminoacido mutado
(FUKUSHI et al., 1998; DI MAURO et al., 2002).

Tem sido demonstrado ainda que tais mutagcbes acarretam modificagdes nas
propriedades cinéticas, afinidade pelo substrato ou velocidade maxima, estabilidade
térmica da fosfatase alcalina (DI MAURO et al., 2002). Foi observada a diminuicado de
9% da atividade desta enzima nos animais portadores da lesdo (Tabela 4), o que, se
confirmado estatisticamente, pode estar ocorrendo devido por alguma modificacdo da
enzima, diminuindo sua velocidade maxima. Segundo Wu e colaboradores (2005) os
condrdcitos localizados no interior da lesdo ndo sao viaveis para realizar o processo de
ossificagdo endocondral, embora em condi¢des ideais e in vitro possuem a habilidade
de expressar seus fendétipos normalmente.

Além disso, a atividade da fosfatase alcalina (Tabela 4) é similar a descrita para a
fosfatases ligadas VME que surgem associadas ao processo de calcificacdo ectdpica
(CIANCAGLINI et al., 2006), da obtida de cultura de osso alveolar (SIMAO et al., 2007)
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e de fosfatases alcalinas purificadas de varios tecidos de mamiferos (FERNLEY, 1971,
McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979), de cartilagem epifisaria de pintinho (CYBORON,;
WUTHIER, 1981) e da cartilagem de feto bovino (HSU; ANDERSON, 1995). Por outro
lado Wu e colaboradores (2005) relataram que cultura de células de condrécitos
extraidas da lesdo de aves com DT apresentam valores de atividade de fosfatase
alcalina muito menor, cerca de 1/8 do valor encontrado para a fosfatase alcalina obtida
de aves normais. Esses autores verificaram ainda que os condrdcitos extraidos da
lesdo crescem e expressam seus fenétipos semelhantemente ao que ocorre com 0s
condrécitos obtidos de animais normais, sugerindo que as condi¢des locais do disco de
crescimento podem ser a principal causa do desenvolvimento da discondroplasia tibial.

Ja esta estabelecido que informacgdes importantes acerca da atividade metabdlica
do tecido 0sseo podem ser obtidas por meio da determinacdo de marcadores
especificos dessas células no sangue. Nesse sentido a fosfatase &cida tartarato
resistente tem sido extensivamente usada como um marcador especifico de
osteoclastos, células que participam do processo de reabsorcdo e de remodelacdo do
tecido 6sseo (PAGANI; FRANCUCCI; MORO, 2005; KIRSTEIN; CHAMBERS; FULLER,
2006; JILKA; NOBLE; WEINSTEIN, 2013).

Durante o crescimento 6sseo, a principal funcdo dos osteoclastos é a de
reabsorver o 0sso mineralizado, a dentina e a cartilagem calcificada. A reabsorcao de
tecidos mineralizados € uma etapa obrigatéria para a maturacdo normal do esqueleto,
crescimento e modelacdo Ossea, bem como na erupcdo dos dentes (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003; BOTELHO et al., 2006; FOSTER et al., 2012). A atividade da
fosfatase acida e da &cida tartarato resistente foram 16% menor no disco de
crescimento de aves portadoras de DT (Tabela 4).

Resultados semelhantes foram obtidos por Rath e colaboradores (2005; 2007)
com a fosfatase &cida tartarato resistente obtida do disco de crescimento de aves
portadoras de DT induzida por thiram. Segundo estes autores a diminui¢éo na atividade
da fosfatase acida tartarato resistente pode acarretar uma diminuicdo na reabsorcéo
0ssea e aumento do disco de crescimento levando ao acumulo de cartilagem avascular
e néo calcificada, devido ao fornecimento inadequado de nutrientes. Esses resultados
também suportam a suposicdo de que fatores e ou condi¢des locais do disco de
crescimento podem ser uma das causas do desenvolvimento da DT atuando na
diferenciacéo, sobrevivéncia, fusdo, ativacdo e expressao de marcadores bioquimicos

dos osteoclastos e/ou condrocitos.
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Também foram realizadas a comparacao entre a atividades de PPiase e ATPase

presentes no precipitado da primeira ultracentrifugacéo (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade de PPiase, e ATPase (expressas em nmol de produto liberado
por minuto de reacdo por miligrama de proteina presente no extrato e Concentracédo de
Proteinas) de frangos de corte normais e portadores de discondroplasia tibial, e
Variacao entre as atividades dos animais normais e doentes (Atv DT/ Atv Normal).

Pirofosfatase ATPase
Normal 12,55 183,33
Discondroplasia 18,29 146,04
Variacao +46% -21%

Ainda néo esta perfeitamente estabelecido se 0 aumento na atividade de PPiase
pode ser devido a acdo concomitante da fosfatase alcalina e de uma PPiase especifica
presente na membrana dos condrdcitos e/ou na VME. Esta admissdo poderia ser
esclarecida utilizando a metodologia proposta por Pizauro e colaboradores (1998) para
caracterizar a atividade de ATPase de membrana na auséncia de fosfatase. Nesse
método a fosfatase alcalina ligada a membrana foi removida utilizando-se PiPIc e de um
inibidor da atividade residual da fosfatase que ainda permanece associada a membrana
apos o tratamento. Nessas condi¢des teriamos apenas o comportamento da atividade
da pirofosfatase. Esta suposicdo é baseada no fato de que a fosfatase alcalina ndo é a
Unica enzima presente na membrana das VMC (PIZAURO; CIANCAGLINI, LEONE,
1995; MILLAN, 2012) que participam do processo de calcificagcéo bioldgica.

Foi investigado ainda se a fosfatase alcalina apresentava algumas de suas
propriedades cinéticas alteradas, o que poderia ser responsavel pela inducdo da
discondroplasia tibial. Os parametros cinéticos obtidos no estudo do efeito da
concentracdo do substrato PNFF sobre a atividade da fosfatase alcalina ligada a
membrana das vesiculas extraidas de aves normais e portadoras de lesdo de DT séo
mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacdo dos parametros cinéticos da hidrolise do PNFF pela fosfatase
alcalina solubilizada por fosfolipase C de animais normais e acometidos por
discondroplasia tibial

VUm) n Km@EM) V/IKm
Normal 507,46 1,3 56,59 9,06
DT 359,78 1,2 49,49 7,20
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Foi encontrada diferenga entre os valores de Vm, o mesmo nao foi observado
para Km e o coeficiente de Hill (ny) obtidos para a hidrélise do PNFF fosfatase alcalina
ligada a membrana de VME (Figura 18), sugerindo que a discondroplasia tibial pode ser
atribuida a expressdo da fosfatase alcalina com alguma modificacdo estrutural, que

gera uma velocidade maxima menor no animal doente.

Figura 18: Representacdo do duplo inverso dos parametros cinéticos da hidrélise do
PNFF pela fosfatase alcalina solubilizada por fosfolipase C de animais normais e
acometidas por discondroplasia tibial.
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Esses resultados similares aqueles obtidos por Di Mauro e colaboradores (2002)
que demonstraram que na hipofosfatasia humana a fosfatase alcalina apresenta
propriedades cinéticas significativamente diferentes (V e/ou Ky5) da enzima obtida de
individuos normais.

Outro estudo comparativo realizado foi o efeito de inibidores sobre a atividade
p-nitrofenilfosfatasica da fosfatase alcalina obtida de aves normais e DT (Tabela 7). Os
resultados foram obtidos por meio da representacdo grafica da constante de

dissociacao aparente (Ki) do complexo enzima-inibidor.
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Tabela 7: Comparacdo entre os tipos e constantes de inibicdo obtidos para

diferentes inibidores da fosfatase alcalina de aves normais e portadoras de leséo.

Inibidor  Tipo de inibicdo Ki Normal Ki Discondroplasia

Fosfato Competitiva 1,44 mM 1,23mM
Levamisol Incompetitiva 25,9 uM 21,5 yM
Teofilina Incompetitiva 81,9uM 93,7 uM
Vanadato Competitiva 2,3 uM 3,1 uM
Zinco N&o competitiva 5,6 uM 6,4 uM

No caso do fosfato, a inibicdo competitiva observada bem como os valores de Ki
(1,44 e 1,23 mM) obtidos para a enzima extraida de aves normais e DT (Tabela 7)
coincidem com resultados obtidos para a enzima de extraida de placas Osseas
(PIZAURO et al., 1987) e para a enzima extraida de cartilagem epifisaria de pintainho
(CYBORON; WUTHIER, 1981).

O estudo da acdo do levamisol sobre a atividade de PNFFase da fosfatase
alcalina obtida de ambos os tratamentos (Tabela 7) revelou que os valores de Ki (21,5 e
25,9 uM) e o tipo de inibigdo séo coincidentes com os obtidos para a enzima associada
a membrana (CURTI et al., 1987) e para a enzima obtida de condrdcitos (FORTUNA et
al.,, 1979). Entretanto, o valor da constante de dissociacdo enzima-inibidor é cerca de
60 vezes menor que o obtido para a fosfatase alcalina extraida da cartilagem epifisaria
(CYBORON; VEJINS; WUTHIER, 1982).

No caso da teofilina, os valores de Ki, coincidem com os resultados obtidos para a
fosfatase alcalina de placas 6ssea ligada a membrana (CURTI et al.,, 1987) e de
esqueleto humano (FARLEY; IVEY; BAYLINK, 1980). Entretanto, este valor é cerca de
seis vezes menor que o observado para a fosfatase alcalina de condrécitos
(CYBORON; VEJINS; WUTHIER, 1982).

Os baixos valores de Ki (2,3 e 3,1 yM) observados em relacdo ao vanadato
sugerem que a hidrélise do PNFF pela fosfatase alcalina de ambas as origens inclui a
formacdo de um intermediario covalente entre a enzima e o fosfato, semelhante ao
observado para a fosfatase alcalina obtida de diferentes origens (FERNLEY, 1971;
McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979).

Semelhantemente ao observado para a enzima de placas 6sseas (CURTI et al.,
1987) e para a enzima extraida de cartilagem epifisaria de pintinho (CYBORON;
VEJINS; WUTHIER, 1982) o metavanadato de sodio é o mais efetivo inibidor da
fosfatase alcalina de aves normais e portadoras de leséo (Tabela 7).
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Observa-se que o cloreto de zinco atua como um inibidor ndo competitivo da
enzima obtida de aves normais (Tabela 7) e, o valor da constante de dissociacao
aparente do complexo enzima-inibidor € da ordem de 6,4 uM. Esses resultados séo
semelhantes aos obtidos em relacdo a inibicao atividade PNFFase da enzima obtida de
aves portadoras de leséo, cujo Ki € da ordem de 5,6 pM.

Em relacdo aos ions metalicos, tem sido demonstrado que o zinco € essencial
para o crescimento normal, reproducao e periodo de vida dos animais, tendo um efeito
benéfico nos processos de reparo tissular e cicatrizacdo. O zinco € um componente
essencial de inUmeras enzimas presentes nos tecidos animais, incluindo a &lcool-
desidrogenase, fosfatase alcalina, anidrase carbbnica, procarboxipeptidase e
superoxido-dismutase do citossol (FERNLEY, 1971; McCOMB; BOWERS; POSEN,
1979; HARPER; RODWELL; MAYES, 1982; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1992;
PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

Esses resultados sao coerentes com os obtidos por Di Mauro e colaboradores
(2002) que demonstraram que a fosfatase alcalina obtida de individuos normais e
portadores de hipofosfatasia humana apresenta o mesmo tipo de inibicdo e valores de
Ki similares, embora suas propriedades cinéticas de hidrolise de substratos sejam
significativamente diferentes.

Foi realizado estudo do tempo de encubacdo em diferentes temperaturas sobre a
atividade, a fim de comparar a inativacao térmica da fosfatase alcalina solubilizada por

fosfolipase C de animais Normais e DT, os resultados sao apresentados na Tabela 8.
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Figura 19. Atividades residuais da fosfatase alcalina de aves normais (N) e
portadoras de discondroplasia tibial (DT) encubadas em diferentes temperaturas por

diferentes tempos
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Os resultados obtidos deste estudo da fosfatase alcalina solubilizada por
fosfolipase C revelaram, que acima de 55°C a enzima ¢é inativada rapidamente, as retas
de inativacdo térmica seguem uma cinética de primeira ordem, apresentando perfis
parecidos para 0s animais normais e DT.

Os resultados obtidos mostram que a enzima obtida de aves normais e de aves
portadoras de lesdo apresentam quase todas as mesmas propriedades cinéticas,
diferindo na velocidade maxima, sugerindo que a discondroplasia tibial pode ser
atribuida a alguma mutacdo da fosfatase alcalina, mas ndo pode-se descartar
mecanismos e/ou defeitos mais complexos. De fato, Wu et al., 2005 tém proposto que
as condicdes locais do disco de crescimento podem ser uma das causas do
desenvolvimento da discondroplasia tibial.

Assim mais estudos, se fazem necessarios para a completa determinacdo das
causas do surgimento da lesdo, dentre eles, os relacionados ao sequenciamento dos

genes e/ou dos aminoacidos da fosfatase alcalina em aves normais e doentes.
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6. CONCLUSOES

Os valores de atividade da ectoenzima fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase
(PC-1) mostram que n&o houve diferenca significativa entre os tratamentos sugerindo
gue o desenvolvimento da discondroplasia tibial ndo pode ser atribuido a um aumento
na sintese do pirofosfato pela enzima PC-1.

O estudo de caracterizacao cinética da fosfatase alcalina obtida de aves normais e
acometida de lesdo mostrou que houve uma variacao no Vm da enzima para a hidrélise
do substrato p-nitrofenilfosfato da enzima obtida de ambas as origens, o que pode ser
gerado por alguma mutacdo na estrutura da enzima e ser um dos responséaveis pelo
desenvolvimento da patologia.

A diminuicdo na atividade da fosfatase acida tartarato resistente pode acarretar
uma diminuigdo na reabsorgdo e aumento do disco de crescimento levando a um
acumulo de uma cartilagem avascular.

Ainda ndo se pode descartar a teoria que o microambiente, ou seja, as condicdes
locais ou ainda algum fator localizado no interior do disco de crescimento, pode ser

outra das causas do desenvolvimento da discondroplasia tibial.
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