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RESUMO

A calcificacao biolodgica € um processo muito bem regulado, no qual os diferentes tipos de
tecidos, células, organelas e biomoléculas, participam na coordenagao e regulagcdo de eventos
metabolicos envolvidos na deposicdo de fosfato de célcio, sob a forma de cristais de
hidroxiapatita. As alteragdes morfoldgicas ocorridas nos anuros, durante a metamorfose, sao
extremamente acentuadas e perceptiveis, sendo uma delas a remodelacdao do esqueleto. Os
eventos relacionados a ossificagdo em girinos raramente sdo descritos na literatura. A
fosfatase 4cida tartarato resistente tem sido amplamente utilizada como um marcador
especifico de osteoclastos, células que participam do processo de reabsorcdo e de
remodelagdo do tecido dsseo, enquanto a fosfatase alcalina tem sido usada como marcador de
osteoblastos, células responsaveis pela formagdo do tecido o6sseo. Estudos efetuados por
varios pesquisadores, com o objetivo de determinar, principalmente, as enzimas presentes nas
vesiculas extracelulares dos condrocitos, t€ém revelado a presenca de outras enzimas, além da
fosfatase alcalina que sdo importantes para o processo de calcificacdo bioldgica. Assim, no
presente trabalho foi avaliada a variacdo na atividade das fosfatases no processo de
ossificagdo no periodo de desenvolvimento dos membros de Lithobates catesbeianus, a fim de
contribuir na compreensao deste processo ndo somente em anuros, mas também nos demais
vertebrados. Os animais foram dessensibilizados em dgua com gelo, decapitados, os membros
foram removidos, em seguida os ossos foram descarnados e homogeneizados, centrifugados,
sendo o sobrenadante aliquotado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70°C para
posteriores atividades enzimaticas e dosagem de proteina no extrato. As enzimas, fosfatase
acida e fosfatase alcalina, apresentaram estabilidade em todos os pH de armazenamento
estudados, pH o6timo aparente de hidrdlise do p-nitrofenilfosfato (PNFF) de 5,0 e de 10,5,
respectivamente, estaveis até 45°C e ti» em 60 minutos a 55°C para a alcalina e em 20
minutos a 55°C para a acida. Os padrdes das atividades das enzimas estudadas no presente
trabalho demonstram que o processo de ossificagdo, independentemente do tipo (periosteal ou
endocondral), ocorre inicialmente, no sentido de formar o tecido Osseo dos membros
anteriores e posteriores, enquanto o animal ocupa o ambiente aquatico, apresentando,
posteriormente, remodelagdo e fortalecimento deste tecido possibilitando a transi¢do para o

ambiente terrestre, evidenciando as diferentes necessidades durante as distintas fases de vida.

Palavras-chave: Calcificagcdo Bioldgica, Fosfatases, Ra-touro, Metamorfose.



ABSTRACT

Biological calcification is a tight regulated process in which different types of tissues, cells,
organelles, and biomolecules participate in the coordination and regulation of metabolic
events involved in accumulating calcium phosphate, in the form of hidroxiapatite crystals.
The morphological changes that occur during anuran metamorphosis are extremely
accentuated and perceptible, such as the remodeling of the skeleton. The ossification events
are rarely described for tadpoles in the literature. The tartarate resistant acid phosphatase has
been widely used as a specific marker of osteoclasts, cells that participate in the process of
resorption and remodeling of bone tissue, while the alkaline phosphatase has been used as a
marker for osteoblasts, cells responsible for bone tissue formation. Studies conducted by
many researchers with the aim of determining, mainly, the enzymes in chondrocyte
extracellular vesicles have revealed the presence of other enzymes, in addition to alkaline
phosphatase, which are important to the process of biological calcification. Thus, in the
present study, the changes in the activity of phosphatases in the ossification process during
the development of the limbs of Lithobates catesbeianus was evaluated, with the aim to
contribute to the understanding of this process not only in anurans, but also in other
vertebrates. The animals were desensitized in water with ice, decapitated and limb bones were
removed and homogenized, centrifuged, and the supernatant aliquoted, frozen in liquid
nitrogen and stored at -70°C for subsequent enzymatic activities and protein quantification.
The enzymes, acid phosphatase and alkaline phosphatase, remained stable in all of the studied
storage pH, the apparent pH optimum of hydrolysis of p-nitrophenyl phosphate (PNPP) was
of 5.0 and 10.5, respectively, and the enzymes were stable at 45°C and the ti» was 60 minutes
at 55°C for alkaline phosphatase and 20 minutes at 55°C for acid phosphatase. The activity
patterns of the studied enzymes showed that the ossification process, regardless of the type
(periosteal or endochondral), occurs initially, to form the bone tissue of the fore and hind
limbs, while the animal occupies the aquatic environment, presenting later remodeling and
strengthening of this tissue, enabling the transition to the terrestrial environment, emphasizing

the different necessities during the distinct phases of life.

Keywords: Biologic Calcification, Phosphatases, Bullfrog, Metamorphosis



SUMARIO

TINTRODUGAO ...t s e eenneeee. 13
2OBIETIVOS ...ttt et e e et e e et eeetaeessaaeesssaeessseeessseeensseeesseessseennnes 14
3REVISAO DE LITERATURA .......coooooiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
3.1 Metamorfose em GIriNoS. ...........ccccuiiiiiiieiiiieiiiieeieece et e e s e 15
3.2 Processos de Ossificacao e Calcificaco.................coooooviiiiiiiiee, 16
BB FOSTALASES ... e e e e et e e e et e e e e nnraeens 21
4 MATERTAL E METODOS ..ottt 22
4.1 ClassificacAo dos GIriNOS ............cccoiiiiiiiiiiiiiie e e eeeaaee e 22
4.2 ANimais eXPerimentaisS............ccoooviiiiiiiiiie e eceee e e e e e e e e e eraeeeene 24
4.3 Obtencao dos extratos enzimatiCos ..................cooeoiiiiiiiiiiie i 24
4.4 Métodos de padronizacao das atividades das fosfatases...................cceeveirrninnnnn. 25
4.4.1 Efeito do pH sobre a atividade de PNFFase das fosfatases acida e alcalina............ 25
4.4.2 Estudo do efeito do pH no armazenamento da amostra sobre a atividade das
TOSTATASES ...vveeeeeiieeieee ettt ettt e et e e et e e e ta e e e bt e e e baeesabaeeeabeeeenbeeeenbeeenreeeanaeeans 25
4.4.3 Estudo do efeito da temperatura e do tempo de reacao sobre a atividade das
TOSTALASES ...vveeeeeeieeiiee et et e et e e e e et e e et e e st e e e be e e naeeennbeeenbeesnaeeens 25
4.4 .4 Estudo da inativagao térmica da atividade das fosfatases ...........ccccccoeeevviiiiiininnenn, 26
4.5 Determinacao da atividade de PNFFase das fosfatases acida e alcalina nos
diferentes estadios de desenvolvimento larval ......................ccccoooiiiiiiiinii e, 26
4.6 Efeito do pH sobre a atividade da PC-1 ... 26
4.7 Determinacao da atividade da PC-1 nos diferentes estadios de desenvolvimento
JATVAL ..ottt ettt et sttt s aeeas 27
4.8 Efeito do pH sobre a atividade de ATPase e de PPiase da fosfatase alcalina ......... 27
4.9 Determinacao da atividade de ATPase e de PPiase da fosfatase alcalina nos
diferentes estadios de desenvolvimento larval ...................c.oocoiiiiii, 27
4.10 Dosagem de Proteina .............cccceeeiiiiiiiiiiiiie et sree e sree e e e e e areeeaaeas 28
4.11 Forma de analise dos resultados .................cocoeiiiiiiiiiiiniiiieeeeee e 28
S RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 29
6 CONCLUSOES........coouiiiiiieeiee ettt 45

REFERENCIAS ....oooooeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e s s s s s s 46



13

1 INTRODUCAO

Os Anura (Grego an = sem, Uro = cauda) sao representados por 54 familias com 6.453
espécies no mundo, ocorrendo em todos os continentes, exceto na Antartida e desertos
extremos (FROST, 2015). A caracteristica esquelética mais evidente dos Anuros ¢ a
especializacao do corpo para o salto, em que os membros posteriores, juntamente com 0s
musculos, formam um sistema de alavanca que proporciona ao animal a capacidade de se
arremessar ao ar. Varias especializacdes morfoldgicas estdo associadas a este tipo de
locomogdo, como tibia e fibula fundidas e patas traseiras alongadas, presenca de uma pélvis
resistente ligada fortemente a uma coluna vertebral enrijecida, ilio alongado e vértebras
caudais fundidas, formando o urostilo, membros anteriores fortes e cintura peitoral flexivel
para absorver o impacto da aterrissagem, entre outras (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

O tecido 6sseo ¢ um tipo especializado de tecido conjuntivo, composto por: matriz
ossea, material extracelular calcificado; ostedcitos, localizados no interior da matriz ossea,
sendo essenciais para a manutengdo desta; osteoblastos, sintetizam a parte organica da matriz,
localizando-se na sua periferia; e osteoclastos, células multinucleadas e modveis que
reabsorvem o tecido 0Osseo, participando do processo de remodelacdo dos o0ssos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Este tecido ¢ formado pelo processo de ossificacdo intramembranosa, que ocorre no
interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo processo de ossificagdo endocondral, que se
inicia sobre um molde de cartilagem hialina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Em caso de fratura dssea, para que ocorra sua reparagdo, forma-se no local um tecido
abundante em células osteoprogenitoras, surgindo tecido Osseo tanto pela ossificacdo
intramembranosa, como pela ossificagdo endocondral (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O desenvolvimento e crescimento Osseo em ra-touro ocorre essencialmente por
ossificacdo periosteal at¢é a metamorfose, pois a calcificagdo da cartilagem hipertrofica e a
formacdo de trabéculas Osseas ndo estdo presentes durante esta fase. Somente nos animais
mais velhos ¢ que ocorre o processo de ossificacdo endocondral, com a calcificagdo da
cartilagem hipertrofica e formagao das trabéculas 6sseas, que provavelmente esta relacionado
ao refor¢o das extremidades dos ossos devido ao ganho de peso do animal (FELISBINO,

2001).
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2 OBJETIVOS

Avaliar as atividades de p-nitrofenilfosfatase (PNFFase), de adenosina-5’-trifosfatase
(ATPase) e de pirofosfatase (PPiase) da fosfatase alcalina, de fosfodiesterase da ectoenzima
fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase (PC-1) e de fosfomonohidrolase da fosfatase acida
durante o processo de ossificagdo do tecido 6sseo dos membros de girinos de Lithobates

catesbeianus.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metamorfose em girinos

Em geral, os anuros possuem uma fase larval aquatica e uma fase pos-metamorfica
terrestre, sendo os girinos diferentes dos adultos, em morfologia e ecologia. A maioria dos
girinos de anuros ¢ classificada como herbivora filtradora, porém, apds a metamorfose
tornam-se carnivoros, explorando, assim, diferentes recursos durante as fases de sua vida
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008). A metamorfose dos anfibios ¢ caracterizada por
acentuadas mudangas morfofisioldgicas, possibilitando ao girino aquatico a ocupagdo do
ambiente terrestre (NAKAJIMA; YAOITA, 2003).

Durante o processo de metamorfose, observam-se grandes transformacdes poOs-
embriondrias que resultam em grandes mudangas comportamentais, morfoldgicas, fisiologicas
e bioquimicas. No caso dos girinos, tal processo tem como caracteristicas trés notaveis
alteracdes: (1) regressdo de estruturas e fungdes necessarias somente aos girinos; (2)
transformagdes de estruturas larvais em estruturas necessarias aos adultos e (3)
desenvolvimento de estruturas e funcgdes essenciais somente a fase adulta (McDIARMID;
ALTIG, 1999).

A metamorfose nos anuros ¢ um fendémeno principalmente endocrino regulado pelos
hormonios tireoidianos. Gudernatsch (1912 apud DUELLMAN; TRUEB, 1994) descobriu
que a metamorfose dos girinos de Rana temporaria era acelerada quando estes eram
alimentados com extrato de glandula tireoide de boi. Posteriormente, outros estudos
demonstraram a fun¢do dos hormonios tireoidianos neste processo (DUELLMAN; TRUEB,
1994).

As alteragoes morfologicas ocorridas durante a metamorfose nos anuros sao
extremamente acentuadas e perceptiveis, sendo uma delas a remodelacao de boa parte do
esqueleto (TRUEB; HANKEN, 1992). Em contrapartida, as alteragdes bioquimicas sio menos
visiveis, ocorrendo aumento na produgdo de proteinas séricas, alteragdes no metabolismo do
ferro, devido ao aumento da ceruloplasmina, mudangas no tipo de hemoglobina e na excregao
da amodnia, e alteracdes na expressao de DNA e RNA (MANIATIS; INGRAM, 1971a, 1971b;
JUST; ATKINSON, 1972; THEIL, 1973; DUELLMAN; TRUEB, 1994; WEBER, 1996).
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3.2 Processos de Ossificacao e Calcificaciao

Nas aves e mamiferos, o desenvolvimento dos ossos longos formados a partir de um
molde cartilaginoso envolvem dois processos distintos de osteogénese. No primeiro processo,
as células do pericondrio se diferenciam em osteoblastos formando uma camada de células
semelhante a um “colar” ao redor da regido mediana do molde cartilaginoso (diafise) do
tecido 6sseo, denominado de osteogénese periosteal (pericondral). No segundo processo, a
cartilagem € progressivamente substituida por tecido 6sseo, e ¢ denominada osteogénese ou
ossificacdo endocondral (FELISBINO, 2001).

Nos anuros, assim como nos mamiferos e aves, o inicio do desenvolvimento dos 0ssos
longos também ocorre por osteogénese periosteal, porém, diferentemente daquele observado
em aves e mamiferos, seu crescimento em direcdo as extremidades atinge a cartilagem
articular, envolvendo externamente todas as zonas da cartilagem de crescimento, incluindo a
de prolifera¢dao (FELISBINO, 2001).

Nos tetrapodes, o processo responsavel pelo crescimento longitudinal da maioria dos
0ssos do esqueleto ¢ denominado ossificagio endocondral. Normalmente, a calcificagdo
ocorre no disco epifisario devido a agdo de condrdcitos, os quais sdo encontrados em
diferentes estdgios de diferenciacdo, de acordo, principalmente, com a sua localizagdo no
interior do disco de crescimento (ANDERSON, 1995; GERBER; FERRARA, 2000).

O disco de crescimento ¢ composto por cartilagem, que forma uma estreita faixa de
ligacdo entre a epifise e a diafise, podendo ser dividido em algumas regides anatomicas, sendo
elas: a) zona de reserva: apresenta condrdcitos, aparentemente dispersos e inativos; b) zona de
prolifera¢do: onde ocorre a maioria das divisdes celulares; c) zona de maturagdo: condrdcitos
finalizam sua fase de pos-divisdo e iniciam o periodo de maturacdo, momento em que ha
intensa sintese e secrecao de matriz; d) zona hipertrofica: contém condrécitos aumentados e
muitas vesiculas de matriz; e) zona de calcificagdo: regido em que os condrécitos sofrem
degeneracdo. Na zona de maturacdo encontra-se a fosfatase alcalina e na zona de calcificagdao
ha o depdsito de fosfato de calcio no interior de vesiculas (PIZAURO; CIANCAGLINI;
MACARI, 2002).

O crescimento longitudinal do osso ocorre devido a uma perfeita sincronia entre a
proliferacdo dos condrdcitos, producdo de matriz ossea, calcificagdo bioldgica, hipertrofia e
invasdo vascular da lacuna do condrocito hipertrofiado, sendo a diferencia¢dao dos condrdcitos

a etapa crucial para o processo de ossificacdo endocondral (LOVERIDGE;
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FARQUHARSON, 1993; ANDERSON, 1995; FARQUHARSON; JEFFERIES, 2000;
GERBER; FERRARA, 2000; JEFFERIES et al., 2000).

Outra etapa relevante deste processo ¢ a vascularizacdo da regido inferior do disco de
crescimento apos hipertrofia do condrocito, momento muito importante na interagdo entre a
condrogénese (producdo de cartilagem) e a osteogénese (formacdo do tecido 6sseo),
principalmente durante o crescimento rdpido dos ossos longos ou reparo de fraturas
(GERBER; FERRARA, 2000).

Atualmente, admite-se que o brotamento das vesiculas de matriz extracelular (VME)
dos condrocitos representa um complexo mecanismo de geracdo de organelas extracelulares,
cuja funcdo ¢ a de realizar as etapas finais do processo de calcificagdo bioldgica antes da
morte celular programada (apoptose) (KIRSCH; WUTHIER, 1994; ANDERSON, 1995).

O papel dessas vesiculas como mediadoras da deposi¢do mineral ¢ fortemente sugerido
pelos seguintes fatos: o local onde ocorrem os depdsitos minerais tem exata correspondéncia
com o local das vesiculas (ANDERSON, 1973; ALI, 1976; MARTINO; YEAGER;
TAYLOR, 1979); os primeiros cristais na forma de pequenas agulhas ou de bastdo, que
precedem o crescimento do cristal extracelular, t€ém sido detectados dentro dessas vesiculas
(e.g. BONUCCI, 1971; ALIL; EVANS, 1973; ANDERSON, 1973, 1976; 1995; WUTHIER,
1977; SELA et al., 2000). Além disso, tem sido proposto que o interior das vesiculas funciona
como um microambiente selado, protegendo o primeiro ntcleo do mineral, enquanto ainda
estd em um estado pré-cristalino mais soluvel, antes de se converter em um cristal de
hidroxiapatita; sendo verificado, ainda, que as vesiculas isoladas apresentam também a
capacidade de depositar sais de calcio in vitro (e.g. ALI; EVANS, 1973; HSU; ANDERSON,
1977, 1978, 1986; REGISTER; WARNER; WUTHIER, 1984, WUTHIER; REGISTER,
1985).

Estudos efetuados por varios pesquisadores, com o objetivo de determinar os tipos de
lipideos e de eletrolitos, mas principalmente para determinar enzimas presentes nas vesiculas
de matriz extracelular, tém revelado que a fosfatase alcalina ndo € a Uinica enzima presente na
membrana que € importante para o processo de calcificacdo bioldgica (e.g. ANDERSON,
1995; PIZAURO et al., 1998). H4, também, elevados niveis de pirofosfatase (PPiase), de
adenosina-5’-trifosfatase (ATPase) (ANDERSON, 1995; PIZAURO et al., 1998), de
ectoenzima fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase (PC-1), dentre outras (CASWELL;
WHYTE; RUSSELL, 1986; JOHNSON et al., 2000; GIJSBERS et al., 2001), onde a PC-1
produz o substrato da ectofosfatase alcalina, o pirofosfato inorganico (PPi), a partir da

hidrélise do ATP presente no fluido extracelular da cartilagem. Porém, ja foi demonstrado que
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a fosfatase alcalina pode, também, hidrolisar o ATP, liberando fosfato inorganico (Pi), sendo
regulada, alostericamente, pelo ATP e inibida competitivamente pelo produto da reagdo, o Pi
(PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1993).

Estudos demonstraram que o PPi participa da regulagao de varios eventos intra e
extracelulares de uma grande variedade de tecidos, sugerindo que a regulacdo de sua sintese,
degradagdo e transporte ocorrem através de mecanismos altamente especializados (LEONE;
PIZAURO; CIANCAGLINI, 1997, LEONE et al., 1998; ADDISON et al., 2007). O papel
fisiologico do PPi extracelular tem sido bastante estudado, principalmente, com relagcdo a
mineralizagdo biologica, verificando-se que ele ¢ um potente inibidor deste processo
(ADDISON et al., 2007), além de inibir a capacidade dos condrocitos de depositar minerais
(especificamente cristais de hidroxiapatita e de fosfato de calcio basico) diretamente na matriz
pericelular do tecido 6sseo (JONHSON et al., 2000).

Segundo Terkeltaub (2001) e Addison e colaboradores (2007) o PPi pode representar a
molécula sinal responsavel pelo controle da calcificagdo biologica tanto em condigdes
normais como em condi¢des patologicas, sugerindo que o aumento de sua concentracdo
extracelular bloqueia a calcifica¢do da cartilagem articular e de outros tecidos, além de atuar
como substrato da fosfatase alcalina (PIZAURO et al., 1988).

Tanto a fosfatase alcalina como a PC-1, presentes na membrana das VME, atuam como
ATPase ¢ PPiase, onde a fosfatase alcalina possui um papel primario, enquanto a PC-1
apresenta um papel secundario na liberagdo de Pi para a calcificagdo biologica (ANDERSON,
1995; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1997; MILLAN, 2012).

O modelo mais recente da calcificagcdo (Figura 1) admite que a mineralizacdo ocorre no
interior das VME, organelas que servem como sitio para iniciar a deposi¢cao de cristais de
hidroxiapatita. Para que haja a formacdo destes cristais, faz-se necessario a producdo e
transporte de Pi para o interior das VME, processo realizado por trés enzimas: No interior da
vesicula de matriz a producao de Pi € realizada pela PHOSPHOI1 (fosfatase 6rfd), que catalisa
a hidrélise de fosfocolina e fosfoetanolamina liberando Pi. Ja no lado externo da VME, a PC-
1 ¢ responsavel pela producdo do substrato da fosfatase alcalina, o PP1i, a partir da hidrolise do
ATP, e a fosfatase alcalina hidrolisa o PPi liberando Pi. Finalmente, o calcio ¢ translocado
para o interior da vesicula por anexinas, que atuam como canais de célcio, enquanto o Pi ¢
translocado para o interior das VME por transportadores. O aumento do produto i6nico, calcio
versus fosfato, no interior das vesiculas, acarreta a precipitagdo de fosfato de célcio, levando a
formacao de cristais, na forma de pequenas agulhas ou de bastdo, que perfuram a membrana

da vesicula e extravasam, expondo hidroxiapatita pré-formada para o fluido extracelular,
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permitindo a propagagdo e deposicdo de hidroxiapatita nas fibras de coldgeno presentes na

matriz extracelular (MILLAN, 2012).

Figura 1 — Esquema da Calcificagcdo Bioldgica.

PHOSPHO1

MEC

Colageno

PP,/ P,

PHOSPHOI - fosfatase orfa, PC-1 — ectoenzima fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase, T Pi — transportador
de fosfato inorganico, F. ALC. — fosfatase alcalina, FC — fosfocolina, FEA — fosfoetanolamina, VME — vesicula
de matriz extracelular, HA — hidroxiapatita, ATP — adenosina trifosfato, PPi — pirofosfato inorganico, Pi —
fosfato inorganico, MEC — matriz extracelular.

Fonte: Millan (2012) - modificado pelo autor.

A fosfatase alcalina faz o papel principal de regular a concentracao de PPi extracelular,
hidrolisando o pirofosfato, para manter a relacdo de PPi/Pi que permita a mineralizagdo Ossea
normal. Além disso, a regulagdo da concentracdo do PPi (um inibidor da mineralizacdo da
matriz extracelular) também ¢ realizada pela proteina ANK que possui a habilidade de
transporta-lo para o meio extracelular (MILLAN, 2012).

Hoje, sabe-se que importantes informacgdes sobre a atividade metabolica do tecido dsseo
podem ser adquiridas por meio da determina¢do de marcadores especificos destas células.
Com relagdo a isso, a fosfatase 4cida tartarato resistente tem sido amplamente utilizada como
um marcador especifico de osteoclastos (JOHNSON et al., 2000), células que participam do
processo de reabsor¢do e de remodelagdo do tecido 0sseo, enquanto a fosfatase alcalina tem
sido usada como marcador de osteoblastos (JOHNSON et al., 2000), células responsaveis pela
formacao do tecido 6sseo. Os estudos referentes a participagao da fosfatase alcalina e da PC-1
no processo de calcificagdo mostram que elas possuem papéis antagonicos, enquanto a PC-1 ¢

responsavel por produzir e enriquecer as vesiculas com PPi, a fosfatase alcalina fica
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responsavel por hidrolisé-lo, controlando, assim, o nivel de PPi no fluido intersticial durante o
processo de calcificacdo (JOHNSON et al., 2000; GIJSBERS et al., 2001).

O processo de ossificagdo dos membros de Rana pipiens tem seu inicio nos 0ssos
proximais (fémur nos membros posteriores e imero nos membros anteriores), € progride no
sentido proximal-distal, formando as falanges dos membros posteriores € os tarsos € em
seguida as falanges dos membros anteriores. Ja os carpos sdo formados ap6s a metamorfose.
Tanto a tibia e a fibula como o radio ¢ a ulna, iniciam sua ossificagdo como ossos distintos ¢
se fundem posteriormente. As diferencas de estadio e tempo de formagao e fusao dos ossos

estdo relacionadas as dimensoes destes e a utilizagdo dos membros nas duas fases de sua vida

(KEMP; HOYT, 1969).
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3.3 Fosfatases

Além de possuir um importante papel na calcificagdao bioldgica e na fisiologia do tecido
0sseo, o fosforo participa na composi¢cdo dos acidos nucleicos, do ATP, dos fosfolipidios da
membrana celular, da regulagdo da atividade enzimatica e de proteinas transportadoras, dentre
outros processos, apresentando-se, portanto, como um nutriente essencial para os seres vivos,
sendo considerado o segundo mineral mais abundante no organismo animal (PIZAURO et al.,
1998).

As fosfatases sdo fosfomonohidrolases que utilizam como substrato fosfomonoésteres e
encontram-se amplamente distribuidas na natureza em diversas formas moleculares. Sao
classificadas em 4cidas, neutras e alcalinas, dependendo do seu pH de atuacdo (AOYAMA et
al., 2003). Geralmente, a catalise é caracterizada pela interagdo entre substrato e sitio ativo.
Uma série de fatores, como a concentragdo de substrato e da enzima, a composi¢do do meio
de reacdo, a temperatura, o pH, inibidores, a presenga ou auséncia de ions, entre outros,
interferem na atividade enzimatica (NELSON; COX, 2011).

O centro ativo ¢ constituido por grupos funcionais, como cadeias laterais de
aminoacidos especificos, ions metalicos e coenzima, importantes para a ligacdo do substrato
ao sitio catalitico por interacdes i0nicas, ligacdes de hidrogénio e posicionamento preciso para
otimizagdo da energia de ligacdo no estado de transi¢do. A presenga de metais na molécula
enzimatica ¢ essencial tanto para a preservacdo da estrutura como para sua atividade maxima,
auxiliando na orientacdo e/ou estabilizagdo dos estados de transicdo (NELSON; COX, 2011).

As fosfatases podem ser constitutivas ou induzidas por fosfato, sendo as induzidas as
que sdo sintetizadas apenas na presenca de concentragdes limitantes de fosfato e as
constitutivas as sintetizadas independentemente da composicio do meio que atuam
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Dentro deste contexto, o presente estudo relacionado as enzimas envolvidas no processo
de ossificagdo dos membros de girinos de Lithobates catesbeianus, pode contribuir para a

compreensdo deste processo ndo somente em anuros, mas também nos demais vertebrados.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no setor de Ranicultura do Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP) e no Laboratério de Enzimologia Aplicada (LEA) do Departamento de
Tecnologia da UNESP, Campus de Jaboticabal — Sao Paulo.

4.1 Classificacao dos girinos

Os girinos foram classificados, em estadios, segundo a tabela de Gosner (1960) (Figura
2), e em periodos segundo Etkin e Gilbert (1968). A tabela de Gosner (1960) classifica o
desenvolvimento dos girinos baseada nas alteragcdes morfologicas que ocorrem neste periodo,
sendo esta classifica¢ao dividida em 46 estadios de desenvolvimento.

Os estadios que vao do numero 1 ao 25, correspondem ao desenvolvimento
embrionario; do estddio 26 ao 35, ocorre a fase de crescimento do corpo e desenvolvimento
dos membros posteriores; do 36 ao 41, ha estabilizagdo do crescimento corporal, maturagao
dos membros posteriores ¢ desenvolvimento dos membros anteriores; finalmente, do estadio
42 ao 46, periodo que ocorre o processo de metamorfose propriamente dito, ocorre a
maturacdo dos membros anteriores, a reabsor¢do da cauda e a reestruturacdo da mandibula,

sendo considerado desenvolvimento larval o periodo determinado pelos estadios de 26 a 45.
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Figura 2 — Parte da Tabela de Gosner para classificagdo dos girinos em estadios de desenvolvimento, de 36 a 46.

36 37 38 39 E

)~
Dedos 3-5 separados  Todos os dhos separados Tubérculo do metatarso Marcas subarticulares visiveis
‘ w
40 41
G =
Tubérculos dos Tubo de ventilacio Membros Arrofia do Tubo de ventilagio
membros posteriores presente anteriores visiveis aparato bucal ausente

o

4, 4 ‘
Membros anteriores emergem Boca entre narina e olho Boca abaixo do olho
Boca anterior a narina Atrofia da cauda Cauda muito reduzida

45 I 46 ! !
Boca posterior ao olho Cauda vestigial Cauda absorvida Metamorfose completa

Fonte: Gosner (1960) — modificado pelo autor.

A tabela de Etkin e Gilbert (1968) define o desenvolvimento dos girinos em periodos de
crescimento de acordo com os niveis de hormonios da tireoide, sendo eles: pré-metamorfose,
pré-metamorfose e climax (metamorfose propriamente dita), a qual é subdividida em trés
fases: inicial, média e tardia. A pré-metamorfose corresponde aos estadios de 1 a 30
(GOSNER, 1960), a pro-metamorfose comega no estddio 31, com o inicio do
desenvolvimento dependente dos hormdnios tireoidianos, e termina no estddio 41 (GOSNER,

1960). J4 o climax inicia-se no estadio 42 e finaliza-se no estadio 45 (GOSNER, 1960).
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4.2 Animais experimentais

Os procedimentos com animais, bem como os protocolos de manipulacao e sacrificio,
foram submetidos a aprovacgdo da comissdo de ética no uso de animais da FCAV (Protocolo
n° 011551/13), para assim atender aos Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Os girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) foram acondicionados em tanques com
capacidade para 2000 litros e a densidade utilizada foi de um girino para cada dois litros, com
temperatura média de 27°C. Para alimentacao foi fornecida racdo comercial farelada de peixes
carnivoros, constituida por 40% de proteina bruta, 8% de extrato etéreo e 6% de matéria
fibrosa, fornecida trés vezes ao dia até aparente saciacdo. Mensalmente foram realizadas
coletas dos girinos que foram separados por estddios de desenvolvimento, do 38 ao 46,
segundo a tabela de Gosner (1960). Para a determinagao dos estddios 38 ao 41 foi utilizado
um estéreo microscopio Zeiss modelo Stemi DV4, devido ao tamanho reduzido dos membros

posteriores neste periodo.

4.3 Obtencao dos extratos enzimaticos

Para a obtengdo dos extratos enzimaticos dos ossos dos membros anteriores e
posteriores, foram utilizados cerca de 40 animais de cada estadio de desenvolvimento, do 38
ao 41, devido ao tamanho reduzido dos membros durante este periodo, e cerca de 20 animais,
do estadio 42 ao 46. Os animais foram dessensibilizados em agua com gelo a 4°C,
guilhotinados (CZESNIK et al., 2006), separando-se a cabeca do corpo e, em seguida, os
membros anteriores (ainda na cavidade opercular até o estddio 41) e posteriores foram
coletados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C,
separadamente.

Apos o descongelamento, os tecidos moles e aderentes foram removidos dos ossos com
o auxilio de pincas. Em seguida, os membros foram homogeneizados em aparelho tipo turrax,
marca OMNI, modelo GLH-2511, em tampao TRIS.HCI 5 mmol/L, pH 7,5 contendo MgCl, 2
mmol/L e ZnCl> 1 pmol/L, na propor¢do de 1 grama de tecido para 10 mL de tampdo. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi aliquotado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70°C.
Posteriormente, as amostras foram utilizadas para a determinagao das atividades enzimaticas e

dosagem de proteina no extrato.
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4.4 Métodos de padronizacao das atividades das fosfatases

Com o objetivo de estabelecer as condigdes ideais para as atividades das enzimas, foram
feitos diferentes ensaios enzimaticos variando-se: o pH de homogeneizagdo ¢ o tempo de
armazenamento; os pH, a temperatura e o tempo 6timos aparentes para a rea¢ao enzimatica; e

0 tempo € a temperatura necessarios para inativacao térmica das enzimas.

4.4.1 Efeito do pH sobre a atividade de PNFFase das fosfatases 4cida e alcalina

O efeito do pH sobre a atividade das enzimas, foi estudado utilizando-se solugdes
tampao acetato de sodio (pH 3,5-7,0), TRIS.HCI (pH 7,0-8,5) ¢ AMPOL (pH 8,5-11,0), em

concentracdo de 87 mmol/L.

4.4.2 Estudo do efeito do pH no armazenamento da amostra sobre a atividade das fosfatases

O efeito do armazenamento da amostra sobre a atividade das enzimas foi estudado na
faixa de pH compreendida entre 4 e 11, utilizando-se tampao acetato de sédio (pH 4, 5 ¢ 6),
TRIS.HCI (pH 7, 7,5 ¢ 8) e AMPOL (pH 9, 10 e 11), em concentracao de 5 mmol/L, contendo
MgClz 2 mmol/L e ZnCl; 1 pmol/L, para homogeneizar os membros, na propor¢do de 1
grama de tecido para 10 mL de tampao.

Imediatamente apds homogeneizagdo, foi realizada a determinagdo da atividade
enzimatica em cada um dos diferentes pH de homogeneizagdo, sendo que o restante de cada
amostra foi armazenado a -70°C para ensaios posteriores nos tempos: 0,5; 1; 2; 7; 15 e 30

dias.

4.4.3 Estudo do efeito da temperatura e do tempo de reagdo sobre a atividade das fosfatases

O efeito da temperatura e do tempo de reagdo sobre a atividade das enzimas foi
observado utilizando-se amostras homogeneizadas, em solucdo tampao TRIS.HCl 5 mmol/L,
pH 7.5 contendo MgCl, 2 mmol/L e ZnCl> 1 umol/L, e armazenadas a -70°C. A determinacdo
das atividades foi realizada nas temperaturas de 20, 25, 27, 30, 35, 37, 40 e 45°C, durante os
tempos de 1, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos.
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4.4 .4 Estudo da inativagao térmica da atividade das fosfatases

O efeito da inativagdo térmica das atividades das enzimas foi determinado incubando-se
as amostras nas temperaturas de 40, 45, 50, 55 e 60°C, durante os tempos de 1, 5, 10, 20, 30 e

60 minutos, com posteriores ensaios na temperatura de 37°C.

4.5 Determinacao da atividade de PNFFase das fosfatases acida e alcalina nos diferentes
estadios de desenvolvimento larval

Ap0s a padronizagdo dos pardmetros cinéticos, foi realizada atividade enzimatica das
fosfatases 4cida e alcalina nos varios estadios estudados.

A atividade de PNFFase das fosfatases 4cida e alcalina foi determinada
descontinuamente nas condigdes Otimas de ensaio de pH e temperatura pré-determinados
pelos testes de padronizacio, através da formacdo do ion p-nitrofenolato (e=17600Mcm,
pH 13), a partir da hidrélise do p-nitrofenilfosfato (PNFF) 5 mmol/L, em um volume final de
1 mL, com posterior leitura realizada em espectrofotometro, da marca Hitachi®, modelo U-
2000, a 410 nm.

A reacdo enzimatica foi iniciada pela adigdo do extrato enzimatico ao meio de reagdo e
interrompida pela adi¢do de 1 mL de NaOH 1 mol/L. As determinagdes foram efetuadas em
triplicatas de trés homogeneizados diferentes de cada estadio e as velocidades iniciais
permaneceram constantes durante o tempo de incubacgdo, assegurando-se uma hidrélise de
substrato sempre inferior a 5%. Em cada experimento foram incluidos controles sem a reacao
enzimatica para se estimar a hidrolise espontanea 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, nas

condicdes de ensaio.

4.6 Efeito do pH sobre a atividade da PC-1

O efeito do pH sobre a atividade da enzima PC-1 foi estudado utilizando-se solugdes
tampao AMPOL (pH 8,5-11,0), em concentracdo de 79 mmol/L. A atividade da enzima PC-1
foi determinada descontinuamente a 37°C, a partir da hidrolise de timidina 5’-monofosfato p-
nitrofenil éster (TMPN) 1 mmol/L, em um volume final de 1 mL, com posterior leitura

realizada em espectrofotdometro, da marca Hitachi®, modelo U-2000, a 410 nm.



27

4.7 Determinacao da atividade da PC-1 nos diferentes estadios de desenvolvimento
larval

A atividade da PC-1 foi determinada descontinuamente em tampdo, previamente
estabelecido (item anterior), contendo 1 mmol/L de TMPN.

A reagdo enzimatica foi iniciada pela adicao do extrato enzimatico ao meio de reagdo e
interrompida pela adicdo de 900 pL. de NaOH 100 mmol/L. Apds agitagdo, a absorbancia foi
determinada a 410 nm.

As determinacdes foram efetuadas em triplicatas de trés homogeneizados diferentes de
cada estadio e as velocidades iniciais permaneceram constantes durante o tempo de
incubagdo, assegurando-se uma hidrdlise de substrato sempre inferior a 5%. Em cada
experimento foram incluidos controles sem a reacdo enzimatica para se estimar a hidrdlise
espontanea do substrato.

Uma unidade de atividade enzimética 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.

4.8 Efeito do pH sobre a atividade de ATPase e de PPiase da fosfatase alcalina

O efeito do pH sobre a atividade de ATPase e de PPiase foi estudado utilizando-se
solucdes tampao TRIS.HCI (pH 7,0-8,5) e AMPOL (pH 8,5-10,5), em concentragdo final de
50 mmol/L.

4.9 Determinacio da atividade de ATPase e de PPiase da fosfatase alcalina nos
diferentes estadios de desenvolvimento larval

A atividade de ATPase e PPiase foi determinada descontinuamente a 37°C, através da
dosagem de fosfato inorganico liberado a partir da hidrolise de ATP (2 mmol/L) ou de PPi (1
mmol/L), em um volume final de 0,4 mL, de acordo com o método descrito por Heinonen e
Lahti (1981), e modificado por Pizauro e colaboradores (1995).

A reacdo foi iniciada pela adi¢ao da enzima ao meio de reagdo e interrompida com 0,1
mL de solugdo gelada de TCA 50%, em tempos previamente estabelecidos, sendo
imediatamente colocados em banho de gelo para diminuir a hidrélise espontanea do substrato

(ATP ou PPi).
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Neste método, o fosfato inorganico liberado no meio de reacdo ¢ complexado pelo
molibdato de amoénio acidificado com &cido sulfirico. O fosfomolibdato formado ¢
imediatamente extraido com acetona, sob agitacdo continua durante 15 segundos. A seguir, o
excesso de molibdato presente no meio de reacdo ¢ complexado pelo citrato e, finalmente o
fosfomolibdato formado ¢ dosado espectrofotometricamente em 355 nm.

Em cada experimento foram incluidos controles, sem adi¢do da enzima, para se estimar
a hidrolise espontanea do substrato. As determinagdes foram realizadas em triplicatas, sendo
que menos de 5% do substrato foi hidrolisado.

Uma unidade de atividade enzimética foi definida e expressa como a quantidade de
enzima que libera um nmol de fosfato por minuto por miligrama de proteina (U/mg), nas

condicdes de ensaio.

4.10 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com o método descrito por

Hartree (1972), utilizando-se soroalbumina bovina fracdo V como padrao.

4.11 Forma de analise dos resultados

Foi feita a andlise estatistica, sendo que as diferencas entre os estadios foram analisadas
pelo programa “SAS system” versdao 9.0, considerando-se uma repeticdo bioldgica com trés
repeti¢des experimentais. Foram realizados testes de homocedasticidade, de normalidade dos

erros, analise de variancia e teste de Tukey para comparagdo das médias a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo do efeito do armazenamento da amostra de tecido 6sseo dos membros
anteriores e posteriores de girinos sobre a atividade das fosfatases acida (Figura 3) e alcalina
(Figura 4) revelou que as enzimas apresentaram comportamento similar em todos os pH
testados, tanto para a atividade da fosfatase acida quanto para a fosfatase alcalina, optando-se
assim pelo pH 7,5 para a homogeneizagdo e armazenamento do extrato enzimatico uma vez
que ndo foi detectada nenhuma diminui¢do da atividade enzimatica durante pelo menos trinta
dias, e pelo fato de estar proximo ao pH fisiologico, permitindo estabelecer uma relagdo mais
proxima dos processos biologicos in Vivo nos testes in vitro. Além disso, o pH 7,5 foi o
escolhido entre todos os testados, uma vez que ele se encontra entre os dois pH 6timo
aparente de hidrélise do PNFF pelas fosfatases acida e alcalina e ja havia sido empregado
anteriormente por outros autores com bons resultados (PIZAURO, 1993; CASANOVA et al.,
2008; COLOSIO et al., 2011; GONCALVES et al., 2011; SANTANA et al., 2012; SANTOS
etal., 2012).

Figura 3 — Estabilidade da fosfatase acida do tecido 6sseo dos membros de L. catesbeianus no estadio 46, em
diferentes tempos de armazenamento e em diferentes pH.
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Figura 4 — Estabilidade da fosfatase alcalina do tecido 6sseo dos membros de L. catesbeianus no estadio 46, em
diferentes tempos de armazenamento e em diferentes pH.
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O estudo do efeito da temperatura e do tempo de reacdo, sobre a atividade das fosfatases
acida (Figura 5) e alcalina (Figura 6) revelou que a temperatura e o tempo de reagdo, 6timos
para a atividade da fosfatase 4cida foi de 45°C em 5 minutos, enquanto que para a fosfatase
alcalina foi de 45°C em 1 minuto. Porém, para possibilitar a comparagdo entre diferentes
trabalhos (PIZAURO, 1993; CASANOVA et al, 2008; COLOSIO et al, 2011;
GONCALVES et al., 2011; SANTANA et al., 2012; SANTOS et al., 2012) foi adotada a
temperatura de 37°C para realizacdo dos ensaios enzimaticos. Os tempos de reacdo adotados
nessa temperatura foram de 5 minutos para a fosfatase alcalina e 10 minutos para a fosfatase
acida, evitando-se assim um consumo de substrato superior a 5% e mantendo-se a linearidade
de formacao do produto.

Na figura 5 ndo foram apresentados os resultados de 20 e 25 minutos de hidrdlise do
substrato realizados nas temperaturas de 35°C a 45°C devido ao excessivo consumo de
substrato e consequente liberacdo de fosfato, um inibidor da atividade das fosfatases

(PIZAURO, 1993).
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Figura 5 — Atividade da fosfatase acida do tecido 6sseo dos membros de girinos de L. catesheianus no estadio
45, realizada em diferentes tempos e temperaturas.
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Figura 6 — Atividade da fosfatase alcalina do tecido 6sseo dos membros de girinos de L. catesbeianus no estadio
45, realizada em diferentes tempos e temperaturas.
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O estudo da inativacdo térmica das fosfatases revelou que a atividade da fosfatase
alcalina (Figura 8) permanece praticamente constante até 45°C, apresentando consideravel
inativacao apo6s 20 minutos a 50°C e apds 1 minuto a 55°C, com ti2 em aproximadamente 60
minutos a 55°C e 10 minutos a 60°C, sugerindo que as ligacdes que mantém a configuracao

nativa da fosfatase alcalina foram afetadas. No caso da fosfatase 4cida (Figura 7) ocorrem
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alteracdes na atividade a partir dos 40°C, com t1» em aproximadamente 20 minutos a 55°C e
em 10 minutos a 60°C, sugerindo que a temperatura também afeta a conformagdo desta
enzima.

A estabilidade térmica das enzimas estudadas (Figuras 7 e 8) estd acima da temperatura
corpérea média do animal (aproximadamente 27°C), fato que pode ter relagdo com a ocupacao
do animal nos diferentes ambientes, aquatico e terrestre, durante as fases de sua vida

(POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Figura 7 — Efeito da inativagao térmica na atividade da fosfatase acida do tecido 6sseo dos membros de girinos
de L. catesbeianus no estadio 45.
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Figura 8 — Efeito da inativagdo térmica na atividade da fosfatase alcalina do tecido 6sseo dos membros de
girinos de L. catesheianus no estadio 45.
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O estudo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica revelou que os pH o6timos
aparentes de hidrdlise do PNFF, pelas enzimas fosfatase acida e fosfatase alcalina, foram,
respectivamente, 5,0 e 10,5 (Figura 9), tanto nos membros anteriores quanto nos membros
posteriores, resultados esses semelhantes aqueles de fosfatases obtidas de diferentes origens

(McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979).

Figura 9 — Efeito do pH sobre as atividades de PNFFase das fosfatases acida e alcalina presentes no tecido dsseo
dos membros anteriores (MA) e posteriores (MP) de L. catesbeianus no estadio 46.
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O estudo do efeito do pH sobre a atividade da enzima PC-1 revelou que os pH 6timos
aparentes de hidrdlise do TMPN, foram, 9,5 e 10,0 (Figura 10), para os membros anteriores e
posteriores, respectivamente, optando-se pelo pH 10,0 para facilitar as comparagdes entre as

atividades nos membros.

Figura 10 — Efeito do pH sobre a atividade da PC-1 presente no tecido dsseo ossos dos membros anteriores
(MA) e posteriores (MP) de girinos de L. catesbeianus no estadio 41.

80,00 —

70,00
60,00
50,00

U 40,00

—=8—PC-1MA

30,00 —e—PC-1MP

20,00

10,00 +

0,00 : : : : |

O estudo do efeito do pH sobre a atividade de ATPase revelou que o pH 6timo aparente
de hidrolise do ATP, foi de 7,5 (Figura 11), resultado semelhante ao mostrado no trabalho de
Pizauro e colaboradores (1998), que propde a existéncia de uma ATPase especifica que

participa do processo de ossificacdo da placa dssea de rato.
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Figura 11 — Efeito do pH sobre a atividade de ATPase da fosfatase alcalina do tecido dsseo, de um pool de

membros anteriores ¢ posteriores de girinos de L. catesbeianus no estadio 44.
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O estudo do efeito do pH sobre a atividade de PPiase revelou dois pH 6timos aparente

com valores muito proximos, em 7,5 e em 10,0, (Figura 12), optando-se pelo pH 10,0, no qual

a hidrolise do PPi foi levemente maior, e pelo fato de que provavelmente trata-se da atividade

da fosfatase alcalina em seu papel principal como uma PPiase, ao invés de indicar a atividade

de uma PPiase especifica, como sugerido por Leone e colaboradores (1998), que utilizaram

placa 6ssea de rato em seus estudos.
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Figura 12 — Efeito do pH sobre a atividade de PPiase da fosfatase alcalina do tecido ¢sseo de um pool de
membros anteriores e posteriores de girinos de L. catesbeianus no estadio 44.
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As informagdes sobre o estudo de enzimas envolvidas no processo de ossificagdo de
girinos sdo escassas na literatura, o que dificulta a comparacao dos resultados.

Durante o processo de metamorfose, os anuros passam por transformacdes morfoldgicas
necessdrias a transi¢do da vida aquatica para a terrestre (NAKAJIMA; YAOITA, 2003),
sendo uma delas o remodelamento de boa parte do esqueleto (TRUEB; HANKEN, 1992).

O estudo das atividades das fosfatases acida e alcalina, presentes no tecido 6sseo dos
membros anteriores e posteriores de girinos de L. catesbeianus, durante o periodo de
desenvolvimento dos membros revelou que a fosfatase alcalina (Figura 13) apresenta maior
atividade que a acida (Figura 14) tanto nos membros anteriores quanto nos posteriores,
provavelmente devido ao fato de estar ocorrendo formag¢do dos membros (McDIARMID;
ALTIG, 1999), pois a fosfatase alcalina ¢ considerada um marcador de osteoblastos, os quais
tém como principal funcdo a formacdo Ossea, enquanto a fosfatase acida ¢ um marcador
bioquimico dos osteoclastos, células responsaveis pela remodelagdao 6ssea (JOHNSON et al.,

2000).
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Figura 13 — Atividade de PNFFase da fosfatase alcalina do tecido 6sseo dos membros anteriores (FALMA),
estadio 41 ao 46, e posteriores (FALMP), estadio 38 ao 46, de girinos de L. catesbeianus.
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Figura 14 — Atividade de PNFFase da fosfatase acida do tecido 6sseo dos membros anteriores (FALMA),
estadio 41 ao 46, e posteriores (FALMP), estadio 38 ao 46, de girinos de L. catesbeianus.
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Nos membros anteriores, a atividade da fosfatase alcalina (Figura 13 e Tabela 1)
apresentou maior atividade no estadio 41. Segundo Kemp e Hoyt (1969) esse comportamento
pode ser atribuido a formagao dos ossos em Rana pipiens, ainda dentro da cavidade opercular,
primeiramente do imero, seguido por radio e ulna, separadamente, com posterior fusdo. A

transi¢do do estadio 41 para o 42 ¢ marcada por uma queda desta atividade, coincidindo com
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o momento de exteriorizagdo dos membros anteriores, sendo necessaria a manutengao destes,
devido ao inicio da mudanca de ambientes, seguido por aumento até o estadio 44, periodo de
crescimento e enrijecimento do tecido 6sseo para a locomogdo terrestre, ¢ por fim ocorre
queda nos estadios 45 e 46, o que pode ser explicado pela mudanga no tipo de ossificagao,
pois com o final da metamorfose termina a calcificagdo periosteal e, inicia-se a endocondral
na fase adulta do animal (McDIARMID; ALTIG, 1999; FELISBINO, 2001). Durante todo
este periodo, a atividade da fosfatase acida (Figura 14 e Tabela 1) apresenta o0 mesmo padrao
da fosfatase alcalina, porém sempre menos ativa, revelando a dependéncia que existe entre a
formagao e a remodelagao 6ssea. (JOHNSON et al., 2000).

No caso dos membros posteriores, a atividade da fosfatase alcalina (Figura 13 e Tabela
2) apresenta aumento do estadio 38 ao 41. Estudos realizados por Kemp e Hoyt (1969) com
Rana pipiens, mostraram que nesta fase ocorre formagao 6ssea, no sentido proximal-distal e
fora da cavidade corporal, primeiramente do fémur e depois da tibia e da fibula,
separadamente, seguido por fusdo dos dois ultimos. A partir do estadio 42 ocorre diminui¢ao
da atividade, provavelmente devido a manuten¢do do tecido dsseo, ja formado, capacitando o
animal a explorar o ambiente terrestre, além de utilizar mais os membros para a natacdo, ja
que a absor¢ao da cauda ¢ iniciada, e o animal necessita de maior rigidez na estrutura 6ssea ao
invés de crescimento deste tecido, até o estadio 46 (McDIARMID; ALTIG, 1999).

A atividade da fosfatase acida (Figura 14 e Tabela 2) aumenta de forma discreta do
estadio 38 ao 42, o que pode estar relacionado com a remodelagdo Ossea dos membros
posteriores sem prejuizo do crescimento. A partir do estadio 42 houve decréscimo com
discreta variagdo at¢ o 46, possibilitando a manutencdo e rigidez dos membros

(McDIARMID; ALTIG, 1999).

Tabela 1 — Médias e coeficientes de variagdo das atividades (U/mg) das enzimas do tecido 6sseo dos
membros anteriores de girinos de Lithobates catesbeianus.

Meédia da atividade enziméatica (Membros Anteriores)

Estadio de Fosfatase Fosfatase )
Desenvolvimento Acida Alcalina PC-1 ATPase PPiase
41 37,172 80,58% 19,364 484,09 333,152
42 26,20° 57,62¢ 22,45¢ 342,55° 287,00°
43 25,78%¢ 64,054 27,32 205,834 290,04°
44 26,000 72,19 28,182 260,27° 245,73¢
45 25,14¢ 68,45° 27,892 255,73¢ 247 48°
46 19,014 46,78" 24,18 155,97¢ 227,58¢
CV% 1,29 1,21 5,45 5,25 4,35

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



39

Tabela 2 — Médias ¢ coeficientes de variacdo das atividades (U/mg) das enzimas do tecido dsseo dos membros
posteriores de girinos de Lithobates catesbeianus.

M¢dia da atividade enzimatica (Membros Posteriores)

Estadio de Fosfatase Fosfatase

Desenvolvimento Acida Alcalina PC-1 ATPase PPiase
38 33,64° 103,51° 25,44¢ 186,33¢ 319,27¢
39 35,10 103,55° 26,90° 232,54° 378,72°
40 36,44 90,85¢ 27,42¢ 302,39° 425,702
41 37,16 122,332 42332 145,06¢ 391,36
42 36,74% 100,24° 40,47 113,67¢ 288,10°
43 33,85¢ 91,84°¢ 34,354 122,20¢ 320,70°
44 33,97¢ 82,394¢ 36,67 89,56° 239,344
45 34,54° 82,964 40,382 83,39f 202,449
46 29,524 77,89¢ 38,11%° 80,95° 195,97¢

CV% 1,71 1,77 3,08 3,63 4,75

As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os girinos de anuros, em sua maioria, sdo classificados como herbivoros filtradores,
porém na fase adulta, tornam-se carnivoros, explorando, assim, diferentes recursos durante as
fases de sua vida (POUGH; JANIS; HEISER, 2008). Devido a esta mudanga no habito
alimentar, os girinos ficam sem se alimentar durante o climax metamorfico, apresentando
grande reducdo da atividade das enzimas digestivas (SANTOS et al., 2010) e obtendo energia
e fosfato através da absor¢ao da cauda (GONCALVES et al., 2011).

Estudos sugerem que, pelo fato dos girinos ndo se alimentarem durante o climax
metamorfico, armazenam célcio, antes deste periodo, em uma estrutura denominada saco
endolinfatico (PILKINGTON; SIMKISS, 1966), com o objetivo de subsidiar, dentre outros
processos, a ossificagdo dos membros e a calcificacdo de todo o esqueleto, processos que
dependem também do fosforo liberado durante a absor¢dao da cauda (GONCALVES et al.,
2011).

Pilkington e Simkiss (1966) estudando Rana temporaria observaram decréscimo da
reserva de calcio no saco endolinfatico durante o climax metamorfico. Tal fato pode estar
relacionado com o decréscimo das atividades das fosfatases alcalina (Figura 13) e 4cida
(Figura 14) nos membros, a partir do estadio 41, e com o aumento da atividade destas mesmas
enzimas na cauda de girinos de Lithobates catesbeianus (GONCALVES et al., 2011) durante
este importante periodo, ja que os processos de ossificacdo e calcificacdo sao caracterizados
pela deposicdo de fosfato de célcio na forma de cristais de hidroxiapatita (PIZAURO et al.,
2002).
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Durante o periodo estudado, a enzima PC-1 (Figura 15) apresentou tendéncia de
aumento de sua atividade, tanto nos membros anteriores quanto nos membros posteriores,
apresentando picos de atividade nos estddios 41 e 45, nos membros posteriores.
Considerando-se que a PC-1 hidrolisa ATP em PPi (substrato da fosfatase alcalina), ¢ a
fosfatase alcalina também pode hidrolisar ATP em Pi, sugere-se que a atividade destas duas
enzimas sdo dependentes, porém, devido a uma série de outros fatores, como a regulagdo
alostérica da ATPase (PIZAURO et al., 1993) e da PPiase (LEONE et al., 1998), e como os
niveis destes compostos no meio extracelular ndo estdo perfeitamente estabelecidos
(PIZAURO et al., 1993), ainda ndo se pode ter uma conclusdo irrefutavel. Além disso, o PPi
pode ser considerado um potente inibidor do processo de calcificacdo bioldgica, logo, a sua
producdo pela PC-1 e degradagdo pela fosfatase alcalina devem ocorrer de forma a controlar a
formagdo e fortalecimento Osseo nos diferentes estadios, dependendo da utilizagdo dos
membros nas diferentes fases de vida do animal (ADDISON et al., 2007). Portanto, o
sincronismo entre as atividades da PC-1 e da fosfatase alcalina, bem como de outras
moléculas envolvidas no processo, determina se a formacao e fortalecimento do tecido 6sseo
estdo ocorrendo durante o desenvolvimento dos membros dos girinos (COLOSIO et al.,

2014).

Figura 15 — Atividade da PC-1 presente no tecido 6sseo dos membros anteriores (PC-1 MA), estadio 41 ao 46, e
osteriores (PC-1 MP), estadio 38 ao 46, de girinos de L. catesbeianus.
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A atividade da PC-1 (Figura 15) tende a aumentar enquanto a da fosfatase alcalina
(Figura 13), a diminuir, tanto nos membros anteriores quanto nos membros posteriores, porém
com valores relativamente menores. De acordo com Millan (2012), o principal papel da PC-1
¢ a sintese do PPi e a fungdo secundaria ¢ de liberacao do fésforo para calcificagao no interior
da vesicula. Enquanto que a fosfatase alcalina seria a principal responsavel pela produgdo do
Pi por meio de sua atividade de PPiase e de ATPase. Segundo Millan (2012), o primeiro passo
da mineralizacdo mediada pelas vesiculas extracelulares envolve a convergéncia de duas vias
independentes. No primeiro estagio a geracdo de Pi intravesicular depende da agdo da
PHOSPHOL e o influxo de Pi, via Pi transportador, gerado no espaco perivesicular por meio
da agdo da fosfatase alcalina e da PC-1. Além disso, este autor admite ainda que a calcificacao
fora das vesiculas ¢ dependente primariamente da atividade de PPiase da fosfatase alcalina e
secundariamente da atividade da PC-1, as quais disponibilizam o Pi para a deposi¢cdo de
cristais nas fibras do colageno.

De acordo com o modelo proposto por Millan (2012), faz-se necessaria a interagao entre
trés enzimas para iniciar o processo de ossificacdo, sendo elas a PHOSPHOI1, a fosfatase
alcalina e a PC-1, o que coincide com a suposi¢do de Felisbino (2001) de que, na cartilagem
de crescimento, a fosfatase alcalina é constitutiva e somente sua atividade ndo ¢ suficiente
para realizar a calcificagdo da cartilagem hipertrofica. Este fato corrobora com o resultado da
atividade da PC-1 que esta presente de forma crescente durante o periodo estudado, sendo
necessario mais estudos com a enzima PHOSPHOI para se esclarecer o mecanismo de
calcificagdo biologica.

Apesar da atividade da PC-1 representar cerca da metade dos valores da fosfatase
alcalina, o aumento de sua atividade durante o periodo estudado, ao contrario da fosfatase
alcalina que mostra queda, pode-se inferir que, inicialmente, ambas as enzimas liberam Pi
para o processo de ossificacdo, porém em um segundo momento, o controle do processo de
calcificagdo seria realizado por meio da relagdo PPi/Pi presentes no fluido extravesicular.
Nestas condigdes a fosfatase alcalina passaria a atuar como PPiase e a PC-1 com sua funcao
de ATP pirofosfohidrolase, exercendo seu papel como PPiase somente em situagdes de niveis
extremos de PPi presente no meio, sendo a PC-1 uma enzima auxiliar a fosfatase alcalina em
ambas as fungdes (MILLAN, 2012).

A fosfatase alcalina presente em condrdcitos e vesiculas de matriz extracelulares de
cartilagem calcificada, ¢ uma fosfomonohidrolase ndo-especifica, que tem a capacidade de
hidrolisar uma variedade de substratos in vitro, dentre eles o ATP e¢ o PPi (LEONE et al.,
1998).
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Os resultados do efeito do pH sobre a atividade de ATPase (Figura 11) da fosfatase
alcalina mostrou que o pH 6timo aparente foi em 7,5, o qual encontra-se distante do pH 6timo
aparente para hidrélise do PNFF (10,5), sugerindo que ou esta ¢ uma atividade da fosfatase
alcalina ou trata-se de uma ATPase especifica, como demonstrado por Pizauro e
colaboradores (1998). Entretanto, somente apds estudos de competicdo de substrato e de
inibidores ¢ que poder-se-4 obter resultados que contribuirdo para a compreensdo de qual ¢ a
enzima responsavel por esta atividade.

Por outro lado, no caso da PPiase (Figura 12), o pH 6timo aparente foi em 10,0,
relativamente proximo ao da hidrdlise do PNFF (10,5), o que permite afirmar a possibilidade
de ser a atividade da fosfatase alcalina sobre seu substrato fisiologico (PPi), conclusdo
fortalecida pela presenca de outro pico de atividade em 7,5 que provavelmente indique a
existéncia de uma PPiase especifica, como defendido por Leone e colaboradores (1998).

Comparando-se as atividades de ATPase (Figura 16) e de PPiase (Figura 17) da
fosfatase alcalina, tanto nos membros anteriores como nos membros posteriores, pode-se
observar comportamentos semelhantes durante os estadios de desenvolvimento do animal, o
que indica uma relacdo importante entre estas atividades, haja visto que o ATP ¢ um
modulador alostérico da fosfatase alcalina (PIZAURO et al., 1998), enquanto o PPi ¢

considerado atualmente o verdadeiro substrato da enzima (LEONE et al., 1998).

Figura 16 — Atividade de ATPase do tecido 6sseo dos membros anteriores (ATPase MA), estadio 41 ao 46, ¢
osteriores (ATPase MP), estadio 38 ao 46, de girinos de L. catesbeianus.
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Figura 17 — Atividade de PPiase do tecido 6sseo dos membros anteriores (PPiase MA), estadio 41 ao 46, e
osteriores (PPiase MP), estadio 38 ao 46, de girinos de L. catesbeianus.
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Nos membros posteriores, ha um aumento das atividades de ATPase (Figura 16) e de
PPiase (Figura 17) da fosfatase alcalina, do estadio 38 ao 40, seguido por decréscimo até o
estadio 46. Ja nos membros anteriores ocorre a diminui¢ao destas atividades desde o estadio
41 até o 46. Estes resultados, assim como o da atividade de PNFFase (Figura 13) da fosfatase
alcalina, confirmam o fato de que inicialmente ocorre a formagao do tecido 6sseo seguido de
remodelagdo para formar osso trabecular nos membros dos girinos, de acordo com as
necessidades de locomocdo do animal nos diferentes ambientes, aquatico e terrestre, podendo-
se observar diminui¢do das atividades enzimaticas até o final da metamorfose (McDIARMID;
ALTIG, 1999).

As atividades de ATPase (Figura 16) e de PPiase (Figura 17) da fosfatase alcalina
apresentam valores maiores quando comparados ao da atividade de PNFFase (Figura 13),
mostrando a importancia da presenca destes substratos livres no fluido intersticial, e da
velocidade de liberagdo do fosfato para o processo de calcificagdo. O fluxo de nucleotideos,
que pode emanar das células para o fluido extracelular da cartilagem, provoca elevagao da
concentracdo dos nucleotideos trifosfato, neste fluido, durante o processo de calcificagao
(HOWELL et al., 1968; PIZAURO et al., 1998). Logo, a utilizacdo de concentragdes
saturantes de ATP, mimetizando aquela do fluido extracelular da cartilagem, apoia nossa
suposicao da importancia do papel do ATP e do PPi no processo de ossificagdo durante o

desenvolvimento dos membros dos girinos.
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Segundo Wuthier e Register (1985), os niveis de nucleotideo mono e difosfato no fluido
extracelular ¢ da ordem de 350 umol/L, enquanto os de trifosfato estdo muito baixos, o que
dificulta a sua detec¢ao. Niveis elevados de nucleotideos defosforilados sugere uma possivel
atividade de ATPase da enzima em condigdes fisiologicas. Segundo Pizauro e colaboradores
(1998), os niveis de NTP no fluido intersticial da cartilagem sdo muito baixos e insuficientes
para acarretar efeito alostérico significativo na atividade enzimatica. Uma possibilidade que
ndo pode ser descartada ¢ a de que durante o processo de calcificacdo pode ocorrer um
fornecimento de ATP pelas células deste tecido acarretando aumento local dos niveis de ATP.
Apesar do fluxo de compostos fosforilados para o fluido extracelular ainda ndo ter sido
demonstrado in vivo, a concentragdo de fosfato inorganico no fluido extracelular ¢
significativamente mais elevada do que a do plasma sanguineo (WUTHIER, 1977).

Para uma melhor compreensdo do papel fundamental de cada enzima, na calcificagao
bioldgica, e dos mecanismos necessarios para que este processo ocorra de forma precisa, faz-

se necessario estudos mais aprofundados.
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6 CONCLUSOES

As atividades das fosfatases acida e alcalina apresentaram comportamento similar, tanto
nos membros anteriores quanto nos posteriores, sendo a da alcalina maior que a da acida, o
que sugere a participagdo destas enzimas no processo de ossificagdo, seja ele periosteal ou
endocondral, durante o periodo de formacao dos referidos membros.

O sincronismo entre as atividades da PC-1 e da fosfatase alcalina, bem como de outras
enzimas e biomoléculas envolvidas no processo sdo essenciais para o entendimento da
formagao do tecido dsseo tanto em condigdes normais como patoldgicas.

Os padroes das atividades das enzimas estudadas mostram que o processo de
ossifica¢ao ocorre de acordo com os periodos de formacao e fortalecimento dos membros do
animal, evidenciando as diferentes necessidades durante sua vida.

Mais estudos serdo necessarios para delimitar as diferencas entre os tipos de ossificagdo

nas diferentes fases de vida do animal.
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