RAFAEL RODRIGUES COLOSIO

Caracterizacao cinetica da fosfatase alcalina durante o processo
de ossificacdo em Lithobates catesbeianus

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Doutor em
Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Jodo Martins Pizauro
Junior

Araraquara
2019



FICHA CATALOGRAFICA

Colosio, Rafael Rodrigues
C718c Caracterizacdo cinética da fosfatase alcalina durante o
processo de ossificacdo em Lithobates catesbeianus | Rafael
Rodrigues Colosio. — Araraquara : [s.n.], 2019
63 1. il

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Jodo Martins Pizauro Junior

1. Osso e 0ssos. 2. Calcificacdo. 3. Fosfatases. 4. Ra-touro.
5. Metamorfose. I. Titulo.

Elaboracédo: Secdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacéo
Biblioteca do Instituto de Quimica, Unesp, campus de Araraquara




&ww  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA o bt

& cd
@

unesp )

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: "Caracterizagdo cinética da fosfatase alcalina durante o processo de ossificagdo em
Lithobates catesbeianus"

AUTOR: RAFAEL RODRIGUES COLOSIO
ORIENTADOR: JOAO MARTINS PIZAURO JUNIOR

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em BIOTECNOLOGIA, pela

Comissao Examinadora:

Departamento dgé Tecnologia / Faculdade de Ciépgias Agrarias e Veterinarias - UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. LUIS HENRIQUE SOUZA GUIMARAES
Departamento de Biologia / Faculdade de F_,i’iosofia Ciéncias e Letras - USP - Ribeirao Preto

S A
Proﬁ‘&ﬁ@mw /47

Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Animal / Instituto Bioldgico - Sdo Paulo

Araraquara, 27 de fevereiro de 2019

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - Sao Paulo
http://www.iq.unesp.br/#!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ: 48.031.918/0027-63.



DADOS CURRICULARES

IDENTIFICACAO
Nome: Rafael Rodrigues Colosio
Nome em cita¢des bibliograficas: COLOSIO, R. R.; COLOSIO, RAFAEL R.

ENDERECO PROFISSIONAL

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal, Departamento de Tecnologia.

Via de Acesso Paulo Donato Castellane — s/n, Zona Rural, 14884-900, Jaboticabal, SP — Brasil.

FORMACAO ACADEMICA/TITULACAO

Doutorado em Biotecnologia (2015-2019).

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, S&o Paulo, Brasil

Titulo: Caracterizacdo cinética da fosfatase alcalina durante o processo de ossificacdo em
Lithobates catesbeianus

Orientador: Jodo Martins Pizauro Junior

Bolsista do(a): Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

Mestrado em Biotecnologia (2013-2015).

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, S&o Paulo, Brasil

Titulo: Atividade de enzimas relacionadas ao processo de ossificagdo em girinos de Lithobates
catesbeianus

Orientador: Jodo Martins Pizauro Junior

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (2009-2012).

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP - Jaboticabal, FCAVJ - UNESP, Brasil
Titulo: Estudo da atividade das fosfatases acida e alcalina presentes no tecido 0sseo de
Lithobates catesbeianus, durante o periodo de desenvolvimento dos membros anteriores e
posteriores

Orientador: Jodo Martins Pizauro Junior

Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo

ESTAGIO DE DOCENCIA
Estagio de Docéncia em Ensino Superior junto a disciplina “Fundamentos de Bioquimica” do
Curso de Engenharia Quimica, UNESP-1Q. 2016.

Estagio de Docéncia em Ensino Superior junto a disciplina “Laboratorio de Quimica Geral”
do Curso de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, UNESP-1Q. 2017.

PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

Artigos completos publicados em periodicos

1. GONGALVES, ADRIANO M.; SANTOS, LUIZ F. J.; SANTANA, CAROLINE C;
COLOSIO, RAFAEL R.; PIZAURO, JOAO M. Activity of Tail Phosphatases: A Study
during Growth and Metamorphosis of Lithobates catesbeianus. Copeia, v. 103, p. 634 - 638,
2015.



Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; COLOSIO, R.R.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO,
J. M. Can Phosphatases Participate of Cell Death and Nutrient Release in L. catesbeianus
During Metamorphosis? In: XLVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e
Biologia Molecular, 2017, Aguas de Lindoia. Anais da XLV1 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 2017.

2. OLIVEIRA, G. M.; ETO, S. F.; FERNANDES, D. C.; MORAES, A. C.; PRADO, E. J. R;
MEDEIROS, A. S. R.; GONCALVES, A. M.; LEITAO, N. J.; SANTANA, C. C.; PAVARINA,
G. C.; COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J.; SAMARA, S. I.; BELO, M. A. A.; PIZAURO, J.
M. Opsonization and activation of the classic complement pathway of Nile tilapia on the
neutralization of Streptococcus agalactiae in vitro. In: XLVI Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2017, Aguas de Linddia. Anais da XLVI
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2017.

3. ETO, S. F.; FERNANDES, D. C.; COLOSIO, R. R.; MEDEIROS, A. S. R.; MORAES, A.
C.; PRADO, E. J. R; OLIVEIRA, G. M.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J;
SANTANA, C. C.; PAVARINA, G. C.; LEITAO, N. J.; SAMARA, S. |I.; BELO, M. A. A
PIZAURO, J. M. Validation of IgY in Diagnosis of Endocarditis and Bacterial Meningitis
caused by Streptococcus agalactiae in Nile Tilapia. In: XLVI Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2017, Aguas de Linddia. Anais da XLVI
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, 2017.

4. FREITAS, T. M.; SANTOS, L. F. J.; SANTANA, C. C.; GONGCALVES, A. M.; COLOSIO,
R. R.; PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M.; PORTELLA, M. C. Digestive enzymatic activity
on Piaractus mesopotamicus larvae during early life stage and under different rearing protocols.
In: Aquaculture America 2016, 2016, Las Vegas. Anais do Aquaculture America 2016, 2016.

5. GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J; SANTANA, C. C;
PAVARINA, G. C.; NEIRA, L. M.; OLIVEIRA, G. M.; VIEIRA, V. |.; FERREIRA, G. C,;
ETO, S. F.; FERNANDES, D. C.; PIZAURO, J. M. Identification and kinetic characterization
of phosphatases isozymes of Lithobates catesbeianus tadpoles tail during metamorphosis. In:
XLV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2016, Natal.
Anais da XLV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular, 2016.

6. FERNANDES, D. C.; ETO, S. F.; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; COLOSIO,
R. R.; PIZAURO, J. M. Método imunoenzimatico de ELISA utilizando 1gY para a deteccédo de
proteinas microbianas de células bacterianas de Streptococcus agalactiae. In: 1 Congresso
Brasileiro de Microbiologia Agropecuaria, Agricola e Ambiental, 2016, Jaboticabal. Anais do
I Congresso Brasileiro de Microbiologia Agropecuéria, Agricola e Ambiental, 2016.

7. GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R.; SANTANA, C. C.; PIZAURO,
J. M. A study of tail's acid and alkaline phosphatases during bullfrog's (Lithobates catesbeianus)
larval development. In: 23rd Congress of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (IUBMB) and 44th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2015, Foz do Iguagu. Anais do 23rd Congress
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) and 44th
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2015.



8. SANTANA, C. C.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R;
OLIVEIRA, G. M.; PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M. Alkaline phosphatase LPS
dephosphorylase activity during bullfrog's (Lithobates catesbeianus) metamorphosis. In: 23rd
Congress of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) and
44th Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2015, Foz do Iguagu. Anais do 23rd Congress of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB) and 44th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2015.

9. PAVARINA, G. C.; SANTANA, C. C.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R.; PIZAURO,
J. M. Caracterizacdo cinética parcial da LPS-defosforilase da fosfatase alcalina intestinal. In:
XXVII CIC - Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNESP, 2015, Jaboticabal. Anais do
XXVII CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp, 2015.

10. NEIRA, L. M.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; SANTANA, C. C.; COLOSIO,
R. R.; BUZOLLO, H.; SANDRE, L. C. G.; NASCIMENTO, T. M. T.; PIZAURO, J. M,;
CARNEIRO, D. J. Eletrophoresis as a tool to estimate the polypeptide chain in tilapia waste
hydrolysate. In: Aquaculture America 2015, 2015, New Orleans. Anais do Aquaculture
America 2015, 2015.

11. COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C;
PAVARINA, G. C.; NEIRA, L. M.; PIZAURO, J. M. Hydrolases activities during the bone
formation process in Lithobates catesbeianus. In: 23rd Congress of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) and 44th Annual Meeting of the Brazilian
Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2015, Foz do Iguacu. Anais do 23rd
Congress of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB)
and 44th Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology
(SBBq), 2015.

12. COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J; GONGALVES, A. M.; SANTANA, C. C;
MENEZES, M. P.; PIZAURO, J. M. Bone nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase and
alkaline phosphatase activities during Lithobates catesbeianus limbs development. In: 43rd
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq),
2014, Foz do lguacu. Anais da 43rd Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2014.

13. BALDISSERA, G.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; LUNEDO, R.; COLOSIO, R. R.
Efeito da restricdo alimentar quantitativa e qualitativa sobre a atividade da a-amilase de frangos
de corte. In: XXVI CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp, 2014, Jaboticabal. Anais
do XXVI CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp, 2014.

14. GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J; COLOSIO, R. R.; SANTANA, C. C;
BALDISSERA, G.; PIZAURO, J. M. Membrane interaction study of acid and alkaline
phosphatases from bull frog (Lithobates catesbeianus) tadpoles tail. In: 43rd Annual Meeting
of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2014, Foz do Iguacu.
Anais da 43rd Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular
Biology (SBBQ), 2014.

15. SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; SANTANA, C. C,;
PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M. PC-1, alkaline and acid phosphatases activities in normal



and affected by tibial dyschondroplasia chickens. In: 43rd Annual Meeting of the Brazilian
Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2014, Foz do Iguagu. Anais da 43rd
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2014.

16. MENEZES, M. P.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; CURSINO, M. S.; DUARTE,
J. M. B.; PIZAURO, J. M. Seminal evaluation and determination of protein concentration
present in seminal plasma of two species of brown brocket deer (Mazama gouazoubira and M.
nemorivaga) maintained in captivity. In: 43rd Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2014, Foz do Iguagu. Anais da 43rd Annual
Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2014.

17. COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; PEREIRA,
M. C.; PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M. Activity of acid and alkaline phosphatase present
in the bone tissue of Lithobates catesbeianus during the limbs development period. In: 42nd
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2013, Foz do Iguagu. Anais da 42nd Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2013.

18. SANTANA, C. C.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; PEREIRA,
M. C.; PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M. Activity of phosphomonohydrolases present in
the liver of bullfrog's tadpoles during metamorphosis. In: 42nd Annual Meeting of the Brazilian
Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2013, Foz do Iguacu. Anais da 42nd
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2013.

19. GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R.R.; SANTANA, C. C.; PIZAURO,
J. M. Pyrophosphatase and ATPase activities from bull frog (Lithobates catesbeianus) tadpoles
tail during development and metamorphosis. In: 42nd Annual Meeting of the Brazilian Society
for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2013, Foz do Iguacu. Anais da 42nd Annual
Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2013.

20. SANTOS, L. F.J.; GONGCALVES, A. M.; COLOSIO, R.R.; SANTANA, C. C.; PIZAURO,
J. M. Partial characterization of intestinal alkaline phosphotase from tadpoles bull frog
(Lithobates catesbeianus). In: 41st Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry
and Molecular Biology (SBBq), 2012, Foz do Iguacu. Anais da 41st Annual Meeting of the
Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2012.

21. SANTANA, C. C.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R.; GONCALVES, A. M.; PIZAURO,
J. M. Partial kinetic characterization of acid and alkaline phosphatases from different tissue of
bull frog tadpoles (Lithobates catesbeianus). In: 41st Annual Meeting of the Brazilian Society
for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2012, Foz do Iguacu. Anais da 41st Annual
Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2012.

22. COLOSIO, R. R.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO, J. M. Activity of
acid and alkaline phosphatase in endochondral ossification of Lithobates catesbeianus during
the metamorphic climax. In: 40th Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry
and Molecular Biology (SBBq), 2011, Foz do Iguagu. Anais da 40th Annual Meeting of the
Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2011.



23. GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M. Partial
characterization of phosphomonohydrolases from Lithobates catesbeianus tail during
metamorphosis. In: 40th Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and
Molecular Biology (SBBq), 2011, Foz do Iguagu. Anais da 40th Annual Meeting of the
Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ), 2011.

24. COLOSIO, R. R.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO, J. M. Acid and
alkaline phosphatases activities of Lithobates catesbeianus forelimbs during metamorphosis.
In: 39th Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology
(SBBq), 2010, Foz do Iguagu. Anais da 39th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2010.

25. GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M. Activities
of phosphomohydrolase from Lithobates catesbeianus tail during metamorphosis. In: 39th
Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBQ),
2010, Foz do lguagu. Anais da 39th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2010.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. SANTANA, C. C.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO,
R. R. Caracterizacdo cinética parcial das fosfatases acida e alcalina presentes em figados de
girinos de ra-touro. In: XXIV CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2012,
Jaboticabal. Anais do XXIV CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2012.

2. COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA,
C. C. Caracterizacao cinetica parcial das fosfatases acida e alcalina presentes no tecido 6sseo
dos membros de girinos de ra-touro. In: XXIV CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UNESP, 2012, Jaboticabal. Anais do XXIV CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UNESP, 2012.

3. COLOSIO, R. R,; PIZAUROQ, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA,
C. C.; HARNICH, F. A. R. Atividade das fosfatases &cida e alcalina na ossifica¢do endocondral
de girinos de Lithobates catesbeianus durante o climax metamdrfico. In: XXIII CIC -
Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2011, Jaboticabal. Anais do XXIII CIC -
Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2011.

4. SANTANA, C. C.; PIZAURO, J. M.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; COLOSIO,
R. R.; HARNICH, F. A. R. Relacdo entre a atividade da fosfatase alcalina e a massa da cauda
de girinos de réd-touro (Lithobates catesbeianus) durante a metamorfose. In: XXIII CIC -
Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2011, Jaboticabal. Anais do XXIII CIC -
Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2011.

5. COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M. Atividade das
fosfatases acida e alcalina na ossificacdo endocondral de girinos de Lithobates catesbeianus.
In: XXII CIC - Congresso de Iniciacdo Cientificada UNESP, 2010, Jaboticabal. Anais do XXII
CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2010.

6. GONCALVES, A. M.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J; COLOSIO, R. R.
Caracterizacdo da atividade de fosfomonohidrolases da cauda de Lithobates catesbeianus
durante a metamorfose. In: XXII CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2010,



Jaboticabal. Anais do XXII CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 2010.

Apresentacéo de trabalho e palestra

1. GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J.; SANTANA, C. C,;
PAVARINA, G. C.; NEIRA, L. M.; OLIVEIRA, G. M.; VIEIRA, V. |.; FERREIRA, G. C,;
ETO, S. F.; FERNANDES, D. C.; PIZAURO, J. M. Identification and kinetic
characterization of phosphatases isozymes of Lithobates catesbeianus tadpoles tail during
metamorphosis, 2016. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

2. GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; FERREIRA, G. C.; PAVARINA, G. C;
OLIVEIRA, G. M.; NEIRA, L. M.; SANTOS, L. F. J,; COLOSIO, R. R.; VIEIRA, V. I,
PIZAURO, J. M. A utilizacdo de sapos, ras e pererecas em pesquisas cientificas e
alimentacdo humana: desconstruindo preconceitos da ordem anura, 2015. (Outra,
Apresentacédo de Trabalho)

3. COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C,;
PAVARINA, G. C.; NEIRA, L. M.; PIZAURO, J. M. Hydrolases activities during the bone
formation process in Lithobates catesbeianus, 2015. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

4. COLOSIO, R.R.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; MENEZES,
M. P.; PIZAURO, J. M. Bone nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase and alkaline
phosphatase activities during Lithobates catesbeianus limbs development, 2014.
(Congresso, Apresentacao de Trabalho)

5. GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; PAVARINA, G. C.; NEIRA, L. M.; COLOSIO,
R. R.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO, J. M. Criacgao, Ecologia e Conservacdo de Anuros,
2014. (Outra, Apresentacéo de Trabalho)

6. COLOSIO, R. R.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA, C. C.; PEREIRA,
M. C.; PAVARINA, G. C.; PIZAURO, J. M. Activity of acid and alkaline phosphatases
present in the bone tissue of Lithobates catesbeianus during the limbs development period,
2013. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

7. COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA,
C. C. Caracterizacao cinética parcial das fosfatases acida e alcalina presentes no tecido
6sseo dos membros de girinos de ra-touro, 2012. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

8. SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; SANTANA, C. C.; PEREIRA,
M. C. Desenvolvimento de girinos: estudos para criacdo, ecologia e conservacao, 2012.
(Outra, Apresentacdo de Trabalho)

9. COLOSIO, R. R.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO, J. M. Activity of
acid and alkaline phosphatase in endochondral ossification of Lithobates catesbeianus
during the metamorphic climax, 2011. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

10. COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; SANTANA,
C. C.; HARNICH, F. A. R. Atividade das fosfatases acida e alcalina na ossificacdo
endocondral de girinos de Lithobates catesbeianus durante o climax metamdrfico, 2011.
(Congresso, Apresentacdo de Trabalho)



11. SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M.; COLOSIO, R. R.; SANTANA, C. C.; PEREIRA,
M. C. Desenvolvimento de girinos: estudos para criagdo, ecologia e conservagdo, 2011.
(Outra, Apresentacdo de Trabalho)

12. COLOSIO, R. R.; GONCALVES, A. M.; SANTOS, L. F. J.; PIZAURO, J. M. Acid and
alkaline phosphatases activities of Lithobates catesbeianus’ forelimbs during
metamorphosis, 2010. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

13. COLOSIO, R. R.; PIZAURO, J. M.; SANTOS, L. F. J.; GONCALVES, A. M. Atividade
das fosfatases acida e alcalina na ossificacdo endocondral de girinos de Lithobates
catesbeianus, 2010. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)

EVENTOS

Participacdo em eventos

1. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 46th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2017. (Congresso)

Validation of IgY in Diagnosis of Endocarditis and Bacterial Meningitis caused by
Streptococcus agalactiae in Nile Tilapia.

2. Apresentacédo de Poster / Painel no(a) 45th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2016. (Congresso)

Identification and kinetic characterization of phosphatases isozymes of Lithobates catesbeianus
tadpoles tail during metamorphosis.

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 23rd Congress of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) and 44th Annual Meeting of the Brazilian
Society for Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2015. (Congresso)

Hydrolases activities during the bone formation process in Lithobates catesbeianus.

4. VI Bionativa, 2015. (Outra)
A utilizacdo de sapos, rds e pererecas em pesquisas cientificas e alimentacdo humana:
desconstruindo preconceitos da ordem anura.

5. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 43rd Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2014. (Congresso)

Bone nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase and alkaline phosphatase activities during
Lithobates catesbeianus limbs development.

6. V Bionativa, 2014. (Outra)
Criacdo, ecologia e conservacdo de anuros.

7. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 42nd Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2013. (Congresso)

Activity of acid and alkaline phosphatases present in the bone tissue of Lithobates catesbeianus
during the limbs development period.

8. 41st Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular Biology
(SBBQ), 2012. (Congresso)



9. Apresentacdo Oral no(a) 111 Bionativa, 2012. (Outra)
Desenvolvimento de girinos: estudos para criagdo, ecologia e conservagao.

10. X1 Jornada Anual Biol6gica da UNESP - JABU, 2012. (Outra)

11. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXIV CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UNESP, 2012. (Congresso)

Caracterizacdo cinética parcial das fosfatases &cida e alcalina presentes no tecido 6sseo dos
membros de girinos de ra-touro.

12. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 40th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBB(q), 2011. (Congresso)

Activity of acid and alkaline phosphatase in endochondral ossification of Lithobates
catesbeianus during the metamorphic climax.

13. Apresentagdo Oral no(a) 11 Bionativa, 2011. (Outra)
Desenvolvimento de girinos: estudos para cria¢do, ecologia e conservacao.

14. 1V Saida de Campo da Biologia - Visita ao Instituto Butantan, 2011. (Outra)
15. V11 Coloquio sobre Educacéo da Biologia - CEBIO, 2011. (Outra)
16. X Jornada Anual Biologica da UNESP - JABU, 2011. (Outra)

17. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXI111 CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UNESP, 2011. (Congresso)

Atividade das fosfatases acida e alcalina na ossificagdo endocondral de girinos de Lithobates
catesbeianus durante o climax metamorfico.

18. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 39th Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology (SBBq), 2010. (Congresso)

Acid and alkaline phosphatases activities of Lithobates catesbeianus' forelimbs during
metamorphosis.

19. IX Jornada Anual Bioldgica da UNESP - JABU, 2010. (Outra)

20. VI Coldquio sobre Educacéo da Biologia - CEBIO, 2010. (Outra)

21. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XXII CIC - Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UNESP, 2010. (Congresso)

Atividade das fosfatases acida e alcalina na ossificacdo endocondral de girinos de Lithobates
catesbeianus.

22. V Coloquio sobre Educacéo da Biologia - CEBIO, 2009. (Outra)

23. VIII Jornada Anual Biologica da UNESP - JABU, 2009. (Outra)



Dedico este trabalho aos meus pais, aos meus
irmdos e a Gaby, minha namorada, por todo o
incentivo, pela compreensdo e paciéncia, e por
toda a crenca em minha capacidade para realizar

mais esta etapa de minha longa caminhada.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente & Deus por tornar possivel minha trajetéria e me mostrar que
tudo o que acontece na vida tem um proposito, e que quando as coisas parecem ndo fazer
sentido, em algum momento tudo se encaixa e melhora o que parecia ndo ter mais conserto.

Aos meus pais, José Antonio e Edilene, por todo o suporte oferecido ao longo desta
caminhada chamada vida, por terem me ensinado as coisas mais importantes que uma pessoa
deve aprender. Vocés me ensinaram a amar acima de qualquer diferenca, a perdoar mesmo
quando ndo te pedem perdéo, a respeitar todos e tudo, independentemente de quem ou o que
seja, a ser honesto e correto mesmo nas situa¢fes mais dificeis e complicadas, a ajudar a quem
estiver ao nosso alcance, nem que seja com uma palavra ou com um simples gesto. Agradeco
ainda por tudo o que fizeram, fazem e ainda fardo em nome da minha felicidade, eu amo vocés
mais do que qualquer coisa nessa vida.

Aos meus irmédos, Guilherme, Alene e Henrique, por serem meus mais fiéis
companheiros, fazendo com que eu me sinta seguro sempre, sabendo que independente do que
acontecer em nossas vidas, vocés jamais deixardo de me apoiar e de estarem comigo em
qualquer situacdo, € bom demais ter vocés para poder compartilhar os momentos mais
importantes de minha vida. Agradeco também por me ensinarem a ser forte quando precisam
de mim, a ser compreensivo e paciente nos momentos de discussdo e por me proporcionarem
momentos inesqueciveis de descontracdo e boas risadas, vocés sdo 0s melhores irmaos e 0s
melhores amigos do mundo, eu amo muito vocés, nunca duvidem disso.

A minha namorada Gaby, pelo carinho, pelas conversas e por todo o apoio e compreenséo,
por ser essa menina/mulher incrivel, uma companheira maravilhosa, sensivel e forte,
determinada e batalhadora, sonhadora e realista, isso tudo estimula o melhor de mim. Agradeco
demais por estar, presente em minha vida todos os dias, desde que nos conhecemos, seja por
uma mensagem de texto, por uma ligacdo, ou pessoalmente, me incentivando, acreditando e me
fazendo acreditar que eu consigo e devo me superar a cada dia, ndo s6 nos estudos, mas em
tudo na vida. Vocé trouxe a felicidade que eu ndo sabia que faltava em mim, eu amo vocé
demais.

Ao0s meus avos, aos meus tios e aos meus primos por todas as oragdes, pensamentos
positivos e por acreditarem em minha competéncia e responsabilidade para a realizacdo dos

meus estudos.



Ao Prof. Dr. Jodo Martins Pizauro Junior, pela dedicacdo e paciéncia durante a orientagéo
neste trabalho, pelas conversas, discussdes e momentos de descontracdo, e por ser, além de
Orientador, um amigo que me ajudou bastante dentro e fora do laboratério.

A todos que fizeram e/ou ainda fazem parte do LEIA (Laboratério de Enzimologia e
Imunoquimica Aplicadas), que sempre me auxiliaram, tanto na parte pratica quanto na parte
tedrica da pesquisa. Além das conversas, das discussdes, das trocas de experiéncias de vida,
sempre de forma descontraida, o que permitiu uma boa convivéncia no local de trabalho, porém
sem que a pesquisa deixasse de ser levada a sério. VVocés sdo, além de companheiros de
laboratorio, grandes amigos com quem tive o prazer de conviver durante anos e pretendo
continuar convivendo nos mais diversos ambientes, seja para trabalho e/ou diversdo. Um
agradecimento sincero por fazerem parte da minha vida, vocés sdo sensacionais.

A0S meus amigos mais proximos por toda a crenca, todo o apoio e todo o desejo de que
tudo dé certo na minha vida independentemente das minhas escolhas.

Aos integrantes da Secdo Técnica de Pds-graduacdo e da Biblioteca do Instituto de
Quimica, que cumprem seu trabalho de forma competente e compreensiva.

Aos integrantes da Banca Examinadora, por terem aceito o convite de participar de minha
defesa, enriquecendo o presente trabalho com seus elogios, criticas e sugestdes.

A professora Marta por permitir gentilmente, e ao técnico Marcio por auxiliar na coleta
dos girinos e das ras, fundamentais para o desenvolvimento do trabalho. E ao ranario Ranamat,
pela cessdo complementar de animais quando houve necessidade.

A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pelo
financiamento concedido para realizacdo do presente trabalho.

Por fim agradeco a todas as pessoas que de alguma forma, direta ou indiretamente,
auxiliaram na construcdo deste trabalho e/ou participaram da minha formacao pessoal, sejam

amigos, colegas ou apenas conhecidos.



“Lute, se esforce, venca e continue lutando. Assim como as lutas
ndo tem fim, a vitdria pode ser sem limites.”

Aleff Lavoisier



RESUMO

Os processos de formacdo, crescimento, remodelacdo e, quando necessario, reparo do tecido
6sseo ocorrem pela acdo coordenada e regulada dos eventos quimicos e fisioldégicos que
participam das ossificagdes intramembranosa e endocondral, sendo assim, o desequilibrio das
biomoléculas envolvidas no processo, pode levar ao desenvolvimento de patologias 0sseas.
Durante a metamorfose dos anuros, ocorrem acentuadas e perceptiveis alteragdes morfoldgicas
que possibilitam a transicdo do animal do ambiente aquatico para o terrestre, sendo a
remodelacdo do esqueleto uma das transformacdes mais notaveis. Dentre as formas de se
estudar o mecanismo de calcificacdo bioldgica, as enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida
tartarato-resistente séo utilizadas por serem consideradas marcadores bioguimicos da acdo dos
osteoblastos e dos osteoclastos, respectivamente. Neste sentido, foram realizados estudos em
girinos e rés de Lithobates catesbeianus com o objetivo de se compreender melhor tais
processos de ossificacdo. A média da atividade especifica para a hidrélise do pNFF (pH=10,5)
pela fosfatase alcalina solubilizada por fosfatidilinositol fosfolipase C-especifica (PIPLC) de
Bacillus cereus, entre as diferentes regibes Osseas nas diferentes idades do animal, foi de
1142,57 U.mg, enquanto que para a hidrélise do PPi (pH=8,0) foi de 1433,82 U.mg™. Dentre
0s compostos testados sobre a atividade enzimatica, aquele que mais influenciou foi 0 EDTA,
com aproximadamente 67% de inibicdo para a atividade de pNFFase, e 77% para a de PPase.
No caso dos parametros cinéticos, a enzima apresentou comportamento ‘“Michaeliano” para a
hidrolise do pNFF, bem como para o PPi. O valor de Ky, ficou em torno de 0,6 mM para a
atividade de pNFFase e variou de 0,01 a 0,11 para a atividade de PPase, indicando que a enzima
possui maior afinidade por este substrato. O estudo da hidrélise do pNFF e do PPi pela enzima
revelou que o pH 6timo de atuacdo para o pNFF foi de 10,5, enquanto o do PPi, o qual é
considerado o verdadeiro substrato da fosfatase alcalina, foi de 8,0, proximo ao fisiologico. Os
resultados obtidos mostram que independentemente do tipo de ossificacdo que ocorre, trata-se
da mesma enzima ou isoenzimas atuando nas diferentes regifes dsseas e nas diferentes fases de
vida dos anuros. Além disso, o inicio da formacdo do osso ocorre na diafise até o final da
metamorfose e segue em direcdo as epifises quando o animal atinge a fase adulta. Tal fato pode
ser explicado porque na fase aquatica 0s 0sso0s ndo necessitam ser tdo rigidos quanto na terra,
onde o efeito do impacto direto sobre este tecido provoca uma adaptacdo mecanica devido ao
estimulo externo, logo, o animal precisara de membros reforcados para poder se locomover

através de saltos. A semelhanca dos resultados com trabalhos realizados com outros vertebrados



demonstra que os anfibios podem ser considerados 6timos modelos animais para o estudo da

calcificacdo biologica.

Palavras-chave: Tecido Osseo, Calcificacio Bioldgica, Fosfomonohidrolases, R&-touro,
Metamorfose.



ABSTRACT

The processes of formation, growth, remodeling and, when necessary, repair of the bone tissue
occur through the coordinated and regulated action of the chemical and physiological events
that participate in the intramembranous and endochondral ossifications, thus, the imbalance of
the biomolecules involved in the process, may lead to the development of bone pathologies.
During anuran’s metamorphosis, there are marked and perceptible morphological changes that
allow the transition of the animal from the aquatic to the terrestrial environment, and the
skeleton remodeling is one of the most remarkable transformations. Among the ways to study
the mechanism of biological calcification, the enzymes alkaline phosphatase and tartrate-
resistant acid phosphatase are used as biochemical markers of the action of osteoblasts and
osteoclasts, respectively. In this sense, studies were carried out on tadpoles and frogs of
Lithobates catesbeianus in order to better understand such ossification processes. The mean of
the specific activity for the hydrolysis of pNPP (pH=10.5) by the alkaline phosphatase
solubilised by Bacillus cereus phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PIPLC) between
the different bone regions at different ages of the animal was 1142.57 U.mg™, while for the
hydrolysis of PPi (pH=8.0) was 1433.82 U.mg™'. Among the compounds tested on the
enzymatic activity, the one that most influenced was EDTA, with approximately 67% inhibition
for pNPPase activity, and 77% for PPase. In the case of Kinetic parameters, the enzyme
presented "Michaelian” behavior for the hydrolysis of pNPP, as well as for PPi. The Kn, value
was around 0.6 mM for pNPPase activity and ranged from 0.01 to 0.11 for PPase activity,
indicating that the enzyme has higher affinity for this substrate. The study of the hydrolysis of
pNPP and PPi by the enzyme revealed that the optimum pH for pNPP was 10.5, while that for
PPi, which is considered the natural substrate of alkaline phosphatase, was 8.0, being closer to
the physiological. The obtained results show that, regardless of the ossification type that occurs,
it is the same enzyme or isoenzymes acting in different bone regions and in the different life
phases of the anurans. In addition, the beginning of bone formation occurs in the diaphysis until
the metamorphosis end and, follows towards the epiphysis when the animal reaches the adult
phase. This fact can be explained because in the aquatic phase the bones do not need to be so
rigid as in land, where the effect of the direct impact on this tissue causes a mechanical
adaptation due to the external stimulus, so the animal will need reinforced limbs to be able to
move through jumps. The similarity of the results to studies with other vertebrates shows that

amphibians can be considered good animal models for the study of biological calcification.



Keywords: Bone Tissue, Biologic Calcification, Phosphomonohydrolases, Bullfrog,

Metamorphosis.
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1 INTRODUCAO

A classe Amphibia é dividida em trés linhagens diferentes, de acordo com o modo
de locomocao de seus representantes. Os animais da ordem Gymnophiona (cecilias), sdo
apodes, e movem-se de forma parecida com as cobras; 0os Urodela (salamandras e tritfes)
possuem patas dianteiras e traseiras do mesmo tamanho e movimentam-se por ondulagoes
laterais combinadas com movimentos das patas; enquanto que 0s Anura (Sapos, pererecas
e ras) apresentam patas traseiras maiores do que as dianteiras, deslocando-se através de
saltos (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Algumas especializagdes do sistema locomotor séo utilizadas para diferenciar os
varios tipos de anuros. Existem os que sdo terrestres, de porte maior, possuem cabeca
aspera e patas traseiras relativamente curtas (saltos curtos). As especies arboricolas
geralmente apresentam cabeca e olhos grandes, cintura fina, patas traseiras longas (saltos
longos), e discos digitais (possibilitam escalada). E 0s anuros semiaquéticos sdo
moderadamente hidrodindmicos e apresentam membranas interdigitais nas patas
traseiras, auxiliando a natacdo (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Dentre os semiaquaticos destaca-se a ra-touro (Lithobates catesbeianus) (Figura 1),
originaria da América do Norte, a qual se adaptou muito bem as condi¢cdes climaticas
brasileiras. Estes animais sdo predadores generalistas, sendo considerados fortes
competidores tanto na fase larval quanto na fase adulta (BOTH et al., 2011). Além disso,
apresentam alta fecundidade (alto namero de ovos por desova), precocidade (crescimento
rapido) e rusticidade (facilidade de manejo). Devido a essas caracteristicas, seu
desempenho produtivo em criagdes comerciais, com o objetivo de fornecer carne para o
consumo humano, € maior quando comparado ao de espécies nativas do Brasil, como a
ra-pimenta (Leptodactylus labyrinthicus) e a ra-manteiga (Leptodactylus ocellatus)
(RODRIGUES et al., 2010).
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Figura 1 — Individuos da espécie Lithobates catesbeianus nas fases larval (A) e adulta (B.1; B.2).

A) Individuos em diferentes estadios de desenvolvimento (GOSNER, 1960); B.1) Individuo adulto com
membros relaxados; B.2) Individuo adulto com membros contraidos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metamorfose em anuros

O processo de transformagdo dos anfibios, denominado de metamorfose, é
caracterizado por mudancas morfofisiolégicas marcantes, possibilitando ao animal a
transicdo do ambiente aquéatico para o terrestre (NAKAJIMA; YAOITA, 2003).
Geralmente os anuros apresentam uma fase larval aquatica e uma fase p6s-metamdrfica
terrestre, sendo assim, os girinos diferem, morfoldgica e ecologicamente, dos adultos.
Majoritariamente, os girinos de anuros sdo classificados como herbivoros filtradores,
tornando-se carnivoros quando adultos, logo, o animal explora diferentes recursos durante
suas fases de vida (POUGH; JANIS; HEISER, 2008; SANTOS et al., 2016).

O fenbmeno da metamorfose € principalmente enddcrino, regulado pelos
horménios tireoidianos. A funcdo deles nesse processo foi demonstrada em alguns
estudos (DUELLMAN; TRUEB, 1994). Gudernatsch (1912 apud DUELLMAN;
TRUEB, 1994), por exemplo, alimentou girinos de Rana temporaria com extrato de
glandulas tireoides de cavalos e notou que a metamorfose foi acelerada.

No decorrer do processo metamorfico, mudancas comportamentais, morfologicas,
fisiologicas e bioguimicas podem ser observadas como resultado de grandes
transformacgdes pos-embrionarias. Esse fendmeno caracteriza-se por trés alteracfes
notaveis: (1) regressdo de estruturas e suas respectivas funcdes necessarias somente aos
girinos; (2) transformacdes de algumas estruturas larvais em estruturas necessarias aos
adultos, e (3) desenvolvimento de estruturas e suas respectivas fungdes essenciais
somente ao animal adulto (McDIARMID; ALTIG, 1999).

As alteracbes bioquimicas que ocorrem nos anuros, durante a metamorfose, sao
menos notaveis, ocorrendo aumento na producdo de proteinas seéricas, mudancas no
metabolismo do ferro, no tipo de hemoglobina e no ciclo da ureia, bem como alteracGes
na expressdo de DNA e sintese de RNA (DUELLMAN; TRUEB, 1994; JUST;
ATKINSON, 1972; MANIATIS; INGRAM, 1971a, 1971b; THEIL, 1973; WEBER,
1996).

Por outro lado, as modificacbes morfoldgicas sdo mais perceptiveis. Inicialmente,
o trato gastrointestinal dos girinos é formado por um estbmago rudimentar e um intestino
longo, entretanto, no climax metamorfico, ha uma reducdo de 75% do intestino e o

desenvolvimento de vilosidades, enquanto que o estbmago é remodelado e desenvolve
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novas glandulas secretoras (ISHIZUYA-OKA,; SHI, 2005; OLIVEIRA-BAHIA et al.,
2005). Ocorre também a regressao da cauda (GONCALVES et al., 2015), alteracdes nos
olhos (HOSKINS, 1986; MANN; HOLT, 2001), narinas (HIGGS; BURD, 2001), figado
(ATKINSON; WARKMAN; CHEN, 1998), glandula pituitiria (BUCKBINDER;
BROWN, 1993; HUANG et al., 2001; KIKUYAMA et al., 1993), na pele (YOSHIZATO,
1996) e nos diferentes 6rgdos do sistema respiratério (DODD; DODD, 1976), e nos
sistemas nervoso (KOLLROS, 1981), imunolégico (ROLLINS-SMITH, 1998),
hematopoiético (WEBER, 1996) e esquelético (TRUEB; HANKEN, 1992).

A caracteristica esquelética mais perceptivel dos anuros é a especializa¢do do corpo
para se deslocar por meio de saltos, no qual os membros posteriores, juntamente com 0s
musculos, formam um sistema de alavanca que proporciona ao animal a capacidade de
dar grandes saltos. Associados a este tipo de locomocdo, pode-se citar alguns
aperfeicoamentos morfologicos (Figura 2), como: tibia e fibula fundidas e patas traseiras
alongadas; presenca de uma pélvis resistente, ligada fortemente a uma coluna vertebral
curta e enrijecida (fator que restringe a flex&o lateral) com apenas cinco ou nove vértebras
pré-sacrais e vértebras caudais fundidas, sendo as ultimas, formadoras do uréstilo, o qual
é acompanhado por ilios alongados. Os membros anteriores séo fortes, apresentando radio
e ulna fundidos, e a cintura peitoral é flexivel, para absorver o impacto da aterrissagem
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008).



Figura 2 — Especializagdo esquelética dos anuros para a locomogao através de saltos.
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2.2 Processos de Ossificagdo

O esqueleto é composto principalmente pelo tecido 6sseo, atuando como suporte
para os tecidos moles e protegendo os Grgdos vitais (interior das caixas craniana e
torécica) e o canal vertebral. Confere sustentacdo aos musculos esqueléticos,
transformando suas contracfes em movimentos Uteis, além de ampliar a forca gerada na
contragdo muscular devido ao seu sistema de alavancas. Em seu interior estd presente a
medula 6ssea, local de formacdo das células sanguineas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). Os o0ssos servem, ainda, como um reservatdrio de célcio e fosforo, minerais que
podem ser mobilizados durante distarbios da homeostase (PIZAURO; SANTOS;
GONCALVES, 2017).

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo, que além de
multifuncional, é metabolicamente muito ativo. Esse tecido € composto por matriz 6ssea
(material extracelular calcificado) e uma populacdo heterogénea de células (osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos) (Figura 3). Os osteoblastos sdo responsaveis pela formacgéo do
tecido 6sseo que ocorre através da sintese e mineralizagdo da matriz organica (colageno
tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas), e estdo presentes na superficie do tecido dsseo até
0 momento em que sdo aprisionados por sua propria matriz recém-sintetizada,
diferenciando-se, a partir dai, em ostedcitos. Os ostedcitos comunicam-se através dos
chamados canaliculos, pelo fato de estarem localizados no interior da matriz 6ssea, e séo
essenciais para sua manutencdo, remodelando o osso de acordo com as necessidades
fisiologicas do animal. Os osteoclastos localizam-se na periferia da superficie dssea, séo
multinucleados, mdveis e responsaveis pela reabsorcao do 0sso, participando do processo
de remodelacdo do tecido (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PIZAURO; SANTOS;
GONCALVES, 2017).
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Figura 3 — Esquema mostrando o processo de ossificagdo e suas respectivas células.
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Fonte: Pizauro; Santos; Gongalves (2017, p. 494).

As superficies internas e externas dos 0ssos séo recobertas por células osteogénicas
e tecido conjuntivo, formando, respectivamente, o enddsteo e o0 peridsteo, revestimentos
responsaveis pela manutencdo do tecido. As células do peridsteo diferenciam-se muito
facilmente em osteoblastos, possuindo um importante papel no crescimento dos 0ssos e
na reparacao de fraturas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Histologicamente, o tecido 0sseo pode ser classificado em primario (imaturo) e
secundario (maduro ou lamelar). Como 0s proprios nomes sugerem, o primario é aquele
que se forma inicialmente, tanto no desenvolvimento embrionario quanto na reparagéo de
fraturas, sendo temporario e apresentando fibras colagenas dispostas de forma
desorganizada. Por outro lado, o secundario substitui o primario e apresenta suas fibras
de colageno organizadas em laminas (lamelas désseas) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017).

Morfologicamente e independentemente do mecanismo pelo qual ocorre a sua
formacdo, o tecido 0sseo apresenta-se nas formas de 0sso compacto (cortical) ou de 0sso
esponjoso (trabecular). O compacto ndo apresenta cavidades visiveis, sendo responsavel
pela funcdo mecénica e pela protecdo, enquanto que 0 esponjoso possui muitas cavidades
comunicantes (matriz porosa) e apresenta funcdo metabdlica (presenca da medula ¢ssea)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017).

A formacdo dos 0ssos ocorre por meio dos processos denominados de ossificacéo

intramembranosa e ossificagdo endocondral. A intramembranosa ocorre no interior das
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membranas do tecido conjuntivo (enddsteo e periésteo), por um processo direto de
diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos. Tal processo € responsavel
pela formacdo dos 0ssos da abdbada craniana, alguns ossos faciais, partes da mandibula
e clavicula, contribuindo também para o crescimento dos 0ssos curtos e crescimento em
espessura dos 0ssos longos. Na endocondral, ocorre um processo indireto no qual um
molde cartilaginoso é progressivamente substituido por tecido 6sseo, sem que haja a
transformacgdo de um tecido no outro. Esse processo é responsavel pelo crescimento em
extensdo dos 0ssos longos. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em caso de fratura 6ssea,
para que ocorra sua reparacdo, forma-se no local um tecido abundante em células
osteoprogenitoras, surgindo tecido 6sseo tanto pela ossificacdo intramembranosa, como
pela ossificacdo endocondral JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SONG; LI; STOCUM,
2010).

A formacéo dos 0ssos longos, dos membros de mamiferos e aves, ocorre a partir da
combinacgdo dos dois mecanismos de osteogénese (Figura 4). Primeiramente, as células
mesenguimais se condensam, formando um modelo de cartilagem que é circundado por
peridsteo, no qual as celulas osteoprogenitoras se diferenciam diretamente em
osteoblastos, formando uma camada de células semelhante a um “colar” ao redor da
regido mediana (diafise) do molde cartilaginoso do futuro tecido 6sseo. Esse processo de
ossificacdo intramembranosa é denominado de osteogénese periosteal (pericondral). Em
seguida, o modelo de cartilagem é substituido por osso atraves da osteogénese
endocondral, na qual ocorre hipertrofia e apoptose dos condrécitos, invasdo dos capilares
periosteais, trazendo células hematopoiéticas, que vao formar osteoclastos responsaveis
pela degradacéo da matriz calcificada, e células osteoprogenitoras, que vao se diferenciar
em osteoblastos e substituir o local antes ocupado pelos condrécitos. Todo esse processo
comeca no centro do osso (diafise) e progride em direcdo as extremidades (epifises),
formando, assim, a cartilagem epifisaria, onde ocorre o processo de ossificacdo
endocondral responsavel pelo crescimento do animal (FELISBINO; CARVALHO, 1999,
2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017
SONG; LI; STOCUM, 2010).
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Figura 4 — Esquema mostrando a interacdo entre as ossificagbes periosteal e endocondral no
crescimento de 0ssos longos.
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Fonte: Junqueira; Carneiro (2013, p. 140).

O desenvolvimento e o crescimento dos 0ssos longos em anfibios ocorrem da
mesma forma, porém, ndo ha ossificacdo significativa até a metamorfose (SONG; LlI;
STOCUM, 2010). Em ré-touro (Lithobates catesbeianus), este processo ocorre
essencialmente por ossificacdo periosteal, pois a calcificacdo da cartilagem hipertrofica e
a formacdo de trabéculas Osseas estdo presentes somente nos animais mais velhos
(aproximadamente 2 anos de idade), fato que, provavelmente, esta relacionado ao reforco
das extremidades dos ossos devido ao ganho de peso do animal (FELISBINO;
CARVALHO, 1999, 2001).

2.3 Calcificacdo Bioldgica

Estudos de microscopia eletrénica mostraram que 0s primeiros cristais na forma de
pequenas agulhas ou de bastdo, que precedem o crescimento de cristal extracelular, séo
encontrados dentro de pequenas vesiculas de matriz extracelulares (VME), formadas por
brotamento de regifes especializadas da membrana plasmatica dos condrocitos,
osteoblastos e odontoblastos. A geracdo dessas VME representa um mecanismo
complexo, cuja funcdo é a de realizar as etapas finais do processo de calcificacdo
biologica em ambos os processos de ossificacdo. (ALI, 1976; ANDERSON, 1995; CUI
et al., 2016; KIRSCH; WUTHIER, 1994; MARTINO; YEAGER; TAYLOR, 1979;
PIZAURO; SANTOS; GONGALVES, 2017; WUTHIER; LIPSCOMB, 2011).

O papel dessas vesiculas como mediadoras da deposicdo mineral é fortemente
sugerido porque o local onde ocorrem os depdsitos minerais tem exata correspondéncia
com o local das vesiculas (ALI, 1976; ANDERSON, 1973; MARTINO; YEAGER;
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TAYLOR, 1979), e porque os primeiros cristais foram detectados dentro dessas vesiculas
(ALI; EVANS, 1973; ANDERSON, 1973, 1976; 1995; BONUCCI, 1971; SELA et al.,
2000; WUTHIER, 1977). Além disso, o interior das vesiculas funciona como um
microambiente, protegendo o primeiro nicleo do mineral, enquanto ainda estd em um
estado pré-cristalino mais solUvel, antes de se converter em cristais de hidroxiapatita;
sendo verificado, ainda, que as vesiculas isoladas apresentam também a capacidade de
depositar sais de calcio in vitro (ALI; EVANS, 1973; HSU; ANDERSON, 1977, 1978,
1986; REGISTER; WARNER; WUTHIER, 1984; WUTHIER; REGISTER, 1985).

Estudos realizados por véarios pesquisadores, com o objetivo de determinar os tipos
de lipideos e de eletrdlitos, e principalmente as enzimas presentes nas vesiculas de matriz
extracelular, tais como fosfatase alcalina, pirofosfatase (PPase), adenosina-5’-trifosfatase
(ATPase), ectoenzima fosfodiesterase nucleotideo pirofosfatase (PC-1), fosfatase orfa
(PHOSPHO-1), dentre outros componentes que sdo importantes para o processo de
calcificacdo biologica, como transportadores de calcio (anexinas) e de fosfato para o
interior das VME (ANDERSON, 1995; CASWELL; WHYTE; RUSSELL, 1986;
GIJSBERS et al., 2001; JOHNSON et al., 2000; PIZAURO et al., 1998).

O modelo mais recente da calcificagdo (Figura 5) admite que, para haver a formacgéo
dos cristais de hidroxiapatita, faz-se necessario a liberacdo e transporte de fosfato
inorgéanico (Pi) para o interior das VME, processo realizado pela acdo coordenada de
enzimas. No interior da VME a producéo inicial de Pi é realizada pela PHOSPHOL, que
catalisa a hidrolise de fosfocolina e fosfoetanolamina liberando Pi. Tais substratos séo
formados a partir da hidrdlise dos fosfolipideos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
esfingomielina, localizados no lado interno da membrana da vesicula, pela acdo de
fosfolipases e esfingomielinase 2. Ja no lado externo da VME, a PC-1 é responsavel pela
producdo do substrato da fosfatase alcalina, o PPi, a partir da hidrélise 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. Deste modo, o aumento do
produto idnico, calcio versus fosfato, no interior das vesiculas, acarreta a precipitacdo de
fosfato de célcio, levando a formacdo de cristais que perfuram a membrana da vesicula e
extravasam, expondo hidroxiapatita pré-formada para o fluido extracelular, permitindo a
propagacdo e deposicdo de hidroxiapatita nas fibras de colageno presentes na matriz
extracelular (MILLAN, 2012; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017).
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Figura 5 — Esquema da Calcificacdo Biologica.
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Estudos demonstraram que o PPi participa da regulacdo de varios eventos intra e
extracelulares de uma grande variedade de tecidos, sugerindo que a regulacdo de sua
sintese, degradacao e transporte ocorrem através de mecanismos altamente especializados
(ADDISON et al., 2007; LEONE et al., 1998; LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI,
1997). O papel fisiolégico do PPi extracelular tem sido bastante estudado, principalmente,
com relacdo a mineralizacdo biologica, verificando-se que ele é um potente inibidor deste
processo (ADDISON et al., 2007). Segundo Addison et al. (2007) e Terkeltaub (2001), o
PPi pode representar a molécula sinal responsavel pelo controle da calcificacdo biologica
tanto em condi¢Ges normais como em patoldgicas, sugerindo que o aumento de sua
concentracdo extracelular bloqueia o processo de calcificagdo (PIZAURO et al., 1988).

A fosfatase alcalina é a principal enzima responsavel por regular a concentracdo de
PPi extracelular, hidrolisando o pirofosfato, para manter a relacdo de PPi/Pi que permita
a mineralizacdo 0ssea normal. Além disso, a regulacdo da concentracdo do PPi tambem
é realizada pela proteina transmembranar denominada ANK, que possui a habilidade de
transportéa-lo para o meio extracelular (MILLAN, 2006, 2012).

Pesquisas demonstraram também que tanto a fosfatase alcalina como a PC-1 podem
atuar nos papéis de ATPase e de PPase, em que, no caso, a fosfatase alcalina possui papel

primario na liberacdo de Pi para a calcificagdo biologica, independentemente do
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substrato, sendo a PC-1 uma enzima secundaria nesses processos de hidrélise. Outro fator
importante para o processo de calcificacdo é que a fosfatase alcalina é regulada
alostericamente pelo ATP e inibida competitivamente pelo Pi (ANDERSON, 1995;
LEONE; PIZAURO; CIANCAGLINI, 1997; MILLAN, 2012; PIZAURO;
CIANCAGLINI; LEONE, 1993).

Além disso, algumas enzimas podem fornecer importantes informac6es sobre a
atividade metabdlica do tecido dsseo, por se tratarem de marcadores especificos destas
células. Nesse sentido, a fosfatase acida tartarato-resistente tem sido amplamente
utilizada como um marcador especifico de osteoclastos, enquanto a fosfatase alcalina tem
sido usada como marcador de osteoblastos (GIJSBERS et al., 2001; JOHNSON et al.,
2000).

2.4 Fosfomonohidrolases

Além de possuir um importante papel na calcificagdo bioldgica e na fisiologia do
tecido 6sseo, o fosforo participa na composicdo dos acidos nucleicos, do ATP, dos
fosfolipidios da membrana celular, da regulacédo 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 (GONCALVES et al., 2015; PIZAURO et al., 1998).

Os mecanismos de fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas servem de base para
controlar diversos eventos biologicos, como a regulacdo da divisdo, diferenciacéo,
desenvolvimento e morte celular, a expressao génica, o transporte celular e a modulagéo
de atividades enziméaticas (AOYAMA et al., 2003).

As enzimas denominadas fosfatases sdo fosfomonohidrolases que utilizam
fosfomonoésteres como substratos e encontram-se amplamente distribuidas em animais,
vegetais e microrganismos. Essas podem ser classificadas em 3 grupos principais:
alcalinas, acidas e proteinas fosfatases (AOY AMA et al., 2003).

As proteinas fosfatases podem ser divididas em dois grupos, as proteinas
serina/treonina fosfatases e as proteinas tirosina fosfatases, de acordo com o residuo de
aminodcido do qual hidrolisam um fosfato (AOY AMA et al., 2003).

As fosfatases acidas apresentam pH de atuacéo em torno de 5,0, e apresentam como
substrato, compostos de baixa massa molecular (AOYAMA et al., 2003). No tecido 0sseo

de mamiferos podem ser encontradas a forma tartarato-sensivel, geralmente associada aos
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lisossomos das células 0sseas, e a tartarato-resistente, presente somente nos osteoclastos,
podendo estar ligada ou ndo a sua membrana (MINKIN, 1982). A fosfatase &cida
tartarato-resistente é conhecida também como fosfatase acida purpura, pois apresenta esta
coloracdo caracteristica em solugdo concentrada, devido a presenca de ions de ferro em
seu sitio ativo (GUDDAT et al., 1999; SCHENK et al., 2013).

As fosfatases alcalinas atuam em pH bésico e geralmente estdo ligadas @ membrana
plasmaética, através de uma “ancora” de fosfatidilinositol, porém isoformas sollveis ja
foram mencionadas por pesquisadores (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995;
SHARMA; PAL; PRASAD, 2014). Nos seres humanos, estas enzimas sdo divididas em
pelo menos quatro isoenzimas de acordo com o tecido em que sdo expressas, podendo ser
classificadas em fosfatase alcalina de células germinativas, fosfatase alcalina placentaria,
fosfatase alcalina intestinal, e fosfatase alcalina do figado/osso/rim, também conhecida
como fosfatase alcalina tecido ndo-especifico (SHARMA; PAL; PRASAD, 2014).

As fosfatases alcalinas sdo metaloenzimas homodiméricas (LEONE; PIZAURO;
CIANCAGLINI, 1997). A presenca de dois ions Zn?" e um ion Mg?* em cada subunidade
é essencial para sua atividade enzimatica e contribuem para a conformagdo monomeérica,
além de regular indiretamente as interacdes entre as subunidades (MILLAN, 2006;
SHARMA,; PAL; PRASAD, 2014).

Além das classificacdes apontadas acima, as fosfatases podem ser constitutivas ou
induzidas por fosfato, sendo as induzidas as que séo sintetizadas apenas na presenca de
concentracdes limitantes de fosfato e as constitutivas as sintetizadas independentemente
da composicdo do meio em que atuam (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

A catalise enzimatica € caracterizada pela interacdo entre substrato e sitio ativo.
Uma série de fatores, como a concentracdo de substrato e da enzima, a composicdo do
meio de reacdo, a temperatura, 0 pH, inibidores, a presenca ou auséncia de ions, entre
outros, interferem na atividade enzimatica (NELSON; COX, 2014).

O estudo dos inibidores possibilita investigar o mecanismo de atuacdo e de
regulacdo da atividade enzimatica, além de contribuir para a compreensdo do papel de
jons metalicos na manutencdo, configuracdo nativa da molécula proteica, de sua
estabilidade, atividade enzimatica e a presenca de isoenzimas. Nesse sentido, tem sido
verificado que a fosfatase alcalina de diferentes origens € inibida competitivamente pelo
fosfato inorgénico, um dos produtos da reacdo. Diversos inibidores da fosfatase alcalina
sdo conhecidos e amplamente utilizados para a caracterizagdo enzimética (PIZAURO et
al., 1988).
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O centro ativo é constituido por grupos funcionais, como cadeias laterais de
aminoécidos especificos, ions metalicos e coenzima, importantes para a ligacdo do
substrato ao sitio catalitico por interacdes ibnicas, ligacdes de hidrogénio e
posicionamento preciso para otimizacdo da energia de ligacdo no estado de transicdo. A
presenca de metais na molécula enzimética é essencial tanto para a preservacdo da
estrutura como para sua atividade maxima, auxiliando na orientacdo e/ou estabilizacdo
dos estados de transicdo (NELSON; COX, 2014).

Dentro desse contexto, a utilizacdo de girinos e rds da espécie Lithobates
catesbeianus como modelo de estudo para os processos de ossificagdo dos membros,
através da caracterizacdo cinética da fosfatase alcalina e da atividade das fosfatases acida
e 4cida tartarato-resistente, podem contribuir para a compreensao e futuras aplicacfes no
mecanismo da reparacéo de fraturas e na prevencao de patologias relacionadas ao tecido

0sse0, ndo somente em anuros, mas também nos demais vertebrados.
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3 OBJETIVOS

Caracterizar cineticamente a fosfatase alcalina durante o processo de ossificagéo
em Lithobates catesbeianus.

Estudar as atividades das fosfatases acida e acida tartarato-resistente associada aos
processos de calcificacdo, remodelacdo e formagdo do tecido dsseo.
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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 e Imunoquimica
Aplicadas (LEIA) do Departamento de Tecnologia da UNESP, Campus de Jaboticabal —
Sédo Paulo.

4.1 Animais experimentais

Os procedimentos com animais, bem como o0s protocolos de manipulacdo e
sacrificio, foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCAV, protocolo n° 10315/15 (ANEXO A), estando, portanto, de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacio 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 alimentacdo foi fornecida racdo comercial
para peixes, constituida por aproximadamente 40% de proteina bruta, 8% de extrato
etéreo e 6% de fibra bruta, fornecida trés vezes ao dia até aparente saciacdo. Foram
realizadas coletas dos girinos entre os estadios 42 e 46 (Climax Metamorfico), segundo a
tabela de Gosner (1960), periodo em que ocorre 0 maior desenvolvimento dos membros
do animal. Devido a falta de animais no setor de Ranicultura do Centro de Aquicultura
da UNESP (CAUNESP), também foram realizadas coletas dos girinos no ranario
Ranamat, em Matdo, Séo Paulo.

As rés foram alojadas em baias de aproximadamente 12 m?, contendo locais para
abrigo, calha de agua central e alimentadores vibratorios dispostos linearmente. Foi
fornecido fluxo continuo de agua a partir de um poco artesiano. Para alimentacdo foi
fornecida racdo comercial extrusada, constituida por aproximadamente 40% de proteina
bruta, 10% de matéria mineral e 5% de fibra bruta. De acordo com as necessidades do
experimento foram coletadas ras, em fase de crescimento, com aproximadamente seis

meses ap0s a metamorfose (9 meses a 1 ano de idade).
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4.2 Classificagdo dos girinos

Os girinos foram classificados, em estadios, segundo a tabela de Gosner (1960)
(Figura 6), que classifica o desenvolvimento dos girinos baseada nas alteragfes
morfoldgicas que ocorrem neste periodo, sendo esta classificacdo dividida em 46 estadios

de desenvolvimento.

Figura 6 — Parte da Tabela de Gosner (1960) para classificacdo dos girinos em estadios de
desenvolvimento, de 42 a 46 (Climax Metamorfico).

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

46

y

Boca posterior ao olho Cauda vestigial Cauda absorvida Metamorfo:se completa

Fonte: Gosner (1960) — modificado pelo autor.

4.3 Obtencéo dos extratos enzimaticos

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos, os animais foram dessensibilizados em
agua com gelo a 4°C, sendo os girinos (aproximadamente 500) guilhotinados (CZESNIK
et al., 2006), separando-se a cabec¢a do corpo, e as ras (aproximadamente 50) submetidas
a concussdo da medula espinhal. Em seguida, os membros posteriores foram coletados,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C, separadamente.

Apdbs o descongelamento, os tecidos moles e aderentes foram removidos dos
fémures com o auxilio de pincas e tesouras cirdrgicas. Em seguida, os fémures foram
divididos em epifise e diafise, moidos, separadamente, em aparelho tipo moinho, marca
TECNAL, modelo TE 631, e depois foram homogeneizados em aparelho tipo TURRAX,
marca OMNI, modelo GLH-2511, em tampdo TRIS.HCI 5 mM, pH 7,5 contendo MgCl,
2 mM e ZnCl; 1 uM, na propor¢do de 1 grama de tecido para 5 mL de tampao. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos a 4°C (Figura 7). Em seguida,
uma quantidade pré-determinada do sobrenadante (SEB) foi aliquotada, congelada em
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nitrogénio liquido e armazenada a -70°C, para a utilizagdo em ensaios posteriores. O
restante do SEB foi utilizado na centrifugagéo diferencial.

4.4 Centrifugacao Diferencial para obtencdo das membranas celulares

O sobrenadante (SEB) foi novamente centrifugado a 100.000 g por 2 horas a 4°C.
Em seguida, o sobrenadante (S1) foi aliquotado, e o precipitado (P1) foi solubilizado em
homogeneizador tipo POTTER com tampédo TRIS.HCI 5 mM, pH 7,5 contendo MgCl» 2
mM e ZnCl, 1 uM. Uma quantidade pré-determinada do P1 foi aliquotada e o restante foi
utilizado nos proximos passos da purificacdo (Figura 7).

4.5 Remocao das proteinas ligadas a membrana celular através da “ancora” de

fosfatidilinositol

A amostra P1 foi incubada com fosfolipase C (PIPLC) em tampéo TRIS.HCI 5mM,
pH 7,5, contendo MgCl> 2mM e ZnCl> 1uM, a 37°C durante uma hora, mantida sob
agitacdo constante (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995). Apds o periodo de
incubacéo, a mistura foi centrifugada a 100.000 g durante duas horas, a 4°C (Figura 7). O
sobrenadante obtido foi congelado e armazenado. O precipitado foi solubilizado em
homogeneizador tipo POTTER, utilizando-se o mesmo volume inicial do tampé&o
TRIS.HCI 5mM, pH 7,5, contendo MgCl> 2 mM e ZnCl; 1uM (PIZAURO et al., 1988).
O precipitado e o sobrenadante foram utilizados para avaliar o tipo de interacdo da enzima

com a membrana.
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Figura 7 — Esquema para purificagdo de proteinas ligadas & membrana pela “ancora” de
fosfatidilinositol.

Homogeneizado (H)

10.000 g/10 min

Precipitado (PEB) Sobrenadante (SEB)
(Descartado) _
100.000 g/120 min
Precipitado 1 (S1) Sobrenadante 1 (P1)
v
Membrana

Incubagao por uma hora a 37°C
com Fosfolipase C de B. cereus

100.000 g/120 min

| |
PPIPLC | |SPIPLC

H: Homogeneizado; PEB: Precipitado do Extrato Bruto; SEB: Sobrenadante do Extrato Bruto; P1:
Precipitado 1, ap6s primeira ultracentrifugacdo; S1: Sobrenadante 1, apds primeira ultracentrifugacéo;
PPIPLC: Precipitado ap6s incubacdo com Fosfolipase C e segunda ultracentrifugacdo; SPIPLC:
Sobrenadante ap6s incubacdo com Fosfolipase C e segunda ultracentrifugacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Determinacdo da atividade de p-nitrofenilfosfatase (pNFFase) da fosfatase
alcalina (FAL), da fosfatase acida (FAC) e da fosfatase acida tartarato-resistente
(FACTR)

A atividade de pNFFase da fosfatase alcalina foi determinada descontinuamente, a
37°C, através da formagéo do fon p-nitrofenolato (e=17600M*cm™, pH 13), nos tampdes
AMPOL 100 mM, pH 10,5, contendo MgCl. 2 mM, ou Acetato 100mM, pH 5,0, ambos
contendo pNFF 1 mM em um volume de 1 mL. No caso da FACTR, foi adicionado
Tartarato de Sédio (100mM) no tampao Acetato. A reacao foi sempre iniciada pela adicdo
da enzima ao meio de reagéo e interrompida pela adicdo de 1 mL de NaOH 1 M em
tempos previamente estabelecidos. Em seguida, foi realizada a leitura em

espectrofotdmetro da marca Hitachi®, modelo U-2000, a 410 nm.
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As determinacgdes foram realizadas em triplicatas sendo que as velocidades iniciais
permaneceram constantes durante pelo menos 90 minutos, com menos de 5% do substrato
sendo hidrolisado. Em cada experimento foram incluidos controles sem a adi¢do da
enzima 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

(U.mg™), nas condicdes padrdes de ensaio.

4.6.1 Efeito do pH sobre a atividade de pNFFase das fosfatases alcalina e acida na fracdo
SPIPLC

O efeito do pH sobre a atividade das enzimas fosfatase alcalina e fosfatase acida foi
estudado utilizando-se as solugdes tampéo: Acetato (pH 4,5-6,5), TRIS.HCI (pH 6,5-8,5)
e AMPOL (pH 8,5-11,0), na concentracdo de 100mM.

4.6.2 Efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade de pNFFase da fosfatase

alcalina na fracdo SPIPLC

O efeito de hidrélise do pNFF pela fosfatase alcalina solubilizada foi estudado
utilizando-se AMPOL 100 mM, pH 10,5, contendo 2 mM MgClz, variando-se a
concentracdo de pNFF de 0,01 mM a 20 mM. O pH de cada mistura de reacdo foi medido
antes e imediatamente ap0s a reagdo, ndo sendo observado variagcbes maiores que 0,05
unidades. A reacdo foi iniciada pela adi¢do da enzima ao meio de reacdo e a atividade de

pNFFase foi determinada conforme descrito no item 4.6.

4.6.3 A¢do de compostos sobre a atividade de pNFFase da fosfatase alcalina na fracédo
SPIPLC

O estudo do efeito de diferentes compostos (levamisol, teofilina, zinco, fosfato e
EDTA) sobre a atividade das fosfatases foi realizado utilizando-se concentracGes

compreendidas entre 100uM e 100mM, dependendo do composto.
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4.7 Determinacdo da atividade de Pirofosfatase (PPase) da fosfatase alcalina

A atividade de PPase da fosfatase alcalina foi determinada descontinuamente a
37°C, através da dosagem do fosfato liberado segundo o método descrito por Heinonen e
Lahti (1981). A reagéo foi iniciada pela adi¢do da enzima ao meio de reagdo contendo
tampdo TRIS.HCI 100 mM, pH 8,0, em um volume final de 1 mL. Em tempos pré-
estabelecidos a reacéo foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de solucéo gelada de TCA
30% (p/v) e aliquotas de 0,5 mL foram utilizadas para a dosagem do fosfato inorgénico
liberado. Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro da marca Hitachi®,
modelo U-2000, a 355 nm.

Em cada experimento foram incluidos controles, sem a enzima, para se estimar a
hidrolise espontanea do substrato. As determinacbes foram feitas em triplicatas, sendo
que as velocidades iniciais permaneceram constantes durante pelo menos 90 minutos,
com menos de 5% do substrato sendo hidrolisado. Uma unidade de atividade enzimética
foi definida como sendo 1 nmol de fosfato liberado por minuto por miligrama de proteina

(U.mg™), nas condigdes padrdes de ensaio.

4.7.1 Efeito do pH sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina na fragdo SPIPLC

O efeito do pH sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina foi estudado
utilizando-se as solu¢des tampéo: TRIS.HCI (pH 6,5-8,5) e AMPOL (pH 8,5-11,0), na

concentracdo de 100mM.

4.7.2 Efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina
na fracdo SPIPLC

O efeito de hidrélise do PPi pela fosfatase alcalina solubilizada foi estudado
utilizando-se TRIS.HCI 100 mM, pH 8,0, variando-se a concentracdo de PPi de 0,001
mM a 2 mM. O pH de cada mistura de reacdo foi medido antes e imediatamente apos a
reacdo, ndo sendo observado variacdes maiores que 0,05 unidades. A reacéo foi iniciada
pela adicdo da enzima ao meio de reacdo e a atividade de PPase foi determinada conforme

descrito no item 4.7.
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4.7.3 Acdo de compostos sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina na fracéo
SPIPLC

O estudo do efeito de diferentes compostos (levamisol, teofilina, zinco e EDTA)
sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina foi realizado utilizando-se concentragdes

compreendidas entre 100M e 100mM, dependendo do composto.

4.8 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina (mg/mL) foi determinada pelo método proposto por
Bradford (1976) utilizando um kit comercial da Bio-Rad®, seguindo as especificacdes do

fabricante, utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padréo proteico.

4.9 Analise dos resultados

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software Assistat verséo 7.7
beta (SILVA; AZEVEDO, 2016). Todos os resultados foram submetidos a analises de
variancia. A normalidade dos erros foi avaliada (Kolmogorov-Smirnov) para assegurar a
pressuposicdo das analises. Apos a interacdo significativa entre os fatores foi realizado o
desdobramento. Observado diferenca significativa entre as varidveis analisadas, as
médias dos desdobramentos foram comparadas por meio do teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pesquisas acerca do papel das enzimas envolvidas no processo de ossificagéo de
girinos e ras sdo escassos na literatura e/ou ainda ndo estdo muito bem estabelecidas, o
que torna necessaria a comparacdo dos resultados com outros animais, ou com outros
tecidos (GONCALVES, 2015; PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995; SIMAO et
al., 2007). A fosfatase alcalina esta presente em vérios tecidos de anfibios que foram
estudados, sendo suas caracteristicas similares as de muitos invertebrados e vertebrados
(McWHINNIE; OELTGEN; STILES, 1971).

Durante o periodo de metamorfose dos Anuros, ocorre a formacdo e em seguida o
crescimento dos membros do animal, sendo verificado a presencga dos dois processos de
ossificacdo (FELISBINO; CARVALHO, 1999, 2001). Ja no caso das aves e dos
mamiferos, quando o animal nasce, os membros ja estdo formados, observando-se
somente crescimento dos ossos (PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017). Por este
fato os girinos e ras da espécie Lithobates catesbeianus foram escolhidos como modelo
para estudar a ossificacdo periosteal e a endocondral, processos requeridos ndo somente
durante o desenvolvimento e crescimento do tecido 6sseo, mas também durante o reparo
de fraturas (SONG; LI; STOCUM, 2010). Além disso, a compreensdo do papel dessas
enzimas pode auxiliar na prevencdo e/ou cura de determinadas patologias Gsseas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017).

Estudos demonstraram que a fosfatase alcalina é ligada a membrana bioldgica das
vesiculas de matriz extracelular (VME) produzidas pelos condrécitos, pelos osteoblastos
e pelos ostedcitos, através da “ancora” de fosfatidilinositol (PIZAURO; SANTOS;
GONCALVES, 2017), e que a enzima fosfatidilinositol fosfolipase C especifica (PIPLC)
de B. cereus é capaz de hidrolisar essa molécula e liberar a fosfatase alcalina para o meio,
sendo assim possivel recuperar a enzima para o estudo das suas caracteristicas cinéticas
(PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

O estudo da atividade da fosfatase alcalina, foi realizado nas diferentes regides
anatdmicas do fémur, diafise e epifise, e nas diferentes fases de vida do animal, larval e
adulta, com o objetivo de se acompanhar e compreender 0s processos de ossificacdo desde
0 inicio da formacdo até o crescimento em espessura e comprimento dos 0ssos dos

membros da espécie Lithobates catesbeianus.
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A tabela 1 apresenta a concentracdo de proteina (mg/mL), o fator de recuperacéo
(FR) e as atividades enziméticas (ATV), em todas as fra¢cGes durante a purificacdo de

proteinas.



44

Tabela 1. Concentragio de proteina, atividades enzimaticas (U.mg™) e fatores de recuperagéo nas frages da purificacio de proteinas, na epifise e diafise
de girinos e ras de Lithobates catesbeianus.

Regides/ Proteina pNFFase PPase FAC FACTR
Fracdes (mg/mL) ATV FR ATV FR ATV FR ATV FR
Epifise de girinos
SEB 4,13+0,13 94,42+3,97 1,00 47,00+1,36 1,00 45,65+1,35 1,00 22,90+0,94 1,00
S1 3,84+0,01 42,31+0,25 0,45 20,64+0,68 0,44 19,91+0,45 0,44 7,15+0,18 0,31
P1 0,35+0,02 622,01+24,07 6,59 408,29+13,18 8,69 305,28+11,26 6,69 190,78+3,53 8,33
SPIPLC 0,06+0,00 675,98+19,44 7,16 685,56+15,03 14,59 32,77+0,48 0,72 ND ND

PPIPLC 0,25+0,00 794,23+11,83 8,41 428,30+33,54 9,11 348,06+7,76 7,63 213,68+4,69 9,33

Diafise de girinos

SEB 3,40+0,26 124,90+2,20 1,00 77,68+2,69 1,00 35,85+1,48 1,00 16,57+0,52 1,00
S1 3,14+0,12 52,98+1,74 0,42 39,04+1,78 0,50 20,78+1,30 0,58 6,62+0,38 0,40
P1 0,15+0,01  1249,12+19,42 10,00 736,45+27,17 9,48 248,92+14,15 6,94 115,99+9,51 7,00

SPIPLC 0,03+0,00  1028,08+15,43 8,23 1632,94+23,53 21,02 29,59+0,84 0,83 21,59+1,83 1,30

PPIPLC 0,07+0,00  1911,16+11,19 15,30 1532,56+20,13 19,73 222,83+5,56 6,22 116,56+14,02 7,03

Epifises de ras

SEB 0,68+0,03 221,45+7,29 1,00 219,14+0,77 1,00 38,25+1,42 1,00 20,03+1,33 1,00
S1 0,58+0,01 80,34+2,48 0,36 68,62+0,83 0,31 23,99+0,67 0,63 15,63+0,58 0,78
P1 0,05+0,00  2174,30+57,59 9,82 1327,37+6,15 6,06 113,86+4,54 2,98 37,42+12,43 1,87

SPIPLC 0,03+0,00  1723,65+30,31 7,78 1982,97+83,96 9,05 13,27+0,88 0,35 ND ND
PPIPLC 0,04+0,00  2742,73+£19,23 12,39 1072,35+14,07 4,89 109,94+4,81 2,87 32,8748,01 1,64
Diafise de ras

SEB 0,17+0,03 0,819+0,10 1,00 ND ND 3,644+0,06 1,00 1,146+0,09 1,00
S1 0,15+0,01 0,470+0,03 0,57 ND ND 3,423+0,09 0,94 1,058+0,05 0,92
P1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

SPIPLC ND ND ND ND ND ND ND ND ND
PPIPLC ND ND ND ND ND ND ND ND ND

pNFFase = Atividade de p-nitrofenilfosfatase da Fosfatase alcalina; PPase = Atividade de Pirofosfatase da Fosfatase Alcalina; FAC = Fosfatase acida; FACTR = Fosfatase
acida tartarato-resistente; ATV = Atividade Enzimética; FR = Fator de Recuperacdo; ND = N&o Detectado.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A concentragdo de proteina e o fator de recuperacdo (FR) durante a purificacdo de
proteinas, mostra que a enzima de interesse foi parcialmente purificada, pois nota-se diminuicdo
de proteina na amostra e aumento do fator de recuperacdo a cada etapa, bem como aumento da
atividade enzimatica na fracdo de interesse (Tabela 1).

A deteccdo das atividades das enzimas tanto no S1 quanto no P1, durante a purificagdo
de proteinas, (Tabela 1) indica a presenca de fosfatases alcalinas (PIZAURO; CIANCAGLINI;
LEONE, 1995, PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017, SIMAO et al., 2007) e acidas
(GONCALVES, 2017; MENZ et al., 1991; MINKIN, 1982; WIESE et al., 1996), na epifise e
diafise de girinos e na epifise de rés, tanto soliveis quanto ligadas a membrana, destacando-se
que todas as enzimas sdo mais encontradas ligadas de algum modo a membrana do que na forma
soluvel, (Tabela 1). No caso da diafise de ras, ndo foi possivel quantificar as proteinas e detectar
atividade enzimatica no P1 e nas fragdes dos processos subsequentes (SPIPLC e PPIPLC)
(Tabela 1).

Com relacéo as fracbes SPIPLC e PPIPLC, nota-se que nem toda fosfatase alcalina foi
liberada da membrana pela acdo da PIPLC de B. cereus, porém os fatores de recuperacdo (FR)
e as atividades de pNFFase e de PPase mostram que foram liberadas quantidades suficientes de
fosfatase alcalina para que fossem realizados os estudos necessarios com a fracdo SPIPLC.
Pizauro, Ciancaglini e Leone (1995) mostraram em seu trabalho que a utilizacdo da enzima
PIPLC de B. cereus ndo era téo efetiva na clivagem da “ancora” de fosfatidilinositol quanto a
PIPLC de B. thuringiensis, portanto, € provavel que parte das atividades enzimaticas das
fosfatases alcalinas na fragdo PPIPLC sdo das enzimas que permaneceram ligadas a membrana
das VME (Tabela 1).

Comparando-se somente as fosfatases acida e acida tartarato-resistente, nas duas regides
Osseas e nas duas fases de vida do animal (Tabela 1), ambas relacionadas a reabsorcéo do tecido
0sseo, nota-se maior atividade da primeira em relacdo a segunda, fato que pode ser explicado
pela presenca de fosfatase acida nos osteoblastos, nos ostedcitos e nos osteoclastos, geralmente
associadas aos lisossomos, enguanto que a fosfatase &cida tartarato-resistente esta presente
somente nos osteoclastos, associadas ou ndo as membranas das células 6sseas (MINKIN, 1982).

Analisando-se as atividades enzimaticas obtidas de girinos, em todas as fracbes da
purificacdo de proteinas (Tabela 1), podemos verificar que as atividades de pNFFase e de PPase
da fosfatase alcalina apresentam valores numericamente maiores do que as atividades das
fosfatases acida e &cida tartarato-resistente, tanto na epifise quanto na diafise. Partindo do
pressuposto de que a fosfatase alcalina € considerada um marcador bioquimico dos

osteoblastos, células responsaveis pela formacdo do tecido 0sseo, e que a fosfatase &cida
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tartarato-resistente é considerada um marcador bioquimico dos osteoclastos, células
responsaveis pela remodelacdo do tecido ésseo (GIJSBERS et al., 2001; JOHNSON et al.,
2000; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017), pode-se afirmar que, nessa fase, ocorre
maior crescimento 6sseo do que reabsorcao, tanto em espessura quanto em comprimento, pois
0s membros do animal estdo no inicio do seu desenvolvimento (FELISBINO; CARVALHO,
1999, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Comparando-se somente as regides 6sseas dos girinos (Tabela 1), hd maior atividade da
fosfatase alcalina na diafise em relacdo a epifise, enquanto que a atividade das fosfatases acidas
é maior na epifise do que na diafise, confirmando que o0s 0ssos comegam a ser formados pelo
centro, seguindo em direcdo as extremidades (FELISBINO; CARVALHO, 1999, 2001,
FLORENCIO-SILVA et al., 2015; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; LONG; ORNITZ, 2013;
PIZAURO; CIANCAGLINI; MACARI, 2002; PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017;
SONG; LI; STOCUM, 2010; WU; CHEN; LI, 2016), possibilitando a formacdo, e o
crescimento em espessura e comprimento pelos dois tipos de ossificagdo necessarios para a
transicdo do animal do ambiente aquatico para o meio terrestre (NAKAJIMA; YAOITA, 2003).

No caso das rés (Tabela 1), podemos verificar que, na epifise, as atividades das enzimas
seguem 0 mesmo padrdo encontrado nos girinos, com as atividades da fosfatase alcalina mais
altas do que as das fosfatases acidas. Ja na diafise, os valores das atividades das fosfatases
acidas e da atividade de pNFFase da fosfatase alcalina sdo baixos nas fracfes SEB e S1, e ndo
foram detectados nas fracbes P1, SPIPLC e PPIPLC. No caso da PPase, ndo foi detectada
atividade em nenhuma das fracdes (Tabela 1).

O perfil das atividades enzimaticas nas duas regides ¢sseas das ras evidencia que, na fase
adulta, os 0ssos trabeculares ja estdo formados e rigidos o suficiente para permitir que o animal
se locomova através de saltos no ambiente terrestre (POUGH: JANIS; HEISER, 2008). Assim
sendo, ainda é necessario que ocorra o crescimento longitudinal dos ossos longos, além da
manutencdo do seu didmetro, possibilitando o crescimento do animal, bem como o aumento de
sua massa corpdrea (FELISBINO; CARVALHO, 1999, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). Nesse sentido, estudos demonstraram que em regifes ja mineralizadas, as atividades da
fosfatase alcalina tendem a diminuir (McWHINNIE; OELTGEN; STILES, 1971), o que
também pode ser observado no presente trabalho.

Apos o tratamento das amostras com a PIPLC de B. cereus, o fator de recuperacdo (FR)
na fracdo SPIPLC da fosfatase alcalina & maior para a atividade de PPase do que para a atividade

de pNFFase. Ainda ndo temos uma explicacdo para esse fato, embora o pirofosfato seja
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considerado o verdadeiro substrato da fosfatase alcalina durante o processo de calcificagdo in
vivo (MILLAN, 2006; REZENDE et. al., 1998).

Em contrapartida, o fator de recuperacao das fosfatases acidas na fracdo PPIPLC é muito
maior do que na fracdo SPIPLC, indicando que elas permanecem em sua maioria ligadas a
membrana bioldgica, sugerindo que tais enzimas ndo estdo associadas a membrana pela
“ancora” de fosfatidilinositol (P1IZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

As atividades de pNFFase sdo maiores que as atividades de PPase em todas as fracdes da
purificacdo de proteinas, exceto na fracdo SPIPLC, que é a fracdo de interesse do trabalho,
sugerindo que existem enzimas, além da fosfatase alcalina, que hidrolisam o pNFF, com
excecdo da pirofosfatase (LEONE et al, 1998).

O presente trabalho também teve como objetivo estudar cineticamente as atividades da
fosfatase alcalina, logo, apos a purificacéo de proteinas, foi utilizada a fracdo SPIPLC de cada
amostra para dar continuidade aos estudos. Assim, pelo fato de ndo ter sido possivel dosar as
proteinas e nem detectar as atividades da fosfatase alcalina na fragdo SPIPLC da diafise das ras
(Tabela 1), somente as outras trés amostras foram utilizadas nos proximos ensaios.

As analises de variancia dos tratamentos demonstram uma interacdo entre as enzimas e

regides Osseas (Tabela 2), os desdobramentos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2 — ANOVA e resultado da comparacdo de Médias da atividade especifica de pNFFase e de
PPase da fosfatase alcalina (nmol/min/mg), na fragdo SPIPLC da purificagdo de proteinas, das regides
6sseas de girinos (epifise e diafise) e de ras (epifise).

Fatores

Atividades Regides 6sseas Atividade especifica (nmol/min/mg)
enzimaticas
pNFFase 1142,57
PPase 1433,82

Epifise girinos 680,77

Diafise girinos 1330,51

Epifise rés 1853,31

Analise de variancia: valores de p

Enzimas <0,001**

Regides 6sseas <0,001**

Enzimas X Regides 6sseas <0,001**
CV% 3.07%

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade; CV% = coeficiente de variacéo.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Desdobramentos das atividades da enzima e das regiGes Osseas. Médias da atividade
especifica de pNFFase e de PPase da fosfatase alcalina (nmol/min/mg), na fracdo SPIPLC da purificacdo
de proteinas, das regies do tecido 6sseo de girinos e ras.

Atividades Regides dsseas

enzimaticas Epifise girinos Diéfise girinos Epifise ras
pNFFase 675,98+19,44¢ 1028,08+15,43%® 1723,65+30,31°"
PPase 685,56+15,03° 1632,94+23,53% 1982,97+83,96*

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p>0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados evidenciam diferencas estatisticas entre as enzimas (Tabela 3), indicando
que a regido Ossea com valores significativamente maiores para ambas as enzimas € na epifise
de rés, seguido da diafise dos girinos, € 0s menores valores sdo apresentados na epifise dos
girinos. Isso ocorre provavelmente devido ao fato de que 0s 0ssos comecam a ser formados pela
regido central e progridem no sentido das extremidades, na fase larval do animal, enquanto no
animal adulto, os 0ssos encontram-se bem formados na regido central e passam a crescer em
extensdo, processo que ocorre na epifise através da ossificacdo endocondral. (FELISBINO;
CARVALHO, 1999, 2001; PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995; PIZAURO;
SANTOS; GONCALVES, 2017).

Quando as atividades sdo comparadas em relacdo aos diferentes substratos, os maiores
valores foram os de PPase, exceto para a epifise de girinos, que ndo diferiu estatisticamente.
Embora a atividade de PPase seja maior, é possivel tracar um perfil de hidrdlise e cinético da
fosfatase alcalina utilizando-se o pNFF como substrato (LEONE et al, 1998).

O estudo do efeito do pH sobre a atividade de pNFFase da fosfatase alcalina, presente na
fracdo SPIPLC (Figura 8), revelou que o pH 6timo aparente de hidrolise do pNFF, foi 10,5 tanto
na epifise e na diafise dos girinos, quanto na epifise das ras, resultados semelhantes aos
observados para fosfatase alcalina de outras origens (McCOMB; BOWERS; POSEN, 1979),
como em 0ssos de Rana pipiens, com pH de 10,4 (McWHINNIE; OELTGEN; STILES, 1971),
em 0ssos de ratos, com pH de 9,4 (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995), em VME
artificiais, com pH de 10,0 (SIMAO et al., 2010), e em cauda de girinos de Lithobates
catesbeianus, com pH de 10,5 (GONCALVES et al., 2015).
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Figura 8 — Efeito do pH sobre a atividade de pNFFase da fosfatase alcalina presente na fracdo SPIPLC
da epifise e diafise de girinos e da epifise de ras.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O estudo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica de PPase da fosfatase alcalina
presente na fracdo SPIPLC (Figura 9), revelou que o pH 6timo aparente de hidrélise do PPi, foi
8,0, tanto na epifise e diafise dos girinos, quanto na epifise das ras, resultados semelhantes aos
obtidos em pesquisas que utilizaram 0 mesmo substrato, como em estudos com 0ssos de ratos,
apresentando pH étimo aparente também no valor 8,0 (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE,
1995; REZENDE et. al., 1998) e estudos com VME artificiais com valor de pH igual a 9,0
(SIMAO et al., 2010).
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Figura 9 — Efeito do pH sobre a atividade de PPase da fosfatase alcalina presente na fragdo SPIPLC da
epifise e diafise de girinos e da epifise de ras.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados semelhantes de pH 6timo aparente de atuacéo da fosfatase alcalina entre as
regibes 0sseas nas diferentes fases de vida do animal, para cada substrato (Figuras 8 e 9),
sugerem gue, independentemente do tipo de ossificacdo que esta ocorrendo, trata-se da atuacdo
da mesma enzima ou de isoenzimas durante o processo (SHARMA, PAL, PRASAD, 2014). A
diferenca de pH de atuacdo entre os substratos deve-se ao fato de que o PPi é o provavel
substrato fisioldgico da fosfatase alcalina, logo, a atividade fica mais proxima do pH fisiologico.
Ja a atuacdo sobre o pNFF em pH mais alcalino € similar aos resultados observados para a
fosfatase alcalina de outros tecidos (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

O estudo do efeito de diferentes compostos sobre as atividades da fosfatase alcalina na
fracdo SPIPLC (Tabela 4), apresentou comportamento similar quando se compara de forma
independente a atividade residual de pNFFase e a de PPase nas diferentes regifes 0sseas. Tal
fato sugere que provavelmente trata-se da mesma enzima atuando nas diferentes regides 6sseas

nas diferentes fases de vida do animal, independentemente do tipo de ossificagdo que ocorre.
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Tabela 4 — Estudo do efeito de diferentes compostos sobre as atividades de pNFFase e de PPase da
fosfatase alcalina na fragdo SPIPLC.

Inibidores
Atividade Residual Controle  Levamisol  Teofilina Zinco Fosfato EDTA
(%) (100mM) (ImM) (100uM)  (10mM)  (100mM)
Epifise de girinos
pNFFase 100 94,20* 84,38 70,46 83,60 32,33
PPase 100 89,80 69,80 104,082 -3 23,67
Diéfise de girinos
pNFFase 100 94,27* 83,61 69,54 83,37 34,41
PPase 100 87,50 71,47 109,292 -3 21,47
Epifise de ras
pNFFase 100 97,48* 87,30 72,88 88,04 33,68
PPase 100 85,63 70,99 100,282 -3 25,35

1 - No caso do Levamisol (100mM), ndo houve inibicéo da atividade de pNFFase da fosfatase alcalina, haja visto
que foi considerado inibicdo somente valores acima de 5%.

2 - No caso do Zinco (100uM), o valor maior do que o Controle apresentado pela atividade de PPase, ndo é
considerado uma inducéo de atividade por ser um aumento sutil.

3 - A atividade de PPase ndo pdde ser mensurada na presenca de Fosfato (10mM) pelo fato de que a metodologia
de determinacdo desta atividade enzimatica € realizada através da Dosagem de Fosfato liberado em solugéo ap6s
a atividade da enzima.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na presenca de levamisol (100mM) ndo houve inibicdo (maior que 5%) na atividade de
pNFFase da fosfatase alcalina dos 0ssos de girinos e rds (Tabela 2), ao contrario do que foi
demonstrado por Simao et al. (2007) em seus estudos com ossificacdo ectopica e medula dssea
de ratos, em que este composto foi um dos que mais inibiu esta atividade enzimatica. No caso
da atividade de PPase, houve uma inibicdo de aproximadamente 12%, sugerindo que a ligacao
do substrato ao sitio catalitico da enzima nédo acarretou alteracdo conformacional que expusesse
o sitio de ligacdo do inibidor (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

A teofilina é um analogo estrutural de aminoacidos, e pode ocupar um sitio de ligacédo
que pode ser exposto quando a enzima reage com o pNFF (FARLEY; IVEY; BAYLINK, 1980).
Na presenca desse composto (1mM), a inibicdo da atividade de pNFFase foi de
aproximadamente 15% (Tabela 4), valor relativamente baixo quando comparado com outros
estudos (GONCALVES, 2017; SIMAO et al., 2007). Para a atividade de PPase, a teofilina
apresentou uma inibicdo de aproximadamente 30%.
atividade de pNFFase (Tabela 4), tem sido proposto que esse ion atua deslocando o magnésio

do seu sitio catalitico, inibindo a atividade de fosfatase alcalina do tecido 6sseo (PIZAURO et
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al., 1998). Porém, no estudo da atividade de PPase, realizada na auséncia de magnésio, ndo
houve inibicdo, sugerindo que o verdadeiro substrato da enzima é o PPi e ndo o complexo PPi-
Mg (LEONE et al., 1998).

No caso do fosfato inorganico (10mM), houve inibigéo baixa (aproximadamente 15%) na
atividade de pNFFase (Tabela 4), apesar de sua concentracdo apresentar um papel importante
na regulacio do processo de ossificagdo (MILLAN, 2012). N&o foi possivel realizar o
experimento para analisar a inibicdo desse composto na atividade de PPase, pois a metodologia
utilizada quando se usa esse substrato dosa a quantidade de fosfato inorgénico liberada no meio
de reagdo (HEINONEN; LAHTI, 1981).

A maior inibi¢do das atividades enzimaticas ocorreu na presenca de EDTA (100mM),
sendo de aproximadamente 67% para a atividade de pNFFase e 77% para a de PPase (Tabela
4), sugerindo que a fosfatase alcalina dos o0ssos de girinos e réds de Lithobates catesbeianus é
uma metaloenzima (SHARMA, PAL, PRASAD, 2014), assim como proposto por Pizauro et al.
(1998) em seus estudos com placa 6ssea de ratos, ou que 0 composto acarreta mudancas
conformacionais através de interacbes com a molécula (CURTI et al., 1987).

O estudo do efeito da concentracdo dos substratos pNFF e PPi sobre a atividade da
fosfatase alcalina foi realizado na fragdo SPIPLC da epifise e diafise de girinos e da epifise de
ras (Tabela 5).
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Tabela 5 — Pardmetros cinéticos para as atividades (U.mg™ + erro padrdo da média) de pNFFase e de
PPase da fosfatase alcalina presente na fracdo SPIPLC.

Parametros cinéticos

Vmax Km N Vimax/ K

Epifise de girinos
pNFFase 800,20+2,82 0,63+0,009 1,04+0,012 1269,76
PPase 704,60+14,77 0,01+0,001 1,45%0,15 73480,03

Diéfise de girinos
pNFFase 1157,00+8,40 0,59+0,017 1,04+0,027 1960,68
PPase 2093,00£57,47 0,070,008 1,10£0,12 28916,83

Epifise de ras

pNFFase 1885,00+9,54 0,60+0,012 1,01+0,019 3160,63
PPase 2248,00+96,32 0,11+0,017 1,00+0,16 20911,63

Vmax = Velocidade maxima; K, = constante de Michaelis-Menten; ny = coeficiente de Hill. As andlises foram
realizadas no GraphPad Prism versdo 5.01, para estimar os valores de Vmax € Km foi utilizado o modelo matematico
Y=Vmax*X/(Knt+X). Para calcular o coeficiente de Hill foi utilizado o0 modelo Y=V mna* X/ (Kprime+ X h).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores de Vmax, para pNFFase e PPase diferiram, porém seguiram o mesmo padréo
quando se compara as diferentes regides dsseas, sendo maiores nas epifises das ras, seguidas da
diafise dos girinos e sendo menores na epifise dos girinos, indicando mais uma vez o padrdo de
formacdo e crescimento do osso durante o desenvolvimento do animal, do centro para as
extremidades, uma vez que onde ha mais atividade enzimatica, hd maior formacéo do tecido
6sseo (FELISBINO; CARVALHO, 1999, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
PIZAURO; SANTOS; GONCALVES, 2017; SONG; LI; STOCUM, 2010).

O valor de Vmax, na fragéo SPIPLC, foi de 800,20 U.mg* na epifise de girinos, de 1157,00
na diafise de girinos, e de 1885,00 na epifise de ras (Tabela 5), enquanto que os valores de Vmax
da atividade de PPase, foram de 704,60 U.mg™ na epifise de girinos, de 2093,00 na diéfise de
girinos, e de 2248,00 na epifise de rds (Tabela 5). Tais resultados demonstram que,
independentemente da fosfatase alcalina utilizar o substrato cromogénico (pNFF) ou o
fisiolégico (PPi), a maior atividade se deve a maior formagéo de tecido 6sseo na epifise de rés,

provavelmente devido ao tamanho do animal. E com relagéo ao girino, a maior formagao do
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tecido 6sseo ocorre na diafise em relacdo a epifise. Em seus estudos com Rana catesbeiana
(atualmente denominada de Lithobates catesbeianus), Felisbino e Carvalho (1999, 2001),
propbem que, na fase larval, a ossificacdo do tipo periosteal é a principal responsavel pelo
crescimento tanto em diametro quanto em comprimento, e que na fase adulta, a ossificacéo
periosteal também continua sendo a principal responséavel pelo crescimento e formacdo dos
0ssos dos membros das rds, apresentando apenas uma pequena quantidade de ossificacdo
endocondral, responsavel, em parte, pelo crescimento longitudinal do referido tecido.

Comparando-se os valores de Km das atividades de pNFFase (Tabela 5), nota-se valores
semelhantes (aproximadamente 0,6 mM) na epifise e diafise de girinos e na epifise de ras,
sugerindo que se trata da mesma enzima atuando nas diferentes regides do 0sso e nas diferentes
fases de vida do animal. Outra semelhanca que pode ser verificada nas trés amostras estudadas,
é que ndo foi observado interacGes sitio-sitio (hn aproximadamente igual a 1,0), o que indica
comportamento “Michaeliano” das enzimas (PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

Em contrapartida, os valores de Kmn observados para PPase s&o menores, indicando maior
afinidade da enzima pelo PPi, resultado que apoia a suposicdo de que esse é o0 substrato
fisiologico da fosfatase alcalina (MILLAN, 2006; REZENDE et. al., 1998). Os valores de nq
para estas atividades também se encontram dentro de uma faixa de valores em que é possivel
considerar que as enzimas de fato apresentam comportamento “Michaeliano” (Tabela 5)
(PIZAURO; CIANCAGLINI; LEONE, 1995).

Os valores de Vmax/Km, que indicam a eficiéncia das atividades enzimaticas, mostram
que, a eficiéncia sobre o PPi é bem maior, resultado que confirma o fato deste ser o substrato
fisiologico da enzima (MILLAN, 2006; REZENDE et. al., 1998).
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6 CONCLUSOES

O presente estudo mostra que a fosfatase alcalina liberada da membrana pela acéo da
PIPLC de B. cereus apresenta as mesmas propriedades cinéticas em relacdo ao pH étimo de
atuacdo, afinidade pelos substratos e a acdo de compostos, nas diferentes regides 0sseas,
independentemente do tipo de ossificacdo que esta ocorrendo, e nas diferentes fases de vida do
animal, tanto aquética quanto terrestre.

Os resultados do trabalho s&o semelhantes aos de estudos realizados com outros
vertebrados, o que indica a conservacdo dos genes das enzimas estudadas durante o processo
evolutivo, demonstrando o potencial dos anfibios como 6timos modelos animais para o estudo

do processo de calcificacdo bioldgica.
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