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Resumo

Os osteoblastos sdo responsaveis pela biomineralizacdo 6éssea e 0 processo €
mediado pela liberagdo de vesiculas matriciais (MVs). A membrana da MV possui altos
niveis de Fosfatase Alcalina (TNAP), Colesterol (Chol) e Esfingomielina (SM) quando
comparada a membrana plasmatica. A TNAP é uma fosfomonohidrolase capaz de
gerar fosfato inorganico (Pi) através da hidrolise do ATP e PPi levando ao inicio da
mineralizacdo. Neste estudo, avaliamos a incorporagdo da TNAP em lipossomos
constituidos por variadas propor¢cées de DPPC, DMPC, DOPC, SM, Chol e seus
derivados como Colestenona (AChol) e Ergosterol (Ergo). Também foram feitos testes
com proteolipossomos compostos por 3 tipos diferentes de lipideo (ternarios) e que
apresentam estruturas de membrana similares a “rafts”. Comparamos as propriedades
cinéticas: velocidade maxima de hidrélise (Vmax), constante de afinidade (Kos),
cooperatividade (n) e eficiéncia catalitica (Kca/kos) da TNAP para os substratos
fisiolégicos ATP e PPi, quando TNAP estd incorporada nestes diferentes
microambientes lipidicos. A TNAP foi incorporada nos diferentes lipossomos por
insercado direta. Também foi estudado a capacidade desses proteolipossomos em
induzir a biomineralizacéo in vitro. Comparando eficiéncias cataliticas para hidrolise de
ATP pela TNAP incorporada em lipossomos compostos por DPPC e DPPC:Chol 64:36
mol%, revelou-se que a presenca de colesterol aumenta em aproximadamente 4x 0s
valores de eficiéncia catalitica. O mesmo comportamento pode ser observado na
presenca de outros esterois tais como DPPC:Achol 64:36 mol% e DPPC:Ergo 64:36
mol% (2700-1000M-1s-1, respectivamente). Nao foram observadas alteracGes
significativas nos valores de eficiéncia catalitica quando comparados o0s
proteolipossomos DPPC com os proteolipossomos DMPC e DMPC:Chol 64:36 mol%.
Para DOPC-Proteolipossomos, a eficiéncia catalitica encontrada para o TNAP foi cerca
de 4 vezes menor em comparacdo com o DPPC. Também observamos um aumento de
aproximadamente 10x nos valores de eficiéncia catalitica da hidrolise de ATP pela
TNAP quando comparamos as vesiculas de DOPC com DOPC:CHOL 64:36 mol%. O
mesmo comportamento pode ser observado na presenca de outros esterdis, como
DOPC:Achol 64:36 mol% e DOPC:Ergo 64:36 mol% (8x e 10x, respectivamente). Na
presenca de SM ou Chol:SM 90:10 (mol%) os proteolipossomos de DPPC nao
alteraram os valores de eficiéncia catalitica, para a hidrélise de ATP. No entanto, estes
proteolipossomos aumentaram a propagacédo do mineral em cerca de 4,5 e 8 vezes,
respectivamente, em comparacdo com DPPC puro. O aumento na eficiéncia catalitica
para proteolipossomos contendo DMPC:SM 90:10 e DMPC:Chol:SM 80:10:10 (mol%)
foi observado. Com relacdo a propagacdo da mineralizagcdo in vitro, nota-se que
proteolipossomos compostos por DOPC apresentaram uma capacidade 2,8x maior que
DPPC, evidenciando que lipidios insaturados, na auséncia ou presenca de esterois
foram mais eficazes em comparacdo ao DPPC. Os DMPC-proteolipossomos foram
mais efetivos na propagacdo de mineral quando comparados com DPPC-
proteolipossomos. No entanto, os ensaios de mineralizacdo para estruturas de
membranas similares a “rafts” revelaram um aumento de 7,2x e 4x em comparacao
com os proteolipossomos de DPPC, respectivamente. Concluimos que, avaliando os
parametros cinéticos e os resultados de mineralizacdo obtidos, é possivel afirmar que
os proteolipossomos contendo TNAP e possuindo um menor grau de empacotamento
lipidico (DMPC, DPPC: Chol e DMPC: CHOL) ou (lipidio+colesterol ou colestenona),
assim como proteolipossomos ternarios (DPPC:Chol:SM 80:10:10 e DMPC:Chol:SM
80:10:10 (mol%)), possivelmente apresentando compostamento de fase liquida
cristalina, sdo mais efetivos na propagacao do mineral.



Abstract

Osteoblasts cells are responsible for bone biomineralization and the process is
mediated by the release of matrix vesicles (MVs). MVs membrane has high levels of
Alkaline Phosphatase (TNAP), Cholesterol (Chol) and Sphingomyelin (SM) when compared
to the plasma membrane. TNAP is a phosphomonohydrolase protein able to generating
inorganic phosphate (P;) through the hydrolysis of ATP and PP; substrates, promoting to the
onset of mineralization. In this study, we have evaluated the incorporation of TNAP into
liposomes constituted of various proportions of DPPC, DMPC, DOPC, SM, Chol and its
derivatives such as Cholestenone (AChol) and Ergosterol (Ergo). It has also been
performed analyzes with proteoliposomes composed of 3 different kinds of lipids (ternary),
which show similar membrane structure to “rafts”. We compare the kinetic properties:
maximum rate of hydrolysis (Vmax), affinity constant (kos), cooperativity (n) and catalytic
efficiency (kcat / Ko s) of TNAP for the physiological substrates ATP and PP;, when TNAP is
incorporated in these different microenvironments lipids. TNAP was incorporated into the
different liposomes by direct insertion. The ability of these proteoliposomes to induce in vitro
biomineralization has also been studied. Comparing the catalytic efficiencies of ATP
hydrolysis by TNAP, when incorporated into liposomes composed of DPPC and DPPC:
Chol 64:36 (mol%), it is revealed that the presence of chol increases by approximately 4x
the catalytic efficiency values. The same behavior can be observed in the presence of other
sterols such as DPPC:Achol 64:36 and DPPC:Ergo 64:36 (mol%) (2700-1000M’s,
respectively). No significant changes were observed in the catalytic efficiency values when
comparing the DPPC-proteoliposomes to the DMPC and DMPC:Chol 64:36-
proteoliposomes (mol%). The catalytic efficiency for DOPC-proteoliposomes harboring
TNAP was about 4-fold lower to DPPC-proteoliposome. We also have observed an
approximately 10x increased in the catalytic efficiency values for ATP hydrolysis by TNAP
when comparing DOPC with DOPC:Chol 64:36 (mol%) vesicles. The same behavior was
observed in the presence of other sterols, such as DOPC:Achol 64:36 and DOPC:Ergo
64:36 (mol%) (8x and 10x, respectively). In the presence of SM or Chol:SM 90:10 (mol%),
DPPC-proteoliposomes did not alter the catalytic efficiency values, for the ATP hydrolysis.
However, these proteoliposomes increased the mineral propagation by about 4.5 and 8-fold,
respectively, compared to neat DPPC. The increase in catalytic efficiency for
proteoliposomes containing DMPC:SM 90:10 and DMPC:Chol:SM 80:10:10 (mol%) was
observed. Regarding to the propagation of in vitro mineralization, it noted that
proteoliposomes composed of DOPC showed capacity 2.8x bigger than DPPC, indicating
that unsaturated lipids in the presence or absence of sterols were more effective when
compared to DPPC. DMPC-proteoliposomes were more effective in mineral propagation
when compared to neat DPPC-proteoliposomes. However, the mineralization assays for
raft-like membrane structures revealed an increase of 7.2x and 4x when compared to the
DPPC proteoliposomes, respectively. In conclusion, taken together the kinetic parameters
and mineralization results, it can be said that the proteoliposomes harboring TNAP with a
lower degree of lipid packing (DMPC, DPPC:Chol and DMPC:Chol) or (lipids+chol or
Achol), as well as ternary proteoliposomes (DPPC:Chol:SM 80:10:10 and DMPC:Chol:SM
80:10:10 (mol%)), possibly in the crystalline liquid phase, are more effective in propagating
mineral.
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1. Introducéo

1.1 Biomineralizacao.

O processo de biomineralizagdo consiste no acumulo de mineral,
principalmente ions de fosfato e célcio, que formam um sal de fosfato de calcio,
cuja estrutura se transforma em hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH),. O processo de
ossificacdo mediado por osteoblastos (na formacdo dos ossos chatos) ou por
odontoblastos (na formacao do dente) é claramente distinto daquele que ocorre
na calcificacdo da cartilagem epifisaria (a partir de um modelo cartilaginoso) e
que € mediada por condrécitos hipertroficos. Os osteoblastos sdo os
responsaveis pelo inicio do processo de biomineralizacdo mediada pela
liberacdo de vesiculas da matriz (MVs) (Wuthier et al., 1985a; Blumenthal,
1989; Freemont, 1993; Hsu e Anderson, 1995; Millan, 2006; Golub, 2009;
Millan, 2013; Millan e Whyte, 2015).

Os eventos bioquimicos e biofisicos responsaveis pela biogénese das
MVs ainda nédo estdo perfeitamente elucidados, mas admite-se que eles
estejam relacionados com o ciclo de vida das células e, possivelmente, com o
seu processo de apoptose (Anderson et al., 1997). Um dos grandes desafios
da biologia € a compreensdo de como as células se diferenciam se replicam e
se dividem, e um dos aspectos importantes desse problema é saber como as
células formam as MVs. A nova vesicula deve ser formada com grande
precisdo e possuir todas as informacfes necessarias para criar um
microambiente selado adequado para a formagao e preservagao do mineral de
hidroxiapatita (Anderson et al., 1997; Ciancaglini et al., 2006; Ciancaglini et al.,
2010; Ciancaglini et al., 2012; Millan, 2013).

As vesiculas surgem por brotamento das superficies laterais dos
condrdcitos e sdo secretadas no local especifico de inicio da biomineralizacdo
da matriz do tecido 6sseo. Nos osteoblastos, as vesiculas surgem da
membrana plasmatica adjacente a matriz 6ssea recentemente formada, e nos
odontoblastos, na porcao apical da célula que se encontra em contato com a
matriz da pré-dentina. O papel dessas vesiculas como mediadoras da
deposicdo mineral é fortemente sugerido pelos seguintes fatos: o local de

aparecimento de depdsitos minerais tem exata correspondéncia com o local
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das vesiculas (Hsu e Anderson, 1995); os primeiros cristais na forma de
pequenas agulhas ou de bastdo, que precedem o crescimento do cristal
extracelular, tém sido detectados dentro dessas vesiculas (Wuthier et al.,
1985a; Anderson et al., 1997; Ciancaglini et al., 2006; Golub, 2009; Ciancaglini
et al.,, 2010). Além disso, tem sido proposto que o interior das vesiculas
também serve como um microambiente selado, que protege o primeiro nucleo
do mineral, enquanto ainda estd em um estado pré-cristalino (mais soltvel),
antes de se converter em um cristal de hidroxiapatita. Tem sido verificado ainda
gue as vesiculas isoladas também possuem a capacidade de depositar sais de
calcio in vitro (Wu et al., 1996; Wu et al., 2008; Wuthier e Lipscomb, 2011,
Millan, 2013; Bolean et al., 2015; Hoylaerts et al., 2015).

MVs produzidas por condrdcitos apresentam composicfes lipidica e
protéica distintas das formadas pelos osteoblastos (Anderson et al., 2004). Mas
em ambos os sistemas as MVs servem como reservatorios de calcio e fosfato,
criando um microambiente especifico para a deposicdo dos primeiros cristais
amorfos de fosfato de calcio (nucleacao) e posterior formacéo de hidroxiapatita,
que se forma na superficie interna das vesiculas. Este processo € muito
estudado e até o0 momento n&o se conhecem todas as moléculas envolvidas.

As principais biomoléculas responsaveis pelo processo de
biomineralizacdo descritas até o momento: (i) fosfatase alcalina, também
denominada TNAP (fosfatase alcalina de tecido ndo especifico), que apresenta
atividade fosfomonohidrolitica, produzindo fosfato (P;) a partir, principalmente,
de PP; e ATP; (ii) nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (NPP1), enzima
responsavel pela formacédo de PP; a partir de nucleosideos fosforilados; (iii)
uma fosfomonohidrolase encontrada especificamente dentro das vesiculas,
denominada PHOSPHO1, responséavel pelo aumento da concentracdo de P;
intravesicular acoplado a degradacéo de fosfolipidios, através da hidrolise de
fosfocolina e fosfoetanolamina; (iv) fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC),
Chol (Chol) e (v) anexinas, que sdo uma grande familia de proteinas acidas
gue se ligam fortemente ao calcio e PS (Kirsch e Wuthier, 1994; Millan, 2006;
Ciancaglini et al., 2010; Ciancaglini et al., 2012; Millan, 2013; Millan e Whyte,
2015; Simao et al., 2015). Dentre as anexinas, especificamente a Anexina V
(proteina de ~35 kDa) é responsavel pela formacédo de canais de calcio que se
formam pela associacdo desta proteina tanto com a face externa quanto
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interna das membranas das MVs e também sdo responsaveis pela
desorganizacdo da membrana celular, que por sua vez resulta no processo de

apoptose.

1.2 A Hipofosfatasia

A hipofosfatasia € uma desordem genética caracterizada por um defeito
na mineralizacdo dos ossos e dentes devido a deficiéncia na atividade da
enzima fosfatase alcalina no sangue e o0ssos. A ocorréncia desta doenca
acontece desde recém-nascidos sem a mineralizacado dos ossos até individuos
na idade adulta com os sintomas de uma osteopenia média que leva ao
desenvolvimento patolégico de fraturas nos ossos (Millan e Whyte, 2015).

Ha diferentes graus de severidade da doenca, por exemplo, a
hipofosfatasia perinatal geralmente é fatal, devido a complicacdes respiratérias
causadas por pulmdes hipoplasticos e raquiticos e, ainda, por deformidades no
peito (Moore et al., 1999). Ja na infancia, o paciente pode apresentar
hipertensdo intracraniana, problemas de crescimento, deformidades na
formacao do esqueleto, fraturas e dores nos ossos (Moore et al., 1999; Mornet,
2008). Na idade adulta, a manifestacdo da hipofosfatasia € benigna e o
primeiro sintoma é dor no pé (Mornet, 2008).

A hipofosfatasia estd associada a mutacfes no gene que codifica a
enzima tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP) (Millan, 2006).
Mutacbes no gene tnap ndo s6 podem reduzir ou eliminar a atividade
enzimatica de TNAP, como também alterar as propriedades enzimaticas de
mutantes de TNAP quando estes ainda apresentam alguma atividade residual
(Di Mauro et al., 2002). Cerca de 270 mutacbes segundo o site
http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo_hypo.php ja foram reportadas para TNAP e
uma grande variedade destas sdo mutagcOes pontuais, fato este que explica a
diversidade clinica dos pacientes acometidos com a hipofosfatasia (Whyte et
al., 2012).

Normalmente, as mutacdes reportadas reduzem e/ou eliminam a
atividade enzimatica da TNAP. A atividade catalitica desta enzima é

dependente da sua estrutura quaternaria e da presenca do motivo
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glicofosfatidilinositol responsavel por seu ancoramento a membrana plasmatica
(Lia-Baldini et al., 2008).

1.3 Fosfatases Alcalinas.

Por muitos anos as estruturas cristalograficas da fosfatase alcalina de E.
coli (ECAP) eram as Unicas fontes de informacéo estrutural sobre as fosfatases
alcalinas (Le Du et al.,, 2001; Millan, 2006). Com a resolu¢do da estrutura
cristalogréfica da primeira fosfatase alcalina de mamiferos, a fosfatase alcalina
de placenta (PLAP; 1IEW2) (Le Du et al., 2001), constatou-se que a predicéo
que se fazia baseada na comparacdo das sequéncias das fosfatases de
procariotos e eucariotos eram coerentes com a estrutura da PLAP (Le Du et al.,
2001).

O nucleo central da PLAP é formado por uma folha-$ flanqueada por a-
hélices, uma configuracdo muito semelhante aguela encontrada na estrutura da
proteina de E. coli. A resolucao da estrutura cristalografica da PLAP facilitou a
modelagem das estruturas das isoenzimas GCAP, da IAP e da TNAP,
revelando que todas as caracteristicas presentes em PLAP sdo conservadas

nas demais isoenzimas humanas (Le Du e Millan, 2002; Millan, 2006).

1.3.1 Diferenga entre Fosfatases Alcalinas Rato x Humano

As Fosfatases alcalinas (APs; EC 3.1.3.1) aparecem amplamente na
natureza, e sao encontradas em muitos organismos, abrangendo as bactérias
quanto a humanos (Mccomb e Bowers, 1985). Com poucas excecdes, as
Fosfatases Alcalinas sdo enzimas homodiméricas e cada sitio catalitico contém
trés ions metdlicos, isto é, dois Zn e um Mg, necessarios para a atividade

enzimatica.

As enzimas catalisam a hidrélise de monoésteres de acido fosforico e
também catalisam reacdo de transfosforilacdo na presenca de grandes
concentracbes de aceptores de fosfato. Enquanto as principais caracteristicas
do mecanismo de catalise sdo conservadas comparando enzimas de origem de

mamiferos e bacterianas, as Fosfatases Alcalinas de mamiferos t€m maior
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atividade especifica e valores de Km; um pH-6timo mais alcalino; e exibem
menor termo-estabilidade; estdo ligados a membrana e séo inibidas por L-

aminoéacidos e peptideos através de um mecanismo ndo competitivo.

A Tabela 1 resume a nomenclatura, distribuicdo em tecidos e algumas
das fungdes das Isoenzimas da Fosfatases Alcalina no homem e no rato. E
importante ressaltar que os APs tém homologia para um grande numero de
outras enzimas e sdo, portanto, parte de uma superfamilia de enzimas com
algumas propriedades cataliticas sobrepostas e especificidades do substrato.
Para mais informagfOes sobre qualquer aspecto dos AP, incluindo os seus
papéis in vivo, para compreensédo da estrutura e funcdo dos APs de mamiferos
(Millan, 2006).

As fosfatases alcalinas pertencem a uma familia multigénica que codifica
diferentes formas da enzima, distribuidas em quase todos os tecidos. No
homem e nos primatas superiores, trés isoformas distintas ja foram
identificadas: a da placenta, do intestino e a do figado-osso-rim (Le Du e
Millan, 2002; Kiffer-Moreira et al., 2013; Kiffer-Moreira et al., 2014).

Tabela 1. Resumo da nomenclatura genética, nimeros de acesso, nomes
comuns, distribuicdo e funcéo tecidual, se conhecido, para o humano e
camundongo isoenzimas da fosfatase alcalina. Tabela adaptada (Millan,
2006)

Numero de Nome da Nome comum Tecido onde é encontrado Funcéo
acesso Proteina
Gene
Humano
ALPL NM_000478 TNAP Tecido ndo Desenvolvimento do Mineralizag&o
especifico, (Rim, sistema nervoso, Ossea
0550, figado) tecidos esqueléticos,
figado, rim
ALPP NM_001632 PLAP Fosfatase Alcalina Sincitiotrofoblasto, Desconhecido
de Placenta uma variedade de tumores
Gene de
Rato
Akp2 NM_007431 TNAP Tecido nédo Desenvolvimento do Mineralizacéo
especifico, (Rim, sistema nervoso, Ossea

0sso, figado . ”
gado) tecidos esqueléticos,

figado, rim
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A Fosfatase alcalina tecido ndo especifico (TNAP) é codificada pela ALPL
gene. TNAP é principalmente expressa em 0ssos, figado e rim, mas também é
encontrado em outros tecidos. No rato, cinco tipos foram identificados,
incluindo o Akp5 embrionario especifico e os genes AP especificos do intestino
(Akp6) e o gene da tecido ndo especifico (Akp2). Um gene TNAP (Alp 1) e dois
0s genes AP intestinais foram relatados em ratos (Millan, 2006). Histoquimica
ou testes enziméticos realizados na presenca de levamisol, um potente inibidor
nao competitivo da TNAP (Van Belle, 1976), indicaram a presenca de TNAP no
tecido nervoso de primata e roedor (Narisawa et al., 1997).

Comparando os efeitos em humandos/ratos, alguns pacientes exibindo
formas graves de hipofosfatasia com baixo nivel sérico de TNAP sofrem de
epilepsia (Whyte, 1994). Por outro lado, uma forma de hiperfosfatasia
caracterizado por um nivel anormalmente alto de TNAP atividade no soro &
acompanhada de retardo mental, convulsGes e déficits neurolégicos (Mabry et
al.,, 1970; Kruse et al., 1988; Thompson, 2010). Curiosamente, sintomas
epilépticos também sdo reproduzidos em ratos Akp2-/- totalmente privado da
atividade da TNAP (Waymire et al., 1995; Narisawa et al., 1997). Estudos de
comparacao entre as isoformas da TNAP tanto em humanos quanto em ratos €
de suma importancia para compreensao das diferencas e melhor compreenséao
das doencas ocasionadas pelo excesso e auséncia da TNAP.

As isoformas da placenta e do intestino sdo tecido-especificas e séo
expressas unicamente na placenta e no intestino, respectivamente, enquanto a
isoforma do figado-osso-rim é encontrada em quase todos os tecidos, sendo
também denominada por esta razdo de fosfatase alcalina de tecido né&o
especifico (TNAP) Figura 1.
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Crown domain

Figura 1. Representacdo da fita da estrutura 3D da fosfatase alcalina (1IEW2). O
local do sitio ativo (PO,*) ligado a Ser92 durante a catalise é mostrado em verde.
Os trés metais do sitio ativo, dois Zn2" (Znl e Zn2) e um Mg2® (Mg), séo
mostrados em branco, bem como o estrutural Ca2" ion (Ca). Também sé&o
indicados sequéncia exposta flexivel conhecida como "dominio da coroa"; a
Hélice N-terminal de uma subunidade que chega perto do local ativo da
subunidade contralateral; e a localizacdo onde a &ncora glicosilfosfatidilinositol
(GPI) estéa ligada ao terminal C do enzima adaptado de (Millan, 2006).

Além disso, niveis elevados desta isoforma também tém sido encontrados
nas membranas dos osteoblastos durante a mineralizacdo do tecido 6sseo
(Wuthier et al., 1985a; Hsu e Anderson, 1995). Ja foi demonstrado que a TNAP
também pode hidrolisar o ATP, liberando o fosfato inorganico (P;). A enzima é
regulada alostericamente pelo ATP (Pizauro et al., 1993) e inibida
competitivamente pelo produto da reacao, o P; (Pizauro et al., 1987), sugerindo
que niveis relativos de PP;, um inibidor da biomineralizagéo, e de P;, um inibidor
da TNAP, presentes no fluido extracelular da matriz, também desempenham
um papel importante na regulacéo do processo de mineralizagéo bioldgica.

Esta hipotese é suportada pela recente demonstracdo de que os niveis de
Pi, derivado da hidrdlise do PP; pela TNAP, atuam como um sinal da inducao
da expressédo da glicoproteina fosforilada osteopontina em osteoblastos (Beck
et al., 2000). Em 2005 foi demonstrado que a TNAP pode também contribuir

para a geracdo de PP; através de sua atividade fosfodiesterase, hidrolisando
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ATP (Zhang et al., 2005) contradizendo evidéncias de que a enzima teria uma
funcd@o antagonista a da glicoproteina-1 no processo de mineralizacao (Hessle
et al., 2002), embora uma das principais funcées da TNAP ja descritas seja a
remocdo de PP; do ambiente de mineralizacdo através de sua atividade
fosfomonohidrolase (Rezende et al., 1998).

1.4 Fosfatase Alcalina e Interacdo Com Membrana

A TNAP exibe Atividade fosfomonohidrolitica, que gera fosfato inorganico
(Pi) a partir de pirofosfato inorganico (PPi) e adenosina-5-trifosfato (ATP) e tem
um papel crucial na calcificacdo. A TNAP esta ligada a membranas de células e
MVs através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (Ancorado por GPI), que
fornece a enzima mobilidade lateral em relagdo a membrana (Garcia et al.,
2015). Essa mobilidade permite que o TNAP se acumule em microambientes
lipidicos especificos associados a microdominios ricos em esfingolipidios,
glicoesfingolipideos, e colesterol (Chol) (Pizauro et al., 1995; Sakamoto et al.,
2013; Mouritsen e Bagatolli, 2015; Bhatia et al., 2016) .
N
P
~ \%&S{’;\

| Y

Y@ !

Figura 2: Esquema representativo do modelo homodimérico de TNAP ancorado
em uma bicamada lipidica por meio da modificacdo pés-traducional GPI. Os
anéis representados na estrutura do GPI representam os oligossacarideos
presentes, etan: etanolamina; man: manose; GIcN: glucosamina; inos: inositol;
P: fosfato. Figura construida a partir do modelo da TNAP gerado no software

modeler 9.11, baseado na estrutura da PLAP, cédigo de acesso no PDB: 1EW2.
Adaptado de (Le Du et al., 2001)
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Evidéncias de que os lipidios podem estar envolvidos em alguma fase do
processo de mineralizacdo ja foram obtidas através de estudos histoquimicos.
As vesiculas da matriz exibem a mesma composicao lipidica, com contetdo
mais alto de Chol, esfingomielina e fosfatidilserina, similares aos “rafts” quando
comparadas a membrana plasmatica (Wuthier et al., 1985a; Thouverey et al.,
2009).

“Lipid rafts” sdo comumente definidos como microdominios existentes em
membranas, enriquecidos em Chol e esfingolipidios, que funcionam como
plataformas que concentram e segregam proteinas dentro do plano da
bicamada em constante flutuacdo dinamica, tanto de composicdo quanto de
movimentacao, justificando o nome “raft’” — jangada (Simons e lIkonen, 1997;
Lichtenberg et al., 2005; Lingwood et al.,, 2010). Na hipotese dos “rafts” &
proposto que certos lipidios naturalmente segregam-se no plano da membrana,
dirigidos somente por distintas interacdes intermoleculares, incluindo interacdes
de van der Waals entre as longas cadeias saturadas da esfingomielina e
glicoesfingolipidios, bem como ligagdes de hidrogénio entre as por¢des glicosil
adjacentes dos glicoesfingolipidios (Simons e lkonen, 1997; Lichtenberg et al.,
2005; Lingwood et al., 2010).

Além disso, a natural saturacdo dos lipidios constituintes dos “rafts” e a
acdo dos glicolipidios promovem suas interacdes com o Chol (Brown e London,
2000). Acredita-se que todas essas interacdes sdo responsaveis pela formacao
de dominios detergente-resistentes formados pela mistura de certos lipidios,
particularmente aqueles contendo esfingomielina, Chol, glicoesfingolipidios e
fosfolipidios saturados (Dietrich et al., 2001; Lichtenberg et al., 2005; Lingwood
et al., 2010).

Recentemente, Thouverey e colaboradores (2009) relataram valores
aproximados de 36% de fosfatidiletanolamina (PE), 26,5% de fosfatidilcolina
(PC), 3,5% de acido fosfatidico (PA), 7% de fosfatidilinositol (PI), 16,5% de
fosfatidilserina (PS) e 11% de esfingomielina (SM) para a composicao de
fosfolipidios das MVs. Roberts (Roberts e Redfield, 2004) e colaboradores
(2004) também demonstraram que fosfocolina e fosfoetanolamina podem ser
hidrolisadas por PHOSPHO 1 (Houston et al., 2004), sugerindo que a geracao
de P; em células envolvidas no processo de biomineralizagdo pode estar

acoplada a degradacao de fosfolipidios.
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As MVs séo ricas em fosfolipidios e Chol, lipidios em diferentes estados
de organizagcdo podem influenciar a funcionalidade da membrana e as
propriedades das proteinas presentes na membrana. Portanto, o efeito de
lipidios saturados (DPPC e DMPC) e insaturados (DOPC) em MVs contendo
esterdis merece atencao especial.

Os grupos cabeca dos esfingolipidios ocupam grandes areas de exclusao
no plano da camada exoplasmatica em comparacdo com suas cadeias
hidrocarbbnicas, predominantemente saturadas. As associagbes entre
esfingolipidios sé@o evitadas pelo preenchimento com Chol que funciona como
espacador (Korade e Kenworthy, 2008). Glicoesfingolipidios tém normalmente
uma longa cadeia de acidos graxos, a qual pode interdigitar com a
monocamada citoplasmética da bicamada lipidica. Como o Chol esta presente
em ambas as monocamadas, ele funciona como um espacador na
monocamada citoplasmatica, bem como preenchendo vazios criados pela
interdigitacdo das cadeias dos acidos graxos (Lichtenberg et al., 2005; Korade
e Kenworthy, 2008; Lingwood et al., 2010).

O Chol € um componente lipidico essencial da membrana plasmatica
células animais, o Chol em baixa concentracdo aparece em certas membranas
intracelulares envolvidas na comunicagcdo vesicular com a membrana
plasmatica (Liscum e Munn, 1999). O colesterol livre predomina na membrana
das MVs, representando 31,7% dos lipidios ndo polares (Wuthier e Lipscomb,
2011) embora o Chol tenha varias funcdes, uma das suas principais funcdes é
modular as propriedades fisicas e organizacao lateral da bicamada lipidica da
membrana plasméatica (Simons e lkonen, 1997; Barenholz, 2002). Estudos
anteriores (Bolean et al., 2011) mostraram que, com 0 aumento das
concentracbes de Chol causam efeitos nos parametros termodinamicos dos
lipossomos: a variacdo de entalpia na transicdo de fase (AH) dos lipossomos
diminui, e o didmetro médio dos lipossomos compostos por diferentes
DPPC/Chol razdes molares aumenta em comparacdo com lipossomos
constituidos apenas por DPPC. a presenca de Chol em monocamada de
fosfolipidios e membranas modelo bicamada é claro a partir do alargamento e a
eventual eliminacdo da cooperatividade de gel para liquido-cristalina na
transicdo de fase e sua substituicdo por uma fase exibindo grau intermediario

de organizacdo (Beattie et al., 2005; Benesch e Mcelhaney, 2014). Acima da
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temperatura transicdo dos lipidios, o Chol organiza suas cadeias acil. Abaixo
de temperatura de fusdo, o Chol evita que os lipidos se condensem em fases
sélidas, intercalando entre os fosfolipidios e reduzindo a flexibilidade das
cadeias vizinhas (King e Marsh, 1986). Além disso, a adicdo de Chol na
misturas de lipideos gera dua fases liquidas coexistentes, o liquido cristalino
(La) e o fase liquido-ordenado (Lo) (Bennett et al., 1975; Beattie et al., 2005;
Stottrup e Keller, 2006; Bagatolli e Mouritsen, 2013). Chol também diminui a
area ocupada por molécula em lipossomos na fase de gel, aumentando assim
interacOes lipidicas/lipidicas e elevacdo de AH em sistemas binario e ternario
(Bolean et al., 2010; 2011).

Colesterol Ergosterol Colestenona

Figura 3: Diferentes estruturas dos esteréis estudados. Adaptado de (Favarin et
al., 2017)

O Ergosterol (Ergo) difere de Chol (Fig. 2) por uma dupla ligacéo
adicional no anel B do nucleo esteroide em C7, C8, bem como ligacdo dupla
entre C22, C23 e um grupo metil extra em C24 da cadeia lateral de alquilo (Fig.
1). A ligacdo dupla adicional e o grupo metilo na cadeia lateral de alquilo de
Ergo fornecem este andlogo de Chol com uma parte alquilo mais rigida, e o
conjugado adicional ligacdo dupla do nucleo esterdide pode produzir um mais
rigido e anel planar B bem como anéis B e C com conformacdo mais plana
(Hsueh et al., 2005).

Simulacdes de dindmica molecular sugerem que o Ergo ocupa um
volume molecular efetivo consideravelmente menor em bicamadas de DPPC
(Cournia et al., 2007) no estado Lo (Smondyrev e Berkowitz, 2001a; b),
provavelmente porque a mobilidade fora do axial do nucleo esterdide e da
cadeia lateral alquila em Ergo sdo menores em comparagcdo com Chol, e
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porque Ergo exerce maior condensacao efeito na bicamada fosfolipidica do
hospedeiro (Nes et al., 1978; Bloch, 1991).

O terceiro anélogo é a Cholestenona (Achol), difere do Chol e Ergo por
substituicdo do grupo OH por um grupo ceto (Fig. 1). A existéncia de uma
ligacdo dupla no anel A e de um grupo ceto resulta em um arranjo conjugado
em Achol (Beattie et al., 2005). Estes esteroéis (Chol, Ergo e Achol) diferem na
natureza e estereoquimica do grupo de cabeca polar e na (s) posicao (des) de
a ligacao dupla (s) (Benesch e Mcelhaney, 2014).

Analogos de colesterol tém sido frequentemente utilizados para avaliar
como os grupos funcionais nestas moléculas podem interagir com lipidos na
interface da membrana. Neste contexto, este estudo concentra-se nas
diferencas estruturais e nas interacbes que esterdis e lipidios podem
estabelecer e que consequentemente afetam atividade do TNAP (Favarin et al.,
2017).

Assim, muitos estudos sobre a interacdo do Chol com monocamada de
fosfolipidios e modelos de membranas de bicamada foram realizados,
utilizando uma grande variedade de técnicas (Demel e De Kruyff, 1976; Vist e
Davis, 1990; Mcmullen e Mcelhaney, 1996; Mcmullen et al., 1996), na
sequéncia dos estudos de DSC pioneiros de Chapman (Ladbrooke et al., 1968)
e de Sturtevant (Hinz e Sturtevant, 1972).

As diferentes espécies de lipidios sdo assimetricamente distribuidas na
monocamada externa e interna da membrana. SM e PC sdo 0s maiores
constituintes da parte externa da membrana plasmatica de células (Ramstedt e
Slotte, 2002). Estudos na literatura mostram uma substancial organizacéo
lateral desses dois lipidios e proteinas na membrana biolégica (Simons e
Ikonen, 1997; Brown e London, 2000; Lichtenberg et al., 2005; Lingwood e
Simons, 2010). Esfingolipidios, incluindo SM, juntamente com Chol séo
comumente encontrados em dominios laterais formados nas membranas
biolégicas.

A SM apresenta-se como um componente estrutural nas biomembranas
juntamente com outros fosfolipidios, glicolipidios, Chol e algumas proteinas
integrais de membrana. A importancia da SM, tanto estruturalmente como
funcionalmente (Barenholz, 2002).

Vérias proteinas da superficie de células eucaridticas tem a porcdo C-
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terminal modificada com glicosilfosfatidilinositol (GPI), que serve como uma
ancora para proteinas da membrana. Proteinas GPIl-ancoradas apresentam
diversificadas func¢des biolégicas incluindo atividade de hidrélise enzimatica,
sinalizacdo transmembrana e interacbes de adesdo celular (Low, 1989;
Ferguson, 1999). A TNAP € um exemplo deste tipo de proteina (Pizauro et al.,
1994; 1995; Ciancaglini et al., 2006; Simao et al., 2007). Além disso, €é
importante ressaltar que a atividade da TNAP pode ser afetada quando
embebida em micelas reversas (Chang e Shiao, 1994). Assim, acredita-se que
a organizacdo da membrana biolégica em micro dominios tem um papel chave
em varios processos celulares semelhantes a repectores protéicos (proteinas
alvo) e a transducgéao de sinal.

A existéncia de microdominios tem sido explicada pela separacao das
membranas lipidicas em duas fases: fase liquido-cristalina (Lo) e fase liquido-
ordenada (Lo) rica em Chol, esfingosina e glicolipidios ndo carregados. Deste
modo, nosso grupo de pesquisa (Bolean et al., 2010; 2011) padronizou uma
metodologia para obtencdo de sistemas vesiculares na presenca de
microdominio lipidios e a reconstituicio da TNAP a estes sistemas
possibilitando assim estudos bioquimicos e biofisicos dos sistemas vesiculares
formados (Bolean et al., 2010; 2011). Em adi¢cao Milhiet e (Milhiet et al., 2002)
colaboradores (2002) demonstraram, por microscopia de forca atdbmica, a
insercéo espontanea da TNAP, via GPl em micro dominios de fase ordenada e
na presenca de Chol. Resultados anteriores também tinham mostrado a
dependéncia do Chol na reconstituicdo da TNAP em sistemas de lipossomos
(Nosjean e Roux, 1999; Morandat et al., 2002; Sesana et al., 2008; Bolean et
al., 2017b). Assim a TNAP pode ser um marcador eficiente de “lipid rafts”.

Em um trabalho recente, Garcia 2015 (Garcia et al., 2015), relata a
importancia de se obter mais informacdes fisiolégicas e estruturais sobre
TNAP, quando ancorada através da GPl em um ambiente de bicamada lipidica.
Foi concluido que a TNAP estd provavelmente proxima da superficie da
membrana e que esta proximidade pode estar relacionada a modulacdo da
atividade catalitica pela composicdo lipidica como anteriormente relatados
(Bolean et al.,, 2011; Favarin et al., 2017). Entretanto, mais estudos sao

necessarios para se entender completamente as implicacées do mecanismo de
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ancoragem que resulta em efeitos na estrutura e funcdo da TNAP e na
organizacdo da membrana em vesiculas da matriz.

Outro aspecto que precisa ser destacado € uma caracteristica de
fosfolipidios acidos que apresentam grande afinidade por calcio, principalmente
a fosfatidilserina, também encontrados nas membranas das vesiculas
extracelulares (Boyan et al., 1989) e que séo capazes de promover a formacéo
de hidroxiapatita in vitro, mesmo na auséncia de TNAP (Eanes, 1970). Este
fato sugere uma possivel associacdo dos fosfolipidios com o processo de
mineralizacdo. Além disso, estes fosfolipidios podem atuar no controle da
biomineralizac&o regulando o transporte de ions célcio através da organizacao
estrutural da membrana e também promovendo a nucleacdo de hidroxiapatita
pela interacdo com ions calcio e estabilizacdo de associacbes de fosfato de
calcio amorfo (Wuthier et al., 1985b; Balcerzak et al., 2003; Blandford et al.,
2003; Wuthier e Lipscomb, 2011).

Assim, alteracdes que podem ocorrer nas fungdes das vesiculas podem
representar um mecanismo de regulacdo da formagcdo do mineral. Um
problema que tem dificultado os estudos in vitro € que a reacdo de inducao de
deposicdo de minerais por complexos lipidio-calcio-fosfato é lenta,
necessitando frequentemente de varios dias para a obtencdo significativa de
mineral. Além disso, outro fator que dificulta estes estudos s@o os baixos niveis
de ions minerais e/ou pH nas solucbes metaestaveis de fosfato de calcio,
geralmente usadas nestes estudos.

Em sintese, para entender acerca da importancia dos complexos lipidicos
na mineralizacdo mediada por MVs, é necessario a realizacao de estudos mais
aprofundados sobre a cinética da mineralizacdo induzida por tais complexos,
especialmente num sistema onde o pH e o0s niveis de eletrélitos sejam
semelhantes aqueles encontrados no interior das MVs ou no fluido extracelular
nativo. Ciancaglini e colaboradores (Ciancaglini et al., 2006) demonstraram que
as propriedades cataliticas da TNAP variam dependendo do microambiente
onde a enzima se encontra. Assim, diferentes formas da enzima (associada a
membrana, solubilizada com detergente ou tratada com PIPLC) apresentaram
diferentes especificidades para os diversos substratos estudados, provando
que a cinética da enzima é grandemente afetada pela presenca tanto da

ancora de GPI quanto de outros componentes da membrana celular.
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Empregando-se os sistemas vesiculares de lipossomos, cuja metodologia de
obtencédo foi padronizada em nosso laboratério (Bolean et al., 2010; 2011;
Ciancaglini et al., 2012; Simao et al., 2013; Bolean et al., 2015; Garcia et al.,
2015; Bolean et al., 2017a; Bolean et al., 2017b; Favarin et al., 2017), o
envolvimento da enzima e dos lipidios durante o processo de mineralizacao foi
mais facil de ser estudado, pois estes sistemas podem mimetizar a fungcéo das

vesiculas tanto em sistemas in vitro bem como in vivo.

Ca +2

ATP ADP : E
Pi Hidroxiapatita

Microambiente

Colesterol
Ergosterol
Colestenona

Figura 4: Influéncia do Microambiente lipidico na Atividade da Fosfatase Alcalina
(TNAP) na presenca do Fosfolipidio (DPPC, DMPC ou DOPC) e de um Esterol
(colesterol, Ergosterol ou Colestenona). (Adaptado de Favarin e colaboradores,
2017 (Favarin et al., 2017) ).

Como pode ser observado, os estudos realizados até 0 momento nao
permitem correlacionar a atividade da TNAP e microdominios lipidicos
(similares a MVs), especialmente empregando-se fosfo-substratos fisioloégicos
como ATP e PP;,. Com este enfoque pode-se correlacionar os mecanismos de
controle da atividade desta enzima com a organizagcdo intermolecular e o
estado de fase dos lipideos da membrana. Deste modo, estes estudos poderéao
trazer um significativo avanco do conhecimento tanto do papel da enzima
guanto do processo de biomineralizagao.

Neste sentido, esta Tese teve como principais objetivos a constru¢ao de
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sistemas de lipossomos utilizando em sua composicdo os lipidios DPPC,
DMPC, DOPC e Chol (bem como anélogos), em diferentes propor¢des, e assim
reconstituir a TNAP aos sistemas vesiculares formando assim o0s
proteolipossomos. A TNAP incorporada nos diferentes sistemas de
proteolipossomos, nos permitiu estudar a dependéncia da atividade ATPase,

ADPase e PPiase, bem como estudos de mineralizacdo em pH fisiologico.

1.5 Técnicas Bioquimicas e Biofisicas

1.5.1Cinética Enzimética.

A cinética enziméatica € o ramo da enzimologia que determina a
velocidade de reacdo de hidrélise de uma determinada enzima e como ela se
modifica em resposta &s mudancas nos parametros experimentais, como por
exemplo, concentracdo de enzima, concentracdo de ligantes (inibidores,
ativadores e substrato), Forca ibnica, pH e temperatura (Cuppoletti e Segel,
1975).

A metodologia utilizada em cinética do estado estacionario para se
determinar a interacdo entre ligantes e a enzima consiste em variar a
concentracdo de um ligante e mantendo a concentracdo dos outros reagentes.
A comparacdo dos parametros cinéticos (Vmax, Kos, N, Kcat €ntre outros) é
complexa e requer metodologias com rigidos controles e condi¢des 6timas de
pH, tampao, presenca de ions. Porém os parametros cinéticos podem ser
utilizados para comparar a atividade de enzimas. (Pizauro et al., 1992; Leone et
al., 1997; Simao et al., 2013; Hoylaerts et al., 2015; Favarin et al., 2017).

A constante Kos € uma constante dindmica que expressa a relacao
entre as concentracdes reais no estado estacionario ao invés de concentracdes
no equilibrio, para enzimas ndo Michaelianas. Representa uam constante
importante que relaciona a velocidade de reagdo enziméatica com a
concentracdo de substrato, sendo uma medidade aproximada de afinidade da
enzima pelo substrato. O substrato com Kps mais baixo apresenta maior
afinidade pela enzima. O parametro k¢s: Ou numero de renovagao é equivalente

ao numero de moléculas de substrato convertidas em produto por unidade de
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tempo, por uma unica molécula de enzima quando saturada com substrato. Os
parametros Kos e ket SA0 uteis para estudar e comparar enzimas diferentes,
guer sejam 0s mecanismos de reagao simples ou complexo. Do ponto de vista
experimental, o Kos de uma enzima tende a ser similar & concentracdo de
substrato presente na ceélula (Cuppoletti e Segel, 1975) A melhor maneira de
comparar as eficiéncias cataliticas entre enzimas diferentes, ou numero de
vezes que diferentes substratos séo catalisados por uma mesma enzima, €
comparar a relagdo Kkca/Kos chamada de constante de especificidade ou
eficiéncia catalitica (Hoylaerts et al., 1997; Hoylaerts et al., 2006).

Enzimas que possuem multiplos sitios ativos, porém independentes,
isto é, a ligacdo de uma molécula de substrato ndo afeta as constantes de
dissociacdo intrinseca dos sitios vazios, apresentam curvas hiperbdlicas
normais. Entretanto, se a ligacdo de uma molécula de substrato induz
mudancas estruturais ou eletrénicas que provoquem alteracdes nas afinidades
dos sitios vazios, a enzima é classificada como alostérica. Os sitios de ligacao
de mdultiplos substratos em enzimas alostéricas situam-se em subunidades
proteicas diferentes, como no caso da TNAP (Hoylaerts et al., 1997) e,
geralmente, este grupo de enzimas fornecem curvas de velocidade sigmoidais.
Quando a ligacdo de uma molécula de substrato facilita a ligacdo da préxima
molécula de substrato pelo aumento de afinidades dos sitios de ligacédo vazios,
tem-se o fendbmeno chamado de ‘ligagcdo cooperativa” ou “cooperatividade
positiva” em relacéo a ligacao do substrato, ou “resposta homotropica positiva”.
As interacdes entre ligantes diferentes, como por exemplo, substrato e
ativador/inibidor ou ativador e inibidor, sdo chamadas de respostas
heterotrépicas e podem ser tanto positivas quanto negativas. Os dados
experimentais de velocidade podem ser analisados em termos da equacao de
Hill na forma logaritmica, obtendo uma forma linear da equacéo de Hill onde a
inclinagdo da reta é igual a n. Quando n=1, ndo sédo observados efeitos
cooperativos entre os sitios ativos da enzima. Quando os valores de n sao
positivos tem-se efeitos de cooperatividade positivos e para valores negativos

de n, efeitos de cooperatividade negativos (Cuppoletti e Segel, 1975).
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1.5.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) é uma
ferramenta analitica de grande importancia para a caracterizacdo das
propriedades termotropicas, interacdo lipidio-lipidio e lipidio-proteina. Baseado
nos valores fornecidos por essa técnica, a analise termodindmica de
enovelamento de uma proteina permite a elucidacdo de caracteristicas da sua
estrutura tercidria e ainda a determinacéo das contribui¢cdes das interacdes que
mantém a estabilidade da estrutura nativa (Demetzos, 2008).

Os lipidios podem adotar diferentes estados lamelares chamados de
fase gel ou liquido-cristalino. Os parametros determinados sdo comportamento
fisico-quimico da membrana (Tc) temperatura critica, a temperatura de
transicdo de estado gel para o estado fluido cristalino. Os lipidios empacotados
estdo no estado ordenado, fase gel, entretanto acima dessa temperatura Tc
eles sdo desordenados em estado fluido (Mannock et al., 2006).

No esquema abaixo (Figura 5) utilizaram-se lipossomos constituidos por
DPPC (10 mg/mL) para observacdo dos parametros termodinamicos que
podem ser extraidos de uma curva de DSC.

Fosfolipidios, especialmente glicerofosfolipidios, sdo grupos de lipidios
que consistem em uma ampla variedade de moléculas, que tem habilidade de
formar estruturas de bicamada. Em meio aquoso este sistema € muito
semelhante &s membranas biolégicas e por isso é utilizado como modelo em
estudos de calorimetria.

Neste esquema (abaixo) pode-se observar a temperatura critica de
transicdo (Tc), temperatura na qual a amostra apresenta maxima capacidade
calorifica pontuando a transi¢do da fase gel a fase liquido cristalino. A entalpia
(AH) é um parametro representado pela area total do pico, o qual esta
relacionado com a estabilidade do sistema analisado. A cooperatividade das
moléculas durante o processo de transicdo apresenta grande importancia em
relacdo ao comportamento termotropico da amostra e pode ser definido como

largura que corresponde a meia altura do pico de transigcao (Aty).
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Figura 5: Caracteristicas dos parametros termodindmicos de uma curva de DSC,
utilizando no esquema lipossomos constituidos de DPPC com concentragdo
igual a 10 mg/mL. Figura adaptada de (Demetzos, 2008).

Na transicdo de fase do DPPC pode ser observado o aparecimento de
um pico agudo e bem definido, devido as favoraveis interagbes de van der
Waals entre as cadeias hidrocarbdnicas do lipidio, resultando em uma alta
cooperatividade das moléculas. Neste esquema podemos observar dois picos
de transicdo: o primeiro ao redor de 33°C que corresponde & pré-transicdo de
fase e 0 segundo pico que corresponde & transicdo principal em 41°C
(Demetzos, 2008).

1.5.3 Anélise do Formato da Gota do Eixo Simétrico

A tensédo superficial (y) de liquidos ou solugdes puras podem ser
medidas por muitas abordagens experimentais. O método da gota pendente
baseia-se na andlise da forma da gota assimétrica (ADSA) de medida y na
interface liquido-ar ou liquido-liquido. Como o ADSA usa microlitros de
amostra, essa técnica € muito Gtil quando ha apenas uma pequena quantidade
da amostra disponivel (Rotenberg et al., 1983; Berry et al., 2015). Os métodos

tradicionais aplicados para determinar y geralmente necessitam do uso de uma
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placa ou capilar em contato com a superficie, causando uma perturbacédo na
interface. No entanto, usando o ADSA, é possivel fazer uma medigéo de y com
base na forma da gota, sem qualquer interferéncia externa. Como mostrado na

Figura 6.

Figura 6: Diagrama esquematico da tensédo superficial ADSA [(1) Luz; (2) Difusor,;
(3) Gota pendente; (4) CCD camera; (5) Seringa; (6) Deposicdo da amostra; (7)
Computador com frame grabber] e UV-Vis Espectrofotometria ¢ [(I) Difusor da
amostra; (II) Luz de deuterium/halogenia ; (lll) Espectrémetro] analisador retirado
de Andrade e colaboradores (Andrade et al., 2016).

A etapa de espalhamento é crucial para a formacdo de uma
monocamada na superficie da gota (Wege et al., 1999; Caseli et al., 2006): y
depende da quantidade de surfactante adsorvido na superficie, portanto, essa
etapa fornecera valores especificos y ou ™ em determinada concentragdo. Por
sua vez, T corresponde a diminuicdo em y da solugdo aquosa pura (yo) ha

presenca do surfactante:

Além de possibilitar a determinagao de y, o uso de volumes de amostra
reduzidos também é interessante para outros tipos de analises, especialmente
gquando ndo se tem uma concentracdo grande de analito disponivel. O
ambiente de uma gota de microlitro pendente requer baixas quantidades da

amostra porque os volumes das gotas sdo da ordem de duzias de microlitros. A
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gota pode atuar como um micro-reator no qual técnicas refinadas auxiliam no
monitoramento de rea¢des quimicas.

O DRUV-ADSA permite o monitoramento da cinética enzimatica, a
formacdo do produto ou do consumo de reagentes é a forma tradicional de
realizar a andlise da atividade enzimatica. Esse monitoramento pode ser
descontinuo, interrompendo a reagédo apds um intervalo de tempo, ou continuo,
seguindo a reag&do em tempo real.

A banda de absorc¢éo foi localizada entre 380 e 450 nm, com um maximo
a 410 nm, como uma funcdo do tempo evidenciando um aumento na
concentracdo de PNP™ apods injecdo no TNAP. O espectro obtido por Druv-
ADSA assemelha-se ao espectro realizado pelos tradicional métodos de UV-vis
(inserida na Figura 6). A intensidade da banda em 410 nm variou como uma
funcao linear em relacéo tempo.

Enzimas ligadas a bicamada lipidica da membrana celular através de
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) apresentam atividade superficial
(Ronzon et al., 2002; Caseli et al., 2008a): GPI fornece uma porc¢ao hidrofdbica,
enquanto a cadeia polipeptidica corresponde a parte hidrofilica. Como essas
enzimas atuam como surfactantes, € possivel verificar como sua interacdo com
as monocamadas lipidicas (Brockman, 1999) afeta sua atividade. Uma das
vantagens do método DRUV-ADSA é que ele emprega quantidades reduzidas
de reagentes caros, como proteinas e fosfolipidios. Além disso, esta técnica
permite o monitoramento simultaneo das alteragcbes UV-vis e T ou y em um

aumento.
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2 Objetivos gerais

Assim, esta tese teve como objetivo principal a expansdo de nossa
expertise na metodologia de construcéo de proteolipossomos (lipossomos com
composicoes diferentes), associados a TNAP, pois esta enzima tém
importante papel no processo de biomineralizagdo. Além disso, foi estudada
tanto a dependéncia da atividade da TNAP (ATP e PPi como substrato) quanto
a formacdo de cristais de hidroxiapatita em solu¢cdes metaestaveis de ions

calcio e de substrato ATP.

2.40bjetivos especificos:

2.4.1 Produzir vesiculas binarios e ternérios de lipossomos, constituidos
de diferentes composicdes de lipideos (DPPC, Esfingomielina e
Colesterol), mimetizando microdominios lipidicos.

2.4.2 Produzir lipossomos contendo DMPC no lugar de DPPC, para
avaliar efeitos de mudancas de fluidez.

2.4.3Incorporar a fosfatase alcalina (TNAP) em lipossomos
constituidos de diferentes composicdes de lipideos.

2.4.4 Caracteriza¢Oes biofisicas das vesiculas produzidas empregando-
se DSC.

2.4.5Correlacionar a atividade ATPase e PPiase da TNAP incorporada
nos diferentes proteolipossomos.

2.4.6 Avaliar a capacidade de formacao de nddulos de mineralizagéo na
superficie externa dos lipossomos e proteolipossomos.

2.4.7Comparacao das caracteristicas biofisicas e cinéticas da TNAP
obtida de cultivo de célula priméaria de Rato (rattus norvegicus)
com a TNAP Humano (homo sapiens) expressa em células
CHO.
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3 Materiais e Métodos:

3.40btencéo e cultura de células de medula 6ssea de ratos

As células de medula Ossea de ratos foram obtidas e cultivadas
conforme descrito por Siméo e colaboradores (Simao et al., 2007). A medula
Ossea foi obtida de ratos machos, jovens, adultos, da linhagem Wistar, pesando
110-120 g. Para realizacdo da cirurgia foi utilizado anti-séptico, campo cirurgico
e instrumental estéril. Antes da cirurgia o animal foi anestesiado (0,4 mL de
Ketamina Agener 10% e 0,4 mL de Dopaser para cada 100g de animal). Em
seguida foi feita a antisepsia da regido abdominal, pernas e rabo com alcool
iodado 1% para a retirada local da pele do animal. Apés a retirada da pele foi
feita a assepsia do local com o uso de clorexidina 2,5%. O fémur foi separado
da tibia com cortes no tenddo do joelho e em seguida os tecidos foram
retirados para obtencdo do fémur com cortes de tesoura nas articulagbes
préximas a bacia.

Os fémures retirados assepticamente foram colocados em meio de
transporte (meio essencial minimo, contendo como antifingico o fungisona e
como antibiético a gentamicina) e transportados até o laboratorio para
realizacdo da extracdo de medula Ossea dentro de uma capela de fluxo
laminar. Para a extracdo da medula 6ssea foram realizadas trés passagens em
meio de transporte. Cada passagem levou no minimo 30 minutos, onde foram
retirados os restos de tecidos presos ao fémur com o auxilio de um bisturi. As
epifises foram removidas e a medula extraida com jato de 20 mL de meio de
cultura (meio essencial minimo-a (a-MEM), suplementado com 15% de soro
fetal bovino, 50 pg/mL de gentamicina, 0,3 pg/mL de fungizona, 10° M de
dexametazona, 5 pg/mL de acido ascorbico e 7 mM de B-glicerofosfato)
esguichado por uma seringa com agulha.

Fez-se assim uma lavagem interna do fémur com meio de cultura,
extraindo toda a medula O0ssea. As células liberadas foram cultivadas em
frascos de 75 cm? contendo meio de cultura, por cerca de 14 dias, sempre
mantidas a 37°C e atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico. Os meios foram trocados a cada 3 ou 4 dias.
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3.5 Obtencdes das frac6es de membrana de osteoblastos de Rato.

As fragcbes de membrana ricas em TNAP foram extraidas das culturas
osteoblasticas, conforme descrito por Simdo e colaboradores (Simao et al.,
2007). As células que cresceram durante aproximadamente 14 dias em frasco
plastico de cultura de 75 cm? foram lavadas com tampéo de estoque Tris-HCI
50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, raspadas com espétula plastica e
ressuspensas em 40 mL de tamp&o de choque osmdtico Tris-HCI 50 mM, pH
7,5, contendo MgSO, 10 mM e NaCl 0,8 M. O material ressuspenso foi
homogeneizado empregando-se um homogeneizador do tipo “potter” e, em
seguida, ultracentrifugado a 100.000xg por 1 hora, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet, com a fracdo de membrana de células osteoblasticas rica
em TNAP, foi ressuspenso em 5 mL de tampao de estoque. Este material foi
fracionado em aliguotas de 1 mL, rapidamente congelado e armazenado a —
20°C.

3.6 Obtencao da Fosfatase Alcalina Humana

O cDNA da TNAP humana de 2,5 kb foi clonado no vetor pCMV-Script
(Stratagene, La Jolla, CA) para expressar a forma nativa de TNAP. Foi
construido anteriormente um vetor para expressdao no pCMVScript para
produzir PLAP humano, que originalmente continha uma sequéncia peptidica
sinal no terminal N e uma sequéncia de ancoragem GPI perto do C terminal.
Um fragmento de DNA de 4,9 kb que representa o sinal da regido de Peptideo
sinal de ancoragem da GPI-vetor da PLAP-pCMV foi amplificado por PCR a
partir do vetor PLAPpCMV-Script por polimerase pfx (Invitrogen) com 5-primer
(5-CTG GCG CCC CCC GCC GGC AC-3) e 3-primer (5-AAC TGG GAT GAT
GCC CAG GGA GAG C-3). A expressao das céulas TNAP- CHO-K1 (ovario de
hamster chines, CCL-61) foi tripsinizada e suspensa em 1,0 10’ células em 800
pL de solucao salina tamponada com HEPES, contendo 10 pL de plasmideo de
cDNA de TNAP humano no vetor pCMV-Script. A suspensao de células foi
colocada numa cubeta de eletroporagéo (parede de 4 mm) e electroporada a
400 mV, 250 microfaradais utilizando Gene Pulser (Bio-Rad). Apés incubacéo

em gelo durante 20 min, a suspensédo de celula eletroporada foi diluida 250
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vezes com meio de crescimento (10% de soro fetal de bovino, meio de Eagle’s
modificado por Dulbecco) e cultivada em placas de 15 cm. Vinte e quatro horas
depois, o meio foi substituido por meio de sele¢cdo contendo 800 g/ml de G418
e 0 meio de selecéo foi renovado a cada trés dias. Duas semanas depois, as
células resistentes a G418 foram recolhidas para a preparacdo de amostras de
membrana para TNAP, segundo o0 mesmo protocolo descrito para proteinas

obtidas de rato e descrito por (Favarin et al., 2017),

3.7Dosagem de proteina

As concentracdes de proteina foram determinadas pelo método descrito
por Hartree (Hartree, 1972) na presenca de SDS 2% (p/v). A albumina de soro
bovino foi utilizada como padrdo. As determinacdes foram feitas em triplicatas e
a concentracdo de proteina foi estimada a partir da curva padrao feita para

cada dosagem.

3.8 Determinacao da atividade da fosfatase alcalina.

A atividade p-nitrofenilfosfatase (pNFFase) da TNAP foi determinada
descontinuamente, a 37°C, empregando-se um espectrofotdmetro, através da
formacéo do fon p-nitrofenolato (PNF) (¢ = 17.600 Mt.cm™, pH 13), em 410
nm. As condicdes de ensaio foram tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, contendo
MgCl, 2 mM e p-nitrofenilfosfato (pNFF) 10 mM, em um volume final de 0,5 mL.
Para estudos realizados no pH o6timo de hidrélise da enzima, as condi¢cbes de
ensaio foram tampao AMPOL (2-amino-2-metil-1-propanol) 50 mM, pH 9,8,
contendo MgCl, 2 mM e p-NFF 10 mM, em um volume final de 0,5 mL. A
reacao foi iniciada pela adicdo da enzima e interrompida com 0,5 mL de NaOH
1 M em intervalos de tempo apropriados (Camolezi et al., 2002).

Para outros substratos fosforilados utilizados, como ATP, ADP, PP; em pH
7,4 as condi¢cbes padrdo foram as mesmas descritas acima, mas as atividades
de fosfomonohidrolase foram determinadas descontinuamente através da
dosagem do P; liberado, de acordo com o procedimento descrito por Pizauro e
colaboradores (Pizauro et al., 1995), ajustando-se 0 meio de ensaio para um

volume final de 0,5 mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima,
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interrompida com 0,25 mL de TCA 30% gelado em intervalos de tempo
apropriados e a mistura reacional foi centrifugada a 4.000xg por 10 min antes
da quantificacdo de fosfato. Todas as determinagbes foram realizadas em
triplicatas e as velocidades iniciais sdo esperadas ser constantes por no
minimo 90 min, ja que menos que 5% do substrato foi hidrolisado. Controles
sem a adicdo de enzima foram incluidos em cada experimento para se estimar
a hidrélise ndo-enzimatica do substrato. Uma unidade de enzima (1 U) foi
definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 nmol de substrato por
minuto, a 37°C, por mL ou mg de proteina. Os dados foram descritos como a
média de determinacfes em ftriplicatas de 3 preparacdes enzimaticas
diferentes, as quais foram consideradas estatisticamente significativas quando
P <0,05.

3.9Solubilizacéo da fracdo de membrana

A fracdo de membrana obtida contendo 0,2 mg/mL de proteina foi
incubada com polidocanol 1% (p/v) (concentracéo final), a 25°C. A enzima foi
entdo armazenada em detergente a 10 °C, evitando assim uma possivel
agregacao.

Amostras da enzima solubilizada foram analisadas quanto a atividade

pNFFase.

3.10 Remocéao do excesso de detergente

A TNAP solubilizada com polidocanol foi incubada sob agitacéo
constante, durante 2 horas, a 4°C, com a resina Calbiosorb na proporgéo de
200 mg/mL (peso umido), previamente tratada com metanol e equilibrada com
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, conforme descrito por
Camolezi e colaboradores (Camolezi et al., 2002).
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3.11 Preparacédo dos lipossomos

Lipossomos com concentragdo de 10 mg/mL foram preparados
pesando-se uma massa apropriada do lipideo (ou mistura) que foi dissolvida
em cloroformio. Em seguida o solvente foi removido através da passagem de
nitrogénio pela solugéo formando um filme nas paredes do tubo. Estes filmes
foram mantidos o vacuo por 1 hora, para garantir a completa do meio. Em
seguida, o filme lipidico foi ressuspenso em tampéao Tris-HC|I 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2 mM a fim de formar uma solu¢céo de concentracéo final de 10
mg/mL. Esta mistura foi incubada a 60°C por 1 hora, com agitacbes constantes
em vortex a cada 10 minutos. Um mini extrusor (Liposofast da Sigma-Aldrich)
foi montado com duas seringas de 1,00 mL e a solucéo de lipideos transferida
de uma seringa para outra por 21 vezes, passando através de uma membrana
de policarbonato (100 nm), colocada entre dois suportes na forma de anel para
que ndo ocorra a ruptura desta. Este procedimento € realizado sob fluxo de ar
guente para o sistema atingir a temperatura de transicdo. A solucao extrusada
foi entdo recolhida e armazenada em geladeira.

Foram preparados os seguintes lipossomos conforme descrito por
Bolean e Colaboradores. (Bolean et al., 2010; 2011) : lipossomos de DPPC,
DOPC, DMPC e lipossomos mistos constituidos de DPPC:CHOL,
DOPC:CHOL, DMPC:CHOL em proporcao molar de 0, 90:10, 75:25 e 64:36
mol% de Chol. Também foram preparados lipossomos contendo Colestenona e
Ergosterol em proporgéo de (64:36) mol%.

Amostras de lipossomos e TNAP (em torno de 35 ug/mL) em tampéo
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, foram misturadas e incubadas
a 25°C durante 1 hora, na proporc¢ao 1:10000 proteina:lipidio (raz&o molar). Em
seguida, a solucao foi ultracentrifugada a 100.000 x g por 1 hora, a 4°C, e o
pellet foi ressuspenso no mesmo tampéo acima descrito. A atividade pNFFase
total antes da incorporacao, antes da ultracentrifugacéo e a atividade presente
no sobrenadante e no pellet ressuspenso foram determinadas para calcular a

porcentagem de incorporacao.
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3.12 Determinacao do diametro médio das vesiculas

O diametro médio das vesiculas foi determinado por espalhamento de
luz dindmico, empregando-se o equipamento Beckman Coulter (modelo N5
Submicron Particle Size Analyser), com cubetas de 1 cm de passo 6ptico.

As amostras foram previamente filtradas (Millipor filter 0,8 ym) e diluidas
de modo a se obter uma intensidade dentro da faixa requerida pelo aparelho. O
valor apresentado é a média de 5 medidas realizadas a temperatura ambiente.

Nos experimentos de espalhamento de luz dindmico, o diametro médio é
determinado a partir do coeficiente de difusdo (D) das vesiculas quando estas
se movem ao acaso devido ao movimento Browniano.

A intensidade de luz espalhada € modulada através do movimento
Brawniano das vesiculas que se difundem resultando na ampliacdo da largura
da linha do laser (efeito Doppler). Pelo exame da amplitude espectral da luz
espalhada, o tamanho da vesicula pode ser calculado (Santos e Castanho,
1996).

A estabilidade dos lipossomos, bem como dos proteolipossomos
preparados, foi acompanhada através de medidas de espalhamento de luz

dindmico, por um periodo de até 10 dias.

3.13 Determinacado dos dados cinéticos

Os parametros cinéticos de hidrélise dos substratos pela TNAP, obtidos
nas diferentes condicbes experimentais: Kps (constante de dissociacéo
aparente), n (coeficiente de Hill) e Vs foram calculados empregando-se o
programa SigrafW desenvolvido por Leone e colaboradores (Leone et al.,
2005). Os resultados foram apresentados como a média de determinacées em
triplicata, de 3 preparacbes diferentes, as quais foram consideradas

estatisticamente significativas quando P < 0,05.

3.14 Ensaios de Mineralizacao.

O ensaio de mineralizagéo foi realizado como descrito previamente por

Genge (Genge et al., 2007) e adaptado por Simao (Simao et al., 2013).
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Resumidamente, a solucdo de fosfatidilserina (PS) foi preparada por secagem
de 1,25 mg do lipidio em cloroférmio, sob uma atmosfera de Nitrogénio para
formar um filme, sobre a parte inferior de um tubo de ensaio. O filme foi
dissolvido em 2 mL de tampéao fosfato intracelular (ICP) composto por: 106,7
mM de K*, Na* 45,1 mM, 1,5 mM de Mg**, CI' 115,7 mM, 23,0 mM de Pi, HCO3
10 mM, SO,* 1,5 mM e 3,1 mM N3, pH 7,2, sonicadas durante 2 minutos a
25°C para formar uma emulsdo homogénea de vesiculas unilamelares. A
Propagacdo da formac&do mineral foi avaliada na presenca de complexos de
nucleacédo sintéticos feitas tanto de fosfato de calcio amorfo (ACP) sozinho ou
combinado com PS (PS-CPLX). Foi feita a mistura de 1 mL da solucéo
preparada anteriormente com PS com 17,5 uL de CaCl, 100 mM e 1,6 mL de
tampéo de ICP. Esta solucdo foi homogeneizada e centrifugada durante 5
minutos a 15.000 x g. O sedimento foi ressuspenso em 1 ml de tampéao Tris
16,5 mM HCI, pH 8, sonicadas durante 30 segundos para obter a suspensao
uniforme. Ao mesmo tempo, outro tampao foi preparado, cartilagem sintética
linfa Tamp&o recipiente (SCL) contendo Ca’* mM e ATP 1 mM, como uma
fonte de substrato, 104,5 mM de Na®, CI' 133,5 mM, sacarose 63,5 mM, 16,5
mM Tris, 12,7 mM de K", a glucose 5,55 mM, 1,83 mM de HCO3 e 0,57 mM de
Mg®*. Finalmente, os ensaios de mineralizacdo foram realizados num volume
final de 280 pL (em microplaca de 96 pocgos), onde os diferentes
lipossomos/proteolipossomos (14 uL) foram incubados com 140 tampé&o puL de
SCL, 21 uL de suspensédo de PS-CPLX e 14 uL de tampéo 16,5 mM Tris-HCI,
pH 8 e homogeneizados durante 10 segundos. A propagacdo do mineral foi
quantificacdo pela turbidez (absorbéancia a 340 nm) apos 48 h de incubacéo a
37 °C utilizando um Molecular Devices leitor de Microplacas M3. Cada amostra
foi realizada em triplicata e os lipossomos foram utilizados como controles. Os
resultados foram normalizados com concentracdo de proteina de
proteolipossomos de cada amostra, pois obteve-se valores diferentes para a

incorporacao TNAP em cada tipo de proteolipossomos.
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3.15 Espectrofotometria ultravioleta-visivel acoplado a anélise de tenséao

superficial

A técnica foi padronizada segundo (Andrade et al., 2016). Primeiramente
foram feitos testes com a técnica como podem ser observados nas Figuras 6
(gota pendente), os resultados sdo referentes aos valores de absorbéancia
utilizados para determinar a atividade especifica da enzima TNAP por Druv-
ADSA.

O experimento de espectrofotometria ultravioleta-visivel acoplado a
andlise de tensdo superficial (y) e associado fibra éptica reflexdo (Ocean
Optics) estava concentrada proximo (cerca de 2-3 mm) da a superficie lateral
de uma gota pendente (Volumes entre 10 e 12 pl) com o auxilio de um
tensibmetro automatico OCA-20 (DATAPHYSICS). A fibra foi acoplada a uma
fonte de luz de deutério/halogéneo (DH-2000-Bal Oceano Optica®) e um
espectrometro (Ocean Optics RH 2000). Os espectros foram registrados
através da andlise ultravioleta-visivel de reflectancia difusa (Druv) e os valores
(y) foram obtidos através da analise da forma da gota assimétrico (ADSA).

Para a andlise de cinética enzimatica, as gotas foram formadas
utilizando uma solucdo aquosa 70 mM de Ampol, pH 10,0, 10 mM de pNPP, e
2 mM de MgCI%. A atividade enzimética foi monitorada através das mudancas
na intensidade da banda de absorcdo UV-vis em torno de 410 nm, atribuido a
formacdao de p-nitrofenolato.

A atividade enzimética especifica foi determinada usando um fator de
correcdo correspondente a inclinagcdo dos valores linear de absorvancia como
uma funcédo dependente da concentracdo de PNP" (DRUV). Para este fim, o
meio de reagao contendo pNPP foi incubado numa cubeta com comprimento
optico de 1 cm contendo 0,528 ug de TNAP. Os espectros de UV-Vis do
produto (PNP") foram calculados em funcédo de tempo. Apds 5 minutos, esta
mesma solugéo foi transferida para o aparelho Druv-ADSA, e 0s espectros
também foram registrados. A lei de Lambert-Beer aplicado a abordagem
tradicional forneceu as concentracdes de ions p-nitrofenolato, em seguida, uma
relacdo com os valores de absorbancia da medicao de reflectancia difusa. A
atividade especifica foi expressa como uma unidade (U= nmol de PNP por

minuto) por massa (mg) de TNAP.
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A atividade enzimatica e y foram determinadas simultaneamente apoés a
injecdo de 0,5 pL da TNAP ug.mL™ solucdo de 26,4 pL (na auséncia de
polidocanol) na gota. A atividade enzimatica foi determinada também na
presenca de fosfolipidios como descrito a seguir. As monocamadas foram
formadas por injecdo de alguns microlitros de uma solucdo de cloroférmico
(concentracao final de 1 mM tensoativo) dentro da gota. Em seguida, 0,2 uL de
uma solugéo 42,7 pg.mL-1 TNAP foi injetado no interior da gota, e mudangas
no UV-vis espectros foram registrados simultaneamente com as mudangas na
y. Os dados séo os + médios relatados como S.D. de triplicar as medi¢Ges de

diferentes preparacoes da gota.

3.16 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).

Os estudos de calorimetria foram realizados empregando-se o0s
equipamento N-DSC II: Differential Scanning Calorimeter (Calorimetry Sciences
Corporation). As amostras e a referencia (tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2mM) foram previamente deaeradas antes de serem
submetidos & analise (300 puL de cada). Realizaram-se varreduras de
temperatura de 10 °C a 90 °C, com velocidade de aquecimento de 0,5 °C/min,
bem como varreduras de 10°C a 90°C, com velocidade de resfriamento de 0,5
°C/min.

Durante a transi¢cdo, a temperatura da amostra permanece constante,
enquanto que a da referencia continua aumentado. O calorimetro registra uma
variagcao de temperatura que é convertida em diferencia de potencia (AP). os
dados de potencia (UW) séo transformados em capacidade calorifica molar,
possibilitando a determinacdo dos valores de temperatura critica de transicao
(Tc), cooperatividade (Ati2) e variagdo de entalpia (AH). as analises de
deconvolucédo, realizadas para se obter uma melhor resolucdo de picos
distintos que podem aparecer em uma mesma corrida, foram realizados

utilizando-se o programa Origin, versao 8.0 (Bolean et al., 2010; 2011).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao biofisica por DSC de lipossomos e proteolipossomos

Realizamos estudos de lipossomos e proteolipossomos constituidos por
diferentes misturas lipidicas representadas sempre em mol%, a saber. DPPC,
DPPC:Chol (90:10), DPPC:SM (90:10), DPPC:Chol:SM (80:10:10), DMPC,
DMPC:Chol (90:10), DMPC:SM (90:10), DMPC:Chol:SM (80:10:10). Estes
foram avaliados por DSC e os termogramas resultantes sdo apresentados na
figura 5. Faremos primeiro uma abordagem das caracteristicas dos lipossomos
e na sequencia dos proteolipossomos. Todos o0s termogramas foram
analisados por deconvolucdo para melhor resolucdo dos picos distintos
existentes em cada caso.

Os didmetros médios s@o consistentes com a membrana usada no
meétodo de extrusdo (~100 nm) e baixos valores de IP foram obtidos para todas
as amostras de lipossomos e proteolipossomos analisados (Tabela 3).

Como mostrado na Figura 7, os lipossomos de DPPC:Chol (90:10) mol%
sofrem segregacdo de fase lateral, com a formacdo de dominios ricos em
colesterol (Tc =41,3 °C) e dominios pobres em colesterol (~Tc = 40,0 °C) na
membrana, de acordo com estudos anteriores (Bolean et al., 2010), o0 mesmo
comportamento pode ser observado quando substituimos o DPPC por DMPC,
a presenca do colesterol.
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Figura 7: Termogramas, para determinacdo da capacidade calorifica, Cp (kcal.K-
1.mol-1) em funcao da temperatura (°C) das vesiculas (10 mg/mL): lipossomo
(Preto) e proteolipossomo (Vermelho) composi¢bes (A): DPPC; (B): DPPC:Chol
(90:10) mol%,; (C): DMPC e (D): DMPC:Chol (90:10) mol%.

Quando comparamos a estrutura dos fosfolipidios DPPC e DMPC
podem observar que a Unica diferenga é o comprimento da cadeia acila, 16 e
14 carbonos, respectivamente (Bayerl et al., 1989). Observar-se que esta
diferenca causa uma diminuicao significativa de Tc (DPPC, 40,9 para DMPC
23,8 °C) (Castillo et al.,, 2013) como pode ser observado nos dados
apresentados na Tabela X. Este aumento tende a melhorar o empacotamento
lateral de moléculas dentro da membrana devido ao maior numero de
interacbes de van der Waals entre os carbonos das cadeias (Morini et al.,
2015).
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Figura 8: Termogramas, para determinacdo da capacidade calorifica, Cp (kcal.K-
1.mol-1) em fungdo da temperatura (°C) das vesiculas (10 mg/mL): lipossomo
(Preto) e proteolipossomo (Vermelho) composi¢cdes (A): DPPC:SM (90:10); (B):
DPPC:Chol:SM (80:10:10); (C): DMPC:SM (90:10) e (D): DMPC:Chol:SM (80:10:10)
mol% .

A insercdo da Esfingomielina (SM) nas misturas com DPPC:Chol
proporcionou um consideravel alargamento dos picos, como mostrado na
Figura 8, aumentando os valores Aty; (Tabela 2), evidenciando uma diminuicéo
na cooperatividade de transicdo de fase. Além disso, no termograma podemos
observar que o pico principal € o correspondente ao Tc, possivelmente
relacionado a pré-transicdo do SM ou do DPPC. A entalpia total (8,30
kcal.mol™) da formulacdo DPPC:Chol:SM (90:10:10) mol% aumentou em

relacdo ao DPPC:Chol (90:10) mol% (6.76 kcal.mol™). Este efeito pode ser
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explicado pela geometria da molécula de SM, capaz de estabilizar a membrana
através das pontes de hidrogénio e interagcbes entre as cadeias de
hidrocarbonetos, afetando o comportamento da membrana (Snyder e Freire,
1980; Needham e Nunn, 1990; Li et al., 2001). A compressibilidade das
membranas contendo SM/Chol foi de fato muito maior do que nas membranas
constituidas por DPPC com igual concentracédo de colesterol (Snyder e Freire,
1980; Needham e Nunn, 1990). Além disso, a permeabilidade a agua foi menor
em SM/Chol do que em DPPC/Chol, indicando a formag¢ao de um agrupamento
mais resistente.

A membrana natural contém SM, normalmente é constituida por uma
mistura de hidrocarbonetos com larguras e comprimento diferentes (podendo
haver 16 a 24 carbonos), devido a sua estrutura de esfingosina, um &cido graxo
é ligado via ligacdo amida e ocupa uma area maior do que em fosfolipidios
(Barenholz, 2002). A composicdo da cadeia de hidrocarbonetos da SM varia
entre os tecidos, no entanto, a presenca de cadeias excepcionalmente longas é
comum, dando a molécula uma assimetria natural. PCs normalmente tém
cadeias de hidrocarbonetos moderadamente longas (14 e 16 carbonos, miristoil
e palmitoil, respectivamente) (Merrill et al., 1997).

A TNAP foi incorporada aos lipossomos formando os proteolipossomos
com misturas de lipidios (binario e ternario). No termograma o proteolipossomo
constituido por DPPC:Chol (90:10) mol% (Figura 7) pode ser notada a
segregacao da fase lateral. Este mesmo perfil foi detectado para lipossomos
com a mesma composi¢ao, prova que a enzima nado é capaz de influenciar o
perfil calorimétrico desta composi¢do lipidica; entretanto, os parametros
termodinamicos séo significativamente alterados. Comparando os valores dos
lipossomos (termogramas em preto) com os parametros dos proteolipossomos
(termogramas em vermelho) da Tabela 2, H& uma diminui¢gdo no AH pode a ser
observado, demonstrando o quanto a enzima pode fluidificar o microambiente
lipidico.

Os valores de Tc ndo foram alterados significativamente. Em relacéo a
cooperatividade (Tabela 2), pode-se notar que o primeiro pico centrado a 40 °C
se torna um pouco mais amplo, no entanto, o segundo pico centrado a 42 °C
torna-se um pouco mais cooperativo. O mesmo comportamento pode ser

observado para lipossomos compostos por DMPC, no qual a temperatura de
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transicéo apresentou o pico centrado em de 23 °C, porém em torno de 19 °C se
encontra o primeiro pico mais amplo. A reconstituicdo da TNAP em lipossomos
constituidos de DPPC:Chol (90:10) mol% e DMPC:Chol (90:10) mol%
resultaram em uma incorporacdo de 61,2% e 89,5 da atividade catalitica,
respectivamente.

Na Figura 8 os perfis de termogramas para 0s proteolipossomos
ternarios constituidos por DPPC:Chol:SM (80:10:10) mol% e DMPC:Chol:SM
(80:10:10) mol%, respectivamente, podem ser observados.No primeiro caso
(misturas com DPPC), vemos que, na presenca da enzima, o pico referente a
pré-transicdo é eliminado. No segundo caso (misturas com DMPC), o perfil
permanece muito semelhante quando comparado ao lipossomo de mesma
composicdo, no entanto, a distingdo de pico € mais evidente quando a enzima
esta presente.

Comparando os parametros termodinamicos, podemos inferir que a
presenca da enzima fluidifica a membrana lipidica, pois h4 um decréscimo nos
valores de AH dos proteolipossomos em comparagao com os lipossomos.

A reconstituicdo de TNAP em lipossomos DPPC:Chol:SM (80:10:10)
mol% originou uma incorporacdo de cerca de ~50% da atividade enzimatica,
demonstrando que a presenca de SM dificulta a incorporagdo da enzima
quando comparado ao valores obtidos para os proteolipossomos na presenca
de colesterol (Milhiet et al., 2002).

Tabela 2: Parametros termodinamicos de lipossomos (10 mg/mL)
constituidos por DPPC, DMPC, Chol, SM com diferentes proporcdes
molares.

Parametros Composi¢éo
Termodindmicos

DPPC  DPPC:Chol DPPC:SM DPPC:Chol DMPC DMPC:Chol DMPC:SM DMPC:Chol:

:SM SM
Mol% (90:10) (90:10) (80:10:10) (90:10) (90:10) (80:10:10)
AH (Kcal.mol™) 8,33+0,1 6,76+0,2  8,3+0,2 5,51+0,1 5,48%+0,3 2,68+0,1 5,07+0,1 3,09+0,2
TC (°C) 40,9+0,4 41,3+0,1 40,5+0,3 39,8+0,2  23,840,2 23,3+0,3 24,60,1 23,5+0,4
T1/2 (°C) 1,08+0,1 1,62+0,3 1,24+0,1 2,89+0,4 0,98+0,1 2,04+0,2 2,03%0,3 1,83%0,2
AH (Kcal.mol™) 2,67+0,2 1,76x0,1 2,05+0,1 2,21+0,1 0,87+0,1 0,86+0,1 1,4 +0,1 1,1+0,1
TC (°C) 41,3+0,2 40,8+0,1 40,9+0,3 39,9+0,4 23,3+0,1 23,3+0,1 24,4+0,2 23,7+0,1
T1/2 (°C) 1,12+0,1 1,18+0,3 1,46+0,5 4,48t0,3 3,22+0,4 3,1+0,3 1,82+0,4 2,91+0,2
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4.2 Caracterizagdes biofisicas da TNAP incorporada em lipossomos.

Na reconstituicdo da TNAP em lipossomos estudados (ver Tabela 3), os
melhores resultados de incorporacdo foram obtidos empregando apenas
DPPC, como unico componente. Este lipideo proporcionou incorporacdo de
cerca de 85% da atividade enzimatica e a concentracdo de proteina
incorporada foi de 0,149 ug/mL. Para a incorporacdo em lipossomos contendo
DOPC, os lipossomos constituidos de DOPC:Chol (64:36) mol%
proporcionaram maxima incorporagdo da atividade da enzima (cerca de 58%)
que representa uma incorporagcao de 0,102 ug/mL de proteina. De todos os
proteolipossomos a composicdo DMPC:SM (90:10) mol% foi a que obteve
melhor porcentagem de incorporacao cerca de 98% da atividade PNPPase.

E importante salientar que para o a incorporacdo da proteina em
lipossomos compostos por DOPC e DMPC foram mantidas as mesmas
proporc¢des ja padronizadas para lipossomos constituidos por DPPC.

O processo de incorporacao da TNAP é tempo dependente e tem uma
velocidade de inser¢cdo grande no inicio até aproximadamente 40 minutos,
atingindo aproximadamente 70%, seguindo uma curva do tipo hiperbdlica.
Resultados semelhantes de incorporacdo foram obtidos por Camolezi e
colaboradores (Camolezi et al., 2002) na reconstituicdo da TNAP de placas
0sseas em lipossomos constituidos por DPPC, e por Bolean e colaboradores,
(Bolean et al., 2010) na reconstituichio da TNAP obtida de cultivos de
osteoblastos em lipossomos constituidos de DPPC e Chol.

A caracterizacdo biofisica e cinética dos proteolipossomos constituidos
por DPPC, DOPC com diferentes esterois foram publicados no artigo Favarin e
colaboradores (Favarin et al., 2017).

Os diametros médios de vesiculas formadas pelos lipossomos e
proteolipossomos foram avaliados empregando-se a técnica de espalhamento

de luz dindmico.
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Tabela 3: Diametro médio dos lipossomos e proteolipossomos
preparados com diferentes propor¢cbes de lipideos e porcentagem de
incorporacdo da TNAP.

Lipossomo Proteolipossomo

Composicéo de Diametro Diametro Proteina

Lipossomo (nm) (nm) (ng/mL) Incorporagéo
(% mol) (%)
DPPC* 148,5+£0,2 164,3+£0,1 0,149 + 0,001 84,8
DPPC:Chol (90:10) * 141.3+£0,3 166,1 +£0,8 0,108 + 0,002 61,2
DPPC:Chol (75:25) * 152,4+0,1 175,4+£0,1 0,101 + 0,002 57,3
DPPC:Chol (64:36) * 154,3+£0,2 175,3+£0,3 0,087 + 0,003 49,4
DPPC:AChol (64:36) * 122,2+0,1 160,3+£0,1 0,074 + 0,002 42,0
DPPC:Ergo (64:36) * 151,5+0,2 162,0£0,3 0,072 + 0,001 40,0
DPPC:SM (90:10) 1446 £ 0,4 150,4+0,8 0,100 + 0,005 57,4
DPPC:Chol:SM (80:10:10) 140,9 £ 0,2 154,5+0,7 0,071 + 0,003 40,7
DOPC* 1925+0,1 2143+0,1 0,078 + 0,001 44,5
DOPC:Chol (90:10) * 161,3+0,2 188,1 +£0,2 0,058 + 0,002 33,1
DOPC:Chol (75:25) * 184,3+0,1 199,4+0,1 0,072 + 0,002 41,1
DOPC:Chol (64:36) * 174,3+£0,3 274,3+0,3 0,102 + 0,003 58,1
DOPC:AChol (64:36) * 1316 £0,1 142,1+0,2 0,090 + 0,001 51,2
DOPC:Ergo (64:36) * 183,4+0,2 198,2 £0,2 0,073 £ 0,002 41,5
DMPC 135,8 £ 0,2 145,3+0,2 0,114 + 0,001 65,3
DMPC:Chol (90:10) 139,5+0,3 167,5+0,3 0,156 + 0,003 89,5
DMPC:Chol (75:25) 141,4+0,4 154,3 £ 0,7 0,107 + 0,006 61,6
DMPC:Chol (64:36) 143,3+£0,2 149,4+£0,8 0,100 + 0,001 57,1
DMPC:AChol (64:36) 149,1 + 0,7 163,2+0,9 0,085 + 0,003 48,3
DMPC:Ergo (64:36) 155,2 £ 0,2 166,4 £ 0,2 0,056 = 0,004 41,9
DMPC:SM (90:10) 134,2+0,4 138,6 £0,1 0,172 £ 0,002 98,6
DMPC:Chol:SM (80:10:10) 1452+ 0,5 150,6 £0,7 0,134 £ 0,004 76,8

*Dados Publicados por Favarin e colaboradores. (Favarin et al., 2017)

Os resultados obtidos estdo também expressos na Tabela 3 e revelaram
vesiculas com diametro médio entre 160 e 180 nm condizentes com 0
esperado para o DPPC e DPPC:Chol obtidos pela técnica de extrusdo. Cabe
destacar aqui que os sistemas apresentaram dimensdes similares aos descrito
por Bolean e colaboradores. (Bolean et al., 2010)

Uma observacédo importante a ser documentada € um pequeno aumento
do diametro médio dos lipossomos (148,5 a 154,3 nm) com o aumento da
concentragcdo de Chol que ocorre concomitante com a diminuigdo na

incorporacdo da TNAP (0,149 para 0,087 pg/mL). No entanto, ndo é possivel
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afirmar se apenas a curvatura das vesiculas pode influenciar na incorporacéo
da TNAP, ou o proprio colesterol é o responsavel pela diminuicdo da
incorporacao (Sesana et al., 2008; Bolean et al., 2010).

Os proteolipossomos contendo DOPC, apresentaram diametros meédios
para vesiculas de DOPC, DOPC:Chol (90:10) mol%, DOPC:Chol (75:25) mol%
e DOPC.:C (64:36) mol% de 214,3; 188,1; 199,4 e 274,3 nm, respectivamente.
Também notamos que com o aumento da concentracdo de Chol ocorre o
aumento na incorporacao da TNAP (0,078 para 0,102 pg/mL), diferentemente
do que foi constatado quando o DPPC foi empregado (Tabela 3). Este efeito é
ocasionado, pois a TNAP aparentemente incorpora mais facilmente em
dominios mais compactos e isso no caso do DOPC ocorre quando se adiciona
Chol.

Pode-se notar também observando a Tabela 3 que, lipossomos
constituidos por AChol e Ergo ndo apresentaram alteracdo significante nos
didmetros médios, podendo ser comparados com as formulacbes com Chol,
tanto para DPPC quanto para DOPC como fosfolipidio majoritario.

Com relacdo ao DMPC, podemos notar que o aumento a concentracao
de colesterol ocasiona um aumento na incorporacao da TNAP, principalmente
quando a concentracao de colesterol € 10 mol%, ja para outras concentracdes
os valores de incorporagdo ndo variam significativamente, com excecao aos
diferentes esterdis (Ergosterol e Colestenona).

Cabe destacar que, para todos os sistemas lipidicos estudados pela
técnica de espalhamento dinamico, foram encontrados valores de polidispersao
menores que <0,3, sugerindo que séo preparacdes bastante homogéneas.

Podemos também estimar a relacdo molar proteina:lipidio, em torno de
~1:14.000 para os lipossomos de DPPC, enquanto que ocorre um diminuicéo
na relacdo proteina:lipidio chegando a ~1:20.000 com o aumento da
concentracdo de Chol (64:36) mol%. Para lipossomos de DOPC foi cerca de
1:21.000 para o DOPC sozinho, e de ~1:17.000 para o sistema de DOPC com
36% de Chol. Com relacdo ao DMPC estimou-se uma relacdo de ~1:10.000.

Valores de propor¢des proteina-lipideo em diferentes reconstituicoes de
proteinas descritos na literatura sdo muito amplos, variando de 1:200 até
1:20.000 (Sesana et al., 2008; Bolean et al., 2010; 2011).
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4.3 Caracterizagfes Cinéticas da TNAP em lipossomos contendo
DPPC e esterais.

Estudos tém demonstrado a importancia da hidrélise de ATP e PP;, pela
fosfatase alcalina de diferentes tecidos 6sseos e cartilaginosos. Acredita-se
que especialmente a atividade ATPase e PPjase estejam envolvidas na
remocao de inibidores de formacdo de minerais, fornecendo fosfato para o
mineral nascente, bem como mantendo uma relacdo Pi/PP;, importante para a
regulacdo do processo de mineralizagcdo (Cyboron e Wuthier, 1981; Meyer,
1984; Hsu e Anderson, 1986; Leone et al., 1997; Simao et al., 2010b; Millan,
2013). Segundo (Hoylaerts et al., 1997; Millan, 2006) quando nos referimos as
concentracdes fisiologicas dos substratos na mineralizacdo podemos citar AMP
0,3 mM, ATP 22 mM e PPi 0,5 mM.

Uma vez reconstituida a TNAP em misturas lipidicas formadas por
DPPC e DPPC:Chol (em diferentes propor¢des) foram realizados experimentos
de cinética enzimatica utilizando os substratos ATP e PP; no intuito de
conhecer os parametros cinéticos como padrdo de comparacao para os demais
formulacdes estudadas.

Assim, foi verificado o efeito do microambiente lipidico em pH 7,4
condizente com o pH fisiolégico (Simao et al., 2013). Embora as eficiéncias
cataliticas em geral foram maiores em pH alcalino, a hidrélise de PP; foi maior a
8 diferente do ATP.
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Figura 9: Efeito da concentracao de ATP (A) e do PP; (B) na atividade enzimatica
da TNAP reconstituida em lipossomos compostos por DPPC em diferentes
concentragoes de Chol: (m) 0; (e) 10; (A) e 25 (V) 36 mol%. Insercgao:
Representacdo de Hill para a interacdo de ATP e PP; com a enzima,
respectivamente.

Através da Figura 9A pode-se observar que, independentemente da
presenca de Chol, o ATP exibe uma Unica curva de saturacdo para as
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composicdes lipidicas estudadas. O valor de Kg 5 diminui gradativamente com o
aumento da concentracao de Chol.

Observa-se também uma reducdo nos valores de cooperatividade
qguando adicionado Chol ao sistema passando de 3,4 para o proteolipossomo
contendo apenas DPPC, para 1,9 para o proteolipossomo com concentracao
de Chol igual a 10 mol% (Tabela 4).

Os valores de Vpysx aumentaram (de 910 para 1405,3 U/mg) com o
incremento da concentracdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos
uma diminuicdo para 732,8 U/mg, quando comparado com o sistema contendo
apenas DPPC (Tabela 4).

Com relacdo a eficiéncia catalitica da TNAP reconstituida em
proteolipossomos constituidos de DPPC, foram obtidos valores (5,7x10*> M™*.s™)
muito similares aos proteolipossomos compostos por DPPC:Chol 10 e 25 mol%
(5,3x10° e 1,5x10° M™.s? respectivamente). Porém, proteolipossomos
composto por DPPC:Chol (64:36) mol% tiveram um aumento de 2x em relagéo
ao lipossomo de DPPC obtendo o valor de 1,8x10° M*.s* (Tabela 2) para a
eficiéncia catalitica.

A velocidade de hidrélise de PP; da TNAP reconstituida em lipossomos
de DPPC, DPPC:Chol em proporc¢des variando de 10 a 36 mol% € mostrada na
Figuras 9B. Pode-se observar que o PP;, assim como o ATP exibe uma unica
curva de saturacéo para os proteolipossomos estudados.

O valor de Kps para proteolipossomos decresce com 0 aumento da
concentracdo de Chol, indicando que nessa faixa de concentracéo a afinidade
entre a enzima e o substrato aumenta (Tabela 4). Também, observou-se um
aumento nos valores de cooperatividade que passam de 1,0 de
proteolipossomos de DPPC, para 1,3 para o proteolipossomos com maior
concentracdo de Chol.

Os valores de Vnax aumentaram (de 542,2 para 880,1 U/mg) com o
incremento da concentragao de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos
uma diminuicdo (indo para 510,8 U/mg), quando comparado com as

formulacdes contendo apenas DPPC.
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Com relacdo a eficiéncia catalitica da Fosfatase alcalina reconstituida
em proteolipossomos de DPPC foi obtido valor de 1,5x10° M.s™ muito abaixo
do que os valores obtidos para proteolipossomos constituidos por DPPC:Chol
(90:10), (75:25) e (64:36) mol% (1,9x10% 3,5x10° e 3,3x10° Mts?,
respectivamente), indicando um aumento de atividade catalitica do PP;, na

presenca de Chol.
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Figura 10: Efeito da concentracdo de ATP (A) e o PP; (B) na atividade enzimatica
da TNAP reconstituida em lipossomos compostos de DPPC e por diferentes
esterdis: (m) DPPC puro; (V) DPPC:Chol (64:36 mol%); (% ) DPPC:AChol
(64:36 mol%) e (¢) DPPC:Ergo (64:36 mol%). Inserc&o: Representacdo de Hill
para ainteracdo de ATP e PP, com a enzima, respectivamente.
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Para proteolipossomos compostos por DPPC:AChol (64:36) mol%, a

hidrolise de ATP (Figura 10A) mostrou um Vpnax de 338,0 U/mg, menor do que o
obtido para o DPPC:Chol (64:36) mol% (1244,1 U/mg), mas muito semelhante
ao observado para a DPPC:Ergo (64:36) mol% (412,7 U/mg).

O valor Ky 5 para DPPC:AChol (64:36 mol% foi de 0,25 mM, resultando

em uma maior afinidade para o ATP, se comparado a proteolipossomos
constituido de DPPC:Chol (64:36) mol% (1,38 mM) e DPPC:Ergo (64:36) mol%
(0,84 mM).Com relacdo a hidrolise de PP; (Figura 10B), todos os

proteoliposomos revelaram valores muito semelhantes Vimax, Kos € Keat/Ko s.

Tabela 4: Parametros cinéticos obtidos pela hidrélise de ATP ou PP; pela
TNAP reconstituida em lipossomos constituidos de DPPC com diferentes
proporcdes de esterois.

Substratos Proteolipossomos
Parametros DPPC DPPC:Chol DPPC:Chol DPPC:Chol DPPC:AChol DPPC:Ergo
Cinéticos 10% 25% 36% 36% 36%
Vimax (U/mQ) 910,0 =
10,6 732,8+15,3 14053+12,0 1244,1+9,7 338+3,4 412, 7+5,1
ATP Kos (MM) 3,18+0,02 2,75+0,06 1,82+004 1,38+0,01 0,25+0,09 0,84+0,01
N 34+001 1,9+0,07 2,5+ 0,01 2,9+0,01 140,01 1,3+0,01
KealKos (Mt.s™)  5,7x10° 5,3x10° 1,54x10° 1,8x10° 2,7x103 1x103
Vmax (U/MQ) 542,2+12,8 510,8+9,1 880,1+7,3 740,3+4,7 709,1+89 58381+5,2
PPi Ko,5 (MM) 0,71+0,01 055+0,02 05+0,08 0,45+0,06 0,2+004 0,96+0,01
N 1+ 0,06 1,1+0,01 1,2+ 0,02 1,3+0,04 1,7+0,07 1,4 + 0,09
KealKos M*s™)  1,5x10° 1,9x10° 3,5x10° 3,3x10° 6,9x103 1,2x103

Podemos notar, observando a Tabela 4, que para o substrato PP; a

enzima apresenta um valor de Kqs menor nos proteolipossomos de DPPC do

gue quando o substrato ATP, sugerindo que o PP; pode ser hidrolisado

preferencialmente quando em um microambiente onde todos os substratos

estivessem disponiveis. Mas esta hipétese precisara ser testada, pois um

substrato poderia competir com 0 outro e resultar na inibicdo da atividade de

fosfomonoidrolase e, consequentemente, reduzir a quantidade de fosfato

produzido.

Os parametros cinéticos mostrados na Tabela 4 sdo similares aos

relatados por Sim&o e colaboradores (Simao et al., 2010b) em relacdo a

proteolipossomos compostos pelos mesmos lipidios, quando a TNAP obtida de

medula 6ssea de ratos foi usada.
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Cabe ressaltar que a Vmax de hidrdlise para os substratos ATP e PP;
foram menores para todos os proteoliposomos estudados quando o Chol esta
presente em uma propor¢ao molar de 10%.

Nas condi¢des experimentais (37 °C), o lipossomo de DPPC estava ha
fase gel (Ronzon et al., 2002). De acordo com o diagrama de fases da mistura
binaria de DPPC:Chol, DPPC:Chol com fragcbes molares de Chol em torno de
36 mol% sao geralmente consideradas na fase liquido ordenada (Lo) (Caseli et
al., 2008b; Mills et al., 2008). Ergo também promove a formacdo da fase Lo
(Smondyrev e Berkowitz, 2001b), mas o Achol desencadeia coexisténcia de
transicao fase sdlida e liquida (Nes et al., 1978; Wu et al., 2002).

A presenca de esterdis induziu maior eficiéncia catalitica da TNAP
durante a hidrélise de ATP e de PP; em comparagdo com o proteolipossomo
DPPC (a excecédo foi o proteolipossomo DPPC:Ergo (64:36) mol% para a
hidrolise de PP;). Entre os esterdis, o Achol provocou a coexisténcia de fases
sélido-liquido e maiores eficiéncias cataliticas para ambos os substratos. Esses
resultados sugerem que a transicdo de fase da monocamada (Caseli et al.,
2005a) e da bicamada, no presente trabalho, podem ser determinantes nos
parametros cinéticos do TNAP.

Na literatura ha muitos relatos de proteinas ancoradas pela GPl em
lipossomos, a fim de entender efeitos dos diferentes microambientes. (Wuthier
et al., 1985b; Camolezi et al., 2002; Genge et al., 2007; Simao et al., 2007;
Kiffer-Moreira et al., 2014). Quando o DPPC é utilizado como componente
principal nas bicamadas lipidicas a presenca de colesterol aumentou a
atividade da TNAP.

4.4  Caracterizagbes Cinéticas da TNAP em lipossomos contendo
DOPC e esterois.

Apbés a reconstituicdo da TNAP em microambientes lipidicos formados
por DOPC e DOPC:Chol (em diferentes proporcdes) foram realizados
experimentos com o objetivo de caracterizar a cinética de hidrélise do ATP e do
PP:.
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Figura 11: Efeito da concentracdo de ATP (A) e do PP; (B) na atividade
enzimatica da TNAP reconstituida em lipossomos compostos por DOPC em
diferentes concentragcdes de Chol: (m) 0; (e) 10; (A) e 25 (V) 36 mol%. Insergao:
Representagcdo de Hill para a interagcdo de ATP e PP; com a enzima,
respectivamente.
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Pode-se observar que, na presenca de Chol, o ATP (Figura 11A) exibe
uma unica curva de saturacdo para os proteolipossomos estudados. Os valores
de Kos sdo menores para vesiculas com 10 e 36 mol% de Chol, em relacdo
aos proteolipossomos na auséncia de Chol e a presenga do Chol na
concentracdo de (75:25 mol%), respectivamente), como apresentado na Tabela
2.

Observa-se também uma reducdo nos valores de cooperatividade
quando adicionado Chol, passando de 1,4 para o proteolipossomo contendo
apenas DOPC (Tabela 3), para 0,7 para o proteolipossomo com concentracao
de Chol de 10 mol%.

Os valores de Vs diminuiram (de 453,5 para 221,75 U/mg) com o
incremento da concentragcdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DOPC:Chol (90:10) mol% obtivemos
uma menor diminuicdo (para 317,8 U/mg), quando comparado com o sistema
que contém apenas DOPC.

Com relacdo a eficiéncia catalitica da enzima reconstituida em
proteolipossomos constituido por DOPC, foram obtidos valores (1,2x10%>M™*.s™)
muito parecidos com os valores obtidos para proteolipossomos compostos por
DOPC:Chol (75:25)% (8,6x10* M*.s™), porém os proteolipossomos compostos
por DOPC:Chol (90:10) mol% e DOPC:Chol (64:36) mol% apresentaram um
aumento de 3x e 10x (respectivamente) em relacdo ao lipossomo de DOPC,
com o valor de (3,6x10° e 1,0x10° M.s™), respectivamente (Tabela 5).

Os ensaios de hidrélise de PP; pela enzima reconstituida em lipossomos
de DOPC e DOPC:Chol em proporcdes variando de 10 a 36 mol% estédo
apresentados na Figura 11B.

Pode-se observar que o PP;, assim como o ATP, exibe uma Unica curva
de saturacdo para os proteolipossomos estudados. O valor de Kps para
proteolipossomos decresce com o aumento da concentracdo de Chol nos
sistemas, indicando que nessa faixa de concentracdo a afinidade entre a
enzima e o substrato aumenta (Tabela 5). Também, observou-se uma
diminuicdo nos valores de cooperatividade que passam de 1,4 para
proteolipossomos de DOPC, para 0,9 para proteolipossomos com maior
concentracdo de Chol (DOPC:Chol (64:36) mol%).
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Figura 12: Efeito da concentracao de ATP (A) e o PP; (B) na atividade enziméatica
da TNAP reconstituida em lipossomos compostos de DOPC e por diferentes
esterdis: (m) DOPC puro; (¥) DOPC:Chol (64:36 mol%); (%) DOPC:AChol (64:36
mol%) e (¢) DOPC:Ergo (64:36 mol%). Insercdo: Representacdo de Hill para a
interacdo de ATP e PP; com a enzima, respectivamente.
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Os valores de Vpax diminuiram (de 808,3 para 713,8 U/mg) com o
incremento da concentracdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DOPC:Chol (90:10) mol% obteve-se
um aumento para 1034,5 U/mg, quando comparado com os lipossomos
contendo apenas DOPC.

Os Vmax aumentaram (de 542,2 para 880,1 U/mg) com o incremento da
concentracdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas para O
proteolipossomo constituido de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos uma
diminuicdo indo para 510,8 U/mg, quando comparado com 0S
proteolipossomos contendo apenas DPPC. Com relacdo a eficiéncia catalitica
da enzima reconstituida em proteolipossomos constituido por DPPC foram
obtidos o valor de (1,5x10° M™'s™) abaixo dos valores obtidos pelo
proteolipossomos constituidos por DPPC:Chol 10, 25 e 36 mol% de 1,9x10%
3,5x10° e 3,3x10° M1.s?, respectivamente.

Para DOPC:AChol (64:36) mol%, a hidrélise de ATP (Figura 4A) mostrou
um Vmax de 860,1 U/mg, maior do que 0s outros proteolipossomos obtidos,
porém os composto por DOPC:Ergo (64:36) mol% apresentou valor
semelhante aos compostos de Chol. O valor Kgs para DOPC:AChol (64:36)
mol% foi de 1,86 mM, resultando em uma menor afinidade para o ATP, se
comparado a proteolipossomos constituido de DOPC:Chol (64:36) mol% (0,43
mM) e DOPC:Ergo (64:36) mol% (0,18 mM).

A eficiéncia catalitica das vesiculas compostas por DOPC:AChol (64:36)
mol% representaram 0 menor valor de eficiéncia se comparado com oS
proteolipossomos contendo 36 mol% da concentracéo de esterol.

Com relacdo a hidrolise de PP; (Figura 12B), para o sistema
DOPC:AChol (64:36) mol% mostrou um Vpnax de 622,0 U/mg, maior do que os
outros. O proteolipossomo composto por DOPC:Ergo (64:36) mol% apresentou
valor semelhante aos compostos por Chol. O valor Kys para DOPC:AChol
(64:36) mol% foi de 2,26 mM, resultando em uma menor afinidade para o PP;,
se comparado a proteolipossomos constituido de DOPC:Chol (64:36) mol%
(0,29 mM) e DOPC:Ergo (64:36) mol% (0,15 mM). Por fim com relagcdo a
eficiéncia catalitica o proteolipossomo contendo DOPC:AChol (64:36) mol%
apresentou uma menor eficiéncia em comparacdo com 36 mol% de Chol e

Ergo, respectivamente.
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Tabela 5: Pardmetros cinéticos obtidos pela hidrélise de ATP ou PP; pela
TNAP reconstituida em lipossomos constituidos de DOPC com diferentes
proporcdes de esterais.

Substratos Parametros Proteoliposomos
Cinéticos
DOPC DOPC:Chol DOPC:Chol DOPC:Chol DOPC:AChol DOPC:Ergo
Mol% (90:10) (75:25) (64:36) (64:36) (64:36)
Vimax (U/MQ) 4535+9,8 317,8+11,4 260,2+10,3 221,7+11,0 860,09+88 309,74+7,9
ATP Kos (MM) 7,77+0,05 1,75+0,01 6,04+003 043+0,08  1,86+0,09 0,18 + 0,02
N 1,4 +0,01 0,7+ 0,06 0,6 + 0,03 1,7+ 0,09 1,4 +0,05 1,3 + 0,02
KealKos M™*.s™)  1,2x10° 3,6 x10° 8,6 x10" 1,0 x10° 9,2x10? 3,4x103
Vimax (U/mg) 808,3+ 12,8 1034,5+12,8 580,2+12,8 713,8+12,8 622,01+12,8 186,81+128
PP, Kos (MM) 217+0,07 1,77+0,05 0,19+0,08 0,29+0,02  2,26+0,01 0,15 + 0,07
N 1,4 + 0,02 1,3+ 0,04 1,0+0,06  0,9+0,09 1,4 +0,08 1,8 + 0,04
KealKos (MEs™") 7,4 x10° 1,2 x10° 6,1 x10° 4,9 x10° 5,5x102 2,4x103

Podemos observar na Tabela X, que a hidrolise do substrato PP; pela
TNAP apresentou valor de K5 menor em relagédo aos demais estudados, esta
caracteristica foi observada também em vesiculas constituidas por DPPC e
DPPC:Chol (diferentes proporcdes), isto sugere que o PP; possa ser
hidrolisado preferencialmente quando todos os substratos poderiam estar
disponiveis. Mas esta hip6tese novamente precisard se testada, pois um
substrato poderia competir com 0 outro e resultar na inibicdo da atividade de
fosfomonohidrolase e consequentemente reduzir a quantidade de fosfato
produzido.

Cabe destacar especialmente que a velocidade maxima de hidrolise
para o0 substrato PP; foram maiores do que todos os proteoliposomos
estudados, e independente da concentragdo de Chol, a maior velocidade média
de hidrdlise foi quando estava presente uma proporcédo molar de 10 mol% de
Chol. Assim, o aumento da concentracdo de Chol nos proteolipossomos
mostrou uma diminui¢do nos valores de Vnax, para a horolise de ATP.

Assim como as lipossomos e proteolipossomos de DPPC e DPPC:Chol
com o aumento da concentracdo de Chol ocorre uma diminuicdo da entalpia,
isto é observado para a cadeia principal na transicédo de fase, liquido cristalino
e a pré transicdo some completamente quando a composicao lipidica atinge 50
mol% de Chol (Fritzsching et al., 2013). A bicamada de DPPC também exibe
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uma pré-transicdo, que desaparece completamente quando o contetudo € Chol
> 10 mol% (Bolean et al., 2010).

Quando procurado na literatura o efeito causado pelo aumento de
concentracédo de colesterol em lipossomos de DOPC podemos observar uma
diminuicdo da entalpia, porém exibem um aumento da temperatura de
transicdo de aproximadamente (~5°C), efeito contrario quando comparado com
DPPC por possuir cadeias acila saturadas (Fritzsching et al., 2013).

Os proteolipossomos contendo fosfolipidios insaturados
(proteolipossomos de DOPC) proporcionaram uma eficiéncia catalitica quatro
vezes maior na hidrélise de ATP quando comparados aos proteolipossomos de
DPPC. Os proteolipossomos DOPC propagaram a mineralizacdo mais
eficientemente que o proteolipossomo DPPC (membrana na fase gel). Este
comportamento pode ser explicado pela presenca do lipideo insaturado nos
proteolipossomos DOPC, que possui uma temperatura de transicdo de cerca
de -18 °C, e pela temperatura na qual os experimentos foram conduzidos (37
°C). Sob todas as condi¢Oes aqui estudadas, as membranas DOPC estavam
sempre na fase liquido Cristalino (La), o que proporcionou aos lipidios e ao
TNAP maior mobilidade (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011) na
membrana, impulsionando tanto a catalise quanto o processo de propagacao.
Quanto a presenca de esterdis, a eficiéncia catalitica do proteolipossomo
DOPC:Chol (64:36) mol% na hidrolise do ATP foi dez vezes maior que a
eficiéncia catalitica do proteolipossomo DOPC (de 1000 e 120 M-1s-t,
respectivamente). O mesmo comportamento foi evidente no caso dos
proteolipossomos DOPC:AChol (64:36) mol% e DOPC:Ergo (64:36) mol% (oito
e dez vezes mais eficiéncia catalitica que o proteolipossomo DOPC,
respectivamente). Além disso, mudangas no pH do microambiente lipidico em
torno do TNAP afetaram a atividade catalitica e o processo de mineralizacao
(Simao et al., 2013). Assim, a composicdo lipidica, a presenca de esterdis,
fatores termodinamicos como diminuicdo da entalpia de transicdo, perda de
pré-transicdo, a presenca de cargas superficiais das cabecas polares dos
fosfolipidios e o pH podem interferir na orientacdo/posicionamento dos sitios
cataliticos da TNAP, impactando no seu comportamento cinético e eficiéncia

catalitica.
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4.5 Caracterizacdes Cinéticas da TNAP em lipossomos contendo DMPC

e esterois.

Uma vez reconstituida a TNAP em bicamadas lipidicas formadas por
DMPC e DMPC:Chol (em diferentes proporcdes) foram realizados
experimentos de cinética enzimatica utilizando os substratos ATP e PP; no
intuito de conhecer os parametros cinéticos como padrdo de comparacédo para
os demais estudados (Cyboron e Wuthier, 1981; Meyer, 1984; Hsu e Anderson,
1986; Leone et al., 1997; Simao et al., 2010a; Millan, 2013).

Nesta linha de raciocinio, foi investigado o efeito do microambiente
lipidico na hidrdlise destes substratos.

Na Figura 13A pode-se observar que, independentemente da presenca
de Chol, o ATP e PP; exibem uma Unica curva de saturacdo para os lipidios
estudados. A afinidade catalitica diminui para protelipossomos compostos por
10 e 25 mol% de colesterol, porém quando foi usado 36 mol% de colesterol os
valores retornam ao valor inicial observado para DMPC puro.

Observa-se também pequena variacdo nos valores de cooperatividade
guando adicionado Chol ao sistema variando de 1,2 para o proteolipossomo
contendo apenas DMPC, e 1,0 para proteolipossomo com concentracdo de
Chol igual a 36 mol% (Tabela 6).

Os valores de Vmax aumentaram (de 833,4 para 1102,3 U/mg) com o
incremento da concentracdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DMPC:Chol (90:10) mol% obtivemos
uma diminuicdo para 644,9 U/mg, quando comparado com proteolipossomos
de DMPC puro (Tabela 6).
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Figura 13: Efeito da concentracdo de ATP (A) e do PP; (B) na atividade
enzimatica da TNAP reconstituida em lipossomos compostos por DMPC em
diferentes concentragoes de Chol: (m) 0; (¢) 10; (A) e 25 (V) 36 mol%. Insergao:
Representacdo de Hill para a interagdo de ATP e PP; com a enzima,
respectivamente.

Com

relacdo a eficiéencia catalitica da enzima reconstituida em

proteolipossomos constituidos de DMPC, foi foram obtidos valores (6,5x10% M°

! s) muito similares com os proteolipossomos compostos por DPPC:Chol
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(75:25) mol% e (64:36) mol% (6,0x10% e 6,5x10° M™t.s™, respectivamente).
Porém, proteolipossomos composto por DMPC:Chol (90:10) mol% tiveram uma
diminuicdo de 2x em relacdo ao lipossomo de DMPC obtendo o valor de
3,7x10°> M*.s? (Tabela 6) para a eficiéncia catalitica.

A velocidade de hidrdlise de PP; (Figura 1B) pela enzima reconstituida
em lipossomos de DMPC, DMPC:Chol em proporcdes variando de 10 a 36
mol% é mostrada na Figuras 12B.

O valor de Kps para proteolipossomos decresce com 0 aumento da
concentracdo de Chol, indicando que nessa faixa de concentracéo a afinidade
entre a enzima e o substrato aumenta (Tabela 6). Também, observou-se um
aumento nos valores de cooperatividade que passam de 1,0 de
proteolipossomos de DMPC, para 1,7 para o0 proteolipossomos com maior
concentracdo de Chol, valendo destacar que para protelipossomos com 10
mol% de colesterol o valor foi de 4,4 muito acima dos outros.

Os valores de Vmax aumentaram (de 252,9 para 570,3 U/mg) com o
incremento da concentragcdo de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas
para os proteolipossomos constituidos de DMPC:Chol (90:10) e (75:25) mol%
obtivemos uma diminuicdo (indo para 145,4 e 208,2 U/mg, respectivamente),
guando comparado com os lipossomos contendo apenas DMPC.

Com relacdo a eficiéncia catalitica da enzima reconstituida em
proteolipossomos de DMPC foi obtido valor de 2,1x10° M*.s?, os valores
obtidos para proteolipossomos constituidos por DPPC:Chol (75:25) e (64:36)
mol% (2,7x10° e 4,1x10% M™.s™, respectivamente), indicando um aumento de

atividade catalitica do PP;, na presenca de Chol.
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Figura 14: Efeito da concentracao de ATP (A) e o PP; (B) na atividade enzimatica
da TNAP reconstituida em lipossomos compostos de DMPC e por diferentes
esterdis: (m) DMPC puro; (¥) DMPC:Chol (64:36 mol%); (¢) DMPC:AChol (64:36
mol%) e (¢) DMPC:Ergo (64:36 mol%). Insercdo: Representacdo de Hill para a
interacdo de ATP e PP, com a enzima, respectivamente.

Para vesiculas compostas por DMPC:AChol (64:36) mol%, a hidrélise de

ATP (Figura 2A) mostrou um Vmax de 468,5 U/mg, menor do que o obtido para

o DMPC:Chol (64:36) mol%, (840,1 U/mg), mas muito semelhante ao
observado para a DMPC:Ergo (64:36) mol%, (408,5 U/mg).
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O valor Kos para DMPC:AChol (64:36) mol% foi de 0,3 mM, resultando
em uma maior afinidade para o ATP, se comparado a proteolipossomos
constituido de DMPC:Chol (64:36) mol% (2,5 mM) e DMPC:Ergo (64:36) mol%
(0,3 mM).

Com relacdo a eficiéncia catalitica da TNAP reconstituida em
proteolipossomos, na presenca da Colestenona e do Ergosterol os valores
foram superiores ao protelipossomos compostos por DMPC (4 e 5 vezes,
respectivamente).

Com relacdo a hidrélise de PP; (Figura 2B), todos os proteoliposomos
revelaram valores muito semelhantes Viqax, Kos. Porém quando observado os
valores de eficiéncia catalitica podemos observar que comparados ao DMPC, a
presenca da Colestenona acarretou uma diminuigéo no valor, de 2100 para 910

Mist

Tabela 6: Parametros cinéticos obtidos pela hidréolise de ATP e o PP;
TNAP reconstituido em lipossomos de diferentes propor¢cdes de DMPC e

esterois.
Substratos Parametro Proteolipossomos
Cinéticos
DMPC DPMC:Chol DMPC:Chol DMPC:Chol DMPC:AChol DMPC:Ergo
10% 25% 36% 36% 36%
Vimax (U/IMQ) 833,4+3.2 6449+55 1102,3+4.2 840,1+81 4685+6.9 4085+22
ATP Kos (MM) 25+0.01 35+0.04 3,6 £0.05 2,5+0.01 0,3+0.02 0,3+0.04
N 1,2+0.01 0,9+0.04 1,7 £0.08 2,0+£0.04 1,0 £0.03 0,2+0.04
KealKos (ME.s™)  6,5x102 3,7 x102 6,0 x102 6,5 x102 2,4 x103 2,6 X103
Vimax (U/mQ) 2529+3.2 1454+3.2 208,2+3.2 570,3+3.2 181,7 + 3.2 239,3+3.2
PP; Ko.s (MM) 0,2+0.02 0,4+£0.01 0,2+0.08 0,3+0.03 0,4+0.04 0,2+0.02
N 1,4+0.04 4,4 +0.02 1,3+0.03 1,7+ 0.06 2,0+0.04 0,2+ 0.03
KeaKos (M8 2,1 x103 7,3 x102 2,7 x103 4,1 x103 9,1 x10? 3,1 x103

Podemos notar, observando a Tabela 6, que para o substrato PP; a
enzima apresenta um valor de Kos menor nos lipossomos de DMPC que no
substrato ATP, sugerindo que o PP; pode ser hidrolisado preferencialmente
guando em um microambiente onde todos o0s substratos estivessem
disponiveis. Mas esta hipotese precisara se testada, pois um substrato poderia
competir com o outro e resultar na inibicdo da atividade de fosfomonoidrolase

e, consequentemente, reduzir a quantidade de fosfato produzido.
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Os parametros cinéticos mostrados na Tabela 6 sdo similares aos
relatados por Favarin e colaboradores (Favarin et al.,, 2017) em relacdo a
proteolipossomos compostos pelos mesmos lipidios.

Cabe ressaltar que a Vmax de hidrolise para os substratos ATP e PP;
foram menores para todos os proteoliposomos estudados quando o Chol esta

presente em uma propor¢cao de 10 mol%.

4.6 Estudo cinético de proteolipossomos contendo “rafts”.

A existéncia de microdominios € explicada principalmente pela
separacédo de fase lipidica na membrana, uma fase liquida cristalina fluida (La)
e fase liquido ordenada (Lo) rica principalmente em colesterol e esfingolipidios
(Simons e lkonen, 1997; Brown e London, 2000; Sezgin et al., 2017). Essas
interagcbes podem explicar a existéncia de certas composicoes lipidicas
resistentes a solubilizacdo por detergentes, particularmente aqueles que
contém esfingomielina, colesterol, glicoesfingolipideos e fosfolipidios (Dietrich
et al., 2001).

As MVs apresentam grandes concentracdes de Chol, SM (Wuthier e
Gore, 1977; Balcerzak et al., 2003) e &cidos graxos de cadeia mais longas
(Abdallah et al., 2014). Os condrdcitos e osteoblastos podem conter dominios
de “rafts”, este podem atuar como marcadores proteicos (Foster et al., 2003),
sugerindo que a composicao lipidica € tdo importante quanto a composicao de
proteinas no papel das MVs e subsequentemente no processo de
mineralizacdo (Bolean et al.,, 2010; 2011). Portanto, foram realizados
experimentos para entender melhor o papel dos lipidios presentes nos “rafts” e
suas interagcdes com TNAP usando DPPC, DMPC, Chol e SM como mostrado
anteriormente por calorimetria (Bolean et al., 2010) e agora também a cinética
enzimatica.

A TNAP foi reconstituida em lipossomos constituidos por DPPC puro,
DPPC:Chol (90:10), DPPC:SM (90:10), DPPC:Chol:SM (80:10:10), DMPC
puro, DMPC:Chol (90:10), DMPC:SM (90:10) e DMPC:Chol: SM (80:10:10)
mol% empregando-se a metodologia descrita anteriormente por Favarin
(Favarin et al., 2017).
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Figura 15: Efeito da concentracdo de ATP (A) e do PP; (B) na atividade
enziméatica de TNAP reconstituida em lipossomos compostos de: (m) DPPC
sozinho; (e) de DPPC:Chol (90:10); (A) DPPC:SM (90:10) e (V) DPPC:Chol:SM
(80:10:10) mol% . Insercéo: Representacdo de Hill para a interacédo de ATP e PP;
com a enzima, respectivamente.
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Figura 16: Efeito da concentracdo de ATP (A) e do PP; (B) na atividade
enzimatica de TNAP reconstituida em lipossomos compostos de (m) DMPC
sozinho; (e¢) de DMPC:Chol (90:10); (A) DMPC:SM (90:10) e (V) DMPC:Chol:SM
(80:10:10) mol% . Insercéo: Representacdo de Hill para a interagcdo de ATP e PP;
com a enzima, respectivamente.

A presenca de SM ou Chol:SM em proteolipossomos de DPPC alterou

significativamente os valores Vnax diminuindo cerca de 4 vezes em comparacao
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com DPPC puro, pela TNAP quando hidrolisou ATP, porém para

proteolipossomos de DMPC néo houve variacao significativa deste parametro.

Tabela 7: Parametros cinéticos obtidos pela hidrolise de ATP e de PP; pela
TNAP reconstituido em lipossomos de diferentes composicdes.

Substratos Proteolipossomos
Parametros DPPC DPPC:Chol (90:10) DPPC:SM (90:10) DPPC:Chol:SM
Cinéticos (80:10:10)
Vméx (U/mg) 910,0 + 10,6 732,8+15,3 191,21+ 12,3 122,77+ 10,3
ATP KQ5 (mM) 3,18 + 0,02 2,75+ 0,06 0,31+0,01 2,21+ 0,04
n 3,4 + 0,01 1,9+ 0,07 2,74 + 0,02 0,99 + 0,09
1o 2 2 2 1
KalKos M S )  57x10 5,3x10 3,5x10 1,1x10
V ax (U/MQ) 5422+12,8  510,8+9,1 772,3+3,1 368,8+ 7,1
PPi Kys (MM) 0,71 + 0,01 0,55 + 0,02 0,53+ 0,04 0,36+ 0,01
n 1,0 + 0,06 1,1+0,01 3,7+ 0,09 2,2+ 0,08
1 3 3 3 3
KoKosM 8 ) 1500 1,9x10 2,9x10 2,0x10
Substratos Proteolipossomos
Parédmetros DMPC DMPC:Chol (90:10) DMPC:SM DMPC:Chol:SM
Cinéticos (90:10) (80:10:10)
V nax (U/MO) 833,2 + 13,4 652,3+ 11,2 701,3+ 13,2 993,8+ 12,5
ATP Ky (MM) 2,70 + 0,02 3,79 + 0,03 0,29 +0,07 0,33 + 0,08
n 1,3+0,02 1,1+ 0,08 1,4 + 0,06 0,6 + 0,09
-1 -1 2 2 3 3
Kal%osM 8 )  gox10 3,4 x10 4,7 x10 6,0 x10
V. (UIMQ) 1504,6+ 08,6 904,1 + 14,3 1497,8+159  1120,6+18,3
PPi Kys (MM) 0,22 + 0,04 0,40 + 0,07 0,71+0,03 0,39 + 0,09
n 1,0 + 0,02 0,7+0,05 1,3+0,01 2,2+0,06
1 2 3 3 3
Ko/Kos M .S ) 1,3 x10 4,4 x10 4,2 x10 5,7 x10

Com relacdo a eficiéncia catalitica da TNAP para a hidrolise de ATP e
PP, os proteolipossomos na presenca de SM e Chol:SM sofreram aumento dos
valores, independente do substrato hidrolisado.

A compreensao do papel dos microdominios que podem ocupar até 50%
da superficie da membrana, e ligeiramente mais espessa, mais ordenada
(menos fluida) do que os micros dominios ricos em apenas fosfolipidios
(Marguet et al., 2006). Os microdominios presentes nas membranas nao sao
estritamente separados e as proteinas movem-se em uma escala de tempo de
segundos. No entanto, em uma escala de tempo de microssegundos (mais
relevante para muitos processos bioquimicos mediados por enzimas e

membranas), muitas proteinas residem preferencialmente nos “rafts” (Yeagle,
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2016). Assim, estudos com essas composicdes Ssdo essenciais para

compreender os mecanismos de acdo do TNAP nas interfaces lipidicas.

4.7 Ensaio de Atividade catalitica simultanea a pressao de exclusao vy.

Para investigar a atividade fosfohidrolitica da TNAP em monocamada,
construimos sistemas miméticos com fosfatidilcolina saturada e insaturada (e
na presenca da enzima, contendo GPI ancorada) numa gota pendente
(Mannock et al.,, 2006). Investigamos a tensdo superficial e a atividade
fosfohidroliticas simultaneamente empregando a técnica ADSA acoplada a
espectrofotometria DRUV (Mannock et al., 2006) e monitorando a liberagéo de
p-nitrofenolato (pNP-) em pH alcalino.

A Tabela 8 mostra que a atividade fosfohidrolica da TNAP na presenca
de diferentes composi¢des lipidicas. Conduzimos 0s experimentos a uma
pressdo superficial constante de 30 mN/m, que se assemelhou as pressfes

encontradas nas biomembranas naturais (Seelig, 1987).

Tabela 8 - Atividade p-NPPase da TNAP quando presentes em interface
compostos por DPPC, DOPC e esterdis com pressao de 30 mN/m.

Lipidio Atividade/(30 mN/m)U/mg T excl. (mN/m)
DPPC* 3092,1+21,1 34,6 +0,1
DPPC:Chol (64:36) mol% * 3157,3+24,1 450+0,5
DPPC:AChol (64:36) mol% * 4661,8 £ 54,1 44,6 +0,5
DPPC:Ergo (64:36) mol% * 3605,7 + 32,1 39,3+0,1
DOPC* 2208,7 £ 12,1 28,8+1,4
DOPC:Chol (64:36) mol%* 3460,4 + 34,1 34,1+1,7
DOPC:AChol (64:36) mol%* 5315,6 £ 12,1 355+1,8
DOPC:Ergo (64:36) mol%* 2853,0+ 11,1 358+1,8

* Publicado em Favarin et al. (Favarin et al., 2017)

Para a monocamada de DPPC e DOPC puros, os valores médios da
atividade da TNAP foram de 3000 e 2200 U/mg, respectivamente (Tabela X). A
presenca de esterdis aumentou a atividade da p-NPPase do TNAP, que foi
cerca de 50 e 150% superior na presenca de 36 mol% de AChol, em
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comparacao com as monocamadas de DPPC e DOPC puro, respectivamente
(Tabela 8).

Claramente, todos os esterois aumentaram a atividade fosfohidrolitica da
TNAP na monocamada, e o AChol foi o esterol que causou maior aumento.
Este feito pode ser explico segundo suas propriedades biofisicas, Ergo e Chol
foram classificados como promotores porque promovem a formacdo de uma
segunda fase liquida, Lo (Rahim et al., 1997) as vesiculas contendo Ergo
induzem a coexisténcia de fases liquida abaixo da transicdo de fase,
exatamente como o Chol. Porém, o Achol é considerado um inibidor, pois o
esterol AChol exibe na transicdo de fase a coexisténcia de fases solida e
liquida ndo favorecendo a formacédo de Lo (Caseli et al., 2005a; Caseli et al.,
2005b; Hsueh et al., 2005; Marsh, 2010). Entre as monocamadas que contém
os esterbis aqui estudados, as monocamadas na fase La aumentaram a
atividade da p-NPPase da TNAP numa extensdo maior em comparacdo com
monocamadas na fase Lo.

As monocamadas de DPPC proporcionaram uma maior pressao de
exclusdo (TTexc) €M comparacdo com as monocamadas de DOPC, sugerindo
gue a TNAP tinha maior afinidade para a monocamada lipidica saturada.
Valores de TTexc €m torno de 13 e 22 mN/m foram relatados para bicamadas de
DPPC (Bolean et al., 2011) e DOPC (Fritzsching et al., 2013) construidas em
tampBes de alta forca i6nica induzida por NaCl com volumes 103 vezes
maiores, respectivamente, o que justifica a discrepancia em relacdo aos
valores obtido aqui (Tabela 8). Ocorreu um aumento N0 T para as
monocamadas contendo um dos esterdis (Chol, AChol e Ergo) em comparacao
com as monocamadas compostas de fosfolipidos puros, DPPC ou DOPC
(Tabela 8).

O parametro Trey indica a presséo superficial maxima na qual a proteina
€ capaz de penetrar a monocamada lipidica. Maiores Trex indicam maior
penetracdo do TNAP na monocamada (Mannock et al., 2006). A presenca de
esterdis na composicdo das monocamadas aumentou a penetragdo do TNAP
(indicado pelo maior Tex) € sua atividade p-NPPase. Esta maior penetragao do
TNAP nas monocamadas contendo esterol foi provavelmente devida a
interacdo entre as cadeias acil dos lipidios que constituem as monocamadas e

os esterois (Korade e Kenworthy, 2008), que aumentaram a inser¢éo da por¢ao
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GPI. O aumento da tensdo superficial e atividade catalitica do TNAP foram
relacionados a orientacdo desta enzima na monocamada na presenca de um
esterol. Caseli e Wilker (Caseli et al., 2006; Wilke et al., 2010) mostraram que a
orientacdo da TNAP depende da composicdo das monocamadas, que
determina a atividade fosfohidrolitica dessa enzima nos filmes de Langmuir-
Blodgett.

4.8 Estudo da propagacao da biomineralizacao

Uma das caracteristicas importantes das MVs é a presenca de um
Noédulo de nucleacédo (Wu et al., 1997), que consiste em um complexo formado
entre fosfato de célcio amorfo (ACP) e PS, para dar complexos PS-Ca?*-P; (PS-
CPLX) que podem gerar minerais ap0s a incubacdo com linfa de cartilagem
sintética (SCL) (Boskey e Posner, 1976; Genge et al., 2007).

ACP é um mineral cineticamente instavel que se origina somente
quando ambos Ca®* e Pi estdo presentes em altas concentracbes (mM)
(Eanes, 1970). Embora PS-CPLXs contendo Pi possam induzir a formacao de
HA, in vivo muitos fatores parecem regular sua producao e atividade (Wuthier e
Lipscomb, 2011). PS-CPLXs estdo presentes nos estagios iniciais de quase
todos os tecidos calcificantes, incluindo cartilagem (Wuthier, 1968), osso
(Boskey e Posner, 1976) e MVs (Wuthier e Gore, 1977)

Estudos anteriores sobre a formacdo de minerais mostraram que a
atividade de nucleacdo de MVs é eficaz apenas dentro de uma faixa de pH
muito estreita, entre 7,4-7,8 (Valhmu et al., 1990). Acima ou abaixo dessa faixa,
a capacidade das MVs de formar minerais e promover a nucleacdo sao
significativamente menores. No entanto, Wu e colaboradores (Wu et al., 2008)
relataram que os minerais podem se originar dentro de um pH mais amplo (pH
7,4-8,0). Relatos anteriores sao consistentes com nossos dados (Kouzayha e
Besson) mostrando que proteolipossomos que contem TNAP induzem a
mineralizacdo mais eficientemente a pH 7,5 e 8 em comparagédo com pH 9,
embora TNAP exiba atividade mais alta em pH alcalino (Simao et al., 2013).
Isso pode acontecer porque a hidrolise dos substratos ocorre em um
microambiente lipidico, enquanto o processo de nucleacdo/mineralizacao

ocorre no lumen das MVs. Assim, o pH 6timo para a hidrélise do substrato
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pode ser diferente do pH Otimo para a mineralizacdo, que depende das
propriedades biofisicas dos complexos de fosfato de calcio e de sua
estabilidade, que sédo dependentes do pH (Bennett et al., 1975). Os lipossomos
sintéticos contendo proteinas e enzimas envolvidas na mineralizacdo podem
imitar esses diferentes microambientes.

A propagacao da mineralizacéo foi significativamente mais eficiente em
pH 7,5 e 8 do que a pH 9. Quando houve uma ligeira elevagao do pH 7,4 para
8 foi promovida uma maior hidrélise de ATP, esta pequena alteracdo do pH
facilita a mineralizacdo, especialmente através da via reguladora da hidrolise
de PP; por ambas proteinas NPP1 e TNAP, elevando ainda mais a relacdo P/
PP;, aumentando assim a mineralizacdo éssea. Nesta linha de raciocinio, € por
isso que foi investigado o efeito do microambiente lipidico na hidrélise destes
substratos e também na mineralizacéo.

Foi estudada a capacidade dos proteolipossomos na presenca da TNAP,
influenciar a mineralizacao, utilizando fosfatidilserina (PS) mais fosfato amorfo
(ACP) (PS-CPLX) como complexo nucleador na presenga de ATP, como uma
fonte de Pi. Este protocolo diferente dos descrito na literatura (Wuthier et al.,
1985b) é um diferencial pois ndo sdo fornecidas as condi¢cdes de Ca e Pi para
a mineralizacdo, mas a enzima que estd presente nos proteolipossomos que
devera hidrolisar o substrato e produzir o Pi necessérios para a mineralizacao.
Diferente dos estudos que noOs realizamos anteriormente, nesta etapa do
trabalho forma realizados os ensaios normalizando-se todas as variaveis:
mesma quantidade de proteina em todos os ensaios, (quantidade de TNAP) e
além disso, todos os ensaios foram feitos na Vmax de hidrélise do substrato
empregado (isto é condicdo saturante de substrato).

Quando comparados com DPPC puro, a presenca de proteolipossomos
contendo DPPC:Chol e DPPC:AChol promoveu um aumento na mineralizacao
(Figura 9). Um aumento de 1,3 vezes na mineralizagao in vitro foi observado
para proteolipossomos de DOPC enquanto que para DPPC:Chol e
DPPC:AChol houve um aumento de 4 e 5 vezes, respectivamente. No
entanto, a presenca de Ergo ndo o alterou de forma significativa (p <0,05),

guando comparado com apenas proteolipossomos DPPC.
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Figura 17: Efeito dos proteolipossomos contendo a TNAP e compostos por
DPPC e esterdis* (A), DOPC e esterdis* (B) DMPC e esterdis (C), responsavel
pela propagacdo mineral na presenca do nucleador PS-CPLX- e SCL, na
presenca de ATP acima da Vs de hidrolises, apdés 48 h de incubacdo em 37°C.
Lipossomos vazios incorporados sem enzimas foram utilizadas como controle e
as barras mostram o incremento na absorvancias apo6s 48 h. *Adaptado de
Favarin et al. (Favarin et al., 2017).
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Proteolipossomos compostos por lipidios insaturados (DOPC)
favoreceram o processo de mineralizacdo (cerca de 3 vezes), quando
comparado com proteolipossomos compostos por lipidios saturados (DPPC)
(Figura 9). Valores semelhantes para vesiculas foram observados com Chol e
AChol, enquanto a presenca de Ergo resultou num aumento de 1,6 vezes na
mineralizacdo comparacdo com vesiculas de DPPC. Vale ressaltar que
vesiculas de DPPC:AChol mostraram mesma capacidade de propagacéo
mineralizacdo em compara¢édo com vesiculas de DOPC:Ergo (Figura 9).

A fim de entendermos a importancia do microambiente lipidico,
utilizamos proteolipossomos compostos por fosfolipidios saturados porém com
temperatura de transicdo abaixo da temperatura ambiente (37 °C), utilizamos o
DMPC (22 °C), para estes proteolipossomos obtivemos valores maiores de
propagacéo, comparado com DPPC, obtivemos valor 3x maior para DMPC.

Quando comparamos proteolipossomos com colesterol a diferenca é
mais significativa, no qual protelipossomos de DMPC:Chol (64:36) mol%
apresentam valores em torno de 9x maiores em relagéo ao DPPC.

A presencga de Chol em proteoliposomos DPPC aumentou cerca de 4
vezes os valores de eficiéncia catalitica (Tabela 4), para hidrolise de ATP. Além
disso, esses proteolipossomos contendo Chol aumentaram a propagacéo do
mineral em torno de 3,4 vezes. Nao foram observadas alteracdes significativas
nos valores de eficiéncia catalitica (Tabela 5), quando se compararam 0s
proteolipossomos de DPPC com DMPC e DMPC:Chol 64:36 mol%. No entanto,
0S ensaios in vitro de mineralizacao revelaram um aumento de 2,7 e 6,7 vezes
em comparagcdo com o0s proteolipossomos DPPC, respectivamente. Esta
melhoria de propagacgéo mineral pode ser correlacionada com as propriedades
termodinamicas dos proteolipossomos conforme anteriormente descrito
(Bolean et al., 2010; 2011).

A presenca de Chol pode aumentar a espessura e resisténcia
mecanica, diminuindo assim a permeabilidade da bicamada lipidica quando na
fase liquida cristalina, como observado para o0s lipossomos ou
proteolipossomos de DPPC (Bolean et al., 2011). Por outro lado, quando Chol
esta presente em vesiculas com maior grau de desordem e menos empacotado

como observado para DMPC, o esterol pode modificar a permeabilidade da
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membrana, atuando como um modulador das propriedades fisicas e
organizacao lateral do lipidio da membrana (Simons e Ikonen, 1997; Barenholz,
2002; Korade e Kenworthy, 2008). Esses efeitos sdo consistentes com nossos
dados atuais e os dados experimentais com anteriormente relatados (Bolean et
al., 2010).

Sob as condi¢des estudadas, as membranas DMPC apresentam maior
fluidez que o DPPC, porém menor que DOPC. Quando comparados, este
comportamento esta refletindo na posi¢éo dos sitios cataliticos da TNAP ligada
pela ancora na membrana GPI (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011), o
gue provavelmente € muito importante para ambos processos de catalise e a
propagacdo do mineral. Além disso, tal como descrito por Simao et al. (Simao
et al., 2013), mudancas de pH no microambiente lipidico na regido da TNAP
ancorada sdo importantes para a atividade catalitica e o processo de
mineralizacdo. Assim, a composicao lipidica, presenca de esterdis e pH pode
interferir com a orientacdo/posicionamento dos sitios cataliticos de TNAP que
afetam o seu comportamento cinético e consequentemente a eficiéncia
catalitica.

Assim, no que se refere a propagacdo da mineralizacdo in vitro, 0s
proteolipossomos DMPC foram mais eficazes quando comparados aos
proteolipossomos contendo DPPC puro. Correlacionando os parametros
cinéticos e os resultados da mineralizacao in vitro, € possivel observar que os
proteolipossomos contendo TNAP com menor grau de empacotamento lipidico
(por exemplo constituidos de DMPC, DPPC:Chol (90:10) mol% ou DMPC:Chol
(90:10) mol% sédo mais eficientes na propagacdo mineral. Entretanto mais

estudos ainda sao necessarios para confirmar esta hipétese definitivamente.

4.9 TNAP Rato (rattus norvegicus) x Humano (homo sapiens)

A fosfatase alcalina catalisa as reacfes de hidrélise de varios compostos
contendo compostos em pHs alcalinos e ocorre em ampla variedade de
espécies. Hoje estd bem estabelecido que existam pelo menos trés tipos de
isoenzimas para ALPs humanas, ALP de figado, osso e rim (ALP tecido-
inespecifica), intestinal, placentaria (Stigbrand, 1984). Por outro lado, em varias

espécies animais, exceto em primatas superiores e humanos, foi demonstrado

74



Resultados e Discussao

gque existem apenas dois tipos de isoenzimas (ALPs ndo especificas de tecido
e intestinais) que ndo sao placentarias (Fishman e Sie, 1970), porque ALPs
presentes em placentas dessas espécies animais apresentam caracteristicas

de ALP teciduais inespecificas.

Alinhamento Clustal Omega TNAP

rattusnorvegicus MILPFLVLAIGTCLTNSFVPEKEKDPSYWRQQAQETLKNALKLQKLNTNVAKNIIMFLGD 60
homosapiens MISPFLVLAIGTCLTNSLVPEKEKDPKYWRDQAQETLKYALELQKLNTNVAKNVIMEFLGD 60
R R R R R P I A P
rattusnorvegicus GMGVSTVTAARILKGQLHHNTGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCG 120
homosapiens GMGVSTVTAARILKGQLHHNPGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCG 120
Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok Kk ok
rattusnorvegicus VKANEGTVGVSAATERTRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYAH 180
homosapiens VKANEGTVGVSAATERSRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYAH 180
K kK Kk Kk kK Kk Kk ks ok kK ok ok Kk kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok Kk kK kR Kk kK K
rattusnorvegicus SADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIKDIDVIMGGGRKYMYPKNRTDVEYELDE 240
homosapiens SADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIRDIDVIMGGGRKYMYPKNKTDVEYESDE 240
K K K K kK Kk K Kk K Kk Kk ok Kk ok Rk ok Rk kK kR Kk R Kk A Kk ARk A Kk K kAR kAR KK
rattusnorvegicus KARGTRLDGLDLISIWKSFKPRHKHSHYVWNRTELLALDPSRVDYLLGLFEPGDMQYELN 300
homosapiens KARGTRLDGLDLVDTWKSFKPRHKHSHFIWNRTELLTLDPHNVDYLLGLFEPGDMQYELN 300
KKK KKK KKK KKK o | kKK k KKk Kk Ak g hokhhok ok g Kkok k& kok & kok &k ok &k ok &k ok &k
rattusnorvegicus RNNLTDPSLSEMVEVALRILTKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDEAIG 360
homosapiens RNNVTDPSLSEMVVVAIQILRKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDRAIG 360
KKK KKk K Kk KKk hok kK kKK ok Rk ok Kk kK k ok Kk ok Kk ok Kk kA k ok Kk ok Ak ok Ak kK kA Kk
rattusnorvegicus KAGTMTSQKDTLTVVTADHSHVFTEFGGYTPRGNSIFGLAPMVSDTDKKPFTAILYGNGPG 420
homosapiens QAGSLTSSEDTLTVVTADHSHVEFTEFGGYTPRGNSIFGLAPMLSDTDKKPFTAILYGNGPG 420
SRk s kKK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K kK ok kK ok ok K ok kK ok kK ok kK ok ok
rattusnorvegicus YKVVDGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFAKGPMAHLLHGVHEQNYI 480
homosapiens YKVVGGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFSKGPMAHLLHGVHEQNYV 480

R R R R R R R R R R R R I I R I i S S Y

PHVMAYASCIGANLDHCAWASSASSPSPGALLLPLALFPLRTLF
PHVMAYAACIGANLGHCAPASSAGSLAAGPLLLALALYPLSVLF

KAk KkAkAkAkKk o khkhkhkhkk K )kk K k)% * *k kkKk kKK kK * K
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Figura 18. Alinhamento de sequéncias de fosfatase alcalina humana (Homo sapiens) em
comparacdo com rato (rattus norvegicus). Codigo de cores de propriedades de residuos
de aminoéacidos: Vermelho — residuos com pequenas cadeias laterais ou aromaticos ;
Azul — residuos com propriedades acidas; azul — residuos com propriedades basicas;
Verde - residuos com grupos hidroxilo, sulfihidrilo e amina; Amarelo — residuos de
amino/iminoacidos incomuns. Abaixo de cada sitio (i.e., posi¢do) do alinhamento da
sequéncia proteica é uma chave que denota sitios conservados (*), sitios
com substitui¢des conservativas (:), sitios com substituicdes semi-conservativas (.), e sitios
com substituicGes ndo-conservativas ().

Portanto, parece provavel qgue cada uma das isoenzimas da ALP
tenha se diferenciado de uma ALP ancestral nos processos evolutivos das
especies animais. No entanto, nés temos conhecimento limitado sobre as
isoenzimas da ALP, porque tem havido poucos relatos sobre isso. As
isoenzimas devem podem ser classificadas pelas suas sequéncias de

aminoéacidos, que podem ser utilizados para distinguir as isoenzimas umas das
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outras como esta descrtio abaixo na figura X no qual fizemos a comparacao da
Rattus norvegicus com a de homo sapiens.

Quando comparamos a sequencia de nucleotideos e de aminoacidos de
rattus norvegicus com homo sapiens revelaram que apresentam uma
similaridade muito alta de aminoacidos (97,98%). Apesar das pequenas
variacfes, ha evidéncias que a maioria das trocas de nucleotideos néo leva a
mudancas no aminoacido especificado (substituicdes sinbnimas).

Para averiguar se estas diferencas de Aminoacidos sdo importantes com
relacdo a atividade em diferentes pH, fizemos testes de pH 6timo e Zeta

potencial, como apresentado abaixo na Figura 19.
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Figura 19. Determinac¢&o do pH 6timo de hidrolise do PNFF pela TNAP, de homo
sapiens (m) X rattus norvegicus (e), na faixa de pH entre 6,5 e 10,5, utilizando-se
0s seguintes tampdes: imidazol (pH 6,5-7,5),Tris-HCI (pH 7,0-9,0) e AMPOL (pH
8,5-10,5), como descrito no item 3.20 de Material e Métodos. As atividades foram
determinadas em 50 mM do tampé&o apropriado, contendo MgCl, 2 mM e PNFF 10
mM, como descrito no item 3.5 de Material e Métodos. Insercao: Analise
comparativa do Zeta potencial.

Assim inicialmente foi verificado comparativamente o pH otimo de
hidrélise das diferentes isoformas da TNAP hidrolisando o Substrato PNFF
(Figura 19). Podemos observar que a caracteristica da curva de hidrélise se
mantém similar com aumento do pH e atingindo o Vmax com pH 10, mantendo
portanto as caracteristicas ja descritas na literatura (Simao et al., 2007). Porém

quando comparamos a TNAP obtida de Homo sapiens observamos uma
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diminuicdo na Vmax de aproximadamente de 5x em comparagdo com rattus
norvegicus.

Apos a determinacédo de pH 6timo, foram feitos estudos de estabilidade
das enzimas através da técnica pelo equipamento de DLS, conhecida como
Zeta Potencial (Insercdo da Figura 19). A TNAP homo sapiens tinham um
potencial zeta de -20 mV em tamp&o Ampol (pH 10) e um valor de -5 mV para

rattus norvegicus quando comparados no mesmo pH.

Tabela 9: Variacdo na presséo superficial apés a adicdo da enzima TNAP.

TNAP A (MmN m™) Proteina (ug/mL)
Rato 47+0,6 67,7+0,6
Humano 56+0,8 175,2 + 0,6

Foram feitos testes de gota pendente (na auséncia de lipideos na
interface) e observamos que, para uma mesma variacao A, foi necesséria
maior concentracdo de TNAP humana para que ocorra a orientagdo da ancora
de GPI na interface liquido-ar quando comparamos com a TNAP obtida de
cultivo de medula priméaria de rato (Tabela 9). Este comportamento pode
ocorrer possivelmente porque a enzima obtida de cultura primaria de rato
possui maiores valores de potencial zeta (Insergcédo da Figura 19) que indicam
uma maior solubilidade na tampéo de trabalho. Comportamentos similares
foram obtidos por Caseli (Caseli et al., 2005a) que trabalharam com TNAP com

e sem GPI em diferentes interfaces.

Tabela 10: Parametros cinéticos obtidos pela hidrélise de p-NPP pela

TNAP (rattus norvegicus x homo sapiens).

TNAP Parametros Cinéticos Concentracéo de SBI-425 (uM)
0,01 0,015 0,02 ICsouM
Humano Vmax (U/mg) 46494,6 + 17,1 13160,7 £16,6 11240,0+15,6 1071,4+23,1 0,006 + 0,0003
Kos mm 0,42 + 0,06 0,19 + 0,01 0,21 + 0,02 0,09 + 0,01
n 1,35+ 0,02 0,88 £ 0,01 1,22 + 0,09 0,70 £ 0,02
Kcat/k0,5 1,10E+05 7,10E+04 5,30E+04 1,10E+04
Rato Vmax (U/mg) 80747,1£13,2 22129,3+11,3 18939,4+254 10313,9+22,7 0,005 0,0004
Ko s mm 0,36 + 0,02 0,24 + 0,03 0,33 +£ 0,08 0,09 + 0,02
n 0,92 +0,01 0,78 £ 0,02 0,91 + 0,07 0,43 +0,03
Kcat/k0,5 2,30E+05 9,10E+04 5,70E+04 1,10E+05
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Figura 20: Porcentagem de atividade em funcdo da concentracdo de
inibidor determinada para TNAP (rattus norvegicus x homo sapiens).

Foram feitos teste de inibicdo da atividade PNPPase empregando-se um
inibidor especifico SBI-425, desenvolvido pelo grupo do Prof. Millan (Pinkerton
et al., 2018), os quais trabalham com inibidores sintéticos da TNAP que
impedem, além da atividade da TNAP o processos de calcificacdo através do
aumento de PPi no organismo. O SBI-425 conhecido com o nome de 5-((5-
cloro-2-metoxifenil)sulfonamido)nicotinamida, € um potente e seletivo composto
inibidor da forma nativa da TNAP ja empregado em tratamento de
hipermineralizacdo, via oral, atuando para manter a propor¢cao correta de P; e
PPi permitindo a calcificagdo esquelética e dentaria dentro dos parametros
normais (Pinkerton et al., 2018).

Realizamos ensaios cinéticos empregando as duas enzimas e através
das curvas de V x [substrato] e foi observado que, independentemente da
concentracédo de inibidor empregada, a hidrélise de PNPP exibiu uma Unica
curva de saturagédo (ndo mostrados).

Na Tabela 10 sdo agrupados os parametro cinéticos e foram observados
maiores variagcbes na Vmax do que nos valores de Kkos, porém quando
comparamos na presenca do inibidor, temos um comportamento semelhante
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das enzimas. Conforme pode ser observado na Figura 20, temos I1Cso muito
similar entre as duas enzimas.

Diante dos resultados apresentados, as duas enzimas possuem
sequencias de aminoacidos elevada (97,98%), as caracteristicas tanto de pH
o0timo e de cinética (inibicdo do SBI-425) bastante semelhante, entretanto as
diferencas no potencial Zeta poderiam ser justificadas por troca de aminoacidos
especificos importantes para estrutura que resulta numa distribuicdo de carga
diferentes. Essa abordagem ainda devera ser feita para que se possa explicar

as diferencas encontradas.
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5 Concluséao:

Um dos principais papéis dos esteréis € modular as propriedades e
organizacdo lateral da membrana lipidica. No entanto, estes compostos
também podem modular o comportamento cinético da TNAP reconstituida em
lipossomos compostos por DPPC, DOPC, DMPC e na presenca de esterdis,
catalisa a hidrolise do ATP mais eficientemente. Esses microambientes
lipidicos produzem mais P; em funcdo do tempo, consequentemente
promovendo maior biomineralizac&o.

A maior afinidade do TNAP pela monocamada lipidica saturada reflete
na sua maior incorporacao em lipossomos DPPC. A presenca de colesterol em
monocamada resulta em maior pressao de exclusao (Texc) €M comparacao
com a monocamada de DPPC ou DOPC pura, indicando que GPI-TNAP
penetra na monocamada lipidica saturada para uma maior extensdo. A
presenca de diferentes esterdis afeta o comportamento da membrana e,
consequentemente, a insercdo da GPI e a atividade da enzima.

As membranas de DMPC apresentam lipidios com maior fluidez em
relacdo ao DPPC, porém menor que DOPC. Quando comparados, este
comportamento refletiu na posicdo da TNAP ligada pela ancora na membrana
GPI (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011), o que provavelmente € muito
importante para ambos processos de catdlise e a propagacdo do mineral. Além
disso, tal como descrito por Siméo et al. (Simao et al., 2013), mudancas de pH
no microambiente lipidico na regido da TNAP ancorada sdo importantes para a
atividade catalitica e o processo de mineralizagdo. Assim, a composi¢cado
lipidica, presenca de esterbis e pH pode interferir com a
orientacao/posicionamento dos sitios cataliticos de TNAP que afetam o seu
comportamento cinético e consequentemente a eficiéncia catalitica

O comportamento da membrana na fase lipidica e a estrutura dos
esterdis (Chol, Achol e Ergo) influenciou a eficiéncia catalitica da TNAP nas
bicamadas, membranas na La fase (AChol) proporcionam melhores parametros
cinéticos em comparagdo com membranas na fase Lo (Chol e Ergo).

Assim, no que se refere a propagacdo da mineralizacdo in vitro, os
proteolipossomos DMPC foram mais eficazes quando comparados aos
proteolipossomos contendo DPPC puro. Correlacionandos o0s parametros

cinéticos e os resultados da mineralizacao in vitro, € possivel observar que os
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proteolipossomos contendo TNAP com menor grau de empacotamento lipidico
(por exemplo constituidos de DMPC, DPPC:CHOL ou DMPC:CHOL) sdo mais
eficientes na propagagdo mineral. Entretanto mais estudos ainda s&o
necessarios para confirmar esta hipotese definitivamente.

Finalmente, os proteolipossomos na presenca do DMPC como lipidio
principal e DPPC:esterol (sterol = Chol, AChol) propagam os minerais de forma
mais eficaz em comparagéo com o DOPC: proteolipossomos de esterol (sterol
= Chol ou AChol). A mobilidade e o grau de empacotamento do lipidio sdo
claramente vitais para a propagacao de minerais mediados pelas atividades de
PPiase e ATPase de TNAP durante a biomineralizacao.

Diante dos resultados apresentados, as duas enzimas possuem
sequencias de aminoacidos elevada (97,98%), as caracteristicas tanto de pH
otimo e de cinética (inibicdo do SBI-425) bastante semelhante, entretanto as
diferencas no potencial Zeta poderiam ser justificadas por troca de aminoacidos
especificos importantes para estrutura que resulta numa distribuicdo de carga
diferentes. Essa abordagem ainda devera ser feita para que se possa explicar

as diferencas encontradas.
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Tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), present on the surface of chondrocyte- and osteoblast-derived
matrix vesicles (MVs), plays key enzymatic functions during endochondral ossification. Many studies have
shown that MVs are enriched in TNAP and also in cholesterol compared to the plasma membrane. Here we have
studied the influence of cholesterol on the reconstitution of TNAP into dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)-
liposomes, monitoring the changes in lipid critical transition temperature (T.) and enthalpy variation (AH) using
differential scanning calorimetry (DSC). DPPC-liposomes revealed a T. of 41.5 °C and AH of 7.63 Kcal mol~". The

ﬁmﬁﬁ:ﬂdes gradual increase in cholesterol concentration decrease AH values, reaching a AH of 0.87 Kcal mol™" for DPPC:
GPl-anchored cholesterol system with 36 mol% of cholesterol. An increase in T, up to 47 °C for the DPPC:cholesterol liposomes
Alkaline phosphatase (36 mol% of Chol), resulted from the increase in the area per molecule in the gel phase. TNAP (0.02 mg/mL)
Cholesterol reconstitution was done with protein:lipid 1:10,000 (molar ratio), resulting in 85% of the added enzyme being

Biomimetic system
Differential scanning calorimetry

incorporated. The presence of cholesterol reduced the incorporation of TNAP to 42% of the added enzyme when a
lipid composition of 36 mol% of Chol was used. Furthermore, the presence of TNAP in proteoliposores resulted in
areductionin AH. The gradual proportional increase of cholesterol in liposomes results in broadening of the phase
transition peak and eventually eliminates the cooperative gel-to-liquid-crystalline phase transition of
phospholipids bilayers. Thus, the formation of microdomains may facilitate the clustering of enzymes and
transporters known to be functional in MVs during endochondral ossification.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Skeletal mineralization is a tightly regulated process in which
specialized tissues, cells and organelles participate in the coordination
and regulation of the metabolic events involved in the deposition of
hydroxyapatite via the production of inducers and inhibitors of
mineralization [1-3].

Chondrocytes and osteoblasts control the composition of the
extracellular matrix and also release matrix vesicles (MVs), considered
by some investigators to serve as the initial sites of hydroxyapatite (HA)
mineral formation [4-7]. MVs are small (20-200 nm) spherical bodies
observed in the pre-mineralized matrix of dentin, cartilage and bone.
They appear to be bound by a lipid bilayer and are often found associated
with small crystals of calcium phosphate mineral [4-6,8].

MVs are enriched in membrane microdomains containing high levels
of cholesterol 9], glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored enzymes,
e.g., tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP) [10-14], metalopro-
teinases [15], caveolin-1[16], and contain a number of other enzymes and
ion transporters functional during mineralization, including adenosine-
5'-triphosphatase (ATPase), adenosine-5'-monophosphatase (AMPase),
inorganic pyrophosphatase (PPiase), nucleoside triphosphate pyropho-

* Corresponding author. Depto Quimica, FFCLRP-USP, Av. Bandeirantes, 3900, 14040-901,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil. Fax: +55 16 36024838.
E-mail address: pietro@ffclrp.usp.br (P. Ciancaglini).

0301-4622/§ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bpc.2010.08.002

sphohydrolase (NPP1), [17-23], Pi-transporters [9,24], and Anexins [25].
TNAP is localized on the external surface of MVs in direct contact with
extracellular cartilage fluid, where it can act on its natural substrates, ATP
and PPi, present at nanomolar/micromolar concentrations [10-12,26-28].
The GPI structure is a phosphatidylinositol-glycolipid anchor that is
covalently attached to the carboxyl terminus (C-terminus) of TNAP
through an amide linkage. This anchor structure results in lateral mobility
in the membrane and allows the release of the enzyme from the
membrane through the action of phospholipases [10-13,23,28-34].

The organization of biological membranes into microdomains is
believed to play a key role in several cellular processes such as protein
targeting and signal transduction. The existence of these microdomains,
is explained mainly by the lateral phase separation of membrane lipids
in a fluid liquid-crystalline phase (L) and a liquid ordered phase (Lo)
rich in cholesterol and sphingolipids [35,36]. When cholesterol was
mixed with lipids containing saturated acyl chains having high T, such
as dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and sphingomyelin (SM) in
model membranes, the formation of a phase state similar to gel state,
tightly packed and ordered, was observed but the lateral motion was
almost as rapid as in the disordered liquid (L) state. This cholesterol-
containing state was eventually named liquid ordered (Lo) state [37].

Sterols are essential components in the membranes of eukaryotic
cells. In mammalian cell membranes, cholesterol is the main sterol. It
often constitutes around one third of the total lipid mass of the plasma
membrane [38]. Detergent-resistant plasma membranes (DRMs)
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Mineralization of the skeleton starts within cell-derived matrix vesicles (MVs); then, minerals propa-
gate to the extracellular collagenouws matrix. Tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP) degrades
inorganic pyrophosphate (PF; )L a potent inhibitor of mineralization, and contributes F; [ Phosphate ) from
ATP to initiate mineralization. Compared to the plasma membrane, MVs are rich in Cholesteral (Chal)
[~32¥&) and TNAF, but how Chol influences TNAF activity remains unclear. We have reconstituted TMAP in
liposomes of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) or dioleoylphosphatidylcholine { DOPC) combined

mﬂﬂ with Chol or its derivatives Cholestenone (Achol)and Ergosterol { Ergo). DPPC plus 36% sterols in liposome
e —— increased the catalytic activity of TMAP toward ATP. The presence of Chol also increased the propagation
Alkaline phosphatase of minerals by 3.4-fold. The catalytic efficiency of TNAP toward ATP was fourfold lower in DOPC proteoli-
Menalayer posomes as compared to DPPC proteoliposomes. DOPC protecliposomes also increased biomineralization
Proteoliposame by 2 &-fold as compared to DPPC proteoliposomes. TMAP catalyzed the hydrolysis of ATF more efficiently

Steral in the case of the proteoliposome consisting of DOPC with 36% Chol The same behavior emerged with
Cholesterol Achol and Ergo. The organization of the lipid and the structure of the sterol influenced the surface tension
(). the TNAP phosphohydrolytic activity in the monolayer, and the TNAP catalytic efficiency in the bilay-
ers. Membranes in the La phase (Achol) provided better kinetic parameters as compared to membranes
in the Lo phase (Chol and Ergo) In conclusion, the physical properties and the lateral organization of
lipids in protecliposomes are crucial to control mineral propagation mediated by THNAP activity during
mineralization.
@ 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction ganic pyrophosphate (PP;) and adenosine-5-triphosphate (ATF)

and has a crucial role in calcification. TNAP is attached to the

In vertebrates, biomineralization consists in the orderly depo-
sition of minerals composed of phosphate and caldum ions, to
form a calcium phosphate salt that resembles hydroxyapatite
(HA)(Cajpl PO4)s(0H)z ). Chondrocytes and osteoblasts initiate this
process by releasing matrix vesicles (MVs) [1.2], which possess
various hydrolytic enzymes including tissue-nonspecific alka-
line phosphatase [TNAP)L THAP displays phosphomonohydrolytic
activity, which generates inorganic phosphate (F;) from inor-
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cell and MV membranes via a glycosylphosphatidylinositol anchor
(GPl-anchored), which provides the enzyme with lateral mobility
relative to the membrane | 2]. This mobility allows TNAP to accumu-
late in specific lipid microenvironments associated with ordered
microdomains that are rich in sphingolipids, glycosphingolipids,
and cholesterol (Chol) [4-5]).

Clancaglini et al [9] have demonstrated that the catalytic
properties of TNAP vary depending on the microenvironment
around the enzyme. Distinct forms of the enzyme (associated
with membranes, solubilized with detergent. or treated with
phosphatidylinositol-specific phospholipase C) display different
specificities for biological substrates, indicating that the GPl-anchor
and the components of the membrane greatly affect enzyme kinet-
=
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Abstract

UV—vis spectroscopy is a powerful tool to investigate surface phenomena. Surface tension
measurements coupled to spectroscopic techniques can help to elucidate how the interface
organization influences the electronic properties of molecules. However, appreciable sample
volumes are usually necessary to achieve strong signals during conduction of experiments. This
study reports on the simultaneous acquisition of surface tension data and UV-vis spectra by
axisymmetric drop shape analysis (ADSA) coupled to diffuse reflectance (DRUV)
spectrophotometry using a pendant microliter-drop that requires small sample volumes and low
analyte concentrations. Three example systems gave evidence of the applicability of this
technique: (a) disaggregation of an organic dye driven by surfactant as a function of the surface
tension and alterations in the UV—vis spectra, (b) activity of a glycosylphosphatidylinositol
anchored enzyme estimated from formation of a colored product, and (c) interaction between this
enzyme and biomimetic membrane systems consisting of dipalmitoylphosphaditylcholine and
cholestenone. Apart from using smaller sample volume, this coupled technique allowed to
investigate interfacial organization in the light of electronic spectra obtained in foco within a
shorter acquisition time. This procedure provided precise interfacial information about static and
dynamic systems. This has been the first study describing the kinetic activity of an enzyme in the
presence of phospholipid monolayers through simultaneous determination of the surface tension

and UV—vis spectra.
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Mineralization of the skeleton starts within cell-derived matrix vesicles (MVs); then, minerals propa-
gate to the extracellular collagenous matrix. Tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TMNAF) degrades
inorganic pyrophosphate (PP}, a potent inhibitor of mineralization, and contributes F; (Phosphate) from
ATP to initiate mineralization. Compared to the plasma membrane, MVs are rich in Cholesterol {Chol)
[~3Z%) and THAP, but how Chiol influences TMAP activity remains unclear. We have reconstituted TNAFP in
liposomes of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) or dioleoy] phosphatidylcholine [ DOPC) combined

ﬂ::ﬁﬂu with Chol or its derivatives Cholestenone [ Achol) and Ergosterol {Ergo ). DPPC plus 36% sterols in liposome
Biomineralization increased the catalytic activity of TMAP toward ATP. The presence of Chal also increased the propagation
Allaline phasphatase of minerals by 3.4-fold. The catalytic efficiency of TNAP toward ATP was fourfold lower in DOPC proteoli-
Muonokiyer posomes as compared to DPPC proteoliposomes. DOPC proteoliposomes also increased biomineralization
Protealipesarie by 2.&-fold as compared to DPPC proteoliposomes. TNAP catalyzed the hydrolysis of ATP more efficiently
Steral in the case of the proteoliposome consisting of DOPC with 36% Chol. The same behavior emerged with
Cholesterol Achol and Ergo. The arganization of the lipid and the structure of the sterol influenced the surface tension
(). the TNAP phosphehydrolytic activity in the monolayer, and the THAP catalytic efficiency in the bilay-
ers. Membranes in the Lo phase (Achol) provided better kinetic parameters as compared to membranes
in the Lo phase (Chol and Ergo). In conclusion, the physical properties and the lateral organization of
lipids in protecliposomes are crucial to control mineral propagation mediated by THAP activity during

mineralization.
D 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction ganic pyrophosphate (PP;) and adenosine-5-triphosphate (ATF)

and has a crucial role in calcification. TNAP is attached to the

In vertebrates, biomineralization consists in the orderly depo-
sition of minerals composed of phosphate and caldum ions, to
form a calcium phosphate salt that resembles hydroxyapatite
[HA) {Cajpl PO4)s({OH)3 ). Chondrocytes and osteoblasts initiate this
process by releasing matrix vesicles (MVs) [1.2], which possess
various hydrolytic enzymes including tissue-nonspecific alka-
line phosphatase (TNAP). TNAP displays phosphomonohydrolytic
activity, which generates inorganic phosphate (P;) from inor-
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cell and MV membranes via a glycosylphosphatidylinositol anchor
(GPl-anchored), which provides the enzyme with lateral mobility
relative to the membrane | 3]. This mobility allows TNAP to accumu-
late in specific lipid microenvironments associated with ordered
microdomains that are rich in sphingolipids, glycosphingolipids,
and cholesterol (Chol) [4-8].

Clancaglini et al [9] have demonstrated that the catalytic
properties of TNAP vary depending on the microenvironment
around the enzyme. Distinet forms of the enzyme (associated
with membranes, solubilized with detergent, or treated with
phosphatidylinositol-specific phospholipase C) display different
specificities for biological substrates, indicating that the GPl-anchor
and the components of the membrane greatly affect enzyme kinet-
hes.
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Abstract During the process of endochondral bone forma-
tion, chondrocytes and osteoblasts mineralize their extracellu-
lar matrix (ECM) by promoting the synthesis of hydroxyapa-
tite (HA) seed crystals in the sheltered interior of membrane-
limited matrix vesicles (MVs). Several lipid and proteins pres-
ent in the membrane of the MVs mediate the interactions of
MVs with the ECM and regulate the initial mineral deposition
and posterior propagation. Among the proteins of MV mem-
branes, ion transporters control the availability of phosphate
and calcium needed for initial HA deposition. Phosphatases
(orphan phosphatase 1, ectonucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase 1 and tissue-nonspecific alkaline phospha-
tase) play a crucial role in controlling the inorganic
pyrophosphate/inorganic phosphate ratio that allows MV-
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mediated initiation of mineralization. The lipidic microenvi-
ronment can help in the nucleation process of first crystals and
also plays a crucial physiological role in the function of MV-
associated enzymes and transporters (type 1lI sodium-
dependent phosphate transporters, annexins and Na*/K”™
ATPase). The whole process is mediated and regulated by
the action of several molecules and steps, which make the
process complex and highly regulated. Liposomes and proteo-
liposomes, as models of biological membranes, facilitate the
understanding of lipid—protein interactions with emphasis on
the properties of physicochemical and biochemical processes.
In this review, we discuss the use of proteoliposomes as mul-
tiple protein carrier systems intended to mimic the various
functions of MVs during the initiation and propagation of
mineral growth in the course of biomineralization. We focus
on studies applying biophysical tools to characterize the bio-
mimetic models in order to gain an understanding of the im-
portance of lipid—protein and lipid-lipid interfaces throughout
the process.

Keywords Lipid microenvironment - Biomineralization -
Matrix vesicles - Liposome - Proteoliposome - Hydroxyapatite

Mineralization process and the biogenesis of matrix
vesicles

Mineralization of cartilage and bone occurs by a series of
physicochemical and biochemical processes that together fa-
cilitate the deposition of calcium phosphate. The deposited
calcium phosphate is subsequently converted into hydroxyap-
atite (HA) [Cajo(PO4)s(OH):] in specific areas of the extracel-
lular matrix (ECM). Various experiments have revealed the
presence of HA crystals both inside and outside collagen fi-
brils in the ECM (McNally et al. 2012) and also within the
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