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Resumo 
 

Os osteoblastos são responsáveis pela biomineralização óssea e o processo é 
mediado pela liberação de vesículas matriciais (MVs). A membrana da MV possui altos 
níveis de Fosfatase Alcalina (TNAP), Colesterol (Chol) e Esfingomielina (SM) quando 
comparada à membrana plasmática. A TNAP é uma fosfomonohidrolase capaz de 
gerar fosfato inorgânico (Pi) através da hidrólise do ATP e PPi levando ao início da 
mineralização. Neste estudo, avaliamos a incorporação da TNAP em lipossomos 
constituídos por variadas proporções 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 lipídeo (ternários) e que 
apresentam estruturas de membrana similares a “rafts”. Comparamos as propriedades 
cinéticas: velocidade máxima de hidrólise (Vmáx), constante de afinidade (k0,5), 
cooperatividade (n) e eficiência catalítica (kcat/k0,5) da TNAP para os substratos 
fisiológicos ATP e PPi, quando TNAP está incorporada nestes diferentes 
microambientes lipídicos. A TNAP foi incorporada nos diferentes lipossomos por 
inserção direta. Também foi estudado a capacidade desses proteolipossomos em 
induzir a biomineralização in vitro. Comparando eficiências catalíticas para hidrólise de 
ATP pela TNAP incorporada em lipossomos compostos por DPPC e DPPC:Chol 64:36 
mol%, revelou-se que a presença de colesterol aumenta em aproximadamente 4x os 
valores de eficiência catalítica. O mesmo comportamento pode ser observado na 
presença de outros esteróis tais como DPPC:Achol 64:36 mol% e DPPC:Ergo 64:36 
mol% (2700-1000M-¹s-¹, respectivamente). Não foram observadas alterações 
significativas nos valores de eficiência catalítica quando comparados os 
proteolipossomos DPPC com os proteolipossomos DMPC e DMPC:Chol 64:36 mol%. 
Para DOPC-Proteolipossomos, a eficiência catalítica encontrada para o TNAP foi cerca 
de 4 vezes menor em comparação com o DPPC. Também observamos um aumento de 
aproximadamente 10x nos valores de eficiência catalítica da hidrólise de ATP pela 
TNAP quando comparamos as vesículas de DOPC com DOPC:CHOL 64:36 mol%. O 
mesmo comportamento pode ser observado na presença de outros esteróis, como 
DOPC:Achol 64:36 mol% e DOPC:Ergo 64:36 mol% (8x e 10x, respectivamente). Na 
presença de SM ou Chol:SM 90:10 (mol%) os proteolipossomos de DPPC não 
alteraram os valores de eficiência catalítica, para a hidrólise de ATP. No entanto, estes 
proteolipossomos aumentaram a propagação do mineral em cerca de 4,5 e 8 vezes, 
respectivamente, em comparação com DPPC puro. O aumento na eficiência catalítica 
para proteolipossomos contendo DMPC:SM 90:10 e DMPC:Chol:SM 80:10:10 (mol%) 
foi observado. Com relação à propagação da mineralização in vitro, nota-se que 
proteolipossomos compostos por DOPC apresentaram uma capacidade 2,8x maior que 
DPPC, evidenciando que lipídios insaturados, na ausência ou presença de esteróis 
foram mais eficazes em comparação ao DPPC. Os DMPC-proteolipossomos foram 
mais efetivos na propagação de mineral quando comparados com DPPC-
proteolipossomos. No entanto, os ensaios de mineralização para estruturas de 
membranas similares a “rafts” revelaram um aumento de 7,2x e 4x em comparação 
com os proteolipossomos de DPPC, respectivamente. Concluímos que, avaliando os 
parâmetros cinéticos e os resultados de mineralização obtidos, é possível afirmar que 
os proteolipossomos contendo TNAP e possuindo um menor grau de empacotamento 
lipídico (DMPC, DPPC: Chol e DMPC: CHOL) ou (lipídio+colesterol ou colestenona), 
assim como proteolipossomos ternários (DPPC:Chol:SM 80:10:10 e DMPC:Chol:SM 
80:10:10 (mol%)), possivelmente apresentando compostamento de fase líquida 
cristalina, são mais efetivos na propagação 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 (Pi) through the hydrolysis of ATP and PPi 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 (k0,5), cooperativity (n) and catalytic 

efficiency (kcat / k0,5) of TNAP for the physiological substrates ATP and PPi, 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-¹s-¹, 

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. Introdução 

 

1.1 Biomineralização. 

 

  O processo de biomineralização consiste no acúmulo de mineral, 

principalmente íons de fosfato e cálcio, que formam um sal de fosfato de cálcio, 

cuja estrutura se transforma em hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2. O processo de 

ossificação mediado por osteoblastos (na formação dos ossos chatos) ou por 

odontoblastos (na formação do dente) é claramente distinto daquele que ocorre 

na calcificação da cartilagem epifisária (a partir de um modelo cartilaginoso) e 

que é mediada por condrócitos hipertróficos. Os osteoblastos são os 

responsáveis pelo início do processo de biomineralização mediada pela 

liberação de vesículas 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 bioquímicos e biofísicos responsáveis pela biogênese das 

MVs ainda não estão 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 é a compreensão 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 vesícula deve ser formada com grande 

precisão e possuir todas as informações necessárias para criar um 

microambiente selado adequado para a formação e preservação do mineral de 

hidroxiapatita (Anderson et al., 1997; Ciancaglini et al., 2006; Ciancaglini et al., 

2010; Ciancaglini et al., 2012; Millan, 2013).  

As vesículas surgem por brotamento das superfícies laterais dos 

condrócitos e são secretadas no local específico de início da biomineralização 

da matriz do tecido ósseo. Nos osteoblastos, as vesículas surgem da 

membrana plasmática adjacente à matriz óssea recentemente formada, e nos 

odontoblastos, na porção apical da célula que se encontra em contato com a 

matriz da pré-dentina. O papel dessas vesículas como mediadoras da 

deposição mineral é fortemente sugerido pelos seguintes fatos: o local de 

aparecimento de depósitos minerais tem exata correspondência com o local 
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das vesículas (Hsu e Anderson, 1995); os primeiros cristais na forma de 

pequenas agulhas ou de bastão, que precedem o crescimento do cristal 

extracelular, têm sido detectados dentro dessas vesículas (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 vesículas 

também serve como um microambiente selado, que protege o primeiro núcleo 

do mineral, enquanto ainda está em um estado pré-cristalino (mais solúvel), 

antes de se converter em um cristal de hidroxiapatita. Tem sido verificado ainda 

que as vesículas isoladas também possuem a capacidade de depositar sais de 

cálcio 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 condrócitos apresentam composições lipídica e 

protéica distintas das formadas pelos osteoblastos (Anderson et al., 2004). Mas 

em ambos os sistemas as MVs servem como reservatórios de cálcio e fosfato, 

criando um microambiente específico para a deposição dos primeiros cristais 

amorfos de fosfato de cálcio (nucleação) e posterior formação de hidroxiapatita, 

que se forma na superfície interna das vesículas. Este processo é muito 

estudado e até o momento não se conhecem todas as moléculas envolvidas. 

 As principais biomoléculas responsáveis pelo processo de 

biomineralização descritas até o momento: (i) fosfatase alcalina, também 

denominada TNAP (fosfatase alcalina de tecido não específico), que apresenta 

atividade fosfomonohidrolítica, produzindo fosfato (Pi) a partir, principalmente, 

de PPi e ATP; (ii) nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase 1 (NPP1), enzima 

responsável pela formação de PPi a partir de nucleosídeos fosforilados; (iii) 

uma fosfomonohidrolase encontrada especificamente dentro das vesículas, 

denominada PHOSPHO1, responsável pelo aumento da concentração de  Pi 

intravesicular acoplado à degradação de fosfolipídios, através da hidrólise de 

fosfocolina e fosfoetanolamina; (iv) fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC), 

Chol (Chol) e (v) anexinas, que são uma grande família de proteínas ácidas 

que se ligam fortemente ao cálcio 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 

(proteína de ~35 kDa) é responsável pela formação de canais de cálcio que se 

formam pela associação desta proteína tanto com a face externa quanto 
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interna das membranas das MVs e também são responsáveis pela 

desorganização da membrana celular, que por sua vez resulta no processo de 

apoptose.  

 

1.2  A Hipofosfatasia  

 

A hipofosfatasia é uma desordem genética caracterizada por um defeito 

na mineralização dos ossos e dentes devido à deficiência na atividade da 

enzima fosfatase alcalina no sangue e ossos. A ocorrência desta doença 

acontece desde recém-nascidos sem a mineralização dos ossos até indivíduos 

na idade adulta com os sintomas de uma osteopenia média que leva ao 

desenvolvimento patológico de fraturas nos ossos (Millan e Whyte, 2015).   

Há diferentes graus de severidade da doença, por exemplo, a 

hipofosfatasia perinatal geralmente é fatal, devido a complicações respiratórias 

causadas por pulmões hipoplásticos e raquíticos e, ainda, por deformidades no 

peito (Moore et al., 1999). Já na infância, o paciente pode apresentar 

hipertensão intracraniana, problemas de crescimento, deformidades na 

formação do esqueleto, fraturas e dores nos ossos (Moore et al., 1999; Mornet, 

2008). Na idade adulta, a manifestação da hipofosfatasia é benigna e o 

primeiro sintoma é dor no pé (Mornet, 2008).  

A hipofosfatasia está associada a mutações no gene que codifica a 

enzima tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP) (Millan, 2006). 

Mutações no gene tnap não só podem reduzir ou eliminar a atividade 

enzimática de TNAP, como também alterar as propriedades enzimáticas de 

mutantes de TNAP quando estes ainda apresentam alguma atividade residual 

(Di Mauro et al., 2002). Cerca de 270 mutações segundo o site 

http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo_hypo.php já foram reportadas para TNAP e 

uma grande variedade destas são mutações pontuais, fato este que explica a 

diversidade clínica dos pacientes acometidos com a hipofosfatasia (Whyte et 

al., 2012).  

Normalmente, as mutações reportadas reduzem e/ou eliminam a 

atividade enzimática da TNAP. A atividade catalítica desta enzima é 

dependente da sua estrutura quaternária e da presença do motivo 

http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo_hypo.php
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glicofosfatidilinositol responsável por seu ancoramento à membrana plasmática 

(Lia-Baldini et al., 2008). 

 

1.3  Fosfatases Alcalinas. 

 

Por muitos anos as estruturas cristalográficas da fosfatase alcalina de E. 

coli (ECAP) eram as únicas fontes de informação estrutural sobre as fosfatases 

alcalinas (Le Du et al., 2001; Millan, 2006). Com a resolução da estrutura 

cristalográfica da primeira fosfatase alcalina de mamíferos, a fosfatase alcalina 

de placenta (PLAP; 1EW2) (Le Du et al., 2001), constatou-se que a predição 

que se fazia baseada na comparação das sequências das fosfatases de 

procariotos e eucariotos eram coerentes com a estrutura da PLAP (Le Du et al., 

2001).  

O núcleo central da PLAP é formado por uma folha-β flanqueada por α-

hélices, uma configuração muito semelhante àquela encontrada na estrutura da 

proteína de E. coli. A resolução da estrutura cristalográfica da PLAP facilitou a 

modelagem das estruturas das isoenzimas GCAP, da IAP e da TNAP, 

revelando que todas as características presentes em PLAP são conservadas 

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

 

1.3.1 Diferença entre Fosfatases Alcalinas Rato x Humano  

 

As Fosfatases alcalinas (APs; EC 3.1.3.1) aparecem amplamente na 

natureza, e são encontradas em muitos organismos, abrangendo as bactérias 

quanto a humanos (Mccomb e Bowers, 1985). Com poucas exceções, as 

Fosfatases Alcalinas são enzimas homodiméricas e cada sítio catalítico contém 

três ions metálicos, isto é, dois Zn e um Mg, necessários para a atividade 

enzimática. 

As enzimas catalisam a hidrólise de monoésteres de ácido fosfórico e 

também catalisam reação de transfosforilação na presença de grandes 

concentrações de aceptores de fosfato. Enquanto as principais características 

do mecanismo de catálise são conservadas comparando enzimas de origem de 

mamíferos e bacterianas, as Fosfatases Alcalinas de mamíferos têm maior 
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atividade específica e valores de Km; um pH-ótimo mais alcalino; e exibem 

menor termo-estabilidade; estão ligados à membrana e são inibidas por L-

aminoácidos e peptídeos através de um mecanismo não competitivo.  

A Tabela 1 resume a nomenclatura, distribuição em tecidos e algumas 

das funções das Isoenzimas da Fosfatases Alcalina no homem e no rato. É 

importante ressaltar que os APs têm homologia para um grande número de 

outras enzimas e são, portanto, parte de uma superfamília de enzimas com 

algumas propriedades catalíticas sobrepostas e especificidades do substrato. 

Para mais informações sobre qualquer aspecto dos AP, incluindo os seus 

papéis in vivo, para compreensão da estrutura e função dos APs de mamíferos 

(Millan, 2006).  

As fosfatases alcalinas pertencem a uma família multigênica que codifica 

diferentes formas da enzima, distribuídas em quase todos os tecidos. No 

homem e nos primatas superiores, três isoformas distintas já foram  

identificadas: a da placenta,  do intestino e a do fígado-osso-rim (Le Du e 

Millan, 2002; Kiffer-Moreira et al., 2013; Kiffer-Moreira et al., 2014). 

 

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

. 

 Numero de 

acesso 

Nome da 

Proteína 

Nome comum Tecido onde é encontrado Função 

Gene 

Humano 

     

ALPL NM_000478 TNAP Tecido não 

especifico, (Rim, 

osso, fígado) 

Desenvolvimento do 

sistema nervoso, 

tecidos esqueléticos, 

fígado, rim 

Mineralização 

Ossea 

ALPP NM_001632 PLAP Fosfatase Alcalina 

de Placenta 

Sincitiotrofoblasto, 

uma variedade de tumores 

Desconhecido 

Gene de 

Rato 

     

Akp2 NM_007431 TNAP Tecido não 

especifico, (Rim, 

osso, fígado) 

Desenvolvimento do 

sistema nervoso, 

tecidos esqueléticos, 

fígado, rim 

Mineralização 

Ossea 
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A Fosfatase alcalina tecido não específico (TNAP) é codificada pela ALPL 

gene. TNAP é principalmente expressa em ossos, fígado e rim, mas também é 

encontrado em outros tecidos. No rato, cinco tipos foram identificados, 

incluindo o Akp5 embrionário específico e os genes AP específicos do intestino 

(Akp6) e o gene da tecido não específico (Akp2). Um gene TNAP (Alp 1) e dois 

os genes AP intestinais foram relatados em ratos (Millan, 2006). Histoquímica 

ou testes enzimáticos realizados na presença de levamisol, um potente inibidor 

não competitivo da TNAP (Van Belle, 1976), indicaram a presença 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 nível sérico de TNAP sofrem de 

epilepsia (Whyte, 1994). Por outro lado, uma forma de hiperfosfatasia 

caracterizado por um nível anormalmente alto de TNAP atividade no soro é 

acompanhada de retardo mental, convulsões e déficits neurológicos (Mabry et 

al., 1970; Kruse et al., 1988; Thompson, 2010). Curiosamente, sintomas 

epilépticos também são reproduzidos em ratos Akp2-/- totalmente privado da 

atividade da TNAP (Waymire et al., 1995; Narisawa et al., 1997). Estudos de 

comparação entre as isoformas da TNAP tanto em humanos quanto em ratos é 

de suma importância para compreensão das diferenças e melhor compreensão 

das doenças ocasionadas pelo excesso e ausência da TNAP.  

As isoformas da placenta e do intestino são tecido-específicas e são 

expressas unicamente na placenta e no intestino, respectivamente, enquanto a 

isoforma do fígado-osso-rim é encontrada em quase todos os tecidos, sendo 

também denominada por esta razão de fosfatase alcalina de tecido não 

específico (TNAP) Figura 1.  
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Figura 1: Representação da fita da estrutura 3D da fosfatase alcalina (1EW2). O 
local do sitio ativo (PO4

3-) ligado a Ser92 durante a catálise é mostrado em verde. 
Os três metais do sitio ativo, dois Zn2+ (Zn1 e Zn2) e um Mg2+ (Mg), são 
mostrados em branco, bem como o estrutural Ca2+ ion (Ca). Também são 
indicados sequência exposta flexível conhecida como "domínio da coroa"; a 
Hélice N-terminal de uma subunidade que chega perto do local ativo da 
subunidade contralateral; e a localização onde a âncora glicosilfosfatidilinositol 
(GPI) está ligada ao terminal C do enzima adaptado de (Millan, 2006). 

 

Além disso, níveis elevados desta isoforma também têm sido encontrados 

nas membranas dos osteoblastos durante a mineralização do tecido ósseo 

(Wuthier et al., 1985a; Hsu e Anderson, 1995). Já foi demonstrado que a TNAP 

também pode hidrolisar o ATP, liberando o fosfato inorgânico (Pi). A enzima é 

regulada alostericamente pelo ATP (Pizauro et al., 1993) e inibida 

competitivamente pelo produto da reação, o Pi (Pizauro et al., 1987), sugerindo 

que níveis relativos de PPi, um inibidor da biomineralização, e de Pi, um inibidor 

da TNAP, presentes no fluído extracelular da matriz, também desempenham 

um papel importante na regulação do processo de mineralização biológica.  

Esta hipótese é suportada pela recente demonstração de que os níveis de 

Pi, derivado da hidrólise do PPi pela TNAP, atuam como um sinal da indução 

da expressão da glicoproteína fosforilada osteopontina em osteoblastos (Beck 

et al., 2000). Em 2005 foi demonstrado que a TNAP pode também contribuir 

para a geração de PPi através de sua atividade fosfodiesterase, hidrolisando 
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ATP (Zhang et al., 2005) contradizendo evidências de que a enzima teria uma 

função antagonista à da glicoproteína-1 no processo de mineralização (Hessle 

et al., 2002), embora uma das principais funções da TNAP já descritas seja a 

remoção de PPi do ambiente de mineralização através de sua atividade 

fosfomonohidrolase (Rezende et al., 1998).  

 

1.4  Fosfatase Alcalina e Interação Com Membrana 

 

A TNAP exibe Atividade fosfomonohidrolítica, que gera fosfato inorgânico 

(Pi) a partir de pirofosfato inorgânico (PPi) e adenosina-5-trifosfato (ATP) e tem 

um papel crucial na calcificação. A TNAP está ligada a membranas de células e 

MVs através de uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (Ancorado por GPI), que 

fornece à enzima mobilidade lateral em relação à membrana (Garcia et al., 

2015). Essa mobilidade permite que o TNAP se acumule em microambientes 

lipídicos específicos associados a microdomínios ricos em esfingolipídios, 

glicoesfingolipídeos, e colesterol (Chol) (Pizauro et al., 1995; Sakamoto et al., 

2013; Mouritsen e Bagatolli, 2015; Bhatia et al., 2016) . 

 

Figura 2: Esquema representativo do modelo homodimérico de TNAP ancorado 
em uma bicamada lipídica por meio da modificação pós-traducional GPI. Os 
anéis representados na estrutura do GPI representam os oligossacarídeos 
presentes, etan: etanolamina; man: manose; GlcN: glucosamina; inos: inositol; 
P: fosfato.  Figura construída a partir do modelo da TNAP gerado no software 
modeler 9.11, baseado na estrutura da PLAP, código de acesso no PDB: 1EW2. 
Adaptado de (Le Du et al., 2001) 
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Evidências de que os lipídios podem estar envolvidos em alguma fase do 

processo de mineralização já foram obtidas através de estudos histoquímicos. 

As vesículas da matriz exibem a mesma composição lipídica, com conteúdo 

mais alto de Chol, esfingomielina e fosfatidilserina, similares aos “rafts”  quando 

comparadas à membrana plasmática (Wuthier et al., 1985a; Thouverey et al., 

2009).  

“Lipid rafts” são comumente definidos como microdomínios existentes em 

membranas, enriquecidos em Chol e esfingolipídios, que funcionam como 

plataformas que concentram e segregam proteínas dentro do plano da 

bicamada em constante flutuação dinâmica, tanto de composição quanto de 

movimentação, justificando o nome “raft” – jangada (Simons e Ikonen, 1997; 

Lichtenberg et al., 2005; Lingwood et al., 2010). Na hipótese dos “rafts” é 

proposto que certos lipídios naturalmente segregam-se no plano da membrana, 

dirigidos somente por distintas interações intermoleculares, incluindo interações 

de van der Waals entre as longas cadeias saturadas da esfingomielina e 

glicoesfingolipídios, bem como ligações de hidrogênio entre as porções glicosil 

adjacentes dos glicoesfingolipídios (Simons e Ikonen, 1997; Lichtenberg et al., 

2005; Lingwood et al., 2010).  

Além disso, a natural saturação dos lipídios constituintes dos “rafts” e a 

ação dos glicolipídios promovem suas interações com o Chol (Brown e London, 

2000). Acredita-se que todas essas interações são responsáveis pela formação 

de domínios detergente-resistentes formados pela mistura de certos lipídios, 

particularmente aqueles contendo esfingomielina, Chol, glicoesfingolipídios e 

fosfolipídios 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 ácido fosfatídico (PA), 7% de fosfatidilinositol (PI), 16,5% de 

fosfatidilserina (PS) e 11% de esfingomielina (SM) para a composição de 

fosfolipídios 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 geração 

de Pi em células envolvidas no processo de biomineralização pode estar 

acoplada à degradação de fosfolipídios. 
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As MVs são ricas em fosfolipídios e Chol, lipídios em diferentes estados 

de organização podem influenciar a funcionalidade da membrana e as 

propriedades das proteínas presentes na membrana. Portanto, o efeito de 

lipídios saturados (DPPC e DMPC) e insaturados (DOPC) em MVs contendo 

esteróis merece atenção especial. 

Os grupos cabeça dos esfingolipídios ocupam grandes áreas de exclusão 

no plano da camada exoplasmática em comparação com suas cadeias 

hidrocarbônicas, predominantemente saturadas. As associações entre 

esfingolipídios são evitadas pelo preenchimento com Chol que funciona como 

espaçador (Korade e Kenworthy, 2008). Glicoesfingolipídios têm normalmente 

uma longa cadeia de ácidos graxos, a qual pode interdigitar com a 

monocamada citoplasmática da bicamada lipídica. Como o Chol está presente 

em ambas as monocamadas, ele funciona como um espaçador na 

monocamada citoplasmática, bem como preenchendo vazios criados pela 

interdigitação das cadeias dos ácidos graxos (Lichtenberg et al., 2005; Korade 

e Kenworthy, 2008; Lingwood et al., 2010). 

O Chol é um componente lipídico essencial da membrana plasmática 

células animais, o Chol em baixa concentração aparece em certas membranas 

intracelulares envolvidas na comunicação vesicular com a membrana 

plasmática (Liscum e Munn, 1999). O colesterol livre predomina na membrana 

das MVs, representando 31,7% dos lipídios não polares (Wuthier e Lipscomb, 

2011) embora o Chol tenha várias funções, uma das suas principais funções é 

modular as propriedades físicas e organização lateral da bicamada lipídica da 

membrana plasmática (Simons e Ikonen, 1997; Barenholz, 2002). Estudos 

anteriores (Bolean et al., 2011) mostraram que, com o aumento das 

concentrações de Chol causam efeitos nos parâmetros termodinâmicos dos 

lipossomos: a variação de entalpia na transição de fase (∆H) dos lipossomos 

diminui, e o diâmetro médio dos lipossomos compostos por diferentes 

DPPC/Chol razões molares aumenta em comparação com lipossomos 

constituídos apenas por DPPC. a presença de Chol em monocamada de 

fosfolipídios e membranas modelo bicamada é claro a partir do alargamento e a 

eventual eliminação da cooperatividade de gel para líquido-cristalina na 

transição de fase e sua substituição por uma fase exibindo grau intermediário 

de organização (Beattie et al., 2005; Benesch e Mcelhaney, 2014). Acima da 
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temperatura transição dos lipídios, o Chol organiza suas cadeias acil. Abaixo 

de temperatura de fusão, o Chol evita que os lípidos se condensem em fases 

sólidas, intercalando entre os fosfolipídios e reduzindo a flexibilidade das 

cadeias vizinhas (King e Marsh, 1986). Além disso, a adição de Chol na 

misturas de lipídeos gera dua fases líquidas coexistentes, o líquido cristalino 

(Lα) e o fase líquido-ordenado (Lo) (Bennett et al., 1975; Beattie et al., 2005; 

Stottrup e Keller, 2006; Bagatolli e Mouritsen, 2013). Chol também diminui a 

área ocupada por molécula em lipossomos na fase de gel, aumentando assim 

interações lipídicas/lipídicas e elevação de ∆H em sistemas binário e ternário 

(Bolean et al., 2010; 2011). 

 

 

 

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

 

O Ergosterol (Ergo) difere de Chol (Fig. 2) por uma dupla ligação 

adicional no anel B do núcleo esteroide em C7, C8, bem como ligação dupla 

entre C22, C23 e um grupo metil extra em C24 da cadeia lateral de alquilo (Fig. 

1). A ligação dupla adicional e o grupo metilo na cadeia lateral de alquilo de 

Ergo fornecem este análogo de Chol com uma parte alquilo mais rígida, e o 

conjugado adicional ligação dupla do núcleo esteróide pode produzir um mais 

rígido e anel planar B bem como anéis B e C com conformação mais plana 

(Hsueh et al., 2005). 

Simulações de dinâmica 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 núcleo esteróide e da 

cadeia lateral alquila em Ergo são menores em comparação com Chol, e 
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porque Ergo exerce maior condensação efeito na bicamada fosfolipídica do 

hospedeiro (Nes et al., 1978; Bloch, 1991). 

O terceiro análogo é a Cholestenona (Achol), difere do Chol e Ergo por 

substituição do grupo OH por um grupo ceto (Fig. 1). A existência de uma 

ligação dupla no anel A e de um grupo ceto resulta em um arranjo conjugado 

em Achol (Beattie et al., 2005). Estes esteróis (Chol, Ergo e Achol) diferem na 

natureza e estereoquímica do grupo de cabeça polar e na (s) posição (ões) de 

a ligação dupla (s) (Benesch e Mcelhaney, 2014). 

Análogos de colesterol têm sido frequentemente utilizados para avaliar 

como os grupos funcionais nestas moléculas podem interagir com lípidos na 

interface da membrana. Neste contexto, este estudo concentra-se nas 

diferenças estruturais e nas interações que esteróis e lipídios podem 

estabelecer e que conseqüentemente afetam atividade do TNAP (Favarin et al., 

2017). 

Assim, muitos estudos sobre a interação do Chol com monocamada de 

fosfolipídios 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 

sequência dos estudos de DSC pioneiros de Chapman (Ladbrooke et al., 1968)  

e de Sturtevant (Hinz e Sturtevant, 1972).  

As diferentes espécies de lipídios são assimetricamente distribuídas na 

monocamada externa e interna da membrana. SM e PC são os maiores 

constituintes da parte externa da membrana plasmática de células (Ramstedt e 

Slotte, 2002). Estudos na literatura mostram uma substancial organização 

lateral desses dois lipídios e proteínas na membrana biológica (Simons e 

Ikonen, 1997; Brown e London, 2000; Lichtenberg et al., 2005; Lingwood e 

Simons, 2010). Esfingolipídios, incluindo SM, juntamente com Chol são 

comumente encontrados em domínios laterais formados nas membranas 

biológicas.  

A SM apresenta-se como um componente estrutural nas biomembranas 

juntamente com outros fosfolipídios, glicolipídios, Chol e algumas proteínas 

integrais de membrana. A importância da SM, tanto estruturalmente como 

funcionalmente (Barenholz, 2002).  

Várias proteínas da superfície de células eucarióticas tem a porção C-
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terminal modificada com glicosilfosfatidilinositol (GPI), que serve como uma 

âncora para proteínas da membrana. Proteinas GPI-ancoradas apresentam 

diversificadas funções biológicas incluindo atividade de hidrólise enzimática, 

sinalização transmembrana e interações de adesão celular (Low, 1989; 

Ferguson, 1999). A TNAP é um exemplo deste tipo de proteína (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 organização da membrana biológica em micro domínios tem um papel chave 

em vários processos celulares semelhantes à repectores protéicos (proteínas 

alvo) e a transdução de sinal.  

A existência de microdomínios tem sido explicada pela separação das 

membranas lipídicas em duas fases: fase líquido-cristalina (L) e fase líquido-

ordenada (Lo) rica em Chol, esfingosina e glicolipídios não carregados. Deste 

modo, nosso grupo de pesquisa (Bolean et al., 2010; 2011) padronizou uma 

metodologia para obtenção de sistemas vesiculares na presença de 

microdomínio lipídios e a reconstituição da TNAP a estes sistemas 

possibilitando assim estudos bioquímicos e biofísicos dos sistemas vesiculares 

formados (Bolean et al., 2010; 2011). Em adição Milhiet e (Milhiet et al., 2002) 

colaboradores (2002) demonstraram, por microscopia de força atômica, a 

inserção espontânea da TNAP, via GPI em micro domínios de fase ordenada e 

na presença de Chol. Resultados anteriores também tinham mostrado a 

dependência do Chol na reconstituição 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 

importância de se obter mais informações fisiológicas e estruturais sobre 

TNAP, quando ancorada através da GPI em um ambiente de bicamada lipídica. 

Foi concluído que a TNAP está provavelmente próxima da superfície da 

membrana e que esta proximidade pode estar relacionada à modulação da 

atividade catalítica pela composição lipídica como anteriormente relatados  

(Bolean et al., 2011; Favarin et al., 2017). Entretanto, mais estudos são 

necessários para se entender completamente as implicações do mecanismo de 
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ancoragem que resulta em efeitos na estrutura e função da TNAP e na 

organização da membrana em vesículas da matriz. 

Outro aspecto que precisa ser destacado é uma característica de 

fosfolipídios ácidos que apresentam grande afinidade por cálcio, principalmente 

a fosfatidilserina, também encontrados nas membranas das vesículas 

extracelulares (Boyan et al., 1989) e que são capazes de promover a formação 

de hidroxiapatita in vitro, mesmo na ausência de TNAP (Eanes, 1970). Este 

fato sugere uma possível associação dos fosfolipídios com o processo de 

mineralização. Além disso, estes fosfolipídios podem atuar no controle da 

biomineralização regulando o transporte de íons cálcio através da organização 

estrutural da membrana e também promovendo a nucleação de hidroxiapatita 

pela interação com íons cálcio e estabilização de associações de fosfato de 

cálcio amorfo (Wuthier et al., 1985b; Balcerzak et al., 2003; Blandford et al., 

2003; Wuthier e Lipscomb, 2011). 

Assim, alterações que podem ocorrer nas funções das vesículas podem 

representar um mecanismo de regulação da formação do mineral. Um 

problema que tem dificultado os estudos in vitro é que a reação de indução de 

deposição de minerais por complexos lipídio-cálcio-fosfato é lenta, 

necessitando frequentemente de vários dias para a obtenção significativa de 

mineral. Além disso, outro fator que dificulta estes estudos são os baixos níveis 

de íons minerais e/ou pH nas soluções metaestáveis de fosfato de cálcio, 

geralmente usadas nestes estudos.  

Em síntese, para entender acerca da importância dos complexos lipídicos 

na mineralização mediada por MVs, é necessário a realização de estudos mais 

aprofundados sobre a cinética da mineralização induzida por tais complexos, 

especialmente num sistema onde o pH e os níveis de eletrólitos sejam 

semelhantes àqueles encontrados no interior das MVs ou no fluido extracelular 

nativo. Ciancaglini e colaboradores (Ciancaglini et al., 2006) demonstraram que 

as propriedades catalíticas da TNAP variam dependendo do microambiente 

onde a enzima se encontra. Assim, diferentes formas da enzima (associada à 

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 presença tanto da 

âncora de GPI quanto de outros componentes da membrana celular. 
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Empregando-se os sistemas vesiculares de lipossomos, cuja metodologia de 

obtenção foi padronizada em nosso laboratório (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 lipídios durante o processo de mineralização foi 

mais fácil de ser estudado, pois estes sistemas podem mimetizar a função das 

vesículas tanto em sistemas in vitro bem como in vivo.  

 

Figura 4: Influência do Microambiente lipídico na Atividade da Fosfatase Alcalina 
(TNAP) na presença 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 o momento não 

permitem correlacionar a atividade da TNAP e microdominios lipídicos 

(similares a MVs), especialmente empregando-se fosfo-substratos fisiológicos 

como ATP e PPi. Com este enfoque pode-se correlacionar os mecanismos de 

controle da atividade desta enzima com a organização intermolecular e o 

estado de fase dos lipídeos da membrana. Deste modo, estes estudos poderão 

trazer um significativo avanço do conhecimento tanto do papel da enzima 

quanto do processo de biomineralização. 

Neste sentido, esta Tese teve como principais objetivos a construção de 
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sistemas de lipossomos utilizando em sua composição os lipídios DPPC, 

DMPC, DOPC e Chol (bem como análogos), em diferentes proporções, e assim 

reconstituir a TNAP aos sistemas vesiculares formando assim os 

proteolipossomos. A TNAP incorporada nos diferentes sistemas de 

proteolipossomos, nos permitiu estudar a dependência da atividade ATPase, 

ADPase e PPiase, bem como estudos de mineralização em pH fisiológico.  

 

 

1.5  Técnicas Bioquímicas e Biofísicas 

 

1.5.1 Cinética Enzimática. 

 

A cinética enzimática é o ramo da enzimologia que determina a 

velocidade de reação de hidrólise de uma determinada enzima e como ela se 

modifica em resposta ás mudanças nos parâmetros experimentais, como por 

exemplo, concentração de enzima, concentração de ligantes (inibidores, 

ativadores e substrato), Força iônica, pH e temperatura (Cuppoletti e Segel, 

1975). 

 A metodologia utilizada em cinética do estado estacionário para se 

determinar a interação entre ligantes e a enzima consiste em variar a 

concentração de um ligante e mantendo a concentração dos outros reagentes. 

A comparação dos parâmetros cinéticos (Vmáx, K0.5, n, kcat entre outros) é 

complexa e requer metodologias com rígidos controles e condições ótimas de 

pH, tampão, presença de íons. Porém os parâmetros 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 K0.5 é uma constante dinâmica que expressa a relação 

entre as concentrações reais no estado estacionário ao invés de concentrações 

no equilíbrio, para enzimas não Michaelianas. Representa uam constante 

importante que relaciona a velocidade de reação enzimática com a 

concentração de substrato, sendo uma medidade aproximada de afinidade da 

enzima pelo substrato. O substrato com K0.5 mais baixo apresenta maior 

afinidade pela enzima. O parâmetro kcat ou numero de renovação é equivalente 

ao numero de moléculas de substrato convertidas em produto por unidade de 
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tempo, por uma única molécula de enzima quando saturada com substrato. Os 

parâmetros K0.5 e kcat são uteis para estudar e comparar enzimas diferentes, 

quer sejam os mecanismos de reação simples ou complexo. Do ponto de vista 

experimental, o K0.5 de uma enzima tende a ser similar á concentração de 

substrato presente na célula (Cuppoletti e Segel, 1975) A melhor maneira de 

comparar as eficiências catalíticas entre enzimas diferentes, ou numero de 

vezes que diferentes substratos são catalisados por uma mesma enzima, é 

comparar a relação kcat/K0.5 chamada de constante de especificidade ou 

eficiência catalítica (Hoylaerts et al., 1997; Hoylaerts et al., 2006). 

Enzimas que possuem múltiplos sítios ativos, porém independentes, 

isto é, a ligação de uma molécula de substrato não afeta as constantes de 

dissociação intrínseca dos sítios vazios, apresentam curvas hiperbólicas 

normais. Entretanto, se a ligação de uma molécula de substrato induz 

mudanças estruturais ou eletrônicas que provoquem alterações nas afinidades 

dos sítios vazios, a enzima é classificada como alostérica. Os sítios de ligação 

de múltiplos 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 ligação de uma molécula de substrato facilita a ligação da próxima 

molécula de substrato pelo aumento de afinidades dos sítios de ligação vazios, 

tem-se o fenômeno chamado de “ligação cooperativa” ou “cooperatividade 

positiva” em relação á ligação do substrato, ou “resposta homotrópica positiva”. 

As interações entre ligantes diferentes, como por exemplo, substrato e 

ativador/inibidor ou ativador e inibidor, são chamadas de respostas 

heterotrópicas e podem ser tanto positivas quanto negativas. Os dados 

experimentais de velocidade podem ser analisados em termos da equação de 

Hill na forma logarítmica, obtendo uma forma linear da equação de Hill onde a 

inclinação da reta é igual a n. Quando n=1, não são observados efeitos 

cooperativos entre os sítios ativos da enzima. Quando os valores de n são 

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 analítica de grande importância para a caracterização das 

propriedades termotrópicas, interação lipídio-lipídio e lipídio-proteína. Baseado 

nos valores fornecidos por essa técnica, a análise termodinâmica de 

enovelamento de uma proteína permite a elucidação de características da sua 

estrutura terciária e ainda a determinação das contribuições das interações que 

mantêm a estabilidade da estrutura nativa (Demetzos, 2008). 

 Os lipídios podem adotar diferentes estados lamelares chamados de 

fase gel ou liquido-cristalino. Os parâmetros determinados são comportamento 

físico-químico da membrana (Tc) temperatura critica, a temperatura de 

transição de estado gel para o estado fluido cristalino. Os lipídios empacotados 

estão no estado ordenado, fase gel, entretanto acima dessa temperatura Tc 

eles são desordenados em estado fluido (Mannock et al., 2006). 

 No esquema abaixo (Figura 5) utilizaram-se lipossomos constituídos por 

DPPC (10 mg/mL) para observação dos parâmetros termodinâmicos que 

podem ser extraídos de uma curva de DSC.  

 Fosfolipídios, especialmente glicerofosfolipidios, são grupos de lipídios 

que consistem em uma ampla variedade de moléculas, que tem habilidade de 

formar estruturas de bicamada. Em meio aquoso este sistema é muito 

semelhante ás membranas biológicas e por isso é utilizado como modelo em 

estudos de calorimetria. 

Neste esquema (abaixo) pode-se observar a temperatura crítica de 

transição (Tc), temperatura na qual a amostra apresenta máxima capacidade 

calorífica pontuando a transição da fase gel á fase liquido cristalino. A entalpia 

(∆H) é um parâmetro representado pela área total do pico, o qual está 

relacionado com a estabilidade do sistema analisado. A cooperatividade das 

moléculas durante o processo de transição apresenta grande importância em 

relação ao comportamento termotrópico da amostra e pode ser definido como 

largura que corresponde a meia altura do pico de transição (∆t1/2). 
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Figura 5: Características dos parâmetros termodinâmicos de uma curva de DSC, 
utilizando no esquema lipossomos constituídos de DPPC com concentração 
igual a 10 mg/mL. Figura adaptada de (Demetzos, 2008). 
  

Na transição de fase do DPPC pode ser observado o aparecimento de 

um pico agudo e bem definido, devido ás favoráveis interações de van der 

Waals entre as cadeias hidrocarbônicas do lipídio, resultando em uma alta 

cooperatividade das moléculas. Neste esquema podemos observar dois picos 

de transição: o primeiro ao redor de 33ºC que corresponde á pré-transição de 

fase e o segundo pico que corresponde á transição principal em 41ºC 

(Demetzos, 2008).  

 

1.5.3 Análise do Formato da Gota do Eixo Simétrico 

 

A tensão superficial (γ) de líquidos ou soluções puras podem ser 

medidas por muitas abordagens experimentais. O método da gota pendente 

baseia-se na análise da forma da gota assimétrica (ADSA) de medida γ na 

interface líquido-ar ou líquido-líquido. Como o ADSA usa microlitros de 

amostra, essa técnica é muito útil quando há apenas uma pequena quantidade 

da amostra disponível (Rotenberg et al., 1983; Berry et al., 2015). Os métodos 

tradicionais aplicados para determinar γ geralmente necessitam do uso de uma 
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placa ou capilar em contato com a superfície, causando uma perturbação na 

interface. No entanto, usando o ADSA, é possível fazer uma medição de γ com 

base na forma da gota, sem qualquer interferência externa. Como mostrado na 

Figura 6. 

 

 

Figura 6: Diagrama esquemático da tensão superficial ADSA [(1) Luz; (2) Difusor; 
(3) Gota pendente; (4) CCD câmera; (5) Seringa; (6) Deposição da amostra; (7) 
Computador com frame grabber] e UV-Vis Espectrofotometria c [(I) Difusor da 
amostra; (II) Luz de deuterium/halogenia ; (III) Espectrômetro] analisador retirado 
de Andrade e colaboradores   (Andrade et al., 2016). 

 

A etapa de espalhamento é crucial para a formação de uma 

monocamada na superfície da gota (Wege et al., 1999; Caseli et al., 2006): γ 

depende da quantidade de surfactante adsorvido na superfície, portanto, essa 

etapa fornecerá valores específicos γ ou π em determinada concentração. Por 

sua vez, π corresponde à diminuição em γ da solução aquosa pura (γ0) na 

presença do surfactante: 

 

 

Além de possibilitar a determinação de γ, o uso de volumes de amostra 

reduzidos também é interessante para outros tipos de análises, especialmente 

quando não se tem uma concentração grande de analito disponivel. O 

ambiente de uma gota de microlitro pendente requer baixas quantidades da 

amostra porque os volumes das gotas são da ordem de dúzias de microlitros. A 
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gota pode atuar como um micro-reator no qual técnicas refinadas auxiliam no 

monitoramento de reações químicas.  

O DRUV-ADSA permite o monitoramento da cinética enzimática, a 

formação do produto ou do consumo de reagentes é a forma tradicional de 

realizar a análise da atividade enzimática. Esse monitoramento pode ser 

descontínuo, interrompendo a reação após um intervalo de tempo, ou contínuo, 

seguindo a reação em tempo real.  

A banda de absorção foi localizada entre 380 e 450 nm, com um máximo 

a 410 nm, como uma função do tempo evidenciando um aumento na 

concentração de PNP- após injeção 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 

função linear em relação tempo. 

Enzimas ligadas à bicamada lipídica da membrana celular através de 

uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) apresentam atividade superficial 

(Ronzon et al., 2002; Caseli et al., 2008a): GPI fornece uma porção hidrofóbica, 

enquanto a cadeia polipeptídica corresponde à parte hidrofílica. Como essas 

enzimas atuam como surfactantes, é possível verificar como sua interação com 

as monocamadas lipídicas (Brockman, 1999) afeta sua atividade. Uma das 

vantagens do método DRUV-ADSA é que ele emprega quantidades reduzidas 

de reagentes caros, como proteínas e fosfolipídios. Além disso, esta técnica 

permite o monitoramento simultâneo das alterações UV-vis e π ou γ em um 

aumento. 
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2 Objetivos gerais 

 

Assim, esta tese teve como objetivo principal a expansão de nossa 

expertise na metodologia de construção de proteolipossomos (lipossomos com 

composições diferentes), associados a TNAP, pois esta enzima têm  

importante papel no processo de biomineralização. Além disso, foi estudada 

tanto a dependência da atividade da TNAP (ATP e PPi como substrato) quanto 

a formação de cristais de hidroxiapatita em soluções metaestáveis de íons 

cálcio e de substrato ATP. 

 

2.4 Objetivos  específicos:  

 

2.4.1 Produzir vesículas binários e ternários de lipossomos, constituídos 

de diferentes composições de lipídeos (DPPC, Esfingomielina e 

Colesterol), mimetizando microdominios lipídicos. 

2.4.2 Produzir lipossomos contendo DMPC no lugar de DPPC, para 

avaliar efeitos de mudanças de fluidez. 

2.4.3 Incorporar a fosfatase alcalina (TNAP) em lipossomos 

constituídos de diferentes composições de lipídeos. 

2.4.4 Caracterizações biofísicas das vesículas produzidas empregando-

se DSC. 

2.4.5 Correlacionar a atividade ATPase e PPiase da TNAP incorporada 

nos diferentes proteolipossomos. 

2.4.6 Avaliar a capacidade de formação de nódulos de mineralização na 

superfície externa dos lipossomos e proteolipossomos. 

2.4.7 Comparação das características biofísicas e cinéticas da TNAP 

obtida de cultivo de célula primária de Rato (rattus norvegicus) 

com a TNAP Humano (homo sapiens) expressa em células 

CHO.  
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3 Materiais e Métodos: 

 

3.4 Obtenção e cultura de células de medula óssea de ratos 

 

As células de medula óssea de ratos foram obtidas e cultivadas 

conforme descrito por Simão e colaboradores (Simao et al., 2007). A medula 

óssea foi obtida de ratos machos, jovens, adultos, da linhagem Wistar, pesando 

110-120 g. Para realização da cirurgia foi utilizado anti-séptico, campo cirúrgico 

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 região abdominal, pernas e rabo com álcool 

iodado 1% para a retirada local da pele do animal. Após a retirada da pele foi 

feita a assepsia do local com o uso de clorexidina 2,5%. O fêmur foi separado 

da tíbia com cortes no tendão do joelho e em seguida os tecidos foram 

retirados para obtenção do fêmur com cortes de tesoura nas articulações 

próximas à bacia.  

Os fêmures retirados assepticamente foram colocados em meio de 

transporte (meio essencial mínimo, contendo como antifúngico o fungisona e 

como antibiótico a gentamicina) e transportados até o laboratório para 

realização da extração de medula óssea dentro de uma capela de fluxo 

laminar. Para a extração da medula óssea foram realizadas três passagens em 

meio de transporte. Cada passagem levou no mínimo 30 minutos, onde foram 

retirados os restos de tecidos presos ao fêmur com o auxilio de um bisturi. As 

epífises foram removidas e a medula extraída com jato de 20 mL de meio de 

cultura (meio essencial mínimo-α (α-MEM), suplementado com 15% de soro 

fetal bovino, 50 μg/mL de gentamicina, 0,3 μg/mL de fungizona, 10-7 M de 

dexametazona, 5 μg/mL de ácido ascórbico e 7 mM de β-glicerofosfato) 

esguichado por uma seringa com agulha.  

Fez-se assim uma lavagem interna do fêmur com meio de cultura, 

extraindo toda a medula óssea. As células liberadas foram cultivadas em 

frascos de 75 cm2 contendo meio de cultura, por cerca de 14 dias, sempre 

mantidas a 37ºC e atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar 

atmosférico. Os meios foram trocados a cada 3 ou 4 dias. 
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3.5  Obtenções das frações de membrana de osteoblastos de Rato. 

 

As frações de membrana ricas em TNAP foram extraídas das culturas 

osteoblásticas, conforme descrito por Simão e colaboradores (Simao et al., 

2007). As células que cresceram durante aproximadamente 14 dias em frasco 

plástico de cultura de 75 cm2 foram lavadas com tampão de estoque Tris-HCl 

50 mM, pH 7,5, contendo MgCl2 2 mM, raspadas com espátula plástica e 

ressuspensas em 40 mL de tampão de choque osmótico Tris-HCl 50 mM, pH 

7,5, contendo MgSO4 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 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet, com à fração de membrana de células osteoblásticas rica 

em TNAP, foi ressuspenso em 5 mL de tampão de estoque. Este material foi 

fracionado em alíquotas de 1 mL, rapidamente congelado e armazenado a –

20ºC. 

 

3.6    Obtenção 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 

construído anteriormente um vetor para expressão no pCMVScript para 

produzir PLAP humano, que originalmente continha uma sequência peptídica 

sinal no terminal N e uma sequência de ancoragem GPI perto do C terminal. 

Um fragmento de DNA de 4,9 kb que representa o sinal da região de Peptídeo 

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 expressão das céulas TNAP- CHO-K1 (ovario de 

hamster chines, CCL-61) foi tripsinizada e suspensa em 1,0 107 células em 800 

µL de solução salina tamponada com HEPES, contendo 10 µL de plasmideo de 

cDNA de TNAP humano no vetor pCMV-Script. A suspensão de células foi 

colocada numa cubeta de eletroporação (parede de 4 mm) e electroporada a 

400 mV, 250 microfaradais utilizando Gene Pulser (Bio-Rad). Após incubação 

em gelo durante 20 min, a suspensão de celula eletroporada foi diluída 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 substituído por meio de seleção contendo 800 g/ml de G418 

e o meio de seleção foi renovado a cada três dias. Duas semanas depois, as 

células resistentes a G418 foram recolhidas para a preparação de amostras de 

membrana para TNAP, segundo o mesmo protocolo descrito para proteínas 

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

 

3.7 Dosagem de proteína 

 

As concentrações de proteína foram determinadas pelo método descrito 

por Hartree (Hartree, 1972) na presença de SDS 2% (p/v). A albumina de soro 

bovino foi utilizada como padrão. As determinações foram feitas em triplicatas e 

a concentração de proteína foi estimada a partir da curva padrão feita para 

cada dosagem. 

 

3.8   Determinação da atividade da fosfatase alcalina. 

 

A atividade p-nitrofenilfosfatase (pNFFase) da TNAP foi determinada 

descontinuamente, a 37ºC, empregando-se um espectrofotômetro, através da 

formação do íon p-nitrofenolato (PNF-) (ε = 17.600 M-1.cm-1, pH 13), em 410 

nm. As condições de ensaio foram tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, contendo 

MgCl2 2 mM e p-nitrofenilfosfato (pNFF) 10 mM, em um volume final de 0,5 mL. 

Para estudos realizados no pH ótimo de hidrólise da enzima, as condições de 

ensaio foram tampão AMPOL (2-amino-2-metil-1-propanol) 50 mM, pH 9,8, 

contendo MgCl2 2 mM e p-NFF 10 mM, em um volume final de 0,5 mL. A 

reação foi iniciada pela adição 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, PPi em pH 

7,4 as condições padrão foram as mesmas descritas acima, mas as atividades 

de fosfomonohidrolase foram determinadas descontinuamente através da 

dosagem do Pi liberado, de acordo com o procedimento descrito por Pizauro e 

colaboradores (Pizauro et al., 1995), ajustando-se o meio de ensaio para um 

volume final de 0,5 mL. A reação foi iniciada pela adição 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 quantificação de fosfato. Todas as determinações foram realizadas em 

triplicatas e as velocidades iniciais são esperadas ser constantes por no 

mínimo 90 min, já que menos que 5% do substrato foi hidrolisado. Controles 

sem a adição de enzima foram incluídos em cada experimento para se estimar 

a hidrólise não-enzimática 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 37oC, por mL ou mg de proteína. Os dados foram descritos como a 

média de determinações em triplicatas de 3 preparações enzimáticas 

diferentes, as quais foram consideradas estatisticamente significativas quando 

P ≤ 0,05. 

 

3.9 Solubilização da fração de membrana 

 

A fração de membrana obtida contendo 0,2 mg/mL de proteína foi 

incubada com polidocanol 1% (p/v) (concentração final), a 25ºC. A enzima foi 

então armazenada em detergente a 10 ºC, evitando assim uma possível 

agregação. 

Amostras da enzima solubilizada foram analisadas quanto à atividade 

pNFFase. 

 

3.10  Remoção do excesso de detergente 

 

A TNAP solubilizada com polidocanol foi incubada sob agitação 

constante, durante 2 horas, a 4ºC, com a resina Calbiosorb na proporção de 

200 mg/mL (peso úmido), previamente tratada com metanol e equilibrada com 

tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl2 2 mM, conforme descrito por 

Camolezi e colaboradores (Camolezi et al., 2002). 
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3.11  Preparação dos lipossomos 

 

Lipossomos com concentração de 10 mg/mL foram preparados 

pesando-se uma massa apropriada do lipídeo (ou mistura) que foi dissolvida 

em clorofórmio. Em seguida o solvente foi removido através da passagem de 

nitrogênio pela solução formando um filme nas paredes do tubo. Estes filmes 

foram mantidos o vácuo por 1 hora, para garantir a completa do meio. Em 

seguida, o filme lipídico foi ressuspenso em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 

contendo MgCl2 2 mM a fim de formar uma solução de concentração final de 10 

mg/mL. Esta mistura foi incubada a 60ºC por 1 hora, com agitações 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 solução de lipídeos 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 não ocorra a ruptura desta. Este procedimento é realizado sob fluxo de ar 

quente para o sistema atingir a temperatura de transição. A solução extrusada 

foi então 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 constituídos de DPPC:CHOL, 

DOPC:CHOL, DMPC:CHOL em proporção molar de 0, 90:10, 75:25 e 64:36 

mol% de Chol. Também foram preparados lipossomos contendo Colestenona e 

Ergosterol em proporção de (64:36) mol%. 

Amostras de lipossomos e TNAP (em torno de 35 μg/mL) em tampão 

Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl2 2 mM, foram misturadas e incubadas 

a 25ºC durante 1 hora, na proporção 1:10000 proteína:lipídio (razão molar). Em 

seguida, a solução foi ultracentrifugada a 100.000 x g por 1 hora, a 4ºC, e o 

pellet foi ressuspenso no mesmo tampão acima descrito. A atividade pNFFase 

total antes da incorporação, antes da ultracentrifugação e a atividade presente 

no sobrenadante e no pellet ressuspenso foram determinadas para calcular a 

porcentagem de incorporação. 
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3.12  Determinação do diâmetro médio das vesículas 

 

O diâmetro médio das vesículas foi determinado por espalhamento de 

luz dinâmico, empregando-se o equipamento Beckman Coulter (modelo N5 

Submicron Particle Size Analyser), com cubetas de 1 cm de passo óptico. 

 As amostras foram previamente filtradas (Millipor filter 0,8 μm) e diluídas 

de modo a se obter uma intensidade dentro da faixa requerida pelo aparelho. O 

valor apresentado é a média de 5 medidas realizadas à temperatura ambiente. 

Nos experimentos de espalhamento de luz dinâmico, o diâmetro médio é 

determinado a partir do coeficiente de difusão (D) das vesículas quando estas 

se movem ao acaso devido ao movimento Browniano.  

A intensidade de luz espalhada é modulada através do movimento 

Brawniano das vesículas que se difundem resultando na ampliação da largura 

da linha do laser (efeito Doppler). Pelo exame da amplitude espectral da luz 

espalhada, o tamanho da vesícula 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 

dinâmico, por um período de até 10 dias. 

 

3.13 Determinação dos dados cinéticos 

 

Os parâmetros cinéticos de hidrólise dos substratos pela TNAP, obtidos 

nas diferentes condições experimentais: K0,5 (constante de dissociação 

aparente), n (coeficiente de Hill) e Vmáx foram calculados empregando-se o 

programa SigrafW desenvolvido por Leone e colaboradores (Leone et al., 

2005). Os resultados foram apresentados como a média de determinações em 

triplicata, de 3 preparações diferentes, as quais foram consideradas 

estatisticamente significativas quando P ≤ 0,05. 

 

3.14 Ensaios de Mineralização. 

 

O ensaio de mineralização foi realizado como descrito previamente por 

Genge (Genge et al., 2007) e adaptado por Simão (Simao et al., 2013). 
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Resumidamente, a solução de fosfatidilserina (PS) foi preparada por secagem 

de 1,25 mg do lipídio em clorofórmio, sob uma atmosfera de Nitrogênio para 

formar um filme, sobre a parte inferior de um tubo de ensaio. O filme foi 

dissolvido em 2 mL de tampão fosfato intracelular (ICP) composto por: 106,7 

mM de K+, Na+ 45,1 mM, 1,5 mM de Mg2+, Cl- 115,7 mM, 23,0 mM de Pi, HCO3 

10 mM, SO4
2- 1,5 mM e 3,1 mM N3

-, pH 7,2, sonicadas durante 2 minutos a 

25°C para formar uma emulsão homogênea de vesículas unilamelares. A 

Propagação da formação mineral foi avaliada na presença de complexos de 

nucleação sintéticos feitas tanto de fosfato de cálcio amorfo (ACP) sozinho ou 

combinado com PS (PS-CPLX). Foi feita a mistura de 1 mL da solução 

preparada anteriormente com PS com 17,5 µL de CaCl2 100 mM e 1,6 mL de 

tampão de ICP. Esta solução foi homogeneizada e centrifugada durante 5 

minutos a 15.000 x g. O sedimento foi ressuspenso em 1 ml de tampão Tris 

16,5 mM HCl, pH 8, sonicadas durante 30 segundos para obter a suspensão 

uniforme. Ao mesmo tempo, outro tampão foi preparado, cartilagem sintética 

linfa Tampão recipiente (SCL) contendo Ca2+ mM e ATP 1 mM, como uma 

fonte de substrato, 104,5 mM de Na+, Cl- 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 

Mg2+. Finalmente, os ensaios de mineralização foram realizados num volume 

final de 280 L (em microplaca de 96 poços), onde os diferentes 

lipossomos/proteolipossomos (14 L) foram incubados com 140 tampão L de 

SCL, 21 L de suspensão de PS-CPLX e 14 L de tampão 16,5 mM Tris-HCl, 

pH 8 e homogeneizados durante 10 segundos. A propagação do mineral foi 

quantificação pela turbidez (absorbância a 340 nm) após 48 h de incubação 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 concentração de proteína de 

proteolipossomos de cada amostra, pois obteve-se valores diferentes para a 

incorporação TNAP em cada tipo de proteolipossomos. 
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3.15 Espectrofotometria ultravioleta-visível acoplado a análise de tensão 

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 são referentes aos valores de absorbância 

utilizados para determinar a atividade específica da enzima TNAP por Druv-

ADSA. 

O experimento de espectrofotometria ultravioleta-visível acoplado a 

análise de tensão superficial () e associado fibra óptica reflexão (Ocean 

Optics) estava concentrada próximo (cerca de 2-3 mm) da a superfície lateral 

de uma gota pendente (Volumes entre 10 e 12 µl) com o auxílio de um 

tensiômetro automático OCA-20 (DATAPHYSICS). A fibra foi acoplada a uma 

fonte de luz de deutério/halogêneo (DH-2000-Bal Oceano Óptica®) e um 

espectrômetro (Ocean Optics RH 2000). Os espectros foram registrados 

através da análise ultravioleta-visível de reflectância difusa (Druv) e os valores 

() foram obtidos através da análise da forma da gota assimétrico (ADSA). 

Para a análise de cinética enzimática, as gotas foram formadas 

utilizando uma solução aquosa 70 mM de Ampol, pH 10,0, 10 mM de pNPP, e 

2 mM de MgCl2. A atividade enzimática foi monitorada através das mudanças 

na intensidade da banda de absorção UV-vis em torno de 410 nm, atribuído à 

formação de p-nitrofenolato. 

A atividade enzimática específica foi determinada usando um fator de 

correção correspondente à inclinação dos valores linear de absorvância como 

uma função dependente da concentração de PNP- (DRUV). Para este fim, o 

meio de reação contendo pNPP foi incubado numa cubeta com comprimento 

óptico de 1 cm contendo 0,528 ug de TNAP. Os espectros de UV-Vis do 

produto (PNP-) foram calculados em função de tempo. Após 5 minutos, esta 

mesma solução foi transferida para o aparelho Druv-ADSA, e os espectros 

também foram registrados. A lei de Lambert-Beer aplicado à abordagem 

tradicional forneceu as concentrações de íons p-nitrofenolato, em seguida, uma 

relação com os valores de absorbância da medição de reflectância difusa. A 

atividade específica foi expressa como uma unidade (U= nmol de PNP por 

minuto) por massa (mg) de TNAP. 
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A atividade enzimática e  foram determinadas simultaneamente após a 

injeção de 0,5 L da TNAP ug.mL-1 solução de 26,4 L (na ausência de 

polidocanol) na gota. A atividade enzimática foi determinada também na 

presença de fosfolipídios como descrito a seguir. As monocamadas foram 

formadas por injeção de alguns microlitros de uma solução de clorofórmico 

(concentração final de 1 mM tensoativo) dentro da gota. Em seguida, 0,2 L de 

uma solução 42,7 µg.mL-1 TNAP foi injetado no interior da gota, e mudanças 

no UV-vis espectros foram registrados simultaneamente com as mudanças na 

. Os dados são os ± médios relatados como S.D. de triplicar as medições de 

diferentes preparações da gota. 

 

3.16 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). 

 

Os estudos de calorimetria foram realizados empregando-se os 

equipamento N-DSC II: Differential Scanning Calorimeter (Calorimetry Sciences 

Corporation). As amostras e a referencia (tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 

contendo MgCl2 2mM) foram previamente deaeradas antes de serem 

submetidos á analise (300 µL de cada). Realizaram-se varreduras de 

temperatura de 10 ºC a 90 ºC, com velocidade de aquecimento de 0,5 ºC/min, 

bem como varreduras de 10ºC a 90ºC, com velocidade de resfriamento de 0,5 

ºC/min. 

 Durante a transição, a temperatura da amostra permanece constante, 

enquanto que a da referencia continua aumentado. O calorímetro registra uma 

variação de temperatura que é convertida em diferencia de potencia (∆P). os 

dados de potencia (µW) são transformados em capacidade calorífica molar, 

possibilitando a determinação dos valores de temperatura critica de transição 

(Tc), cooperatividade (∆t1/2) e variação de entalpia (∆H). as análises de 

deconvolução, realizadas para se obter uma melhor resolução de picos 

distintos que podem aparecer em uma mesma corrida, foram realizados 

utilizando-se o programa Origin, versão 8.0 (Bolean et al., 2010; 2011). 

 

 

 



   Resultados e Discussão 

39 

 

 

4. Resultados e Discussão 

 

4.1   Caracterização biofísica por DSC de lipossomos e proteolipossomos  

 

Realizamos estudos de lipossomos e proteolipossomos constituídos por 

diferentes misturas lipídicas 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 são apresentados na 

figura 5. Faremos primeiro uma abordagem das características dos lipossomos 

e na sequencia dos proteolipossomos. Todos os termogramas foram 

analisados por deconvolução para melhor resolução dos picos distintos 

existentes em cada caso. 

Os diâmetros médios são consistentes com a membrana usada no 

método de extrusão (~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 segregação de fase lateral, com a formação de domínios ricos em 

colesterol (Tc =41,3 °C) e domínios pobres em colesterol (~Tc = 40,0 °C) na 

membrana, de acordo com estudos anteriores (Bolean et al., 2010), o mesmo 

comportamento pode ser observado quando substituímos o DPPC por DMPC, 

a presença do colesterol. 
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Figura 7: Termogramas, para determinação da capacidade calorífica, Cp (kcal.K-
1.mol-1) em função da temperatura (°C) das vesículas (10 mg/mL): lipossomo 
(Preto) e proteolipossomo (Vermelho) composições (A): DPPC; (B): DPPC:Chol 
(90:10) mol%; (C): DMPC e (D): DMPC:Chol (90:10) mol%. 

 

Quando comparamos a estrutura dos fosfolipídios DPPC e DMPC 

podem observar que a única diferença é o comprimento da cadeia acila, 16 e 

14 carbonos, respectivamente (Bayerl et al., 1989). Observar-se que esta 

diferença causa uma diminuição significativa de Tc (DPPC, 40,9 para DMPC 

23,8 ºC) (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 número de 

interações de van der Waals entre os carbonos das cadeias (Morini et al., 

2015).  
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Termogramas DSC de composição DMPC:SM e DMPC:Chol:SM 10% (10 mg / mL). 

Varredura diferencial termogramas calorimétricos foram determinadas a  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8: Termogramas, para determinação da capacidade calorífica, Cp (kcal.K-
1.mol-1) em função da temperatura (°C) das vesículas (10 mg/mL): lipossomo 
(Preto) e proteolipossomo (Vermelho) composições (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 inserção da Esfingomielina (SM) nas misturas com DPPC:Chol 

proporcionou um considerável alargamento dos picos, como mostrado na 

Figura 8, aumentando os valores Δt1/2 (Tabela 2), evidenciando uma diminuição 

na cooperatividade de transição de fase. Além disso, no termograma podemos 

observar que o pico principal é o correspondente ao Tc, possivelmente 

relacionado à pré-transição do SM ou do DPPC.   A entalpia total (8,30 

kcal.mol-1) da formulação DPPC:Chol:SM (90:10:10) mol%  aumentou em 

relação ao DPPC:Chol (90:10) mol% (6.76 kcal.mol-1). Este efeito pode ser 
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explicado pela geometria da molécula de SM, capaz de estabilizar a membrana 

através das pontes de hidrogênio e interações 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 

constituídas por DPPC com igual concentração de colesterol (Snyder e Freire, 

1980; Needham e Nunn, 1990). Além disso, a permeabilidade à água foi menor 

em SM/Chol do que em DPPC/Chol, indicando a formação de um agrupamento 

mais resistente. 

A membrana natural contém SM, normalmente é constituída por uma 

mistura de hidrocarbonetos com larguras e comprimento diferentes (podendo 

haver 16 a 24 carbonos), devido a sua estrutura de esfingosina, um ácido graxo 

é ligado via ligação amida e ocupa uma área maior do que em fosfolipídios 

(Barenholz, 2002). A composição da cadeia de hidrocarbonetos da SM varia 

entre os tecidos, no entanto, a presença de cadeias excepcionalmente longas é 

comum, dando à molécula uma assimetria natural. PCs normalmente têm 

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 lipídios (binário e ternário). No termograma o proteolipossomo 

constituído por DPPC:Chol (90:10) mol% (Figura 7) pode ser notada a 

segregação da fase lateral. Este mesmo perfil foi detectado para lipossomos 

com a mesma composição, prova que a enzima não é capaz de influenciar o 

perfil calorimétrico desta composição lipídica; entretanto, os parâmetros 

termodinâmicos são significativamente alterados. Comparando os valores dos 

lipossomos (termogramas em preto) com os parâmetros dos proteolipossomos 

(termogramas em vermelho) da Tabela 2, Há uma diminuição no ΔH pode a ser 

observado, demonstrando o quanto a enzima pode fluidificar o microambiente 

lipídico. 

Os valores de Tc não foram alterados significativamente. Em relação à 

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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transição apresentou o pico centrado em de 23 ºC, porém em torno de 19 ºC se 

encontra o primeiro pico mais amplo. A reconstituição da TNAP em lipossomos 

constituídos de DPPC:Chol (90:10) mol% e DMPC:Chol (90:10) mol%  

resultaram em uma incorporação de 61,2% e 89,5 da atividade catalítica, 

respectivamente. 

Na Figura 8 os perfis de termogramas para os proteolipossomos 

ternários constituídos 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 presença da enzima, o pico referente à 

pré-transição é eliminado. No segundo caso (misturas com DMPC), o perfil 

permanece muito semelhante quando comparado ao lipossomo de mesma 

composição, no entanto, a distinção de pico é mais evidente quando a enzima 

está presente. 

Comparando os parâmetros termodinâmicos, podemos inferir que a 

presença da enzima fluidifica a membrana lipídica, pois há um decréscimo nos 

valores de ΔH dos proteolipossomos em comparação com os lipossomos. 

A reconstituição de TNAP em lipossomos DPPC:Chol:SM (80:10:10) 

mol% originou uma incorporação de cerca de ~50% da atividade enzimática, 

demonstrando que a presença de SM dificulta a incorporação da enzima 

quando comparado ao valores obtidos para os proteolipossomos na presença 

de colesterol (Milhiet et al., 2002). 

Tabela 2: Parâmetros termodinâmicos de lipossomos (10 mg/mL) 
constituídos por DPPC, DMPC, Chol, SM com diferentes proporções 
molares. 

 

Parametros 
Termodinâmicos 

Composição 

 
  
 
Mol% 

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) 

∆H  (Kcal.mol
-1

) 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 23,8±0,2 23,3±0,3 24,6±0,1 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 

∆H  (Kcal.mol
-1

) 2,67±0,2 1,76±0,1 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 4,48±0,3 3,22±0,4 3,1±0,3 1,82±0,4 2,91±0,2 
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4.2 Caracterizações biofísicas da TNAP incorporada em lipossomos. 

 
Na reconstituição da TNAP em lipossomos estudados (ver Tabela 3), os 

melhores resultados de incorporação foram obtidos empregando apenas 

DPPC, como único componente. Este lipídeo proporcionou incorporação de 

cerca de 85% da atividade enzimática e a concentração de proteína 

incorporada foi de 0,149 μg/mL. Para a incorporação em lipossomos contendo 

DOPC, os lipossomos constituídos de DOPC:Chol (64:36) mol%  

proporcionaram máxima incorporação da atividade da enzima (cerca de 58%) 

que representa uma incorporação de 0,102 μg/mL de proteína. De todos os 

proteolipossomos a composição DMPC:SM (90:10) mol% foi a que obteve 

melhor porcentagem de incorporação cerca de 98% da atividade PNPPase. 

É importante salientar que para o a incorporação da proteína em 

lipossomos compostos por DOPC e DMPC foram mantidas as mesmas 

proporções já padronizadas para lipossomos constituídos por DPPC. 

O processo de incorporação da TNAP é tempo dependente e tem uma 

velocidade de inserção grande no início até aproximadamente 40 minutos, 

atingindo aproximadamente 70%, seguindo uma curva do tipo hiperbólica. 

Resultados semelhantes de incorporação foram obtidos por Camolezi e 

colaboradores (Camolezi et al., 2002) na reconstituição da TNAP de placas 

ósseas em lipossomos constituídos por DPPC, e por Bolean e colaboradores, 

(Bolean et al., 2010) na reconstituição da TNAP obtida de cultivos de 

osteoblastos em lipossomos constituídos de DPPC e Chol. 

A caracterização biofísica e cinética dos proteolipossomos constituídos 

por DPPC, DOPC com diferentes esteróis foram publicados no artigo Favarin e 

colaboradores (Favarin et al., 2017). 

Os diâmetros médios de vesículas formadas pelos lipossomos e 

proteolipossomos foram avaliados empregando-se a técnica de espalhamento 

de luz dinâmico.  
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Tabela 3: Diâmetro médio dos lipossomos e proteolipossomos 
preparados com diferentes proporções de lipídeos e porcentagem de 
incorporação da TNAP. 

 

 Lipossomo   Proteolipossomo 

Composição de 
Lipossomo 
 

(% mol) 

Diametro 

(nm) 

 Diametro 

(nm) 

Proteina 

(µg/mL) 

 

Incorporação 

 (%) 

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) 144,6  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* 192,5  0,1 214,3  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) *   131,6  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)    145,2  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 estão também expressos na Tabela 3 e revelaram 

vesículas com diâmetro médio entre 160 e 180 nm condizentes com o 

esperado para o DPPC e DPPC:Chol obtidos pela técnica de extrusão. Cabe 

destacar aqui que os sistemas apresentaram dimensões similares aos descrito 

por Bolean e colaboradores. (Bolean et al., 2010) 

Uma observação importante a ser documentada é um pequeno aumento 

do diâmetro médio dos lipossomos (148,5 a 154,3 nm) com o aumento da 

concentração de Chol que ocorre concomitante com a diminuição na 

incorporação da TNAP (0,149 para 0,087 µg/mL). No entanto, não é possível 
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afirmar se apenas a curvatura das vesículas pode influenciar na incorporação 

da TNAP, ou o próprio colesterol é o responsável pela diminuição da 

incorporação (Sesana et al., 2008; Bolean et al., 2010). 

Os proteolipossomos contendo DOPC, apresentaram diâmetros médios 

para vesículas 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 concentração de Chol ocorre o 

aumento na incorporação da TNAP (0,078 para 0,102 µg/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 

domínios mais compactos e isso no caso do DOPC ocorre quando se adiciona 

Chol. 

Pode-se notar também observando a Tabela 3 que, lipossomos 

constituídos por AChol e Ergo não apresentaram alteração significante nos 

diâmetros médios, podendo ser comparados com as formulações com Chol, 

tanto para DPPC quanto para DOPC como fosfolipídio majoritário. 

Com relação ao DMPC, podemos notar que o aumento a concentração 

de colesterol ocasiona um aumento na incorporação da TNAP, principalmente 

quando a concentração de colesterol é 10 mol%, já para outras concentrações 

os valores de incorporação não variam significativamente, com exceção aos 

diferentes esteróis (Ergosterol e Colestenona). 

Cabe destacar que, para todos os sistemas lipídicos estudados pela 

técnica de espalhamento dinâmico, foram encontrados valores de polidispersão 

menores que <0,3, sugerindo que são preparações bastante homogêneas. 

Podemos também estimar a relação molar proteína:lipídio, em torno de 

~1:14.000 para os lipossomos de DPPC, enquanto que ocorre um diminuição 

na relação proteína:lipídio chegando a ~1:20.000 com o aumento da 

concentração 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 relação ao DMPC estimou-se uma relação de ~1:10.000. 

Valores de proporções proteína-lipídeo em diferentes reconstituições de 

proteínas descritos na literatura são 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  Caracterizações Cinéticas da TNAP em lipossomos contendo 
DPPC e esteróis. 

 

Estudos têm demonstrado a importância da hidrólise de ATP e PPi, pela 

fosfatase alcalina de diferentes tecidos ósseos e cartilaginosos. Acredita-se 

que especialmente a atividade ATPase e PPiase estejam envolvidas na 

remoção de inibidores de formação de minerais, fornecendo fosfato para o 

mineral nascente, bem como mantendo uma relação Pi/PPi, importante para a 

regulação do processo de mineralização (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 

concentrações fisiológicas dos substratos na mineralização podemos citar AMP 

0,3 mM, ATP 22 mM e PPi 0,5 mM.  

Uma vez reconstituída a TNAP em misturas lipídicas formadas por 

DPPC e DPPC:Chol (em diferentes proporções) foram realizados experimentos 

de cinética enzimática utilizando os substratos ATP e PPi no intuito de 

conhecer os parâmetros cinéticos como padrão de comparação para os demais 

formulações estudadas.  

Assim, foi verificado o efeito do microambiente lipídico em pH 7,4 

condizente com o pH fisiológico (Simao et al., 2013). Embora as eficiências 

catalíticas em geral foram maiores em pH alcalino, a hidrólise de PPi foi maior a 

8 diferente do ATP.   
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Figura 9: Efeito da concentração de ATP (A) e do PPi (B) na atividade enzimática 
da TNAP reconstituída em lipossomos compostos por DPPC em diferentes 
concentrações de Chol: (■) 0; (●) 10; (▲) e 25 (▼) 36 mol%. Inserção: 
Representação de Hill para a interação de ATP e PPi com a enzima, 
respectivamente. 

 

Através da Figura 9A pode-se observar que, independentemente da 

presença de Chol, o ATP exibe uma única curva de saturação para as 
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composições lipídicas estudadas. O valor de K0,5 diminui gradativamente com o 

aumento da concentração de Chol.  

Observa-se também uma redução nos valores de cooperatividade 

quando adicionado Chol ao sistema passando de 3,4 para o proteolipossomo 

contendo apenas DPPC, para 1,9 para o proteolipossomo com concentração 

de Chol igual a 10 mol% (Tabela 4).  

Os valores de Vmáx aumentaram (de 910 para 1405,3 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos 

uma diminuição para 732,8 U/mg, quando comparado com o sistema contendo 

apenas DPPC (Tabela 4).  

Com relação à eficiência catalítica da TNAP reconstituída em 

proteolipossomos constituídos de DPPC, foram obtidos valores (5,7x102 M-1.s-1) 

muito similares aos proteolipossomos compostos por DPPC:Chol 10 e 25 mol% 

(5,3x102 e 1,5x102 M-1.s-1, respectivamente). Porém, proteolipossomos 

composto por DPPC:Chol (64:36) mol% tiveram um aumento de 2x em relação 

ao lipossomo de DPPC obtendo o valor de 1,8x103 M-1.s-1 (Tabela 2) para a 

eficiência catalítica.  

A velocidade de hidrólise de PPi da TNAP reconstituída em lipossomos 

de DPPC, DPPC:Chol em proporções variando de 10 a 36 mol% é mostrada na 

Figuras 9B. Pode-se observar que o PPi, assim como o ATP exibe uma única 

curva de saturação para os  proteolipossomos estudados. 

 O valor de K0.5 para proteolipossomos decresce com o aumento da 

concentração de Chol, indicando que nessa faixa de concentração 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 

concentração de Chol. 

Os valores de Vmáx aumentaram (de 542,2 para 880,1 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos 

uma diminuição (indo para 510,8 U/mg), quando comparado com as 

formulações contendo apenas DPPC. 
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Com relação à eficiência catalítica da Fosfatase alcalina reconstituída 

em proteolipossomos de DPPC foi obtido valor de 1,5x103 M-1.s-1 muito abaixo 

do que os valores obtidos para proteolipossomos constituídos por DPPC:Chol 

(90:10), (75:25) e (64:36) mol% (1,9x103; 3,5x103 e 3,3x103 M-1.s-1, 

respectivamente), indicando um aumento de atividade catalítica do PPi, na 

presença de Chol.  

 

 
 
Figura 10: Efeito da concentração de ATP (A) e o PPi (B) na atividade enzimática 
da TNAP reconstituída em lipossomos compostos de DPPC e por diferentes 
esteróis: (■) DPPC puro; (▼) DPPC:Chol (64:36 mol%);  (  ) DPPC:AChol 
(64:36 mol%) e (♦) DPPC:Ergo (64:36 mol%). Inserção: Representação de Hill 
para a interação de ATP e PPi com a enzima, respectivamente. 
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Para proteolipossomos compostos por DPPC:AChol (64:36) mol%, a 

hidrólise de ATP (Figura 10A) mostrou um Vmáx de 338,0 U/mg, menor do que o 

obtido para o DPPC:Chol (64:36) mol% (1244,1 U/mg), más muito semelhante 

ao observado para a DPPC:Ergo (64:36) mol% (412,7 U/mg).  

O valor K0.5 para DPPC:AChol (64:36 mol% foi de 0,25 mM, resultando 

em uma maior afinidade para o ATP, se comparado a proteolipossomos 

constituído de DPPC:Chol (64:36) mol% (1,38 mM) e DPPC:Ergo (64:36) mol% 

(0,84 mM).Com relação a hidrólise de PPi (Figura 10B), todos os 

proteoliposomos revelaram valores muito semelhantes Vmáx, K0.5 e kcat/K0.5. 

 

Tabela 4: Parâmetros cinéticos obtidos pela hidrólise de ATP ou PPi pela 
TNAP reconstituída em lipossomos constituídos de DPPC com diferentes 
proporções de esteróis. 
 
 

Substratos  Proteolipossomos 

Parametros 
Cinéticos 

DPPC DPPC:Chol 
10% 

DPPC:Chol 
25% 

DPPC:Chol  
36%  

DPPC:AChol 
36% 

DPPC:Ergo  
36% 

 Vmáx (U/mg) 910,0  
10,6 732,8  15,3 1405,3  12,0 1244,1  9,7 338  3,4 412,7  5,1 

ATP K0.5 (mM) 3,18  0,02 2,75  0,06 1,82  0,04 1,38  0,01 0,25  0,09 0,84  0,01 
 N 3,4  0,01 1,9  0,07 2,5  0,01 2,9  0,01 1  0,01 1,3  0,01 
  kcat/K0.5 (M

-1
.s

-1
) 5,7x10

2
 5,3x10

2
 1,54x10

2
 1,8x10

3
 2,7x10³ 1x10³ 

 Vmáx (U/mg) 542,2  12,8 510,8  9,1 880,1  7,3 740,3  4,7 709,1  8,9 583,81  5,2 
PPi K0,5 (mM) 0,71  0,01 0,55  0,02 0,5  0,08 0,45  0,06 0,2  0,04 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 
  kcat/K0,5 (M

-1
.s

-1
) 1,5x10

3
 1,9x10

3
 3,5x10

3
 3,3x10

3
 6,9x10³ 1,2x10³ 

 

 

Podemos notar, observando a Tabela 4, que para o substrato PPi a 

enzima apresenta um valor de K0,5 menor nos proteolipossomos de DPPC do 

que quando o substrato ATP, sugerindo que o PPi pode ser hidrolisado 

preferencialmente quando em um microambiente onde todos os substratos 

estivessem disponíveis. Mas esta hipótese precisará ser testada, pois um 

substrato poderia competir com o outro e resultar na inibição da atividade de 

fosfomonoidrolase e, consequentemente, reduzir a quantidade de fosfato 

produzido.  

Os parâmetros cinéticos mostrados na Tabela 4 são similares aos 

relatados por Simão e colaboradores (Simao et al., 2010b) em relação à 

proteolipossomos compostos pelos mesmos lipídios, quando a TNAP obtida de 

medula óssea de ratos foi usada.  
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Cabe ressaltar que a Vmáx de hidrólise para os substratos ATP e PPi 

foram menores para todos os proteoliposomos estudados quando o Chol está 

presente em uma proporção molar de 10%.  

Nas condições experimentais (37 °C), o lipossomo de DPPC estava na 

fase gel (Ronzon et al., 2002). De acordo com o diagrama de fases da mistura 

binária de DPPC:Chol, DPPC:Chol com frações molares de Chol em torno de 

36 mol%  são geralmente consideradas na fase liquido ordenada (Lo) (Caseli et 

al., 2008b; Mills et al., 2008). Ergo também promove a formação da fase Lo 

(Smondyrev e Berkowitz, 2001b), mas o Achol desencadeia coexistência de 

transição fase sólida e líquida (Nes et al., 1978; Wu et al., 2002).  

A presença de esteróis induziu maior eficiência catalítica da TNAP 

durante a hidrólise de ATP e de PPi em comparação com o proteolipossomo 

DPPC (a exceção foi o proteolipossomo DPPC:Ergo (64:36) mol%  para a 

hidrólise de PPi). Entre os esteróis, o Achol provocou a coexistência de fases 

sólido-líquido e maiores eficiências catalíticas para ambos os substratos. Esses 

resultados sugerem que a transição de fase da monocamada (Caseli et al., 

2005a) e da bicamada, no presente trabalho, podem ser determinantes nos 

parâmetros cinéticos do TNAP. 

Na literatura há muitos relatos de proteínas ancoradas pela GPI 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 lipídicas a presença de colesterol aumentou a 

atividade da TNAP.  

 

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

 

Após a reconstituição da TNAP em microambientes lipídicos formados 

por DOPC e DOPC:Chol (em diferentes proporções) foram realizados 

experimentos com o objetivo de caracterizar a cinética de hidrólise do ATP e do 

PPi.  
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Figura 11: Efeito da concentração de ATP (A) e do PPi (B) na atividade 
enzimática da TNAP reconstituída em lipossomos compostos por DOPC em 
diferentes concentrações de Chol: (■) 0; (●) 10; (▲) e 25 (▼) 36 mol%. Inserção: 
Representação de Hill para a interação de ATP e PPi com a enzima, 
respectivamente. 
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Pode-se observar que, na presença de Chol, o ATP (Figura 11A) exibe 

uma única curva de saturação para os proteolipossomos estudados. Os valores 

de K0.5 são menores para vesículas com 10 e 36 mol% de Chol, em relação 

aos proteolipossomos na ausência de Chol e a presença do Chol na 

concentração de (75:25 mol%), respectivamente), como apresentado na Tabela 

2. 

Observa-se também uma redução 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 concentração 

de Chol de 10 mol%.  

Os valores de Vmáx diminuíram (de 453,5 para 221,75 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DOPC:Chol (90:10) mol% obtivemos 

uma menor diminuição (para 317,8 U/mg), quando comparado com o sistema 

que contém apenas DOPC.  

Com relação à eficiência catalítica da enzima reconstituída em 

proteolipossomos constituído por DOPC, foram obtidos valores (1,2x102 M-1.s-1) 

muito parecidos com os valores obtidos para proteolipossomos compostos por 

DOPC:Chol (75:25)% (8,6x101 M-1.s-1), 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 relação ao lipossomo de DOPC, 

com o valor de (3,6x102 e 1,0x103 M-1.s-1), respectivamente (Tabela 5).  

Os ensaios de hidrólise de PPi pela enzima reconstituída em lipossomos 

de DOPC e DOPC:Chol em proporções variando de 10 a 36 mol%  estão 

apresentados na Figura 11B.  

Pode-se observar que o PPi, assim como o ATP, exibe uma única curva 

de saturação para os proteolipossomos estudados. O valor de K0.5 para 

proteolipossomos decresce com o aumento da concentração de Chol nos 

sistemas, indicando que nessa faixa de concentração a afinidade entre a 

enzima e o substrato aumenta (Tabela 5). Também, observou-se uma 

diminuição nos valores de cooperatividade que passam de 1,4 para 

proteolipossomos de DOPC, para 0,9 para proteolipossomos com maior 

concentração de Chol (DOPC:Chol (64:36) mol%).  
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Figura 12: Efeito da concentração de ATP (A) e o PPi (B) na atividade enzimática 
da TNAP reconstituída em lipossomos compostos de DOPC e por diferentes 
esteróis: (■) DOPC puro; (▼) DOPC:Chol (64:36 mol%); (  ) DOPC:AChol (64:36 
mol%) e (♦) DOPC:Ergo (64:36 mol%). Inserção: Representação de Hill para a 
interação de ATP e PPi com a enzima, respectivamente. 
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Os valores de Vmáx diminuíram (de 808,3 para 713,8 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DOPC:Chol (90:10) mol% obteve-se 

um aumento para 1034,5 U/mg, quando comparado com os lipossomos 

contendo apenas DOPC. 

Os Vmáx aumentaram (de 542,2 para 880,1 U/mg) com o incremento da 

concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas para o 

proteolipossomo constituído de DPPC:Chol (90:10) mol% obtivemos uma 

diminuição indo para 510,8 U/mg, quando comparado com os 

proteolipossomos contendo apenas DPPC. Com relação a eficiência catalítica 

da enzima reconstituída em proteolipossomos constituído por DPPC foram 

obtidos o valor de (1,5x103 M-1.s-1) abaixo dos valores obtidos pelo 

proteolipossomos constituídos por DPPC:Chol 10, 25 e 36 mol% de 1,9x103; 

3,5x103 e 3,3x103 M-1.s-1, respectivamente.  

Para DOPC:AChol (64:36) mol%, a hidrólise de ATP (Figura 4A) mostrou 

um Vmáx de 860,1 U/mg, maior do que os outros proteolipossomos obtidos, 

porém os  composto por DOPC:Ergo (64:36) mol% apresentou valor 

semelhante aos compostos de Chol. O valor K0.5 para DOPC:AChol (64:36) 

mol% foi de 1,86 mM, resultando em uma menor afinidade para o ATP, se 

comparado a proteolipossomos constituído de DOPC:Chol (64:36) mol%  (0,43 

mM) e DOPC:Ergo (64:36) mol% (0,18 mM). 

A eficiência catalítica das vesículas compostas por DOPC:AChol (64:36) 

mol% representaram o menor valor de eficiência se comparado com os 

proteolipossomos contendo 36 mol% da concentração de esterol. 

Com relação a hidrólise de PPi (Figura 12B), para o sistema 

DOPC:AChol (64:36) mol% mostrou um Vmáx 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 K0.5 para DOPC:AChol 

(64:36) mol% foi de 2,26 mM, resultando em uma menor afinidade para o PPi, 

se comparado a proteolipossomos constituído de DOPC:Chol (64:36) mol% 

(0,29 mM) e DOPC:Ergo (64:36) mol% (0,15 mM). Por fim com relação a 

eficiência catalítica o proteolipossomo contendo DOPC:AChol (64:36) mol% 

apresentou uma menor eficiência em comparação com 36 mol% de Chol e 

Ergo, respectivamente. 
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Tabela 5: Parâmetros cinéticos obtidos pela hidrólise de ATP ou PPi pela 
TNAP reconstituída em lipossomos constituídos de DOPC com diferentes 
proporções de esteróis. 
 

Substratos 
 
 

Mol% 

Parâmetros 
Cinéticos  

Proteoliposomos 

DOPC DOPC:Chol 
(90:10) 

DOPC:Chol 
(75:25) 

DOPC:Chol 
(64:36) 

DOPC:AChol 
(64:36) 

DOPC:Ergo  
(64:36) 

 Vmáx (U/mg) 453,5  9,8 317,8  11,4 260,2  10,3 221,7  11,0 860,09  8,8 309,74  7,9 
ATP K0.5 (mM) 7,77  0,05 1,75  0,01 6,04  0,03 0,43  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 
  kcat/K0.5 (M

-1
.s

-1
) 1,2x10

2
 3,6 x10

2
 8,6 x10

1
 1,0 x10

3
 9,2x10² 3,4x10³ 

 Vmáx (U/mg) 808,3  12,8 1034,5  12,8 580,2  12,8 713,8  12,8 622,01  12,8 186,81  12,8 
PPi K0.5 (mM) 2,17  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 
  kcat/K0.5 (M

-1
.s

-1
) 7,4 x10

2
 1,2 x10

3
 6,1 x10

3
 4,9 x10

3
 5,5x10² 2,4x10³ 

 

 

 

 

Podemos observar na Tabela X, que a hidrolise do substrato PPi pela 

TNAP apresentou valor de K0,5 menor em relação aos demais estudados, esta 

característica foi observada também em vesículas constituídas por DPPC e 

DPPC:Chol (diferentes proporções), isto sugere que o PPi possa ser 

hidrolisado preferencialmente quando todos os substratos poderiam estar 

disponíveis. Mas esta hipótese novamente precisará se testada, pois um 

substrato poderia competir com o outro e resultar na inibição da atividade de 

fosfomonohidrolase e consequentemente reduzir a quantidade de fosfato 

produzido.  

Cabe destacar especialmente que a velocidade máxima de hidrolise 

para o substrato PPi foram maiores do que todos os proteoliposomos 

estudados, e independente da concentração de Chol, a maior velocidade média 

de hidrólise foi quando estava presente uma proporção molar de 10 mol% de 

Chol. Assim, o aumento da concentração de Chol nos proteolipossomos 

mostrou uma diminuição nos valores de Vmáx, para a horolise de ATP.  

Assim como as lipossomos e proteolipossomos de DPPC e DPPC:Chol 

com o aumento da concentração de Chol ocorre uma diminuição da entalpia, 

isto é observado para a cadeia principal na transição de fase, líquido cristalino 

e a pré transição some completamente quando a composição lipídica atinge 50 

mol% de Chol (Fritzsching et al., 2013). A bicamada de DPPC também exibe 
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uma pré-transição, que desaparece completamente quando o conteúdo é Chol 

> 10 mol% (Bolean et al., 2010).  

Quando procurado na literatura o efeito causado pelo aumento de 

concentração de colesterol em lipossomos de DOPC podemos observar uma 

diminuição da entalpia, porém exibem um aumento da temperatura de 

transição de aproximadamente (~5°C), efeito contrário quando comparado com 

DPPC por possuir cadeias acila saturadas (Fritzsching et al., 2013).  

Os proteolipossomos contendo fosfolípidios insaturados 

(proteolipossomos de DOPC) proporcionaram uma eficiência catalítica quatro 

vezes maior na hidrólise de ATP quando comparados aos proteolipossomos de 

DPPC. Os proteolipossomos DOPC propagaram a mineralização mais 

eficientemente que o proteolipossomo DPPC (membrana na fase gel). Este 

comportamento pode ser explicado pela presença do lipídeo insaturado nos 

proteolipossomos DOPC, que possui uma temperatura de transição de cerca 

de -18 °C, e pela temperatura na qual os experimentos foram conduzidos (37 

°C). Sob todas as condições aqui estudadas, as membranas DOPC estavam 

sempre na fase liquido Cristalino (Lα), o que proporcionou aos lipídios e ao 

TNAP maior mobilidade (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011) na 

membrana, impulsionando tanto a catálise quanto o processo de propagação. 

Quanto à presença de esteróis, a eficiência catalítica do proteolipossomo 

DOPC:Chol (64:36) mol% na hidrólise do ATP foi dez vezes maior que a 

eficiência catalítica do proteolipossomo DOPC (de 1000 e 120 M-¹s-¹, 

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 eficiência catalítica que o proteolipossomo DOPC, 

respectivamente). Além disso, mudanças no pH do microambiente lipídico em 

torno do TNAP afetaram a atividade catalítica e o processo de mineralização 

(Simao et al., 2013). Assim, a composição lipídica, a presença de esteróis, 

fatores termodinâmicos como diminuição da entalpia de transição, perda de 

pré-transição, a presença de cargas superficiais das cabeças polares dos 

fosfolipídios e o pH podem interferir na orientação/posicionamento dos sítios 

catalíticos da TNAP, impactando no seu comportamento cinético e eficiência 

catalítica. 
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4.5 Caracterizações Cinéticas da TNAP em lipossomos contendo DMPC 

e esteróis. 

 

Uma vez reconstituída a TNAP em bicamadas lipídicas formadas por 

DMPC e DMPC:Chol (em diferentes proporções) foram realizados 

experimentos de cinética enzimática utilizando os substratos ATP e PPi no 

intuito de conhecer os parâmetros cinéticos como padrão de comparação 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 raciocínio, foi investigado o efeito do microambiente 

lipídico na hidrólise destes substratos. 

Na Figura 13A pode-se observar que, independentemente da presença 

de Chol, o ATP e PPi exibem uma única curva de saturação para os lipídios 

estudados. A afinidade catalítica 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 variação nos valores de cooperatividade 

quando adicionado Chol ao sistema variando de 1,2 para o proteolipossomo 

contendo apenas DMPC, e 1,0 para proteolipossomo com concentração de 

Chol igual a 36 mol% (Tabela 6).  

Os valores de Vmáx aumentaram (de 833,4 para 1102,3 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DMPC:Chol (90:10) mol% obtivemos 

uma diminuição para 644,9 U/mg, quando comparado com proteolipossomos 

de DMPC puro (Tabela 6).  
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Figura 13: Efeito da concentração de ATP (A) e do PPi (B) na atividade 
enzimática da TNAP reconstituída em lipossomos compostos por DMPC em 
diferentes concentrações de Chol: (■) 0; (●) 10; (▲) e 25 (▼) 36 mol%. Inserção: 
Representação de Hill para a interação de ATP e PPi com a enzima, 
respectivamente. 

 

Com relação à eficiência catalítica da enzima reconstituída em 

proteolipossomos constituídos de DMPC, foi foram obtidos valores (6,5x102 M-

1.s-1) muito similares com os proteolipossomos compostos por DPPC:Chol 
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(75:25) mol% e (64:36) mol% (6,0x102 e 6,5x102 M-1.s-1, respectivamente). 

Porém, proteolipossomos composto por DMPC:Chol (90:10) mol% tiveram uma 

diminuição de 2x em relação ao lipossomo de DMPC obtendo o valor de 

3,7x102 M-1.s-1 (Tabela 6) para a eficiência catalítica.  

A velocidade de hidrólise de PPi (Figura 1B) pela enzima reconstituída 

em lipossomos de DMPC, DMPC:Chol em proporções variando de 10 a 36 

mol% é mostrada na Figuras 12B. 

 O valor de K0.5 para proteolipossomos decresce com o aumento da 

concentração de Chol, indicando que nessa faixa de concentração 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 o proteolipossomos com maior 

concentração 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 Vmáx aumentaram (de 252,9 para 570,3 U/mg) com o 

incremento da concentração de Chol presente nos proteolipossomos. Apenas 

para os proteolipossomos constituídos de DMPC:Chol (90:10) e (75:25) mol% 

obtivemos uma diminuição (indo para 145,4 e 208,2 U/mg, respectivamente), 

quando comparado com os lipossomos contendo apenas DMPC. 

Com relação à eficiência catalítica da enzima reconstituída em 

proteolipossomos de DMPC foi obtido valor de 2,1x103 M-1.s-1, os valores 

obtidos para proteolipossomos constituídos por DPPC:Chol (75:25) e (64:36) 

mol% (2,7x103 e 4,1x103 M-1.s-1, respectivamente), indicando um aumento de 

atividade catalítica do PPi, na presença de Chol.  
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Figura 14: Efeito da concentração de ATP (A) e o PPi (B) na atividade enzimática 
da TNAP reconstituída em lipossomos compostos de DMPC e por diferentes 
esteróis: (■) DMPC puro; (▼) DMPC:Chol (64:36 mol%); (  ) DMPC:AChol (64:36 
mol%) e (♦) DMPC:Ergo (64:36 mol%). Inserção: Representação de Hill para a 
interação de ATP e PPi com a enzima, respectivamente. 

 

Para vesículas compostas por DMPC:AChol (64:36) mol%, a hidrólise de 

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

o DMPC:Chol (64:36) mol%, (840,1 U/mg), más muito semelhante ao 

observado para a DMPC:Ergo (64:36) mol%, (408,5 U/mg).  
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O valor K0.5 para DMPC:AChol (64:36) mol% foi de 0,3 mM, resultando 

em uma maior afinidade para o ATP, se comparado a proteolipossomos 

constituído de DMPC:Chol (64:36) mol% (2,5 mM) e DMPC:Ergo (64:36) mol% 

(0,3 mM).   

Com relação à eficiência catalítica da TNAP reconstituída em 

proteolipossomos, na presença da Colestenona e do Ergosterol os valores 

foram superiores ao protelipossomos compostos por DMPC (4 e 5 vezes, 

respectivamente). 

Com relação a hidrólise de PPi (Figura 2B), todos os proteoliposomos 

revelaram valores muito semelhantes Vmáx, K0.5. Porém quando observado os 

valores de eficiência catalítica podemos observar que comparados ao DMPC, a 

presença da Colestenona acarretou uma diminuição no valor, de 2100 para 910 

M-1.s-1  . 

 

Tabela 6: Parâmetros cinéticos obtidos pela hidrólise de ATP e o PPi 
TNAP reconstituído em lipossomos de diferentes proporções de DMPC e 
esteróis. 

 

Substratos Parametro  
Cinéticos 

Proteolipossomos 

 DMPC DPMC:Chol 
10% 

DMPC:Chol 
25% 

DMPC:Chol  
36%  

DMPC:AChol 
36% 

DMPC:Ergo  
36% 

 Vmáx (U/mg) 833,4  3.2 644,9  5.5 1102,3  4.2 840,1  8.1 468,5  6.9 408,5  2.2 
ATP K0.5 (mM) 2,5  0.01 3,5  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 
  kcat/K0.5 (M

-1
.s

-1
) 6,5x10² 3,7 x10² 6,0 x10² 6,5 x10² 2,4 x10³ 2,6 x10³ 

 Vmáx (U/mg) 252,9  3.2 145,4  3.2 208,2  3.2 570,3  3.2 181,7  3.2 239,3  3.2 
PPi K0.5 (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 
  kcat/K0.5 (M

-1
.s

-1
) 2,1 x10³ 7,3 x10² 2,7 x10³ 4,1 x10³ 9,1 x10² 3,1 x10³ 

 

 

Podemos notar, observando a Tabela 6, que para o substrato PPi a 

enzima apresenta um valor de K0,5 menor nos lipossomos de DMPC que no 

substrato ATP, sugerindo que o PPi pode ser hidrolisado preferencialmente 

quando em um microambiente onde todos os substratos estivessem 

disponíveis. Mas esta hipótese precisará se testada, pois um substrato poderia 

competir com o outro e resultar na inibição da atividade de fosfomonoidrolase 

e, consequentemente, reduzir a quantidade de fosfato produzido.  
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Os parâmetros cinéticos mostrados na Tabela 6 são similares aos 

relatados por Favarin e colaboradores (Favarin et al., 2017) em relação à 

proteolipossomos compostos pelos mesmos lipídios.  

Cabe ressaltar que a Vmáx de hidrólise para os substratos ATP e PPi 

foram menores para todos os proteoliposomos estudados quando o Chol está 

presente em uma proporção de 10 mol%.  

 

 

4.6 Estudo cinético de proteolipossomos contendo “rafts”. 

 

A existência de microdomínios é explicada principalmente pela 

separação de fase lipídica na membrana, uma fase líquida cristalina fluida (Lα) 

e fase líquido ordenada (Lo) rica principalmente em colesterol e esfingolipídios 

(Simons e Ikonen, 1997; Brown e London, 2000; Sezgin et al., 2017). Essas 

interações podem explicar a existência de certas composições lipídicas 

resistentes à solubilização por detergentes, particularmente aqueles que 

contêm esfingomielina, colesterol, glicoesfingolipídeos e fosfolipídios (Dietrich 

et al., 2001). 

As MVs apresentam grandes concentrações de Chol, SM (Wuthier e 

Gore, 1977; Balcerzak et al., 2003) e ácidos graxos de cadeia mais longas 

(Abdallah et al., 2014). Os condrócitos e osteoblastos podem conter domínios 

de “rafts”, este podem atuar como marcadores proteicos (Foster et al., 2003), 

sugerindo que a composição lipídica é tão importante quanto a composição de 

proteínas no papel das MVs e subsequentemente no processo de 

mineralização (Bolean et al., 2010; 2011). Portanto, foram realizados 

experimentos para entender melhor o papel dos lipídios presentes nos “rafts” e 

suas interações com TNAP usando DPPC, DMPC, Chol e SM como mostrado 

anteriormente por calorimetria (Bolean et al., 2010) e agora também a cinética 

enzimática. 

A TNAP foi reconstituída em lipossomos constituídos 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 concentração de ATP (A) e do PPi (B) na atividade 
enzimática de TNAP reconstituída em lipossomos compostos de: (■) DPPC 
sozinho; (●) de DPPC:Chol (90:10); (▲) DPPC:SM (90:10) e (▼) DPPC:Chol:SM 
(80:10:10) mol% . Inserção: Representação de Hill para a interação de ATP e PPi 
com a enzima, respectivamente. 
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Figura 16: Efeito da concentração de ATP (A) e do PPi (B) na atividade 
enzimática de TNAP reconstituída em lipossomos compostos de (■) DMPC 
sozinho; (●) de DMPC:Chol (90:10); (▲) DMPC:SM (90:10) e (▼) DMPC:Chol:SM 
(80:10:10) mol% . Inserção: Representação de Hill para a interação de ATP e PPi 
com a enzima, respectivamente. 

 

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

significativamente os valores Vmáx diminuindo cerca de 4 vezes em comparação 



                                                                Resultados e Discussão 

67 

 

com DPPC puro, pela TNAP quando hidrolisou ATP, porém para 

proteolipossomos de DMPC não houve variação significativa deste parâmetro. 

 

Tabela 7: Parâmetros cinéticos obtidos pela hidrólise de ATP e de PPi pela 
TNAP reconstituído em lipossomos de diferentes composições. 

 

Substratos    Proteolipossomos  

Parâmetros 
Cinéticos 

DPPC  DPPC:Chol (90:10)  DPPC:SM (90:10)  DPPC:Chol:SM  
(80:10:10)   

 V
máx

 (U/mg)  910,0  10,6 732,8  15,3 191,21 12,3 122,77 10,3 

ATP  K
0.5

 (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 

   k
cat

/K
0.5

 (M
-1

.s
-1

)  5,7x10
2

 5,3x10
2

 3,5x10
2

 1,1x10
1

 

 V
máx

 (U/mg)  542,2  12,8 510,8  9,1 772,3 3,1 368,8 7,1 

PPi  K
0.5

 (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 

   k
cat

/K
0.5

 (M
-1

.s
-1

)  1,5x10
3

 1,9x10
3

 2,9x10
3

 2,0x10
3

 

 

 
Substratos    Proteolipossomos 

Parâmetros 
Cinéticos 

DMPC  DMPC:Chol (90:10)  DMPC:SM 
(90:10)  

DMPC:Chol:SM  
(80:10:10)  

 V
máx

 (U/mg)  833,2  13,4 652,3 11,2 701,3 13,2 993,8 12,5 

ATP  K
0.5

 (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 

   k
cat

/K
0.5

 (M
-1

.s
-1

)  6,2 x10
2

 3,4 x10
2

 4,7 x10
3

 6,0 x10
3

 

 V
máx

 (U/mg)  1504,6 08,6 904,1  14,3 1497,8  15,9 1120,6  18,3 

PPi  K
0.5

 (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 

   k
cat

/K
0.5

 (M
-1

.s
-1

)  1,3 x10
2

 4,4 x10
3

 4,2 x10
3

 5,7 x10
3

 

 

Com relação a eficiência catalítica da TNAP para a hidrólise de ATP e 

PPi, os proteolipossomos na presença de SM e Chol:SM sofreram aumento dos 

valores, independente do substrato hidrolisado.  

A compreensão do papel dos microdomínios que podem ocupar até 50% 

da superfície da membrana, e ligeiramente mais espessa, mais ordenada 

(menos fluida) do que os micros domínios ricos em apenas fosfolipídios 

(Marguet et al., 2006). Os microdomínios presentes nas membranas não são 

estritamente separados e as proteínas movem-se em uma escala de tempo de 

segundos. No entanto, em uma escala de tempo de microssegundos (mais 

relevante para muitos processos bioquímicos mediados por enzimas e 

membranas), muitas proteínas residem preferencialmente nos “rafts”  (Yeagle, 
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2016). Assim, estudos com essas composições são essenciais para 

compreender os mecanismos de ação do TNAP nas interfaces lipídicas.  

 

 

4.7 Ensaio de Atividade catalítica simultânea a pressão de exclusão  

 

Para investigar a atividade fosfohidrolitica da TNAP em monocamada, 

construímos sistemas miméticos com fosfatidilcolina saturada e insaturada (e 

na presença da enzima, contendo GPI ancorada) numa gota pendente 

(Mannock et al., 2006). Investigamos a tensão superficial e a atividade 

fosfohidrolíticas simultaneamente empregando a técnica ADSA acoplada à 

espectrofotometria DRUV (Mannock et al., 2006) e monitorando a liberação de 

p-nitrofenolato (pNP-) em pH alcalino. 

A Tabela 8 mostra que a atividade fosfohidrolica da TNAP na presença 

de diferentes composições lipídicas. Conduzimos os experimentos a uma 

pressão superficial constante de 30 mN/m, que se assemelhou às pressões 

encontradas nas biomembranas naturais (Seelig, 1987). 

 

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

 

Lipídio Atividade/(30 mN/m)U/mg π excl. (mN/m) 

DPPC* 3092,1 ± 21,1 34,6 ± 0,1 

DPPC:Chol (64:36) mol% * 3157,3 ± 24,1 45,0 ± 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 35,5 ± 1,8 

DOPC:Ergo (64:36) mol%* 2853,0 ± 11,1 35,8 ± 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 

presença de esteróis aumentou a atividade da p-NPPase do TNAP, que foi 

cerca de 50 e 150% superior na presença de 36 mol% de AChol, em 
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comparação com as monocamadas de DPPC e DOPC puro, respectivamente 

(Tabela 8). 

Claramente, todos os esteróis aumentaram a atividade fosfohidrolítica da 

TNAP na monocamada, e o AChol foi o esterol que causou maior aumento.  

Este feito pode ser explico segundo suas propriedades biofísicas, Ergo e Chol 

foram classificados como promotores porque promovem a formação de uma 

segunda fase líquida, Lo (Rahim et al., 1997) as vesículas contendo Ergo 

induzem a coexistência de fases líquida abaixo da transição de fase, 

exatamente como o Chol. Porém, o Achol é considerado um inibidor, pois o 

esterol AChol exibe na transição de fase a coexistência de fases sólida e 

líquida não favorecendo a formação de Lo (Caseli et al., 2005a; Caseli et al., 

2005b; Hsueh et al., 2005; Marsh, 2010). Entre as monocamadas que contêm 

os esteróis aqui estudados, as monocamadas na fase Lα aumentaram a 

atividade da p-NPPase da TNAP numa extensão maior em comparação com 

monocamadas na fase Lo. 

As monocamadas de DPPC proporcionaram uma maior pressão de 

exclusão (πexc) em comparação com as monocamadas de DOPC, sugerindo 

que a TNAP tinha maior afinidade para a monocamada lipídica saturada. 

Valores de πexc em torno de 13 e 22 mN/m foram relatados para bicamadas de 

DPPC (Bolean et al., 2011) e DOPC (Fritzsching et al., 2013)  construídas em 

tampões de alta força iônica induzida por NaCl com volumes 103 vezes 

maiores, respectivamente, o que justifica a discrepância em relação aos 

valores obtido aqui (Tabela 8). Ocorreu um aumento no πexc para as 

monocamadas contendo um dos esteróis (Chol, AChol e Ergo) em comparação 

com as monocamadas compostas de fosfolípidos puros, DPPC ou DOPC 

(Tabela 8). 

O parâmetro  πexc indica a pressão superficial máxima na qual a proteína 

é capaz de penetrar a monocamada lipídica. Maiores πexc indicam maior 

penetração do TNAP na monocamada (Mannock et al., 2006). A presença de 

esteróis na composição das monocamadas aumentou a penetração do TNAP 

(indicado pelo maior πexc) e sua atividade p-NPPase. Esta maior penetração do 

TNAP nas monocamadas contendo esterol foi provavelmente devida à 

interação entre as cadeias acil dos lipídios que constituem as monocamadas e 

os esteróis (Korade e Kenworthy, 2008), que aumentaram a inserção da porção 
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GPI. O aumento da tensão superficial e atividade catalítica do TNAP foram 

relacionados à orientação desta enzima na monocamada na presença de um 

esterol. Caseli e Wilker (Caseli et al., 2006; Wilke et al., 2010) mostraram que a 

orientação da TNAP depende da composição das monocamadas, que 

determina a atividade fosfohidrolítica dessa enzima nos filmes de Langmuir-

Blodgett. 

 

4.8 Estudo da propagação da biomineralização  

 

Uma das características importantes das MVs é a presença de um 

Nódulo de nucleação (Wu et al., 1997), que consiste em um complexo formado 

entre fosfato de cálcio amorfo (ACP) e PS, para dar complexos PS-Ca2+-Pi (PS-

CPLX) que podem gerar minerais após a incubação com linfa de cartilagem 

sintética (SCL) (Boskey e Posner, 1976; Genge et al., 2007). 

ACP é um mineral cineticamente instável que se origina somente 

quando ambos Ca2+ e Pi estão presentes em altas concentrações (mM) 

(Eanes, 1970). Embora PS-CPLXs contendo Pi possam induzir a formação de 

HA, in vivo muitos fatores parecem regular sua produção e atividade (Wuthier e 

Lipscomb, 2011). PS-CPLXs estão presentes nos estágios 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 formação de minerais mostraram que a 

atividade de nucleação 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 nucleação são 

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 são consistentes com nossos dados (Kouzayha e 

Besson) mostrando que proteolipossomos que contem TNAP induzem a 

mineralização mais eficientemente a pH 7,5 e 8 em comparação com pH 9, 

embora TNAP exiba atividade mais alta em pH alcalino (Simao et al., 2013). 

Isso pode acontecer porque a hidrólise dos substratos ocorre em um 

microambiente lipídico, enquanto o processo de nucleação/mineralização 

ocorre no lúmen das MVs. Assim, o pH ótimo para a hidrólise do substrato 
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pode ser diferente do pH ótimo para a mineralização, que depende das 

propriedades biofísicas dos complexos de fosfato de cálcio e de sua 

estabilidade, que são dependentes do pH (Bennett et al., 1975). Os lipossomos 

sintéticos contendo proteínas e enzimas envolvidas na mineralização podem 

imitar esses diferentes microambientes. 

A propagação da mineralização foi significativamente mais eficiente em 

pH 7,5 e 8 do que a pH 9. Quando houve uma ligeira elevação do pH 7,4 para 

8 foi promovida uma maior hidrólise de ATP, esta pequena alteração do pH 

facilita a mineralização, especialmente através da via reguladora da hidrólise 

de PPi por ambas proteínas NPP1 e TNAP, elevando ainda mais a relação Pi/ 

PPi, aumentando assim a mineralização óssea. Nesta linha de raciocínio, é por 

isso que foi investigado o efeito do microambiente lipídico na hidrólise destes 

substratos e também na mineralização. 

Foi estudada a capacidade dos proteolipossomos na presença da TNAP, 

influenciar a mineralização, utilizando fosfatidilserina (PS) mais fosfato amorfo 

(ACP) (PS-CPLX) como complexo nucleador na presença de ATP, como uma 

fonte de Pi. Este protocolo diferente dos descrito na literatura (Wuthier et al., 

1985b) é um diferencial pois não são fornecidas as condições de Ca e Pi para 

a mineralização, mas a enzima que está presente nos proteolipossomos que 

deverá hidrolisar o substrato e produzir o Pi necessários para a mineralização. 

Diferente dos estudos que nós realizamos anteriormente, nesta etapa do 

trabalho forma realizados os ensaios normalizando-se todas as variáveis: 

mesma quantidade de proteína em todos os ensaios, (quantidade de TNAP) e 

além disso, todos os ensaios foram feitos na Vmáx de hidrólise do substrato 

empregado (isto é condição saturante de substrato).  

Quando comparados com DPPC puro, a presença de proteolipossomos 

contendo DPPC:Chol e DPPC:AChol  promoveu um aumento na mineralização 

(Figura 9). Um aumento de 1,3 vezes na mineralização 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 presença de Ergo não o alterou de forma significativa (p <0,05), 

quando comparado com apenas proteolipossomos DPPC. 
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Figura 17: Efeito dos proteolipossomos contendo a TNAP e compostos por 
DPPC e esteróis* (A), DOPC e esteróis* (B) DMPC e esteróis (C), responsável 
pela propagação mineral na presença do nucleador PS-CPLX- e SCL, na 
presença de ATP acima da Vmáx de hidrolises, após 48 h de incubação em 37oC. 
Lipossomos vazios incorporados sem enzimas foram utilizadas como controle e 
as barras mostram o incremento na absorvâncias após 48 h. *Adaptado de 
Favarin et al. (Favarin et al., 2017). 
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Proteolipossomos compostos por lipídios insaturados (DOPC) 

favoreceram o processo de mineralização (cerca de 3 vezes), quando 

comparado com proteolipossomos compostos por lipídios saturados (DPPC) 

(Figura 9). Valores semelhantes para vesículas foram observados com Chol e 

AChol, enquanto a presença de Ergo resultou num aumento de 1,6 vezes na 

mineralização comparação com vesículas de DPPC. Vale ressaltar que 

vesículas de DPPC:AChol mostraram mesma capacidade de propagação 

mineralização em comparação com vesículas de DOPC:Ergo (Figura 9). 

A fim de entendermos a importância do microambiente lipídico, 

utilizamos proteolipossomos compostos por fosfolipídios saturados porém com 

temperatura de transição abaixo da temperatura ambiente (37 ºC), utilizamos o 

DMPC (22 ºC), para estes proteolipossomos obtivemos valores maiores de 

propagação, comparado com DPPC, obtivemos valor 3x maior para DMPC. 

Quando comparamos proteolipossomos com colesterol a diferença é 

mais significativa, no qual protelipossomos de DMPC:Chol (64:36) mol% 

apresentam valores em torno de 9x maiores em relação ao DPPC. 

A presença de Chol em proteoliposomos DPPC aumentou cerca de 4 

vezes os valores de eficiência catalítica (Tabela 4), para hidrólise de ATP. Além 

disso, esses proteolipossomos contendo Chol aumentaram a propagação do 

mineral em torno de 3,4 vezes. Não foram observadas alterações significativas 

nos valores de eficiência catalítica (Tabela 5), quando se compararam os 

proteolipossomos de DPPC com DMPC e DMPC:Chol 64:36 mol%. No entanto, 

os ensaios in vitro de mineralização revelaram um aumento de 2,7 e 6,7 vezes 

em comparação com os proteolipossomos DPPC, respectivamente. Esta 

melhoria de propagação mineral pode ser correlacionada com as propriedades 

termodinâmicas dos proteolipossomos conforme anteriormente descrito 

(Bolean et al., 2010; 2011). 

 A presença de Chol pode aumentar a espessura e resistência 

mecânica, diminuindo assim a permeabilidade da bicamada lipídica quando na 

fase líquida cristalina, como observado para os lipossomos ou 

proteolipossomos de DPPC (Bolean et al., 2011). Por outro lado, quando Chol 

está presente em vesículas 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 físicas e 

organização lateral do lipídio da membrana (Simons e Ikonen, 1997; Barenholz, 

2002; Korade e Kenworthy, 2008). Esses efeitos são consistentes com nossos 

dados atuais e os dados experimentais com anteriormente relatados (Bolean et 

al., 2010).   

Sob as condições estudadas, as membranas DMPC apresentam maior 

fluidez que o DPPC, porém menor que DOPC. Quando comparados, este 

comportamento está refletindo na posição dos sítios catalíticos da TNAP ligada 

pela âncora na membrana GPI (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011), o 

que provavelmente é muito importante para ambos processos de catálise e a 

propagação do mineral. Além disso, tal como descrito por Simão et al. (Simao 

et al., 2013), mudanças de pH no microambiente lipídico na região da TNAP 

ancorada são importantes para a atividade catalítica e o processo de 

mineralização. Assim, a composição lipídica, presença de esteróis e pH pode 

interferir com a orientação/posicionamento dos sítios catalíticos de TNAP que 

afetam o seu comportamento cinético e consequentemente a eficiência 

catalítica. 

Assim, no que se refere à propagação da mineralização in vitro, os 

proteolipossomos DMPC foram mais eficazes quando comparados aos 

proteolipossomos contendo DPPC puro. Correlacionando os parâmetros 

cinéticos e os resultados da mineralização in vitro, é possível observar que os 

proteolipossomos contendo TNAP com menor grau de empacotamento lipídico 

(por exemplo constituídos de DMPC, DPPC:Chol (90:10) mol% ou DMPC:Chol 

(90:10) mol% são mais eficientes na propagação mineral. Entretanto mais 

estudos ainda são necessários para confirmar esta hipótese definitivamente. 

 

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

 

A fosfatase alcalina catalisa as reações de hidrólise de vários compostos 

contendo compostos em pHs alcalinos e ocorre em ampla variedade de 

espécies. Hoje está bem estabelecido que existam pelo menos três tipos de 

isoenzimas para ALPs humanas, ALP de fígado, osso e rim (ALP tecido-

inespecífica), intestinal, placentária (Stigbrand, 1984). Por outro lado, em várias 

espécies animais, exceto em primatas superiores e humanos, foi demonstrado 
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que existem apenas dois tipos de isoenzimas (ALPs não específicas de tecido 

e intestinais) que não são placentárias (Fishman e Sie, 1970), porque ALPs 

presentes em placentas dessas espécies animais apresentam características 

de ALP teciduais inespecíficas.  

 

Alinhamento Clustal Omega TNAP  
 
rattusnorvegicus MILPFLVLAIGTCLTNSFVPEKEKDPSYWRQQAQETLKNALKLQKLNTNVAKNIIMFLGD   60 

homosapiens      MISPFLVLAIGTCLTNSLVPEKEKDPKYWRDQAQETLKYALELQKLNTNVAKNVIMFLGD   60 

                 ** **************:********.***:******* **:***********:****** 

 

rattusnorvegicus GMGVSTVTAARILKGQLHHNTGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCG   120 

homosapiens      GMGVSTVTAARILKGQLHHNPGEETRLEMDKFPFVALSKTYNTNAQVPDSAGTATAYLCG   120 

                 ******************** *************************************** 

 

rattusnorvegicus VKANEGTVGVSAATERTRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYAH   180 

homosapiens      VKANEGTVGVSAATERSRCNTTQGNEVTSILRWAKDAGKSVGIVTTTRVNHATPSAAYAH   180 

                 ****************:******************************************* 

 

rattusnorvegicus SADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIKDIDVIMGGGRKYMYPKNRTDVEYELDE   240 

homosapiens      SADRDWYSDNEMPPEALSQGCKDIAYQLMHNIRDIDVIMGGGRKYMYPKNKTDVEYESDE   240 

                 ********************************:*****************:****** ** 

 

rattusnorvegicus KARGTRLDGLDLISIWKSFKPRHKHSHYVWNRTELLALDPSRVDYLLGLFEPGDMQYELN   300 

homosapiens      KARGTRLDGLDLVDTWKSFKPRHKHSHFIWNRTELLTLDPHNVDYLLGLFEPGDMQYELN   300 

                 ************:. ************::*******:*** .****************** 

 

rattusnorvegicus RNNLTDPSLSEMVEVALRILTKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDEAIG   360 

homosapiens      RNNVTDPSLSEMVVVAIQILRKNPKGFFLLVEGGRIDHGHHEGKAKQALHEAVEMDRAIG   360 

                 ***:********* **::** ***********************************.*** 

 

rattusnorvegicus KAGTMTSQKDTLTVVTADHSHVFTFGGYTPRGNSIFGLAPMVSDTDKKPFTAILYGNGPG   420 

homosapiens      QAGSLTSSEDTLTVVTADHSHVFTFGGYTPRGNSIFGLAPMLSDTDKKPFTAILYGNGPG   420 

                 :**::**.:********************************:****************** 

 

rattusnorvegicus YKVVDGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFAKGPMAHLLHGVHEQNYI   480 

homosapiens      YKVVGGERENVSMVDYAHNNYQAQSAVPLRHETHGGEDVAVFSKGPMAHLLHGVHEQNYV   480 

                 ****.*************************************:****************: 

 

rattusnorvegicus PHVMAYASCIGANLDHCAWASSASSPSPGALLLPLALFPLRTLF 524 

homosapiens      PHVMAYAACIGANLGHCAPASSAGSLAAGPLLLALALYPLSVLF 524 

                 *******:******.*** ****.* : * *** ***:** .** 

 
Figura 18. Alinhamento de sequências de fosfatase alcalina humana (Homo sapiens) em 
comparação com rato (rattus norvegicus). Código de cores de propriedades de resíduos 
de aminoácidos: Vermelho – resíduos com pequenas cadeias laterais ou aromáticos ; 
Azul – resíduos com propriedades ácidas; azul – resíduos com propriedades básicas; 
Verde – resíduos com grupos hidroxilo, sulfihidrilo e amina; Amarelo – resíduos de 
amino/iminoácidos incomuns. Abaixo de cada sítio (i.e., posição) do alinhamento da 
sequência proteica é uma chave que denota sítios conservados (*), sítios 
com substituições conservativas (:), sítios com substituições semi-conservativas (.), e sítios 
com substituições não-conservativas ( ). 
 
 

 Portanto, parece provável que cada uma das isoenzimas da ALP 

tenha se diferenciado de uma ALP ancestral nos processos evolutivos das 

espécies animais. No entanto, nós temos conhecimento limitado sobre as 

isoenzimas da ALP, porque tem havido poucos relatos sobre isso. As 

isoenzimas devem podem ser classificadas pelas suas sequências de 

aminoácidos, que podem ser utilizados para distinguir as isoenzimas umas das 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Substitui%C3%A7%C3%A3o_conservativa&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=S%C3%ADtio_segregante&action=edit&redlink=1
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outras como esta descrtio abaixo na figura X no qual fizemos a comparação da 

Rattus norvegicus com a de homo sapiens. 

Quando comparamos a sequencia de nucleotídeos e de aminoácidos de 

rattus norvegicus com homo sapiens revelaram que apresentam uma 

similaridade muito alta de aminoácidos (97,98%). Apesar das pequenas 

variações, há evidências que a maioria das trocas de nucleotídeos não leva a 

mudanças no aminoácido especificado (substituições sinônimas).  

Para averiguar se estas diferenças de Aminoácidos são importantes com 

relação a atividade em diferentes pH, fizemos testes de pH ótimo e Zeta 

potencial, como apresentado abaixo na Figura 19. 

 

Figura 19. Determinação do pH ótimo de hidrólise do PNFF pela TNAP, de homo 
sapiens (■) x rattus norvegicus (●), na faixa de pH entre 6,5 e 10,5, utilizando-se 
os seguintes tampões: imidazol (pH 6,5-7,5),Tris-HCl (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 tampão apropriado, contendo MgCl2 2 mM e PNFF 10 
mM, como descrito no item 3.5 de Material e Métodos. Inserção: Análise 

comparativa do Zeta potencial. 
  

Assim inicialmente foi verificado comparativamente o pH ótimo de 

hidrólise das diferentes isoformas da TNAP hidrolisando o Substrato PNFF 

(Figura 19). Podemos observar que a característica da curva de hidrólise se 

mantêm similar com aumento do pH e atingindo o Vmáx com pH 10, mantendo 

portanto as características já descritas na literatura (Simao et al., 2007). Porém 

quando comparamos a TNAP obtida de Homo sapiens observamos uma 
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diminuição na Vmáx de aproximadamente de 5x em comparação com rattus 

norvegicus.  

 Após a determinação de pH ótimo, foram feitos estudos de estabilidade 

das enzimas através da técnica pelo equipamento de DLS, conhecida como 

Zeta Potencial (Inserção da Figura 19). A TNAP homo sapiens tinham um 

potencial zeta de -20 mV em tampão Ampol (pH 10) e um valor de -5 mV para 

rattus norvegicus quando comparados no mesmo pH.  

 

Tabela 9: Variação na pressão superficial após a adição da enzima TNAP.  
 

TNAP  Δπ (mN m−1) 
 

Proteína (µg/mL) 

Rato   4,7 ± 0,6 67,7 ± 0,6 

Humano  5,6 ± 0,8 175,2 ± 0,6 

 

 Foram feitos testes de gota pendente (na ausência de lipídeos na 

interface) e observamos que, para uma mesma variação Δπ, foi necessária 

maior concentração de TNAP humana para que ocorra a orientação da ancora 

de GPI na interface liquido-ar quando comparamos com a TNAP obtida de 

cultivo de medula primária de rato (Tabela 9). Este comportamento pode 

ocorrer possivelmente porque a enzima obtida de cultura primária de rato 

possui maiores valores de potencial zeta (Inserção da Figura 19) que indicam 

uma maior solubilidade na tampão 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: Parâmetros cinéticos obtidos pela hidrólise de p-NPP pela 

TNAP (rattus norvegicus x homo sapiens). 

TNAP Parâmetros Cinéticos Concentração de SBI-425 (µM)  

   

 0,01 0,015  0,02  
IC 50 µM 

Humano Vmáx (U/mg) 46494,6  17,1 13160,7  16,6 11240,0  15,6 1071,4 23,1 0,006  0,0003 

 k0,5 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 Vmáx (U/mg) 80747,1  13,2 22129,3  11,3 18939,4  25,4 10313,9  22,7 0,005  0,0004 

 k0,5 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 função da concentração de 
inibidor determinada para TNAP (rattus norvegicus x homo sapiens). 

 

Foram feitos teste de inibição da atividade PNPPase empregando-se um 

inibidor específico SBI-425, desenvolvido pelo grupo do Prof. Millán (Pinkerton 

et al., 2018), os quais trabalham com inibidores sintéticos da TNAP que 

impedem, além da atividade da TNAP o processos de calcificação através do 

aumento de PPi no organismo. O SBI-425 conhecido com o nome de 5-((5-

cloro-2-metoxifenil)sulfonamido)nicotinamida, é um potente e seletivo composto 

inibidor da forma nativa da TNAP já empregado em tratamento de 

hipermineralização, via oral, atuando para manter a proporção correta de Pi e 

PPi permitindo a calcificação esquelética e dentária dentro dos parâmetros 

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 

concentração de inibidor empregada, a hidrólise de PNPP exibiu uma única 

curva de saturação (não mostrados).  

Na Tabela 10 são agrupados os parâmetro cinéticos e foram observados 

maiores variações na Vmáx do que nos valores de k0.5, porém quando 

comparamos na presença do inibidor, temos um comportamento semelhante 
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das enzimas. Conforme pode ser observado na Figura 20, temos IC50 muito 

similar entre as duas enzimas.  

Diante dos resultados apresentados, as duas enzimas possuem 

sequencias de aminoácidos elevada (97,98%), as características tanto de pH 

ótimo e de cinética (inibição do SBI-425) bastante semelhante, entretanto as 

diferenças no potencial Zeta poderiam ser justificadas por troca de aminoácidos 

específicos importantes para estrutura que resulta numa distribuição de carga 

diferentes. Essa abordagem ainda deverá ser feita para que se possa explicar 

as diferenças encontradas. 
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5 Conclusão:  

 

Um dos principais papéis dos esteróis é modular as propriedades e 

organização lateral da membrana lipídica. No entanto, estes compostos 

também podem modular o comportamento cinético da TNAP reconstituída em 

lipossomos compostos por DPPC, DOPC, DMPC e na presença de esteróis, 

catalisa a hidrólise do ATP mais eficientemente. Esses microambientes 

lipídicos produzem mais Pi em função do tempo, consequentemente 

promovendo maior biomineralização.  

A maior afinidade do TNAP pela monocamada lipídica saturada reflete 

na sua maior incorporação em lipossomos DPPC. A presença de colesterol em 

monocamada resulta em maior pressão de exclusão (πexc) em comparação 

com a monocamada de DPPC ou DOPC pura, indicando que GPI-TNAP 

penetra na monocamada lipídica saturada para uma maior extensão. A 

presença de diferentes esteróis afeta o comportamento da membrana e, 

consequentemente, a inserção da GPI e a atividade da enzima. 

As membranas de DMPC apresentam lipídios com maior fluidez em 

relação ao DPPC, porém menor que DOPC. Quando comparados, este 

comportamento refletiu na posição da TNAP ligada pela âncora na membrana 

GPI (Eanes, 1970; Wuthier e Lipscomb, 2011), o que provavelmente é muito 

importante para ambos processos de catálise e a propagação do mineral. Além 

disso, tal como descrito por Simão et al. (Simao et al., 2013), mudanças de pH 

no microambiente lipídico na região da TNAP ancorada são importantes para a 

atividade catalítica e o processo de mineralização. Assim, a composição 

lipídica, presença de esteróis e pH pode interferir com a 

orientação/posicionamento dos sítios catalíticos de TNAP que afetam o seu 

comportamento cinético e consequentemente a eficiência catalítica 

O comportamento da membrana na fase lipídica e a estrutura dos 

esteróis (Chol, Achol e Ergo) influenciou a eficiência catalítica da TNAP nas 

bicamadas, membranas na Lα fase (AChol) proporcionam melhores parâmetros 

cinéticos em comparação com membranas na fase Lo (Chol e Ergo).  

Assim, no que se refere à propagação da mineralização in vitro, os 

proteolipossomos DMPC foram mais eficazes quando comparados aos 

proteolipossomos contendo DPPC puro. Correlacionandos os parâmetros 

cinéticos e os resultados da mineralização in vitro, é possível observar que os 
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proteolipossomos contendo TNAP com menor grau de empacotamento lipídico 

(por exemplo constituídos de DMPC, DPPC:CHOL ou DMPC:CHOL) são mais 

eficientes na propagação mineral. Entretanto mais estudos ainda são 

necessários para confirmar esta hipótese definitivamente. 

Finalmente, os proteolipossomos na presença do DMPC como lipídio 

principal e DPPC:esterol (sterol = Chol, AChol) propagam os minerais de forma 

mais eficaz em comparação com o DOPC: proteolipossomos de esterol (sterol 

= Chol ou AChol). A mobilidade e o grau de empacotamento do lipídio são 

claramente vitais para a propagação de minerais mediados pelas atividades de 

PPiase e ATPase de TNAP durante a biomineralização. 

Diante dos resultados apresentados, as duas enzimas possuem 

sequencias de aminoácidos elevada (97,98%), as características tanto de pH 

ótimo e de cinética (inibição do SBI-425) bastante semelhante, entretanto as 

diferenças no potencial Zeta poderiam ser justificadas por troca de aminoácidos 

específicos importantes para estrutura que resulta numa distribuição de carga 

diferentes. Essa abordagem ainda deverá ser feita para que se possa explicar 

as diferenças encontradas. 
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