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ABREVIATURAS

AMPOL 2-amino 2-metil 1-propanol

ATP Adenosina 5’-trifosfato

ADP Adenosina 5’-difosfato

AMP Adenosina 5’-monofosfato
ATPase Adenosina 5’-trifosfatase
ADPase Adenosina 5’-difosfatase

ApsA P! P5( Adenosina 5°)-pentafosfato
Bis-PNFF Bis-p-nitrofenilfosfato

CTP Citosina 5’-trifosfato

CDP Citosina 5’-difosfato

CMP Citosina 5’-monofosfato

DMSO Dimetil sulfoxido

EDTA Acido etilenodiamina tetracético
GTP Guanosina 5’-trifosfato

GDP Guanosina 5’-difosfato

GMP Guanosina 5’-monofosfato
Hepes Acido N-2-hidroxetilpiperazina-N’-etanosulfonico
ITP Inosina 5 -trifosfato

IDP Inosina 5’ -difosfato

IMP Inosina 5 -monofosfato

Kn Constante de Michaelis Mentem
Mes Acido N-2-morfolino etanosulfonico
n Coeficiente de Hill

NTF Nucleotideo 5’-trifosfato

NDF Nucleotideo 5’-difosfato

NMF Nucleotideo 5’-monofosfato
NTFase Nucleotideo 5’-trifosfatase
NDFase Nucleotideo 5’-difosfatase
NMFase Nucleotideo 5’-monofosfatase
Pi Fosfato inorganico

PNFF p-nitrofenilfosfato

TCA Acido Tricloroacético

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano
UTP Uridina 5 -trifosfato

UDP Uridina 5’-difosfato

UMP Uridina 5’-monofosfato

A% Velocidade maxima



RESUMO

Membranas de placa 6ssea de rato foram preparadas a partir de implante de po de
osso desmineralizado no tecido subcutaneo de ratos Wistar e purificadas em coluna de
Sepharose 4B (Cell. Mol. Biol. 32: 55, 1986). A remoc¢é@o da fosfatase alcalina das
membranas foi feita com fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (Biochim.
Biophys. Acta 1368: 108, 1998) e a atividade de nucleotideo fosfatase determinada a
37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, em um
volume final de 1 mL.

Durante o processo de purificagdo das membranas livres de fosfatase alcalina, a
razio entre as velocidades de hidrélise do ATP e do ADP permaneceu constante (da
ordem 2.,4) sugerindo que elas correspondem a uma mesma enzima. O mesmo perfil de
pH foi observado para a hidrolise do ATP e ADP e o pH 6timo aparente € 7,5.

Estudos de competigdo de substratos mostrou que, independentemente da relagdo
entre as concentragdes de ATP e ADP presentes no meio reacional, as atividades
especificas sempre similares sugerem inequivocamente que a hidrolise do ATP e ADP
representam reagdes competitivas para um unico sitio na enzima.

Uma significativa inibi¢do da hidrolise do ATP e ADP pela enzima foi observada
na presenca de azida de s6dio, um inibidor de apirases, em concentragdes que variaram
entre 2,5 mM (ADP) e 7,5 mM (ATP).

Os valores dos pardmetros cinéticos calculados para a hidrolise dos diferentes
substratos pela enzima mostram que a atividade NTFase é quase duas vezes maior que a
correspondente NDFase enquanto a NMFase ¢ nula ou desprezivel.

A preparagio nio estd contaminada por fosfatases ndo especificas, ATP-
pirofosfatase (EC 3.6.1.8), pirofosfatase inorganica (EC 3.6.1.1), fosfodiesterases,
adenilato quinase e proteina fosfatases.

Em condicdes saturantes de ATP e magnésio, a atividade das membranas livres
de fosfatase alcalina ndo é inibida pela oligomicina, ouabaina, bafilomicina A,

tapsigargina, omeprazol, 4cido etacrinico e APsA. Entretanto, a velocidade de hidrolise



do ATP e ADP é reduzida cerca de 30% e 40%, respectivamente, na presenga de
suramina 1 mM, um antagonista do receptor de purina Ps.

Na auséncia de ions magnésio ou calcio, a hidrolise do ATP e ADP ¢ desprezivel
enquanto na presenga de ions calcio ou magnésio a estimulagdo da atividade da enzima
por tais fons é similar e cada ion pode substituir o outro durante o ciclo catalitico da
enzima.

A hidrolise do ATP e ADP diminuiu consideravelmente na presenca de
Polidocanol 1%, Lubrol WX 1,35%, Lubrol PX 1%, CHAPS 2,5%, C12Eg 1%, Triton X-
114 1%, Triton X-100 0,2%, n-octil-B-D-glicosideo 30 mM, polioxietileno-5-decil éter
0,5%. Os resultados mais promissores foram obtidos com a adigio conjunta de
digitonina e dimiristoil L-c-fosfatidilcolina (DMPC). Dentre todos os detergentes
utilizados, a digitonina, na proporgdo de 5:1 (mg/mL) foi mais eficaz na solubilizagdo.

A ATPase existente na membrana de placa 6ssea de rato e livre de fosfatase
alcalina pode ser considerada uma ATP-difosfohidrolase por apresentar especificidade
para nucleotideos di e trifosfatos; ndo hidrolisar nucleotideos monofosfato e
fosfomonoésteres ndo nucleotideos; ser ativada por ions calcio ou magnésio; ndo ser
inibida pelos inibidores de V-, Ca”’-, H'-, e Na" ou K'-ATPases; ser inibida por altas
concentracdes de azida de sodio; apresentar a mesma faixa de pH para NTF e NDF; ser
facilmente inativada por detergentes; apresentar valores similares de Km (100 uM) para

o ATP e ADP.
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ABSTRACT

Rat osseous plate membranes obtained fourteen days after the implantation of
demineralized bone particles in the subcutaneous tissue of Wistar rats, were prepared
and purified on Sepharose 4B column (Cell. Mol. Biol. 32:55-62). Alkaline phosphatase-
free membranes were prepared treating the rat osseous plate membranes with
phosphatidylinositol-specific phospholipase C from B. thuringiensis (Biochim. Biophys.
Acta 1368: 108, 1998). Nucleotide phosphatase activity was assayed at 37°C, in Hepes
buffer 50 mM, pH 7,5, containing MgCl, 2 mM and theophylline 5 mM, in a final

volume of 1 mL.

The ATPase present in the membranes of osseous plate hydrolyzed nucleotide
triphosphates (NTP) at a rate 2-fold higher than that of nucleotide diphosphates (NDP).
However, the hydrolysis of nucleotide monophosphates was negligible. The apparent
optimum pH of hydrolysis for NTP and NDP was 7.5. The enzyme hydrolyzed ATP
following Michaelian kinetics, with V=1,278.7 U/mg e K, = 83.3 uM. For ADP, it was
also observed a single family of hydrolyzing sites (n= 1,0) with V= 473.9 U/mg e K=
150.6 uM. In the absence of magnesium ions, the hydrolysis of ATP or ADP was
negligible. A systematic study of the stimulation of the enzyme by calcium and
magnesium ions suggested that any of these ions can replace the other during the
catalytic cycle of the enzyme.

Theophylline, a phosphodiesterase inhibitor, showed a negligible inhibition of
the hydrolysis of ATP and ADP at concentrations up to 7 mM, but sodium azide was a
effective inhibitor of ATP (7.5 mM) and ADP (2.5 mM) hydrolysis. On the other hand,
the classical V-, P- and F-type ATPase inhibitors had no effect on the hydrolysis of ATP
and ADP by the alkaline-free rat osseous plate membranes. A systematic study including
a series of other inhibitors excluded the presence of contaminations by non specific
phosphatases, inorganic pyrophosphatase, phosphodiesterase and protein phosphatase
that could participate on the hydrolysis of NDP and NTP. APsA had no effect on the
hydrolysis of ATP and ADP by the enzyme, but suramin inhibited 30 and 40% the
hydrolysis of ATP and ADP, respectively.

Vii



The solubilization of the alkaline phosphatase-free rat osseous plate membrane
ATPase with detergents commonly used to solubilize membrane proteins resulted in a
significant depletion of the enzyme activity.

The kinetic similarities of the alkaline phosphatase-free rat osseous plate
membrane ATPase with respect to the hydrolysis of NTP and NDP suggested that it
apparently functions as an ATP-diphosphohydrolase.

vill
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1. INTRODUCAO
Mineralizacio Biologica

Em mamiferos, mineraliza¢do € sindnimo de calcificacdo desde que a maioria dos
minerais organicos depositados seja composta de célcio. Assim, nos organismos vivos, a
mineralizagdo € definida como a deposicdo de compostos quimicos inorganicos sob
condigdes normais ou patologicas (Boskey, 1981).

Células especificas de tecidos que sdo calcificados, possuem como fungio
primaria a sintese e secre¢io de componentes da matriz extracelular (Glimcher, 1959;
Boyde et al., 1978; Schenk, 1980). Acredita-se também que as células proporcionam
sitios para a estocagem de calcio e fosfato, criando assim um ambiente onde a
mineralizagdo ocorre (Boyde et al.,, 1978). Assim, célula parece ser o principal fator no
controle do processo de calcificacdo.

A biomineraliza¢do € essencialmente um fenérﬁeno bifasico (Painel 1). A Fase 1
diz respeito a formagdo do primeiro cristal mineral dentro da vesicula da matriz. A Fase 2
corresponde & penetragdo do cristal na membrana da vesicula da matriz, expondo o
mineral pré-formado ao fluido extracelular. A velocidade de proliferagdo do mineral ¢
governada por condi¢des extracelulares, tais como niveis 16nicos de calcio ou fosfato no
fluido extracelular, pH do fluido extracelular e presenga de moléculas no fluido
extracelular que podem controlar a velocidade de proliferagdo. Dentre elas podem ser
citadas as proteoglicanas anidnicas e/ou proteinas ndo colagenosas ligadoras de calcio
(Anderson, 1995).

A Fase 1 comega com a atra¢do dos ions calcio para o interior da vesicula da
matriz, por ser um local rico em fosfolipidios e proteinas que ligam calcio na vesicula da
matriz (Peress et al., 1974; Wuthier, 1975; Genge et al., 1990; Balmain, 1992; Morris et
al., 1992) e também devido & agdo de canais i6nicos de calcio (Rojas et al, 1992). O
actmulo de calcio é seguido pelo acumulo de fosfato, resultante da ag¢io de fosfatases
existentes na membrana da vesicula da matriz, onde a fosfatase alcalina é a mais

abundante. Devido a sua composigdo molecular unica e a sua ordem tridimensional, a
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Fase 1 pode ser subdividida em uma cascata de multiplas interagdes que podem ocorrer
somente dentro da vesicula da matriz (Anderson, 1995).

. Tem sido sugerido por diversos autores que o acumulo de fosfato precede o do
calcio (Wuthier and Boyan, 1992; Wu et al. 1993). Quando o calcio e o fosfato sdo
acumulados suficientemente dentro da vesicula da matriz ocorre a precipitagdo do fosfato
de calcio. O primeiro fosfato de calcio depositado é provavelmente um fosfato de calcio
amorfo ndo cristalino (Gay et al., 1978; Wu et al,, 1993). Posteriormente ele é convertido
no intermediario octafosfato de calcio, cujos cristais sdo finalmente transformados na
forma insolavel de hidroxiapatita (Anderson, 1969; Sauer and Wuthier, 1988; Wu et al,
1993). Os cristais de hidroxiapatita podem perfurar a membrana da vesicula da matriz e
assim ficarem expostos ao fluido extracelular. A Fase 2 comega com o rompimento da
membrana da vesicula da matriz, que pode ser assistida pela agdo de fosfolipases
(Wuthier et al.,, 1978; Wu et al., 1989) e proteases (Hirschman et al., 1983; Katsura and
Yamada, 1986; Dean et al., 1992).

A natureza bifasica do processo de mineralizagdo tem sido confirmada em varios
sistemas biologicos. Estudos de microscopia eletronica de cartilagem, osso e dente tém
mostrado que a deposigio do mineral ocorre inicialmente no interior e depois ao redor da
vesicula da matriz (Anderson, 1969; Bernard, 1972; Eisenman and Glick, 1972; Sisca and
Provenza, 1972; Slavkin et al., 1972; Anderson et al., 1975; Dopping-Heppenstall et al.,
1981 Landis, 1987, Johnson et al, 1989; Arsenault et al., 1991; Sela et al., 1992). O
fendmeno bifasico da mineralizagio também € observado em modelos de lipossomos que
mimetizam a vesicula da matriz (Eanes and Hailer, 1985, Eanes, 1992; Heywood and
Eanes, 1992; Skrtic and Eanes, 1992).

As vesiculas da matriz, ricas em fosfatase alcalina, estdo localizadas na matriz
extracelular (Anderson, 1969; Anderson, 1973; Boskey, 1979; Anderson, 1980). Embora
a presenca das vesiculas da matriz extracelular na calcificagdo da cartilagem e em
calcificagio patologica j4 é bem aceita, existem algumas questdes que implicam a
associacdo das vesiculas da matriz com a deposi¢do do mineral no osso (Glimcher, 1959;

Gersch, 1973; Landis et al., 1977a, 1977b; Landis and Glimcher, 1978).
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O osso € um tecido incomum que durante sua vida adulta retém a capacidade de
mudar sua forma e estrutura em resposta a mudan¢as do meio ambiente. Os 0ssos longos
crescem fundamentalmente pelas pontas, através de uma estrutura denominada placa de
crescimento epifisario (Painel 2).

A placa de desenvolvimento epifisario é subdividida nas seguintes regides
anatomicas: uma zona de reserva, localizada no topo da placa em desenvolvimento que
contém condroécitos inativos; uma zona de proliferagdo, regido de intensa divisdo celular
onde condrdcitos estio organizados de tal maneira que dividem anatomicamente matriz
em septos transversais, separando as células das colunas adjacentes; e uma zona
hipertréfica que contém condrocitos aumentados bem como muitas vesiculas da matriz. E
nessa zona hipertrofica que o primeiro cristal mineral aparece dentro da vesicula da
matriz. A zona de calcificagdo contém condrdcitos degenerados. Este € o nivel onde a
proliferagio do mineral espalha-se radialmente para fora da vesicula da matriz,
infiltrando-se nos intersticios do septo longitudinal da matriz (Anderson, 1989).

Fundamentalmente, a matriz é formada por quatro componentes, trés organicos e
um inorganico. Embora o componente mais abundante do osso € o colageno tipo I,
existem proteinas ndo colagenosas e componentes ndo protéicos, envolvidos na
integridade estrutural do osso e/ou no controle celular da fungio 6ssea (Freemont, 1993).
A substancia orgénica que forma a matriz nio mineralizada ¢ conhecida como ostedide. O
outro componente da matriz € um sal de fosfato e calcio, cuja estrutura € semelhante a da
hidroxiapatita (Glimcher, 1987).

Quatro células trabalham em conjunto na reposigdo da matriz Ossea: o
osteoclasto, o osteoblasto, o ostedcito e a resting surface cell (Revell, 1983; Warwick
and Williams, 1989).

O osteoblasto, a célula que manufatura o osso, é responsavel pela sintese do
colageno e proteinas nio colagenosas do osso; pela organizagdo ordenada das fibrilas do
colageno e pela mineralizagio do ostedide (Freemont, 1993). O ostedcito e a resting
surface cell, sio derivadas do osteoblasto (Marks and Popoff, 1988).

Durante a formagdo dos ostedides, alguns osteoblastos sdo encarcerados dentro

de uma matriz 6ssea recém formada, os ostedcitos. Ha evidéncias da ocorréncia de troca
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de ions entre a rede cristalina da matriz 6ssea e o fluido extracelular ao redor dos
ostedcitos. Além disso, os ostedcitos possuem uma fungdo mais generalizada na
manuten¢do da estrutura da matriz 6ssea (Freemont, 1989). Por outro lado, tem sido
sugerido que a rede tridimensional do ostedcito é um receptor mecdnico que capta
microdistor¢gdes da matriz e as transformam em sinais que influenciam a atividade dos
osteoblastos, dos osteoclastos e da resting surface cell (Skerry et al., 1989). Todavia, a
fungdo do ostedcito, no processo de calcificagdo ainda € desconhecida.

Os osteoblastos também podem se diferenciar em uma célula plana que se situa
sobre a superficie do 0sso, conhecida como a resting surface cell. Esta célula ¢ separada
do osso mineralizado através de uma fina camada de tecido fibroso nio mineralizado que
envolve completamente a superficie do osso. Tem sido sugerido que a resting surface cell
secreta colagenases que podem remover a camada de tecido fibroso, limpando desta
maneira uma area na superficie do osso para facilitar o acesso dos osteoblastos a
superficie do 0sso e assim promover a reabsor¢ao dssea (Oyajobi and Russell, 1992).

O quarto e ultimo tipo de célula 6ssea € o osteoclasto (Chambers, 1985). Ela ¢é
uma célula grande, multinucleada, de forma discoide, que adere em toda a superficie
ossea. Este modelo de adesdo cria efetivamente um espago sob a célula, no qual o
osteoclasto secreta produtos que abaixam o pH do meio ambiente da superficie do osso
abaixo do osteoclasto, descalcificando desta maneira o 0sso. A partir desse momento

ocorre a desagregac¢do da rede de colageno do osso (Mundy and Roodman, 1987).

Fosfatase alcalina de cartilagem e/ou osso

A descoberta de que a fosfatase alcalina pode causar a precipitagdo de fosfato de
calcio, quando incubada na presenga de calcio e ésteres de fosfato inorgénico, provocou
um grande interesse em relagdo a sua agdo no processo de mineralizagio biologica
(Robison, 1923). Apesar das intensas pesquisas realizados, muitos dos eventos
envolvidos na iniciagio da calcificagdo dos tecidos duros permanecem a serem
esclarecidos (Moss, 1992; Blumenthal, 1989; Hsu, 1994; Bawden, 1989, Anderson,
1995; Whyte, 1994; Wuthier and Register, 1985; Poole et al., 1989; Glimcher, 1989;

4



Glimcher, 1992; Boskey, 1981; Leone et al.,, 1997, Wuthier, 1986; Caverzasio and
Bonjour, 1996, Abramowitz and Suki, 1996).

A relagio fosfatase alcalina/mineraliza¢do tem sido reforgada pelo fato de que os
primeiros sinais de mineralizagdo aparecem em pequenas vesiculas extracelulares que
apresentam altos niveis de fosfatase alcalina inespecifica (Bonucci, 1967, Bernard and
Pease, 1969; Bab et al., 1979; Ali et al., 1970; Majeska and Wuthier, 1975; Anderson,
1989), de adenosina-5’-trifosfatase e de pirofosfatase (Anderson, 1989; Ali, 1976
Korhonen et al, 1977; Felix and Fleisch, 1976; Skillen and Rahbani-Nobar, 1980;
Matsuzawa and Anderson, 1971; Vaananen and Korhonen, 1979; Cyboron et al., 1982,
Meyer and Reddi, 1985; Anderson et al, 1970); de 5’-nucleotidase e de nucleotideo
trifosfato pirofosfohidrolase (Anderson, 1989).

A fungdo dessas atividades enzimaticas, localizadas na membrana das vesiculas
extracelulares, tem sido estudada exaustivamente e, alguns autores admitem que, a
fosfatase alcalina poderia provocar um aumento dos niveis de fosfato inorgéanico através
da hidrolise de substratos fosforilados (Robison, 1923).

Varias outras fungdes tém sido atribuidas a fosfatase alcalina. A sua agdo como
uma pirofosfatase € fisiologicamente significativa nestes ultimos 40 anos (para revisdo ver
Leone et al., 1997), uma vez que ela atua na destruigdo local do pirofosfato, um inibidor
do crescimento do cristal de apatita (Neuman et al., 1951; Howell et al., 1969). Tem sido
sugerido também que a fosfatase alcalina pode atuar no transporte de fosfato inorganico,
através da membrana celular e/ou da membrana da vesicula da matriz (Warner et al
1983; Register and Wuthier, 1984; Register et al., 1984; Melani et al., 1967, Shah et al,,
1979; Fallon et al, 1980; Nijweide et al, 1981). Além disso, existem evidéncias
experimentais de que essa enzima pode atuar como uma proteina ligadora de calcio
(Vittur and deBernard, 1973; deBernard et al, 1985) e possivelmente como uma
(Cay,Mgz’*)-ATPase (Stagni et al, 1979; Haussler et al, 1970; Hsu and Anderson,
1977). Estudos cinéticos, utilizando moléculas aceptoras do tipo poliol e/ou amino
alcool, mostraram que a fosfatase alcalina pode atuar também como uma fosfotransferase
(Fernley, 1971; Fishman and Ghosh, 1967, Stinson et al., 1987, Pizauro et al., 1992,
Muller et al., 1991).



A hidrolise de ésteres de fosfatos (Vincet et al., 1992) bem como a fosforilagio de
proteinas (Hanks et al., 1988) tém sido reconhecidas como um importante processo no
controle do metabolismo celular. Apesar de suas caracteristicas multifuncionais (Harris,
1989; Shinozaki et al., 1990; Leone et al.,, 1997) ainda nao esta bem estabelecido se a
fosfatase alcalina de osso pode atuar como uma proteina fosfatase. O fato desta enzima
apresentar atividade de fosfotransferase (Fernley, 1971; Fishman and Ghosh, 1967,
Stinson et al.,, 1987; Pizauro et al, 1992; Muller et al., 1991) além da atividade de
hidrolase sugere que ela pode funcionar in vivo como uma proteina fosfatase (Shinozaki
et al., 1995). Tal sugestdo esta fundamentada no fato de que o aminopropil bifosfonato e
o hidroxi etano bifosfonato, muito empregados terapeuticamente no metabolismo de
calcio e do osso (Fleish, 1980; Stone et al., 1990), intbem de uma maneira muito similar a
atividade da fosfatase alcalina em relagdo a hidrolise de fosfoaminoacidos.

Embora a fung¢do da fosfatase alcalina na calcificacdo ainda permanece
controvertida, o balango das evidéncias favorece uma fun¢do positiva para a atividade
catalitica dessa enzima. Inibidores da fosfatase alcalna de vesiculas da matriz
(aquecimento, berilio, levamisol) inibem a calcificagio da vesicula da matriz em regides
de tecidos em desenvolvimento, de placas de cartilagem de ratos e de culturas celulares
de ossos (Anderson and Sajdera, 1976; Fallon et al., 1980; Bellows et al., 1991). A curva
de inativacdo térmica de fosfatases alcalinas isoladas da matriz ¢ muito similar a da
inibigio do padrio da calcificagdo de regides em desenvolvimento da placa (Anderson
and Reynolds, 1973). A remogdo de substratos da fosfatase alcalina, tais como [-
glicerofosfato de solugdes que calcificam in vitro previnem a calcificagdo das vesiculas da
matriz isoladas (Ali and Evans, 1973; Hsu and Anderson, 1977; Murphree et al., 1982;
Hsu, 1992) e de culturas celulares de osso (Bellows et al, 1991). Quando a fosfatase
alcalina solubilizada com detergentes ¢ reincorporada em vesiculas reconstituidas
artificialmente a partir dos fosfolipidios da vesicula da matriz, a atividade de calcificagio
é restaurada (Hsu and Anderson, 1978). Talvez a mais convincente evidéncia a favor de
uma funciio da fosfatase alcalina na mineralizagio, seja proveniente de estudos de uma
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atividade catalitica da fosfatase alcalina de ossos e dentes, causando uma falha na
calcificagdo em cartilagem, osso e dentina (Whyte, 1989).

Apesar da existéncia de uma extensa literatura acerca das propriedades das
fosfatases alcalinas de vertebrados (Fernley, 1971; Fishman, 1974; McComb et al., 1979;
Coleman and Gettins, 1983; Moss, 1992), para a enzima de cartilagem e 0sso, 0s
resultados discrepantes obtidos (Ali et al, 1970, Korhonen et al., 1977, Cyboron and
Wauthier, 1981; Kahn et al., 1978; Arsenis et al, 1975) tém sido atribuidos a uma
proteolise da molécula da enzima por proteases contaminantes da colagenase
normalmente empregada na preparagio da enzima (Cyboron and Wuthier, 1981;
Peterkofsky and Diegelmann, 1971; Farley et al., 1980; Hsu et al., 1985; Cyboron et al,
1982).

Um aspecto ainda mais relevante que essas contradigdes ja relatadas € o fato de
que, apesar das inimeras evidéncias experimentais, o papel fisiologico dessa enzima bem
como o seu substrato natural ainda ndo sdo conhecidos (Boskey, 1981; Wuthier and
Register, 1985; Blumenthal, 1989; Poole et al., 1989, Leone et al., 1997, Hsu, 1994). A
fungdo e a participagdo da fosfatase alcalina no processo de mineralizagdo ndo estdo
esclarecidas devido principalmente as dificuldades encontradas na sua purificagio e
extragio de tecidos Osseos e/ou cartilaginosos (Russell, 1965; Russel et al, 1971;
Boskey, 1981; Wuthier, 1982, 1984, 1986; Rasmussen, 1983; Wuthier and Register,
1985; Blumenthal, 1989; Poole et al., 1989; Golub et al., 1992).

A fosfatase alcalina de varios tecidos de mamiferos ¢ uma fosfomonohidrolase
inespecifica (EC 3.1.3.1) que pode hidrolisar, em pH alcalino, monoésteres de fosfato
(ATP, ADP, AMP, p-nitrofenilfosfato, glicose 6-fosfato, glicose 1-fosfato, gliceraldeido
3-fosfato), pirofosfato, bem como, catalisar reagdes de transfosforilagdo (Cox et al,
1967, Harkness, 1968; Hiwada and Wachsmuth, 1974; McComb et al., 1979; Hsu et al.,
1985; deBernard et al., 1985; Curti et al., 1987; Pizauro et al,, 1987, Muller et al., 1991).

As fosfatases alcalinas de vertebrados sdo glicoproteinas ligadas a membrana, que
normalmente s6 podem ser removidas das mesmas através do uso de detergente
(Cyboron and Wuthier, 1981; Fortuna et al, 1978; Doellgast and Fishman, 1974,
Helenius and Simons, 1975; Hjelmeland and Chrambach, 1984; Ey and Ferber, 1977) ou
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por tratamento com n-butanol (Arsenis et al, 1975; Kahn et al, 1978; Ghosh and
Fishman, 1968).

Considerando-se que a obtengdo da fosfatase alcalina com sua estrutura nativa
preservada € importante para esclarecer alguns aspectos da mineralizagio induzida pelas
vesiculas da matriz 6ssea (Wuthier, 1982), é importante que durante o seu isolamento e
purificagdo devam ser tomados cuidados especiais para que a molécula seja preservada
em sua configuragdo nativa, afim de se obter progressos mais significativos em relagdo ao
estudo do seu papel fisiologico. A partir dessa idéia, Curti et al. (1986) desenvolveram
um meétodo, rapido e simples, de extragdo e purificagio de grandes quantidades de
fosfatase alcalina existente em placas Osseas, utilizando a técnica do implante de matriz
Ossea desmineralizada descrita por Reddi and Huggins (1972). Como nio séo
empregados detergentes, proteases e/ou solventes organicos este método aparentemente
preserva as caracteristicas estruturais e cinéticas da enzima, evitando os problemas ja
descritos anteriormente. A principal caracteristica desse método é que a fosfatase alcalina
pode ser estudada em diferentes etapas do processo de ossificagdo endocondral.

A utilizagdo de matriz 0ssea desmineralizada para induzir a atividade de fosfatase
alcalina, revelou que durante a formagdo da placa 6ssea ocorre o aparecimento de uma
fosfatase alcalina ligada a membrana e uma outra, solavel (Leone et al., 1997). Segundo
alguns autores, essas duas formas distintas de enzima podem estar envolvidas no
processo de calcificagdo biologica (Cyboron and Wuthier, 1981; Stagni et al., 1983; Curti
et al., 1986; Say et al., 1991).

O estudo sistematico de algumas propriedades estruturais da fosfatase alcalina de
placa 0ssea de ratos mostrou que ela € uma enzima ligada a membrana que apresenta uma
massa molecular de 130 kDa e € constituida por duas subunidades aparentemente
idénticas de 65 kDa. Os dois grupos cataliticos que participam da reagdo apresentam pKs
de ordem de 8,5 e 9,7, independentemente da enzima estar ou nio associada & membrana
(Pizauro et al., 1987). Cada uma dessas subunidades apresenta dois sitios de fixagdo para
0 zInco e um para 0 magnésio e, a modulagdo da atividade da enzima por esses ions é
devida & modificagdes conformacionais na molécula da enzima (Ciancaglini et al., 1989,

1990b).



Além da hidrolise de ésteres de fosfato, a fosfatase alcalina de placa 6ssea também
catalisa a transferéncia do grupamento fosfato da fosforilenzima para diversos aceptores
de fosfato (Fernley, 1971; Fishman and Ghosh, 1967; Stinson et al., 1987, Pizauro et al,,
1992; Muller et al., 1991). No caso da fosfatase alcalina de placa dssea solubilizada com
Polidocanol, a atividade de fosfotransferase independe do substrato empregado
(Ciancaglini et al., 1997) . Por outro lado, parece que a atividade de fosfotransferase esta
aparentemente relacionada com a carga liquida do aceptor. Além disso, o aumento da
concentragdo do aceptor provoca um aumento tanto da velocidade maxima como da
constante de afinidade aparente para a reagdo de hidrolise do PNFF pela enzima
(Ciancaglini et al., 1997). A utilizagdo de uma grande variedade de aceptores de fosfato
permitiu também propor um modelo que explica uma possivel atividade de
fosfotransferase, em pH fisiologico, da fosfatase alcalina ligada & membrana (Pizauro et
al., 1992; Ciancaglini et al., 1997).

Diésteres de fosfato do tipo difenilfosfato, NAD, cAMP, bem como o
trimetilfosfato e os trifenilfosfatos, ndo sdo hidrolisados pelas fosfatases alcalinas
(Morton, 1955; Heppel et al., 1962; McComb et al, 1979). Entretanto, a inibigdo da
enzima pela teofilina, sugerindo uma possivel agdo da enzima como uma fosfodiesterase,
acarretou o aparecimento de resultados controvertidos na literatura (Farley et al., 1980;
Hsu et al, 1985). Esta controvérsia foi esclarecida com a demonstragdo de que a
fosfatase alcalina induzida por matriz 6ssea pode atuar /n vitro como uma fosfodiesterase
do tipo I (Rezende et al, 1994). Além disso, a enzima induzida por matriz éssea
apresenta também atividade de pirofosfatase (Rezende et al., 1998; Leone et al., 1998) e
de ATPase (Ciancaglini et al, 1990a; Demenis and Leone, 2000). Uma analise mais
detalhada do conjunto destas atividades permite considerar que a fosfatase alcalina de
placa 6ssea ¢ uma enzima multifuncional (Leone et al., 1997).

Existem evidéncias de que a fosfatase alcalina pode atuar como uma proteina
fosfatase tirosina-especifica (Swarup et al., 1981) uma vez que fatores de crescimento
que estimulam a divisdo celular diminuem os niveis de fosfatase alcalina e aumentam a
atividade de proteinas quinases tirosina-especificas (Carpenter et al., 1979; Ek et al,
1982; Kasuga et al, 1982; Michell, 1984). Entretanto, estes resultados s&o
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circunstanciais e carecem de maiores evidéncias experimentais para se assegurar que esta
¢ uma provavel fungdo fisiologica e ndo mais uma atividade de uma enzima
multifuncional. Por outro lado, o fato da fosfatase alcalina de osso apresentar atividade
de transfosforilagio (Fernley, 1971; Fishman and Ghosh, 1967; Stinson et al., 1987,
Pizauro et al, 1992; Muller et al.,, 1991) sugere que ela pode funcionar como uma
proteina quinase ou proteina fosfatase. Isto ¢ suportado pelo fato da fosfatase alcalina
intestinal hidrolisar O-fosfoaminoacidos bem como a fosvitina, uma proteina fosforilada,
em pH 7,4 (Shinozaki et al., 1995; Donella-Deana et al., 1991).

Em relagio a atividade de hidrolise do ATP pela fosfatase alcalina tem sido
sugerido que dado o seu elevado pH 6timo, da ordem de 9,4 a 10,5, ela ndo poderia atuar
como uma hidrolase in vivo (Hsu et al., 1985; Cyboron and Wuthier; 1981; Farley et al,
1980). Recentemente foi demonstrado que a fosfatase de placa 6ssea solubilizada com
polidocanol hidrolisa o ATP em pH fisiologico (Demenis and Leone, 2000).
Considerando-se que a seqiiéncia N-terminal dessa enzima ¢é similar aquela de figado
(Misumi et al., 1988), ficou comprovado inequivocamente que a fosfatase alcalina de
placa Ossea pode ser considerada uma fosfomonohidrolase em pH fisiologico (Demenis
and Leone, 2000).

A enzima de placa ¢ssea ligada & membrana (Curti et al., 1986) e a solubilizada
com detergentes (Pizauro et al, 1988) apresentam algumas propriedades similares as
outras fosfatases alcalinas ja descritas na literatura (McComb et al., 1979). Tanto os ions
zinco como o magnésio sio necessarios para a atividade méaxima de ambas as formas da
enzima (Ciancaglini et al., 1989, 1992). Tem sido relatado que a remogdo do zinco e do
magnésio acarretaria um aumento da labilidade térmica da enzima levando a uma
inativacdo irreversivel, o que poderia explicar a diminuigdo da atividade da fosfatase
alcalina durante a mineralizagio (McLean et al., 1987; Genge et al,, 1988). Entretanto, o
fato de que a atividade da apoenzima pode ser restaurada até niveis originais da enzima
nativa, sugere que provavelmente outros fatores devem estar envolvidos (Ciancaglini et
al., 1989; Leone et al., 1997).

Embora a maioria das fosfatases alcalinas seja dependente de zinco, o sitio de

fixacio desse metal ainda representa um aspecto controvertido para a enzima de
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mamiferos (Kim and Wyckoff, 1991). Estudos recentes mostraram que na enzima de
placa Ossea, o zinco e o magnésio se fixam em sitios diferentes e a assimetria idnica €
essencial e importante para a atividade maxima da enzima (Ciancaglini et al, 1989,
Ciancaglini et al, 1992). Além disso, esses mesmos sitios podem fixar o manganés
(Leone et al., 1995), o cobalto (Ciancaglini et al., 1995) e o calcio (Leone et al., 1997a).
Esses estudos resultaram na proposigdo de um modelo que explica a estimulagdo da
enzima de placa Ossea pelos ions metalicos divalentes (Ciancaglini et al., 1992). Também
foi relatado que o pH representa um importante fator na modulagdo desta enzima pelos
ions metalicos (Leone et al., 1992a).

Um problema ainda a ser resolvido € se uma ATPase especifica também presente
na membrana da matriz ou a propria fosfatase alcalina € a responsavel pela calcificagdo
dependente de ATP, uma vez que ambas hidrolisam o ATP (Hsu, 1994; Hsu and
Anderson, 1995; Hsu and Anderson, 1996). Apesar de algum progresso ja ter sido
relatado nessa diregdio, a remogio da fosfatase alcalina da membrana ndo € completa e a
contamina¢io que permanece na membrana, da ordem de 20-50%, ndo tem permitido o
sucesso esperado nesses estudos (Hsu et al.,, 1993; Register et al., 1986). Acredita-se que
a acilagio dos componentes da ancora do fosfatidilinositol provoca uma agéo incompleta
da fosfolipase C e como conseqiiéncia, a fosfatase alcalina seria liberada da membrana
apenas parcialmente (Wong and Low, 1992). Este ndo € o caso da fosfatase alcalina de
placa dssea de rato uma vez que, apos o tratamento das membranas com fosfolipase C
dependente de fosfatidilinositol, os niveis de contaminagio em fosfatase alcalina sdo da
ordem de 8 a 13%, suficientemente pequenos para permitir o estudo das propriedades
cinéticas da ATPase que ainda permanece na membrana (Pizauro et al., 1994; Pizauro et
al., 1995; Pizauro et al., 1998; Leone et al., 1997).

Resta salientar que apesar dos avangos obtidos na caracterizagdo do cDNA e na
estrutura dos genes estruturais envolvidos na expressio das fosfatases alcalinas de
humanos (Harris, 1989; Moss, 1992), o mesmo ndo aconteceu em relagdo as
fosfohidrolases dos tecidos que sofrem mineralizagdo (Reddy et al., 1993; Rylander et al,
1991; Kumar et al., 1993; Yuan et al., 1995; Yoon et al, 1989).
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Concluindo, em relagio ao papel da fosfatase alcalina no processo de
biomineralizagio, o estado da arte pode ser resumido na frase proposta por Golub et al.
(1992): “a solugdo para estas questdes interessantes e até agora refratarias parece estar
tdo proxima e talvez tdo distante quanto estavam de Robison e, se elas serdo respondidas
antes do milénio permanece a ser determinado”. Entretanto, para Leone et al. (1997), o
maior desafio a ser vencido no futuro é saber como essas complexas moléculas podem ser
reconstituidas in vitro afim de se melhor compreender sua agdo comjunta na
biomineralizagio. Considerando-se que o esqueleto ¢ uma complexa associagdo de
células metabolicamente ativas, embebidas ou rodeadas pela matriz mineralizada e que,
embora a atividade potencial de cada tipo de célula seja conhecida de uma maneira geral
(Robey and Boskey, 1996), as complexas interagdes que ocorrem durante o
desenvolvimento e manutencio do esqueleto ainda permanecem a serem esclarecidas,
Marks and Hermey (1996) sugerem que as novas fronteiras da biologia do esqueleto
requerem uma mudanga de foco do sistema in vitro usado atualmente para o complexo

meio 1n VIvo.

ATP-difosfohidrolase

ATP-difosfohidrolase (EC 3.6.1.5) também chamada de apirase, uma enzima que
hidrolisa nucleotideos di e/ou trifosfato extracelulares, foi descrita pela primeira vez por
Meyerhof (1945). Essa enzima geralmente € descrita na literatura sob os mais diferentes
nomes. Entre eles podem ser citados: ecto-nucleotideo trifosfatase dependente de calcio
ou magnésio, nucleotideo fosfohidrolase, adenilpirofosfatase, ATP pirofosfohidrolase,
ATP-difosfohidrolase, ATPDase, ATP-DPH, apirase, ATP-difosfatase, adenosina
difosfatase, nucleotideo difosfatase, nucleotideo-difosfato fosfohidrolase, nucleotidase,
ATPase, ADPase, NTFase ou NDFase (Plesner, 1995).

Essa enzima pertence a classe das ATPases do tipo E, uma nova classe de
ATPases ligadas 2 membrana recentemente estabelecida (Plesner, 1995; Plesner et al,,
1997). Estas enzimas sdo caracterizadas pela sua orientagdo extracelular e marcadamente

pelas propriedades enzimaticas diferentes da maioria das ATPases do tipo F, Pe V, e
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vem sendo extensivamente estudadas atualmente (Knowles and Nagy, 1999). Evidéncias
acumuladas de estudos bioquimicos sugerem que estas ATPases na realidade sdo
constituidas por duas sub familias: a das ecto-ATPases (EC 3.6.1.3) e a das ecto-ATP-
difosfohidrolases ou apirases (EC 3.1.6.5).

Embora as ecto-ATPases e as ecto-ATP-difosfohidrolases apresentam baixa
especificidade pelo substrato, pH 6timo entre 6,5 e 7,5, sdo estimuladas por ions calcio e
magnésio, a diferenga fundamental entre elas € que as ecto-ATP-difosfohidrolases
hidrolisam os NDF com velocidades similares as observadas para os NTF e sdo inibidas
por concentragdes milimolares de azida de sodio, para as ecto-ATPases essas duas
caracteristicas ndo sdo observadas (Knowles and Nagy, 1999; Valenzuela et al., 1989;
Komoszyiiski and Skalska, 1990; Vara and Serrano, 1981; Sarkis and Salto, 1991; Picher
et al., 1993).

Fundamentalmente, as ecto-ATP-difosfohidrolases apresentam as seguintes
caracteristicas bioquimicas: i. especificidade de substrato para os NTF e NDF; ii.
auséncia de atividade sobre NMF e outros substratos monofosfatos nio nucleotideos; iii.
sdo ativadas igualmente por calcio ou magnésio; iv. insensibilidade aos inibidores
classicos de ATPase; v. mnibi¢do pela azida de sodio em altas concentragdes; vi. mesma
faixa de pH para ATP e ADP; vii. facilmente inativada por detergentes; viii. valores de
Km similares tanto para ATP como ADP, da ordem de 100 pM (Plesner, 1995; Oliveira
et al., 1997; Knowles et al., 1983; Zimmermann et al., 1998; Caldwell et al,, 1999;
Komoszyiiski and Wojtczak, 1996; Hohmann et al., 1993; Soriani et al., 1995; Mans et
al.,, 1998; Picher et al., 1994; LeBel et al., 1980; Smith and Kirley, 1998; Mita et al,,
1998; Sandoval et al., 1996).

As ATP-difosfohidrolases tem sido descritas em pro- e eucariotos, em células
tumorais, virus, bactérias, protozoarios, nematoides, platelmintos, batata (Plesner, 1995;
Ribeiro and Garcia, 1980; Ribeiro and Garcia, 1981a; Ribeiro and Garcia, 1981b; Sarkis
et al., 1986; Vasconcelos et al, 1993; Knowles et al,, 1983; Ribeiro and Garcia, 1979;
Mant and Parker, 1981; Ribeiro et al., 1985; Ribeiro et al., 1984; McLaughlin and Muller
1981; Aley et al., 1980; Bermudes et al., 1994).
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Os estudos realizados ao longo desses ultimos 40 anos tém sugerido varias
fungdes para as ecto-ATPases. Elas podem ter fungdo mecanoquimica; (Epstein and Holt,
1963); participam da transferéncia de informac¢do ndo sinaptica (Trams and Lauter,
1974); estdo associadas a atividade de virus e de células cancerosas (Plesner, 1995); em
algumas viroses, a atividade ecto-ATPase pode modificar as propriedades de
permeabilidade das células que respondem a uma fonte externa de ATP (Banerjee, 1981);
a possibilidade da atividade ecto-ATPase estar associada as microvesiculas sugere que a
enzima pode ter uma fun¢@o no processo secretorio (Beaudoin et al., 1986); embora nao
exista uma identidade entre as ecto-ATPases e os receptores de purina, as ecto-ATPases
tém um importante papel na fungido desses receptores, regulando ou certamente afetando
as concentragdes de agonistas e antagonistas ao redor dos receptores; elas podem
participar na regulacdo da concentragdo do substrato da ectokinase (DeSouza and Reed,
1991); como o ATP, o ADP e o0 AMP ndo podem entrar na célula, tem sido sugerido que
a agdo combinada da ecto-ATPase e da 5’ -nucleotidase produziriam adenosina, que pode
atravessar a membrana e ser fosforilada no interior da célula restaurando assim os
estoques de ATP (Henderson and Paterson, 1973; Trams and Lauter, 1974); tem sido
proposto por varios autores que as ecto-ATPases teriam fungdo de adesdo celular (Lin
and Guidotti, 1989); podem atuar como uma proteina transportadora de acidos biliares.

No caso especifico das ATP-difosfohidrolases, existem evidéncias que elas
participam na neurotransmissio; agregagdo de plaquetas; regulagdo da pressdo sanguinea,
glicosilagio de proteinas; controle do nivel de aglcar e regulagdo da integridade de
membrana (Komoszyfiski and Wojtczack, 1996). Entretanto, o fato da ATP-
difosfohidrolase ndo ser ativada por cations livres torna improvavel o seu funcionamento
como uma bomba de cations (Laliberté et al., 1982). Além disso, a presenga de mRNA da
ATP-difosfohidrolase na placenta, pulmio, musculos esqueléticos, rins e coragdo
humanos (Kaczmarek et al., 1996) sugere que a fungao fisiologica da enzima pode diferir
nestes diferentes tecidos (Torres et al., 1998).

As ATP-difosfohidrolases estdo localizadas principalmente na membrana
plasmatica e, apresentam uma Unica cadeia polipeptidica que €é caracterizada pela

auséncia de grupos SH (Knowles et al., 1983; Magocsi and Penniston, 1991; Yagi et al,,
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1991; Picher et al., 1994; Plesner, 1995; Vasconcelos et al., 1996; Handa and Guidott,
1996; Verjovski-Almeida et al., 1997; Zimmermann, 1999; Zimmermann et al.,, 1998;
Komoszyiiski and Wojtczack, 1996). Picher et al. (1994) relataram que o sitio catalitico
da ATP-difosfohidrolase em musculos lisos nfo vasculares de traquéia bovina esta
localizado na superficie da célula, confirmando portanto tratar-se de uma ectoenzima. A
demonstragdo que a ATP-difosfohidrolase é uma glicoproteina, também sugere que ela €
uma ectoenzima (Sévigny et al., 1997b).

As ecto-ATPases apresentam dois presumivels dominios transmembrana, um
dominio hidrofébico na regido C-terminal e uma seqiiéncia sinal na regido N-terminal
(Zimmermann, 1999; Zimmermann et al,, 1998; Komoszyfiski and Wojtczack, 1996).
Alguns autores tem sugerido que as ecto-ATPases podem estar ancoradas na membrana
através do glicosilfosfatidilinositol porém existem evidéncias contrarias a esta hipOtese
(Torres et al., 1990; Strobel, 1993; Hohmann et al., 1993).

Embora muito pouco € conhecido acerca do sitio catalitico das apirases € muito
provavel que existam algumas similaridades entre as ATPases e apirases em relagdo aos
sitios de ligagdo de nucleotideos ou a catalise propriamente dita (Strobel and Rosenberg,
1992). Algumas informagdes acerca dos requisitos da estrutura do substrato ja foram
relatadas por varios autores (Cusack et al., 1983; Welford et al, 1987; Dombrowski et
al., 1993; Beukers et al., 1993). Além disso, a insensibilidade ao vanadato e a auséncia de
inibigio pelo produto fosfato inorgdnico implica na auséncia de um intermediario
fosforilado durante o processo catalitico (Hidalgo et al., 1983; Valente et al., 1990; Paz
et al., 1988).

A necessidade de baixas concentragdes ou apenas tragos de ions magnésio, tem
sido descrita como uma caracteristica comum a todas ATP-disfosfohidrolases (Plesner,
1995; Ferreira et al., 1995). Essa condigdo € significativamente diferente da necessidade
de concentragdes milimolares de ions magnésio para ativagio da Ca-ATPase de
membrana plasmatica (Carafoli, 1991). Por outro lado, como a maioria das ecto-ATPases
sdo estimuladas pelos ions calcio ou magnésio em concentragdes significativas (Knowles,

1988; Lin, 1985; Lin and Russel, 1988; Plesner, 1995; Meyer-Fernandes et al., 1997),
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enzimas contaminantes tais como a Na/K-ATPase e a adenilato quinase (Sarkis et al.,
1995; Torres et al., 1998) podem ser ativadas simultaneamente mascarando o ensaio.
Diferentes procedimentos tém sido utilizados na purificagdo das ecto-ATPases de
diferentes origens (para revisdo ver Plesner, 1995). Entretanto, devido a baixa
concentragdo dessas enzimas e a labilidade aos detergentes, somente algumas poucas
foram purificadas até a homogeneidade. Dentre elas podem ser citadas as ecto-ATPases
de tubulos-T de coelho (Treuheit et al., 1992), de moela de frango (Stout and Kirley,
1994), de vasos umbilicais humanos (Yagi et al., 1992), de oviduto e figado de frango
(Strobel, 1993; Strobel et al, 1996) e placenta humana (Christoforidis et al., 1995).

Também foi relatada a purificagdo parcial da enzima de figado de rato (Lin and Fain,

1984), de células tumorais humanas (Shi and Knowles, 1994; Knowles and Leng, 1984;
Gao and Knowles, 1993), de pancreas de porco (Sévigny et al., 1995), de rim de porco
(Van Erum et al., 1995), de aorta bovina (C6té et al., 1991), de pulmio de boi (Sévigny
et al., 1997a), de coragdo de boi (Beaudom et al., 1997) e de estdmago de frango (Lewis
Carl and Kirley, 1997).

De uma maneira geral, o peso molecular das ecto-ATPases € relativamente alto
(Valente et al, 1990; Banerjee and Racker, 1977), variando entre 50 e 180 kDa. A
enzima do péancreas de porco tem um PM da ordem de 130 kDa (LeBel et al., 1980)
enquanto a de musculos lisos e célula endotelial de aorta bovina tém uma massa
molecular de 190 kDa (Miura et al., 1987; Yagi et al., 1989). Esses valores contrastam
com a massa molecular relatada para a enzima de pulméo, da ordem de 70 kDa (Coté et
al., 1991). Para as apirases de plantas, tem sido relatadas massas moleculares que variam
de 40 a 51 kDa (Valenzuela et al., 1989; Komoszyifiski and Skalska, 1990).

Inimeras dificuldades tém sido relatadas para a obtengdo de ATP-
difosfohidrolases solubilizadas e ativas (Plesner, 1995). A mais bem sucedida
solubilizagdo de uma ecto-ATPase foi realizada por Kirley (1988), utilizando a enzima de
tabulos T de coelho e uma mistura de lisolecitina e digitonina. Embora a enzima de rato
¢ particularmente dificil de ser solubilizada (Lambert and Cristophe, 1978), a de cérebro
bovino pode ser solubilizada (80%) com Polidocanol 20 mg/ml (Hohmann et al., 1993).

Entretanto, se o detergente for usado em concentragdes menores (10 mg/ml), a atividade
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da € reduzida em 75% (Dzhandzhugazyan and Bock, 1993). A enzima de figado de
frango pode ser solubilizada sem perda de atividade (Strobel, 1993), enquanto a de figado
de rato perde apenas 40% da sua atividade apés a solubilizagdo (Lin and Fain, 1984).
Varias ATP-difosfohidrolases tém sido clonadas (Kirley, 1997, Wang and
Guidotti, 1996; Kaczmarek et al., 1996; Marcus et al.,, 1997, Wang et al., 1997; Kegel et
al., 1997; Gao et al., 1998; Smith and Kirley, 1998; Handa and Guidotti, 1996; Asai et
al,, 1995; Nagy et al, 1998) e as sequéncias de aminoacidos comparadas. De uma
maneira geral, todas as ATPases do tipo E ja clonadas apresentam uma sequéncia
homéloga ao CD39, um antigeno putativo de ativagdo da célula linfoide (Maliszewski et

al., 1994), e todas elas apresentam quatro regides conservadas (Handa and Guidotti,

1996; Vasconcelos et al., 1996).

1.1- OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo ¢ a caracterizagdo cinética de uma ATPase que
permanece associada a membrana de placa Ossea de rato apds o tratamento com

fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol.

17



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparacio do p6 de osso.

Na preparagdo do pd de osso foram utilizados ratos Wistar adultos, machos ou
fémeas de aproximadamente 400 g. Os animais foram mortos por anestesia com
cloroférmio e em seguida seus fémures foram removidos, as extremidades seccionadas e
a medula 6ssea eliminada. Apds a remogdo do tecido aderido as diafises, os ossos foram
lavados em agua destilada (2 h), desidratados com etanol absoluto (1 h) e finalmente
tratados com éter (30 min). Os ossos foram deixados a 37°C, durante 12 h, para secar
completamente e em seguida moidos em moedor mecédnico (moedor de café). Apenas as
particulas de didmetro compreendido entre 125-175 p (selecionadas através de peneiras

granulométricas) foram utilizadas nas etapas subsequentes do trabalho.

2.2. Desmineraliza¢io do pé de osso.

As particulas selecionadas foram desmineralizadas com HCI 0,5 N na proporgao
de 25 miliequivalente de acido/g de p6 de osso, com agitagdo constante, durante 3 h e
sob a agdo de uma corrente elétrica alternada de 100 mA. Em seguida, o po
desmineralizado foi lavado exaustivamente com agua destilada (2 h), desidratado com
etanol absoluto (1 h) e lavado com éter etilico (30 min). Finalmente, o p6 de osso
desmineralizado foi deixado a 37°C, durante 12 h, para secar completamente (Curti et al.,

1986).

2.3. Implante do p6 de osso desmineralizado.

Apos a anestesia cuidadosa com éter, ratos Wistar machos de 30 dias (60 g)
foram depilados e, em seguida, foram feitas 5 incisdes longitudinais de 1 cm na pele e no
tecido subcutdneo dorsal. A seguir foram preparadas cavidades subcutdneas por
dissecagdio com tesoura e, em cada uma, foram implantados 10-20 mg de pé de osso
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desmineralizado. Apds suturar as incisdes com dois ou trés pontos cirurgicos, procedeu-
se a assepsia com Mertiolate. Finalmente, os animais receberam uma inje¢do
intramuscular de Pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth), na proporgdo de 1 mL/100

g de peso animal.

2.4. Preparaciao das membranas de placa ossea.

Catorze dias apos o implante do p6 de osso desmineralizado, os ratos foram
sacrificados por decapitagio, as placas Osseas formadas foram removidas e
homogeneizadas com tampdo Tris. HCl 5 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM e NaCl
150 mM (1 g de placa d6ssea/3 mL de tampdo) em um homogenizador Polytron. O
homogeneizado foi centrifugado a 15000xg, durante 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi
separado e colocado imediatamente em banho de gelo picado. Ao precipitado foram
adicionados 15 mL de tampdo e uma nova centrifugagio foi efetuada nas mesmas
condigdes. Os sobrenadantes obtidos foram misturados gentilmente e a solugdo
resultante, filtrada em 13 de vidro. O filtrado, rico em membranas de placa 6ssea (que
contém fosfatase alcalina e ATP-difosfohidrolase), foi centrifugado a 100000xg durante 1
h, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso no mesmo volume de
Tris. HCl 5 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM e sacarose 200 mM. Aliquotas de 1 mL
foram congeladas em um banho de gelo seco/acetona e estocadas a —20°C, por um

periodo de até trinta dias, sem perda apreciavel da atividade.

2.5. Remocio da fosfatase alcalina das membranas de placa ossea.

Aliquotas de membranas de placa ¢ssea de rato (2 mg/mL) foram incubadas em
tampdo Tris. HCl SO mM, pH 7,25, contendo sacarose 200 mM e 0,1 U de fosfolipase-C
especifica para glicosilfosfatidil-inositol de B. thuringiensis, sob constante agitagdo, por 1
h, a 37°C. A mistura resultante foi entdo centrifugada a 100000xg, durante 1 h, a 4°C. O
sobrenadante, rico em fosfatase alcalina, foi congelado e estocado a — 20°C, enquanto o

pellet, rico em membranas livres de fosfatase alcalina, foi ressuspenso em um mesmo
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volume de tampao Tris. HCl 5 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM e sacarose 200 mM.
Finalmente, aliquotas de 1 mL foram congeladas e estocadas a —20°C, por um periodo

nunca superior a 20 dias sem perda apreciavel da atividade.

2.6. Determinacio da atividade de nucleotideo fosfatase.

As atividades de nucleotideo-5’-trifosfatase (NTFase), nucleotideo-5’-difosfatase
(NDFase) e nucleotideo-5’-monofosfatase ~ (NMFase) ~ foram determinadas
descontinuamente, a 37°C, através da dosagem espectrofotométrica em 355 nm do
fosfato inorganico liberado no sobrenadante, de acordo com o procedimento descrito por
Heinonen and Lahti (1981). As condigdes padrdes foram tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM e NTF (ou NDF ou NMF) 2 mM, em um volume
final de 1 mL. A reagdo enzimatica foi iniciada pela adigdo da enzima e interrompida pela
adigio de 0,5 mL de solugio gelada de TCA 30%. Em seguida os tubos foram colocados
em gelo moido para diminuir a hidrélise espontinea do nucleotideo-fosfato e o
precipitado protéico foi eliminado por centrifugagdo a 4000xg, durante 10 mun,
imediatamente antes da dosagem do fosfato liberado.

As determinacdes foram efetuadas em duplicatas, assegurando-se uma hidrolise
do substrato sempre inferior & 5%. Uma unidade (U) da enzima foi definida
arbitrariamente como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de nucleotideo-

fosfato por minuto, a 37°C.

2.7. Determinacio da atividade pirofosfatase.

A atividade de pirofosfatase foi determinada descontinuamente a 37°C, através da
liberagdo do fosfato inorganico conforme ja descrito para a atividade de nucleotideo
fosfatase. As condigdes padrdes foram tampao Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2
mM, teofilina S mM e substrato especifico 2 mM, em um volume final de 1 mL, usando

20 pg de enzima.
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As determinagdes foram efetuadas em duplicatas, assegurando-se uma hidrolise
do substrato sempre inferior a 5%. Uma unidade (U) da enzima foi definida
arbitrariamente como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de pirofosfato

por minuto, a 37°C.

2.8. Determinacio da atividade de proteina fosfatase.

A atividade de proteina fosfatase foi determinada descontinuamente a 37° C,
através da liberagdo do fosfato inorginico conforme descrito para a atividade de
nucleotideo fosfatase, usando-se O-fosfoserina, O-fosfotirosina e O-fosfotreonina como
substratos. As condi¢des padrdes foram tampao Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl,
2 mM, teofilina 5 mM e substrato especifico 2 mM, em um volume final de 1 mL, usando
20 pg de enzima.

As determinag¢des foram efetuadas em duplicatas, assegurando-se uma hidrolise
do substrato sempre inferior a 5%. Uma unidade (U) da enzima foi definida
arbitrariamente como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de O-

fosfoaminoacido por minuto, a 37°C.

2.9. Determinac¢io da atividade fosfatase nio especifica.

A atividade de fosfatase nio especifica foi determinada continuamente, a 37° C,
em um espectrofotdmetro Hitachi U-3000, equipado com células termostatizadas, através
da formagio do ion p-nitrofenolato (e= 13160 M cm™), em 410 nm. As condigdes
padrdes foram tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM e
PNFF nas concentragdes de 2 e 5 mM, em um volume final de 1 mL. Em cada ensaio
foram usados 20 pg de enzima.

As determinagdes foram efetuadas em duplicatas, assegurando-se uma hidrolise

do substrato sempre inferior a 5%. Uma unidade (U) da enzima foi definida
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arbitrariamente como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de substrato por

minuto, a 37°C.

2.10. Determinacio da atividade fosfodiesterase.

A atividade fosfodiesterase foi determinada continuamente, a 37° C, em um
espectrofotdmetro Hitachi U-3000, equipado com células termostatizadas, através da
formagdo do ion p-nitrofenolato (= 13160 M’ "em™), em 410 nm. As condigdes padrdes
foram; tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, teofilina S mM e Bis-p-
nitrofenilfosfato (Bis-PNFF) 2 e 5 mM, em um volume final de 1 mL. Em cada ensaio
foram utilizados 20 pg de enzima.

As determinagdes foram efetuadas em duplicatas, assegurando-se uma hidrolise
do substrato sempre inferior a 5%. Uma unidade (U) da enzima foi definida
arbitrariamente como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de Bis-PNFF

por minuto, a 37°C.

2.11. Efeito do pH 6timo aparente sobre a hidroélise do ATP e ADP.

O efeito do pH 6timo aparente sobre a hidrélise do ATP e ADP, pela ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato livre de fosfatase alcalina, foi
estudado utilizando-se tampdo Mes 50 mM no intervalo de pH entre 5,5-7,0, o Tris.HCI
50 mM entre 7,0-8,5 ¢ AMPOL 50 mM entre 8,5-11,0. Independentemente do tampéo,
os ensaios foram realizados na presenca de MgCl, 2 mM e teofilina S mM. O pH de cada
mistura foi medido antes e imediatamente apds a reagdo e somente foram considerados os
resultados onde o pH ndo sofreu variagdes maiores que 0,05 unidades. A reagdo foi
iniciada pela adigio de 20 pg enzima e as atividades ATPase e ADPase foram

determinadas conforme descrito anteriormente.
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2.12. Efeito de ions magnésio e calcio na hidrdlise do ATP e ADP.

O estudo do efeito de ions magnésio (ou calcio) na hidrolise do ATP e ADP, pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa ¢ssea de rato livre de fosfatase alcalina, foi
estudado numa faixa de concentragio compreendida entre 1uM a 10 mM. As condigdes
padrdes foram tampiao Hepes S0 mM, pH 7,5, contendo ATP (ou ADP) 2 mM e teofilina
5 mM, em um volume final de 1 mL, usando 20 pg de enzima.

2.13. Efeito do tempo na hidrélise do ATP e ADP.

O estudo do efeito do tempo na hidrolise do ATP e ADP, pela ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa d6ssea de rato livre de fosfatase alcalina, foi
realizado num intervalo de tempo compreendido entre 0 a 10 min. A hidrélise do ATP e
ADP foi determinada a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM

e teofilina 5 mM, conforme descrito anteriormente, usando 20 pg de enzima.

2.14. Efeito da concentrac¢io da azida de sodio sobre a hidroélise do ATP e ADP.

O efeito da concentragdo da azida de sodio sobre a hidrolise do ATP e ADP, pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato livre de fosfatase alcalina, foi
estudado numa faixa de concentragdo compreendida entre 0 @ 20 mM. A hidrolise do
ATP e ADP foi determinada a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgClL

2 mM e teofilina 5 mM, conforme descrito anteriormente, usando 20 pg de enzima.

2.15. Efeito da concentrac¢io da suramina sobre a hidrolise do ATP e ADP.

O efeito da concentragdo da suramina sobre a hidrolise do ATP e ADP, pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa Ossea de rato livre de fosfatase alcalina, foi

estudado numa faixa de concentragio compreendida entre 1 a 1000 pM. A hidrélise do
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ATP e ADP foi determinada a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl,

2 mM e teofilina 5 mM, conforme descrito anteriormente, usando 20 pg de enzima.

2.16. Verificaciio da existéncia de multiplos sitios de hidrolise para o ATP e ADP

na enzima.

Este experimento foi realizado para demonstrar inequivocamente que a hidrélise
simultdnea do ATP e ADP pela enzima pode ser interpretada como reagdes competitivas
que ocorrem no mesmo sitio e com 1sso, eliminar a possibilidade de ocorrerem em sitios
multiplos. Para isso foi planejado um protocolo conforme descrito por Chevillard et al.
(1993). Foram escolhidas concentragdes de ATP (70 pM) e ADP (1 mM) que
apresentam velocidades aproximadamente iguais. Entre estas duas concentragdes
extremas, foram preparados meios de reacdo contendo diferentes proporc¢des, P, entre
estas concentragdes limites de ADP e ATP. Assim, uma proporgdo P= 0,2 significa que
no meio de reagdo existe 20% de ADP e 80% de ATP.

A hidrolise do ATP e ADP foi determinada a 37°C, através da liberagdo do
fosfato conforme descrito anteriormente, em tampao Hepes SO mM, pH 7,5, contendo

MgCl, 2 mM e teofilina 5 mM, usando-se 20 pg de enzima.

2.17. Dosagem de proteinas.

A dosagem de proteina foi efetuada através do método descrito por Hartree

(1972), utilizando a soroalbumina bovina como padrio.

2.18. Efeito de inibidores na hidrolise do ATP pela ATP-difosfohidrolase.

As condi¢des padrdes para determinar o efeito de mibidores na hidrélise do ATP,
pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato livre de fosfatase alcalina,
foram tampao Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM e ATP 2
mM, em um volume final de 1 mL, usando-se 20 pg de enzima. Os iibidores
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oligomicina, ouabaina, omeprazol, vanadato, acido etacrinico, levamisol e EDTA foram
preparados em tampao Hepes 50 mM, pH 7,5. O ApsA foi dissolvido em 4gua destilada

enquanto a tapsigargina e a bafilomicina foram dissolvidos em DMSO.
2.19. Tratamento dos resultados cinéticos

Os parametros cinéticos de hidrolise de substrato, obtidos nas diferentes
condigdes experimentais, Ky, (constante de Michaelis), Ky 5 (constante de dissociag¢do), V
(velocidade méaxima), n (coeficiente de Hill), foram ajustados empregando-se o programa
SIGRAF (Leone et al, 1992b), em um microcomputador IBM Pentium. Quando
necessario, foi usada a soma de duas equagdes de Hill, para a obtengdo do melhor ajuste

dos dados:

V. [81" Vv, (817
v= +
(Kos)™ +[S1" (Ko5)™ +[S]”
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3. RESULTADOS

O processo de purificagdo da enzima de membrana de placa 6ssea de rato, livre de
fosfatase alcalina, mostrou que a razio da velocidade de hidrolise do ATP/velocidade de
hidrélise do ADP permanece constante (2,4) em todas as etapas das preparagdes
realizadas. Esta similaridade entre as atividades ATPase e ADPase sugere que elas
correspondem a mesma enzima, uma ATP-difosfohidrolase ou apirase.

A figura 1 mostra o efeito do pH 6timo aparente sobre a hidrolise do ATP e ADP
pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa oOssea de rato, livre de fosfatase
alcalina. A enzima apresentou um pH 6timo aparente da ordem de 7,5 para ambos
substratos. Além disso, pode-se observar que o perfil da atividade versus pH € muito
semelhante tanto para a hidrolise do ATP como do ADP.

O estudo do efeito do tempo de hidrolise do ATP e ADP, pela ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina, €
mostrado na figura 2. Os dados desta figura mostram que ATP e ADP foram hidrolisados
por um unico sitio comum existente na molécula da enzima descartando a possibilidade
da existéncia de uma ADPase além da ATPase. Essa interpretagdo resulta do fato de que
na presenga simultinea dos dois substratos presentes em concentragdes iguais as
utilizadas isoladamente, a velocidade de produgdo de fosfato inorganico foi intermediaria
a observada para a formacdo de fosfato inorgdnico quando cada substrato foi usado
isoladamente. Se duas enzimas diferentes estivessem envolvidas na reagio, a velocidade
de hidrdlise correspondente a mistura dos dois substratos deveria ser a soma dos valores
encontrados para cada um dos substratos isoladamente.

A figura 3 mostra o efeito da concentrag@o de teofilina sobre a hidrélise do ATP e
ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato livre de fosfatase
alcalina. A semelhanga das curvas obtidas sugere que a teofilina ndo afeta a hidrolise de

ambos os substratos pelo menos até concentra¢des da ordem de 7 mM.
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Figura 1. Efeito do pH 6timo aparente sobre a hidrolise do ATP e ADP pela ATP-

difosfohidrolase de membrana de placa déssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo MES 50 mM no intervalo de pH
entre 5,5-7,0, entre 7,0-8,5 o Tris. HCl 50 mM e entre 8,5-11,0, o AMPOL 50 mM.
Todos os tampdes continham MgCl, 2 mM e teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina.
(®)2 mM ATP. (O) 2 mM ADP.
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Figura 2. Efeito do tempo na hidrolise do ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de

membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As medidas de velocidade inicial foram realizadas a 37°C, em tampdo HEPES 50 mM, pH

7,5, contendo teofilina 5 mM, MgCl, 2 mM, usando 20 pg de proteina. (®) ATP 2.0
mM, (O) ADP 2 mM, () ATP 2 mM mais ADP 2 mM.
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Figura 3. Efeito da concentrac¢iio de teofilina sobre a hidrélise do ATP e ADP pela

ATP-difosfohidrolase de membrana de placa dssea de rato, livire de fosfatase

alcalina.

As medidas de velocidade inicial foram realizadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH
7,5, contendo MgCl, 2 mM, numa faixa de concentragio compreendida entre 0 a 7 mM
de teofilina, usando 20 pg de proteina. (®) 2 mM ATP. (O) 2 mM ADP.
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O efeito da azida de so6dio, um mibidor de ATP-difosfohidrolase, na hidrolise do
ATP e ADP pela enzima de membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina é
mostrado na figura 4. A hidrélise do ATP é inibida cerca de 50% por concentragdes de
azida de sodio da ordem de 7,5 mM, enquanto para a hidrolise do ADP, a concentragdo
de azida de sodio que inibe cerca de 50% da atividade ¢ de apenas 2,5 mM. Essa
similaridade observada também € uma forte evidéncia de que ambos os substratos sdo
hidrolisados pelo mesmo sitio catalitico. O fato de se necessitar uma maior concentragio
de azida para inibir 50% da atividade ATPase poderia ser atribuido a maior afinidade de
enzima pelo ATP, quando comparada com o ADP.

A figura 5 mostra o efeito da concentragdo do ATP e ADP na atividade da ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa oOssea de rato, livre de fosfatase alcalina, na
presenga de MgClL, 2 mM. A hidrolise do ATP ocorreu através de uma unica familia de
sitios de hidrélise com n= 1,0, V= 1.278,7 U/mg e Ky~ 83,3 uM. Para a hidrolise do
ADP, também foi observada uma anica familia de sitios com n= 1,0, V= 473,9 U/mg e
Ky= 150,6 uM. De acordo com esses resultados, a velocidade de hidrolise do ADP
representa cerca de 40% a do ATP, enquanto a afinidade (V/Ky) da enzima para o ATP
(15,35 U/mg/uM) é cerca de 5 vezes maior que para o ADP (3,14 U/mg/uM).

A hidrélise do d-ATP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea
livre de fosfatase alcalina, na presenga de MgCl, 2 mM, ¢ mostrada na figura 6. A
hidrélise ocorreu através de duas familias de sitios: uma de alta afinidade (onde a
concentragdo do substrato varia entre 5.10° e 1.10® M) que apresentam V= 1.005,5
U/mg, Kos= 98,2 uM e n= 1,2 e outra de baixa afinidade (entre 1.10° e 2.10° M) que
apresentam Vp= 262,9 U/mg, Ko5= 1.962,4 pM e n=4,1. Observa-se ainda que o0s sitios
de alta afinidade representam cerca de 80% da velocidade maxima, enquanto os sitios de
baixa afinidade apenas 20%.

O efeito da concentragio do CTP e CDP na atividade da ATP-difosfohidrolase de
membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina, na presenga de MgCl, 2 mM
¢ mostrado na figura 7. A hidrélise do CTP ocorreu através de uma unica familia de sitios

com n= 1,0, V= 871,0 U/mg e Ky = 148,3 pM. Para a hidrélise do CDP, a enzima
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Figura 4. Efeito da concentra¢io da azida de sodio sobre a hidrélise do ATP e ADP
pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa éssea de rato, livre de fosfatase

alcalina.

As medidas de velocidade inicial foram realizadas a 37°C, em tampao Hepes 50 mM, pH
7,5, contendo teofilina 5 mM, MgCl, 2 mM, numa faixa de concentragio compreendida
entre 0 a 20 mM de azida de sodio, usando 20 pg de proteina. (®) ATP 2 mM. (O) ADP
2 mM.
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Figura 5. Hidrolise do ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa dssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (®) ATP. (O) ADP.
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Figura 6. Hidroélise do d-ATP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa

ossea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina.
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Figura 7. Hidrélise do CTP e CDP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa éssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina S mM, usando 20 pug de proteina. (®) CTP. (O) CDP.
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Também apresentou uma Unica familia de sitios cujos pardmetros cinéticos foram n= 1,0,
V= 4777 Umg e Ky= 777,5 puM. As velocidades de hidrolise do CTP e CDP
representam cerca de 68 e 37%, em relagio ao ATP, respectivamente. A afinidade pelo
CTP (5,87 U/mg/uM) € cerca de 10 vezes maior que para a observada para o CDP (0,61
U/mg/uM), isto €, cerca de 2 vezes maior que a observada para o ATP em relagdo ao
ADP.

A figura 8 mostra o efeito da concentragdo do GTP e GDP na atividade da ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa oOssea de rato, livre de fosfatase alcalina, na
presenga de MgCl, 2 mM. A hidrolise do GTP ocorreu através de uma tnica familia de
sitios de ligagdo, com n= 1,0, V= 1.143,0 U/mg e Ky= 164,0 uM. O mesmo foi
observado para a hidrélise do GDP, onde a enzima também apresentou uma unica familia
de sitios mas com n= 1,0, V= 268,1 U/mg e K= 357,3 uM. A velocidade de hidrolise
do GTP ¢é cerca de 90% em relagdo a hidrolise do ATP, enquanto para o GDP, ela € de
apenas 20% em relagdo a do ATP. Neste caso, a afinidade da enzima pelo GTP (6,96
U/mg/uM ) € cerca de 9 vezes maior que para o0 GDP (0,75 U/mg/uM).

O efeito da concentra¢do do ITP e IDP na atividade da ATP-difosfohidrolase de
membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina, na presenga de MgCl, 2 mM
¢ mostrado na figura 9. A hidrolise do ITP também ocorreu através de uma unica familia
de sitios que apresentaram n= 1,0, V= 1.407,7 U/mg e Ky = 259,5 uM. Embora para a
hidrélise do IDP, a enzima também apresentou uma unica familia de sitios, os parametros
cinéticos foram significativamente diferentes, isto €, n= 1,0, V= 653,5 U/mg e Kn= 622,6
uM. Conforme pode ser calculado através dos valores dos pardmetros cinéticos obtidos,
a afinidade da enzima pelo ITP (5,42 U/mg/uM) € cerca de 5 vezes maior que para o IDP
(1,04 U/mg/uM).

A figura 10 mostra o efeito da concentragdo do UTP e UDP na atividade da ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina. A
hidrélise do UTP apresentou uma unica familia de sitios de ligagdo, com n = 1,0, Vi, =

1.143,4 U/mg e Kos = 207,0 uM. A hidrolise do UDP pela enzima também ocorreu
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U/mg

Figura 8. Hidrdlise do GTP e GDP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa dssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 ug de proteina. (®) GTP. (O) GDP.
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Figura 9. Hidrolise do ITP e IDP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa

ossea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes SO0 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (@) ITP. (O) IDP.
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Figura 10. Hidrolise do UTP e UDP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa dssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (®) UTP. (O) UDP.
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Através de uma unica familia de sitios que apresentam n= 1,0, V= 502,0 U/mg e Ky=
554,7 uM. Para esses substratos, a velocidade de hidrélise do UTP é cerca de 90% em
relagdo a hidrolise do ATP, enquanto para o UDP ela é apenas 40% daquela do ATP. A
afinidade da enzima para o UTP (5,52 U/mg/uM) é cerca de 6 vezes maior que para o
UDP (0,90 U/mg/uM).

A Tabela 1 resume os valores dos pardmetros cinéticos calculados para a hidrolise
dos diferentes substratos hidrolisados pela enzima. Exceto para o GTP, fica bastante
claro que a atividade NTFase geralmente € quase duas vezes maior que a correspondente
NDFase. Por outro lado, a atividade NMFase geralmente € nula ou desprezivel como no
caso do AMP onde esse valor ¢ da ordem de 3% em relagdo a atividade ATPase.

Um critério para se estabelecer a classificagio de uma ATP-difosfohidrolase ou
apirase € a ampla especificidade de substrato. Para que seja proposta a presenga de uma
ATP-difosfohidrolase é de grande importancia a avaliagio de enzimas contaminantes que
podem mimetizar sua atividade. Os dados da Tabela 1 excluem a possibilidade dos NTF e
NDF serem hidrolisados pela agdo de fosfatases ndo especificas. Essa possibilidade €
confirmada pelo fato da enzima de membrana de placa 6ssea de rato livre de fosfatase
alcalina ndo hidrolisar a glicose-1-fosfato, glicose-6-fosfato, p-nitrofenilfosfato e f-
glicerofosfato, substratos freqiientemente utilizados na caracterizagdo de fosfatases ndo
especificas. Uma possivel associagdo de uma ATP-pirofosfatase (EC 3.6.1.8) e uma
pirofosfatase norganica (EC 3.6.1.1), também fo1 excluida uma vez que uma quantidade
inexpressiva de fosfato inorganico foi liberada quando o pirofosfato foi usado como
substrato em substitui¢do ao ATP e ADP. A presenga de uma possivel contaminagdo por
uma fosfodiesterase também foi eliminada uma vez que velocidades relativas da ordem de
3 a 4% foram observadas para tais substratos. Finalmente, a presenga de uma proteina
fosfatase também foi excluida uma vez que velocidades relativas da ordem de 1% foram
observadas na presenga dos fosfoaminoacidos O-fosfoserina, O-fosfotirosina e O-

fosfotreonina.
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Tabela 1. Especificidade de substrato da ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa ossea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As velocidades iniciais foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2 mM e teofilina 5 mM.

Substrato V(U/mg) Ku(pM) n  V/Ku  V/Varp
ATP 1.278,7 83,3 1,0 15,3 1,00
ADP 473,9 150,6 1,0 3,2 0,37
CTP 871,0 148,3 1,0 5,9 0,68
CDP 4717 7775 10 06 0,37
GTP 1.143,0 164,0 1,0 7,0 0,89
GDP 268,1 3573 1,0 0,7 0,21
ITP 1.407,7 259,5 1,0 5,4 1,10
IDP 653,5 622,6 1,0 1,0 0,51
UTP 1.143,4 207,0 1,0 5,5 0,89
UDP 502,0 554,7 1,0 0,9 0,39
AMP 422 - - - 0.03
CMP 0,0 : y : 0,00
GMP 0,0 - - - 0,00
IMP 0,0 - - - 0,00
UMP 0,0 - - - 0,00
PNFF 38,0 - - - 0.03
Bis-PNFF 58,4 - - - 0,04
B-Glicerofosfato 11,5 - - - 0,01
Pirofosfato 347 - - - 0,03
Glicose-6-fosfato 38,0 - - - 0,03
Glicose-1-fosfato 87,1 - - - 0,07
O-fosfoserina 17,6 - - - 0,01
O-fosfotreonina 0,0 - - - 0,00
O-fosfotirosina 13,6 - - - 0,01
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Os dados da Tabela 2, que representam os resultados do estudo sistematico da
acdo de diferentes inibidores sobre a hidrolise do ATP pelas membranas de placa Ossea
de rato livre de fosfatase alcalina também comprovam a presenga de uma ATP
-difosfohidrolase nessas membranas. Em condigdes saturantes de ATP e magnésio, ndo
foi observada nenhuma inibigdo pela oligomicina, o que descarta a presenga de F.F)
ATPase contaminante, uma vez que a concentra¢do de inibidor utilizada € efetiva para
inibir totalmente esse tipo de ATPase. A presenca de (Na',K")-ATPase também pode ser
descartada uma vez que a preparagio de membranas de placa 6ssea ndo foi inibida por
ouabaina. A auséncia de efeito da Bafilomicina A;, tapsigargina, omeprazol e acido
etacrinico sugere que a preparagdo também ndo apresenta contaminagdes por V-
ATPases, Ca-ATPase, H'-ATPase e Na“ ou K'-ATPase, respectivamente. O fato da
hidrélise do ATP e ADP nio ter sido inibida na presenga ApsA sugere que a preparagao
esta livre da contaminagdo pela adenilato quinase. Por outro lado, os valores obtidos para
o vanadato e a teofilina sugerem a presenga de uma pequena contaminagio em fosfatase
alcalina ndo especifica. Isto ¢ devido ao fato de que a remogao da fosfatase alcalina das
membranas de placa 6ssea com fosfolipase C dependente de fosfatidilinositol ndo ¢
completa, restando sempre uma pequena contaminagdo nas membranas.

A figura 11 mostra o efeito da concentragio do ATP e ADP na atividade da
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa éssea de rato, livre de fosfatase alcalina, na
presenca de CaCl, 2 mM. A hidrélise do ATP ocorreu através de uma Gnica familia de
sitios que apresentam n= 1,0, V= 1.346,5 U/mg e Ku= 85,3 uM. Para a hidrolise do
ADP, a enzima também apresentou uma unica familia de sitios com n= 1,0, V= 783,9
U/mg e Ky= 196,2 uM. A velocidade de hidrélise do ADP ¢é cerca de 60% em relagdo a
hidrélise do ATP e, a afinidade para o ATP (13 U/mg/uM ) ¢ cerca de 4 vezes maior que
para o ADP (3,99 U/mg/uM). Esses resultados sdo muitos similares aos obtidos com 0s
jons magnésio, o que sugere que a enzima pode utilizar tanto o ion calcio como o

magnésio durante o seu ciclo catalitico.
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Tabela 2. Eficiéncia de varios reagentes na atividade da ATP-difosfohidrolase de

membrana de placa 0ssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As velocidades iniciais foram medidas em tampao Hepes S0 mM, pH 7,5, contendo ATP
2 mM e MgCl, 2 mM, em um volume final de 1 mL, conforme descrito em Materiais e

Meétodos.

Inibidor % Vm
Oligomicina (1 pg/ml) 100,9 £ 5,0
Ouabaina (1 mM) 112,2+5,6
Bafilomicina A; (1 M) 97,2+49
Tapsigargina (1 pM) 96,5+ 6,5
Omeprazol (5 pM) 99,5+1,5
Vanadato (1 mM) 88,1 £6,5
ApsA (1 pM) 96,0 +2,3
ApsA (1 mM) 96,0 +2,9
Acido etacrinico (2 mM) 90,0 + 3,1
Suramina (1 mM) 70,1 +2.8
Azida de sédio (7,5 mM) 50,0+1,3
Dimetilsulfoxido (10% v/v) 96,024
Teofilina (5 mM) 91,4+ 1,8

42



Figura 11. Hidrélise do ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de

placa dssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo

CaCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (®) ATP. (O) ADP.

1400

T

T

1200

1000

T

U/mg
o]
-
i)

T

600

400

T

200

- Log [Substrato] (M)

43



Um aspecto importante a ser observado € que a hidrélise do ATP e ADP, na
auséncia de ions magnésio ou calcio, ¢ desprezivel (resultados nio mostrados). Esses
resultados sugerem que os ions calcio ou magnésio sdo importantes para o ciclo catalitico
da enzima.

O efeito da concentragido dos ions magnésio sobre a hidrélise do ATP e ADP pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa Ossea de rato, livre de fosfatase alcalina, é
mostrado na figura 12. A hidrélise do ATP ocorreu através de uma unica familia de sitios
de ligagdo que apresentam n= 1,0, V= 1.567,2 U/mg e Ko5 = 595,3 uM. A hidrélise do
ADP também ocorreu através de uma unica familia de sitios que apresentam n= 1,5, V=
4582 U/mg e Kys= 420,6 pM. Pode-se notar que os valores de Kos para ambos
substratos sio muito similares embora a atividade especifica da enzima em relagdo ao
ADP ¢ cerca de 30% em relagdo aquela do ATP.

A figura 13 mostra o efeito da concentragdo dos ions calcio sobre a hidrélise do
ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa ¢ssea de rato, livre de
fosfatase alcalina. A hidrolise do ATP ocorreu através de uma Unica familia de sitios que
apresentam n= 1,1, V= 1.084,7 U/mg e Kos= 377,8 pM. Para a hidrolise do ADP,
também foi observada uma Unica familia de sitios que apresentaram os seguintes
parAmetros n= 1,2, V=635,1 U/mg e K 5= 144,3 pM. Embora os valores calculados para
a constante de dissociagdo foram similares para ambos os substratos, a atividade
especifica da enzima pelo ADP ¢ cerca de 60% em relagdo aquela observada para o ATP.
Experimentos realizados utilizando-se concentragdes equimolares de ions calcio e
magnésio mostraram que eles ndo apresentam efeito sinergistico em relagdo a atividade
da ATP-difosfohidrolase de membrana de placa dssea de rato, livre de fosfatase alcalina
(resultados nio mostrados). A tabela 3 resume os valores calculados para os parametros
cinéticos para a hidrélise do ATP e ADP em diferentes condigdes de ligantes metalicos.
Os resultados obtidos sugerem que cada ion pode substituir o outro durante o ciclo

catalitico da enzima.
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Figura 12. Efeito dos ions magnésio sobre a hidrélise do ATP e ADP pela ATP-

difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (®) ATP 2 mM. (O) ADP 2 mM.
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Figura 13. Efeito dos ions calcio na hidrolise do ATP e ADP pela ATP-

difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato, livre de fosfatase alcalina.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 ug de proteina. (®) ATP. (O) ADP.
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Tabela 3. Parametros cinéticos calculados para a hidrdlise do ATP ¢ ADP em
diferentes condicdoes de ions magnésio e calcio pela ATP-difosfohidrolase de

membrana de placa o6ssea de ratos livre de fosfatase alcalina.

As velocidades iniciais foram determinadas a 37°C, em tampao Hepes 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2 mM e teofilina 5 mM.

Efetor Parametros cinéticos
[Varidvel] 2mM  V(U/mg) Koysou Ky (uM) n
ATP Mg 1.278,7 83,3 1,0
ATP Ca*' 1.346,5 85,3 1,0
Mg™" ATP 1.567,2 595,3 1,0
Ca*" ATP 1.084,7 377,8 1,1
ADP Mg 473,9 150,6 1,0
DP Ca* 783,9 196,2 1,0
Mg* ADP 4582 420,6 1,5
Ca™’ ADP 635,1 144,3 1,2

>
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Na tabela 4 foram reunidos os valores calculados da V para a hidrdlise dos
diferentes NTF, na presenga de ions calcio ou magnésio 2 mM, pela ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa oOssea de rato, livre de fosfatase alcalina. Os
resultados mostram que independentemente da natureza do NTF, a estimula¢io da
atividade da enzima por concentragdes de calcio ou magnésio da ordem de 2 mM € muito
similar em ambos 0s casos.

A figura 14 mostra a representagdo competitiva de Chevillard para a hidrolise de
ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana de placa Ossea de rato livre de
fosfatase alcalina. Independentemente do valor de P, as atividades especificas sempre
foram da ordem de 400 U/mg, sugerindo inequivocamente que a hidrélise do ATP e ADP
representam reagdes competitivas para um unico sitio na enzima. Com isso fica
descartada a possibilidade de se tratar de reagdes independentes (nesse caso a curva seria
concava para baixo) ou reagdes antagdnicas (nesse caso a curva seria concava para cima
e estaria deslocada para o eixo do substrato mais especifico para a enzima).

Uma das caracteristicas que tém sido utilizadas para a caracteriza¢do de apirases
de vertebrados é a sua sensibilidade a detergentes. Os dados da tabela 5 mostram, como
ja era esperado, que as atividades de hidrolise do ATP e ADP diminuiram
consideravelmente quando os ensaios foram feitos na presenga dos seguintes detergentes:
polidocanol 1%, Lubrol WX 1,35%, Lubrol PX 1%, CHAPS 2,5%, Ci2Es 1%, Triton X-
114 1%, Triton X-100 0,2%, n-octil-B-D-glicosideo 30 mM, polioxietileno-5-decil éter
0,5%. De fato, cerca de 80% da atividade de hidrélise do ATP e ADP pela enzima foram
perdidas quando da tentativa de solubilizagdo da ATP-difosfohidrolase de membrana de
placa 6ssea de rato livre de fosfatase alcalina. Os melhores resultados foram obtidos com
a adigio conjunta de digitonina e dimiristoil L-o.-fosfatidilcolina (DMPC). Dentre todos
os detergentes utilizados, a digitonina, na proporgdo de 1:1 (mg/mL) com a proteina, foi
mais eficaz na solubilizagdo uma vez que cerca de 60% da atividade de hidrélise do ATP

e ADP foram perdidas. Os resultados obtidos estdo sumariados na tabela 5.
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Tabela 4. Efeito de ions magnésio e calcio na hidrélise de varios nucleotideos
trifosfatos (NTF) pela ATP difosfohidrolase de membrana de placa éssea, livre de

fosfatase alcalina.

As velocidades iniciais foram medidas a 37°C em tampdo Hepes 50 mM, pH 7.5,
contendo NTF 2 mM, teofilina 5 mM e MgCl, 2 mM ou CaCl,2 mM, em um volume final
de 1.0 mL. Atividade especifica que corresponde a 100% de atividade ATPase € de 1.252
U/mg.

Substrato V (U/mg)
Mg  %Varr  Ca”™ % Vare

ATP 1252 100 1.209 96,5
DATP 1018 81,3 1.031 82,3
CTP 929 74,2 1.195 95,4
GTP 1039 82,9 1.018 81,3
ITP 1.131 90,3 1.238 98,8
UTP 1.192 95,2 1.185 94,6
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Figura 14. Representacio de Chevillard para testar se duas reacoes ocorrem no

mesmo sitio ou em sitios miiltiplos de uma enzima.

As atividades foram determinadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo
MgCl,, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina.
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Tabela 5. Efeito de diferentes detergentes na hidrélise do ATP e ADP pela ATP

difosfohidrolase de membrana de placa dssea livre de fosfatase alcalina.

Detergente Substrato Controle Homogenado Sobrenadante Pellet
Digitonina ATP 1144 457,6 59,8 487,8
ADP 433 173,2 105,4 198,5
Triton X-100 ATP 1144 228.8 36,0 221,8
ADP 433 86,6 55,1 94,3
Octilglicosideo ATP 1144 2174 25,6 64,0
30 mM ADP 433 82,3 24,0 42,0
POEDE 0,5% ATP 1144 171,6 66,8 66,8
ADP - - - -
DMFC + ATP 1144 343,2 209,1 312
Digitonina
Ci2Es ATP 1144 240,2 201,6 178,3
Polidocanol ATP 1144 234.5 121,9 65,6
1%
Lubrol WX ATP 1144 215,0 33,9 161,2
1,35%
Lubrol PX 1% ATP 1144 225,4 121,7 65,4
CHAPS 2,5% ATP 1144 2322 109,1 88,2
Triton X-114 ATP 1144 227,6 113,8 59,2
1%

DMFC: Dimiristoil L-a-fosfatidilcolina; Octilglicosideo: n-octil-B-D-glicosideo;
POEDE: Polioxietileno-5-decil éter.
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A figura 15 mostra o efeito da concentragio da suramina, um antagonista P-
purinoreceptor, sobre a hidrélise do ATP e ADP pela ATP-difosfohidrolase de membrana
de placa 6ssea de rato livre de fosfatase alcalina. Concentragdes da ordem 1 mM inibem
cerca de 30% e 40% da hidrolise do ATP e ADP, respectivamente. A semelhanga das
curvas obtidas para a hidrolise de ambos os substratos também € uma forte evidéncia de

que sejam hidrolisados pelo mesmo sitio catalitico.
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Figura 15. Efeito da concentracio da suramina na hidrolise do ATP e ADP pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa déssea de rato, livre de fosfatase

alcalina.

As medidas de velocidade inicial foram realizadas a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH
7,5, contendo MgCl, 2 mM, teofilina 5 mM, usando 20 pg de proteina. (®) 2 mM ATP.
(O) 2 mM ADP.
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4. DISCUSSAO

ATP-difosfohidrolases (EC 3.6.1.5), comumente chamadas de apirases, sdo
enzimas encontradas nos pro- e eucariotos, em tumores, virus, bactérias, protozoarios
(Plesner, 1995; Ribeiro and Garcia, 1980; Ribeiro and Garcia, 1981a; Ribeiro and Garcia,
1981b; Sarkis et al., 1986; Vasconcelos et al,, 1993; Knowles et al., 1983; Ribeiro and
Garcias, 1979; Mant and Parker, 1981; Ribeiro et al, 1985; Ribeiro et al, 1984;
McLaughlin and Muller, 1981; Aley et al., 1980; Bermudes et al., 1994). Os resultados
deste trabalho sugerem que a ATPase presente nas membranas de placa 6ssea de rato ¢
uma apirase que apresenta caracteristicas semelhantes a outras apirases ja descritas em
diversos organismos: ampla faixa de especificidade de substrato para nucleotideos di- e
trifosfatos; auséncia de atividade sobre substratos nucleotideos monofosfatos e substratos
monofosfatos ndo nucleotideos; praticamente a mesma ativagdo pelos ions calcio e
magnésio; insensibilidade aos inibidores classicos de ATPase; inibigdo de azida de sodio
em altas concentragdes; mesma faixa de pH para NDF e NTF; é facilmente inativada por
detergentes; os valores de Km (da ordem de 100 pM) sdo muito similares tanto para o
ATP como ADP (Plesner, 1995, Oliveira et al., 1997, Knowles et al., 1983; Zimmermann
et al., 1998; Caldwell et al., 1999; Komoszyfiski and Wojtczak, 1996, Hohmann et al,
1993; Soriani et al., 1995; Mans et al., 1998; Picher et al., 1994; LeBel et al., 1980;
Smith and Kirley, 1998; Mita et al., 1998; Sandoval et al., 1996).

As apirases (EC 3.6.1.5) e as ATPases (EC 3.6.1.3) pertencem a um grupo de
enzimas que hidrolisam ATP. Entretanto, apesar de ambas as enzimas removerem uma
molécula de pirofosfato do ATP, as suas fungdes fisiologicas parecem ser diferentes.
Enquanto as ATPases s3o enzimas que apresentam uma alta especificidade de substrato,
hidrolisando ATP em ADP e ortofosfato e utilizando a energia liberada num processo
metabdlico ou no transporte de ions, em contraste, as apirases podem hidrolisar
nucleotideo di e/ou trifosfato, liberando AMP e um ou dois anions ortofosfato,
respectivamente.

O valor constante encontrado para a razdo entre as velocidades de hidrolise do

ATP e ADP em todas as etapas do procedimento de purificagdo da enzima, da ordem de
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2,4, associado a outros resultados, sugere que ambos os substratos sdo hidrolisados por
uma unica enzima, uma ATP-difosfohidrolase. A presenga de uma outra enzima
aparentemente seria sinalizada por mudangas na razio entre as velocidades de hidrolise de
ADP e ATP durante o processo de purificagio. E importante salientar que embora essa
razdo constante de velocidade nio descarte a possibilidade de ocorrer uma co-purificagio
de uma ADPase, a combinagdo deste valor com os demais resultados deste trabalho
sugere que inequivocamente nio ocorre tal co-purificagio. Esse é o caso da ATP-
difosfohidrolase de vasos sanguiineos onde durante o processo de purificagdo ndo foi
possivel dissociar a atividade ADPase da atividade ATPase (Sévigny et al., 1997b).

A razdo entre as velocidades de hidrolise do ATP e ADP (K,,) geralmente varia
entre um e dois para a maioria das apirases (Knowles et al, 1983). As ATP-
difosfohidrolases apresentam uma velocidade de hidrélise do ADP, freqiientemente,
proxima daquela do ATP, exibindo, portanto, uma baixa razio ATPase/ADPase.
Entretanto essa ndo € a regra, pois a razdo entre as velocidades de hidrélise do ATP e
ADP ¢é muito variavel para as atividades das ATP-difosfohidrolases de diferentes fontes
(Strobel et al., 1996). Isoformas de apirase com alta razio ATPase/ADPase sdo
encontradas em batatas (Molnar and Lorand, 1961; Kettlun et al, 1992). Em células
COS-1 transfectadas com HB6, essa razio ¢ de aproximadamente 2,8:1 (Smith and
Kirley, 1998). Para as ecto-apirases de neurdnio e de astrocito de rato tém sido relatadas
razoes da ordem de 2:1 e 2,5:1, respectivamente (Wang et al. 1997). Para a CD39 obtida
por expressdo foram relatadas razdes de hidrolise de ATP e ADP da ordem de 1,7:1 e
1,1:1 (Wang and Guidotti, 1996; Kaczmarek et al,, 1996). Para sinaptosomas de cérebro
de ratos essa razio € da ordem de 2:1 (Battastim et al., 1991). Valores mais altos, da
ordem de 5:1 e 6,7:1 foram relatados para as apirases de sarcolema de coragdo de rato e
estdbmago de frango, respectivamente (Oliveira et al., 1997; Lewis Carl and Kirley, 1997).
Em contraste com estes valores, foram relatadas razdes ATP:ADP da ordem de 30:1 para
as ecto-ATPases isoladas de diferentes fontes (Smith et al., 1997, Kegel et al, 1997,
Dombrowski et al,, 1997). Desse modo, conforme proposto por Knowles and Nagy
(1999), a razio ATPase/ADPase ¢ um critério simples e Gtil que pode ser utilizado na

caracterizagdo de uma ATP-difosfohidrolase.
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O pH 6timo para a hidrolise do ADP pela apirase de placa dssea de rato livre de
fosfatase alcalina é da ordem de pH 7,5 e € praticamente 0 mesmo obtido para a hidrélise
do ATP nas mesmas condi¢des. Esse valor de pH 6timo em torno da neutralidade é uma
caracteristica ja relatada para as ATP-difosfohidrolases de diferentes origens (Valenzuela
et al., 1989; Komoszyfiski and Skalska, 1990; Vara and Serrano, 1981; Sarkis and Salto,
1991; Picher et al, 1993; Picher et al, 1994). No caso da ATP-difosfohidrolase de
membrana de sarcolema de coragdo de rato embora o pH 6timo de hidrdlise (7,5-8,0)
tenha sido similar para o ATP e ADP, ele ficou deslocado para uma regido ligeiramente
mais alcalina (Oliverra et al., 1997). O mesmo foi relatado para a ATP difosfohidrolase
dependente de calcio, de pancreas de porco, onde o pH 6timo para a hidrolise do ATP e
ADP foi 8,0 e 8,5, respectivamente (LeBel et al, 1980). No caso da ecto-ATP-
difosfohidrolase de oviduto de frango, o pH otimo para a atividade Mg-ATPase ficou na
faixa de 7,5-8,5, enquanto para a hidrolise do ADP o pH 6timo foi sensivelmente menor,
em torno de 6,0 (Strobel et al, 1996).

A pequena contaminagdo da membrana de placa éssea de rato pela fosfatase
alcalina ndo poderia ser responsavel pela hidrolise dos NDF uma vez que no meio de
reacgdo existe teofilina que inibe completamente a fosfatase alcalina de placa dssea (Curti
et al, 1987). Mesmo se isso ocorresse, os NMF e os demais substratos fosforilados
também deveriam ser hidrolisados por essa pequena contaminagdo de fosfatase alcalina
(Leone et al, 1997). Outro aspecto a ser considerado € que a fosfatase alcalina
solubilizada da membrana com polioxietileno-9-lauril-éter e purificada até a
homogeneidade hidrolisa 0 ATP em um pH 6timo aparente deslocado para valores mais
alcalinos (Demenis and Leone, 2000). A teofilina foi utilizada nas determinagdes da
atividade de apirase das membranas de placa Ossea, pois inibe totalmente a atividade de
hidrélise do ATP pela fosfatase alcalina ainda presente nessas membranas como
contaminagdo (8-10%) mesmo apds o tratamento das membranas com fosfolipase C
dependente de fosfatidilinositol (Pizauro et al., 1995), e ndo inibe a atividade de apirase
presente na placa 0ssea, mesmo em concentragdes de at€ 7 mM.

A azida de sodio inibiu significativamente e de uma maneira muito similar tanto a

hidrolise do ATP como a do ADP, sugerindo a presenga de uma ATP-difosfohidrolase
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nas membranas de placa Ossea de rato. Entretanto, para uma mesma concentragdo de
azida, a inibi¢do da hidrolise do ADP (80%) sempre foi maior que a do ATP (60%). Ja €
bem conhecido que a azida de sddio, um inibidor de ATPase mitocondrial, também inibe
a atividade de ADPase de membrana plasmatica (Kwan et al., 1984). Por isso, a azida de
sddio tem sido usada para caracterizar ATP-difosfohidrolases, uma vez que a hidrolise do
ADP ¢ inibida em uma maior extensdo quando comparada com a do ATP (LeBel et al,,
1980; Knowles et al., 1983; Papamarcaki and Tsolas, 1990; Yagi et al., 1992; Magocsi
and Penniston, 1991; Coté et al., 1992b; Kwan and Ramlal, 1982; Valenzuela et al,
1989; Caldwell et al, 1999). No caso da ATPase do tipo E de cérebro humano, a
atividade ADPase ¢é inibida cerca de 75% por concentragdes de azida significativamente
maiores (Smith and Kirley, 1998). Resultados comparéveis aos obtidos para a enzima de
placa 6ssea de rato também foram relatados para a enzima de miométrio de rato
(Magocsi and Penniston, 1991), placenta humana (Christoforidis et al, 1995), célula
endotelial humana (Kaczmarek et al, 1996) e de estdmago de frango (Stout et al,, 1995).
Contrariamente, as ecto-ATPases sio insensiveis a azida (Smith et al., 1997, Kegel et al,
1997; Dombrowski et al., 1997; Caldwell et al., 1999). Assim, a azida de sodio tem sido
utilizada na diferenciagdo de ecto-apirase e ecto-ATPase, uma vez que ela € um efetivo
inibidor de ecto-apirases, mas é um inibidor pobre da atividade ecto-ATPase (Smith and
Kirley, 1998).

Knowles and Nagy (1999) propuseram uma explicagdo para o fato da inibi¢do da
hidrolise do ADP, pela azida, ser sempre maior que aquela da hidrolise do ATP. Segundo
esses autores, como o sitio ativo de qualquer ecto-ATP-difosfohidrolase anda € pouco
conhecido, é mais simples assumir que o mesmo residuo catalitico esteja envolvido na
clivagem do fosfato y do ATP e o B do ADP. Uma vez que a enzima utiliza tanto ATP
como ADP (e outros NTFs e NDFs), o sitio ativo flexivel pode assumir uma
conformagdo tal que pode ligar o ATP ou ADP e em seguida ocorre a interagdo com 0s
residuos cataliticos para clivagem da ligagdo anidrido. Os baixos valores de Km para ATP
sugerem que a ligagdo do ATP ¢ mais favorecida, provavelmente porque ele se encaixa
melhor que o ADP, devido a falta do fosfato y. Para explicar o aumento da afinidade
aparente para a hidrolise do ADP, na presenga de azida, Knowles and Nagy (1999)
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consideram que a azida, devido & sua carga negativa e ao seu tamanho, pode ocupar o
sitio de ligagao do fosfato y do ATP, facilitando assim a hidrélise do ADP no sitio ativo.
Embora a inibigdo da hidrélise do ATP e ADP pela azida seja um teste positivo para a
presenca de ATP-difosfohidrolases (Knowles and Nagy, 1999), existem relatos, que para
a enzima de granulos de cromafin de adrenal bovina, que ndo se obteve nenhuma inibigio
mesmo em concentragdes de azida na faixa de 10 mM (Gronberg and Flatmark, 1987).

As hidrélises do ATP e ADP pela enzima de membrana de placa dssea de rato
foram lineares com o tempo. O mesmo ocorreu quando esses mesmos substratos estavam
presentes simultaneamente. Entretanto, neste ultimo caso, a velocidade de produgdo de
fosfato inorgdnico foi intermediaria as velocidades obtidas com ATP e ADP
individualmente. De acordo com Dixon and Webb (1979), Cornish-Bowden (1976),
Segel (1976), Keleti et al (1987) e Rezende et al (1994), este resultado ¢ conseqiiéncia
da ag¢do de uma unica enzima agindo sobre dois substratos simultaneamente. Se
considerassemos que a enzima tivesse dois sitios cataliticos, um para cada substrato, ou,
se a enzima estivesse contaminada, entdo a velocidade deveria ser necessariamente a
soma das atividades ATPase e ADPase, o que nio foi o caso. Resultados similares foram
reladados para a enzima obtida de outras fontes (LeBel et al., 1980; Oliveira et al., 1997,
Battastini et al, 1995; Picher et al., 1994; Sandoval et al., 1996; Valenzuela et al., 1989;
Battastini et al., 1991; Vasconcelos et al.,, 1993; Kettlun et al., 1994, Mans et al., 1998).

Ao testar a influéncia de uma substancia sobre a hidrolise do ATP e ADP, € o
resultado obtido produzir o mesmo efeito ou efeito paralelo, este fato indica que ambas
atividades estdo de acordo com a existéncia de um Gnico sitio (Sandoval et al., 1996).

Para demonstrar inequivocamente, que a hidrolise do ATP e ADP ocorre em um
Gnico sitio da molécula da apirase, foi utilizada a representagio competitiva descrita por
Chevillard et al. (1993). A linha horizontal obtida para a ATP-difosfohidrolase de
membrana de placa Ossea, da ordem de 400 U/mg no intervalo entre 1>P>0, indica uma
velocidade de hidrolise constante para todas as combinagdes de substratos testadas. Esta
representagdo também foi utilizada por outros autores que chegaram a interpretagdes
semelhantes usando enzimas de outras fontes (Kettlun et al., 1994; Pilla et al., 1996;

Alvarez et al.,, 1996).
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O valor da atividade especifica da ATP-difosfohidrolase de membrana de placa
Ossea de rato para a hidrélise do ATP, da ordem de 1278 nmol de Pi/min/mg, foi muito
semelhante (1240 nmol de Pvmin/mg) ao relado para a ATP-difosfohidrolase de
membranas de sarcolema de coragio de rato (Oliveira et al,, 1997). Entretanto, para a
hidrélise do ADP o valor encontrado por Oliveira et al. (1997) foi cerca de duas vezes
menor (270 nmol de P¥/min/mg) que o obtido para a hidrolise do ADP pela enzima de
membrana de placa 6ssea (477 nmol de Pvmin/mg). No caso da ecto-apirase de cérebro
humano foram descritos valores muito parecidos com os obtidos para a enzima de
membrana de placa 6ssea de rato (Smith and Kirley, 1998). Uma ampla especificidade de
substrato € um critério estabelecido para a classificagdo de apirases (Komoszyfiski and
Wojtczak, 1996). Alguns autores tem relatado uma baixa especificidade da ATP-
difosfohidrolase de varias fontes em rela¢do aos di- e trifosfonucleotideos, assim como a
auséncia de atividade para substratos nucleotideos monofosfatos e monofosfatos nio
nucleotideos (Knowles et al., 1983; Soriani et al., 1995; Mans et al., 1998; LeBel et al,,
1980; Marti et al., 1997).

Marti et al. (1997) realizaram estudos com azido-nucleotideos para marcar os
substratos da atividade apirase numa preparagao de membrana plasmatica pré sinaptica de
orgdo elétrico de Torpedo. A fotoativagio desta preparagdo, na presenga de tais
derivados de azida, resultou numa inativagio irreversivel da atividade da apirase que,
posteriormente foi revertida por nucleotideos ndo marcados. Interessantemente, embora o
AMP ndo seja um substrato para apirase, a mnativagdo também foi revertida quando em
sua presenga. Por outro lado, o mesmo ndo foi observado quando adenosina estava
presente. Este resultado indica que a porgdo monofosfato da molécula ¢ suficiente para
reverter a inativagio e que o ambiente nucleotideo tem baixa afinidade pelo sitio ativo.

Os valores de Km, na faixa micromolar, obtidos para a ATP-difosfohidrolase de
membrana de placa 6ssea de rato sio simulares aos relatados para a maioria de ATP-
difosfohidrolases (Coté et al., 1992a; Moodie et al., 1991; Picher et al., 1993; Frasseto et
al., 1993; Pieber et al,, 1991; Valenzuela et al., 1992). Deve ser salientado, contudo, que

para algumas apirases os valores de Km sdo da ordem de 10> M. Este é o caso da enzima
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de Ornithodoros savignyi (Mans et al., 1998), Rhodnuis prolixus (Sarkis et al., 1986) e
Torpedo marmorata (Sarkis and Salto, 1991).

Os pardmetros cinéticos calculados para a hidrolise do ATP e ADP, pela ATP-
difosfohidrolase de placa ossea de rato sio muito similares, independentemente da
presenga de ions magnésio ou calcio. Além disso, eles sdo similares aos relatados para
outras ATP-difosfohidrolases ja descritas na literatura (Oliveira et al., 1997; Sarkis and
Salto, 1991; Battastini et al., 1991; Knowles et al., 1983; Yagi et al., 1991; Coté et al.,
1992a; LeBel et al., 1980; Frassetto et al., 1993). Wang et al. (1998) obtiveram um valor
de Km para a ecto-apirase solivel de 200 pM para a hidrélise do ATP, na presenga de 5
mM de ions calcio, comparavel com um Km de 75 pM para a enzima do tipo selvagem.

O estudo da velocidade da hidrolise do ATP em fungdo da concentragio de ATP,
em concentragdes fixas de ions magnésio ou calcio, indicou que o verdadeiro substrato é
o complexo metal-nucleotideo. De fato, a ATP-difosfohidrolase de membrana de placa
Ossea de rato € mnibida por excesso de nucleotideo di- ou trifosfato livre. Esse fato sugere
que o nucleotideo livre pode se ligar a enzima agindo como um inibidor do verdadeiro
substrato, o complexo metal-nucleotideo (Hidalgo et al., 1983; Strobel et al., 1996). O
estudo do efeito do ATP e ADP livres, na atividade da ATP-difosfohidrolase de plaquetas
de sangue de rato, revelou valores de Km significativamente maiores na presenga dos
nucleotideos livres, sugerindo que a enzima tem mais afinidade pelo complexo
nucleotideo-calcio. Estes resultados suportam a idéia que ATP ou ADP livre podem se
ligar na enzima com uma baixa afimdade, mas agem como um inibidor da hidrolise do
complexo calcio-nucleotideo (Frassetto et al.,, 1995).

O fato da ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato ndo
hidrolisar substratos tais como a glicose-1-fosfato, glicose-6-fosfato, p-nitrofenilfosfato,
B-glicerofosfato, pirofosfato, bis-p-nitrofenilfosfato e fosfomonoacidos sugere que a
preparagio de membranas nio estd contaminada por fosfatases nio-especificas, ATP-
pirofosfatase, pirofosfatase inorganica, fosfodiesterase e/ou proteina fosfatase. A
associa¢do de uma ATPase com uma ADPase, que hidrolizaria simultaneamente o ATP e
o ADP, respectivamente, também pode ser excluida baseando-se nas simularidades

cinéticas observadas nas diferentes condi¢des usadas no presente trabalho.
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O estudo de especificidade de substrato realizado por Pilla et al. (1996), para
ATP-difosfohidrolase de plaqueta de sangue humano, mostrou que além de ATP ¢ ADP,
a enzima nio hidrolisa o p-nitrofenilfosfato, pirofosfato inorgénico bem como a glicose-
6-fosfato. Resultados similares foram relatados para a enzima de membrana de sarcolema
de coragdo de rato (Oliveira et al., 1997), membranas sinapticas de cérebro bovino
(Hohmann et al., 1993), membrana plasmatica sinaptica de cérebro de rato (Battastini et
al., 1995), oviduto de frango (Strobel et al., 1996), musculo liso ndo vascular de traquéia
bovina (Picher et al, 1994), pancreas de porco (LeBel et al,, 1980), placenta humana e
rim de rato (Valenzuela et al., 1996).

Uma variedade de imbidores tem sido utilizada por diferentes autores para testar
a possibilidade de preparagdes de ATP-difosfohidrolases de diferentes origens estarem
contaminadas por outras ATPases (Pilla et al, 1996; Oliveira et al,, 1997, Battastini et
al., 1995; Banerjee and Racker, 1977; Mans et al., 1998; Strobel et al., 1996, Picher et
al., 1994; LeBel et al., 1980; Mita et al., 1998; Valenzuela et al,, 1996). No caso da
enzima de placa Ossea eles também foram usados para caracterizar as propriedades
bioquimicas da ATP-difosfohidrolase de membrana de placa Ossea de rato bem como
excluir a presenga de outras ATPases contaminates. Nenhuma inibigdo fo1 observada pela
oligomicina, 0 que descarta a presenga de ATPase mitocondrial (Meyer-Fernandes et al.,
1997). A presenga de (Na’, K)-ATPase também pode ser descartada, uma vez que a
preparagdo ndo foi inibida por ouabaina (Periyasamy et al., 1983). As contaminagdes por
V-ATPases, Ca-ATPase, H-ATPase ¢ Na" ou K'-ATPase foram eliminadas devido a
auséncia do efeito da bafilomicina A; (Keeling et al., 1997), tapsigargina (Ma et al,
1999), omeprazol (Tuukkanen and Vaananen, 1986) e 4cido etacrinico (Proverbio et al,
1991), respectivamente. A auséncia de contaminagio por adenilato quinase foi
confirmada pelo fato da preparagio ndo ter sido inibida por ApsA (Lienhard and
Secemski, 1973), descartando portanto a possibilidade do fosfato ser produzido através
da conversio do ADP em AMP e ATP e subsequente hidrolise por AMPases e ATPases.

A pequena inibigdo da enzima presente nas membranas de placa ossea de rato
pelo vanadato sugere que nio ocorre formagio de intermediarios fosforilados durante o

ciclo catalitico da enzima. Essa interpretagdo esta de acordo com os resultados relatados
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por diferentes autores para enzima de outras fontes (Hidalgo et al., 1983; Valente et al,
1990; Paz et al., 1988).

Similarmente ao relatado para outras ATP-difosfohidrolases, a dependéncia da
atividade da enzima de membrana de placa 6ssea de rato por baixas concentragdes ou até
mesmo tragos de ions magnésio tem sido descrita como uma caracteristica comum de
diferentes origens (Plesner, 1995; Ferreira et al., 1995; Torres et al., 1998; Picher et al,,
1994; Mita et al., 1998; Valenzuela et al., 1996). Um caso particularmente interessante é
o da dependéncia da apirase de carrapato aos ions metéalicos divalentes (Mans et al.,
1998). Embora a falta de atividade possa estar relacionada com a auséncia de formagdo
do substrato ativado metal-nucleotideo (Sigel, 1990), a possibilidade de essa enzima ser
uma metaloproteina também € suportada por trés observagdes: a atividade enzimatica foi
mibida por EDTA e EGTA; a atividade é inibida por fluoreto, um inibidor de
metaloenzimas através da ligagdo a seu centro por ions metalico (Kiam and Schwederski,
1991); o efeito de protegdo pelos ions magnésio, na inativagdo por DTT, sugere que este
ion metalico pode ser quelado no centro ativo da enzima (Mans et al., 1998).

Os ions magnésio parecem ter influéncia na inibigio da enzima pela azida de
sodio. Knowles et al. (1983) descreveram que, para a ATP-difosfohidrolase de membrana
plasmatica de mamiferos, a ibigdo da atividade pela azida foi muito maior na presenca
de ions magnésio do que para ions calcio.

A possibilidade da ATPase presente na membrana de placa 6ssea ser uma Ca-
ATPase também foi descartada através de experimentos de ativagdo da enzima com
concentragdes equimolares de ions calcio e magnésio. O fato de ndo ocorrer efeito
sinergistico na atividade sugere que cada ion pode substituir 0 outro durante o ciclo
catalitico da enzima e que portanto esta enzima nio ¢ uma verdadeira (Ca/Mg)-ATPase
ou que a preparagdo ndo esta contaminada por este tipo de ATPase (Tada et al., 1978,
DeMeis and Vianna, 1979; Laliberté et al., 1982). E importante salientar que no caso da
ATP-difosfohidrolase de Schistosoma mansoni existe uma competigdo entre os ions
magnésio e calcio em relag@o a ativagdo de um mesmo sitio (Torres et al., 1998).

A ATP-difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato foi estimulada de

uma maneira similar pelos ions magnésio ou calcio da ordem de 2 mM,
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independentemente da natureza do NTF. Entretanto, ela ¢ menos ativa que a enzima de
oviduto de frango (Strobel et al., 1996). Embora a apirase de carrapato hidrolisa ATP,
ADP, UTP e UDP na presenga de ions magnésio, exceto para o ADP, 0 mesmo nio
acontece na presenga de ions calcio. De fato, a hidrolise desses nucleotideos na prersenca
de ions calcio € muito baixa (Mans et al., 1998).

Algumas proteinas estdo completamente embebidas na bicamada lipidica,
enquanto outras estdo ancoradas pelo glicosilfosfatidilinositol. Entre elas podem ser
citadas algumas ecto-enzimas tais como a acetilcolinesterase (EC 3.1.17), fosfatase
alcalma (EC 3.1.3.1), aminopeptidase P (EC 3.4.11.9) e 5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5)
(Battastini et al, 1995, Hooper and Bashir, 1991). Uma evidéncia de que a ATP-
difosfohidrolase de membrana de placa 6ssea de rato ndo esta ancorada na membrana
através de fosfatidilinositol, resulta do fato que o tratamento dessas membranas com
fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol de B. thuringiensis libera aproximadamente
90-95% de fosfatase alcalina enquanto as atividades ATPase e ADPase ainda sdo
detectadas na membrana e sempre na mesma razio 2,4 para a velocidade de hidrolise
ATP/velocidade de hidrolise do ADP. As atividades de ludrolise do ATP e ADP, pela
ATP-difosfohidrolase de membrana de placa oOssea de rato, diminuiram
consideravelmente quando os ensaios foram feitos na presenga dos seguintes detergentes:
polidocanol 1%, Lubrol WX 1,35%, Lubrol PX 1%, CHAPS 2,5%, C,,Es 1%, Triton X-
114 1%, Triton X-100 0,2%, n-octil-B-D-glicosideo 30 mM, polioxietileno-5-decil éter
0,5%. De uma maneira geral, a extracdo e estabilizagdo de proteinas integrais de
membrana frequentemente necessita de condigdes especials que mimetizam o0
microambiente do lipideo com o da proteina a qual estava originalmente associada
(Singer and Nicolson, 1973). No caso das ATP-difosfohidrolases as dificuldades
encontradas na solubiliza¢do e purificagdo tem resultado em sucesso apenas para algumas
dessas enzimas (Battastini et al., 1995; Knowles et al., 1983; Plesner, 1995; Shi and
Knowles, 1994; Mita et al., 1998; Valenzuela et al., 1996, Wang et al., 1998). Mita et al.
(1998) relataram que a ecto-ATP-difosfohidrolase em células de foliculo de ovario €
muito sensivel aos detergentes normalmente empregados para solubilizar proteinas
ligadas as membranas e que embora a digitonina seja capaz de solubilizar a atividade da
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fragdo de membrana, a elui¢io da proteina no volume morto da coluna sugere que ela
ainda se encontra ligada & membrana. Wang et al. (1998) relataram que a inibigdo da
atividade enzimatica do CD39 por detergentes é causada pela dissociagdo dos tetrimeros
em mondmeros. Por outro lado, ATPases do tipo-E tais como, a da batata, de 7. gondii
NTPases ¢ de Tetrahymena que ndo estdo ligadas & membrana, ndo sio sensiveis aos
detergentes (Bermudes et al, 1994; Smith et al, 1997). Esta é uma indicagio que a
presenga de segmentos transmembrana aparentemente € o elemento chave na discussio
do efeito de detergentes na atividade da enzima. Além disso, mutantes de ectoapirase que
nido apresentam um ou ambos os dominios transmembrana, apresentam uma menor

atividade enzimatica que aquela enzima do tipo selvagem. Além disso, a sua atividade nio
¢ afetada por detergentes (Wang et al., 1998).

A agdo m vitro da ATPase sobre os diferentes NTF representa um resultado
interessante do ponto de vista fisiologico. Tem sido relatado que baixos niveis de ATP
podem promover a mineralizagdo em culturas de condrocitos, similarmente aos resultados
obtidos utilizando-se o B-glicerofosfato (Boskey et al., 1992). Apesar dos niveis de NTF
existentes no fluido extracelular da cartilagem serem demasiado baixos para suportarem a
muneralizagdo (Wuthier, 1981), a presenga de niveis consideraveis de NTF
desfosforilados € reconhecida como um indicador da atividade da fosfatase alcalina sobre
tais compostos. Entretanto, seria realmente a fosfatase alcalina a verdadeira responsavel
ou entdo seria a ATPase a responsavel pela elevada concentragdo de fosfato inorgénico e
nucleosideos no fluido da cartilagem epifisaria, que € significativamente maior do que as
respectivas concentragdes que existem no sangue (Wuthier , 1977, Howell et al., 1968).
Essa questio ainda permanece aberta. Até o presente momento, conhece-se apenas a
concentragdo de ATP de extratos brutos de cartilagem que, presumivelmente, reflete a
concentragdo do ATP intracelular (Wuthier, 1977). O grande problema encontrado na
determinagdo da concentragdo intracelular do ATP ¢ a degradag@o do substrato durante o
procedimento experimental. Por outro lado, a participagio do ATP como substrato no
inicio da calcifica¢do, apesar dos baixos niveis no fluido extracelular da cartilagem,
também ndo pode ser descartada inequivocamente. Além disso, tem sido acumuladas
evidéncias experimentais que a membrana plasmatica de varias cé€lulas ¢ permeavel ao
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ATP e que esse efluxo pode ser estimulado por certos estimulos fisiologicos (Chaudry,
1982). Desse modo, ndo seria totalmente impossivel que a hipertrofia dos condrécitos,
um evento associado a biomineralizagdo, pudesse facilitar esse efluxo de ATP (ou NMF)
para o fluido extracelular da cartilagem.

Os resultados deste trabalho sdo néditos e mostram que a atividade de ATPase
existente nas membranas de placa Ossea livre de fosfatase alcalina é de fato uma ecto-
ATP-difosfohidrolase. Qual seria entdo o papel dessa ecto-ATP-difosfohidrolase no
processo de ossificagdo ?

Uma possibilidade seria a de que essa apirase existente na membrana obtida de
placa 6ssea pode ter um papel importante na modulagio de enzimas do tipo adenilato
ciclase e 5’-nucleotidase. Ja € bem conhecido que a 5’-nucleotidase € inibida por ATP e
ADP e estimulada por AMP (Burnstock, 1979; Dornand et al., 1978). Assim, mudando a
relagio (ATP+ADP)/AMP, a apirase pode regular a atividade da 5’-nucleotidase. Por
outro lado, 0 AMP liberado pela agdo da apirase pode ser transformado em adenosina
pela 5’-nucleotidase que, contrariamente ao AMP, pode atravessar a membrana e ser
fosforilada no interior da célula, restaurando assim os estoques de ATP (Burnstock,
1979; Vasconcelos et al., 1993). No caso da adenilato ciclase, a situa¢do seria um pouco
mais complexa. O sistema de transdugdo de sinal que utiliza 0 horménio paratiroideano
(PTH) vem sendo intensamente estudado nos Gltimos anos (para revisdo ver Morris and
Bilezikian, 1996). Nele estdo envolvidas duas enzimas transdutoras adenilato ciclase e
fosfolipase C. Na regulagdo dos niveis de calcio plasmatico e extracelular, o PTH atua
principalmente em alvos primarios dos rins e 0ssos através da interagio com receptores
associados a nucleotideos de guanina e seus sistemas de transdugdo. Além de estar
intimamente envolvido na homeostase das concentragdes normais de calcio e fosfato no
soro que, por sua vez regulam a sua sintese e secre¢do, o PTH aumenta a sintese de
colagenase, inibe a sintese de colageno tipo I e reduz a atividade da fosfatase alcalina nos
osteoblastos (Hall and Dickson, 1985; Heath et al., 1984; Simon et al., 1988). Recentes
evidéncias dos efeitos do PTH nas correntes de calcio tipo L, sugerem que o osteoblasto
¢ a principal célula alvo (Fritsch and ChesnoyMarchais, 1994). Por outro lado, ja €

conhecido que em culturas de osteoblastos, o dibutiril-cAMP inibe fosfodiesterases
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estimulando a sintese do colageno (Hiramatsu et al., 1983) e que quando adicionada a
essas culturas de osteoblastos, a forskolina, um estimulador da adenilato ciclase provoca
um aumento da concentragio de cAMP intracelular e estimula a atividade da fosfatase
alcalina (Hakeda et al, 1985). Uma vez que a fosfatase alcalina ¢ um marcador da
diferencia¢io de osteoblastos, o aumento dos niveis intracelular de cAMP pode estar
intimamente relacionado com a formag¢do do o0sso in vivo. Assim, a possibilidade dos
niveis de adenilato ciclase serem regulados por apirases durante o processo de
mineralizagdo é uma possibilidade que ndo pode ser descartada.

Uma segunda possibilidade estaria baseada no fato da ATP-difosfohidrolase de
membrana de placa éssea de rato, livre de fosfatase alcalina, ter sido inibida pela
suramina, um antagonista do receptor P, de purina., similarmente ao relatado para a ecto-
apirase de Torpedo elétrico (Marti et al, 1996), sinaptosomas de hipocampo de ratos
(Bonan et al,, 1999) bem como para a atividade ecto-ATPase de varias fontes (Beukers et
al, 19995; Hourani and Chown, 1989; Meghji and Burnstock, 1995; Ziganshin et al,
1995; Yegutkin and Burnstock, 2000). Assim sendo, a fungdo da apirase no processo de
calcificagio pode estar relacionada indiratamente com a entrada de ions calcio para a
célula. Este processo de reciclagem da adenosina estaria acoplado ao influxo de ions
calcio uma vez que se a suramina inibe a hidrélise do ATP, ela também inibira o Py, um
canal de calcio, diminuindo portanto a eficiéncia da calcificagio. Em outras palavras, a
célula reciclaria adenosina utilizando ATP e ao mesmo tempo jogaria ions calcio para
dentro da célula.

Esta possibilidade é suportada por algumas evidéncias: 1. o receptor Py esta
associado aos canais permeaveis aos ions calcio (Bonan et al,, 1999); ii. o ATP estimula
P,,, portanto estimula o influxo de calcio (Ioune et al, 1995); iii. a suramina diminul 0
influxo de Ca>" e portanto prejudica a eficiéncia sinaptica (Ioune et al, 1995); iv. embora
nio exista uma identidade entre as ecto-ATPases e os receptores de purina, as ecto-
ATPases tém um importante papel na fungdo desses receptores, regulando ou certamente
afetando as concentragdes de agonistas e antagonistas ao redor dos receptores (Plesner,
1994); v. como o ATP, o ADP e o AMP ndo podem entrar na célula, a agdo combinada

da ecto-ATPase e da S5’-nucleotidase produziriam adenosina que, atravessaria a
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membrana e seria fosforilada no interior da célula restaurando assim os estoques de ATP
(Henderson and Paterson, 1973); iv. a reciclagem da adenosina, passandopor ATP-ADP-
AMP-adenosina, € realizada através da transdugdo de sinal induzida por ATP/ADP em
comjunto com uma ecto-5’-nucleotidase e transportadores de nucleotideos (Yegutkin and
Burnstock, 2000); vii. os diferentes efeitos da suramina reforcam a idéia de que devido ao
seu amplo espectro de propriedades biologicas, a acio desta droga depende

significativamente do sistema estudado (Bonan et al 1999).
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5. CONCLUSOES

Durante o processo de purificagdo da enzima de membrana de placa dssea de rato, livre
de fosfatase alcalina, a razio entre as velocidades de hidrolise do ATP e ADP
permaneceu praticamente constante e da ordem de 2.4, sugerindo que ambos os

substratos sdo hidrolisados pela mesma molécula, uma ATP-difosfohidrolase ou apirase.

A enzima apresentou um pH 6timo aparente 7,5 para a hidrélise do ATP e ADP.

A representa¢do competitiva de Chevillard obtida para a hidrolise de ATP e ADP também
sugere que esses substratos sdo hidrolisados pela mesma enzima, descartando a

possibilidade da existéncia de uma ADPase associada 4 ATPase em questao.

A teofilina ndo afetou a hidrolise de ATP e ADP, pelo menos até concentragdes da ordem

de 7 mM.

Concentragdes, de azida de sodio (entre 2,5 mM e 7,5 mM) e de suramina 1 mM inibem
significativamente a hidrélise do ADP e do ATP. J& o ApsA ndo apresenta nenhuma

inibigdo em concentragdes até 1 mM.

A atividade NTFase da enzima presente nas membranas de placa Ossea de rato e livres de
fosfatase alcalina, é duas vezes maior que a correspondente NDFase. Entretanto, a

atividade NMFase € praticamente nula ou desprezivel.

Substratos tais como glicose-1-fosfato, glicose-6-fosfato, p-nitrofenilfosfato, p-
glicerofosfato, pirofosfato, Bis-p-nitrofenilfosfato, O-fosfoserina, O-fosfotirosina e O-
fosfotreonina ndo sdo hidrolisados pela ATPase de membranas de placa Ossea,
descartando a presenga de enzimas contaminantes, tais como, fosfatases ndo especificas,

pirofosfatase inorganica, ATP-pirofosfatase, fosfodiesterase e proteina fosfatase.
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Inibidores classicos de ATPases do tipo V, P e F, tais como bafilomicina A, tapsigargina,
vanadato, ouabaina, omeprazol, acido etacrinico e oligomicina nio inibem a ATPase de

membrana de placa dssea.

Na auséncia de ions calcio ou magnésio, a hidrolise do ATP e ADP € desprezivel ou nula.

Independentemente da natureza do NTF, a estimulagdo da atividade da enzima por ions

calcio ou magnésio (ordem de 2 mM) é muito similar.

Detergentes, comumente utilizados na solubilizagio de enzimas de membrana, inativam a

ATP difosfohidrolase de membrana de placa Ossea.

As caracteristicas bioquimicas, obtidas para a ATPase de membrana de placa Ossea,
apresentadas neste trabalho sugerem que se trata de uma ATP difosfohidrolase. Esse
resultado é inédito na literatura e abre algumas perspectivas interessantes em relagio ao

processo da biomineralizagio.
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6. SINOPSE

Membranas de placa 0ssea de rato foram preparadas a partir do implante de p6 de
0sso desmineralizado no tecido subcutineo de ratos Wistar e purificada conforme
descrito por Curti et al. (1986). Membranas livres de fosfatase alcalina foram preparadas
de acordo com Pizauro et al. (Biochim. Biophys. Acta 1368: 108, 1998). A atividade de
nucleotideo fosfatase foi determinada a 37°C, em tampdo Hepes 50 mM, pH 7,5,
contendo MgCl, 2 mM e teofilina 5 mM, em um volume final de 1 mL.

A ATPase presente nas membranas de placa Ossea de rato e livres de fosfatase
alcalina hidrolisou os nucleotideos difosfatos (NDF) com uma velocidade duas vezes
menor que os correspondentes nucleotideo trifosfato (NTF), enquanto a hidrolise do
NMF foi quase nula ou desprezivel. A enzima apresentou um pH o6timo aparente da
ordem de 7,5 para ambos substratos. A hidrolise do ATP ocorreu através de uma Gnica
familia de sitios que apresentaram comportamento Michaeliano (n= 1,0) e V= 1.278,7
U/mg e Ky, = 83,3 uM. No caso do ADP, também foi observada uma Gnica familia de
sitios (n= 1,0) que apresentaram V= 473,9 U/mg e K, = 150,6 pM. Na auséncia de ions
magnésio ou calcio, a hidrolise do ATP e ADP foi desprezivel. Os estudos de estimulagdo
da enzima por ions metalicos sugerem que cada ion pode substituir o outro durante o
ciclo catalitico da enzima.

A teofilina, um inibidor de fosfodiesterases, ndo iibiu completamente a hidrolise
do ATP e ADP até concentragdes de 7 mM. Por outro lado, a azida de sédio, assim
como a suramina mostraram efetivas na inibicdo da hidrolise do ATP e ADP. A ATPase
de membrana de placa 6ssea de rato e livre de fosfatase alcalina ¢ insensivel aos inibidores
classicos de ATPases do tipo V, P e F. Através desse estudo sistematico da agdo de
inibidores também foram excluidas contaminagdes com fosfatases ndo especificas,
pirofosfatase inorganica, ATP-pirofosfatase, fosfodiesterase e proteina fosfatase que,
poderiam estar mascarando a atividade da enzima sobre os NDF e NTF.

A ATPase de membrana de placa Ossea e livre de fosfatase alcalina ¢ muito
sensivel aos detergentes comumente empregados na solubilizagio de enzimas de

membrana.
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Dada a similaridade entre as propriedades cinéticas e bioquimicas da ATPase de
membranas de placa 0ssea em relagao aos nucleotideos trifosfato pode-se concluir que se

trata de uma ATP-difosfohidrolase ou apirase, descartando-se assim existéncia de uma

ADPase associada com uma ATPase.
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