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RESUMO

A fosfatase alcalina intestinal (FAI) ¢ crucial na detoxificacdo de LPS bacterianos em aves.
Este estudo investigou o efeito do pH na atividade de LPS-defosforilase da FAI em frangos de
corte. Extratos jejunais de aves Cobb-500 foram submetidos a hidrdlise de LPS em pH variando
de 6,5 a 10,5. Os resultados demonstraram que a atividade enzimatica ¢ altamente dependente
do pH, com pico maximo de eficiéncia em pH 9,0. Esta condi¢do alcalina 6tima corrobora a
natureza fisiologica da FAI e seu papel essencial na barreira intestinal, destacando seu
mecanismo de defesa ao prevenir inflamacdes através da desfosforilagdo eficiente de LPS.
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ABSTRACT

Intestinal alkaline phosphatase (IAP) is crucial for the detoxification of bacterial LPS in poultry.
This study investigated the effect of pH on the LPS dephosphorylase activity of IAP in broilers.
Jejunal extracts from Cobb-500 birds were subjected to LPS hydrolysis at pH levels ranging
from 6.5 to 10.5. The results demonstrated that enzymatic activity is highly pH-dependent, with
peak efficiency at pH 9.0. This optimal alkaline condition corroborates the physiological nature
of TAP and its essential role in the intestinal barrier, highlighting its defense mechanism by
preventing inflammation through efficient LPS dephosphorylation.

Keywords: intestinal Ips-defosforilase; probiotics; poultry farming; animal nutrition.

Data de submissao: 03/09/2025.
Data de aprovagao: 20/10/2025.
DOI: https://doi.org/10.52138/sitec.v511.473

I'Técnico, Etec — Bento Carlos Botelho do Amaral, ana.silva5716@etec.sp.gov.br

' Mestre, Secretaria Estadual de Educagiio de Sao Paulo, g.cavazzinil2@gmail.com

" Doutor, Laboratorio Pathovet - Ribeirdo Preto, miguelffa@hotmail.com

V Doutor, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias / Unesp — Jaboticabal, j.pizauro@unesp.br
V Doutor, Faculdade de Tecnologia de Ribeiro Preto, luiz.santos167@fatec.sp.gov.br

Anais dos Resumos Expandidos - Simpdsio de Tecnologia Fatec Jaboticabal (SITEC-JB) ISSN 2965-9221
Realizado no periodo de 03 a 07 de novembro de 2025



usllEC 2
b OcaDe

Simpdsio de Tecnologia Fatec Jaboticabal

EDICAO 2025 - RESUMO EXPANDIDO

A

1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira representa um dos setores mais avancados em termos
tecnologicos, sustentada por ganhos expressivos em genética, nutrigdo e manejo. A produgao
de frangos de corte ocupa posigdo estratégica, com elevada participagdo no mercado interno e
destaque internacional nas exportagdes (ABPA, 2017). Entretanto, a busca por maior eficiéncia
produtiva impde desafios relacionados a nutri¢ao, saude intestinal e alternativas ao uso de
antibidticos como promotores de crescimento, cujo uso indiscriminado levou ao aumento da
resisténcia bacteriana (Toledo et al., 2007). Nesse contexto, alternativas como probioticos,
prebioticos e 6leos essenciais vém sendo avaliadas para manter a homeostase intestinal (Fuller,
1989).

No trato gastrointestinal das aves, o equilibrio entre microbiota residente ¢ agentes
patogénicos desempenha papel central na saude e desempenho produtivo. Os enterdcitos
intestinais participam da digestao final, da absor¢do de nutrientes e do transporte reverso para
o limen (Boleli; Thimotheo, 2017), enquanto a microbiota intestinal contribui na fermentagao
de substratos, sintese de vitaminas e prevencao da colonizagdo por patogenos. Estudos recentes
demonstram que a diversidade microbiana intestinal ¢ determinante para a resposta imune €
para a prevengao de inflamagdes cronicas (Abbott, 2004).

Dentre os mecanismos fisiologicos de defesa, a fosfatase alcalina intestinal (FAI) exerce
papel central ao desfosforilar lipopolissacarideos (LPS), reduzindo sua toxicidade e prevenindo
inflamacdes exacerbadas (Santos ef al., 2022). A detoxificacdo do LPS decorre da remocgao de
grupamentos fosfato do lipidio A, reduzindo em até 100 vezes a sua atividade pro-inflamatoria.
Além disso, a FAI contribui para a manutengdo da barreira intestinal, regula o pH luminal e
favorece a homeostase microbiana (Bilski ef al., 2017).

Assim o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito do pH sobre a atividade de
LPS-defosforilase da fosfatase alcalina intestinal de frangos de corte.

2 METODOLOGIA DA PESQUISA
Essa se¢do apresenta os procedimentos metodoldgicos da pesquisa.
2.1 Material biologico

O presente estudo utilizou frangos de corte machos da linhagem Cobb-500, criados em
condi¢des controladas de temperatura (termoneutra) e iluminacdo continua. A dieta foi
formulada a base de milho e farelo de soja, conforme as exigéncias nutricionais estabelecidas
por Rostagno et al. (2011). Todos os protocolos envolvendo os animais foram previamente
aprovados pela comissdo de ética da institui¢do, estando em conformidade com os principios
éticos para experimentagao animal.

2.2 Obtencao do extrato enzimatico
Aos 42 dias, seis aves foram abatidas apos jejum para coleta de amostras. Um segmento

de 20 cm do jejuno foi isolado, aberto e a mucosa foi lavada, raspada e criopreservada em
nitrogénio liquido e freezer a -70°C. As amostras homogeneizadas seguiram o esquema de
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centrifugacao diferencial modificado de Rueda e Colaboradores (2007), como esquematizado
na Figura 1.

2.3 Determinacao da atividade LPS-defosforilase da fosfatase alcalina intestinal

A atividade de LPS-defosforilase foi determinada a 37°C pela quantificagdo do fosfato
inorganico liberado da hidrolise de LPS (1,5 mg/mL) em tampao AMPOL 105 mM (pH 9),
contendo MgCl. 1 mM e ZnCl: 10 uM. A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima e
interrompida com TCA 50%, seguida de centrifuga¢do. O fosfato liberado foi quantificado pelo
método de Pizauro et al. (1995), baseado na formagao de fosfomolibdato extraido com acetona
e medido a 355 nm. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de fosfato liberado por minuto
por mg de proteina, com determinagdes em triplicata.

2.4 Efeito do pH sobre a atividade de LPS-defosforilase da fosfatase alcalina intestinal

O estudo do efeito do pH sobre a atividade de LPS-defosforilase da fosfatase alcalina
intestinal foi realizado utilizando os tampdes TRIS.HCI (pH 6,5 — 8,5) e AMPOL (pH 8,5 —
10,5) em concentragdes de 105 mM. A reagdo foi iniciada pela adi¢do da enzima ao meio de
reacdo, e interrompida com 0,1 mL de TCA 50% (p/v).

Figura 1 - Modificacdo do esquema do método de obtencio da fosfatase alcalina ligada 28 membra de borda
em escova, de jejuno de frangos de corte de acordo com o procedimento de Rueda e colaboradores (2007)

Homegeneizada (H)

3.000 x g/10 min

Frocipiede Extrato Bruto (EB)
10.000 x g/10 min
Precipitado 2 (P2) Sobrenadante 2 (§2)
12,000 x g/10 min
Pracipitado-3 (P3) Sabrenadante 3 (53)‘
S$2+53

105.000 x g/60 min
Sobrenadante 4 (S4) Precipitado 4 (P4)

Tratamento alcalino
10.000 x g/5 min
Pracipiado 5 (P5) Sobrenadante 5 (S5)

105.000 x g/60 min
Sobrenadante & (56) Precipitado 6 (P6)

As fracdes em tachado duplo === simboliza que foram descartadas durante o processo de centrifugacoes
diferenciais. O Tratamento alcalino foi realizado com a ressuspensao do pellet do P4 (com bastiio de vidro
e posteriormente no PotterTM) em tampéao 10 mM TRIS.HCI pH 7,3 contendo NaCl 0,17 M, MgCI2 10 mM
e CaCl2 1 mM. A suspensio resultante foi diluida 3,5 vezes com tampio 0,2 M TRIS.HCI (pH 7,5) com
MgCI2 10 mM e CaCl2 1 mM. As proporc¢des foram ajustadas para ter um volume final equivalente a
metade do volume de S2 e S3. O P6 (amostra final) foi ressuspendido em tampéao 0,2 M TRIS.HCI pH 7.5
com MgCl2 10 mM e CaCl2 1 mM.

Fonte: elaboracio propria (2025)
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2.5 Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método proposto por Bradford (1976)
utilizando um kit comercial da Bio-Rad®, utilizando o soroalbumina bovina fragdo V como
padrao proteico.

2.6 Analise dos resultados

Os dados foram analisados no software SAS System 9.0, considerando trés repeticdes.
Foram aplicados testes de homocedasticidade e normalidade, seguidos de anélise de variancia
(ANOVA) e comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo do efeito do pH sobre a atividade de LPS-defosforilase da fosfatase alcalina
revelou que o pH 6timo aparente de hidrélise do LPS ¢ 9,0 (Figura 2), sendo esse pH o escolhido
para os demais ensaios enzimaticos. Em estudos semelhantes em Lithobates catesbeianus, o pH
otimo aparente também foi 9,0 (Santana, 2015).

Os resultados obtidos demonstraram que a atividade da fosfatase alcalina intestinal
(FAI) ¢ fortemente influenciada pelo pH, apresentando maior eficiéncia em condig¢des alcalinas,
como descrito para enzimas dessa classe (Morton, 1955). Essa caracteristica confirma o papel
fisiologico da FAI no limen intestinal, ambiente sujeito a variagdes de pH, principalmente entre
duodeno e jejuno.

Figura 2 - Influéncia do pH na atividade de LPS-defosforilase

0.15

—— TRIS

Absorbantia

.05

Fonte: elaboracio prépria (2025)

A anélise da atividade de LPS-defosforilase mostrou que a FAI pode desempenhar papel
relevante na detoxificacdo de endotoxinas bacterianas, corroborando achados prévios em
modelos animais. Em zebrafish, por exemplo, a auséncia de FAI resultou em inflamagao
intestinal exacerbada, evidenciando sua importancia na tolerancia imunoldgica (Bates et al.,
2007). Em ratos e camundongos, a deficiéncia da enzima foi associada a maior permeabilidade
intestinal, endotoxemia e desenvolvimento de sindrome metabdlica (Kaliannan et al., 2013).
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Nos frangos de corte, a regulacao da FAI pode estar relacionada tanto a dieta quanto ao
microbioma intestinal. Estudos demonstram que a privagdo de fosforo aumenta a
digestibilidade do fitato e pode modular a expressao de enzimas intestinais (Moore; Veum,
1983). Além disso, a presenca de microbiota diversificada e equilibrada estimula a atividade da
FAI, favorecendo a homeostase intestinal (Santos et al., 2022). Assim, variacdes no pH
intestinal ndo apenas influenciam a atividade enzimadtica, mas também modulam a interacao
com a microbiota e o processo de detoxificagao de LPS.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a atividade de LPS-defosforilase da
fosfatase alcalina de frangos de corte tem seu pH 6timo em nove, informagdo que pode
contribuir para a compreensdo do papel da FAI como mediadora da satide intestinal de frangos
de corte, destacando seu potencial como alvo de estratégias nutricionais que visem otimizar o
desempenho produtivo e reduzir a necessidade de antibioticos na producao avicola.
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