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RESUMO

A fosfatase alcalina intestinal (FAI) ¢ crucial para a satde intestinal de aves, atuando na
detoxificagdo de LPS bacterianos. Este estudo avaliou o efeito do pH na atividade da FAI em
frangos de corte. Utilizando extrato jejunal de aves Cobb-500, a atividade enzimatica foi medida
pela hidrdlise do p-NFF em pH variando de 7,0 a 12,0. Os resultados mostraram que a atividade da
FAI ¢ altamente dependente do pH, com pico méaximo de eficiéncia em pH 11,0. Este 6timo alcalino
corrobora a natureza da enzima e reforga seu papel fisioldgico na barreira intestinal, destacando sua
importancia na prevengao de respostas inflamatorias pela detoxificacdo de substratos nocivos.
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ABSTRACT

Intestinal alkaline phosphatase (IAP) is crucial for the intestinal health of poultry, acting in the
detoxification of bacterial LPS. This study evaluated the effect of pH on IAP activity in broilers.
Using Cobb-500 poultry jejunal extract, enzyme activity was measured by the hydrolysis of p-NFF
at pH levels ranging from 7.0 to 12.0. The results showed that IAP activity is highly pH-dependent,
with peak efficiency at pH 11.0. This alkaline optimum corroborates the enzyme's nature and
reinforces its physiological role in the intestinal barrier, highlighting its importance in preventing
inflammatory responses by detoxifying harmful substrates.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira ¢ um setor altamente desenvolvido e vital para o agronegocio,
sendo o Brasil um dos maiores produtores e exportadores mundiais de carne de frango (ABPA,
2017). Como a alimentagdo representa até¢ 70% dos custos de producdo (Buteri, 2003), a busca
por estratégias para melhorar a eficiéncia alimentar ¢ uma prioridade.

A saude intestinal, mediada pela microbiota, ¢ crucial para o desempenho das aves
(Abbott, 2004). Nesse contexto, a fosfatase alcalina intestinal (FAI) surge como uma enzima
fundamental. Ela atua desintoxicando lipopolissacarideos (LPS) de bactérias, prevenindo
respostas inflamatorias e preservando a integridade da barreira intestinal (Santos et al., 2022).
Sua atividade ¢ um importante marcador de satide intestinal e ¢ influenciada por fatores
nutricionais, como dietas pobres em fosforo ou ricas em gordura (Moore; Veum, 1983).
Diversos estudos evidenciam que a atividade da FAI varia conforme fatores fisiologicos,
nutricionais e ambientais. Trabalhos cldssicos indicam que dietas pobres em fésforo ou ricas
em gordura podem modular a expressdo da enzima (Narisawa et al., 2007). Além disso, ha
evidéncias de que a FAI esta relacionada ao metabolismo lipidico, favorecendo a absor¢do de
acidos graxos e influenciando o transporte de quilomicrons (Narisawa ef al., 2007).

No ambito da satde intestinal, a enzima atua como importante marcador de integridade
da barreira epitelial, sendo associada a protecdo contra inflamagdes, doencas metabdlicas e
distarbios gastrointestinais (Santos et al., 2022). Modelos experimentais demonstram que a
deficiéncia da FAI pode aumentar a susceptibilidade a endotoxemia, sindrome metabolica e
disbiose (Bilski ef al., 2017). Portanto, compreender a influéncia do pH sobre a atividade da
FAI em frangos de corte ¢ essencial para a formulagao de estratégias nutricionais que favoregam
o equilibrio intestinal, a eficiéncia produtiva e a saude das aves.

Assim o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito do pH sobre a atividade de p-
NFFase 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
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nitrogénio liquido e freezer a -70°C. As amostras homogeneizadas seguiram o esquema de
centrifugacdo diferencial modificado de Rueda ef al. (2007), como esquematizado na Figura 1.

2.3 Determinacdo da atividade p-NFFasica da fosfatase alcalina intestinal

O estudo determinou a atividade da enzima fosfatase alcalina intestinal (FAI) por meio
da hidroélise do substrato p-NFF, que forma o produto p-nitrofenolato (e= 17600 M-1cm-1, pH
13), medido por absorbancia a 410 nm. A reag@o enzimatica foi iniciada pela adicdo da enzima
ao meio de reagdo e interrompida por meio da adi¢do de 1 mL de NaOH 1 M. As determinagdes
foram efetuadas em triplicatas, uma unidade de atividade enzimadtica foi definida e expressa
como a quantidade de enzima que libera um pmol de p-nitrofenolato por minuto por miligrama
de proteina presente no extrato, nas condi¢des de ensaio.

2.4 Estudo do efeito do pH sobre a atividade p-NFFasica da fosfatase alcalina intestinal

Para investigar o efeito do pH na atividade da FAI, foram utilizados trés tampdes em
diferentes faixas de pH (7.0 a 12.0): TRIS.HCI (pH 7 — 8,5), AMPOL (pH 8,5 — 11) e Glicina
(pH 11 —12).

Figura 1 - Modificacdo do esquema do método de obtencio da fosfatase alcalina ligada 8 membra de borda
em escova, de jejuno de frangos de corte de acordo com o procedimento de Rueda e colaboradores (2007)

Homogeneizado (H)
3.000 x g/10 min
Procipitada Extrato Bruto (EB)
10.000 x g/10 min
Precipitado 2 (P2) Sobrenadante 2 (52)
12.000 x g/10 min
PRrecipitado-3 (P3) Sobrenadante 3 {S3]C
S2+53
105.000 x g/60 min
Sobrenadanie-4 (S4) Precipitado 4 (P4)
Tratamento alcalino
10.000 x g/5 min
Pracipitade-6 (PS) Sobrenadante 5 (S5)
105.000 x g/60 min
Sobrenadante & (56) Precipitado 6 (P6)
As fragdes em tachado duplo === simboliza que foram descartadas durante o processo de centrifugagdes

diferenciais. O Tratamento alcalino foi realizado com a ressuspensdo do pellet do P4 (com bastdo de vidro e
posteriormente no PotterTM) em tampao 10 mM TRIS.HCI pH 7,3 contendo NaCl 0,17 M, MgCl, 10 mM e CaCl,
1 mM. A suspensio resultante foi diluida 3,5 vezes com tampao 0,2 M TRIS.HCI (pH 7,5) com MgCl, 10 mM e
CaCl, 1 mM. As proporgdes foram ajustadas para ter um volume final equivalente a metade do volume de S2 e
S3. O P6 (amostra final) foi ressuspendido em tampao 0,2 M TRIS.HCI pH 7,5 com MgCl, 10 mM e CaCl, 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

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 2, e demonstraram que a atividade
da fosfatase alcalina intestinal (FAI) em frangos de corte apresenta variagao significativa em
fungdo do pH e da espécie tamponante, com desempenho enzimatico mais elevado em
condi¢des alcalinas. Esse perfil confirma a literatura, que descreve a FAI como uma enzima de
Otima atuagdo em pH bésico (Bilski et al., 2017). A elevagdo da atividade enzimatica em pH
proximo a 9,0 reforga a sua participacao como reguladora da homeostase intestinal.

Figura 2 - Média dos resultados do efeito do pH sobre a atividade de p-NFFase da fosfatase alcalina
intestinal

2007 -& TRIS.HCI
-- AMPOL
-4 - GLICINA

150

Fonte: elaboracio prépria (2025)

Observou-se que alteragdes no pH podem comprometer a capacidade da enzima em
defosforilar substratos como o p-nitrofenilfosfato (p-NFFase), o que impacta diretamente na
detoxificagdo do lipopolissacarideo (LPS). Trabalhos com modelos animais apontam que a
auséncia ou baixa atividade da FAI aumenta a suscetibilidade a respostas inflamatorias
exacerbadas induzidas pelo LPS (Goldberg ef al., 2008). Esse fendmeno também foi associado
a maior translocagdo bacteriana ¢ maior risco de endotoxemia (Santos et al., 2022).
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Estudos prévios indicam que dietas ricas em gordura aumentam a expressao da enzima
em diferentes regides do intestino (Narisawa et al., 2007). Essa inducao sugere que a FAI exerce
papel adicional no metabolismo lipidico, favorecendo o transporte de acidos graxos e
modulando a formagao de quilomicrons. Resultados similares foram relatados em modelos de
camundongos, nos quais a suplementagdo exdgena da enzima preveniu o desenvolvimento da
sindrome metabolica associada a dietas hiperlipidicas (Kaliannan et al., 2013).

No presente estudo, o perfil de atividade da FAI em fun¢do do pH corrobora a ideia de
que a enzima ¢ fundamental na manutenc¢ao da barreira intestinal. Além de atuar sobre o LPS,
a FAI também estd relacionada a regulacio da composicdo da microbiota intestinal,
favorecendo bactérias comensais e reduzindo a colonizagdo por microrganismos patogénicos
(Santos et al., 2022). Essa a¢do antimicrobiana indireta pode estar associada a capacidade da
enzima de modular o microambiente intestinal, especialmente no controle do pH luminal e na
neutralizacao de metabdlitos toxicos (Bates et al., 2007).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a atividade de p-NFFase da fosfatase
alcalina de frangos de corte tem seu pH 6timo aparente em 11, informagdo que podem ser
importantes ndo apenas para o desempenho digestivo e absortivo das aves, mas também a
resposta imunologica frente a desafios infecciosos.
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