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1. INTRODUCAO

O fésforo € um mineral chave na regulacdo de diversas moléculas envolvidas no
metabolismo energético, especialmente por ser um dos principais constituintes da
molécula de armazenamento de energia, a adenosina trifosfato (ATP) (BERG et al.,
2006). Em animais de producado, diversos estudos demonstram os beneficios da
utilizacdo deste mineral, associado a outras moléculas, resultando numa melhora do
metabolismo de carboidratos e lipidios, reduzindo a ocorréncia de transtornos
metabdlicos e melhorando o status de salude em periodos de grande desafio
imunolégico (FURLL et al., 2010; PEREIRA et al., 2013; TEMIZEL et al., 2015).

Neste sentido, estudos demonstram que o status imune também pode ser
modulado pela administragcdo de fosforo. Dietas ricas em fésforo levam ao aumento da
resposta blastogénica de linfécitos em leitdes (KEGLEY et al.,, 2001), e dietas com
baixos niveis de fésforo prejudicam a fagocitose de células polimorfonucleadas em
ratos, cdes e seres humanos (CRADDOCK et al., 1974), além de diminuirem a
sobrevivéncia de granulocitos apos desafio bacteriano em vacas (EISENBERG et al.,
2014). No entanto, estes estudos se referem ao fosforo dietético, ou seja, o mineral na
sua forma inorganica.

Atualmente, a utilizacdo de minerais organicos é preconizada por apresentar um
aumento da eficiéncia de absorcéo e consequentemente uma maior biodisponibilidade,
em relacdo a minerais na forma inorganica (AFFCO, 1997). Além disso, ha também
reducdo do risco de antagonismo com outros minerais, pela ligacdo do metal a uma
molécula organica (SWECKER et al., 1974) e a reducado do nivel de inclusédo na dieta,
consequéncia da maior biodisponibilidade.

Fonte organica de fésforo, o butafosfan € um derivado do acido fosférico (DENIZ
et al., 2008; FURLL et al., 2010), e geralmente é utilizado em associagdo com
cianocobalamina, um cofator enziméatico da metilmalonil-CoA mutase, que converte
propionato em succinil CoA, passo essencial para a entrada deste no ciclo de Krebs
para ser utilizado na gliconeogénese (KENNEDY et al., 1990), resultando em melhora
no metabolismo lipidico e energético. Entretanto, pouco se sabe sobre a acéo isolada
da molécula de butafosfan sobre o sistema imune.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes doses de
butafosfan na contagem de leucécitos de camundongas desafiadas com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS).

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de FEtica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas/UFPel, sob o nimero 6936. O experimento foi conduzido no Biotério Central da
UFPel, utilizando 43 fémeas adultas de Mus musculus/linhagem C57BL/6, com 180
dias de idade, sob condi¢bes adequadas de experimentacdo. Os animais receberam
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agua e dieta comercial padrdo ad libitum, com controle diario da ingestdo, e foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: grupo Controle (CTL; n=15), que recebeu
injecdes de 50mg/kg de agua para injetaveis via subcuténea; grupo Butafosfan 50
(BUT50; n = 14), que recebeu injecdes subcutdaneas de 50mg/kg de butafosfan e
Butafosfan 200 (BUT200; n = 14), que recebeu injecdes subcutaneas de 200mg/kg de
butafosfan. O tratamento teve duracéo de oito dias, com aplicacdes de 12 em 12 horas.

No ultimo dia experimental, 30 minutos apds a Ultima aplicacdo dos tratamentos,
cada um dos trés grupos foi novamente dividido de forma aleatdria, e sete animais de
cada grupo foram desafiados com 500ug/kg de LPS de Escherichia coli (0111:B4,
Sigma Aldrich®, St Louis, MO, USA), via intraperitoneal. Desta forma, formaram-se seis
grupos ao total: controle (CTL; n=8), controle + LPS (CTL/LPS; n=7), Butafosfan 50
(BUT50; n=7), Butafosfan 50 + LPS (BUT50/LPS; n=7), Butafosfan 200 (BUT200; n=7)
e Butafosfan 200 + LPS (BUT200/LPS, n=7). Duas horas ap0s o desafio, os animais
foram anestesiados por via inalatoria e eutanasiados através de decapitacdo. Neste
momento foram realizadas coletas de sangue, que foram posteriormente utilizadas
para o leucograma através de reacdo de impedancia, utilizando o contador de células
semiautomético Celm CC-530 (Celm, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil).

As andlises estatisticas foram realizadas através do procedimento Mixed Models
no Programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, EUA), tendo como efeitos fixos o
tratamento, o desafio e sua interacdo, sendo considerados significativos valores de P <
0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se um nuamero aumentado de leucdcitos circulantes nos grupos
desafiados com LPS (CTL/LPS e BUT50/LPS) em relacdo aos respectivos controles
(CTL e BUT50, P <0,001 e P=0,05, respectivamente). Interessantemente, o grupo
BUT200/LPS apresentou um menor numero de leucdcitos em relacdo ao seu controle,
grupo BUT200 (P=0,05). Além disso, entre os animais desafiados, observou-se uma
menor contagem de leucdcitos circulantes no grupo BUT200/LPS em relacdo aos
grupos CTL/LPS (P=0,007) e BUT50/LPS (P=0,005), que nao diferiram entre si (P >
0,05).

Tabela 1 - Contagem de leucdcitos circulantes de camundongas desafiadas ou nédo
com LPS, tratados com diferentes niveis de butafosfan

Tratamento Contagem de leucécitos (célula/mms3)
Controle 1087,50 + 250,91°
Controle LPS 2130,55 + 268,67
Butafosfan 50 1559,12 + 268,67°
Butafosfan 50 LPS 2359,12 + 268,67/
Butafosfan 200 1873,41 + 268,67*
Butafosfan 200 LPS 1301,98 + 268,67°¢

Letras mailsculas indicam diferengas entre animais desafiados ou nao e letras mindsculas indicam
diferencas entre tratamentos, em animais desafiados. Os resultados sao mostrados como médias + erro
padrdo da média.

Endotoxinas sdo componentes celulares de bactérias gram negativas, utilizadas
ha anos como modelo para o estudo da resposta inflamatéria aguda, mediada pela
imunidade inata (ZIELEN et al., 2015). Em humanos, alguns efeitos desencadeados
por LPS sao febre, aumento das proteinas de fase aguda e de mediadores pro-
inflamatorios (LOWRY, 2005), além do aumento da contagem de leucécitos no sangue,
devido a liberacdo de neutrofilos (COPELAND et al.,, 2005). Sabe-se que em
camundongos, os linfécitos sdo os leucocitos mais numerosos na corrente sanguinea
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(WEISS; WARDROP, 2010), o que pode explicar o aumento da contagem total de
leucdcitos dos grupos CTL/LPS e BUTS50/LPS.

O grupo BUT200/LPS, no entanto, apresentou um comportamento inverso aos
demais grupos desafiados com LPS quando relacionados com seu controle. Somado
ao fato de que animais deste grupo apresentaram uma menor contagem de leucocitos
em relacdo aos outros tratamentos, é possivel que o butasfosfan tenha sido capaz de
atenuar a resposta inflamatdria, refletido na menor migracdo de leucécitos para
combater a infeccédo causada pela endotoxina baceriana, a exemplo de um estudo com
voluntarios saudaveis que foram desafiados com LPS e tratados com E5564, uma
molécula sintética que bloqueia o efeito da endotoxina e atenua os sinais da inflamacéo
(LYYN et al., 2003). Neste estudo, a dose mais alta do E5564 (200ug/kg) causou uma
diminuicdo mais acentuada da contagem de leucdcitos totais, bloqueando o efeito do
LPS sobre essa variavel. Outra hipotese é de que animais que receberam a dose mais
alta de butafosfan foram beneficiados pela energia adicional fornecida pelo
suplemento, pois a diferenciacdo de células estaminais hematopoiéticas requer altos
niveis de energia (ITO; SUDA, 2014) e, assim, mesmo um numero menor de leucdcitos
seria capaz de combater mais efetivamente a infeccdo. No entanto, analises
complementares devem ser realizadas para melhor elucidar este mecanismo.

4., CONCLUSOES

Os resultados encontrados indicam que o butafosfan atenua a resposta
inflamatoria, através da diminuicdo do numero de leucdcitos, em camundongas
desafiadas com LPS.
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