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Resumo

MATTEI, Patricia. Efeitos do butafosfan sobre o processo inflamatério em
camundongas desafiadas com endotoxina bacteriana. 2017. 35f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

O butafosfan constitui uma fonte organica de fésforo, utilizada para melhorar a
producdo de energia celular, sendo demonstrado que sua utilizacdo pode
potencializar a resposta imune humoral e celular; no entanto, o meio por qual ele age
ainda ndo € bem compreendido. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito
da administracdo subcutanea de butafosfan sobre marcadores proé-inflamatérios e de
atividade de neutréfilos em camundongas desafiadas com lipopolissacarideo
bacteriano. Quarenta e duas camundongas foram aleatoriamente divididas em trés
grupos: Butafosfan 50 (BUT50, n=14), que recebeu injecbes subcutaneas de
50mg/kg de butafosfan; Butafosfan 200 (BUT200, n=14), que recebeu injecdes
subcutaneas de 200 mg/kg de butafosfan e Controle (CTL, n=15), que receberam
placebo via subcutanea. Foram realizadas injecdes durante oito dias consecutivos,
duas vezes ao dia, e uma vez ao dia os animais foram pesados. No Ultimo dia
experimental, metade dos animais de cada grupo foi aleatoriamente selecionado
para ser desafiado com endotoxina bacteriana (lipopilissacarideo — LPS). Duas
horas apos o desafio os animais foram eutanasiados, e foram coletados sangue e
baco para a andlise de parametros hematoldgico, niveis circulantes de interleucina 6
(IL-6), 1B (IL-1B) e atividade tecidual de mieloperoxidase (MPO). Animais do grupo
BUT200 apresentaram reducéo de peso durante o experimento (P = 0.024). Grupos
tratados com butafosfan, independentemente da dose apresentaram maior contagem
de células vermelhas em relagdo ao controle (P < 0.05). Foi observada uma
diminuicdo acentuada da contagem de células brancas no grupo BUT200/LPS,
reflexo de uma diminui¢do de cerca de 50% na contagem de neutréfilos no mesmo
grupo em relagdo aos demais grupos desafiados (P < 0.001). O desafio com LPS
aumentou as concentrac¢des de interleucina-6 (IL-6) em todos os grupos (P < 0.001).
Animais ndo desafiados tratados com a maior dose de butafosfan apresentaram
aumento na contagem de neutréfilos e linfocitos (P < 0.01 e P < 0.05), maior
concentracdo de IL-6 (P < 0.001) e maior temperatura corporal (P = 0.019) antes do
desafio com LPS em relacdo aos grupos BUT50 e CTL. A utilizacdo de butafosfan
em animais ndo desafiados mostrou ser positiva, com o aumento da hematopoiese,
independente da dose utilizada, e o aumento do pool circulatério de células de
defesa, das concentracdes de IL-6 e da temperatura corporal no grupo tratado com a
maior dose. Este efeito modulatério pode mostrar-se interessante na prevencado de
situacdes de grande desafio imune, onde um numero aumentado de marcadores
inflamatorios é importante, como o cancer e o periodo de transicdo, em animais de
producdo. Frente ao desafio com endotoxina bacteriana, o grupo tratado com a
maior dose de butafosfan manteve os niveis de neutrofilos semelhantes ao grupo
nao desafiado, reiterando o efeito modulador. Assim, é primordial que os estudos
gue envolvam a relacdo do fosforo e sistema imune sejam aprofundados, para que
esta molécula que estd presente em diversas reacfes energéticas dos organismos
possa ser direcionada para a melhora do status imune e de salde geral, tanto em
animais quanto em humanos.

Palavras-chave: Fésforo organico, imunidade celular, lipopolissacarideo.



Abstract

MATTEI, Patricia. Effects of butaphosphan on inflammatory process in mice
challenged with bacterial endotoxin. 2016. 35f. Dissertagcdo (Mestrado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Butafosfan is an organic source of phosphorus, used to improve cellular energy
production, and it has been demonstrated that its use may potentiate the humoral
and cellular immune response; however, the means by which it acts is still not clear.
Thus, the aim of the study was to evaluate the effect of subcutaneous administration
of butaphosphan on pro-inflammatory markers and neutrophil activity index in mice
challenged with bacterial lipopolysaccharide. Forty-two mice were randomly divided
into three groups: Butaphosphan 50 (BUT50, n=14), that received subcutaneous
injections of 50 mg/kg of butaphosphan; Butaphosphan 200 (BUT200, n=14), that
received subcutaneous injections of 200 mg/kg of butaphosphan and Control (CTL,
n=15), that received placebo via subcutaneous. Injections were realized by eight
consecutive days, twice a day, and once a day the animals were weighed. In the last
experimental day, half of animals per group were randomly selected to be challenged
with bacterial endotoxin (lipopolysaccharide — LPS). Two hours after the challenge
animals were euthanized and blood and spleen were collected to analyze
hematological parameters, circulating levels of interleukin 6 (IL-6), 18 (IL-1B) and
myeloperoxidase (MPO) tissue activity. Animals of BUT200 group demonstrated
reduction of body weight during the experiment (P = 0.024). Groups treated with
butaphosphan, independent of dose had higher red cell count than control (P < 0.05).
A marked decrease was observed in white cell count in BUT200/LPS group, as a
result of 50% [decrease in neutrophil count in the same group compared to the other
two challenged groups (P < 0.001). The challenge with LPS increased the
concentrations of interleukin-6 (IL-6) in all groups (P < 0.001). Animals not
challenged, treated with the highest butaphosphan dose had increased neutrophil (P
< 0.01) and lymphocyte (P < 0.05) counts, higher IL-6 concentration (P < 0.001), and
higher body temperature (P = 0.019) prior to challenge with LPS related to BUT 50
and CTL groups. The use of butafosfan in non-challenged animals was demonstrated
to be positive, with increased hematopoiesis, independent of the dose used, and the
increase in the circulatory pool of defense cells, IL-6 concentrations and body
temperature in the group treated with the highest dose. This modulatory effect could
be interesting in the prevention of situations of great immune challenge, where an
increased number of inflammatory markers is important, as cancer and the transition
period, in production animals. Faced with the challenge with bacterial endotoxin, the
group treated with the highest dose of butafosfan maintained neutrophil levels similar
to the not challenged group, reiterating the modulating effect. Thus, it is primordial
that studies involving the relationship of phosphorus and immune system be
enhanced, to this molecule that is present in several energetic reactions of the
organisms could be directed to the improvement of the immune and general health
status, both in animals and humans.

Keywords: Organic phosphorus, cellular immunity, lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO GERAL

Minerais sdo substancias inorganicas necessarias a manutencao de diversos
processos bioquimicos, e todos 0s organismos Vvivos necessitam destas moléculas
para o bom andamento de seus processos bioldgicos (Soetan et al., 2010). Dentre
estes elementos, o fésforo (P) € um macromineral de importancia vital para o
crescimento e o bom funcionamento de todos os organismos vivos, e nenhum outro
mineral é conhecido por ter um numero tdo grande de funcbes essenciais. Grande
parcela desta molécula (80%) apresenta-se como constituinte de 0ssos e dentes
(Takeda et al.,, 2012), sendo responsavel, juntamente com o calcio, pela
caracteristica de rigidez e estabilidade (Grunberg, 2014). Vinte por cento do fésforo
restante esta dividido entre varias funcdes: participa como componente dos acidos
nucleicos, importante no crescimento e diferenciacdo celular; participa como
componente dos fosfolipidios das membranas celulares, atuando na permeabilidade
e seletividade das mesmas e como consequéncia, da integridade celular; por fim,
como fosfato inorganico, € um tampao eficiente, contribuindo para a manutencao do
equilibrio acido-basico de fluidos biolégicos (Cunningham, 2002; Grunberg, 2014).

Além das funcdes estruturais e de homeostase, o fosforo esta relacionado a
regulacdo do metabolismo energético, por meio de diversas vias metabdlicas. No
processo de fosforilacdo, o fésforo é adicionado a uma enzima ou outra molécula,
modulando sua atividade (Grunberg, 2014); ele constitui a molécula de
armazenamento de energia, a adenosina trifosfato (ATP), o principal combustivel
celular (Berg et al., 2006; Rollin et al., 2010) e também participa da regulacdo da
respiracdo mitocondrial, especialmente em situacdes de baixo a moderado consumo
de oxigénio (Beard, 2006), sendo taxa-limitante para a funcdo da organela (Tanaka
et al., 1989).

Dada a importancia deste mineral, diversos estudos ja foram conduzidos no
sentido de modular o status energético e 0o metabolismo lipidico em relacdo a
disponibilidade de P, principalmente em animais de producdo. A administracdo de
uma fonte organica de fésforo, associada a cianocobalamina (vitamina B12)
ocasionou melhora do metabolismo de carboidratos e lipidios, por meio da
diminuicdo das concentracdes de acidos graxos nao esterificados (AGNE), colesterol
(Pereira et al., 2013) e beta hidroxibutirato (BHB) (Furll et al., 2010) nas primeiras
semanas apés o parto em vacas, momento marcado por um grande desafio

metabdlico e imune (Bionaz et al., 2012; Trevisi et al., 2012). Concomitante a
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melhora do status energético, a administracdo da combinacdo de butafosfan e
vitamina B12 ocasionou uma melhora no status de saude, com a reducdo da
ocorréncia de transtornos metabdlicos como a cetose subclinica (Rollin et al., 2010)
e infeccbes puerperais (Furll et al., 2010) em vacas no pos parto recente. Em outro
estudo, a administracdo de uma combinacao de butafosfan, vitamina B12 e vitamina
C ocasionou uma reducao da prevaléncia de infec¢des uterinas (metrite clinica e
puerperal) e de mastite nos primeiros sete dias apds o parto de vacas leiteiras, com
efeito positivo sobre marcadores de fertilidade como intervalo parto — 12 inseminacéo

e intervalo parto-concepcéo (Bors et al., 2016).

Por outro lado, quando ocorreu a restricdo de fésforo na dieta, houve um
aumento dos niveis de triglicerideos hepéticos de camundongos alimentados com
dietas com altas taxas de colesterol, além de inducéo a esteatose hepética (Tanaka
et al., 2013); aumento da producédo enddgena de glicose, por meio de um estimulo
das rotas gliconeogénicas e de glicogendlise em camundongos, podendo ser
parcialmente causal na intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (Xie et al.,
1999; Xie et al., 2000). Em suinos, a restricdo de fosforo levou a reducbes
draméticas no crescimento e eficiéncia da conversdo alimentar em neonatos,
reduzindo também a proliferacdo de células tronco mesenquimais e células satélite
musculares, podendo causar efeitos negativos no crescimento a longo prazo
(Alexander et al., 2010).

A reducdo de transtornos metabdlicos e a melhora do status de saude em
animais de producdo e em humanos estédo intimamente ligados & melhora do status
imune. Os neutréfilos sdo os primeiros mediadores frente a invasdo de um patégeno
no organismo, participando de sua fagocitose e desencadeando uma resposta
inflamatoria de fase aguda (Segal, 2005). Por serem recrutados para uma resposta
imediata, os neutrdéfilos tém preferéncia pela utilizacdo da glicolise como via priméaria
de obtencdo de energia, uma vez que ela é 100 vezes mais rapida do que a
fosforilacdo oxidativa (Pfeiffer et al., 2011). Entretanto, células imunes quiescentes
em geral dependem fortemente da fosforilagdo oxidativa para serem ativadas e
atuarem frente a uma invasao (Delmastro-Greenwood & Piganelli, 2013). Assim,
todos esses processos metabolicos dependem fortemente de um aporte suficiente

de fosforo, para a producédo do ATP.
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O butafosfan, derivado do &cido fosfénico e quimicamente conhecido como
1-butilamino-1-metil &cido fosfénico, constitui-se numa fonte organica de fosforo, que
pode ser usado para melhorar a producéo de energia celular (Berg et al., 2006; Furll
et al., 2011). Ha e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos tratados
com butafosfan tiveram a resposta imune potencializada, com o aumento do indice
de fagocitose de macrofagos e estimulo da resposta imune humoral e celular;
entretanto, ainda ndo se sabe de que forma o butafosfan atua como um

potencializador.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Minerais organicos e imunidade

A utilizacdo de minerais na forma organica na dieta animal tem sido
preconizada nos ultimos anos, por diversas vantagens que estes apresentam em
relacdo aos minerais na forma inorganica. Um mineral organico ou quelatado
consiste de um ion de mineral ligado quimicamente a uma molécula organica
(aminoécidos, proteinas, carboidratos ou cadeias carbonadas), formando uma
estrutura com caracteristicas Unicas de estabilidade e alta disponibilidade mineral
(AAFCO, 1997). J4 os minerais inorganicos, além de estarem presentes
normalmente em alimentos de origem vegetal, sdo adicionados as dietas geralmente
na forma de sais (6xidos e sulfatos) (Swiatkiewicz et al., 2014), podendo sofrer altas
taxas de perdas durante os processos digestivos (Aksu et al., 2010). Neste contexto,
as quantidades necessarias para suprir as necessidades animais podem ser
aumentadas em até 10 vezes o recomendado pelo National Research Council - NRC
(Inal et al., 2001), levando a perdas econ6micas e contamina¢cdo do meio ambiente,
pela excrecdo excessiva (Ao et al., 2009; Leeson, 2003).

Quando utilizados na forma de sal inorganico, alguns minerais tendem a
dissociar-se ao alcancarem o trato gastrointestinal, devido ao baixo pH (Richards et
al., 2010; Underwood & Suttle, 1999). Isso explica em parte a alta susceptibilidade a
antagonismos com outros nutrientes e a formacdo de complexos insollveis,
prejudicando a absorcdo e, consequentemente, a biodisponibilidade dos minerais
(Manangi et al., 2015). Em contraste, minerais quelatados possuem uma maior
estabilidade, fornecida pela ligagdo do mineral a molécula organica, levando a um
aumento da estabilidade da molécula no trato gastrintestinal (Aksu et al., 2010) e
liberando o complexo para ser absorvido somente no intestino (Leeson, 2003). Ha
também a hipotese de que os minerais organicos utilizam mais comumente a via de
absorcdo de moléculas organicas (peptideos ou aminoacidos) em vez da via de
absorcédo dos ions inorganicos no intestino; além disso, pelos tipos de ligacdo entre
a molécula organica e o mineral (covalente e i6nica), o quelato tem a caracteristica
de ser eletricamente neutro, atravessando, desta forma, a membrana celular da
mucosa e sendo absorvido intacto, justificando as maiores taxas de absorcdo em

relacdo aos seus analogos inorganicos (Power & Horgan, 2000). Desta forma, ndo
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h& a necessidade da inclusdo de grandes quantidades minerais na dieta, e ha
também a reducdo das perdas nas excretas dos animais (Bao & Choct, 2009),
tornando 0s minerais organicos uma alternativa ao uso tradicional dos sais

inorganicos.

Diversos estudos, com diferentes espécies animais comprovam 0S
beneficios da administracdo de minerais organicos na funcéo imune. Ao substituir a
fonte inorganica por uma organica de zinco (Zn) em 50 e 75%, Nagalakshmi e
colaboradores (2016) observaram uma melhora das defesas antioxidantes,
resultando em protecdo contra dano oxidativo das células do sistema imune e
fortalecendo a resposta imune inata e a adaptativa de ratos frente a uma infecgéo
induzida. Em frangos de corte, uma dieta com suplementacdo de um mix mineral
organico contendo Zn, cobre (Cu), manganés (Mn) e selénio (Se) foi capaz de
regular a expressao de receptores da rota inflamatéria e citocinas envolvidas na
resposta imune inata, melhorando o status anti-inflamatério, comparado a uma dieta
com suplementacdo inorganica (Echeverry et al., 2016). Em aves poedeiras, a
substituicdo de Zn, Cu e Mn da forma inorganica para orgéanica teve um efeito
semelhante, com uma melhora na imunidade humoral (Mishra et al., 2014).

A suplementacdo de vacas leiteiras no final da gestacdo com um mix de
minerais organicos (Zn, Mn, Cu, Co) influenciou na resposta imune de bezerros nao
desafiados, reduzindo a expresséo de genes ligados a resposta pré-inflamatéria nos
neutréfilos e a concentracdo sanguinea de mieloperoxidase, um marcador da
atividade de neutrofilos (Jacometo et al.,, 2015). Além disso, Teixeira e
colaboradores (2014) demonstraram que bezerros suplementados com injecbes
subcutaneas dos mesmos minerais nos dias 3 e 30 ap6s 0 nascimento demonstram
uma maior atividade fagocitaria de neutréfilos em relacdo aos que nao receberam
essas injecoes.

Por meio destes e de diversos outros estudos (Batistel et al., 2016; Bun et
al., 2011; Mishra et al., 2014) percebe-se que ha fortes evidéncias que apontam para
os beneficios advindos da utilizagdo de minerais organicos sobre a performance do
sistema imune de diversas espécies animais. Entretanto, os minerais citados nos
estudos (Zn, Cu, Co, Mn, Se) ja demonstraram ser essenciais para a funcao imune,
através da participagdo como cofator enzimatico, na atuacdo em sistemas

antioxidantes, seja na proliferacdo e ativacdo de células de defesa (Mohanta & Garg,
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2014). Além disso, o foco destes estudos sdo 0s minerais-traco, elementos que sao
necessarios em quantidades muito diminutas para o perfeito funcionamento dos

organismos (Murray et al., 2000).

O fosforo € considerado um macromineral, um dos mais abundantes nos
organismos vivos, juntamente com o calcio. Estudos com macrominerais e sua
relacdo com a imunidade, especialmente o fosforo, sdo escassos; entretanto, ha
evidéncias de que estes também sdo capazes de modular a resposta imune. Dietas
com baixos niveis de fosforo prejudicam a fagocitose de células polimorfonucleadas
em cades (Craddock et al.,, 1974) e ratos (Kiersztejn et al.,, 1992). Kegley e
colaboradores (2001) demonstraram que dietas ricas em fésforo levam ao aumento
da resposta blastogénica de linfécitos em leitdes, e mais recentemente, Eisenberg e
colaboradores (2014) observaram que a restricdo do mineral pode diminuir a
sobrevivéncia de granuldcitos apdés desafio bacteriano em vacas. Desta forma,

percebe-se que ha uma estreita relacédo entre o fosforo e o sistema imune.

2.2 Relagdes entre fosforo e metabolismo energético do sistema imune

A resposta imune em vertebrados pode ser dividida em imunidade inata e
imunidade adquirida/adaptativa ou, imunidade mediada por células e imunidade
mediada por anticorpos, com a imunidade inata sendo a primeira linha de defesa
contra patdgenos (Akira & Takeda, 2004). Antes da década de 80, a imunidade inata
era vista pela comunidade cientifica como uma parte rudimentar do sistema imune,
gue tinha como objetivo ser o inicio da resposta imune adaptativa, mais sofisticada e
a quem creditava-se a protecdo do organismo infectado (O'Neill et al., 2013). Em
1989, a descoberta de receptores que reconheciam padrdes moleculares associados
a patégenos, os toll like receptors (TLRsS), que desempenham um papel crucial no
inicio da defesa do hospedeiro contra patégenos, sendo uma das vias de inicio da
cascata inflamatéria, possibilitou a compreensdo de diversos mecanismos
envolvidos com a imunidade inata e sua grande importancia para 0 organismo
(O'neill, 2006; O'Neill et al., 2013).

Dentre as principais células efetoras da defesa imune inata estdo os
neutrofilos. Eles foram descobertos e caracterizados em meados do século XIX,
juntamente com o despontar das ciéncias imunolégicas, e, por este motivo, a

elucidacao total de seu papel na resposta imune tem sido um processo continuo,
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com novas descobertas em relagcdo ao seu metabolismo e modo de agao (Amulic et
al., 2012). Eles constituem a linha de frente do sistema imune inato, sendo as
primeiras células a responderem frente a um processo infeccioso (Segal, 2005). A
funcdo destas células, que tem uma das mais curtas meia-vida celulares [entre seis
e oito horas (Tak et al.,, 2013)] é fagocitar e destruir rapidamente patdgenos
invasores como fungos e bactérias (Ganeshan & Chawla, 2014). Na maioria dos
mamiferos eles constituem cerca de 50 a 60% dos fagdcitos circulantes, entretanto
em roedores esta média cai para cerca de 20 a 30%, sendo os linfécitos os mais
numerosos (Weiss & Wardrop, 2010).

Em suma, os processos envolvidos na liberacdo dos neutréfilos para os
sitios de acao inicia com a maturacao destas células, produzidas na medula 6ssea.
Sob o comando de fatores de crescimento e citocinas, células pluripontentes
hematopoiéticas se diferenciam em mieloblastos, um tipo celular predestinado a
diferenciar-se em granuldcito. Em individuos saudéaveis, a liberagdo destas células
polimorfonucleadas na circulacdo € finamente regulada, por meio de diversas
moléculas, mantendo sempre um pool de células prontas para agir frente a uma
injuria. Quando h& uma infeccdo em curso, ocorre a ativacdo dos neutrofilos, que
passa pelo processo de reconhecimento do local para migracdo através do tecido
endotelial, a adesado a este, o0 atravessamento do endotélio e a chegada até o local
da infeccdo, com a consequente fagocitose do patdgeno, a degranulacdo e a
liberacdo de armadilhas extracelulares [do inglés, NETs — neutrophil extracelular
traps (Amulic et al., 2012; Seely et al., 2003)].

Para que toda a cascata acima descrita ocorra, diversas moléculas
necessitam ser ativadas, sendo que um dos meios para que isto ocorra € a
fosforilacdo mediada pelas quinases, enzimas que transferem grupos fosfatos de
moléculas doadoras de alta energia (como o ATP) para moléculas-alvo especificas.
Por exemplo, o reconhecimento de sinais inflamatérios endoteliais, por proteinas de
adesdo expressas na superficie dos neutréfilos ativam diversas quinases, incluindo
as da familia Src, Syk, fosfoinositida 3-quinase (PI3k) e proteina quinase p38 ativada
por mitdgeno (Segal, 2005). A ativacdo destas moléculas culmina numa série de
alteracbes na estrutura do neutrofilo, preparando-o para a adesdo ao tecido
endotelial. A NADPH oxidase (do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate), enzima que faz parte da ativagédo da via oxidativa de morte bacteriana

mediada pelos neutréfilos possui seis subunidades, e a fosforilacdo de pelo menos
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quatro delas € um passo essencial em sua ativacdo (Groemping et al., 2003).
Somado a isso, a rota dos TLRs também depende fortemente da fosforilacdo de
seus intermediarios para sua ativacdo (Akira & Takeda, 2004), ou seja, ha um
elevado requerimento energético para a migracdo destas ceélulas imunes até os
sitios de infeccdo, além do aumento da demanda de energia para a ativacdo da
fagocitose e consequente morte celular (Kominsky et al., 2010).

Estudos que datam da década de 50 demonstram que os neutrofilos sao
altamente dependentes de glicose para a producdo de ATP via glicolise aerdbia
(Sbarra & Karnovsky, 1959; Valentine & Beck, 1951). Apesar de a fosforilagao
oxidativa resultar numa producéo liquida de 38 moléculas de ATP e a glicolise
apenas dois, os neutrofilos tém preferéncia pela utilizacdo desta via para obter
energia, o que, a primeira vista, pode parecer desvantajoso para a célula
(Delmastro-Greenwood & Piganelli, 2013). Entretanto, o ambiente hipdxico a qual
geralmente eles se deslocam, somado ao fato de possuirem poucas mitocéndrias
(van Raam et al., 2006) resultam numa diminuicdo da dependéncia da fosforilacédo
oxidativa. Aliado a isso, o fato dos neutrofilos responderem prontamente a uma
invasao requer a utilizacdo de uma via metabdlica igualmente rapida, que é provida
pela glicélise, 100 vezes mais rapida que a fosforilagcdo oxidativa (Pfeiffer et al.,
2001).

2.3 Modulacgéo do sistema imune por meio da utilizagdo de fosforo

O status imune pode ser modulado, tanto pela suplementacdo quanto pela
deficiéncia de fosforo. Desde a década de 70, cientistas vém estudando o papel do
fésforo no sistema imune, e demonstraram inicialmente que em cées, a
hipofosfatemia causa a diminuicdo dos niveis de ATP tanto em eritrocitos quanto em
leucécitos, proporcionalmente a diminuicdo dos niveis de fosfato plasméatico. Além
disso, em animais com hipofosfatemia extrema, a quimiotaxia e a atividade
fagocitica de leucdcitos foram reduzidas drasticamente (Craddock et al., 1974). Em
ratos submetidos a deplecdo de fosfato, a capacidade fagocitica de células
polimorfonucleadas também foi prejudicada, demonstrando os roedores como um
bom modelo para o estudo da interagéo entre fosforo e sistema imune (Kiersztejn et
al., 1992). Em witefish Europeu, ha evidéncias de que ha uma reducéo da producao
de anticorpos ap0s imunizacdo em animais que recebiam dietas com baixos niveis

de fésforo (Jokinen et al., 2003). Ja em vacas leiteiras, apesar de haver uma
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diminuicdo do numero e da sobrevivéncia de granuldcitos, a capacidade fagocitaria
dos mesmos e a linfoproliferacdo n&o foi afetada frente a deplecdo do mineral
(Eisenberg et al., 2014). Além disso, a suplementacao de fosforo na dieta de vacas
leiteiras em lactac&o nao influenciou a linfoproliferacdo nem a atividade fagocitica de
neutrofilos (Mullarky et al., 2009).

Tomados em conjunto, os estudos supracitados apontam para a existéncia
de diferencas espécie-especificas na relacdo fésforo-sistema  imune.
Aparentemente, o efeito de dietas com baixos niveis de fésforo sdo mais evidentes
em mamiferos ndo-ruminantes do que em ruminantes, onde o fésforo pode estar
mais disponivel devido a atividade da microbiota ruminal (Heyer et al., 2015). Além
disso, por meio dos estudos envolvendo a atividade das células fagocitarias, pode-
se supor que uma disponibilidade consideravel de P é essencial para manter as
funcbes das células imunes normais. Em contraste com o estudo de Mullarky e
colaboradores (2009), o aumento da disponibilidade de fésforo em suinos aumentou
linearmente a resposta blastogénica de linfocitos; entretanto, frente a um desafio
bacteriano, ndo houve interacdo do fésforo com a resposta imune celular (Kegley et
al., 2001).

Todos os trabalhos citados até o momento resultam de estudos realizados
com fosforo dietético, ou seja, fésforo inorganico, e os mecanismos pelo qual o
fosforo organico influencia o status imune ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Sabe-se da existéncia de apenas um trabalho utilizando como fonte
organica de fosforo o butafosfan, para melhorar a atividade do sistema imune. Nele,
Ha e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos tratados com
butasfosfan injetavel tiveram a resposta imune potencializada, com o aumento do
indice de fagocitose de macréfagos e estimulo da resposta imune humoral e celular;
entretanto, ainda ndo se sabe de que forma o butafosfan atua como um

potencializador.

2.4 Respostas do sistema imune inato frente a uma infecgao
O sistema imune inato € composto de um grande numero de receptores
celulares e citosolicos de reconhecimento de padrdes (PRRs, patern-recognition
receptors) (como os TLRs, por exemplo), que sao utilizados para a deteccédo de
padrées moleculares associados a patdégenos (PAMPs, pathogen-associated

molecular patterns), regides conservadas de bactérias (lipopolissacarideo - LPS, por
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exemplo), fungos e virus. Uma resposta humoral efetiva depende do
reconhecimento destes padrdes e da sinalizagdo por meio de moléculas
adaptadoras e efetoras (Yin et al., 2015). Neste sentido, a ativacdo dessa resposta
ocorre inicialmente por meio da acao dos indutores, dentre 0s quais 0s mais comuns
sdo os PAMPs, citocinas e antigenos processados, que sinalizardo para as células
imunes o inicio da resposta efetora. Estes sinais serdo detectados por PRRs,
receptores de citocinas e de antigenos, resultando na ativacdo de vias de
sinalizacao distintas e que tem como objetivo comum a eliminacdo do patégeno
(Ganeshan & Chawla, 2014).

As citocinas sdo um grupo de pequenas proteinas que atuam como
reguladores-chave da resposta imune (Dinarello, 2000). Apds o reconhecimento de
PAMPs por PRRs de células imunes, a producdo de mediadores quimicos na forma
de citocinas é aumentada e, dependendo do estimulo que desencadeou a resposta,
diferentes reacdes serédo produzidas. A resposta produzida pelo reconhecimento do
LPS, por exemplo, causa a ativacdo de uma cascata inflamatéria mediada por
diversos fatores de transcricdo, dentre eles o NF-kB (do inglés, nuclear fator kappa
B), que leva ao aumento da expresséao de citocinas pro-inflamatoérias como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e a interleucina 1 beta (IL-1B) (Fan
& Cook, 2004; Greenhill et al., 2011; Palsson-McDermott & O'Neill, 2004).

A IL-1B pertence a familia de mediadores IL-1, associada tanto a inflamacao
aguda quanto cronica. E produzida principalmente por macréfagos, mondcitos,
células dendriticas, neutrofilos, e em menores quantidades por linfocitos B e células
natural killer (Basran et al., 2013; Netea et al., 2015). Dentre as principais funcdes da
IL-18 pode-se citar a inducéo da expressédo de moléculas de adesédo, que promovem
a infiltracédo de células inflamatérias da circulacéo para o espaco extravascular, rumo
ao tecido lesado; induz o aumento da expressao génica e a sintese de cicloxigenase
tipo 2, fosfolipase A, e prostaglandina 2E, que resultam em febre, vasodilatacdo e
hipotensao; estimula a sintese de proteinas de fase aguda e o aumento do niamero
de neutrdfilos na corrente sanguinea (Dinarello, 2009).

A IL-6 é uma citocina pleiotropica pertencente a familia IL-6, e desempenha
fungbes paradoxais anti e pro-inflamatorias (Scheller et al., 2011). No entanto, esta
molécula é tradicionalmente conhecida por suas propriedades pro-inflamatérias,
como regulador da resposta de fase aguda, inducdo da producdo de proteinas de

fase aguda no figado, e diferenciagcdo de macrofagos (Hirano et al., 1990), além de
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controlar a hematopoiese (Jones et al., 2005). Além disso, sabe-se que a IL-6 € uma
molécula chave para transicdo da resposta imune inata para a adaptativa, através da
inducdo da apoptose de neutrdfilos, contribuindo para a resolucdo da infiltracéo
aguda destas células no tecido lesado, permitindo o inicio da resposta adaptativa e
prevenindo o dano tecidual (Kaplanski et al.,, 2003). A IL-6 é produzida por
praticamente todas as células do sistema imune, sendo que seus maiores ativadores
sdao as interleucinas 1B e TNF-a; entretanto, ela € também ativada por TLRs,
prostaglandinas e adipocinas (Hunter & Jones, 2015). Concentracdes elevadas
desta molécula sdo associadas a perturbagbes da homeostase, principalmente
causadas por endotoxemia e infec¢des agudas (Kishimoto et al., 1992).

Além de mediadores inflamatorios, o sistema imune também utiliza proteinas
produzidas pelos neutréfilos para o controle efetivo da infecgcdo. A mieloperoxidase
(MPO) constitui cerca de 5% do total de proteinas do neutréfilo, sendo um dos
principais constituintes dos granulos azurofilicos (Klebanoff et al., 2013). Quando
ativa, esta enzima tem a capacidade Unica de oxidar o ion cloridro, além de utilizar o
perdxido de hidrogénio formado no burst oxidativo para gerar &cido hipocloroso e
outras espécies reativas de oxigénio, que contribuem na defesa do hospedeiro
contra infeccbes bacterianas e fangicas (Kothari et al., 2011). Além disso, a MPO
estd envolvida na formagédo de neutrophil extracelular traps, as NETS, que fazem
parte da resposta extracelular dos neutrdfilos a infeccbes (Parker et al., 2012). Este
mecanismo foi caracterizado pela primeira vez em 2004, e consiste em um
emaranhado de cromatina e proteinas nucleares associadas a proteinas
provenientes de granulos dos neutréfilos, incluindo a mieloperoxidase, que tem por
objetivo neutralizar e eliminar bactérias extracelularmente (Brinkmann et al., 2004).
Apoés a ativacdo por LPS, por exemplo, os neutréfilos iniciam uma programacao que
culmina com sua morte e a formacao de NETs (Brinkmann & Zychlinsky, 2007). Os
mecanismos moleculares que envolvem a formagao de NETs e da morte bacteriana
causada por eles ainda nao foram completamente elucidados; entretanto, um estudo
recente demonstrou que na auséncia total de MPO, a formagdo das NETs é
totalmente bloqueada, ou prejudicada quando os niveis da enzima sdo baixos
(Metzler et al., 2011). Desta forma, percebe-se que a MPO é uma peca chave na

resposta inata efetiva contra patdgenos.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese
O butafosfan potencializa a resposta imune inata, pela melhora da atividade
de neutrofilos e producdo de mediadores inflamatoérios, fortalecendo a morte

bacteriana frente a um desafio com LPS em camundongas.

3.2 Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo subcutanea de
butafosfan sobre marcadores pro-inflamatérios e de atividade de neutréfilos em

camundongas desafiadas com LPS bacteriano.

3.3 Objetivos Especificos

o Avaliar o efeito do butafosfan sobre parametros hematolégicos
de animais desafiados ou ndo com LPS;

o Avaliar o efeito do butafosfan sobre concentracbes sanguineas
de citocinas pré-infamatorias em animais desafiados ou ndo com LPS;

o Avaliar o efeito do butafosfan sobre a atividade de

mieloperoxidase em animais desafiados ou ndo com LPS.
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4 CAPITULO 1

4.1 Artigo 1 — Pro-inflammatory response markers and neutrophil activity index
of mice treated with butaphosphan and challenged with bacterial endotoxin
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Abstract: Butaphosphan, an organic source of phosphorus, potentiates humoral and cellular immune
responses; however, it is still not clear how this occurs. This study aimed to evaluate the effect of
subcutaneous administration of injectable butaphosphan on pro-inflammatory markers and
neutrophil activity index in mice challenged with bacterial lipopolysaccharide. Forty-two mice were
randomly divided into three groups: Butaphosphan 50 (BUT50, n=14), that received injections of 50
mg/kg of butaphosphan; Butaphosphan 200 (BUT200, n=14), that received injections of 200 mg/kg of
butaphosphan and Control (CTL, n=15), that received placebo. Subcutaneous injections were
performed for eight consecutive days, twice a day. In day 8, half of animals per group were randomly
selected to be challenged with bacterial lipopolysaccharide. Two hours after the challenge animals
were euthanized, blood and spleen collected to analyze hematological parameters, circulating levels of
interleukin 6 (IL-6), 1p (IL-1B) and myeloperoxidase (MPO) tissue activity. Mice treated with
butaphosphan had a lower body weight compared to control mice. Red blood cell count was higher in
butaphosphan treated groups. White blood cell count was lower in BUT200/LPS, as result of the
decreased on neutrophil count in 50%. Defense cells, IL-6 and temperature were elevated in BUT200
group. The use of butaphosphan modulates positively the immune response, both in challenged and
not challenged animals.

Keywords: organic phosphorus; cellular immunity; lipopolysaccharide

1. Introduction

Phosphorus (P) is a macromineral involved in several essential functions in all living organisms.
A major part (80%) of P is stored in bones and teeth [1], and the other 20% play different roles, such as
component of nucleic acids, phospholipids of biological membranes and buffers systems [2,3].
However, the most important function of P is implicated on its tight relationship with energy
metabolism. It is a constituent of an energy storage molecule, the adenosine triphosphate (ATP), the
main cellular fuel [4,5]. Furthermore, several metabolic pathways are modulated by phosphorylation
and depend on P availability.

As the other cells of the organism, immune cells have high dependence of P to entirely fulfill
their functions. Since the 70’s decade, scientists have been studied the relationships between P and
immune response, initially demonstrated in dogs, where phosphate depletion led to a decrease in ATP
levels of leukocytes, impairing the phagocytic capacity of these cells [6]. As P is required for DNA and
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protein synthesis, it is first sequestered by dividing cells, causing a competitive disadvantage in non-
dividing cells, as the leukocytes, which can be a plausible mechanism. This speculation finds
substantiation in a study when dysfunctions in red cells, platelets, brain cells and leukocytes, all non-
dividing cells, have been described in hypophosphatemic subjects [7]. Also a similar effect was
observed in rats, specifically in polymorphonuclear cells (PMNLs) [8], where the impairment of
phagocytosis was associated to lower phosphorus levels. Previously, it was postulated that
hypophosphatemia would induce to a chronic increase of intracellular calcium (Ca) that would cause
impairment of mitochondrial oxidation, production of ATP and cellular toxicity in pancreatic islets [9]
and brain synaptosomes [10]. However, when a Ca channels blocker was used, the levels of ATP were
not normalized, indicating that the low content of ATP in PMNLs is not a total consequence of Ca
increase, but also due to P deficiency [8]. Taken together, these studies point out to the importance of
P availability to maintain the normal function of immune cells.

In weaning piglets, the increased dietary availability of phosphorus increased linearly the
blastogenic response of lymphocyte face to stimulation with mitogen; however, when challenged with
lipopolysaccharide, there was not interaction between P and cellular immune response, and there was
a decrease on antibody response [11]. Mullarky and colleagues (2009) demonstrated that different
levels of dietary phosphorus (low, medium and high) in the diet of lactating dairy cows did not affect
both lymphocytes proliferation and phagocytic activity of neutrophil. Apparently, changes on P
availability are most evident in non-ruminant rather than ruminant animals, when P could be more
available due the ruminal microbiota activity [13]. However, in our knowledge, most of published
results use dietary phosphorus/phosphates. Therefore, the mechanisms by which organic sources of
phosphorus in an injectable via influence the immune status are still not clear.

Butaphosphan is a molecule derived of phosphonic acid (1-butilamine-1-metyl phosponic acid)
and constitutes an organic source of phosphorus, which can be used to improve the production of
cellular energy [4,15]. In our knowledge, there is only one study linking butaphosphan and immune
system, in which it was demonstrated that mice treated with intravenous injections of butaphosphan
had increased macrophages phagocytosis index and humoral and cellular responses ameliorate face to
immunization, with the increased CD4 and CD8 lymphocytes populations [16]. However, it is still not
clear how the butaphosphan acts as an immune stimulator at cellular levels in the innate immunity
response. In this sense, our hypothesis was that immune cells could have their functions enhanced by
an extra supply of organic source of phosphorus. Thus, we aimed to investigative if butaphosphan
potentiates neutrophil activity, through the evaluation of pro-inflammatory cytokines and a marker of
neutrophil activity in mice challenged with bacterial lipopolysaccharide (LPS).

2. Materials and Methods

2.1 Animals and experimental procedures

The experimental protocol was approved by the Animal Welfare Commission of Federal
University of Pelotas (Rio Grande do Sul State, Brazil), under the number 6936, and all procedures
were conducted according to the guidelines of laboratory animal use in research.

Female C57BL/6 mice, 28 weeks old, were obtained from Central Vivarium/UFPel. Mice were
housed in groups of 7 animals and disposed in air circulating shelves, with controlled temperature
and humidity (22-25°C and 60-70%, respectively), with 12:12h light-dark cycling (lights from 7 a.m. to
7 p.m.) The animals had free access to water and pelleted diet, and were weighed daily, with a digital
electronical balance.

Mice were randomly divided into three groups: Butaphosphan 50 (BUT50, n=14), that received
subcutaneous injections of 50 mg/kg of butaphosphan, Butaphosphan 200 (BUT200, n=14), that
received subcutaneous injections of 200 mg/kg of butaphosphan and Control (CTL, n=15), that
received water for injection subcutaneous. Injections were performed for eight consecutive days, with
an interval of application of 12 hours (adapted from Ha et al., 2005). Butaphosphan was dissolved in
water for injection.
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2.2 Endotoxin challenge

On the last experimental day (Day 8), 30 minutes after the last application of the treatments, half
of the animals of each group were randomly selected to be challenged with LPS. Mice were injected
intraperitoneally with 500 ng/kg of endotoxin derived from Escherichia coli (0111:B4, Sigma Aldrich®, St
Louis, MO, USA). Therefore, the final groups were: Control (CTL, n=8), Control + LPS (CTL/LPS, n=7),
Butaphosphan 50 (BUT50, n=7), Butaphosphan 50 + LPS (BUTS50/LPS, n=7), Butaphosphan 200
(BUT200, n=7) and Butaphosphan 200 + LPS (BUT200/LPS). Animals were monitored on rectal
temperature at time 0 (immediately before the challenge), 60 and 120 minutes after the challenge.

2.3 Tissue and blood harvesting

Two hours after the challenge with LPS, the animals were anaesthetized via inhalation with
Halotane (Crisalia, Brasil), and then euthanized by decapitation. Blood was collected directly of
cervical region in EDTA-KF tubes. An aliquot of whole blood was used to perform hemogram. The
remaining blood was centrifuged at 3000xg for 15 minutes at 4°C, plasma was isolated and stored at -
80°C for further analysis. In addition, spleens were harvested, snap-frozen on liquid nitrogen and
stored in cryogenic tubes at -80°C until further analysis.

2.4 Hematological Analysis

Whole blood was used to perform red blood cell count (RBC) and white blood cell count (WBC),
by impedance reaction, using a semi-automatic cell counter (Celm CC-530 - Celm, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brasil). An aliquot was used to perform the differential count of leukocyte, through blood smears,
using glass slides (Glass Slides to Microscopy Exacta - Perfecta, Sao Paulo-SP) and stained with
Panoptic Dye (Laborclin, Parand, Brazil).

2.5 Blood cytokines

Plasma samples were appropriately diluted and evaluated using a mouse IL6 and IL13 ELISA
kits (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO). Briefly, 100uL of sample and standards were added to each well,
allowed to incubate for 2.5 hours, and then washed. A detection antibody specific to each cytokine
was then added and allowed to incubate for 1 hour before washing. HRP-Streptavidin was used to
detect the presence of bound antibodies, incubated for 45 minutes, and then washed. Colorimetric
TMB Reagent was added to each well, incubate for 30 minutes and washed. At last, Stop Solution as
added to each well and the plate was read at 450nm immediately, in a plate reader (Thermo Plate
Reader, Brazil). The absorbance readings were then used to calculate the total concentration of
cytokine based on the standard curve generated.

2.6 Myeloperoxidase assay

The analyze of myeloperoxidase activity was performed following the protocol of Pulli et al.
(2013), with modifications. In brief, half of spleens were washed three times with PBS and incubated
for 2 hours in an extraction buffer (0,32M sucrose [Synth, Sao Paulo], ImM CaClz [Vetec Quimica Fina,
Rio de Janeiro, Brazil], 10U/mL Heparin [Blau Farmacéutica, Sao Paulo, Brazil] in Hanks Balanced Salt
Solution (Life Technologies, Sao Paulo, Brazil). After incubation, samples were centrifuged at 1000xg
for 10 minutes, and the supernatant underwent protein precipitation by slowly mixing with 4 parts
ice-cold acetone (Synth, Sao Paulo, Brazil). The acetone-protein mixture was then incubated for 1 hour
at -20°C, and proteins were precipitated by centrifugation at 3500xg for 15 minutes at 4°C. The
supernatant was discarded and the protein pellet was air-dried and ressuspended in PBS. Then, 10 pL
of prepared sample were combined with 80uL 0,75mM H:0: (Synth, Sao Paulo) and 110uL TMB
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solution (2,9mM TMB [Sigma Aldrich, St Louis, MO] in 14,5% DMSO [Synth, Sao Paulo, Brazil] and
150mM sodium phosphate buffer at 5,4pH), placed in a reaction plate (96-well) and incubated at 37°C
for 5 minutes. The reaction was stopped by adding 50uL 2M H2SOs (Synth, Sao Paulo, Brazil), and
absorption was measured at 450 nm to obtain MPO activity.

2.7 Statistical Analysis

The results are presented as mean + standard error of mean (SEM). Data were analyzed with
PROC MIXED procedure of SAS 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Fixed effects in the model were
butaphosphan treatment, the challenge with endotoxin and their interaction. Random effect was
animal within the treatment. Hematological analyzes, cytokines and myeloperoxidase concentrations
were log2-scale transformed if needed to comply with normal distribution of residuals and back-
transformed. Least squares means separation was performed using the PDIFF statement. Statistical
significance was declared at P < 0.05 and tendencies at P <0.10.

3. Results

3.1 Weight

Initially animals had similar body weight (P > 0.05), however after eight days of treatment with
butaphosphan, animals from BUT200 group had a lower body weight compared to BUT50 (22.08g x
22.54g; P = 0.025) and CTL (22.08g x 23.10g; P < 0.001). BUT50 animals also presented a lower body
weight related to CTL (22,54g x 23,10g; P = 0.003; Figure 1). Mice from group BUT200 demonstrated
reduction of body weight during the experiment (P = 0.024).
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Figure 1 — Average body weight of mice treated with different doses of butaphosphan throughout the
experiment. Uppercase letter indicates differences between treatments at the end of the study.
Lowercase letter indicates differences between the first and the last day of the study within the
treatments.

3.2 Hematological analysis

All the results regarding hematological counts are presented on Table 1. There was a treatment
effect on RBC, with increased erythrocytes on groups BUT200 and BUT50 compared to CTL (P <0.001
and P = 0.015, respectively). There was no effect of challenge or treatment and challenge interaction on
RBC count.

There was a treatment by LPS interaction effect on WBC and a trend was observed for higher
WBC on challenged animals (LPS) compared with the ones that were not challenged (No LPS) (P =
0.094). When challenged, the higher dose of butaphosphan reduced the leukocytes count (BUT200/LPS
vs. CTL/LPS; P = 0.007 and BUT200/LPS vs. BUT50/LPS; P = 0.005), however there was no difference
between CTL/LPS and BUT50/LPS groups. When comparing the treatments without the LPS
challenge, the treatment with butaphosphan, independently from the dose, increased the WBC (P <
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0.05). Interestingly, when animals were challenged, CTL group increased WBC (CTL vs. CTL/LPS; P <
0.001), BUT50 response were similar when challenged or not (BUT50 vs. BUT50/LPS; P > 0.05) and
BUT200 group reduced the WBC when challenged with LPS (BUT200 vs. BUT200/LPS; P = 0.035).

Table 1 — Hematological parameters of mice treated with different doses of butaphosphan and

challenged with LPS.
Hematological
count (cell/mm?3)  Treatment LPS No LPS SEM  TREAT LPS  TREAT*LPS
CTL 8665000 8655000 301483
RBC BUT50 9703333 96314294 301483  <0.001  0.657 0.689
BUT200 9808333 102100004 301483
CTL 2128.572v* 1087.508 184.39
WBC BUT50 1866.67° 1557.144  199.16  0.776 0.094 <0.001
BUT200 1300.00<  1871.424  184.39
CTL 1267,14v* 225.628 119.15

Neutrophil BUT50 1230,000* 324.008 128.70 0.758 <0.001 <0.001
BUT200 633,867 742.574 119.15

CTL 776.57° 808.758 102.49
Lymphocyte BUTS50 555.432b* 1098.434 102.49 0914  <0.001 0.021
BUT200 519.862* 1053.86* 102.49

Cell/mm? - cell per cubical millimeters. RBC: red blood cell count. WBC: white blood cell count. SEM:
standard error mean, represents the highest value. Capital letters indicate differences between
treatments without LPS challenge. Lowercase letters indicate differences between treatments with LPS
challenge. Asterisk indicates differences between challenged and unchallenged animals inside
treatments.

Neutrophil count also presented a treatment by LPS interaction and LPS effect. The treatment
with the higher dose of butaphosphan, when challenged with LPS (BUT200/LPS), reduced almost 50%
the neutrophil count when compared with BUT50/LPS and CTL/LPS (P < 0.001). However, an opposite
response was observed when animals were not challenged with LPS, where the BUT200 groups had
higher neutrophil count than BUT50 and CTL groups (P < 0.01). The challenged with LPS increased
the neutrophil count in the CTL and BUT50 groups (P < 0.001 for both), however, when animals were
treated with the higher dose of butaphosphan, there was no effect of LPS challenge for neutrophil
count.

For lymphocyte count it was also observed a treatment by LPS interaction and LPS effect. When
animals were not challenged with LPS, lymphocyte count increased when treated with butaphosphan,
independently from the dose, when compared to control (P < 0.05). However, when challenged with
LPS, BUT200/LPS tended to reduce the lymphocyte count compared to CTL (P = 0.081). The challenge
with LPS reduced the lymphocyte count on the groups treated with butaphosphan (BUT200 and
BUT50; P <0.001 for both), while CTL were not affected by the challenge.

3.3 Temperature profile post-LPS challenge

There was a difference between body temperatures of the animals before the LPS challenge. The
BUT200/LPS group demonstrated higher body temperature related to CTL/LPS group (P = 0.019).
After the challenge, this pattern was sustained, and at 120 minutes was observed a higher temperature
also in BUT50/LPS group, related to the CTL/LPS (P = 0.028). No significant differences were observed
between the initial and the final temperature in any treatment (P > 0.05).
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Figure 2 — Body temperature after challenge with bacterial endotoxin in mice treated with
different doses of butaphosphan. Time 0 indicates the basal temperature and capital letters indicate
differences between treatments at the same time.

3.4 Cytokine’s concentration

IL-6 concentration was affected by treatment, LPS challenge and their interaction, while IL-1B
concentration remained unchanged (Table 2). The higher dose of butaphosphan (BUT200) increased
circulating IL-6 compared to BUT50 and CTL (P < 0.001 for both) when animals were not challenged
with LPS. However, when challenged with LPS, the treatment with butaphosphan did not affect IL-6
concentrations (P > 0.05). However, the challenge with LPS increased the IL-6 concentrations in all
groups (P <0.001).

Table 2 — Serum concentrations of pro-inflammatory cytokines of mice treated with different doses of
butaphosphan and challenged with LPS.

Pro-inflammatory

cytokines (pg/mL)  Treatment LPS NoLPS SEM TREAT LPS TREAT*LPS
CTL 3349,47* 248,888 48,46
IL-6 BUT50 3399,24* 315,358 64,11 0.001 <0.001 <0.001
BUT200 3338,36* 725,91~ 74,03
CTL 67,7436 73,2846 18,41
IL-1B BUTS50 74,6667 84,4062 18,41 0.767 0.456 0.942
BUT200 74,3077 92,1538 18,41

Pg/mL: pictograms by milliliters. IL-6: interleukin 6. IL-1{: interleukin 1 beta. SEM: standard error
mean, represents the highest value. Capital letters indicate differences between treatments without

LPS challenge. Asterisk indicates differences between challenged and unchallenged animals inside
treatments.

3.5 Myeloperoxidase Activity
Overall, effects of treatment, LPS challenge and their interaction were not observed for

myeloperoxidase activity (P > 0.05; Table 3). However, there was a trend of increased myeloperoxidase
activity in BUT200/LPS group compared to BUT200 (P = 0.069).



28

Table 3 — Tissue activity of myeloperoxidase of mice treated with different doses of butaphosphan
and challenged with LPS.

Absorbance relative

to 450 nm Treatment LPS No LPS SEM  TREAT LPS TREAT*LPS
CTL 0.9945 1.0000 0.3216
MPO activity BUTS50 0.8357 1.1065 0.3216 0.9037  0.5087 0.2346
BUT200 1.5087 0.7066  0.3216

MPO: Myeloperoxidase. SEM: standard error mean, represents the highest value. Control group
without challenge is consider as 1, and the other values are confronted with it.

4. Discussion

Studies carried out by our research group have demonstrated the benefits of butaphosphan, on
modulation of energy and lipid status, mainly in livestock animals (ewes and cows). Individuals
treated with butaphosphan during periods of great immunological challenge, as the days around the
parturition, demonstrated improvement of lipid and energy metabolism, resulting in a lower
predisposition to metabolic disorders and ameliorating productive and reproductive indices,
reflecting an enhanced of general health status [27,28,29,30]. However, in this studies, as in others
[5,15,31], the butaphosphan was used in association with cyanocobalamin. The cyanocobalamin (or
vitamin B12) is an enzymatic co-factor of metylmalonyl — CoA mutase, that convert propionate to
succinil CoA, an essential step for its entrance to acid citric cycle, to be used on gluconeogenesis [32].
As far as we know, our study is the first that aims to clarify how butaphosphan acts as an immune
stimulator and the relations of organic injectable phosphorus with the immune function.

Mice treated with butaphosphan had a lower body weight compared to control mice, with greater
weight loss in the group with the higher dose of butaphosphan. Similar results were observed by
other authors with inorganic phosphorus, with a lower body weight gain and lower food intake in
diets with higher amounts of dietetic phosphorus [33, 34, 35]. In contrast, when the inorganic
phosphorus was provided after a deprivation of phosphorus in rats, the body weight was increased
immediately, with an equal effect on food intake [36]. Thus, both deprivation and supplementation of
dietetic phosphorus exert an effect on body weight and on appetite [37]. However, the exact
mechanism by which organic phosphorus exerts effect on body weight is not clear. Another
hypothesis for the decrease of body weight could be found in the closely relation of phosphorus and
calcium metabolism. The increase of dietetic phosphorus without an adequate calcium balance
induces to hormonal changes, which is equivalent to a mild hyperparathyroidism, with decrease of
1,25-dihydroxyvitamin D3 [38] and consequent increase of bone reabsorption and reducing bone mass
[1, 39].

The increase of red blood cell count in the groups treated with butaphosphan observed in our
study was previously reported by others that utilized the association of butaphosphan and
cyanocobalamin in dogs [49] and horses [50]. However, this effect was strongly associated with the
cyanocobalamin, essential to the normal maturation and development of red globes [51]. Our study is
the first that demonstrates that organic phosphorus can enhance the production of red cells alone, and
is possible that this increase reflet in the 2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG) intracellular
concentrations. 2,3-DPG is known to be a major determinant of the avidity of binding of oxygen to
hemoglobin; thus, the higher erythrocyte content of 2, 3-DPG, the more easily hemoglobin deliver its
oxygen to tissues [52, 53], improving tissue oxygenation.

An interesting pattern was observed in the not challenged groups treated with butaphosphan,
with a more pronounced increase on neutrophil and lymphocyte count and higher IL-6 serum
concentrations on BUT200 group. This, in addition to the higher body temperature observed on the
same group even before the challenge and during the experiment indicates an immune modulation
mediated by phosphorus. The higher levels of IL-6 in this group cause the increase on neutrophils on
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circulation, because this cytokine stimulate the release of these cells from bone marrow [61]. Also, IL-6
is known to be able to induce a febrile response [60], as confirmed by the higher rectal temperature of
mice of BUT200, compared to BUT50 and CTL groups during the experiment. Whit an extra supply of
phosphorus, the non-dividing cells (neutrophil and lymphocyte) could have been benefited, using this
surplus to the cellular division and DNA production, increasing its pool in blood circulation and being
ready to act in response to an injury. In contrast, during the hypophosphatemia, diverse authors have
demonstrated that non-dividing cells are affected by the depletion of phosphorus, not only on
number, but also in their activity [6, 7, 8].

Isolated, the highest dose of butaphosphan was able to increase the number of circulating
neutrophil and lymphocyte; in parallel, when there was the challenge with LPS, the animals treated
with the same dose demonstrated a decrease on WBC, reflex of the decrease on lymphocyte count.
However, the number of neutrophil did not was increased, as seen in the other two challenged group,
regarding its controls (BUT50 x BUT50/LPS and CTL x CTL/LPS). Actually, the number of neutrophil
on BUT200/LPS group, that was increased with the butaphosphan treatment alone, sustained the same
levels on circulation when was challenged. In addition, young forms of neutrophil was not seen in the
circulation (data not shown), which leads us to believe that the immune system was successful in
fighting against the infectious process.

The systemic administration of LPS in laboratory mice triggers to an acute phase response, that
can include fever [40] or an hypothermic response, as some studies have demonstrated [45,46]. This
variation could be explained by the differences in the dose of LPS utilized in each study. Intermediary
doses of LPS generally cause fever [42, 43, 44]; in other hand, highest doses of LPS can cause an
hypothermic effect [45, 46]. In our study we do not observed any increase on body temperature during
the experiment, inside the treatments, that could be explained by the lower dose utilized in the
endotoxin challenge, as seen by Copeland et al. (2005). In parallel, the greater concentration of IL-6 in
all challenged groups confirm that that the endotoxin challenge was effective, since IL-6 is a classical
pro-inflammatory cytokine and its concentration is increased during acute-phase immune response
[20]; then, the dose was sufficient to initiate an acute response, but not to increase the body
temperature.

In our study, we observed that a high dose of injectable butaphosphan is responsible to cause
an inflammatory response, increasing inflammatory markers (defense cells, IL-6 and body
temperature), and faced to a challenge, the number of neutrophil do not change, sustained the same
circulating levels. In addition, there was an effect of butafosfan on increase of hematopoiesis,
independent of the dose utilized. This modulatory effect could be consider positive, in the prevention
or as a coadjuvant in the treatment of disease where there are a great immunological challenge, as the
cancer in humans and in periods as the peripartum in livestock animals. In both situation, an increase
on these markers are important, to prevent greater damage and even other disorders resulting from
the metabolic stress suffered. However, studies with intermediary doses of butaphosphan and
endotoxin may be performed, beyond phagocytic capacity tests, to complement the evidences found
in this study.
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5 CONCLUSAO GERAL

A utlizagdo de uma dose alta de butafosfan injetavel em animais néo
desafiados ocasionou levou a uma resposta inflamatéria, aumentando o nimero e os
niveis de marcadores inflamatorios (neutréfilos e linfocitos, IL-6 e temperatura), e
frente a um desafio com LPS, o nimero de neutréfilos ndo mudou, sustentando os
mesmos niveis circulantes anteriores ao desafio. Em adicdo, houve efeito do
butafosfan no aumento da hematopoiese, com um aumento do numero de
eritrocitos, independente da dose utilizada. Tomados em conjunto, esses resultados
apontam para um efeito modulatério que pode ser considerado positivo,
principalmente na prevencdo e também como coadjuvante no tratamento de
doencas onde ha um grande desafio imunolégico, como o cancer em humanos e o
periodo de transicdo em animais de producdo, por exemplo. Em ambas as
situacbes, um aumento dos marcadores inflamatérios € importante, para prevenir
danos maiores causados pela prépria doenca e até mesmo outras desordens
secundarias, decorrentes do estresse metabdlico causado pela enfermidade

principal.

As evidéncias encontradas neste estudo apontam para os efeitos benéficos
do butafosfan na defesa imune inata; no entanto, é primordial que os estudos sejam
aprofundados, utilizando doses intermediarias de fosforo organico, diferentes doses
da endotoxina e até mesmo diferentes situacdes de desafio bacteriano. Além disso,
testes de capacidade fagocitaria de neutrofilos e de outras células imunes
associados a outras ferramentas da biologia molecular podem auxiliar na elucidagéo
dos mecanismos envolvidos na resposta imune mediada por estas células. Isto ira
permitir que o fésforo, uma molécula tdo simples e presente em praticamente todas
as reacOes energéticas possa ser redirecionado para a prevencdo de desordens
metabdlicas, melhorando o status imune e consequentemente de saude geral, tanto

em animais quanto em humanos.
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