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Resumo

WEILLER, Maria Amélia Agnes. Parametros metabdlicos e expresséo de genes
relacionados aresisténcia hepética a insulina em camundongos tratados com
uma fonte de foésforo organico e submetidos a restricdo alimentar. 2016. 51f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

O fésforo apresenta um papel essencial em diversas rotas metabdlicas uma vez que
intermediarios precisam ser fosforilados, sendo também fundamental no processo de
sinalizacéo celular. O objetivo deste estudo foi determinar o efeito do butafosfan, uma
fonte de fésforo organico, sobre o metabolismo e vias de sinalizacdo a insulina no
figado. Foram alojados, durante dez semanas, 42 camundongos machos, da linhagem
C57BL/6, com 90 dias de idade. Nas primeiras 9 semanas, dois grupos com 7 animais
cada foram alimentados com dieta comercial, e quatro grupos com 7 animais cada,
alimentados com uma dieta hipercalérica. Na nona semana, 0s animais foram
aleatorizados conforme tipo de alimentacdo e regime alimentar, sendo realizada
também aplicacdo de solucao salina ou butafosfan (50 mg/Kg), a cada 12 horas, via
subcutanea, durante 7 dias, dando origem aos seguintes grupos experimentais: CRS
(dieta comercial, submetidos a restricao alimentar e aplicacdo de solucao salina), CRB
(dieta comercial, submetidos a restricdo alimentar e aplicacéo de butafosfan), HSRS
(dieta hipercaldrica, sem restricdo alimentar e com aplicacdo de solucdo salina),
HSRB (dieta hipercalérica, sem restricdo alimentar e com aplicacdo de butafosfan),
HCRS (dieta hipercal6rica, com restricao alimentar e com aplicacdo de solugéo
salina), HCRS (dieta hipercalérica, com restricdo alimentar e com aplicacdo de
solucéo salina). Apos o periodo experimental, realizou-se eutanasia. Andlise sérica de
fésforo, AGNE, insulina, glicose e teste de sensibilidade a insulina foram realizadas,
além de expressao hepatica de genes relacionados a metabolismo lipidico, de glicose
e de sinalizacdo a insulina. O butafosfan ndo promoveu resisténcia hepatica a insulina,
aumentou a expressao de genes relacionados ao processo de sinalizagcdo pela
insulina, assim como a expressdo de genes relacionados a sintese de glicose,
refletindo-se em maiores concentracdes desta no soro, e também aumentou a
expressao de genes relacionados ao processo de [ oxidagado. Os resultados indicam
gue o butafosfan estimula a sintese de glicose, e também tem potencial efeito em
reduzir o desenvolvimento de esteatose hepatica e transtornos metabdlicos
associados.

Palavras-chave: metabolismo; figado; butafosfan; camundongos; genes



Abstract

WEILLER, Maria Amélia Agnes. Metabolic parameters and expression of genes
linked to hepatic insulin resistance in mice treated with an organic phosphorus
source and submited to feed restriction. 2016, 51f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pds-Graduagcdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Phosphorus plays an essential role in metabolism once intermediates must be
phosphorylated, and is also essential in cellular signaling process. The aim of this study
was to evaluate the effect of butafosfan, a source of organic phosphorus, on
metabolism and insulin signaling pathways in the liver. Were housed, for ten weeks,
42 C57BL/6 male mice, with 90 days of age. In the first 9 weeks, two groups of 7
animals each other were fed with commercial diet and four groups with 7 animals fed
with a high calorie diet. At the ninth week, the animals were randomized according
food and diet, and also according to saline application or butafosfan (50mg / kg), every
12 hours, subcutaneously, for 7 days, giving rise to the following experimental groups:
CRS (commercial diet fed restricted and saline application), CRB (commercial diet fed
restricted and application butafosfan) HSRS (high calorie diet without food restriction
and saline application), HSRB ( calorie diet without food restriction and butafosfan
application) HCRS (high calorie diet with food restriction and saline application) HCRS
(high calorie diet with food restriction and saline application). After the trial, they were
submitted to euthanasia. Analysis of serum phosphorus, NEFA, insulin, glucose and
insulin sensitivity test were performed, and hepatic expression of genes related to lipid
metabolism, glucose and insulin signaling. The butafosfan do not promote hepatic
insulin resistance, increased expression of genes related to signaling by insulin
process as well as the expression of genes related to glucose synthesis, reflected in
higher concentrations of this serum, and also increased the expression of genes
related to the process of B oxidation. The results indicate that butaphosphan stimulates
glucose synthesis, and also have potential effect in reducing the development of
hepatic steatosis and metabolic disorders.

Keywords: metabolismo; liver; butaphosphan; mice; gene
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1 Introducéo

Essencial para qualquer organismo, o fosforo desempenha papel importante
em diversos processos biologicos nos tecidos corporais, sendo necessario a uma
gama de reacdes enziméticas, especialmente as relacionadas ao metabolismo
energético (RAINA et al., 2012). Sintetizado através de varias reacdes bioquimicas
como a da glicélise e da B-oxidacao, o fésforo esta também envolvido no crescimento
e diferenciacao celular, na composicao dos acidos nucléicos, associando-se ainda a
lipideos para a formacao das membranas plasméticas e, assim, manter a integridade,
estrutura e funcionalidade das células (MALLETTE et al.; 1960, RAINA et al., 2012).
No metabolismo hepatico de carboidratos, o fésforo tem papel importante, uma vez
que os intermediarios da via gliconeogénica precisam ser fosforilados, e a taxa de
gliconeogénese e glicolise sédo reguladas pela disponibilidade de fosforo inorganico
(Pi) (BERG et al., 2006). Ainda, o fosforo apresenta papel essencial nos processos de
sinalizacao celular, destacando-se aqui 0 processo de sinalizacao celular pela insulina
(FARESE et al., 2012), situagdo que requer agdo conjunta de sinais envolvendo,
novamente, processos de fosforilacéo e defosforilacdo (PERRY et al., 2014).

Em situacdo normal, o processo de sinalizacao celular estimulada pela insulina
se inicia quando a insulina se liga aos receptores da membrana (Insr), os quais tém
atividade de quinase, ou seja, capacidade de modificar sua estrutura e se auto-
fosforilar, assim como fosforilar substratos para os receptores de insulinal e 2 (Irsl e
Irs2) (PERRY et al., 2014; SALTIEL e KAHN, 2001). A fosforilagé@o do Irs2 gera sitios
de ligacao para fosfatidil inositol 3-OH quinase (Pik3c2a), promovendo o recrutamento
de fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3), o qual por sua vez interage com
proteina quinase B (Akt2/PKB) (SALTIEL e KAHN, 2001), culminando com a
fosforilacdo da Akt2 (WHITE, 2003). A Akt2, juntamente com Foxo 1 (forkhead box
01), séo as principais enzimas reguladoras da producéo de glicose pelo metabolismo
hepatico (PERRY et al., 2014; WHITE, 2003).
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Uma vez ativada, a Akt2 suprime a producgéo de glicose hepatica por diminuir a
expressao de enzimas gliconeogénicas através da fosforilagéo e inativacdo de Foxol
(PERRY et al., 2014), e também promove fosforilacdo e inativacdo de glicogénio
sintase quinase 3 (Gsk3), aumentando atividade da glicogénio sintase (GS)
(GUO,2014), levando ao acumulo de glicogénio, além de uma reduc¢éo na fosforilagéo
e degradacao de sterol regulatory element binding protein (Srebfl) (LU et al., 2012).
No figado, Foxol esta relacionada, juntamente com receptor ativador da proliferacédo
de peroxissomo gama, coativador 1 alfa (Ppargcla), a aumentar a expressao de
glicose 6 fosfatase (G6pc) e fofoenolpiruvato carboxiquinase (Pckl) (RODRIGUES e
GARCIA, 2010; GUO, 2014) enzimas relacionadas a gliconeogénese e que,
respectivamente, convertem a glicose 6 fosfato até glicose, e oxaloacetato até
fosfoenolpiruvato (HARVEY e FERRIER, 2005). Assim, este efeito antagbnico da Akt2
sobre Foxol € o mecanismo predominante pelo qual a insulina suprime a sintese de
glicose hepatica apés alimentacao (LU et al., 2012).

Em situacdes em que este processo de sinalizacdo hepatica ndo ocorre de
maneira adequada, por exemplo em casos com deficiéncia de fosforo para realizar
fosforilacbes, pode ocorrer o desenvolvimento de resisténcia hepatica a insulina,
definida como um status no qual uma concentracdo normal de insulina induz a uma
diminuicdo da resposta bioldgica dos tecidos responsivos a insulina (De KOSTER e
OPSOMER, 2013). Nestes casos, néo ocorre a fosforilacdo da Akt2 a qual, por sua
vez, ndo age sobre Foxol e Ppargcla. Assim, Foxol ndo é inibida e, ao invés de
haver supressdo da producdo de glicose hepética, este mecanismo de resisténcia
acaba gerando aumento na producdo, mesmo que as concentracdes de glicose
séricas ja estejam elevadas (OTERO et al, 2014). As concentracdes de glicose sérica
aumentam, a utilizacdo celular da glicose sérica diminui e 0 uso de gorduras e
proteinas se eleva (GUYTON, 2006).

Em humanos, a resisténcia a insulina est4d diretamente relacionada a
obesidade. Em obesos, ocorre um aumento de AGNE devido a maior taxa de lipélise,
e consequente acumulo de acidos graxos no figado, caracterizando a lipidose
hepatica (FARESE et al., 2012). Normalmente, os acidos graxos nao esterificados
(AGNE) circulam entre o figado e adipdcitos periféricos sem qualquer acumulo
consideravel nas células. Contudo, se a B-oxidagdo mitocondrial e a producéo e

secrecdo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) forem insuficientes para
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lidar com a excessiva lipomobilizacdo e aumento do fluxo de AGNE, pode ocorrer
acumulo de triglicerideos nos hepatécitos (BORGES, 2008). Este excesso de AGNE
pode prejudicar o bom funcionamento do metabolismo hepatico (FABBRINI e
MAGKOS, 2015) através da reducdo da ativacdo de Pik3c2a, levando a uma
interferéncia no transporte de glicose (BASTARD et al.,, 2006), assim como pode
interferir na funcionalidade dos hepatdcitos, especialmente com a capacidade de eles
responder a mudancas nas concentracdes de insulina (FARESE et al 2012). Ainda, a
ativacao da via lipogénica através de genes envolvidos na sintese lipidica (AGUIRRE
et al., 2000) pode induzir estresse no reticulo endoplasmatico (RE) dos hepatdécitos,
devido a um intensa mobilizacdo de acidos graxos saturados, e ativar a via c-Jun NH2
terminal kinase, a qual inibe a sinalizacdo de insulina através da inativacdo ou
degradacédo de Irsl, levando a resisténcia a insulina (PURI et al., 2008), o que tem
sido demonstrado em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e em animais
obesos.

Esta condicdo de resisténcia a insulina também é observada em bovinos
leiteiros no periodo de transicdo, entre o final da gestacdo e inicio da lactacéo
(ZACHUT et al., 2013; XU et al, 2014). Acredita-se que esta condicdo seja fruto de
selecdo genética de vacas altamente produtoras de leite, uma vez os tecidos
periféricos se tornam resistentes a insulina permitindo que a glicose disponivel seja
direcionada principalmente para a sintese de leite (BELL e BAUMANN, 1997; De
KOSTER e OPSOMER, 2013).

O acumulo de lipideos no figado, segundo LaBreque et al., (2014) a causa
namero um de doencas hepéaticas em humanos nos paises americanos, apresenta
relacdo estreita com a obesidade, diabetes e reducao da tolerancia a glicose, podendo
levar também ao desenvolvimento de doencas hepaticas severas como
esteatohepatite e fibrose hepatica (LAW e BRUNT, 2010). A esteatose é considerada
a manifestacdo hepética da sindrome metabdlica, e a resisténcia a insulina um fator
chave no desenvolvimento desta (YILMAZ, 2012). Devido a esta importancia da
esteatose como fator predisponente ao desenvolvimento de doencas hepaticas mais
graves, € crescente a busca por medicamentos e nutrientes capazes de reduzir o
acumulo de triglicerideos no figado. Estudos tem demonstrado que o fosforo

apresenta papel importante tanto em reduzir o desenvolvimento de esteatose hepatica
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e consequentemente desenvolvimento de resisténcia a insulina, quanto em
promover/auxiliar no processo de reparagdo de danos no tecido hepético.

Tanaka et al., (2013) realizaram estudo com ratos e observaram que uma
restricdo de Pi aumentou de maneira significativa o acumulo de lipideos no figado de
animais alimentados com uma dieta contendo 2% de colesterol. No mesmo estudo,
0s autores demonstraram que a restricdo de fosfato inorganico induziu a reducédo na
expressao de genes hepaticos envolvidos no metabolismo do colesterol e biossintese
de acidos graxos. Outro estudo realizado em ratos submetidos a restricdo de fosfato
demonstrou que o0s animais apresentaram significativa perda de peso, queda na
ingestdo e déficit energético, mas ndo observaram o desenvolvimento de lipidose
hepatica em animais que ingeriram uma dieta de alta energia e déficit de fésforo
(ELHALABI, 2014).

Com relagcédo ao processo de reparacao tecidual em casos de doencas
hepéticas, Chung et al., (2003) observaram que pés injuria, o figado, para se regenerar
consome energia (ATP), e desta forma o fosforo seria necessario. Descreveram ainda
gue baixas concentracdes de fosforo foram observadas em pacientes apds a
recuperacdo, em contraste com aqueles que vieram a 6bito, sugerindo que o fésforo
foi utilizado para a regeneragdo celular. O mesmo foi demonstrado em estudo
realizado com ratos transplantados, onde através de ressonancia magnética, pode-se
observar significativa reducdo de ATP e ADP p0és transplante (YANG et al., 1995).
Segundo Chung et al. (2003), as concentracdes de fosforo sérica podem ser utilizadas
como um fator preditor ao desenvolvimento de doenca hepatica fulminante em
pacientes humanos, podendo esta ser uma consequéncia da lipidose/esteatose
hepatica (COHN et al., 2008).

Dentre as diversas fontes de fornecimento de fésforo disponiveis no mercado,
sejam elas fontes inorganicas ou organicas, destaca-se aqui o butafosfan, uma fonte
organica de fosforo bastante utilizada em Medicina Veterinaria. Quimicamente
conhecido como 1-butilamino-1-metil 4cido etilfosforico, o butafosfan € um derivado
organico do acido fosforico capaz de fornecer ions fosfato, essenciais para a catélise
de varias reacdes celulares, como as reagdes de sintese de energia (DENIZ et al.,
2008; GONZALEZ e SILVA, 2006), tendo a capacidade de estimular o metabolismo
gliconeogénico, assim como de manter a integridade do tecido e o correto

funcionamento hepatico (CUTERI et al., 2008), além de apresentar beneficio nas
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reacbes metabolicas de estresse, reduzindo os niveis de cortisol e elevando as
concentracdes de insulina, horménio que melhora a entrada de glicose na célula,
otimizando o metabolismo gerador de energia (CUTERI et al., 2008, DENIZ et al.,
2008).

Poucos trabalhos tém sido realizados avaliando as respostas de producéo, de
metabolismo hepético e de sinalizacdo celular em decorréncia do uso isolado do
butafosfan. A maioria dos trabalhos publicados avaliam o uso do Catosal®, uma
associacdo entre butafosfan e cianocobalamina. Furll et al. (2010), em trabalho
realizado com bovinos leiteiros, demonstraram que mudltiplas inje¢cbes de Catosal®
promoveram efeitos benéficos no metabolismo do periparto, pois reduziu o balango
energético negativo e aumentou a producédo de leite. Em trabalho realizado com
suinos, demonstrou-se que o Catosal diminuiu as concentracdes séricas de cortisol,
podendo ter efeitos benéficos em animais confinados, uma vez que diminuiu os efeitos
relacionados ao estresse (VAN DER STAY et al., 2007). Deniz et al. (2008) também
demonstraram que o Catosal® diminuiu significativamente as concentracdes de
AGNE, aumentou a concentracdo de glicose sanguinea, demonstrando uma maior
funcionalidade hepética. Tabeledo (2014), em trabalho realizado com bovinos leiteiros
demonstrou que o Catosal® levou a um incremento na produgéo leiteira, sugerindo
que isto ocorreu em funcdo de uma maior producao de glicose nos animais tratados,
uma vez que a glicose é precursora da sintese de lactose, sendo a lactose o principal
regulador da pressdo osmotica, determinando parcialmente a producdo de leite
(MATTMILLER et al., 2011).

Trabalhos realizados apenas com o butafosfan ou apenas a cianocobalamina
tornam-se importantes para definir se os efeitos benéficos jA& comprovados do
Catosal® sao em decorréncia do butafosfan, da cianocobalamina, ou da associagao
entre os dois. Nuber et al. (2015) compararam os efeitos isolados do butafosfan e da
associacao de cianocobalamina e butafosfan em vacas leiteiras em inicio de lactacdo
e que apresentavam cetose subclinica. Em seu estudo, aplicaram trés doses de
10mL/100KgPV, a cada 24 horas, de butafosfan, de butafosfan associado a
cianocobalamina (Catosal®) e solucdo salina como grupo controle. Observaram que
o butafosfan pode ter estimulado a glicolise em decorréncia dos maiores niveis de
glucagon séricos encontrados neste grupo, quando comparado aos demais. Além

disso, tanto o grupo butafosfan quanto o grupo butafosfan associado a
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cianocobalamina apresentaram concentra¢cdes numéricas maiores de glicose, assim
como menores concentracdes de AGNE, quando comparados ao controle. Segundo
0s autores, a combinacao do fésforo com a cianocobalamina promoveu uma maior
disponibilidade de piruvato a ser transformado a oxaloacetato no ciclo de Krebs,
impedindo o metabolismo de acetil CoA e, consequentemente, reduzindo a formacao
de corpos cetbnicos como o beta-hidroxi-butirato (BHBA).

Apesar dos avancos ja obtidos nas pesquisas com a utilizacdo de diferentes
fontes de fosforo em diversas espécies, ainda € necessario esclarecimento do
mecanismo pelo qual o butafosfan age no metabolismo, mais especificamente, de que
maneira esta fonte de fésforo interfere na atividade hepética e no mecanismo de

resisténcia hepatica a insulina.



2 Hipotese

A hipotese deste estudo é de que o butafosfan aumenta a resisténcia hepatica
a insulina em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hipercalérica e

submetidos a restricao alimentar.

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do butafosfan sobre marcadores sanguineos e expressao de
genes relacionados a resisténcia hepatica a insulina e metabolismo energético em
camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com uma dieta hipercalérica e

submetidos a restricdo alimentar.

3.2 Objetivos Especificos

Compreender o mecanismo de acdo do butafosfan no metabolismo hepatico de
camundongos tratados com esta fonte de fésforo organico, submetidos ou ndo a uma
dieta hipercalérica, e que passaram ou ndo por uma restricdo alimentar, através da
expressao de genes relacionados ao processo de sinalizacédo da insulina, oxidacéo
de acidos graxos e rota gliconeogénica.

Determinar se o butafosfan altera as concentracfes de insulina e glicose
séricas em animais que receberam dieta hipercal6rica ou ndo, e que sofreram ou néo
restricdo alimentar.

Através do indice de HOMA, determinar se o butafosfan esta relacionado a
maior resisténcia hepatica a insulina em animais alimentados com dieta hipercal6rica

ou néo, sofrendo ou néo restricao alimentar.
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ABSTRACT
Background: Phosphorus is an essential macromineral because it plays an essential role in
several metabolic pathways such as gluconeogenesis -biochemical pathway which
intermediates must be phosphorylated- and is also essential in cellular signaling process.
Butafosfan is an organic phosphorus source used in several animal such as pigs, cattle, poultry
with several beneficial effects. However, butafosfan is normally offered in combination with
vitamin B12. So, we can not determine if the beneficial effects are due to the butafosfan, vitamin
B12 or association between them. The aim of this study was to determine the effect of

butafosfan on liver metabolism and insulin signaling pathways.

Matherial, Method & Results: Forty two twelve month old male mice (C57BL / 6) were housed
in groups with seven animals each other for ten weeks. The mice were housed at an temperature
of 23° C. In the first nine weeks, two groups of 7 animals each were fed with commercial diet
ad libitum, and four groups of 7 animals fed a high calorie diet ad libitum. At the beginning of
the tenth week, the groups of animals receiving commercial diet were submitted to two different

treatments, both suffering food restriction, differing in the applied solution (butafosfan vs.
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saline), giving rise to the following groups: CRS (commercial diet fed restricted and saline
application), CRB (commercial diet fed restricted and butafosfan application). Also the other
four groups were randomized. Those groups that received the high calorie diet were again
randomized as diet and applied solution. Two groups were submitted to food restriction in the
last week, and the other two kept with ad libitum diet, giving rise to groups: HSRS (high calorie
diet without food restriction and saline application), HSRB (high calorie diet without food
restriction and butafosfan application) HCRS (high calorie diet with food restriction and saline
application) HCRS (high calorie diet with food restriction and saline application). The food
restriction was 40%. Butafosfan or saline application were performed every 12 hours, totaling
14 applications, subcutaneously. After ten weeks, the mice suffer euthanasia with an
inhalational anesthesia. Analysis of phosphorus, NEFA, insulin, glucose and insulin sensitivity
were performed. Hepatic gene expression linked to lipid metabolism, glucose metabolism and
insulin signaling process also were performed. Butafosfan do not promote hepatic insulin
resistance since they increased the expression of genes related to the insulin signaling process
(Irsl, Irs2). Butafosfan also increased expression of genes related to glucose synthesis (G6pc),
reflecting itself in higher concentrations of this serum, as well as increasing the expression of

genes related to the  oxidation process (Cptla, Acox1, PPARG, Ppargcla and Fbpl).

Discussion: Several studies have shown that phosphorus plays essencial role in human and
animal metabolism by stimulating gluconeogenesis metabolic pathways, influencing cell
signaling processes and thus reducing the fatty acid liver desease. This study demonstrates that
butafosfan can change the fatty acids liver metabolism in mice since the route of hepatic -
oxidation become more active in response to a food restriction, as well they promote an increase
in serum glucose. These findings become important in dairy cows, wich in the transition period

suffer an intensive lipid mobilization at the same time that needs glucosis to milk sinthesis, and
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is also important to human patients suffering from liver diseases because they may decrease the

triglycerides in liver help in the recovery of liver tissue.

INTRODUCAO

A obesidade tornou-se uma epidemia mundial [37], sendo diretamente associadas a
esteatose hepatica e ao diebetes tipo 1l [17,14,18], doencas estas que se associam a chamada
sindrome metabolica [18].

O desenvolvimento de diabetes e outras doengas associadas, em humanos, tém sido
relacionado a uma deficiéncia de fésforo [20], e distdrbios no metabolismo do fosfato podem
ser fatores chave para o desenvolvimento de obesidade e da sindrome metabolica [25].

O fosforo desempenha papel essencial em processos biologicos, sendo importante no
metabolismo dos carboidratos, onde a taxa de gliconeogénese e glicolise sao reguladas pela
disponibilidade de fésforo inorganico (Pi) [3]. E importante no processo de sinalizagdo celular
[14], e tem sido relacionado a processos de reparacéo de tecido hepatico, prevencao de esteatose
hepética e desenvolvimento de resisténcia a insulina [35,14,19].

Fonte de fosforo orgénico, o butafosfan tem apresentado beneficio nas reacdes
metabolicas, otimizando o metabolismo gerador de energia [9,11]. Trabalhos realizados com
Catosal® (Bayer saude animal, Brasil), uma associacdo entre butafosfan e cianocobalamina,
demonstraram haver aumento nas concentracBes de glicose séricas e um decréscimo
significativo nas concentracdes de &cidos graxos ndo esterificados (AGNE) e producdo de
corpos cetonicos [11], assim como um aumento nas concentracfes de aspartato amino
transferase (AST), enzima diretamente relacionada com a funcionalidade hepatica [15].

O objetivo deste trabalho foi determinar os efeitos que o butafosfan promove sobre o
metabolismo hepatico de glicose e de &cidos graxos, buscando identificar impactos na rota do

mecanismo de resisténcia hepatica a insulina.
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MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo comité de ética

e experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas sob registro nimero 6936.

Animais e instalacdes

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram alojados no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas, durante dez semanas, 42 camundongos machos, da linhagem
C57BL/6, com 90 dias de idade, nascidos e criados no proprio biotério. Durante todo
experimento, os camundongos permaneceram alojados dentro de caixas de polipropileno com
41x34x16 cm, proprias para a criagdo de camundongos (Insight, Brasil), sob um regime de 12
horas luz/12 horas escuro. A temperatura do ambiente foi controlada e mantida em 22°C, em

média.

Dieta

As dietas fornecidas aos animais foram racdo comercial Nuvilab® (Nuvital, Brasil), e
racao hipercaldrica formulada com os seguintes ingredientes: 68% de racdo Nuvilab® (Nuvital,
Brasil), 26% de leite condensado, 1% de amido de milho, 5% de éleo vegetal e 2,5% de agua.
A racéo hipercaldrica foi modelada em formato de “pellets”, e posteriormente seca em forno a
50°C, durante um periodo de 4 horas. As ra¢des foram formuladas a cada dois dias afim de as
mesmas sempre estarem frescas, impedindo assim o aparecimento de bolores. Aliquotas de
todas as amostras ofertadas aos animais foram armazenadas em freezer -20°C para que fossem,

posteriormente, encaminhadas ao laboratério para anélise da composic¢éo bromatolégica.

Dose de butafosfan, via e intervalos de aplicagdo

A dose de butafosfan aplicada nos animais foi de 50mg/kg. Para isso, preparou-se uma
solugéo com concentracdo de 2,5mg/mL, sendo o diluente a solugéo salina. A via de aplicacdo

escolhida foi a via subcutanea, sendo o intervalo entre aplicacdes de 12 horas.
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Desenho experimental

Os 42 animais permaneceram alojados no biotério durante 10 semanas, sendo
distribuidos em caixas (grupos) com sete animais cada. Assim, haviam ao total 6 caixas. Nas
primeiras nove semanas, dois grupos com 7 animais receberam a racao comercial, e 0s outros
4 grupos restantes passaram a receber a dieta hipercalorica, ad libitum. Durante este periodo,
0s animais eram pesados a cada semana, assim como a oferta e as sobras de racdo eram
controladas a fim de se avaliar o consumo médio de cada grupo.

Encerradas as primeiras 9 semanas, 0s grupos de animais foram aleatorizados até a
completa formacdo dos tratamentos, 0s quais variavam de acordo com a dieta (comercial ou
hipercaldrica), quanto a aplicacdo do tratamento (butafosfan ou solucdo salina) e quanto a
restricdo alimentar (com ou sem restricdo alimentar), resultando assim na formacdo dos
seguintes grupos experimentais: CRB- dieta comercial, com restricdo alimentar e aplicacdo de
butafosfan; CRS- dieta comercial, com restricdo alimentar e aplicacdo de solucdo salina;
HCRB- dieta hipercaldrica, com restricdo alimentar e aplicacdo de butafosfan; HCRS- dieta
hipercaldrica, com restricdo alimentar e aplicacdo de solucdo salina; HSRB- dieta hipercalorica,
sem restricdo alimentar e com aplicacdo de butafosfan; HSRS- dieta hipercaldrica, sem restricdo
alimentar e com aplicacdo de solucdo salina.

A restricdo alimentar que os animais sofreram nesta ultima semana foi de 40%, ou seja,
foi fornecido 60% da média do consumo diério prévio de racdo, concomitante com a aplicagédo
a cada 12h do butafosfan (CRB e HCRB) ou solugdo salina (CRS e HCRS). J4, os grupos que
ndo sofreram restricio (HSRB e HSRS) continuaram com a oferta de racdo ad libitum,
recebendo na ultima semana também as aplicacdes de butafosfan (HSRB) ou solugéo salina
(HSRS). Apds as 10 semanas de tratamento, realizou-se eutanasia de todos os animais. A figura

1 traz uma representacdo esquematica do desenho experimental.
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Figura 1. Desenho Experimental.

Eutanésia e coleta de materiais

Para realizacdo da eutanésia, os animais foram previamente anestesiados com anestesia
inalatéria Halotano (Cristalia, Brasil), seguida de decapitacdo. Realizou-se coleta de sangue
diretamente da regido cervical em tubos eppendorff sem anticoagulante, mantidos em gelo até
a centrifugacdo. O figado foi coletado, pesado e armazenado em criotubos imersos em
nitrogénio liquido, até serem transferidos ao freezer -80°C para posterior analise de expressdo

génica.

Analises bioquimicas séricas

Realizou-se andlise bioquimica de AGNE, glicose, insulina e fésforo. Todas as amostras
foram centrifugadas a 3000xg por 15 minutos, em uma temperatura de 4°C, e 0S soros
armazenados a -80°C até realizacdo das analises. As concentracGes de AGNE foram realizadas
por analise calorimétrica utilizando kit comercial Wako NEFA HR (Wako, USA) conforme
técnica padronizada por Ballou et al. [1], e a leitura realizada em leitor de microplaca (Thermo

Plate Reader, Brasil). Para determinacdo da Insulina, utilizou-se kit comercial de ELISA
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Rat/Mouse Insulin ELISA kit (EMD Millipore Corporation, Alemanha), conforme instrucdes
do fabricante. As concentraces de glicose e fésforo foram mensuradas utilizando-se Kit
comercial Glicose Ligquiform e Fosforo UV Liquifirm (Labtest diagnoéstica, Brasil), em um
analisador colorimétrico automatico Labmax Plenno (Labtest diagndstica, Brasil).

A partir dos resultados obtidos de glicose e insulina nos grupos, calculou-se o indice

HOMA [21], indice este que estima graus de sensibilidade a insulina através da férmula:

insulina (u%) x glicose (umTOl)
22,5

HOMA= , onde valores elevados do indice indicam maior

sensibilidade a insulina.

Coleta de tecidos, isolamento de RNA e gRT PCR

Para a realizacdo da expressdo génica do tecido hepético, extraiu-se 0 RNA total do
tecido utilizando TRIzol reagente (Invitrogen, USA), de acordo com as instrugcdes do fabricante.
O RNA extraido foi purificado utilizando-se colunas MiRNEasy mini Kit (Qiagen, Alemanha),
sendo as amostras tratadas com RNase Free DNAse Set (Qiagen, Alemanha), conforme as
indicacdes do fabricante. A concentracdo do RNA foi obtida utilizando-se espectofotdmetro
Nanodrop Lite (Thermo Fischer Scientific Inc., USA). A relacdo A260/A280 foi utilizada como
indicativo da qualidade da amostra e a integridade do RNA extraido foi observada através de
eletroforese em gel de agarose (80V, durante 1,5 horas).

A partir do RNA extraido, procedeu-se com a constru¢do do DNA complementar
utilizando i-script cDNA synthesis Kit (Bio-Rad, USA). A reacdo foi realizada em
termociclador MyCycle TM Thermo Cycler (Bio Rad, USA) utilizando-se as seguintes
temperaturas: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos. O cDNA foi
entdo diluido a 5ng/pL. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativo (QRT PCR) utilizando

SYBR green foi utilizada para avaliar a expressdo dos genes relacionados a sinalizacdo de
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insulina, a via glicolitica e gliconeogénica, e via dos &cidos graxos, utilizando primers

previamente testados, conforme tabela 1. Como gene de controle interno, utilizou-se a f actina.

Tabela 1. Lista de genes com seus respectivos nomes oficiais e sequencia dos primers
utilizados para a analise de expressdo génica através de RT PCR.

Gene

Forward (5°23")

Reverse (5°23)

Foxol-
Forkhead box ol

GCTTTTGTCACGATGGAGGT

CGCACAGAGCACTCCATAAA

Irsi-
Insulin receptor substrate 1

ATGGCGAGAGCCCTCCGGATACC

CTCATAATACTCCAGGCGCGC

Irs2-
Insulin receptor substrate 2

GCCCGAACCTCAATAACAAC

CTTGTGGCCGTGCTTCTG

Pck1-
Phosphoenolpyruvate
carboxykinase 1

GACAGCCTGCCCCAGGCAGTGA

CTGGCCACATCTCGAGGGTCAG

G6pc-
Glucose-6-phosphatase

TGCTGCTCACTTTCCCCACCAG

TCTCCAAAGTCCACAGGAGGT

Fbpl -
Fructose bisphosphatase 1

GACCCTGCCATCAATGAGTA

GTTGGCGGGGTATAAAAAGA

Pik3c2a

Phosphatidylinositol 3-kinase,
C2 domain containing, alpha
polypeptide

TAGCTGCATTGGAGCTCCTT

TACGAACTGTGGGAGCAGAT

Gck-
Glucokinase

GAGATGGATGTGGTGGCAAT

ACCAGCTCCACATTCTGCAT

Akt2
Thymoma viral proto-
oncogene 2

GAGGACCTTCCATGTAGACT

CTCAGATGTGGAAGAGTGAC

Pparg
Peroxisome proliferator
activated receptor gamma

CCCAATGGTTGCTGATTACA

TGAGGCCTGTTGTAGAGCTG

Srebfl-
Sterol regulatory element
binding transcription factor 1

CGGAAGCTGTCGGGGTAG

GTTGTTGATGAGCTGGAGCA

Ppargcla-

Peroxisome proliferative
activated receptor, gamma,
coactivator 1 alpha

GTCAACAGCAAAAGCCACAA

TCTGGGGTCAGAGGAAGAGA

Acaca-
Acetyl-Coenzyme A
carboxylase alpha

GGACAGACTGATCGCAGAGAAAG

GCTGTTCCTCAGGCTCACAT

Cptla-
Carnitine palmitoyltransferase
1a, liver

CTTCCATGACTCGGCTCTTC

AGCTTGAACCTCTGCTCTGC

Acox1- GTGCAGCTCAGAGTCTGTCCAA TACTGCTGCGTCTGAAAATCCA
Acyl-Coenzyme A oxidase 1,

palmitoyl

B actina AGCCATGTACGTAGCCATCC CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

Para a reacdo de PCR, utilizou-se 4pL do cDNA previamente diluido (5ng/pL), 5pL de

SybrGreen PCR Master Mix (Applied Byossistems, USA), 0,4uL de cada primer forward e

reverse, e 0,2uL de agua livre de DNAse e RNAse (Merck Millipore corporation, Alemanha)

que foram colocados em microplacas de 48 pocos (Bio-rad, USA), em duplicata, com um

controle negativo em cada placa. As reac6es foram realizadas no termociclador ECO Real-Time
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PCR System (lllumina®, USA) utilizando o seguinte protocolo: periodo de incubacdo de 2
minutos a 50°C, ativacdo da polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguida de 45 ciclos de
PCR de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, seguido por um estagio de melting (15s a
95°C, 15s a 55°C e 15s a 95°C.

Os resultados obtidos no RT PCR foram analisados em software LinReg PCR (Ruijter
et al., 2009), atraves do qual calculou-se a eficiéncia da PCR para cada placa. A abundancia

relativa de cada gene foi calculada em software Excel 2013, através da seguinte formula:

Abundancia = ;A , onde Acg= cq do gene da amostra diminuido do valor de cq do
eficiéncia®¢4

gene controle [24].

Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas em software Prism 5 (Graphpad Software Inc.,
USA). Realizou-se o “teste t”” para comparacao entre médias dos grupos: CRS vs.CRB, HCRS
vs. HCRB e HCRS vs.HCRB. As amostras foram primeiramente submetidas a teste de
distribuicdo normal e, quando ndo havia distribuicdo normal dos dados, 0s mesmos eram
transformados para logio. Ainda, realizou-se teste de correlagdo de Pearson entre 0 peso vivo
dos animais e o peso do tecido hepatico obtidos a necropsia. Todos os graficos foram
confeccionados a partir do Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA). Foram considerados

significativos os valores de p<0,05.

RESULTADOS

Consumo de racgao e ganho de peso
Durante as primeiras 9 semanas de alojamento, ndo houve diferenga (P=0,30) no
consumo de ragdo entre os grupos recebendo dieta controle (33,46+1,67g/dia) e hipercaldrica

(36,45 £0,77g/dia). Observamos uma diferenga (P=0,03) no peso médio dos animais, na nona
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semana, entre os grupos alimentados com dieta comercial (33,64+0,07g) e grupo hipercaldrica

(35,89+1,06 g). O peso médio no decorrer das semanas pode ser observado na Figura 2.

40- p>0,05
-o- Dieta Hipercaldrica

Dieta Comercial

W W
e 2

Peso médio (gramas)
W W
v+

W
<

N
©

L] I 1 I ) 1 ) T
2 2 2

O 4 4 8 ¢ ¢ X & g
Semanas de fornecimento ad libitum

Figura 2. Peso médio dos camundongos alimentados com dieta comercial e dieta hipercaldrica
nas primeiras 9 semanas de alojamento.

Peso de tecido hepético e analise de correlacdo

Foi realizada analise de correlacdo entre pesos corporal e peso do figado. Os resultados
demonstram que ndo houve correlacdo entre estes dois tecidos nos grupos HCRB (r=0,590,
P=0,16), HCRS (r=0,721, P=0,17), CRS (r=0.028, P=0,96) e HSRB (r= -0.023, P=0.96). J4,
0 grupo HSRS apresentou correlacdo positiva (r=0,773, P=0,04), assim como o grupo CRB

(r=0,935, P=0,002), o qual apresentou maior correlacao.

Glicose, Insulina, AGNE e Pi

A concentracao de glicose foi maior nos grupos que receberam aplicacdo de Butafosfan,
havendo diferenca (P<0,001) entre os grupos HCRB vs. HCRS (204,5+4,9 vs.135,2+14,4) e
uma tendéncia (P=0,06) entre os grupos CRB vs. CRS (182,6+8,6vs.153,9+11,18). Ndo houve
diferenga (P>0,05) nas concentragdes de AGNE, Insulina, e para o fésforo, houve tendéncia
(P=0,07) entre os grupos CRB vs CRS, sendo as concentragfes maiores no grupo butafosfan.

(Tabela 2).
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Tabela 2 Marcadores bioquimicos sanguineos nos diferentes grupos experimentais.
CRB CRS SEM P |HCRB HCRS SEM P |HSRB HSRS SEM P

Glicose (mg/dL) 162.6 153.9 11.18 0.6 204.5 1352 14.4<0.001| 227.1 202.6 6.8 0.01
AGNE (mg/dL) 24.05 26.22 2.09 04| 2434 2456 599 0.96| 22.74 24.17 1.43 0.99
Insulina (ng/mL) 0.25 022 004 022 025 027 005 037/ 029 031 001 044
Fosforo (mg/dL) 11.06 956 052 0.08] 9.28 9.94 119 051 898 1014 055 0.1

*Valores representados pela médiatdesvio padrdo da media.

Contrastando os animais que receberam a dieta hipercalérica com os animais que
receberam a dieta comercial, percebemos que os niveis de insulina foram maiores no primeiro
(0.302+0.016ng/mL vs. 0.237+0.023ng/mL, P=0,03), as concentragdes de glicose maiores no
grupo hipercalérica (196.7+7.277mg/dL vs. 158.2+7.967mg/dL; P=0,002), e para 0s AGNE,
ndo houve diferenca (P=0,11). Da mesma maneira, quando comparamos 0S grupos que
receberam a aplicacdo de butafosfan e contrastamos com o grupo de animais que receberam
solucgéo salina, observamos maiores concentracdo de glicose (P=0,01) nos grupos butafosfan
comparados aos grupos que receberam injecGes de solucdo salina (198+7,44 mg/dL vs.
166,9+8,80mg/dL, respectivamente). Figuras 3 e 4.
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Figura 3. Concentracfes serica de insulina (a), glicose (b) e AGNE (c) contrastados entre as
dietas comercial e hipercaldrica.
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grupos que receberam aplicacao de butafosfan ou solucéo salina.
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Sensibilidade a Insulina

O indice HOMA é um indice que mede a sensibilidade hepatica a insulina, onde valores
mais baixos demonstram alta sensibilidade dos tecidos frente ao horménio. N&o houve
diferenca estatistica entre os indices de HOMA calculados quando se comparou os grupos CRB
vs. CRS (P= 0.46); HCRB vs. HCRS (P=0.31) e HSRB vs. HSRS (P=0.57) (Figura 5), nem
quando contrastou-se 0s grupos de animais que receberam butafosfan com os que receberam
solucdo salina. Os maiores indices foram obtidos nos grupos recebendo dieta hipercaldrica e
que ndo sofreram restri¢do alimentar, havendo diferenca (P=0,05) entre os contrastes HSRS vs.

HCRS (2.824 + 0.2195 vs. 1.732 + 0.5254).

HOMA
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w
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P>0,05 — -T-
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T
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»
_|
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1

G ) L) ) ] ) )
CRB CRS HCRB HCRS HSRB HSRS

Figura 5. Valores médios de indice de HOMA obtidos nos diferentes grupos tratamento.
Expresséo génica

Avaliou-se a expressao génica hepéatica de 15 genes relacionados ao processo de
sinalizacdo de insulina, metabolismo de lipideos/processo metabodlico, genes reguladores de
transcricdo e genes relacionados a gliconeogénese. A tabela 3 apresenta um resumo das
diferencas estatisticas encontradas nas comparac@es entre 0s grupos CRS vs. CRB, HCRS vs.

HCRB e HSRS vs. HSRB nos genes avaliados.
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251  Tabela 3. Resumo dos valores de P obtidos entre a comparacéo entre a média da abundancia
252 relativa dos genes a partir de teste t.
CRSXCRB HCRSXHCRB HSRSxHSRB

Irsl 0.017 0.019 NS
Irs2 0.001 NS 0.019
Pik3c2a 0.010 NS NS
Akt2 NS NS NS
Foxol NS NS NS
Gcek NS 0.016 NS
Pckl 0,018 NS NS
G6pc NS NS NS
Cptla 0.005 NS NS
Srebfl NS NS NS
Acaca NS NS NS
Pparg 0.018 NS NS
Ppargcla 0.030 NS NS
Acoxl 0.047 NS 0.014
Fbpl 0.001 NS NS

253  *NS significa que nao houve diferenca estatistica entre as médias.

254 A maioria das diferencas entre a abundancia dos genes pdde ser observada na
255  comparacdo entre os grupos CRS vs. CRB, sendo que o grupo tratado com butafosfan
256  apresentou maior expressdo de Irsl (P= 0.017), Irs2 (P= 0.001), Pik3c2a (P= 0.010), Pparg
257  (P=0.018), Ppargcla (P=0.030), Fbpl (P= 0.001), Cptla (P= 0.005) e Acox1 (P=0.047). O
258  grupo CRS em contraste com CRB sé apresentou maior expressao para o gene Pck1 (P=0.020).

259  (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia relativa de diferentes genes quando comparados 0s grupos CRS e CRB.
Os valores sdo apresentados pela médiaterro padrdo da média.

Ainda, entre os grupos HCRS e HCRB, encontramos diferencas na expressao de genes
Irs1 (P=0,019) e Gck (P=0,016), sendo que ambos tiveram maior expressdo no grupo que
recebeu o butafosfan. Ja, contrastando os grupos HSRS e HSRB, encontramos maior expressao
de Irs2 (P=0,019) para o grupo butafosfan, e o grupo tratado com solucéo salina apresentou

maior expressao (P=0,014) de Acox1 (Figura 7).
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Figura 7. Abundéancia relativa de diferentes genes entre grupos HCRSXHCRB, e entre
HSRSXHSRB. Os valores séo apresentados pela médiaterro padrdo da média.

DISCUSSAO

Pesquisas tém relacionado o fésforo ao metabolismo de 4cidos graxos e
desenvolvimento de lipidose hepatica, assim como ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
[35, 13]. Nossos resultados indicam uma a¢do potencial do butafosfan na reducéo do acimulo
de acidos graxos no tecido hepético de animais que passaram por uma restri¢do alimentar, uma
vez que animais tratados com o butafosfan apresentaram maior expressao de genes relacionados
a metabolizagdo de acidos graxos como Acox1 e Cptla.

A expressdo de Acoxl esta diretamente relacionada a expressdo de Cptla, pois é a
enzima que catalisa o primeiro passo da § oxida¢do de acidos graxos de cadeia longa, e qualquer
defeito na expressdo desta enzima leva ao desenvolvimento de esteatohepatite [36]. Estudo,
demonstrou que camundongos alimentados com dieta rica em lipideos e que apresentavam
maior expressao de Cptla e consequentemente maior § oxida¢do, ndo desenvolviam resisténcia

hepatica a insulina nem desenvolviam esteatose hepatica [27]. Em outro estudo, observou-se
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que uma restricdo de Pi aumentou de maneira significativa o acimulo de lipideos no figado de
ratos alimentados com uma dieta contendo 2% de colesterol [35]. Os autores demonstraram que
a restricdo de foésforo reduziu a expressdo hepatica de genes envolvidos no metabolismo do
colesterol e biossintese de acidos graxos. Em vacas leiteiras, através de marcadores bioquimicos
sanguineos, pesquisadores observaram gque o butafosfan associado a cianocobalamina altera o
metabolismo lipidico de vacas leiteiras, aumentando a capacidade do figado metabolizar AGNE
e reduzir a formacdo de BHBA, consequentemente diminuindo a esteatose hepética [28].

Os resultados obtidos na correlacdo entre peso de tecido hepéatico e peso vivo
corroboram os resultados de expressdo génica, o qual também demonstra que o butafosfan pode
estar envolvido na reducdo do desenvolvimento de esteatose hepatica, uma vez que, exceto para
0 grupo CRB quando comparado ao CRS, todos os grupos tratados com butafosfan
apresentaram menor correlacdo. Cabe destacar aqui que o grupo CRB era o0 grupo com menor
peso medio entre 0s animais, e isso pode ter levado a uma maior correlacdo quando comparado
ao CRS.

Estudos realizados com camundongos também relacionaram a maior expressdo de
Srebfl a um aumento na resisténcia a insulina e esteatose hepatica [22], sendo esta enzima
considerada um fator chave na regulacdo da lipogénese hepéatica em roedores [12]. Em nosso
estudo, ndo observamos diferenca na expressdo deste gene entre 0s grupos tratados com
butafosfan ou solugdo salina, assim como também ndo houve diferenca no indice que mede a
sensibilidade dos tecidos a insulina (HOMA), sugerindo que o processo de sinalizacdo a
insulina hepética ndo foi inibido.

Sabe-se que a insulina age no figado através de receptores de superficie, promovendo
supressdo da gliconeogénese e promovendo lipogénese [5]. Para que ocorra de maneira
adequada, o processo de sinalizacdo celular estimulado pela insulina requer uma ac¢éo conjunta

de sinais que envolvem processos de fosforilagéo e de-fosforilagdo [29], e consequentemente a
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participacdo do fosforo. Os resultados observados na expressdo de genes relacionados a via de
sinalizacdo hepatica da insulina como Irs1, Irs2, Pik3c2a sugerem que o butafosfan néo alterou
0 processo de sinalizacdo celular, ou seja, animais tratados com butafosfan ndo apresentaram
maior resisténcia hepatica a insulina, vindo ao encontro dos resultados obtidos para HOMA.

As analises bioquimicas séricas demonstram que houve maiores concentracdes de
glicose naqueles grupos tratados com butafosfan, ndo havendo contudo diferencas nas
concentracgdes de insulina e fosforo.

O fosforo apresenta papel importante no metabolismo hepatico de carboidratos, uma
vez que na via gliconeogénica muitos intermediarios precisam ser fosforilados [3]. A rota
gliconeogénica e glicolitica €, assim, regulada pela disponibilidade de fosforo, o que pode
explicar a influéncia do butafosfan sobre o metabolismo da glicose, aumentando as
concentracdes nos animais tratados com butafosfan. O mesmo foi encontrado em estudo
realizado em vacas leiteiras, onde animais tratados com butafosfan associado a
cianocobalamina apresentaram maiores concentracGes de glicose quando comparados ao
controle [16]. J&, outro estudo ndo observou diferenca nas concentracdes de glicose entre grupos
controle e tratamento, porém observou diferenca na producdo de leite, onde animais tratados
com butafosfan apresentaram maior producdo [28]. Pesquisadores comentam que pos parto,
devido a alta necessidade de direcionamento da glicose para a glandula mamaria e producéo de
leite, pode ndo ser observado aumento de glicose sérica [2,40].

Os resultados de maior concentracdo de glicose séricas nos grupos butafosfan séo
complementados com a maior expressdo de Fbpl, gene que codifica a expressao de frutose 1,6
bifosfatase, enzima gliconeogénica que converte a frutose 1,6 bifosfato até frutose 6 fosfato.
Sua deficiéncia esta correlacionada com hipoglicemia, pois prejudica a formacéo de glicose a

partir de lactato, glicerol e aminoéacidos gliconeogénicos [32].
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Assim como a Fbpl, a Pckl, a qual converte o oxaloacetato a fosfoenolpiruvato a partir
de piruvato, lactato e alanina, também esta relacionada a gliconeogénese, sendo considerada o
primeiro ponto de regulacdo da via [21], direcionando intermediarios da via do &cido
tricarboxilico para sintese de glicose [33]. Observou-se em nosso estudo uma menor expressao
de Pckl nos animais tratados com butafosfan. Estudo realizado em camundongos demonstrou
importantes mecanismos regulatérios na gliconeogénese hepatica, mesmo sem haver alteragdes
na expressao de Pckl [7], assim como alteracfes na expressdo desta ndo levaram a alteracdes
na producéo de glicose [38]. A regulacéo desta via gliconeogénica por uma unica enzima (Pck1)
é improvavel [7]. Sozinha a Pckl pouco influencia na gliconeogénese, e sua expressao €
controlada paralelamente a producéo de energia pelo figado, sendo que estes dois fatores juntos
determinam a taxa de gliconeogénese [7]. A existéncia de outras vias reguladoras da
gliconeogénese pode ser um dos motivos que levou a menor expressao de Pckl nos animais do
grupo butafosfan.

Mesmo sendo o butafosfan uma fonte de fosforo organico, ndo observamos diferenca
nas concentracdes séricas de fosforo entre os grupos tratados. Estudos realizados com ratos
transplantados também demonstrou que fontes alternativas de fésforo ndo levaram a uma maior
concentracdo sérica do mineral, pois o figado, para se regenerar, consome energia (ATP), e
desta forma o fosforo seria necessario, o que acarretaria uma diminuicao de suas concentracdes
[8]. O mesmo foi demonstrado em outro estudo [39], onde através de ressonancia magnética,
pode-se observar significativa reducdo de ATP e ADP pds transplante. Em vacas leiteiras,
estudos também ndo encontraram diferencas nas concentracdes de fésforo quando fornecido
butafosfan associado a cianocobalamina [10, 30, 28].

Desta forma, este estudo demonstra que o butafosfan pode apresentar efeitos benéficos
ao metabolismo hepatico de animais que sofreram restricdo alimentar, pois 0 aumento na

expressao de enzimas relacionadas a lipélise foi concomitante com uma maior eficiéncia nos
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processos de -oxidacdo (Cptla, Acox1, Pparg, Ppargcla e Fbpl), e consequentemente pode

diminuir o risco de lipidose e desenvolvimento de resisténcia hepatica a insulina.
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5 Consideracdes Finais

O presente estudo demonstra que o butafosfan pode alterar 0 metabolismo
hepatico de acidos graxos de camundongos, uma vez que a rota de B oxidagao
hepética demonstrou-se mais ativa em resposta a um aumento na taxa de mobilizacédo
de &cidos graxos. Ainda, o butafosfan aumenta as concentragfes de glicose séricas.
Estes resultados tornam-se importantes, por exemplo, em vacas leiteiras que, no
periodo de transicdo, passam por uma intensa mobilizac&o lipidica ao mesmo tempo
gue necessitam de energia para a producéo de leite.

Especula-se ainda que o butafosfan possa diminuir o acumulo de triglicerideos
no figado, ou ainda auxiliar na recuperacdo do tecido hepatico quando este sofre
injurias, sendo estes de grande relevancia em pacientes humanos que sofrem de
doenca hepatica.

Por fim, ha necessidade de estudos complementares para melhor esclarecer
quais os mecanismo de acdo desta fonte de fésforo organico e comprovar se ele

realmente tem influéncia nas vias de oxidac&o e desenvolvimento de lipidose.
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Anexo 1. Resultados da composi¢cado bromatoldgica das racées comercial e
hipercaldrica utilizadas no experimento.

Racéo
Descricdo Racdo Comercial*** Hipercal6rica***
PB 28.11 27.84
FDN 16.35 13.64
FDA 8.66 9.17
Lipideos (EE) 5.85 13.9
Cinzas 8.41 8.36
Célcio 1.00 0.98
Fosforo 0.86 0.88
Potassio 1.20 121
Magnésio 0.33 0.31
Enxofre 0.30 0.25
CNF 48.99 68.57
Energia bruta (Kcal/Kg)* 3610.50 4681.7

*Calculo baseado no manual da ANVISA (2005). PB (proteina bruta), FDN (fibra em detergente neutro),
FDA (fibra em detergente acido), EE (extrato etéreo),CNF (carboidratos néo fibrosos).***Os resultados
obtidos na analise bromatoldgica foram corrigidos para 100% de matéria seca.
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Anexo 2. Laudo técnico com os resultados da andlise bromatoldgica das racdes que
foram encaminhadas para laboratério.

Rua Desembargador Paulo Mota, 47 Relatdrio de analise de alimento
I b alas 2011202 - Bale A NUPEEC/UFPEL-MARIA AMELIA 06-1220 Técnico
aD enai contato@3rlab.com.br éXbEALcI)S[EcL)} &%‘g%s it MARIA AMELIA
5632753176
2 RACAO COMERCIAL 2
Lab 6-015-131 Amostrado em 30/10/2015 Recebido em 30/10/2015
Fazenda NUPEEC
Umidade 24.43% Matéria Seca 75,57% %MS Este alimento Matéria USA (itimo
Descrigao (%MS) media (N=2) natural 60 dias 4ano
Proteina Bruta 21,04 23.57 15,90
FDN 10,31 12,75 7,79
FDA 6,93 7,49 5,24
Lipideos (EE) 10,51 797 7,94
Cinzas 6,32 7,06 478
Calcio 0,74 0,83 0,56
Fosforo 0,67 0,74 0,51
Potassio 0,92 1,02 0,69
Magnésio 0,24 0,28 0,18
Enxofre 0,19 0,24 0,15
Calculos
NDT mantenca (FDA) 78,08
ELI (FDA) Mcal/kg 1,795
ELg (FDA) Mcal/kg 1,393
ELm (FDA) Mcal/kg 2,054
CNF 51,82
Rua Desembargador Paulo Mota, 47 Relatorio de analise de alimento 2T
I S R B raac®  NUPEECUFPELMARAAMELIA06-1220  Técnico <2014
AD enai: contaog3rab com e ST nate o FisiG MARIA AMELIA 3 Cofifed
5532753176 by
1 RAGCAO COMERCIAL 1
Lab 6-015-130 Amostrado em 30/10/2015 Recebido em 30/10/2015
Fazenda NUPEEC
Umidade 7,17%  Matéria Seca 92,83% %MS Este alimento Matéria USA ultimo
Descrigio (%MS) média (N=2) natural 60 dias 4 ano
Proteina Bruta 26,10 23,57 2423
FDN 15,18 12,75 14,09
FDA 8,04 749 7,46
Lipideos (EE) 543 7,97 5,04
Cinzas 781 7,06 725
Calcio 0,93 0,83 0,86
Fosforo 0,80 0,74 0,75
Potassio 1,12 1,02 1,04
Magnésio 0,31 0,28 0,29
Enxofre 0,28 0,24 0,26
Calculos
NDT mantenca (FDA) 77,55
ELI (FDA) Mcal/kg 1,782
ELg (FDA) Mcallkg 1,376
ELm (FDA) Mcal/kg 2,034
CNF 4548
Comentarios

Minerals by ICP
Analyzed by wet chemical methods.
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Anexo 3. Comprovante de aprovagao do proj i ita de éti
‘ n projeto de pesquisa pelo co
experimentagcao animal. pesd P mité de ética e

Comussin ¢ia fioa em Dossmentasdo Anere

Pelotas, 29 de setembro de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva
Presidente da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professor Marcio Nunes Corréa

Departamento de Clinicas Veterindrias da Faculdade de Veterinaria
Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Efeito do butafosfan no metabolismo
celular, qualidade oocitiria e desenvolvimento embriondria”, processo
n°23110.006936/2014-14, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugado,
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com 0s principios
éticos em experimentagdo animal e com 0s objetivos propostos.

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(codigo para cadastro n° CEEA 6936-2014).

Sendo o que tinhamos para o momento, subscrevemo-nos.

‘ Atencigéamente,
/
R

Prof. Dr. E\v?é- Fagonde da Silva
Presidente da CEEA

Ciente em: / /2014

Assinatura do Professor Responsavel:




