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RESUMO

Portadores de diabetes tipo-1 sao acometidos por
episddios freqiientes de acidose causada pelo aumento no
metabolismo de acido graxos com conseqiiente acimulo
de acetoacetato (AcAc) e B-hidroxibutirato (p-OB). Neste
trabalho estudou-se o efeito de concentracdes patolégicas
destes metabdlitos na lipoperoxidacio, viabilidade e
liberacdo da quimiocina CXCLS8 (IL-8) por neutroéfilos
em cultura. Neutroéfilos de individuos saudaveis foram
isolados por gradiente de densidade (Histopaque
1077/1119) e incubados com os corpos cetonicos. A
lipoperoxidacdo foi determinada pela presenca de
substincias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS).
A viabilidade celular foi avaliada pela liberacao da
enzima lactato desidrogenase. A liberacdo de CXCLS8
para o meio extracelular foi medida apés cultura de 24
horas deneutrofilos estimulados porzymosan opsonizado
por ensaio imunoenzimatico (ELISA). O AcAc causou
um aumento na lipoperoxidacdo dos neutréfilos e este
efeito foi dependente da sua concentracgao (p < 0.05; r =
0.99146); nao se observou efeito do f-HOB. No estudo
do efeito citotoxico, houve aumento dose-dependente da
liberacdo da LDH até 40 mM de AcAc (p < 0.05); nio
se observou efeito do f-HOB. A liberacio de CXCLS foi
suprimida de modo dose-dependente por AcAc e B-HOB.
Estes resultados sugerem que o acimulo de corpos
cetonicos pode contribuir para aumentar o tempo de
remissao de doencas e mesmo estar relacionado com a

gravidade destas em individuos diabéticos.
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INTRODUCAO

Portadores de diabetes tipo-1 sdo acometidos por
episodios freqiientes de acidose causada pelo aumento
no metabolismo de 4cidos graxos com conseqiiente
acimulo de acetoacetato (AcAc) e [-hidroxibutirato
(B-HOB). Este estado patologico correlaciona-se com a
alta incidéncia de doengas vasculares, para as quais existe
uma forte correlagdo com danos tissulares mediados por
estresse oxidativo (Lodovici et al, 2009; Tesfamariam &
Cohen, 1992; Jain & McVie, 1999). Neste contexto, foi
demonstrado recentemente que AcAc pode promover a
peroxidagdo lipidica em células endoteliais humanas por
meio da geragdo de intermediarios reativos de oxigénio.
Um destes trabalhos propde um mecanismo que envolve
a autoxidagdo AcAc e consequente geragdo de H,0, (Jain
et al., 1998). Outros trabalhos propdem que a peroxidase
neutrofilica  (mieloperoxidase, MPO) presente em
neutrofios catalise a oxidagdo do AcAc, levando a formagao
de espécies radicalares que podem inicializar a cadeia de
peroxidagao lipidica (Harrison & Saeed, 1981; Harrison &
Saeed, 1983).

Os leucoécitos  polimorfonucleares  neutrofilos
(LPMN) constituem um importante componente da defesa
inata do hospedeiro contra patégenos ¢ usualmente sdo
as primeiras células a chegarem aos locais de infecgdo e/
ou inflamagdo (Verhocf & Visser 1993). Para destruir
os patdgenos fagocitados, o neutrdfilo utiliza-se de
procedimentos oxidativos (geragdo de espécies reativas de
oxigénio) e ndo oxidativos (ag@o das enzimas lisossomais),
sendo que uma das enzimas chaves na via oxidativa
¢ a MPO. Por muitos anos acreditou-se que a funcdo
unica dos neutroéfilos era a fagocitose ¢ a destrui¢do dos
microrganismos fagocitados pelos processos oxidativos
do “burst” respiratdrio ou pela funcdo bactericida e litica
dos constituintes dos seus granulos especificos, durante
o processo de degranulagdo. Todavia, recentemente,
evidéncias concretas foram obtidas experimentalmente,
mostrando que os neutrofilos sao também células secretoras
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de citocinas: TNF-a, IL-1 ¢ CXCLS8 (Cassatela, 1995).
Estes achados colocam os LPMN como células chaves,
influenciando principalmente o recrutamento de outros
neutrdfilos para o foco infeccioso.

Infecgdes de varios tipos chamam a atencao clinica
em pacientes diabéticos, ndo devido a sua facilidade de
adquirir infecgdes, mas sim devido ao fato de lidarem com
os patogenos invasores de maneira deficitaria em relagdo
aos individuos ndo diabéticos. Até mesmo infec¢des por
organismos relativamente benignos, podem assumir formas
progressivas nesses pacientes (Bouter et al, 1992). Com
respeitoaos mecanismos pelos quais os processos infecciosos
podem ser mais severos no diabetes, ndo ha evidéncias da
ma formagdo de anticorpos muito embora varios estudos
relatem alteragdes diversas em populagdes de linfocitos
T em pacientes com diabetes mellitus (Cugnet-Anceau &
Bauduceau, 2009; Pontesilli et al, 1986). Todavia, existem
fortes evidéncias de deficiéncias na mobilizagdo de células
inflamatérias ¢ a fagocitose esta claramente prejudicada
nos fagocitos de pacientes diabéticos com cetoacidose
(Delamaire et al., 1995; Gallacher et al., 1995; Delamaire,
1997; Sato et al., 1997; CERONE et al., 1998; Daoud et
al., 2009; Kawabhito et al., 2009). Estas células também
mostram um decréscimo na produg@o de prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos.

Como muitas indagagdes envolvendo neutrofilos e
infec¢cdes em diabéticos continuam em aberto e existem
evidéncias que apontam para o papel dos corpos cetonicos
como moléculas capazes de desencadear processos
oxidativos, o objetivo do presente trabalho foi determinar
o potencial do AcAc e do B-HOB como promotores de
peroxidagdo lipidica na membrana do proprio neutrdfilo.
Adicionalmente estudou-se como estas substancias
interferem na viabilidade celular e capacidade de liberacao
de CXCLS.

MATERIAL E METODOS

Reagentes

Fosfato monoacido de potassio, fosfato monoacido
de sddio, cloreto de calcio, cloreto de magnésio, cloreto de
potassio, acido cloridrico fumegante, 4cido tricloroacético,
acido tiobarbiturico, hidroximetil- aminometano (tris), da
MERCK; zymosan, acetoacetato de litio, 3-hidroxibutirato,
Ficoll-Hypaque 1077 e 1113 foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). “Kit” DuoSet
para dosagem da citocina IL-8, foi adquirido da R & D
Systems (Minneapolis, USA). Kit para determinagdo de
Desidrogenase Latica foi adquirido da Labtest. Todos os
reagentes utilizados na preparagdo de tampoes e solucdes
foram de grau analitico.

Isolamento de neutrofilos

Os neutrofilos foram isolados do sangue periférico
de individuos normais por gradiente de densidade usando
Histopaque 1077/1119 (English & Andersen, 1974),
logo apos coleta com o 4acido etilenodiaminotetracético
dipotassico (EDTA-K.). Os neutréfilos foram separados
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do sangue total logo apds a coleta; apds o procedimento
de separagdo de células foram realizados esfregagos para
confirmar a pureza da suspensao celular (aproximadamente
95%) e foi realizada a contagem de leucdcitos em camara
de Neubauer (Protocolo de Aprovagio do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF-UNESP N°. 15/99 — CEP).

Lipoperoxidacio - determinagdo de substincias
reagentes do Acido Tiobarbitirico ou TBARS

TBARS foram determinadas como uma indicac¢do
de lipoperoxidag@o usando uma modificacdo do método de
Balla (Balla et al., 1990; Jain et al., 2002). Para isso, 1 x
107 neutrdfilos ressuspendidos em PBS-D (500 pL) foram
incubados ou ndo (grupo controle), com AcAc ¢ B-HOB
(1, 10, 20, 40 e 80 mM) por lhora. Apds incubagdo, foram
adicionados 50 pL de 4acido tricloriacético (300 g/L) e a
suspensao foi mantida no gelo por 10 minutos. O precipitado
foi removido por centrifugacdo. Ao sobrenadante (500
pL) foi adicionado 250 pL de uma solugdo de acido
tiobarbitarico 0,75 % em HCI1 0.5 M e incubado a 90°C
por 15 minutos. A formag¢do de TBARS foi medida pelo
aumento de absorbancia em 535 nm.

Viabilidade Celular — determinacao da lactato
desidrogenase

A viabilidade foi avaliada pela liberagdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) pelos neutréfilos incubados na
presenca ou auséncia dos corpos cetdnicos. Neutrofilos (1 x
107) ressuspendidos em PBS-D pH 7.4 foram incubados ou
nao (grupo controle) com AcAc e -HOB (0, 1, 10, 20, 30,
40, 60 ¢ 80 mM) e 3-OHB a 37°C por 1 hora. Avaliou-se a
liberacdo de LDH através da determinagdo de sua atividade
no sobrenadante (Kit comercial Labtest). Para se avaliar
o maximo de libera¢do de LDH ao meio extracelular, foi
determinada a atividade de LDH ap6s promover a lise por
congelamento e descongelamento da suspensao celular.

Determinac¢ao de CXCLS8

O meio utilizado foi PBS-D suplementado
com glicose. O meio foi filtrado em filtro millipore e
acondicionado em frasco de vidro previamente esterilizado.
Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar. Os
neutréfilos (2 x 10° células/mL) foram mantidos em frascos
de plastico estéril de 0,5 mL e foram submetidos a 24 horas
de cultura em estufa com 5 % de CO, a 37°C. As c¢lulas
foram incubadas na presenga e na auséncia de Zymozan
opsonizado como estimulo (0,125 mg/dL) e na presenca
e auséncia de acetoacetato e B-hidroxibutirato (0,1 e 10
mM). O material submetido a cultura foi centrifugado
a 500 x g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante livre de
células foi coletado e submetido a congelamento a -20°C
até o momento do ensaio de quantificagdo de citocinas.

Para a prepara¢do do Zymosan, 100 mg do mesmo
foram adicionados em 10 mL de agua, ferveu-se por 10
minutos, aproximadamente, até ficar pastoso. Centrifugou-
se a 200 x g por 5 minutos e lavou uma vez com PBS-D
sem Ca™. Ressuspendeu-se em 10 mL de PBS-D, os quais
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foram divididos em aliquotas de 1 mL e conservados a
-20°C. No dia do uso e para a opsonizagdo, uma aliquota
foi descongelada e incubada por meia hora a 37°C, com o
mesmo volume de um pool de soro humano. Apds incubagao,
centrifugou-se por 5 minutos a 200 x g, lavou-se uma vez
com PBS-D sem Ca'*, sendo desprezado o sobrenadante. O
precipitado foi ressuspenso com 1 mL de PBS— D. Durante
0 uso, essa suspensdo foi mantida no gelo.

As determinagdes de CXCLS foram realizadas
através de placas de ELISA montadas e padronizadas
a partir de Kits DuoSet da R&D System (Minneapolis,
USA).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio
padrdo e comparados por analise de variancia (Anova)
seguido de teste-t de Student onde foi estabelecido o nivel
de significancia de p<0,05. As regressdes lineares foram
realizadas pelo programa ORIGIN. Todos os experimentos
foram realizados no minimo em triplicata.

RESULTADOS

Considerandooaltocontetdode MPOnosneutrofilos,
a alta concentracdo de corpos cetonicos em individuos
com diabetes descompensada e as interagdes entre estes
componentes levando a geragao de intermediarios oxidantes,
buscou-se o efeito de AcAc ou B-HOB na lipoperoxidacao
destas células. Para isso, neutréfilos isolados de doadores
humanos e saudaveis foram incubados com concentragdes
crescentes dos corpos cetonicos e a presenca de substancias
reagentes ao acido tiobarbiturico foi mensurada. A faixa de
concentrag@o dos corpos cetdnicos foi escolhida em fungdo
dos valores encontrados (Krane, 1987; Candiloros et al,
1995) em individuos normais ndo diabéticos (0,5 mM)
e diabéticos em crise de acetoacidose (10 mM). O AcAc
causou um aumento de peroxidag¢ao lipidica nos neutréfilos
e este efeito foi dependente da sua concentragdo (p <0.05; r
=0.99146); ndo observou-se efeito para f-HOB (Figura 1).
Resultados similares foram reportados quando monocito e
células endoteliais foram tratadas com AcAc (Jain et al.,
1999 b; 1998).
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* p < 0,05 quando comparado ao grupo controle sem AcAc ou 3-OHB
FIGURA 1. Determinagdo de substincias reagentes do acido
tiobarbitirico na suspensdo de neutrdfilos em PBS-D pH 7,4
incubados por 1 hora a 37°C na auséncia (coluna branca) e na
presenga de AcAc 10, 20, 40 e 80 mM (coluna preta) e 3-OHB 80
mM (coluna riscada).
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O aumento da peroxidacdo lipidica provocada pela
adi¢do de AcAc correlacionou-se com a diminuigdo da
viabilidade celular acessada pela liberagdo de LDH. De
fato, verificou-se um aumento dose-dependente da liberacao
da LDH até 40 mM de AcAc (p < 0.05), mas ndo para o
B-HOB. Acima de 40 mM observou-se uma diminuicéo,
que parece refletir um alteragdo fisico-quimica do meio,
portanto, sem valor analitico (Figura 2).
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*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle sem AcAc ou 3-OHB.

FIGURA 2. Determinagdo da atividade da lactato desidrogenase
no sobrenadante da suspensdo de neutrdfilos em PBS-D pH 7,4
integros (A) ou sonicados (B), incubados por 1 hora a 37°C na
auséncia (coluna branca) e na presenca de AcAc 10, 20, 40 e 80
mM (coluna preta) e 3-OHB 80 mM (coluna riscada).

A Figura 3 mostra o efeito do AcAc e do f-HOB
tanto na concentracdo fisiologica (0,1 mM) quanto na
patologica (10 mM) na liberagdo de CXCLS por neutréfilos
humanos mantidos em cultura de 24 horas. Como se pode
observar, a liberagdo de CXCLS pelos neutrofilos ¢ muito
menor na presenca dos corpos cetonicos, principalmente
nas doses maiores destes compostos.
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* p <0.05 quando comparado ao grupo controle sem AcAc ou 3-OHB.
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FIGURA 3. Efeito dos corpos cetonicos acetoacetato (0,1 e 10
mM) e b-hidroxibutirato (0,1 ¢ 10 mM) na liberagdo de CXCL8
por neutréfilos humanos estimulados com zymozan opsonizado
(20O).

DISCUSSAO
Diferente de células endoteliais ou macréfagos onde

o conteudo de MPO ¢ pequeno ou inexistente, neutréfilos
sd0 as células onde esta enzima desempenha sua fungdo
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biologica primordial, ou seja, a geragdo de acido hipocloroso
com fungdo microbicida (Lehrer, 1975; Bos et al, 1978).
Neste sentido estima-se que 5% do peso seco desta célula
seja constituido por esta enzima (Agner, 1941; Schultz &
Kaminker, 1962). Se adicionalmente considerarmos que
0 AcAc pode ser oxidado via a agdo catalitica da MPO
conforme demonstrado por Harrison & Saeed (1981), torna-
se evidente que os neutrofilos podem ser alvos especiais
para agdo peroxidativa desencadeada por AcAc. De fato,
estes autores detectaram por espectroscopia paramagnética
de elétrons (EPR) a formagdo de um radical centrado no
carbono a do AcAc, o que, pode desencadear a peroxidacdo
de lipideos (Harrison & Saeed, 1981 e 1983).

E razoavel pensar que a peroxidacio da membrana
plasmatica do neutrdfilo promovido pelo AcAc ndo tras
um maleficio para si mesmo, ja que estas células possuem
um tempo de circulacdo de apenas 7 horas. No entanto, a
liberacdo dessas substancias pode contribuir para o pool
plasmatico de produtos de lipoperoxidagdo, que de fato foi
observado em individuos diabéticos em cetoacidose (Jain
et al, 1999a).

A auséncia de efeitos nos ensaios de lipoperoxidagdo
e viabilidade celular verificadas para o B-HOB ndo foi
inesperado, pois esta molécula ndo ¢ um substrato de
MPO e, segundo a proposta acima, ndao poderia iniciar as
reacdes de lipoperoxidagdo. Adicionalmente, reforca-se a
importancia desta enzima neste processo.

Considerando que a lipoperoxidagdo provocada
pela presenca de AcAc poderia refletir em um desequilibrio
redox do neutrdfilo e que a liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias pode ser influenciada pela presenga de
substancias com potencial antioxidante, resolveu-se avaliar
o efeito dos corpos cetonicos na expressdo da CXCLS, ja
que a mesma desempenha um papel importante na resposta
inflamatéria e no recrutamento de mais neutréfilos aos
sitios de infecg@o (Culpitt et al, 2003; Zhao et al, 2009;
Reikeras et al, 2008).

Diferente dos ensaios anteriores, o B-HOB foi até
mais efetivo que o AcAc na supressdo de CXCLS. Este
resultado mostra que a interacdo com a MPO ndo ¢ um
ponto fundamental no que diz respeito aos efeitos dos
corpos cetonicos na alteragdo da resposta inflamatéria via
expressdo desta quimiocina. Contudo, em conjunto, estes
resultados indicam que a cetoacidose pode contribuir
para aumentar o tempo de remissdo de doengas e mesmo
estar relacionada com a gravidade destas em individuos
diabéticos.

Em resumo, verificamos que corpos cetonicos,
especialmente 0 AcAc podem afetar as fungdes neutrofilicas.
Estes resultados podem ser uma indicagdo de como estes
produtos do metabolismo de lipideos e que se acumulam
em individuos diabéticos descompensados podem estar
relacionados com os quadros infecciosos destes pacientes.

ABSTRACT

Lipoperoxidation, loss of cell viability and inhibition of
release of IL-8 BY human neutrophils in the
presence of ketone bodies

Type-1 diabetes patients suffer from frequent episodes
of acidosis caused by an increased fatty acid metabolism
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and consequently increased plasma level of acetoacetate
(AcAc) and P-hydroxybutyrate (B-HOB). This
article describes a study of the effects of pathological
concentrations of AcAc and f-HOB on lipoperoxidation,
cell viability and the release of the CXCLS8 (IL-8) cytokine
by activated neutrophils. Neutrophils from healthy
donors were isolated by density gradient (Histopaque®
1077/1119) and incubated with the ketone bodies.
Lipoperoxidation was determined as thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS). The cell viability
was evaluated by the release of intracellular lactate
dehydrogenase. The release of CXCL8 was measured
by ELISA in a 24-h culture of opsonized zymosan-
stimulated neutrophils. AcAc, but not -HOB, provoked
a dose-dependent increase in the neutrophil membrane
lipoperoxidation (p<0.05; r =0.9915). In the cytotoxicity
assay, a dose-dependent release of LDH was observed
when the neutrophils were incubated with AcAc in
concentrations up to 40 mM (p<0.05). p-HOB was
devoid of effect. The release of CXCL8 was inhibited
by AcAc and B-HOB in a dose-dependent manner. In
conclusion, these results suggest that the accumulation
of ketone bodies in diabetic patients could be involved

in their usually increased susceptibility to infection.
Keywords:  Acetoacetate.  Lipoperoxidation.  Neutrophils.
Interleukine-8. Diabetes mellitus.
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