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EFEITO DO LPS SOBRE A ATIVIDADE
QUIMIOTATICA DOS MONOCITOS,

G.S. Barreto® e FQ. Cunha*

RESUMO

O efeito do LPS sobye & migragdo de mondeitos fara as candades
peritoneal e pleuyal submetidos o diferentes estimulos. Verificagdo do efeito ocor-
vido por mecanismo diyeto ou pela liberagdo de fatores enddgenaos,

GROENVELD et al,, 1988). Desta forma, forna-se evidente a importancia de estudar melhor o

efeito do LPS sobre 2 atividade do monécito/macréfago para com preender melhor o que ocorre nia

endoxemia e no choque septicémico, pessibilitando, desta maneira, um tratamento mais efetivo,
O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito do LPS sobre 2 migragio de monéeitos

Para as cavidades peritoneal ¢ Pleural submeticos a diferentes estimulos. Pretendemos, ainda,

Materiais e meétodos

Animais: Foram utilizades ratos Wistar, machos, pesando entre 180 ¢ 200 gramas
com livre acesso 3 ragio e dgua.

Os animais receberam 30 Minutos antes (),9 ml de LPS i.v, atraveés do seio
venoso do Pénis. Nas doses de 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200 Hglkg,. Os amimais-controles recebe-
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ram 0,2 ml de PBS i.v. Trinta minutos depois foi injetado tioglicolato (300 mg/10 ml p/v) i.p.
Quatro dias apés, a cavidade peritoneal foi lavada com 10 ml de PBS heparinizado (5 ui/ml),
Ap6s leve massagem do abddmen, retirou-se 5 ml para contagem total e diferencial das células.

O restante do lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 r.p.m durante 5 minutos,
O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” ressuspendido em solucio de albumina a 3%. 0
esfregago dessas células foi corada pelo método pancrémico de Rosenfeld. Todos os de-
mais ensaios foram realizados com LPS 30 ngkg.

Foram utilizados ainda como estimulos nflamatérios glicogénio 75 mg/3 ml p/v e car-
ragenina 300 pug/3 ml p/v i.p. e na pleura tioglicolato (10 mg/1 ml piv), glicogénio (25 mg/1 ml p/
v) e carragenina (300 pg/l ml PAV). A injegiio intrapleural foi realizada entre o 5° e 6% espago
intercostal. A cavidade foi lavada no quarto dia, injetando-se 5 ml de PBS heparinizado (5 ui/ml),
A contagem total e diferencial de células foj realizada conforme descrito anteriormente.

Efeito do soro de animais tratados com LPS sobre a migracio de monécitos e
neutréfilos: Um grupo recebeu 1 ml do soro de animais tratados, 2 e 6 horas antes, com
0,2 ml de LPS (30pg/kg) i.v., outro grupo recebeu igual volume de soro de animais trata-
dos, 2 horas antes, com 0,2 ml de PBS i.v. Os demais grupos receberam 1 ml de solugio de
PBS i.v. Trinta minutos depois receberam 10 ml de tioglicolato 3% i.p. ¢ a migragio de
mondécitos avaliada 4 dias depois.

No ensaio da migracio de neutréfilos, os animais receberam | ml do soro de
animais tratados, 2 horas antes, com 0.2 ml de LPS (30pug/kg) i.v. Os demais grupos recebe-
fam o mesmo tratamento descrito acima. Como estimulo inflamatério, foi administrado
carragenina (300 pg/3ml) i.p. ¢ a migragio foi avaliada 4 horas depois.

O soro foi obtido de animais normais que receberam 0,2 ml de LPS (30pg/kg)
i.v.. Decorridos 2 ¢ 6 horas apés a injecio, os animais foram anestesiados com éter
etilico PA. e o sangue foi colhido da aorta abdominal. O sangue foi incubado durante
20 minutos a 37°C, Os tubos foram resfriados a 4°C durante 10 minutos. O codgulo foi
descolado ¢ o soro coletado e centrifugado a 2000 r.p.m durante 10 minutos. Para o
grupa controle, utilizou-se soro de animais normais que foram injerados com PBS.

Dexametasona (Img/kg) s.c. foi administrada | hora antes, em um grupo de
animais que recebeu LPS ou PBS i.v.. Para a obtengio do soro destes animais, foi utili-
zado o mesmo procedimento descrito acima. Em seguida, um grupo de animais rece-
beu 1 ml do sore de animais tratados, 2 horas antes com 0,2 ml de LPS (30pg/kg) i.v. e
© outro grupo recebeu igual volume de soro de animais tratados com LPS e que recebe-
ram dexametasona. Os demais grupos receberam 1 ml de solugio de PBS i.v.. Um des-
tes grupos recebeu, | hora antes, dexamerasona. Trinta minutos depois foram adminis-
trades 10 ml de tioglicolato 3% 1.p.

Medidas de atividade hemolitica do complemento. Vias cldssicas e alterna-
tiva: Preparou-se 2,0 ml de uma solugiio contendo 0,07 ml de complemento ¢ 1,93 ml
de solugio tampio TEA-Ca** -Mg**, e deixou-se estabilizar por 5 minutos a 37°C. En-
tao, adicionou-se 0,4 ml do sistema hemolitico da via clissica e, simultaneamente, um
cronémetro foi acionado. O tubo [of agitado suavemente ¢ determinada a turbidez
inicial da reagio (0,40 mais ou menos U,02), procedendo-se i leitura em comprimento
de onda 700 nm. Registrou-se o tempo necessirio (f,.) para que a reagio atingisse a
turbidey igual & metade da inicial (020 mais ou menos 0,01). O tempo para lise de 50%
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da hemacias (t,,) representou a atividade hemolitica da via classica do complemento
(BARBOSA, 1983).

Para via alternativa, foi realizado procedimento semelhante ao anterior, porém
utilizando-se 2,0 ml de uma solugio contendo 0,70 ml de complemento e 1,3 ml da solugio
bloqueadora da via clissica, TEA-EGTA-Mg**. Adicionou-se a essa diluigio do complemento,
0,40 ml do sistema hemolitico da via alternativa. A determinacio dos valores de ¢ e SELUIL O
descrito anteriormente para a via clissica.

Resultados

Efeito do LPS sobre a migracio de monécitos para as cavidades peritoneal e
pleural: A Figura | mostra que a adu.nistragio endovenosa de LPS nas doses de 5, 10, 20,
30, 50, 100 e 200 pg/kg inibe de forma dose-dependente a migracio de monécitos para a
cavidade peritoneal estimulada com tioglicolato.

O LPS também inibiu a migragdo de mondcitos para a cavidade peritoneal e pleu-
ral de ratos, estimulada com diferentes estimulos (Figura 2, Painel A-e B; na p4gina seguinte).

Figura 1
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Figura - 1 LPS inibe de maneira dose-dependente a migracio de monécitos para a

cavidade peritoneal. A migracio de mondcitos para a cavidade peritoneal
foi induzida, injetando-se tioglicolato 300 mg/10 ml em animais pré-tratados
(30 minutos) com 0,2 ml de PBS (controle), ou LPS nas doses de 5, 10, 20,
30, 50, 100 e 200 mg/kg, i.v.. A avaliagio da migracio foi realizada quatro
dias ap6s a injegio do estimulo inflamatério. Foram utilizados 10 animais
por grupo. Os resultados foram expressos em percentagem de inibicio pelo
LPS da migragio de monécitos em relacio ao controle.
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Figura 2
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Figura - 2 LPS inibe a migracio de mondcitos para as cavidades peritoneal (Painel
A) e pleural (Painel B), induzida por varios estimulos. A indugio da
migragao de monécitos para cavidade peritoneal foi induzida, injetando-se
tioglicolato (T, £) 300 mg/10 m], glicogénio (Glc) 75 mg/8 ml e carragenina
(Cg) 300 pg/3 ml. A migracio de monécitos para a cavidade pleural foj

estimulos inflamatérios foram administrados em animais pré-tratados (30
minutos) com 0, 2 ml de PBS (barras aberta s) ou com LPS (barras hachuradas)
na dose de 30 Hg/kg, iv.. As barras cheias (¢ ) representam o niimero de

estimulos inflamatérios, Os valores representam a média aritmética mais
ou menos EPM e o niimero de animais utilizados est4 indicado acima das
barras, Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significantes (* p <(),
01, teste t de student) quando comparadas ao grupo pré-tratado com PBS.

O soro (SL) de ratos tratados 2 ou 6 horas antes com LPS reduziu a migracio de
mondécitos para a cavidade peritoneal, induzida com tioglicolato, o mesmo nio sendo ob-
servado (Figura 3) na migragio de mondeitos estimulada por tioglicolato, em animais que
receberam soro de animais Pré-tratados com PBS (SP) i.v. ou na migragio de neutréfilos
Para a cavidade peritoneal estimulaca €om carragenina em ratos que receberam soro de
animais tratados com LPS (Figura 4).
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Soro de animais que receberam LPS inibe 3 migragao de mondécitos
Para cavidade peritonea]
mondécitos foj induzida, injetando-se Tg 300 mg/10 m] I.p. em ani-
mais pré-tratados (30 minutos) com: a) | ml de PBRS (PBS); b) 1,0 m]
soro de animais que receberam 2 horas antes 0,2 ml de PBS (SP): ou )
que receberam 2 ¢ 6 horas antes LPS (SL 30 Hg/kg/0,2 ml) iv.. A ava.
liagio da migragio foi realizada quatro dias apés a injecio dos estimy-

do grupo controle que recebeu PBS i-p.. Os valores representam a média
aritmética +- EPM do ntimero de animajs utilizados, indicado acima
das barras. O ASLEriscos representam diferencas estatisticamente sig-
nificantes ( * P<0, 01, teste t de student) quando comparadas ao gru-
PO pré-tratado com PBS.
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Figura 4
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Figura - 4 Migragao de neutréfilos para cavidade peritoneal de ratos, induzida pela

carragenina, nio é afetada pelo tratamento prévio dos animais com soro de
ratos que receberam LPS, A migragio de neutréfilos foi induzida, mjetando-
se Cg 300 pg/3 ml 1.p. em animais pré-tratados (30 minutos) com: a) 1 ml de
PBS (PBS); b) 1 ml soro de animais que receberam 2 horas antes 0,2 ml de
PBS (SP); ou ¢) receberam 2 horas antes 0,2 ml de LPS (SL 30 pg/kg) iv.. A
avaliagio da migracio foi realizada quatro horas apos a mjecio do estimulo
inflamatério. (G ) representa o nimero de neutré6filos na cavidade do grupo
controle que recebeu PBS 1.p. Os valores representam 2 média aritmética +
EPM do niimero de animais utilizados, indicado acima das barras,

Influéncia da dexametasona no efeito do soro de animais tratado com LPS
sobre a migracio de mondcitos: Observa-se, na Figura 5, que a migracio de mondécitos
para a cavidade peritoneal induzida por tioglicolato deixa de ser inibida quando os ani-
mais doadores de soro (SL) foram tratados com dexametasona. Observa-se, também, na
mesma Figura, que o soro de animais normais (SP) ou de normais pre-tratados com dexa-
Mmetasona (SDP) ndo interferiu com a migracio de monéeitos induzida pelo tioglicolato.

Medidas de atividade hemolitica do complemento. Vias classicas e alternativa:
Na tabela 1, o soro de ratos tratados 2 horas antes com [PS apresentou um aumento no
tempo de hemélise das hemicias de carneiro quando comparado ao grupo controle. A
redugio da atividade litica da via clissica do sistema-complemento manifesta-se pelo au-
mento do valor de L QUE O tempo necessirio para que ocorra a lise de 50% das hemdcias.
A Percentagem média da inibigiio (%I1) da atividade litica da via classica do sistema- com-
plemento do sorg de ratos que receberam LPS, em relacio ao soro de animais que recebe-
ram PBS, foi 67, 17%
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Foi dosada, também, 5 atividade litica da vig cldssica do sistema complemento do
soro de ratos que receberam 1 ml de soro de animais tratados 2 horas antes com LPS e do
S0ro de animais que receberam igual volume de soro de ratos tratados 2 horas antes com
PBS invavenoso. Nestes animais, nig houve reducio na atividade | tica do sistema com ple-
mento quando comparados ao STupo controle (Tabela 2),

Figura 5
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Figura .5 Dexametasona bloqueia o aparecimento da atividade inibitéria da
migracio de monécitos no soro de ratos pré-tratados com LPS. A migracio
de monécitos foj induzida, injetando-se Tg 300mg/10 m] Lp. em animais
pré-tratados (30 minutos) com: a) 1,0 ml de PBS; b) I ml de soro de animais
que receberam 0,2 ml de PRS (SP) cujo sangue foj colhido 2 horas depois; )
1,0 ml soro de animais injetados com dexametasona (| mg/kg) s.c. ratados
I hora depois com 0,2 ml de PBS (SDP) ¢ cujo sangue foi colhido 2 horas
depois; d) 1 ml do sorg de animais tratados com LPS (SL 30 pg/kg/0,2 ml)
cujo sangue foi colhido 9 horas depois; ¢) 1,0 ml soro de animais injetados
com dexametasona (I mg/kg) s.c. ratados 1 hora depois com LPS (SDL 30 pg/
kg/0,2 ml), cujo sangue foi colhido 2 horas depois. (C) representa o nimero
de neutrofilos na cavidacle do grupo controle querecebeu PBSi.p. A avaliagio
da migracio foi realizada quatro dias apos a injecio dos estimulos
nflamatérios . Os valores representam » média aritmética +- EPM do niamern
de animais utilizados, indicado acima das barras. O asterisco representa
diferenca estatisticamente significante (* pP<0, 01, teste t de Dunnett) quando

comparada ao Erupo pré-tratado com PBES.
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TABELA 1-  Dosagem litica do sistema complemento em soro de ratos pré-tratados com soro
pré-tratados (2 a 6 horas antes) com PBS e LPS i.v.
VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
(t,,,35) (t,438)
Ensaio Normal LPS Normal | Lps (-2h) | LPS (-6h)
I 274 446 226 444 1800
2 285 500 185 446 1800
3 295 538 200 360 1800
4 304 574 195 330 e
5 319 b65 195 350 ——eaee
6 252 396 231 i 7 |
7 254 400 220 374 m———
8 270 398 —eemae 335 Il e
) 295 412 ———— 340 B ——
10 289 397 e ——--- -
Média 282.70 472.60 207.43 373.25 1800
DP 21.02 93.70 17.97 46.35 0
el 67.17 79.94
TABELA 2 - Dosagem litica do sistema complemento em soro de ratos tratados com SOro pré-
tratado (2 horas antes) com PBS e LPS.
VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
(t,,3S) (t,53S)
3 Soro LPS
I 185 185 218 141
2 187 175 235 140
5 190 174 240 165
1 1 84 185 224 1 30
5 190 182 241 147
6 195 186 265 135
7 190 | 76 220 161
] |89 178 247 139
9 193 185 270 150
10 B9 1 . 249 e
Média 189.2 179.56 2409 143.11
P 5.53 4.93 17.67 12.52
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complemento do soro de animais que receberam LPS, 2 horas antes, em relagio ao soro de
animais que receberam PBS, foi em torno de 79,94%.; ¢ acima de 100% para o soro de
animais tratados 6 horas antes com Lps,

Foi dosada, também, a atividade litica da via alternativa do sistema-complemento
do soro de ratos que receberam 1 ml do soro de animais tratados 2 horas antes com PBS.
Nestes animais, nio houve reducio na atividade litica da via alternativa do sistema comple-
Memto quando comparados a0 8Tupo controle (Tabela 2),

£m neutréfilos, foi relatado faléncia ina atividade quimiotatica em pacientes por-
tadores de diversas doengas, tais como s ndrome do “leucécito louco”, sindrome de Chedi-
ak, diadetes melitus, lepra lepromatosa, sindrome de Wiskott-Aldrich e AIDS (MILLER,
1985; WARD); GORALNIEK; BULLOCK, 1976; ELLIS et al., 1988), Nestes Casos, a anor-
malidade no processo de migracio celular foi descrita como sendo decorrente, pelo menos
€m parte, da presenca de fatores inibidores no soro destes pacientes.

Na septicemiz existe, também, uma deficiéncia na capacidade de migracio dos
neutréfilos para o foco da infecgio, o qual € importante Para o agravamento da doenga, uma
Y€z que a diminuigio da migracio reduz a capacidade de defesa do organismo (TERRITO &
GOLDE, 1976; van DIJK etal., 1980 DAHINDEN et al., 1983). Cunha et al (1989) demons-
traram que macréfago estimulado com LPS libera um fator que inibe a migracio de neutré-
filos e a liberagio deste fator ¢ inibida pela dexametasona, o mesmo nao sendo verificado

com indometacina (inibidor da cicloxigenase) ou BW775 (inibidor da lipoxigenase).

$as como candidiase mucocutinea, devido 3 reducio na producio de fator quimitdtico pelo
linf6cito (SNYDERMAN et al,, 1973), e sindrome de Wiskott-Aldrich, onde altos niveis de
fatores quimiotaticos ho soro de pacientes podem resultar na inibicio da migracao celular,
em funcio da :lcssensibilimgﬁu dos monacitos (ALTMAN; SNYDREMAN : BAESE, 1974),

Nossos resultados demonstram que a administragio endovenosa de LPS em ratos
inibe a migragio de monocitos para as cavidades peritoneal e pleural, estimulacda por di-
Versos estimulos inflamatérios e de forma dose dependente ( Figura | ¢ 9),

Esta inibiciio pode ser devido: a) 3 acio direta do LPS sobre o mondocito, inibindo
sua capacidade (e locomogio; b) 3 4¢io indireta do LPS vig a liberacio de algum fator
mibidor; ¢) a0 Esgotamento dos fatores quimiotiticos; d) 4 mibigio da expressio de recep-
tores de adesio no endotélio; on €) & hipotensio,

Com relagiio 3 agio direta do LPS, os resultados da literatura sio contraditérios,
Existem dados mostrando que o LPS inibe 4 MIgracio “in vitro” de neutrohilos induzida
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por FMLP e C5a; por outro lado, outros trabalhos mostram que o LPS nio inibe 3 migracio de
neutrafilos, podendo até potencid-la (DAHINDEN et al, 1983). Para 0% mondcitos, niao exijs.
tem dados sobre os efeitos direto do | PS sobre sua quimiotaxia. Nossos resultados mostram
quc. tanto o soro de animais tratados com Lps 9 horas antes, quanto o soro de animais tratados
6 horas antes com LpPS intravenoso, foram eficazes €m mimetizar o efeito do LPS, ou seja, inibir
a migragio de monéeitos para cavidade peritoneal induzida por tioglicolato (figura 8), Esse
eleito sugere que a inibicio da migracio celular ndo € devido a uma acio direta do LPS, ji que
seu “clearence” na circulacio ¢ um tomo de 30 minutos (ROSENBAUM et al., 1983). Além
disso, a administragio endovenosa de soro de animais tratados com LPS, 2 horas antes, nio foj
capaz de inibir a migragio de neutréfilos (ligura 4). Este fato corrobora com aidéia acima, pois,
§€ 0 soro estivesse contaminado com LPS, haveria a inibicio da migracio tanto de monécitos
quanto de neutréfilos, visto que o LPS administrade endovenosamente inibe 2 migracio destas
células (TAVARES; CUNHA: FERREIRA, 1989), Em adicio, a dexametasona inibindo o efeito
anti-inflamatério do soro de animais pré-tratados com LpPS (figura 5) conduz-nos 2 idéia de
que, provavelmente, o efeito do LPS seja através da liberagio de algum fator inibidor, cuja
liberacio ¢ inibida Pelos glicocorticoides. Até o momento, nio esclarecemos se este fator & de
origem celular ou resulta da ativacio de fatores plasmaticos,

Embora a dosagem dos niveis séricos do sistema complemento tenha mostrado que
animais que receberam LPS endovenoso apresentaram uma redugio dos niveis de complemen-
to (Tabela 1), provavelmente o esgotamento dos fatores quimiotaticos nio ¢ a principal causa
da inibigio da migracio de monécitos Por nés observada, porque os niveis plasmiticos de
complemento dos animais que receberam soro de ratos pré-tratados com LPS, onde se obser.
vou também inibicio da migracio (hgura 3), Apresentaram nivels séricos do sistema comple-
mento normais (Tabela 2), Estes resultados também podem descartar a hipétese de que a pre-

homotipica, endurecimento da membrana (WORTHEN et al., 1989) e represamento das cély.
las na microcirculacio pulmonar (ROT, 1991 ) promovendo o fendmeno de drsmusibiliza;ﬁn
dos mon6citos, Além do mais, a administraciio de soro de animais que receberam LPS nao
inibiu a migracio de neutrafilos (Figura 4), e se o efeito do LPS fosse em decorréncia da dessen-
sibilizagdo ou da nio formagio de um gradiente fuimico, seria de se esperar que o LPS inibisse
4 migracio destas células também.

Resultados do nosso laboratsrio descartam a possibilidade de o efeito inibidor do
LPS sobre a quimiotaxia de mondcitos ser devido 3 hipotensio, visto que 2 administragio de
LPS endovenoso nas doses Aqui utilizadas ndo afeta os pardmetios hemodinamicos dos animais
(CUNHA et al., 1989),

O LPS poderia, também, estar mibindo 4 migragio de mondaitos via liberagio de
glicocorticoide. Tem sido relatado que, durante a endotoxemia, ocorre liberagio macica de
glicocorticside, Este fato ¢ atribuido @nto a um efeito direto quanto indircto do LPS sobre o
hipotilamo e cortex adrenal (TRACEY et al,, 1988). Fsta hipdiese também pode ser descarta-
da, ja que o soro de animais que receberam LPs também inibiu a migracio de mondcitos. Visto
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que 0 soro de animais norma;s nio nibiu a migracio (Figura 3), descarta-se 2 possibilidade de
que o procedimento de administracio do soro oy de LPS esteja estressando os animais para
liberarem concentragdes de glicocorticéide suficientes para inibir 5 migracio.

Em relagio ao mecanismo inibitério desse fator inibidor; os resultados obtidos até o
MOmento nao nos permitem precisar se ele est4 atuando diretamente nos mondcitos, inibindo
Sua capacidade de locomogio efou inibindo sua Interagio com o endotélio,

Com relacio ao efeito de drogas sobre 2 inibicio da migracio de mondécitos pelo
LPS, observamos que a inibiciio da migragio de mondeitos €M animais pré-tratados com 5010
de ratos que receberam LPS foi inibida quando os animais doadores de soto foram pré-tratados
com dexametasona (Figura 5),

quimiotaxia, os quais atuariam, inibindo a migragio de neutréfilos (CUNHA & FERREIRA,
1986) ou de mondcitos, o que poderia explicar, parcialmente, o efeitg benéfico do uso dos
cortichides na septicemia,

Nossos resultados pPermitem supor que, durante uma endotoxemia, ocorre reduciio
da migracio de mondcitos. Provavelmente o efeito do LPS seja indireto, isto ¢, através da
liberagio ou ativacio de fatores inibidores da migracio. Além disso, nosso trabalho mostrou
que a dexametasona inibe o efeito anti-inflamatério do LPS. Isto pode explicar, pelo menos em
parte, os proviveis efeitos benéficos da dexametasona no tratamento da septicemia.

ABSTRACT

The effect of LPS on the migration of the peritonial and plewral
cavaties submited to the different tmprlses. The checking of the effect occurred by
a direct mechanism or through the liberation of endogenons factories,
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