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INTRODUGAO

A participacao de células no processo inflamatério comecgou a ser destacada
na segunda metade do século XIX, dentre outros, com Virchow, Arnold e
Metchnikoff, que descreveram o papel de células proprias do tecido e migratorias,
bem como o fendmeno da fagocitose. No século atual, outras descobertas vieram
enriquecer mais o nosso conhecimento sobre as células participantes da inflamacao,
como o envolvimento de mastécitos na reacio triplice cutanea descrita em 1927 por
Lewis, o macréfago na constituicdo dos granulomas, o linfécito como célula
imunocompetente.

A seguir, o leitor tera a oportunidade de conhecer um pouco sobre a
morfologia e fungdo destas e de outras células que estdo presentes durante o
desenvolvimento de uma reacéao inflamatoria.

CELULAS DO PROCESSO INFLAMATORIO

As células que participam da reacdo inflamatoria foram classificadas por
Spector (1980), da seguinte forma:

> células endoteliais
> células proprias do tecido (mastdcitos, fibroblastos e macrofagos fixos)
> células migratorias (leucécitos sanguineos)

Células endoteliais

Ha poucos anos ainda se considerava a célula endotelial como uma
membrana celular passiva, que forma a interface entre o sangue e os tecidos, dado
a sua estrutura simples, com escassez de organelas celulares quando vista ao
microscopio de luz. Na atualidade, nosso conceito de endotélio foi radicalmente
mudado, pois ficou claro que a célula endotelial € um componente funcionalmente
ativo da parede vascular, capaz de mostrar diversas propriedades metabdlicas, de
sintese e regenerativas, estando implicada na regulagdo de varios fenbmenos, tais
como: fluxo sanglineo, coagulagéo, proliferagcdo de células da parede vascular,
reatividade imunolodgica, resposta do organismo a estimulos patogénicos.

1 Departamento de Patologia Veterinaria, FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal-SP.
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Além do mais, ha na atualidade evidéncia definitiva de que o termo
endotélio nao se refere a um unico tipo celular, mas a uma familia de células
bastante heterogéneas, com estrutura, fungao e propriedades metabdlicas diistintas,
até mesmo dentro de um mesmo
orgao.

O endotélio é formado por um
epitélio pavimentoso simples. A célula
endotelial € pobre em mitocéndrias e
lisossomas, mas pOSssui uma
quantidade regular de reticulo
endoplasmico rugoso-RER, complexo
de Golgi proeminente e citomembrana
rica em sistemas enziméaticos. E
importante ressaltar a presenga de
miofibrilas e de proteinas no
. . . zonula occludens
citoplasma, como actina e miosina,
relacionadas com sua capacidade W@
contratil. As juncdes intercelulares NS4
variam um  pouco, mas sao
caracteristicas estruturas dos tipos
zonula occludens e, em menor grau, Fig. 1 - Tipos de juncdes entre células endoteliais
zonula adherens (Fig. 1).

Entre as fungbées do endotélio

podemos citar: limitada capacidade fagocitaria, sintese de colageno tipo IV, elastina,
laminina, fibronectina e glucosaminoglicanos e talvez outros componentes da
membrana basal. Secretam colagenases , talvez para permitir a gemacgao endotelial
para a neovascularizagao, esteroides, prostaglandinas PGE; e PGF,, , prostaciclina-
PGl, tromboxano e outros mediadores quimicos importantes da inflamacgao.
Participam da formacdo de elementos da cascata da coagulagéo e do fenbmeno da
aderéncia leucocitaria gragas a secrecao da molécula de adesdo do endotélio a
leucocitos (ELAM). Estes, por sua vez, contribuem com o mesmo fenémeno,
secretando moléculas de adeséo intracitoplasmatica (ICAM).

zonula adherens

Células proprias do tecido

MASTOCITOS: Sao grandes células esféricas ou ovdides, localizadas de forma
preferencial ao redor dos vasos sanglineos e caracterizadas pela presenga de
grandes granulos, que coram-se metacromaticamente (em vermelho) com azul de
toluidina (Fig. 2). Alias, seu nome vem do alemao, mastzellen, que significa célula
granulosa. Esses granulos contém heparina, histamina, dopamina, serotonina e,
provavelmente, sacarideos e acido hialurénico.



Recentemente, observou-se a
heterogeneidade dos mastocitos e a
probabilidade de haverem subclasses;
o térmo tipico tem sido usado para os
mastécitos do tecido  conjuntivo
subcutaneo e atipico para os de
mucosa. Desempenham papel
importante na permeabilidade vascular
aumentada que ocorre na alergia,
urticaria e choque anafilatico, e na
prevencado da coagulagao do sangue.
Possuem receptores de membrana
para a fracdo Cz; do complemento
(anafilatoxina) e para a por¢ao Fc de
IgE.

FIBROBLASTOS: E a célula mais
comum do tecido conjuntivo frouxo e
seu formato depende essencialmente
de sua localizagdo. De um modo geral,
€ uma célula fusiforme ou estrelada,
com nucleo alongado e hipocrémico
nas células jovens (fibroblastos) ou
fusiforme e hipercrobmico nas adultas
(fibrocitos) (Fig. 3). O marcado
desenvolvimento de seu RER e a
existéncia de um nucléolo muito
evidente indicam uma capacidade de
sintese protéica intensa. Seu papel
principal € a sintese de colageno para

Fig.2 - Distribuicdo e morfo-

logia de mastécitos
M= mastéceito; Ne= nucléolo
G=granulo metacromatico.

Fig. 3 - Fibroblasto jovem e fibrilas de colageno
Ne=nucléolo; M=mitocondria; RE=reticulo
endoplasmico rugoso ;C= colageno

a reparacao de tecidos, e um tipo especial desta linhagem celular, o miofibroblasto, &

fundamental para a retragdo cicatricial.

A microscopia eletronica, as fibrilas de

colageno apresentam uma periodicidade com bandas transversais, a semelhanga de

fibras musculares estriadas.

MACROFAGOS FIXOS OU RESIDENTES: S&o derivados de mondcitos circulantes,
que se transformam em macrofagos fixos ao penetrarem os tecidos periféricos.
Citam-se como macréfagos fixos ou residentes: células de Kupffer no figado,
macrofagos alveolares nos pulmdes, células da microglia no tecido nervoso,
siderdcitos em o6rgaos linféides, macrofagos de cavidades serosas (peritoneais e
pleurais), e histiécitos do tecido conjuntivo (Fig. 4).

Sao células grandes, derivadas de um precursor na medula dssea, o

promonoblasto.



Assim como o0s macréfagos
livres, aqueles  originados de
monocitos circulantes na vigéncia de
uma reagao inflamatéria, participam
do Sistema Fagocitico Mononuclear
(SFM) - expressédo que substituiu na
década de 60 a Sistema Reticulo
Endotelial (SRE), ainda presente em
muitos livros textos. Representam um
dos mecanismos mais importantes de
defesa celular a microorganismos,
através da fagocitpsg. Outro aspecto Fig, 4 - O macrofago residente.
de extrema importancia destas células Ne=nucléolo; M= mitocdndria
€ a apresentagdo antigénica a V=vesicula citoplasmatica
linfécitos, apdés processamento do
material digerido, para indugdo da
resposta imune.

Células migratorias

NEUTROFILOS: Sao leucocitos
granulécitos  polimorfonucleares-PMN,
formados na medula 6ssea, e como o
proprio nome diz, possuem nucleo
pleomoérfico, multilobulado, citoplasma .
granuloso e medem cerca de 10 um de Fig. 5 — Neutrofilo bastonet.e (NB)enelitréﬁlo
diametro. (Fig. 5). Estdo envolvidos nas segmentado (NS). Notar a riqueza de granulos
TN - N citoplasmaticos (G) e mitocondrias (M).

fases iniciais da inflamacdo, e em

infeccbes bacterianas, particularmente

as causadas por bactérias piogénicas,

isto &, produtoras de pus, aparecem em

elevado numero no sangue e nos tecidos

afetados (ex. piometra da cadela). Derivados de precursores da medula 6ssea, séo
células terminais, isto €, ndo se diferenciam em outro tipo celular, e possuem uma
vida média curta, de aproximadamente dois a trés dias. Este fato, e mais o de que
sdo células extremamente moveis, explica em parte porque predominam nas fases
iniciais do processo inflamatério em relagdo as demais células. Neutrdéfilos jovens
apresentam nucleo em forma de ferradura (neutréfilo bastonete), enquanto os mais
adultos, maduros, mostram nucleo bastante lobulado (neutréfilo segmentado). Da-se
0s nomes de neutrofilia e neutropenia, respectivamente, ao aumento e a diminuigao
do numero de neutrofilos na circulacao periférica. As expressoes desvio a esquerda
e desvio a direita sao utilizadas em Patologia Clinica para o aumento expressivo do
numero de bastonetes e segmentados na circulagéo, respectivamente. O citoplasma
dos neutrdéfilos € rico em granulagdes, que ndo se coram pelos métodos usuais de
coloragao, pois ndo possuem afinidade por tais corantes - dai o nome neutrofilos.
Estes grénulos, que sao classificados em primarios, secundarios e terciarios, de
acordo com suas caracteristicas de eletrondensidade a microscopia eletrénica, sao
ricos em enzimas digestivas, como hidrolases, peroxidases e fosfatases acidas,




lisozima, etc. Os neutrdfilos sdo caracteristicamente células fagocitarias, com uma
membrana celular bastante aderente e suprimento lisossomal generoso em seu
citoplasma. A fagocitose é acompanhada por uma atividade metabdlica explosiva da
célula, com grande aumento no consumo de oxigénio.

EOSINOFILOS: Derivados de precursores da medula éssea, também sdo células
terminais e granuldcitos polimorfonucleares (PMN), medem cerca de 10 um de
diametro e possuem atividade fagocitaria, mas menos intensa. Seu nucleo é
lobulado e o citoplasma possue granulos eosinofilicos especificos, que apresentam
bandas equatoriais como caracteristica peculiar (Fig. 6), e que contém altas
concentragcbes de peroxidase e uma proteina principal basica ("major basic protein -
MBP"), que causa danos a parasitas, como ja demostrado para o Shistosoma
mansoni. Os eosindfilos estdo presentes em grande numero (eosinofilia) nas
helmintoses e em estados alérgicos, associados com reagbes de hipersensibilidade
do tipo I, mediadas por IgE (reaginica). Aparentemente, a histamina é quimiotaxica
especificamente para eosindfilos (Clark et

al., 1975).

BASOFILOS: S&o as células brancas menos
numerosas no sangue circulante, ]
correspondendo a 0,5 a 1,5% do total de [ 4
leucocitos nas espécies animais. Medem de \
10 a 12 um de didametro, possuem um
nucleo bilobulado ou de formato irregular e
citoplasma com granulos basofilicos, cuja Fig. 6 - Eosinofilo a esquerda e basofilo a direita.

tonalidade varia do azul escuro ao roxo (Fig.

6). S&o portanto classificados como

granulécitos PMN. Assim  como o0s

mastocitos, armazenam uma rica bateria de

mediadores quimicos como histamina e

serotonina, por exemplo. E a semelhanca

dos mastécitos, sdo caracterizados por receptores que se ligam com grande
afinidade a por¢édo Fc da IgE. Apesar das semelhangas, ndo sao idénticos aquelas
células. Tem sido implicados em reacdes de hipersensibilidade tardia. Participam
ativamente na resisténcia adquirida a carrapatos, como tem demonstrado resultados
recentes de Szabd e Bechara, e que confirmam dados da literatura especializada
(vide referéncias bibliograficas ao final).

LINFOCITOS E PLASMOCITOS: Os linfécitos apresentam grande heterogeneidade
morfolégica e funcional, visto serem extremamente plasticos, e possuem
consideravel capacidade para mudar de tamanho e formato. S&o classificados pelos
histologistas em pequenos, meédios e grandes linfocitos de acordo com suas
dimensdes (8 a 12 um) e pelos imunologistas em linfocitos T e B, conforme
maturam, respectivamente, no timo e em orgaos semelhantes a bursa de Fabricius
das aves.



Ainda segundo os imunologistas, ha
as células T auxiliares (T helper-Th1 e
Th2) e as células T assassinas (T
killer). Possuem nucleo esférico, oval
ou denteado, mas n&o lobulado e séo
destituidos de granulos especificos
citoplasmaticos (Fig. 7); por isso sao
classificados como  agranulécitos
mononucleares (MN). Ao contrario  Fig. 7 - Linfécito & esquerda e plasmécito a direita.

dos leucocitos PMN, ndo sédo células Notar riqueza de reticulo endoplasmico (RE)
terminais, e linfécitos B podem no plasméeito. Ne=rnucléolo; M=mitocondria
diferenciar-se em plasmocitos, células e V=resicula citoplasmatica

produtoras de anticorpos

(imunoglobulinas). Estes possuem um

nucleo excéntrico ou periférico e um citoplasma bem acidofilo, associado a intensa
sintese protéica; a microscopia eletrénica de transmissdo mostram no citoplasma
RER bem desenvolvido (Fig. 7).

Os linfocitos se localizam em diversos tecidos e oOrgaos, as vezes
aglomerados em foliculos linféides, mais proeminentes nas mucosas digestiva
(placas de Peyer) e respiratoria, favorecendo assim a resposta imune do hospedeiro.
Linfocitos constituem-se em verdadeiro apanagio da imunologia. De fato, a maioria
dos estudiosos consideram que eles estdo presentes em situagbes de doenca
sempre que a resposta imune esteja envolvida. Por outro lado, os patologistas
ensinam que linfocitos e outras células MN predominam na fase crénica ou tardia
das reacgdes inflamatdrias. Isso se deve, segundo Paz e Spector (1963), primeiro
porque sdo células “lerdas”, de baixa locomogéo e, segundo, porque apresentam
meia vida mais longa que os PMN.

Entretanto, na segunda metade dos anos 70, Bechara e Garcia Leme
demonstraram a participagdo destas células em reacgdes inflamatérias agudas, néo
imunes, através da sintese e liberagdo de um ou mais fatores, que denominaram de
Fator pro-Inflamatério do Linfécito (FplL). Os resultados destes experimentos vieram
explicar porque a drenagem do ducto toracico linfatico de pacientes humanos
artriticos inibia parcialmente os sinais clinicos dos mesmos, e a reinfusao
intravenosa dos linfécitos drenados exacerbava o quadro, como demonstrado por
Pearson e colaboradores nos EUA, na década de 70. Mais tarde, demonstrou-se que
estes linfocitos deveriam ser de uma subclasse especifica, diferente de linfécitos T
ou B totalmente diferenciados.

MACROFAGOS LIVRES: Sio semelhantes aos macréfagos fixos, anteriormente
descritos, e derivados de precursores na medula 6ssea, os promonoblastos, que
originam os mondcitos circulantes. Na vigéncia de uma resposta inflamatdria, ao
migrarem para os tecidos, os mondocitos diferenciam-se em macrofagos, células
altamente especializadas na fagocitose de microorganismos e outros corpos
estranhos ao organismo. Portanto, os monécitos ndo sao células terminais, a
semelhanca dos linfocitos.

Os macrofagos secretam diversos mediadores, principalmente citocinas,
como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (ILs), fator ativador de
plaquetas (PAF), o fator de macrdéfagos quimiotaxico para neutrofilos, descrito na



década de 80 por Cunha e Ferreira, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP. Eles concentram-se nos focos inflamatorios gragas, pelo menos em parte, a
acao do fator inibidor da migragdo de macrofagos (MIF), citocina sintetizada por
células ativadas. E sabido também que a fusdo de macréfagos leva & formacao de
células gigantes, gigantdcitos ou policariontes de macréfagos, como demonstrado
nos anos 70 por Mariano - da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-USP -
e Spector na Inglaterra.

Deve-se destacar aqui que o macréfago € a célula principal do granuloma,
tipo especial de inflamagao crénica ou persistente. A célula epitelidide, assim
chamada pela sua semelhanga com a célula epitelial, deriva do macréfago, tem
funcdo secretéria, e aparece também em reagdo granulomatosa, como na
tuberculose

EVENTOS CELULARES

O acumulo de leucdcitos, principalmente neutroéfilos e células derivadas de
mondcitos, € a caracteristica mais importante da reagcao inflamatéria, vindo a
constituir-se no verdadeiro elemento do processo. Os leucécitos incorporam e
degradam bactérias, complexos imunes e restos de células necrdticas, e as suas
enzimas lisossomais contribuem de outras formas com a resposta defensiva do
hospedeiro. Entretanto, leucdcitos podem prolongar a inflamagéao e aumentar o dano
tecidual pela liberagdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais livres, que sao
toxicos para os tecidos.

A seqUéncia desses eventos leucocitarios pode ser dividida, para fins
didaticos, em:
> marginagé&o,
> adeséo
> migragéo e quimiotaxia
> fagocitose e degradacgéo intracelular
> liberacdo extracelular de produtos leucocitarios

Marginacao

Em condigdes normais e, portanto, de fluxo sanguineo rapido, leucécitos e
eritrocitos constituem uma coluna central ou axial, envolta por uma zona periférica
de plasma, como representado na Figura 8.

A posicao das células nessa coluna depende de seu tamanho relativo. Nos
mamiferos, os globulos brancos, maiores, ocupam o centro da coluna, zona de
movimento mais rapido, enquanto que os globulos vermelhos, a periferia da coluna.



Como o fluxo sanguineo
torna-se mais lenfo e o0s vasos
tornam-se  dilatados durante o
desenvolvimento do processo
inflamatorio, a coluna axial mostra-se
relativamente mais larga e a zona
plasmatica, mais estreita, devido ao ®
extravasamento de plasma por
aumento da permeabilidade vascular.

A medida que o fluxo sangiiineo o S

diminui, os globulos vermelhos C e
adeArem—se de forma a.empllhar-se, O Fig. 8 - Fluxos axial (A) e periférico (B) de leucécitos emvaso
fendbmeno do empllhamento ou sanguineo. Diapedese (C) e infiltrag@o (D) de leucceitos.
rouleaux. Esses aglomerados de

glébulos vermelhos tém agora uma massa maior que que a dos gldbulos brancos, os
quais sao deslocados para a periferia da coluna (Wilhelm, 1977). O deslocamento
para fora das células brancas ocorre a baixas velocidades de fluxo, quando é
apreciavel a agregacao de células vermelhas. Esse efeito ndo é observado a altas
velocidades de fluxo, onde a for¢ca de arraste € de magnitude superior para romper
os agregados eritrociticos.

Adesao

Numa area inflamada, os leucdcitos de inicio aderem-se momentaneamente
ao endotélio vascular (Fig. 8). A duracdo da aderéncia aumenta gradualmente até
que finalmente os leucdocitos permanecem em contato estreito com o endotélio
(pavimentagao). Esta situagdo expressa a resultante de duas forgas: a forca de
adesdo a parede vascular e a forga de arraste do fluxo sanguineo (Atherton e Born,
1972). Um aumento na forca de adesdao depende de alteragbes estruturais de
moléculas responsaveis pela interagao entre a superficie do leucécito e a superficie
da célula endotelial. Estas interacbes tém consideravel especificidade para
granulécitos. Quando a forgca de arraste excede a forga de adesédo (arteriolas), o
contato da célula com o endotélio ndo se processa.

Embora varios fatores possam influenciar a adeséo (ex.. Ca++, cargas
elétricas de superficie), evidéncias recentes sugerem que a adesao leucocitaria
aumentada na inflamagdo envolve interacbes especificas entre "moléculas de
adesdo" presentes nos leucocitos e nas superficies endoteliais (Hoover & Karnovsky,
1982). A expressao superficial dessas moléculas de adesdo é induzida, aumentada
ou alterada por agentes inflamatérios e mediadores quimicos, tais como:
endotoxinas, Cba, peptideos quimiotaxicos, leucotrieno B4, PAF, IL-1, TNF,
transferrina, resultando em adesividade aumentada. Alguns agentes atuam sobre os
leucdcitos, outros nas células endoteliais e outros em ambos.

Um grupo de moléculas de adesdo em leucocitos consiste de uma familia de
tres glicoproteinas. Em leucdcitos normais, ndo estimulados, estdo presentes em
compartimentos vesiculares intracelulares, e sao conhecidas pela sigla ICAM. As
moléculas de adesdo presentes em endotélio sdo as ELAM. O significado destas
siglas ja foi explicado anteriormente. Alguns mediadores inflamatérios, incluindo
fragmentos quimiotaxicos do complemento, estimulam o aumento rapido dessas



proteinas na superficie leucocitaria, bem como a adesao aumentada dos leucdcitos
ao endotélio. Assim, pacientes com deficiéncia genética dessas proteinas de adeséo
apresentam infecgdes bacterianas recorrentes e aderéncia leucocitaria deficiente.

Migracao

A migracéo se refere ao processo pelo qual leucocitos moveis escapam dos
vasos sanguineos para os tecidos perivasculares. Neutrofilos, eosinofilos, basofilos,
monocitos e linfocitos se utilizam do mesmo caminho. Apds adeséao, os leucdcitos se
movem ligeiramente ao longo da superficie endotelial e inserem pseuddpodos nas
juncbes entre as células endoteliais. Eles deslizam através das juncgdes
interendoteliais alargadas, para assumir posigao, eventualmente, entre a membrana
basal e a célula endotelial. Ai podem permanecer por periodos curtos, mas
atravessam depois a membrana basal e escapam para o espaco extravascular.

Eritrocitos também podem deixar os vasos sanguineos, principalmente nas
injurias severas. Entretanto, ao contrario dos leucdcitos, essa saida parece ser
passiva, forgcada pela pressédo intraluminal, seguindo o caminho aberto pelos
leucdcitos.

O tipo celular presente em uma reacao inflamatéria varia em nimero com a
idade da lesdo e com a natureza do estimulo. Assim, na maioria dos tipos de
inflamacao aguda, predominam os neutrdfilos nas primeiras 6 a 24 horas, sendo
substituidos pelos linfocitos, e células derivadas de mondcitos (ex.: macréfago) em
24 a 48 horas. Como ja mencionado anteriormente, essa seqlencia de eventos pode
ser explicada de diversas maneiras, € 0s possiveis fatores implicados sao:

1. os neutrdfilos locomovem-se muito rapidamente;

2. 0s neutrdfilos, de vida média curta, desintegram-se e desaparecem depois de 24 a
48 horas;

3. a migracdo de mondcitos € mantida até muito tempo depois de cessada a de
neutrofilos;

4. células MN em geral possuem vida média mais longa que a de PMN; e

5. fatores quimiotaxicos para neutréfilos e mondcitos podem ser ativados em tempos
diferentes da reacéo.

Mas existem as excegdes para esse padrao de exsudacao celular. Assim,
em infecgbes virais e na nefrite intersticial da leptospirose canina, linfocitos sao
recrutados em grandes numeros desde o inicio. Ja na infecgdo por Pseudomonas
sp. neutrodfilos prevalecem de 2 a 4 dias no exsudato inflamatério. Szabd e Bechara
tém observado infiltrados neutrofilicos na pele de caes infestados por carrapatos,
natural ou experimentalmente, mesmo varios dias apés a fixagao dos acaros, numa
fase tardia da resposta, quando por exemplo em cobaias ja predominam células
mononucleares.

Fagocitose e Degradacgao Intracelular

A fagocitose e a liberagcdo de enzimas pelos neutrofilos e macréfagos
constituem os dois principais beneficios do acumulo de leucécitos no foco
inflamatdrio. A fagocitose envolve trés passos distintos, mas interrelacionados: i. a
particula a ser ingerida deve aderir-se a superficie do leucécito, fendmeno que



acompanha o reconhecimento pelo leucdcito; ii. endocitose, ou ingestdo com
formagdo do vacuolo fagocitico (fagossoma); iii. destruicdo e/ou degradagdo do
material ingerido. Em seguida, é apresentada breve descrigdo de cada passo.

RECONHECIMENTO E ADESAO. Os macrofagos e neutrofilos podem ocasionalmente
reconhecer e ingerir bactérias em auséncia de soro (opsonizagdo), mas a maioria
dos microorganismos nao sao reconhecidos até que estejam revestidos por fatores
séricos que ocorrem naturalmente, conhecidos por opsoninas. As duas opsoninas
principais sdo os anticorpos das subclasses IgG7 e a IgG3, de ocorréncia
presumivelmente natural contra particulas ingeridas, e o C3b (fragmento opsénico
C3), gerado pela ativagdo do complemento por mecanismos imunes ou nao. As
particulas opsonizadas aderem a grupos de receptores correspondentes na
superficie de neutréfilos e macrofagos - um grupo para o fragmento Fc das
moléculas de IgG e o outro grupo para o C3b.

Trabalhos mais recentes (Mosher et al., 1981; Bevilacqua et al.,1981; Saba,
1982) indicam que a fibronectina, uma glicoproteina, contribui para o melhor
desempenho do processo de fagocitose, talvez devido a sua capacidade de se ligar
a numerosas substancias extracelulares e também a superficies celulares.

ENDOCITOSE OU INGESTAO. A ingestao ocorre assim que o fagoécito reconhece como
estranha uma particula. A ligacdo da particula opsonizada a porgao Fc da IgG é
suficiente para iniciar a endocitose, mas a ligacao aos receptores C3b requer uma
ativacao desses receptores antes da ocorréncia da endocitose. Essa ativagao pode
ser feita pela ligacdo simultdnea a fibronectina e laminina extracelular ou por
produtos soluveis de linfécitos T estimulados, as citocinas. Durante a ingestéo,
extensdes do citoplasma (pseudopodes) circundam o objeto a ser ingerido e
englobam a particula dentro de um vacuolo fagocitico, o fagossomo, formado pela
invaginagdo da membrana citoplasmatica da célula. A membrana limitante desse
vacuolo fagocitico funde-se entdo com a membrana limitante do grénulo lisossémico,
resultando na descarga do conteudo dos granulos dentro do agora chamado
fagolisossoma. No decurso desse processo o0 neutrofilo e o macrofago
degranulam-se progressivamente, seguindo-se um vazamento de enzimas
hidroliticas e de produtos metabdlicos (ex.: peréxido de hidrogénio) do leucocito para
o meio externo, provavelmente através de canais abertos do fagolisossoma. Este
processo € chamado de "regurgitagdo durante alimentagdo"; € um mecanismo
importante porque algumas das enzimas “vomitadas” tém atividade proteolitica e
podem causar dano tecidual.

DESTRUICAO E/OU DEGRADAGAO. O ultimo passo na fagocitose de bactérias € a morte
e a degradacdo da mesma. Duas categorias de mecanismos bactericidas sao
reconhecidos: os dependente de oxigénio e os independente de oxigénio.

i. Mecanismos bactericidas dependentes de oxigénio: a fagocitose & um
mecanismo dependente de oxigénio que estimula numerosos eventos intracelulares,
incluindo uma explosao respiratéria (“burst’), glicogendlise, oxidagcao de glicose
aumentada via ciclo da hexose-monofosfato e producdo de metabdlitos reativos de
oxigénio (radicais livres). A geragao dos metabdlitos do oxigénio é atribuida a rapida
ativacdo de uma oxidase (NADPH oxidase), que oxida o NADPH (dinucleotideo
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nicotinamida adenina); no processo reduz o oxigénio ao ion superoxido (Oy), de
acordo com a seguinte equacgao quimica:

2 O, + NADPH oxidase —>» 20, + NADPH + H’

O ion superoxido (2 Oy) é entdo convertido em agua oxigenada ou peroxido de
hidrogénio (H20,), principalmente por desmutagdo espontdnea. A oxidase NADPH
estd presente na membrana ou, quando a membrana esta invaginada, no
fagolisossoma. Assim, o peroxido de hidrogénio € produzido no lisossoma. Esses
metabolitos do oxigénio s&o as principais armas matadoras de bactérias, podendo
atuar de duas maneiras:

e Sistema dependente de mieloperoxidase (H.O,-mieloperoxidase-haleto): em que
as quantidades de H,O, produzida no fagolisossoma sao insuficientes para matar
as bactérias. Entretanto, os granulos azurréfilos dos neutréfilos contém a enzima
mieloperoxidase (MPO), que, na presenga de um haleto como o cloreto (CI),
converte a H,O, em HOCI®, um poderoso agente antioxidante antimicrobiano. Um
mecanismo similar é efetivo contra fungos, virus, protozoarios e helmintos. Mas a
maior parte de H,O, é quebrado pela catalase em H,0 e Oy, e parte é destruida
pela agdo da glutationa oxidase. Mondcitos do sangue também contém granulos
com MPO e usam o sistema H,0O,-MPO-haleto para a destruicao bacteriana.

e Sistema independente de mieloperoxidase (MPQO):. embora o sistema anterior
seja um bactericida muito mais eficiente em neutrdfilos, leucdcitos deficientes em
mieloperoxidase também sado capazes de destruir bactérias, embora mais
lentamente que células controle. O sistema independente de MPO também
requer oxigénio. Os ions superdxido (2 Oy) e hidroxila (OH), extremamente
reativos, também s&o formados durante o metabolismo oxidativo, foram
responsabilizados nessa destruicdo. Macréfagos maduros ativados em diversas
condicbes também produzem H,0O, mas nao possuem a MPO. Dessa forma
podem matar bactérias, produzindo quantidades suficientes de H,O, ou outros
radicais toxicos como OH

ii. Mecanismos bactericidas independentes de oxigénio: a morte bacteriana pode
também ocorrer na auséncia de uma explosao oxidativa, por substancias presentes
nos granulos dos leucdcitos. Estas incluem:

1. proteina aumentadora da permeabilidade bacteriana (BPI), uma proteina
altamente catidnica associada ao granulo e que causa alteragdes na permeabilidade
da membrana mais externa de microorganismos;

2. lisozima,que hidroliza as ligagdes acido-N-acetil-glucosamina muramica,
presentes no revestimento glicopeptideo de todas as bactérias;

3. lactoferrina, uma proteina fixadora de ferro presente em granulos
especificos;

4. proteina basica principal, uma proteina catidbnica de eosindfilos, que
possui uma acgao bactericida limitada, mas que é citotdxica para muitos parasitas.

Apés a morte bacteriana, hidrolases acidas presentes em granulos
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azurrofilos degradam a bactéria no interior do fagolisossoma. O pH do fagolisossoma
diminui para 4 a 5 apds a fagocitose, sendo este o pH 6timo para a agdo dessas
enzimas.

Embora a maioria dos microorganismos sejam prontamente mortos por
células rastreadoras (fagociticas), alguns sao suficientemente virulentos para
destruir os seus captores. Outros, como o bacilo da tuberculose, sdo capazes de
sobreviver no interior dos fagécitos, abrigando-se contra drogas antimicrobianas e
outros mecanismos de defesa, p.e. anticorpos. Quando essas células fagociticas
migram através de linfaticos, infecgdes como a tuberculose podem se disseminar, &
a conhecida generalizagdo precoce ou tardia da tuberculose.

LIBERACAO EXTRACELULAR DE PRODUTOS LEUCOCITARIOS. As perturbagcbes da
membrana, que ocorrem nos neutréfilos e monécitos apds ligagdo receptor x
elemento reagente durante a quimiotaxia e fagocitose, resultam na liberagdo de
produtos ndo apenas no fagolisossoma, mas também no espaco intra e extracelular.
Os produtos mais importantes sao enzimas lisossémicas, metabolitos ativos
derivados do oxigénio e produtos do metabolismo do &acido aracddnico, como as
prostaglandinas e os leucotrienos. Esses produtos sdo potentes mediadores dos
efeitos vascular e celular da inflamacgao e da lesao tecidual, e servem para amplificar
os efeitos do estimulo inflamatério inicial.

A verdadeira liberagao de enzimas lisossOmicas durante a fagocitose ocorre
de pelo menos tres maneiras:
1. Regurgitacdo, que pode ocorrer quando o vacuolo fagocitico permanece
transitoriamente aberto para o exterior antes do fechamento completo do
fagolisossoma, permitindo a saida de hidrolases lisoss6micas;
2. Endocitose invertida ou reversa, que ocorre quando os leucécitos sao expostos a
materiais potencialmente ingeriveis (como imunecomplexos) em superficies lisas
como o endotélio capilar. A adesao dos imunecomplexos aos leucocitos inicia
movimento de membrana, mas por causa da superficie lisa, a fagocitose ndo ocorre
e as enzimas lisossdmicas sdo liberadas para o meio. Tal fenbmeno ocorre em
determinadas formas de lesdo glomerular induzida por complexos imunes; e
3. Liberacéo citotoxica, que ocorre quando o neutréfilo morre e sofre ruptura, com
liberagdo de suas enzimas lisossomais para o espago extracelular. Algumas
particulas (cristais de uratos e silica) sdo toxicas para as membranas lisossomais,
permitindo a liberagao intracelular de enzimas lisossémicas.

Quimiotaxia

O acumulo de leucdcitos no local da adesao, decorre da liberagdo ou
ativacdo de mediadores quimicos com atividade quimiotaxica sobre essas células.
Estas substancias determinam a migragéo direcionada de leucdécitos sequndo um
gradiente de concentragdo. As ceélulas tendem a se acumular na fonte do gradiente,
uma vez que o movimento contra o gradiente € inibido. Dessa forma a quimiotaxia
pode ser definida como a migragdo unidirecional das células, determinada segundo
um gradiente de concentragdo de substancias quimiotaxicas, determinando o seu
acumulo. Em contraste, se uma substadncia é capaz de aumentar a taxa de
locomogao, isto €, a velocidade, frequéncia de voltas ou magnitude de voltas, mas

nao é capaz de influenciar a diregao de locomogao, as células poderdo ndo tender a
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se acumular porque nao existe fator limitante que previna o seu movimento para
longe da fonte de gradiente. Este movimento € definido como quimiocinese.
Quimiotaxia e quimiocinese distinguem-se, portanto, do movimento aleatério das
células. Substancias quimiotaxicas podem ser liberadas de tecidos traumatizados,
geradas por sistemas enzimaticos presentes no plasma, formadas no curso de
reagdes imunes ou podem ser isoladas de microorganismos.

PROCESSAMENTO DO SINAL QUIMIOTAXICO

Para que uma célula possa se locomover é necessario que ela reconhega e
venha a interagir com as substéncias quimiotaxicas. Diversos trabalhos revelaram a
presenca de receptores especificos para agentes quimiotaxicos, localizados sobre
as membranas celulares de leucocitos. A fixacdo do elemento reagente ao receptor
é rapida e, se aproximadamente 20% dos receptores forem ocupados, o fenébmeno
final sera a migragéo.

Os fatores quimiotaxicos induzem a locomocéo, secrecao de enzimas lisossomais
e aumento no consumo de oxigénio. A fixacdo do elemento reagente ao receptor € o
primeiro passo e varios fendbmenos bioquimicos sao descritos na cadeia do processo
em um periodo de tempo muito curto, como aumento de concentracdo do calcio
citosélico e de nucleotideos ciclicos. Diversos trabalhos de Hirata (1979, 1980, 1981)
indicam que o processamento do sinal quimiotaxico pode incluir a inativacdo da
lipomodulina, a liberacdo do acido aracdénico pela fosfolipase A2 e a subsequente
formagao de metabdlitos bioativos, alguns dos quais induzem quimiotaxia, como o
LTB4. Os produtos da via lipoxigenase sao potentes indutores da quimiotaxia de
PMN "in vitro". O turnover de fosfolipideos, portanto, pode ter funcdo relevante na
quimioatracao de PMN, mondécitos e macréfagos.

AGENTES QUIMIOTAXICOS

Para que um agente possa ser considerado uma substancia quimiotaxica deve
ser capaz de atrair leucocitos "in vitro". Assim, por exemplo, endotoxina € capaz de
produzir acumulacdo de neutrdfilos "in vivo", mas nao "in vitro", dessa forma nao é
considerada substancia quimotaxica.

Podemos classificar os agentes quimiotaxicos em:
1) enddégenos{ derivados do plasma ou de células

2) exégenos

AGENTES QUIMIOTAXICOS ENDOGENOS DERIVADOS DO PLASMA:

1. C5a e Cbha desoxi arginina: sdo os mais importantes do plasma segundo Hugli
e Morgan (1984). O Cba é altamente quimiotaxico para neutrdfilos, eosinofilos,
baséfilos e mondcitos. E liberado pela ativagdo do complemento ou por clivagem
direta pela tripsina, proteases bacterianas e enzimas encontradas nos lisossomas de
neutrofilos e macréfagos. O Cba é rapidamente convertido em C5a desoxi arginina,
que também é quimiotaxica na presenca de um polipeptideo do soro chamado de
coquemotoxina. O C5a também aumenta a adesio de leucdcitos ao endotélio por
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aumentar a expressao superficial de moléculas de adesao dos leucécitos.

2 fibrinogénio: é também uma fonte potencial de atividade quimiotaxica. Mas a
atividade desses, em comparagdo com o C5a € negligenciavel.

AGENTES QUIMIOTAXICOS ENDOGENOS DERIVADOS DE CELULAS:

1. leucotrieno B4 (LTB4): induz a adesao de leucdcitos ao endotélio venular e é
um potente agente quimiotaxico, equiparando-se ao Cb5a "in vitro", mas menos
potente que os fatores do complemento "in vivo".

2. fator ativador de plaquetas (PAF): também aumenta a adesividade dos
leucdcitos ao endotélio, quimotaxia "in vitro" (tdo efetivo como o LTB4) e induz
infiltrac&o leucocitaria quando injetado na pele. Pode ser gerado por varias células
como basdfilos, neutréfilos, mondécitos e endotélio.

3. citocinas: certos produtos polipeptideos de linfocitos € mondcitos ativados -
chamados de linfocinas e monocinas, respectivamente - ha muito foram implicados
com respostas celulares na imunologia como por exemplo a proliferacdo e
recrutamento de linfocitos. Recentemente, tornou-se claro que alguns destes
produtos possuem efeitos adicionais e que desempenham papel importante na
resposta inflamatoria. Os dois mais importantes sao a interleucina 1 (IL-1) e o fator
de necrose tumoral (TNF). O primeiro é produzido por praticamente todos os tipos
celulares. Isso ocorre quando as células sao estimuladas "in vitro" por endotoxinas,
imunocomplexos, toxinas, injurias fisicas e varios processos inflamatérios. Entre
outros o IL-1 e o TNF induzem a sintese de moléculas de adesao de superficie que
estimulam a adesdo ao endotélio de neutréfilos, mondcitos e linfécitos, também
estimulam a sintese de PAF e a proliferacao fibroblastica. E, de acordo com Mizel et
al (1983) o IL-1 induz a quimiotaxia de PMN "in vitro".

4. constituintes lisossomais: possuem numerosas agoes na inflamagao entre eles
a quimiotaxia, assim, por exemplo, proteinas catibnicas presentes nos granulos
azurdfilos de neutrdéfilos sao quimiotaxicas para mondcitos.

AGENTES QUIMIOTATICOS EXOGENOS:

1.lecitinas: particularmente a concanavalina A

2.oligopeptideos simples: derivados de bactérias como a E. coli e Staphilococus
aureus

Locomocgao de Leucécitos
Um leucécito estimulado por um fator quimiotaxico adquire rapidamente a forma

polarizada, caracterizada pela delimitagdo de uma porgédo anterior (lamelipddio) e
uma porg¢ao posterior (uropodio). Esta conformacédo decorre do aparecimento de
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ondas de contragao equatorial, perpendiculares ao eixo de polarizacao, iniciadas
pela interacdo da substancia quimiotaxica com o seu receptor, na superficie do
leucdcito.

Stossel (1982) resumiu o mecanismo da locomogao (também envolvido na
fagocitose), de maneira simplificada, da seguinte forma:

- o fagocito se movimenta estendendo um pseuddépodo que impulsiona o
restante da célula na diregcao da extensdo. O interior do pseudopodo € constituido
por uma rede ramificada de filamentos compostos de actina e de uma proteina
contratil, a miosina. O fagdcito utiliza a associagao e dissociagao rapidas de actina
do monbmero para a forma fibrilar, para expandir e contrair o pseudépodo. Esse
fendmeno € controlado por ions de célcio e inumeras proteinas reguladoras. Estas
incluem a proteina fixadora da actina, que organiza as fibras de actina em angulos
retos reciprocos, transformando o estado sol para gel; a gelsolina, que se fixa a uma
extremidade de cada filamento de actina impedindo a reorganizagdo; a acumentina
que se fixa a extremidade oposta do filamento, revertendo a actina do estado gel
para sol; calmodulina, uma proteina fixadora de calcio que controla o arranjo das
moléculas de miosina. Nao se sabe exatamente como a miosina interage com a
actina no pseuddépodo para produzir a contragdo. Entretanto, o movimento depende
muito do gradiente de calcio intracitoplasmatico, que afeta tanto a agdo da gelsolina
sobre a actina, quanto o arranjo dos filamentos de miosina. Essas alteragbes entre o
estado gel e sol do citoplasma conferem o movimento direcionado. Sob influéncia da
miosina, a rede de actina pode ser puxada de areas gel com maior concentragédo de
calcio, para areas sol com menor concentracao.

MODELOS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO DA QUIMIOTAXIA

MODELO "IN VITRO"

1.Modelo da quimiotaxia em camara de Boyden: consiste de duas camaras
separadas por um filtro poroso, cujos poros devem ter um didmetro de tamanho
suficiente para permitir que as células o atravessem ativamente, com a utilizagdo de
esforco e ndo de forma casual ou passiva. As células que se deseja estudar séo
colocadas na camara superior imersas em meio de cultivo adequado. O mesmo
meio deve ser colocado na cadmara inferior, onde deve ser dissolvida a substancia
quimiotaxica teste. Apdés uma incubagao por periodo de tempo fixo (de 45 minutos a
2 horas ou mais), o filtro deve ser retirado, cuidadosamente lavado e corado. As
células podem ser contadas ou a distancia entre a primeira e a ultima camada de
células pode ser medida com o auxilio do micrométrico do microscopio. Este modelo
descrito por Boyden é intensamente utilizado em estudos de quimiotaxia com
algumas variagdes, sendo de boa reprodutibilidade e baixo custo.

MODELO "IN VIVO"
1.Método da pleurisia: 0 método da pleurisia pela carragenina ou outros irritantes
permite avaliar o aumento da permeabilidade vascular, a quantidade de exsudato
extravasado e o componente celular desse exsudato. Além disso, o fluido
inflamatoério pode ser colhido para quantificagcdo e identificacdo de mediadores
quimicos da inflamacéo ou de proteinas através de técnicas adequadas.

Baseia-se na inoculagéo de irritantes em estudo na cavidade pleural na altura do
quarto espaco intercostal de ratos. Apds um periodo variavel de tempo, dependente
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do experimento em questdo, os animais sao sacrificados e, apds lavagem,
recolhe-se o exsudato e o liquido de lavagem com o auxilio de uma pipeta Pasteur
para a observacao dos parametros propostos pelo experimento.

Permite também o estudo do efeito de drogas que modulam a inflamacgéo,
quando entao, o irritante empregado possui agdo conhecida, como por exemplo a
carragenina. Permite também variagbes como o emprego simultdneo do azul de
Evans, p.e.

HORMONIOS E FUNCAO LEUCOCITARIA

A insulina desempenha papel relevante na mobilidade de leucdcitos
polimorfonucleares, pois ocorre aumento da migracao de tais células em pacientes
diabéticos tratados com o hormoénio (Baciu et al., 1967). Movat & Baum (1971)
demonstraram que o indice quimiotaxico médio de PMN oriundos de diabéticos é
significativamente menor que o de PMN oriundos de individuos normais.

Os corticosterdides induzem a formagao de proteinas inibidoras da agao de
fosfolipases (Di Rosa, 1989). Sao descritas tres proteinas com atividade
antifosfolipase: macrocortina, lipomodulina e renocortina.
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