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METABOLISMO DEI GRANULOCITI E DANNI
DA IMMUNOCOMPLESSI

F. ROSSI, P. BELLAVITE,, G. BE,RTON, G. ZABUCCHI

INTRODUZIONE

È nozione ampiamente accettata che i danni prodotti da eventi im-
munologici sono dovuti alla generazione di un processo infiammatorio e,
in particolare, alla azione dei vari tipi di leucociti. Nel corso di reazioni me-
diate da anticorpi e inquadrabili nei tipi II e III della classificazione di Gell
e Coombs, le reazioni infiammatorie sono di tipo acuto e le cellule implicate
i granulociti neutrofili. La patogenesi di questo processo infiammatorio è
sostenuta dalla attivazione del complemento da parte di immunocomplessi
e dalla conseguente generazione di frammenti ad attività permeabilizzante
e chemiotattica.

Le prove della importanza dei granurlociti nelle lesioni a patogenesi im-
munologica sono molteplici ct'. t, z, 3' a) vasculiti tipo Arthus (tipo III), ar-
teriti necrotizzanti tipo malattia acuta da siero (tipo III), nefriti acute ne-
frotossiche da anticorpi antimembrana basale (tipo II) sono inibite in animali
resi sperimentalmente agranulocitosici con mostarde azotate o con siero
antigranulociti. Le lesioni compaiono quando a questi animali vengono tra-
sfusi granulociti; b) Henson a ha dimostrato al microscopio elettronico gra-
nulociti degranulati aderenti alla membrana basale di glomeruli renali in
corso di nefriti nefrotossiche sperimentali da anticorpi antimembrana
basale; c) i leucociti neutroflli contengono nei granuli una serie di proteasi
neutre, in grado di attaccare elastina, collageno, membrana basale, ed enzimi
idrolitici attivi a pH acido su molti substrati. L'iniezione di granuli isolati
da leucociti neutrofili sottocute riproduce le lesioni caratteristiche tipo
Arthus (Galub e Spitznagel, 1966) e nelle cavità articolari manifestazioni
analoghe a quelle della artrite-reumatoide (Weissmann ed aI., 1969).

Oggetto di questo intervento è la analisi dei meccanismi attraverso i
quali i leucociti, arrivati nel focolaio infiammatorio (pareti vasali, glomeruli
renali, cavità articolari, connettivo extravasale, ecc.), producono danni al
tessuto.

Istituto di Patologia Generale, Università di Padova, sede di Verona e Istituto di
Patologia Generale, Università di Trieste.
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2 . CARATTERISTICHE MORFO-FUNZIONALI
DEI GRANULOCITI NEUTROFILI

I granulociti sono cellule terminali, a vita molto brer.e (poche orenel- sangue e qualche giorno nei tessuti), che maturano nel midollo da unacellula staminale. Questa maturazione consiste fondamentarmente neI do-tare queste cellule di un apparato secretorio, costituito da granuri che rap_presentano dei depositi di enzimi e di altri fattori, nello specializzare iamembrana cellulare e ra superficie a ricevere e trasmettere segnaÌi, e nelfornire un macchinario per il movimento cellulare e per la endocitosi,
^ Le proprietà in base are quari i granurociti parteéipano al processo in-fiammatorio e alle sue conseguenze sono: r) ra càpacità di rispondere a sti-moli chemiotattici; 2) la fagocitosi; 3) ra attività secretoria; 4) la capacitàdi esaltare drammaticamente il metabolismo ossidativo. Tutte queste fun-zioni sono regolate dalla membrana cellulare, che, in seguito a fenomenidi riconoscimento dovuti alla presenza di recettori spéifici per fattoriimmunologici (frammento Fc delre IgG e IgA, fattori 

"àrrple*".rtari), Iec-tine, neuroormoni, istamina crr. 2, è càpace d-i generare segnali che interfe-riscono con vari sistemi biochimici è strutturari intracehulari.
I meccanismi in base ai quali i granulociti esercitano danno nel corsodi infiammazioni a patogenesi immunologica sono sostanzialmente due: ilrilascio all'esterno di enzimi e di artri faftori contenuti nei granuli e iaproduzione di composti di riduzione dell,ossigeno (superossidJ anione, ac-qua ossigenata, radicale idrossile, ossigeno singoletto) in seguito acl attiva-

zione del metabolismo ossidativo

3 - IL RILASCIO DEI CONTENUTI CELLULARI

a. I granttli citoplasmat ici

I granulociti neutrofili contengono nel citoplasma una popolazione ete-
rogenea di granuli che si formano durante Ia maturazio.r" ,ràl midollo. Rite_nuti già da Ehrlich organuli contenenti materiali destinati alla secrezione,
sono stati oggetto di numerose ricerche a partire dagli anni 1960 quando
un gruppo di ricercatori della Rockefeller University s isolò questi granuli
da leticociti di coniglio e iniziò lo studio delle loro caratteristiche biochimi-
che. È opinione comune che i neutrofili dela specie umana contengano duetipi di granuli, gli azurofili e gli specifici in rapporto di 1:2-3, diffeienti per
origine, densità, morfologia e contenuto z,a,t,s,-s,ro. I granuli azurofili, dètti
anche primari, si formano allo stadio di promielocila per coalescenza di
vescicole contenenti raateriali densi a ]ivellò della faccia concava dell,appa_
rato di Golgi 8. Hanno forme diverse, un diametro che varia da o,c i i,emicron e al microscopio. elettronico appaiono elettron-densi. I granuli spe-cifici, detti anche secondari, si formanò piùr tardivamente, cioè allo stadiodi mielocita (quando la formazione degli azurofili è cessata), dalla coalescenza
di vescicoie a livello della faccia convessa del Golgi. sono piu piccoli e aimicroscopio eiettronico meno erettron-densi degli àzurofili. È pòssibite chei due tipi non rappresentino popolazioni omogenee, ma esistano delle sub-
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popolazioni, differenti per clualche aspetto biochimico e morfologico. Ciò
spiega f isolamento anche di altri tipi di granuli (granuli terziari) ottenuto
da alcuni gruppi di ricercatovi''ctr'2'1.

A parte qualche discrepanza relativa soprattutto alla collagenasi, c'è
abbastanza accordo tra i vari Autori circa il contenuto dei due tipi di gra-
nuli (tab. 1). Gli azurof,li contengono oltre a numerose idrolasi attive a

T,teBr-r,a 1

Contenuto dei granuli a:urofili e specir1ci dei leucociti neutrofili untani (2,6,71

Speci.l'ici

Idrolasi acide
(caratteristiche)
dei iisosomi)

Proteasi neutre
(serin-proteasi)

Proteasi neutre
(metallo-proteasi)

microbicidi

p-glicerofosfatasi
p-glucuronidasi
N-acetil-p-glucosaminidasi
c-mannosidasi
o-lucosidasi
arilsullatasi
B-galattosidasi
proteasi acide
(catepsine D e B)

elastasi
catepsina G
proteinasi 3

collasenasi

mieloperossidasi
lisozima (1/3)

proteine cationiche
mucopolisaccaridi

(213)

lattolerrina
proteina legante la vit. 812

Fattori non

pH acido, caratteristiche dei lisosomi di altre cellule, proteasi neutre, en'
zimi microbicidi quali perossidasi e lisozima, e una serie di proteine catio-
niche dotate di caratteristiche azioni bologiche. Gli specifici sono privi di
idrolasi acide ma contengono lisozima, lattoferrina, una proteina legante la
vit.872 e, secondo alcuni AutoriT, due proteasi neutre, una tipica collage-
nasi e una seconda proteinasi (metalloproteinasi) attiva su frammenti
del collageno.

b. Modalità e meccqnismi del rilascio dei granuli (degranulaTione)

È noto da molto tempo che i neutrofili residenti in un focolaio infiam-
matorio appaiono frequentemente degranulati. La funzione battericida e di-
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gestiva dei granuri, ipotizzata già da Metchnikoff e da Ehrlich, è stata recen-temente ben documentata con-la scoperta che durante ra fagocitosi i granutisi rondono con il vacuoro di ragocitàsi ; ;i;;i;; ii ,;i; contenuto 11,12,13' 14' ls. È stato inoÌtre dimostraio lrr" i contenuto dei granuli può esserescaricato all'esterno dera ceilura sia duìante ra fagocitosi che in artre cir-costanze 16' 17. rn questi ultimi anni i meccanismi, "re 
condizioni, ra regora-zione, gli aspetti biochimici, ta s"qreriiuuta 

" il co;tr;ilo i"u.-u.otogico diquesto fenomeno sono stati^ alquanto approfonditi e arcunà ecce,enti pub-blicazioni ne trattano approfond-itamente',, 2, 3, 18, 1e, 20, 21, 22, 23

Ir rilascio è di due iipi, citotossico e s.ecretorio e, neil,ambito di questidue tipi, si possono distinguere piu modalità (fig. 1 
"' Àl;;.

.,','-71ì\
7 y.t,.{ _ l. \

/ ...oi..'.)\
.1,,c; !ì.)':, ì.:i,--.''!r;/

Rilascjo citotosslco Rilascio secretorio Rjlascio secretorio
Endocitosi alla rovescia Rigurgìto durante jl pasto

Fig. 1. - Modelli dei meccanismi di rilascio dei

Rilascio secretorio
lnterazione con fattori solubili

granulociti.

Rilascio citotossico. È un fenomeno passivo dovuto a danno e mortecellulare' si verifica per azione di tossine (rèucocidina ,iànto.o..i.a, strepto_lisina o ed S, artre tossine batteriche), di sostanze tensioattive artificiario forma_tesj per processi di denaturazione nei focorai inflammatori o in se_guito alla fagocitosi di materiari-tossici per re membrane a"ì tugoro-i comecristalli di silicio e 
,di. urato 2a. In quesii casi vengono rirasciati al,esternotutti i costituenti ceilulari contenuti sia ner citoplu!-, .rrirregii organuri.

Rilascio secretorio. Indicato comunemente col termine di esocitosi osecrezione, è un processo attivo a mezzo der quale il .""t""ìto dei granuriazurofili e/o specifici viene scaricato fuori dei citotra;;;-sànza danni allamembrana celrurare e senza significativa uscita arl,esterno di componenti delcitoplasma sorubile. può avvenlire in circost anze e con modarità diverse.
7' secrezione a*interno der vacuoro di fagocitosi. I granuri, in conti_nuo movimento nel citoplasma, si avvicinano' a"lla *.*ù.irru cellulare in-vaginata 

- probabilmente orientati dai microtub"li :,-; fondono conquesta e scaricano il loro contenuto nel fagosomu. B-it p.ol"rro flnaristica-
T"ltg piìr utile perché ha come effetto lo-scarico ,"r"tii"J-u enzimi e dialtri fattori a contatto col materiare, con i batteri o .o, i ,r1.us fugocitati e,quindi, la loro uccisione e digestione.

2. Secrez.ione all,esterno ilel leucocit(1. euesto tipo di esocitosi puòavvenire con tre modalità:
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T.qenLLe 2

Meccanismi e stimoli del riLascio di enzimi o dt altri .fattori dai granulociti

A. CITOTOSSICO

B. SECRETOR.IO
(esocitosi)

1. Nel fagosoma:

2. All'esterno
de1 Ìeucocita

Tossine
Sostanze tensioattive
Silicio
Cristalli di urato
Ogni situazione che provoca morte del
ler.rcocita

Fagocitosi di batteri, virus, immunocomples-
si, immunoglobuline aggregate, detriti ce1-
lulari, ecc.

2a. Rigurgito ùtrante il pasto: dtrante la
fagocitosi di batteri, virus, immuno-
complessi, immunoglohuline aggregate,
detriti cellulari, ecc.

2h. Endocitosi alla roi:escia: durante 1'ade-
sione a sostanze corpuscolate fagocita-
bi1i, adese a superfici non fagocitabili
(immunocomplessi solubili e insolubili,
immunoglobuline aggregate, lattori com-
plementari, ecc.)

2c. Intera:ione con fattori solubili:
C3a, C5a, C567
sostanze tensioattive
forbol-miristato acetato
ionofori
endotossine
lectine (concanavalina A)

- 2a. La prima, piìr comune, si verifica durante la fagocitosi. Definita da
weissman <<rigurgito durante il pasto r16, si verifica attraverso il vacuolo
di fagocitosi, vale a dire quando i granuli si fondono con la membrana in-
vaginata e scaricano il loro contenuto prima che il vacuolo sia chiuso
(fie. 1).

2b. La seconda, indicata da Henson 17 col termine di « f agocitosi fru-
strL >> e da weissman con quello di ,, endocitosi alla rovescia », si verifica
quando i leucociti interagiscono con materiali che, pur essendo per Ie loro
caratteristiche potenzialmente fagocitabili, non possono essere fagocitati per-
ché depositati e fermamente attaccati a superfici di ampie dimensioni. Spe-
rimentalmente, il fenomeno si può ottenere mettendo i leucociti a contatto
con superfici (membrane millipore, collagene, sferule di sefarosio) sulle quali
sono depositati immunocomplessi solubili o insolubili, aggregati di immuno-
globuline o frammenti del complemento come il c5a17,2s,2e. Le immunoglobu.
line efficaci sono quelle per le quali esiste un recettore sulla superficie del
leucocita e, in particolare, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 e IgA 1s. Il modello speri-
mentale riproduce quello che si verifica in patologia, quando immunocom-
plessi solubili o insolubili, con o senza complemento, sono depositati a li

L
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velio delle pareti vasari, derla membrana basare dei gromeruri renari o crelrefibre collagene del connettivo interstiziale.

2c' La terza modalità si verifica per interazione cli fattori solubili co,ia superficie cellulare. In questo caso'l,esocitosi può 
".."." potenziata daun particolare artificio sperimentale che consiste nel trattamento dei leuco-citi con citocalasina B, ìna sostanza prodotta da una ,rrtu, r,Hermintho-sporitLnt deruathoideunt, jhe si lega aira membru.u ptur*utica e modifica7'organizzazione funzionale dei miJrofilamenti16,26,27,28. Alcuni di questi fat_tori sono di ordine immunologico, come i composti .n"Àiotuttici c3a, c5ae C56728'2e, artri sono fattori òhemiotattici ad àzione aireita, come peptididi sintesi 30, altri, infine, come ionofori 31, forbor-miristato acetato 12, 33, conca_navalina A 3a, sono, per ora, modelli sperimentari utili p". ro studio deimeccanismi dell'esocitosi. Secondo atcuni Autori, i ..ÀpJ.ti solubiri, comeforbol-miristato acetato 32, ionofori 33, concanavalina A 3a, produrrebbero unasecrezione selettiva, cioè limitata ai granuli specifici. euesto fatto indiche-rebbe una fondamentare differenza nei meccanismi di secrezione deriedue popolazioni di granuli.

Meccanismi deila esocitosi. La esocitosi si svorge in fasi successiveche vedono la sequenziare partecipazione dera membàna cerlurare (eventidi membrana) e di sistemì biocÀimici e strlltturali intracellulari (eventiintracellulari).

a. Eventi di metnbrcL*tt. _A[origtne c'è r'interazione tra i vari tipi distimoli e ia membrana ceilulare. Llinterazione può essere specifi.ca, ner

:."i:"^:,1:,:-.^,n1olge 
la parrecipazione di srrurrure r"."i*.iuli delta super_ncre cellulare, o aspecifico,, nel senso che ar.r.iene indipendentemente dal-l'esistenza di recettori specifici. Gli stimoii che agiscono'rnediante un,intera-zione specifica, sono, per Jo piir, di ordine imminologi.o, lo,r" frammentiFc di. anricorpi dere crassi tgct, z, 3, 4 e IgA, c3b, ò1"-,'ò:oz. L,azione ciiquesti stimoli è molto piu efficace quanclo iono in. forma insolubile o co-munque corpuscolata per adesione a superflci, tale cioè da indurre quellemodificazioni dera membrana prasmatiòa e rieila periferia del reucocitache si traducono in movimenti ò nerta fo.*uriorr"- d;;;;;.p.di o invagi_nazioni (edocitosi cornpleta o frustra). L'interazione t.a'stimoli e membranamodifìca questa struttura e, cla quesie modifìcazioni si g"*.uro segnari cheagiscono su sistemi bersaglio_ra òui risposta si traduce lr, ,ru attività cellu_Ìare come movimento (casuale o direzionale), endocitosi, secrezione, eccita-zione metabolica.

La natura derle mocriflcazioni cleila membrana, sur piano morecolare efunzionaie, Ia loro .unicita o moitepricità sono àggàìtà 
-di 

numerose ri-cerche' 
-I_ dati piii interessanti finorà riscontrati ,6iro ,rr-.upido cambia_mento dei flussi ionici (aumento cli ingresso di calcio e cli sodio e aumentataus^cita .di potassio) parallelo alla secrJzione di enzimi granulari 35 e una mo-dificazione del potenziale di memby41e-36,37.

b. Eventi intraceilurarl. La sequenza di eventi intracerurari, di ordinebiochimico e strutturale, che segue ara stimolazione di membrana non èancor:a stata chiaritu. p:r^^r,! approfonclimento detla materià si rimanda atraLtazioni specializzate 12,20,22, z:,ld :s, 40,4t, 42. È noto che Ia esocitosi richiedela integrità dei sistemi fornitori di energia, in particoiar"'a"ttu gricorisi,
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la disponibilità di ioni calcio, la integrità strutturale e funzionaie del sistema
che forma il citoscheletro (microtubuli e microfilamenti) e coinvolge la
partecipazione dei nucleotidi ciclici e delle reazioni da questi regolate
(tab.3). In analogia a quanto avviene in altre cellule, pare che la funzione se-
cretoria sia regolata dalla concentrazione dei nucleotidi ciclici AMPc e
GMPc e dalla loro interazione con i microtubuli 20. Questi concetti derivano
da un duplice or<line di prove e cioè dall'effetto suila esocitosi di sostanze
che modificano f integrità e l'assemblaggio dei microtubuli e di sostanze
che influenzano la concentrazione intracellulare dei nucleotidi cictici.

sostanze come la colchicina e la vinblastina che provocano disassem-
biaggio dei microtubuli inibiscono o riducono il rilascio di enzimi lisosomali
dai leucociti sottoposti a stimoli diversi come la fagocitosi 16, 40, 41 e l'esposi-
zione a sostanze adese su superfici 16, 10 e a fattori chemiotattici 2e. A1 contra-
rio, sostanze come Dro che producono assemblaggio dei microtubuli aumen-
tano il rilascio 42. È stato inoltre dirnostrato che la formazione di microtubuli
(il processo che avviene per assemblaggio di una proteina dimerica chiamata
tubulina) aumentata in leucociti neutrofili in seguito ad esposizione ad agenti
che stimolano la esocitosi e che la colchicina inibisce sia la secrezione
che ]'assemblaggio della tubulina 2E, 31, 43.

Le prot e delf importanza dei nucleotidi cictici presentate da vari grup-
pi 2, 22, 38, 40, a2 possono essere così sintetizzate (tab. 3): sia l'Al\4Pc esogeno
sia le sostanze che provocano un aumento intraceliulare di questo nucleotide
ciclico (per es. prostaglandina El, sostanze B-adrenergiche come epinefrina

Taesr.l,.A. 3

F-attori di controllo della secre.ione nei granulociti neutrafili umani

Inibiz.iorLe Stinola:ione

p-stimoÌanti lsirnpaticomimetici I

aumento AÀ.{Pc

disassemblaggio microtubuli

parasimparicomimetici

aumento Gh{Pc

assemblaggio microtubuli

ioni calcio

o isoproterenolo) diminuiscono o bloccano l'esocitosi; ai contrario, sostanze
che aumentano il GMPc (come acetilcolina o carbamilcolina) aumentano
l'esocitosi. In analogia con altri sistemi secretori come le mastcellule, i due
sistemi di nucleotidi ciclici esercitano un effetto opposto. La loro azione sa-
rebbe mediata dall'effetto sui microtubuli: I'AMpc inibisce la polimerizza-
zione della tubulina e quindi la formazione di microtubuli e 1a secrezione dei
costituenti granulari. Al contrario il GMPc pl:omuove la formazione di mi
crotubuli e quindi il rilascio viene attivato.
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L'importanza dei microfilamenti non è chiara. eueste strutture con-trattili, composte di actina e miosina, si trovano alla periferia clelle cellule,
particolarmente concentrate in zone adiacenti a membrane in movimento,
cioè in corrispondenza di protrusioni e di pseudopodi. euesta particolare di-
stribuzione, che corrisponde a zone della membiana modificate da stimoli
esterni (zone di contatto con particelle fagocitabili, regioni di interazione
con stimolanti solubili del tipo delle lectine, zone di formazione di pseudo-
podi, zone di protrusione che formano iI polo avanzante della cellula duranteil movimento chemiotattico) sembra essere regolata dai microtubuli 3e. Il si-
stema microfilamentare viene comunque considerato come una barriera mec-
canica che impedisce, e in ogni caso regola, I'awicinamento dei granuli
alla membrana plasmatica e Ia loro fusione con Ia faccia interna di {uesta.

C ons e guenle d ell' e s o ci t o s i

Le conseguenze del
meccanismo deI rilascio,
scial.i e dalla sede in cui
(tab.4).

rilascio del contenuto dei granuli dipendono dal
dalle proprietà biologiche dei vari fattori rila-
awiene il fenomeno (nel fagosoma o all,esterno)

TaeEr-ra .1

C ons e gu e n.:e d ella e s r,' c i kts i

a
NE,L FAGOSON,IA

- attività battericida\

- digestione \\
- danno alla mem- t...

brana de1 lagosoma +-
,/

,/
.-... degenerazione /

de11a cellula

ALL'ES'TER}iO

- processi degeneratiti per attacco enzimatico
,/ di costituenti dei tessuti, proteoglicani,

,/ elastina. colìageno, proteine, ecc. (carti-
Iagine. rnemhrana basale. vasi. [eqa-'r men ti r

- dnplifìca:iotte deL processo in1amntatoria:
attivazione de1 complemento
Iormazione di leucochinine
interazione con la coagulazione
attivazione della plasmina
liberazione di istanina

ESOC]ITOSI

I

Il rilascio per secrezione nel fagosomcL, costituisce un meccanismo fon-
damentale per l'uccisione e la digestione degli agenti fagocitanti. Di questa
azione sono responsabili sostanze ad attività non enzimatica (proteir" .u-
tioniche e lattoferrina) ed enzimi quali le idrotasi acide, le proteàsi neutre, il
Iisozima e la perossidasi.

Le conseguenze della esocitosi all'esterno det t'agocita, sono di diverso
ordine, comportando, in ogni caso, una serie di danni piìr o meno gravi
al tessuto ed una amplificazione del processo infiammatoiio. Nel caso aella
patologia da immunocomplessi l'esocitosi awiene: i) durante la fagocitosi
degli immunocomplessi insolubili; ii) durante I'adesione alla membrana
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plasmatica di immunocompressi.precipitati su superfici quari fibre colragene,membrane basali e p.areti. vasali; iii) per azione di fattori comprementari edi altri fattori sotubili ad. azione tensioattiva o o ligante,, derivati da de_naturazione di strutture celurari o acelrulari der te"ssuto.'
Danni al te.s.suto._Gri effetti principati dipendono daila azione di en-zimi, in particolare delle proteasi neutre 44,4s,46,47,s7. La elastasi ha comesubstrato i.proteoglicani deila matrice cartilaginea, Ia etastina dei legamenti,delle pareti vasali e dei setti pormonari, il flirinogeno e i-iattori der com_plemento; le collagenasi ..scindono prevarentemente il colageno tipo I(dando due frammenti indicati come TCA e TCB), ma u..t 

" proteogricanie proteine plasmatiche gol" iJ fibrinogeno e fattori del complemento; lacatepsina G, priva di attività elastasicai attiva su molti substrati proteici.Accanto alle proteasi neutre_ hanno grande importanza g1i enzimi idroriticiattivi a pH acido. Tra questi re proteaii acide, cÉe ugir.àr;;rron solo su strut_ture cellulari e tissutali ma anche su molecole sorub"iti (chininogeni) con pro-duzione di chinine vasoattive, e tutte le altre idrorasi tipi"àÀ""t" Iisosomaliattive su substrati diversi. come ripidi, grucidi, acidi nlcreici, mucopolisac-caridi, composti fosforilati, ecc.

Interaz,ione con artri sistemi e amprificazione der processo infiamma-torio. sostanze liberate dai granulociti, di natura enzimatica e non, interagi-scono con sistemi polimolecolari solubili con formazione di mediatori vasoat-tivi e chemiotattici. con questi meccanismi l,esocitosi aivenia uno dei mo_menti patogenetici di amprificazione e di espansione der f.o."rro inflam-matorio.

a. L'ottivaz.ione der compremenfo. Fattori rilasciati dai reucociti attiv-ano il complemento con piir modalità: possono attivare sia la via classicache la via alternata a8 o agire direttamente (proteasi neutre) su singole com-ponenti come c3 e c5 con generazione di fràmmenli u11iui'+r, +r, so.

b. Generazione d.i poripeptidi vasoattivi. peptidi vasoattivi ad attivitàipotensiva, vasodilatatricè e-pèrmeabilizzante, ciiamate leucochinine, sonoformate per azione di proteaii acide s1 e neutre s2 su precursori plasmatici.
c. Interaz.ione col sistema della coagulazione. I leucociti neutrofili han-no una attività procoagulante assimilabile a quella della tromboplastina tissu-tale, probabilmente attribuibile a costitue-nti (fosfolipidi) della membra-na dei granuli 53' s4' 55. una_attività procoagulante è espricatu Érr.rr" da proteinecationiche non enzimatiche in g.àao ai p.ecipitare monomeri di fibrina so-lubili con formazione di coaguli se.

un'altra modalità di interazione con ra coagurazione da parte di pro-dotti .liberati dai granulociti consiste in una aziane antieparinica di alcuneproteine cationiche 56 e nella digestione di- fattori a"I. ..àg"i azione, in par-ticolare di fibrinogeno, e di fattori v, vII, VIII, xII, xlli"da parte di pro-teasi neutre 2, 47, s7.

d. Interazione cor sistema fibrinoritico. ci sono numerose dimostra-zioni che i leucociti attivano la fibrinolisi 2. Due meccanismi sono stati indivi-duati, una lisi diretta della fibrina e der fibrinogeno da p*1" ài proteasi neu_tre s7' s8 e la secrezione di un attivatore del praiminogeno irrru p.ot"usi neu-tra dei granuli azurofili) attivo sur plasminogen" piurrruìilo 
" .., un pra-
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si-ninogeno contenuto negli stessi leucociti s8. Attraverso queste interazioni
prodotti riiasciati dai leucociti, oltre a generare frammenti chemiotattici e
permeabilizzanti dalla degradazione del fibrinogeno e della fibrina, attivano
il plasminogeno a plasmina e questa, a sua volta, amplifica il processo in-
fiammatorio attivando il fattore di Hageman, la formazione di chinine e iÌ
complemento.

e. Interazione corr la liberazione di istamina. un altro importante mec-
canismo di amplificazione del proceso infiammatorio consiste nel1a secre-
zione da parte dei granulociti di fattori che provocano liberazione di
istamina dalle mastcellule. si tratta della azione di proteasi 5e e di proteine ca-
tioniche non enzimatiche 60.

I rapporti tra fattori granulocitari e istamina sono però ancora piìr
complessi. Infatti i granulociti contengono e possono liberare un inibitore
del rilascio di istamina 61 e un enzima (istaminasi) che degrada l'istamina 62.

3 - LE MODIFICAZIONI METABOLICHE DEI LEUCOCITI

Si tratta del secondo fenomeno da cui dipendono i danni provocati al
tessuto da parte dei granulociti.

La attiyazione del rnetabolimo respiratorio durcLnte la lagocitctsi

Una delle caratteristiche peculiari di queste cellule è la spiccata attitu-
dine a modificare il metabolismo respiratorio in relazione ad attività fun-
zionali e a mutamenti delle condizioni ambientali. La situazione piir para-
digmatica è la fagocitosi. Durante questa funzione si verifica una clramma-
tica modificazione metabolica consistente in un aumento del consumo di
0r, insensibile ai veleni della respirazione mitocondriale, associata a pro-
duzione di H202 e di 0-, ed ad una attivazione de1 metabolismo glucidico at-
traverso 1o shunt degli esosomonofosfati. Queste modificazioni metaboliche
sono quantitativamente assai rilevanti e si veriflcano con estrema rapidità.
Usando metodiche a sensibilità molto elevata I'aumento della respirazione,
della produzione di 1aC0, da glucosio-1-t+C, di Hr0, e di 0-, sono apprezzabili
entro pochi secondi dalla aggiunta, ad una popoiazione di granulociti, di
una sospensione di particelÌe fagocitabili (fig. 2).

La tabella 5 riassume Ie principali modificazioni metaboliche di granu-
lociti neutrofili durante la fagocitosi, incluse quelle non riguardanti il meta-
bolismo ossidativo. Per maggiori dettagli si rimanda a monografie specifi-
che 2, 63, 64' 6s,66. La fig. 2, mostra la cinetica e l'intensità delt'attivazione della
respirazione e della produzione di H202, di 0-, e di 11C0, da glucosio 1-1aC.

Molte ipotesi sono state avanzate circa le basi enzimatiche di questa
stimolazione metabolica. Risultati conseguiti ne1 nostro laboratorio e con-
fermati da altri Autori2,63,64,6s,66,67, dimostrano che Ì'evento chiave è l,atti
vazione di un sistema enzimatico che ossida I'NADPH (NADPH ossidasi). Le
caratteristiche cinetiche, la natura e la localizzazione di questo sistema en-
zimatico sono ancora in fase di chiarificazione.

L'attivazione del metabolismo glucidico attraverso t'HMp è in gran
parte spiegato con una variazione del rapporto NADp./ItrADpH e in parte
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con l'attività de1 ciclo del glutatione (glutation-perossidasi piìt glutation-
reduttasi) durante la degradazione di una parte dell'H202 formata dalla
NADPH ossidasi.

Il problema della localizzazione della NADPH ossidasi è ancora contro-
verso. Si confrontano due ipotesi basate su risultati sperimentali ottenuti
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Fig. 2. - Andamento nel tempo dei vari eventi della attivazione metabolica

TasBLr-e 5

Modificazioni biochimiclu dei granulociti neutrofli durantc la Jagocito.ti

1 . Aumento de1 consumo di ossigeno (insensibile a cianuro, rotenone e antimicina A).

2. Produzione di HzOz e Oà.

3. Aumento del catabolismo glucidico attraverso il ciclo dei pentoso-fosfati (I{MP).

+. Aumentata ossidazione di NADPH.

5. -Aumento della glicolisi.

6. Aumento del turnover dei fosfolipidi.
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su frazioni subcellulari separate con vari metodi di centrifugazione frazio-
nata: secondo alcuni l'enzima è localizzato nei granuli azurofili 68, 6e, secondo
altri nella membrana plasmatica 70. I risultati più recenti ottenuti nel nostro
laboratorio su frazioni subcellulari di leucociti di cavia hanno dimostrato
che la ossidasi di cellule attivate è associata a frazioni identificabili con
membrane e non con granuli specifici o azuroflli.

At tivazione del met ab olisrno o s s idativ o indipendent e dalla f ago cito si

L'attivazione del metabolismo ossidativo non si verifica nei leucociti solo
durante la fagocitosi, ma in molte altre situazioni durante le quali sostanze
di varia natura interagiscono con la superficie cellulare (tab. 6).

Tra i vari fattori in grado di stimolare i leucociti vanno segnalati quelli
di ordine immunologico, in particolare i fattori chemiotattici derivati dal
complemento, gli immunocomplessi solubili ed insolubili depositati su su-
perfici non fagocitabili e quelli facitmente rinvenibili nei 

'focolai 
infiam-

matori.

TesnLLe 6

Agenti che stimolano il metabolismo ossidatiuo dei granulociti neutrofili

detergenti

anticorpi anti-ieucociti
fosfolipasi C
acidi grassi

forbol-miristato acetato

immunocomplessi solubili o adesi a

C5a, C567

callicreina

concanavalina A libera o legata a

ionofori

citocalasina E

ioni lantanio

endotossine

N-formil peptidi

materiali non fagocitabili

sferule di sefarosio

Meccanismo della stimolazione metabolica

Come it fenomeno della esocitosi, anche l'attivazione metabolica è
un evento che si svolge in fasi successive e coinvolge la membrana plasma.
tica. All'origine c'è un processo di riconoscimento che può essere specifico,
cioè coinvolgere una interazione tra recettori cellulari e sostanze di varia
natura, o aspecifico. Questa interazione può awenire con sostanze presentate
in forma corpuscolata, o adese a superfici, e in forma solubile. Nèl caso di
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stimoli corpuscolati o adesi a superfici vengono indotte delle modiflche della
membrana plasmatica e di strutture intracellulari tali da portare ad

atti di endocitosi o a tentativi di endocitosi (fagocitosi frustra).
Alla fase di riconoscimento segue una seconda fase, kt modificaZione del'

la mentbrana plasmatica, clre rappresenta il momento chiave della stimo-
lazione metabolica. Sono stati riscontrati diversi tipi di modificazioni, come
variazioni della distribuzione dì molecole evidenziate suila base di modifica-
zioni della fluorescenza di soncle inserite nella membrana 71' 72, modifica-
zioni della permeabilità agli ioni e del potenziale di membrana 3s' 36' 37, ma

il toro significato non è stato ancora precisato.
Da chiarire rimane anche Ia fase successiva, cioè il rapporto tra le mo-

diflcazioni indotte nella membrana plasmatica e l'inforntaZione inviata al

bersaglio, che, in questo caso, è l'enzima che viene così attivato. Ovviamente
i mectanismi e la natura dei segnali debbono essere inquadrati in schemi
differenti a seconda che l'enzima sia localizzato all'interno della cellula o

sulla membrana plasmatica.
A parte questi problemi, pare opportuno in questa sede sottolineare al-

cuni fJttori di un certo rilievo e precisamente: i) la molteplicità degli stimoli
che inducono la stimolazione metabolica; ii) i'esistenza di stimoli fagocitabili
e di stimoli non fagocitabili; iii) f importanza di stimoli immunologici come
il frammento Fc delle immunoglobuline modificato dalla reazione con gli
antigeni, il C3b, il C5a che reagiscono specifìcamente con recettori di super-
ficie; iv) l'esistenza di stimoli non immunologici che interagiscono con
specifici substrati (lectine, enzimi) o che hanno azioni specifiche (sostanze

tensioattive, forbol-miristato acetato ecc.).
Da tutto ciò che è stato detto riguardo al meccanismo e al tipo di sti

moli, risulta erridente l'anatogia tra il fenomeno dell'esocitosi e quello della
stimolazione metabolica. Nei fatti i due er,enti sono sempre associati. Resta
tuttavia da chiarire se, oltre ad una comunanza di stimoli, i due fenomeni
sono necessariamente dipendenti dalle stesse modicazioni della membrana e

dalla partecipazione degli stessi sistemi biochimici e strutturali intracellu-
tari quali i microtubuli, i microfilamenti, i nucleotidi ciclici ecc.

Resta comunque il fatto che,i n varie situazioni, come la fagocitosi e la
chemiotassi, le due attività, eccitazione metabolica ed esocitosi, sono espli
cate contemporaneamente dai leucociti. È lecito quindi ammettere che ciò si
verifìchi in ogni processo infiammatorio compresi quelli a patogenesi
immunologica.

Significati e conseguenze dell'attivazione ntelabolica

Le conseguenze principali della stimolazione della respirazione dipen-
dono dall'azione dei composti di riduzione dell'ossigeno. È opinione condi-
visa da tutti gli Autori che Ia respirazione attivata dalla fagocitosi o da altri
eventi si realizzi tramite una riduzione monovalente dell'ossigeno con for-
mazione di 0i. Esso può ridurre altre molecole, ritrasformandosi in 0r, op-

pure dismutare, spontaneamente o per azione della superossido dismutasi,
dando 0, ed H202 Q\r+ 2H+--->H202 + 0r). L'acqua ossigenata che si

forma può essere degradata dalla catalasi, dalla mieloperossidasi o dalla
glutation-perossidasi, oppure può interagire con moiecole della cellula o del
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tessuto qualora venga rilasciata o si formi per dismutazione dell'0-, all'ester-
no. I1 superossido anione e I'acqua ossigenata sono Ie due principali specie
prodotte. Accanto a queste è stata dimostrata 2 anche la formazione di una
certa quantità di radicale idrossile (OH) e di ossigeno singoletto ('0r). Il
radicale idrossile si forma dalla reazione tra 0-, e Hr02 in presenza di Fe:'
secondo 7a reazione di Haber-Weiss (0-, + H202--+02 + 0t{ + 0H). L'os-
sigeno singoletto si può formare durante la dismutazione dell'O-, (20 , + ZU-
--------È102 + H202), dalla reazione tra superossido anione e radicale idrossile
(0-z + Ofi -----> 102 + 0H ) e tra superossido anione e H,02 (0-, a H,0,
---------È102 + 0H + 0H ) e dal sistema MFO 4 alogeno * Hr0r.

Tutti questi composti sono altamente reattivi come ossidanti e come
reducenti 73 e, in base a queste proprietà, possono esercitare un notevole
effetto sulla stessa cellula che li produce o sull'ambiente extracellulare. Come
si vede dalla tab. 7 gli effetti vengono suddivisi in base al sito dove questi
composti vengono rilasciati.

Se scaricati nel vacuolo di fagocitosi, rappresentano uno dei principali
sistemi di cui i leucociti dispongono per l'attività battericida. Questo sistema,
indicato come ossigeno-dipendente, opera sia con meccanismo diretto, basato
sulla reattività chimica delle varie specie con lipidi, proteine, acidi nucleici

'l-asEr-rr 7

Efetti dei clmplsti di riduiione dell'ossìgeno deritati dal netabaiisno ossidatii'o dei granuktùti neutrafili

IìILASCIO NEI- FAGOSOMA:

Efetto utile: attività battcricida, modificazioni del materiale inqerito

Efetto dannoso'. danni alla membrana del lagosoma seguiti da morte cel-
lulare ed esocitosi tossica

j
rilascio cli lattori cellu1ari
i,l,

danno al tessuto ampiificazione dci processo infiammaiorio

RII,T\SCIO ALL,ESTERNO :

-lttitità microbilida e citocida

Danto a strutture cellulari e acellulari:

perossidazione di lipidi
depolimerizzazione dell'acido
danni endoteliali
degenerazione e necrosi delle
emolisi

fuIodificazioni Jun:ionali :

aumento della permeabilità
e per secrezione di istamina
regolazione cìell'aggregazione
blastìzzaz,ione dei linlociti

ialuronico

cellule del parenchima

vasaìe per danno endoteliale

piastrinica

generazione di fattori chemiotattici nel plasma
attivazione clella esocitosi piastrinica
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batterici e virari, sia con un meccanismo ind,iretto, che comporta l,interventodella MPo e der cloro a roro votta scaricari ner vacuoro 2.
un'altra conseguenza dello scarico nel vacuolo o alllinterno della cellulaè il danno ar 1eucocita stesso, seguito daila liberariorr" uiil.terno di enzimie di altri fattori con.le .or."g.r.rrà di cui si è già parrato a proposito dell,eso_citosi' La perdita di vitaiità e i processi degenerativr a cur vanno incontroi leucociti dopo r-in soggiorno di una ...tu ,r.rràtu in un rocoiaio infiammatorio

1.dur11te iq fagocitosi, anche in vitro, sono, in g.u, p^.t",'dovuti all,azionedi radicali 1iberi deil'ossigeno, sopratiutto der iadicate ijrossire che è unpotente ossidante 7a.

Rilasciati ail'esterno. dei rer-rcociti, sia <lurante ra fagocitosi, sia in tuttele altre condizioni che si trovano nel focoraio infiammat5rio, i vari compostidi ridtlzione dell'ossigeno, interagiscono con molecote del tessuto con con-seglienze di vario ordine. Arcr-rne iono di tipo chiaraÀ"rrt" i.g.".rivo e si ma-nifestano corrie fenomerr clegenerativi e necrotici a carico delle cellule delparenchima, del connettivo e clelle pareti 'rrasali e u .aricÀ àette strutture acel-lulari del tessuto. Artri effetti .rorr'uor.o direttarnente aurrrrorr, ma provocanomanifestazioni funzionari che comporta-no una regolazione cler processoinfiarnmatorio. È questa una materìa di recente irip"rci."e che proba_bilmente a'rà s'iruppi note'oli come appare da aicr-rni esempi. Tra gri ef-fetti dei composti di riduzione dell'ossigeno sono rilevanti, ra generazione difattori chemiotattic.i ner prasma ;5, la 'depor imerizzazione del|acido iaruro_nico 76, la modiflcazione der coilagene zi, Ie modificazioni deil,endoterio vasa_le 78 con probabite responsabiriti ne[ar-rrnento di permeabilità 7e e ne*au_mento di adesività, ra regolazione della aggregazione piastrinica 80, r,attirrazio-ne della esocitosi piastrinica 81, r'attivazionè derta seclezione cii istamina daparte deile rnast-cellule 82, l'attivazione clella blasti zzazione dei linfociti 83.È importante far riievare come tutto qu,esto possa provocare, con unaamplificazione del processo infiammatorio, un aurmento di generazione distimoli per l'attivazione metabotica ;-;.. l'esocitosi di altri ieucociti.

RIASSUNTO

Lct relazione tratta. de.l rtrclo clei iettcociti polimorfctnucleati trclia patogeitesi cleidanri dct iitttntrnocontpLe_ssi. L'accertro ii",iJ-),"rtìraorrr"iti"-iirto''litge clue principatiItL'lioiti clte protocano da::no tes\utarl; il'i"!L"itori, ,ot" o- air""1"o i;"r"zion, di enzintie di alrri fctrtori coniertttti..nei. granuli; ,11' i,Liti,_orione tlel metctbolismo ossidativo clte'ontpurtt !tt ptodu:.ione e ir, ri.rtts,io tti compàrri to.s1r.; 1r,11p1,.u,ìriio''n,,ior". ocqua os5igen(rt{L' ratlicare idrossite), crtt-ivatii ctaila ri'di-zion" d"u';;';i;";;;"'-" "
Il lettcrretto deu'ir.teraziore tra fattàii""i*,nuriioii"J' iir.rrorni, il rctpporto tr(Lstimoto e rispr.tsta celiu.lare, i sisteimi 'ii'i'"'goto1ion" 

aeiUi,";.prl"ro" ìr"r, o vengono d_i-scrrssz srzz per quallto rieuctrd.cr t,esocito-ii 
"iZ"'ii"*ri.i"t'i'ri.à'"iii/i"rì"r.

SUMMARY

This paper dears tvith the rore of porymorphontLcrecLr reucocytes i, the pathoge,esisot' irnmtmocomprexes injurv. The *àii"ìrlri.,rLir,y, 'i1,' 
,rl"iii"',iir"" cers cause tissuedemage are clescribetl' nam"ly, i) *e iicie"iJrr"'in tt"" exlracellular fluicts ol grcutttle cont-pottettts (exoc1'to:is); ii) the geierata" 

"ii"i'n"'rerease ot' t;;-i;"r;;;;"nds (superoxicle'*!Jil;.!,i1,,'if!,Iilliil" 
u!,iÌ,,,,o,,, 

,oo,,oi, aiii",a'i,ài',r,J^"',,i'*l,i# ,r ,n" à*iaàiì,)
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