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METABOLISMO DEI GRANULOCITI E DANNI
DA IMMUNOCOMPLESSI

F. ROSSI, P. BELLAVITE, G. BERTON, G. ZABUCCHI

1 - INTRODUZIONE

E 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 1T e IIT 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 &
sostenuta dalla attivazione del complemento da parte di immunocomplessi
e dalla conseguente generazione di frammenti ad attivita permeabilizzante
e chemiotattica.

Le prove della importanza dei granulociti nelle lesioni a patogenesi im-
munologica sono molteplici <1 2.3: ¢) vasculiti tipo Arthus (tipo TIT), 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 agranulccitosici con mostarde azotate o con siero
antigranulociti. Le lesioni compaiono quando a questi animali vengono tra-
sfusi granulociti; ») Henson* 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; ¢) i leucociti neutrofili 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 cavita articolari manifestazioni
analoghe a quelle della artrite-reumatoide (Weissmann ed al., 1969).

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

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

I granulociti sono cellule terminali, a vita molto breve (poche ore
nel sangue e qualche giorno nei tessuti), che maturano nel midollo da una
cellula staminale. Questa maturazione consiste fondamentalmente nel do-
tare queste cellule di un apparato secretorio, costituito da granuli che rap-
presentano dei depositi di enzimi e di altri fattori, nello specializzare la
membrana cellulare e la superficie a ricevere e trasmettere segnali, e nel
fornire un macchinario per il movimento cellulare e per la endocitosi.

Le proprieta in base alle quali i granulociti partecipano al processo in-
fiammatorio e alle sue conseguenze sono: 1) la capacita di rispondere a sti-
moli chemiotattici; 2) la fagocitosi; 3) la attivita secretoria; 4) la capacita
di esaltare drammaticamente il metabolismo ossidativo. Tutte queste fun-
zioni sono regolate dalla membrana cellulare, che, in seguito a fenomeni
di riconoscimento dovuti alla presenza di recettori specifici per fattori
immunologici (frammento Fc delle IeG e IgA, fattori complementari), lec-
tine, neuroormoni, istamina ¢ 2, & capace di generare segnali che interfe-
riscono con vari sistemi biochimici e strutturali intracellulari.

I meccanismi in base ai quali i granulociti esercitano danno nel corso
di infiammazioni a patogenesi immunologica sono sostanzialmente due: il
rilascio all’esterno di enzimi e di altri fattori contenuti nei granuli e la
produzione di composti di riduzione dell’ossigeno (superossido anione, ac-
qua ossigenata, radicale idrossile, ossigeno singoletto) in seguito ad attiva-
zione del metabolismo ossidativo.

3 - IL RILASCIO DEI CONTENUTI CELLULARI

a. I granuli citoplasmatici

I granulociti neutrofili contengono nel citoplasma una popolazione ete-
rogenea di granuli che si formano durante la maturazione nel midollo. Rite-
nuti gia 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 5 isold questi granuli
da leucociti di coniglio e inizid lo studio delle loro caratteristiche biochimi-
che. E opinione comune che i neutrofili della specie umana contengano due
tipi di granuli, gli azurofili e gli specifici in rapporto di 1:2-3, differenti per
origine, densita, morfologia e contenuto2 6789 10, T granuli azurofili, detti
anche primari, si formano allo stadio di promielocita per coalescenza di
vescicole contenenti materiali densi a livello della faccia concava dell’appa-
rato di Golgi®. Hanno forme diverse, un diametro che varia da 04 a 0,6
micron e al microscopio elettronico appaiono elettron-densi. I granuli spe-
cifici, detti anche secondari, si formano piut tardivamente, cio¢ allo stadio
di mielocita (quando la formazione degli azurofili & cessata), dalla coalescenza
di vescicole a livello della faccia convessa del Golgi. Sono piut piccoli e al
microscopio elettronico meno elettron-densi degli azurofili. E possibile che
i due tipi non rappresentino popolazioni omogenee, ma esistano delle sub-
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popolazioni, differenti per qualche aspetto biochimico e morfologico. Cio
spiega l'isolamento anche di altri tipi di granuli (granuli terziari) ottenuto
da alcuni gruppi di ricercatori® ¢ 27,

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

TaBerra |

Contenuto dei granuli azurofili e specifici dei leucociti neutrofili wmani (2, 6, 7)

Azurofili 1 Specifici
Idrolasi acide [-glicerofosfatasi ‘ nessuna
(caratteristiche) p-glucuronidasi ‘
dei lisosomi) N-acetil-f-glucosaminidasi ‘

a-mannosidasi
a-fucosidasi
arilsulfatasi
f-galattosidasi 1
proteasi acide ‘
(catepsine D e B)

Proteasi neutre w clastasi
(serin-proteasi) | catepsina G
proteinasi 3

| Proteasi neutre | collagenasi collagenasi
(metallo-proteasi) ‘ metalloproteinasi
— -
Enzimi microbicidi mieloperossidasi lisozima (2/3)

| lisozima (1/3)

Fattori non enzimatici \ proteine cationiche lattoferrina
mucopolisaccaridi | proteina legante la vit. B12

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. B12 e, secondo alcuni Autori’?, due proteasi neutre, una tipica collage-
nasi e una seconda proteinasi (metalloproteinasi) attiva su frammenti
del collageno.

b. Modalita e meccanismi del rilascio dei granuli (degranulazione)

E 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 granuli, ipotizzata gia da Metchnikoff e da Ehrlich, ¢ stata recen-
temente ben documentata con la scoperta che durante la fagocitosi i granuli
si fondono con il vacuolo di fagocitosi e vi scaricano il loro contenuto ! 12,
9. 3.8, B stato inoltre dimiostrato che il contenuto dei granuli pud essere
scaricato all’esterno della cellula sia durante la fagocitosi che in altre cir-
costanze ' 7, In questi ultimi anni i meccanismi, le condizioni, la regola-
zione, gli aspetti biochimici, la sequenzialita e il controllo farmacologico di
questo fenomeno sono stati alquanto approfonditi e alcune eccellenti pub-
blicazioni ne trattano approfonditamente 1. 2 3 18, 19, 20, 21, 2, 3,

11 rilascio & di due tipi, citotossico e secretorio e, nell'ambito di questi
due tipi, si possono distinguere pitt modalita (fig. 1 e tab. 2).

Rilascio citotossico Rilascio secretorio Rilascio secretorio Rilascio secretorio
Endocitosi alla rovescia Rigurgito durante il pasto  Interazione con fattori solubili

Fig. 1. - Modelli dei meccanismi di rilascio dei granulociti.

Rilascio citotossico. & un fenomeno passivo dovuto a danno e morte
cellulare. Si verifica per azione di tossine (leucocidina stafilococcica, Strepto-
lisina O ed S, altre tossine batteriche), di sostanze tensioattive artificiali
o formatesi per processi di denaturazione nej focolai infiammatori o in se-
guito alla fagocitosi di materiali tossici per le membrane dei fagosomi come
cristalli di silicio e di urato?. In questi casi vengono rilasciati all’esterno
tutti i costituenti cellulari contenuti sia nel citoplasma che negli organuli.

Rilascio secretorio. Indicato comunemente col termine di esocitosi o
secrezione, € un processo attivo a mezzo del quale il contenuto dei granuli
azurofili e/o specifici viene scaricato fuori del citoplasma senza danni alla
membrana cellulare e senza significativa uscita all’esterno di componenti del
citoplasma solubile. Pud avvenire in circostanze e con modalita diverse.

1. Secrezione all'interno del vacuolo di fagocitosi. T granuli, in conti-
nuo movimento nel citoplasma, si avvicinano alla membrana cellulare in-
vaginata — probabilmente orientati daj microtubuli —, si fondono con
questa e scaricano il loro contenuto nel fagosoma. E il processo finalistica-
mente piu utile perché ha come effetto lo scarico selettivo di enzimi e di
altri fattori a contatto col materiale, con i batteri o con i virus fagocitati e,
quindi, la loro uccisione e digestione.

2. Secrezione all’esterno del leucocita. Questo tipo di esocitosi pud
avvenire con tre modalita:
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TaBeLrLa 2

Meccanismi e stimoli del rilascio di enzimi o di altri fattori dai granulociti

A. CITOTOSSICO Tossine j
Sostanze tensioattive
Silicio
Cristalli di urato
Ogni situazione che provoca morte del

leucocita
B. SECRETORIO 1. Nel fagosoma: Fagocitosi di batteri, virus, immunocomples- I
(esocitosi) si, immunoglobuline aggregate, detriti cel-
lulari, ecc.
2. All’esterno 2a. Rigurgito durante il pasto: durante la
del leucocita fagocitosi di batteri, virus, immuno-

complessi, immunoglobuline aggregate,
detriti cellulari, ecc.

2b. Endocitost alla rovescia: durante Dade-
sione a sostanze corpuscolate fagocita-
bili, adese a superfici non fagocitabili
(immunocomplessi solubili e insolubili,
immunoglobuline aggregate, fattori com-
plementari, ecc.)

2c. Interazione con fattori solubili:
C3a, Cha, C567

sostanze tensioattive
forbol-miristato acetato
ionofori

\ endotossine

| lectine (concanavalina A)

|

2a. La prima, pili comune, si verifica durante la fagocitosi. Definita da
Weissman « rigurgito durante il pasto » 'S, 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
(fig. 1).

2b. La seconda, indicata da Henson 7 col termine di « fagocitosi fru-
stra» e da Weissman con quello di « endocitosi alla rovescia », si verifica
quando i leucociti interagiscono con materiali che, pur essendo per le loro
caratteristiche potenzialmente fagocitabili, non possono essere fagocitati per-
ché depositati e fermamente attaccati a superfici di ampie dimensioni. Spe-
rimentalmente, il fenomeno si pud 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 C5a!” % %, Le immunoglobus
line efficaci sono quelle per le quali esiste un recettore sulla superficie del
leucocita e, in particolare, I1gGl1, IgG2, 1gG3, IgG4 e IgA . 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-
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vello delle pareti vasali, della membrana basale dei glomeruli renali o delle
fibre collagene del connettivo interstiziale.

2c. La terza modalita si verifica per interazione di fattori solubili con
la superficie cellulare. In questo caso l'esocitosi pud essere potenziata da
un particolare artificio sperimentale che consiste nel trattamento dei leuco-
citi con citocalasina B, una sostanza prodotta da una muffa, U'Helmintho-
sporium demathoideum, che si lega alla membrana plasmatica e modifica
l'organizzazione funzionale dei microfilamenti i6 2. 27, A, Alcuni di questi fat-
tori sono di ordine immunologico, come i composti chemiotattici C3a, C5a
e C567% %, altri sono fattori chemiotattici ad azione diretta, come peptidi
di sintesi®, altri, infine, come ionofori 31, forbol-miristato acetato 32 3 conca-
navalina A%, sono, per ora, modelli sperimentali utili per lo studio dei
meccanismi dell’esocitosi. Secondo alcunj Autori, i composti solubili, come
forbol-miristato acetato 32, ionofori 3, concanavalina A3 produrrebbero una
secrezione selettiva, cioé¢ limitata ai granuli specifici. Questo fatto indiche-
rebbe una fondamentale differenza nei meccanismi  di secrezione delle
due popolazioni di granuli.

Meccanismi della esocitosi. La esocitosi si svolge in fasi successive
che vedono la sequenziale partecipazione della membrana cellulare (eventi
di membrana) e di sistemi biochimici e strutturali intracellulari (eventi
intracellulari).

a. Eventi di membrana. All'origine c’¢ linterazione tra i vari tipi di
stimoli e la membrana cellulare. L'interazione puo essere specifica, nel
senso che coinvolge la partecipazione di strutture recettoriali della super-
ficie cellulare, o aspecifica, nel senso che avviene indipendentemente dal-
l'esistenza di recettori specifici. Gli stimoli che agiscono mediante un’intera-
zione specifica, sono, per lo pit, di ordine immunologico, come frammenti
Fc di anticorpi delle classi IgGl, 2, 3, 4 e IgA, C3b, C3a, C367. L’azione di
questi stimoli ¢ molto piu efficace quando sono in forma insolubile o co-
munque corpuscolata per adesione a superfici, tale cio¢ da indurre quelle
modificazioni della membrana plasmatica e della periferia del leucocita
che si traducono in movimenti o nella formazione di pseudopodi o invagi-
nazioni (edocitosi completa o frustra). L’interazione tra stimoli e membrana
modifica questa struttura e, da queste modificazioni si generano segnali che
agiscono su sistemi bersaglio la cui risposta si traduce in una attivita cellu-
lare come movimento (casuale o direzionale), endocitosi, secrezione, eccita-
zione metabolica.

La natura delle modificazioni della membrana, sul piano molecolare e
funzionale, la loro unicita o molteplicita sono oggetto di numerose ri-
cerche. I dati pitt interessanti finora riscontrati sono un rapido cambia-
mento dei flussi ionici (aumento di ingresso di calcio e di sodio e aumentata
uscita di potassio) parallelo alla secrezione dj enzimi granulari ¥ e una mo-
dificazione del potenziale di membrana % 3.

b. Eventi intracellulari. La sequenza di eventi intracellulari, di ordine
biochimico e strutturale, che segue alla stimolazione di membrana non &
ancora stata chiarita. Per un approfondimento della materia si rimanda a
trattazioni specializzate 2 202,23, 38,39, 40,4, %2 noto che la esocitosi richiede
la integrita dei sistemi fornitori di energia, in particolare della glicolisi,



Metabolismo dei granulociti e danni da immunocomplessi 7

la disponibilita di ioni calcio, la integrita strutturale e funzionale 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®. Questi concetti derivano
da un duplice ordine di prove e cioe dall’effetto sulla esocitosi di sostanze
che modificano lintegrita e l'assemblaggio dei microtubuli e di sostanze
che influenzano la concentrazione intracellulare dei nucleotidi ciclici.

Sostanze come la colchicina e la vinblastina che provocano disassem-
blaggio dei microtubuli inibiscono o riducono il rilascio di enzimi lisosomali
dai leucociti sottoposti a stimoli diversi come la fagocitosi 4 4 e I'esposi-
zione a sostanze adese su superfici 6 9 e a fattori chemiotattici . Al contra-
rio, sostanze come D,0 che producono assemblaggio dei microtubuli aumen-
tano il rilascio #. E stato inoltre dimostrato 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 l'assemblaggio della tubulina 2 3 4,

Le prove dellimportanza dei nucleotidi ciclici presentate da vari grup-
pi? 2 3402 possono essere cosl sintetizzate (tab. 3): sia 'AMPc esogeno
sia le sostanze che provocano un aumento intracellulare di questo nucleotide
ciclico (per es. prostaglandina El, sostanze #-adrenergiche come epinefrina

TABELLA 3

Fattori di controllo della secrezione nei granulociti neutrofili umani

‘ Inibizione | Stimolazione |

! f-stimolanti (simpaticomimetici) parasimpaticomimetici ‘
aumento AMPc aumento GMPc |
disassemblaggio microtubuli assemblaggio microtubuli

| | ioni calcio

o isoproterenolo) diminuiscono o bloccano l'esocitosi; al contrario, sostanze
che aumentano il GMPc (come acetilcolina o carbamilcolina) aumentano
I'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: 'AMPc inibisce la polimerizza-
zione della tubulina e quindi la formazione di microtubuli e la secrezione dei
costituenti granulari. Al contrario il GMPc promuove la formazione di mi-
crotubuli e quindi il rilascio viene attivato.
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L'importanza dei microfilamenti non & chiara. Queste strutture con-
trattili, composte di actina e miosina, si trovano alla periferia delle cellule,
particolarmente concentrate in zone adiacenti a membrane in movimento,
cioe in corrispondenza di protrusioni e di pseudopodi. Questa particolare di-
stribuzione, che corrisponde a zone della membrana 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 il polo avanzante della cellula durante
il movimento chemiotattico) sembra essere regolata dai microtubuli ®. Il si-
stema microfilamentare viene comunque considerato come una barriera mec-
canica che impedisce, e in ogni caso regola, l'avvicinamento dei granuli
alla membrana plasmatica e la loro fusione con la faccia interna di questa.

Conseguenze dell’esocitosi

Le conseguenze del rilascio del contenuto dei granuli dipendono dal
meccanismo del rilascio, dalle proprieta biologiche dei vari fattori rila-
sciati e dalla sede in cui avviene il fenomeno (nel fagosoma o all’esterno)
(tab. 4).

TaBeLrA 4

Conseguenze della esocitosi

‘ NEL FAGOSOMA ALL’ESTERNO
— attivita battericida™ ~— processi degenerativi per attacco enzimatico
— digestione N e P di costituenti dei tessuti, proteoglicani,
— danno alla mem- ’ elastina, collageno, proteine, ecc. (carti-

brana del fagosoma <— ESOCITOSI lagine, membrana basale, vasi, lega-
% menti)
| — degenerazione — amplificazione del processo infiammatorio:
| della cellula attivazione del complemento

formazione di leucochinine
interazione con la coagulazione
attivazione della plasmina
liberazione di istamina

Il rilascio per secrezione nel fagosoma, costituisce un meccanismo fon-
damentale per l'uccisione e la digestione degli agenti fagocitanti. Di questa
azione sono responsabili sostanze ad attivita non enzimatica (proteine ca-
tioniche e lattoferrina) ed enzimi quali le idrolasi acide, le proteasi neutre, il
lisozima e la perossidasi.

Le conseguenze della esocitosi all’esterno del fagocita, sono di diverso
ordine, comportando, in ogni caso, una serie di danni pilt 0 meno gravi
al tessuto ed una amplificazione del processo infiammatorio. Nel caso della
patologia da immunocomplessi l'esocitosi avviene: i) durante la fagocitosi
degli immunocomplessi insolubili; ii) durante ladesione alla membrana
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plasmatica di immunocomplessi precipitati su superfici quali fibre collagene,
membrane basali e pareti vasali; iii) per azione di fattori complementari e
di altri fattori solubili ad azione tensioattiva o « ligante », derivati da de-
naturazione di strutture cellulari o acellulari del tessuto.

Danni al tessuto. Gli effetti principali dipendono dalla azione di en-
zimi, in particolare delle proteasi neutre* 4.4.4.57 3 elastasi ha come
substrato i proteoglicani della matrice cartilaginea, la elastina dei legamenti,
delle pareti vasali e dei setti polmonari, il fibrinogeno e i fattori del com.-
plemento; le collagenasi scindono prevalentemente il collageno tipo I
(dando due frammenti indicati come TCA e TCB), ma anche proteoglicani
€ proteine plasmatiche come il fibrinogeno e fattori del complemento; la
catepsina G, priva di attivita elastasica & attiva su molti substrati proteici.
Accanto alle proteasi neutre hanno grande importanza gli enzimi idrolitici
attivi a pH acido. Tra questi le proteasi acide, che agiscono non solo su strut-
ture cellulari e tissutali ma anche su molecole solubili (chininogeni) con pro-
duzione di chinine vasoattive, e tutte le altre idrolasi tipicamente lisosomali
attive su substrati diversi come lipidi, glucidi, acidi nucleici, mucopolisac-
caridi, composti fosforilati, ecc.

Interazione con altri sistemi e amplificazione del 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 'esocitosi diventa uno dei mo-
menti patogenetici di amplificazione e di espansione del processo infiam-
matorio.

a. L'attivazione del complemento. Fattori rilasciati dai leucociti atti-
vano il complemento con pitt modalita: possono attivare sia la via classica
che la via alternata ®® o agire direttamente (proteasi neutre) su singole com-
ponenti come C3 e C5 con generazione di frammenti attivi® *. *,

b. Generazione di polipeptidi vasoattivi. Peptidi vasoattivi ad attivita
ipotensiva, vasodilatatrice e permeabilizzante, chiamate leucochinine, sono
formate per azione di proteasi acide’' e neutre ® su precursori plasmatici.

c. Interazione col sistema della coagulazione. I leucociti neutrofili han-
no una attivita procoagulante assimilabile a quella della tromboplastina tissu-
tale, probabilmente attribuibile a costituenti (fosfolipidi) della membra-
na dei granuli 5 5 Una attivita procoagulante ¢ esplicata anche da proteine
cationiche non enzimatiche in grado di precipitare monomeri di fibrina so-
lubili con formazione di coaguli %,

Un’altra modalita di interazione con la coagulazione da parte di pro-
dotti liberati dai granulociti consiste in una azione antieparinica di alcune
proteine cationiche % e nella digestione di fattori della coagulazione, in par-
ticolare di fibrinogeno, e di fattori V, VII, VIII, XII, XIII da parte di pro-
teasi neutre 2 47, 57,

d. Interazione col sistema fibrinolitico. Ci sono numerose dimostra-
zioni che i leucociti attivano la fibrinolisi 2. Due meccanismi sono stati indivi-
duati, una lisi diretta della fibrina e del fibrinogeno da parte di proteasi neu-
tre > % e la secrezione di un attivatore del plasminogeno (una proteasi neu-
tra dei granuli azurofili) attivo sul plasminogeno plasmatico e su un pla-
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sminogeno contenuto negli stessi leucociti ®. Attraverso queste interazioni
prodotti rilasciati 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 il
complemento.

e. Interazione con la liberazione di istamina. Un altro importante mec-
canismo di amplificazione del proceso infiammatorio consiste nella secre-
zione da parte dei granulociti di fattori che provocano liberazione di
istamina dalle mastcellule. Si tratta della azione di proteasi ¥ e di proteine ca-
tioniche non enzimatiche %,

I rapporti tra fattori granulocitari e istamina sono perd ancora piit
complessi. Infatti i granulociti contengono e possono liberare un inibitore
del rilascio di istamina® e un enzima (istaminasi) che degrada l'istamina ©2.

3 - LE MODIFICAZIONI METABOLICHE DEI LEUCOCITI

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

La attivazione del metabolimo respiratorio durante la fagocitosi

Una delle caratteristiche peculiari di queste cellule ¢ la spiccata attitu-
dine a modificare il metabolismo respiratorio in relazione ad attivita fun-
zionali e a mutamenti delle condizioni ambientali. La situazione piti para-
digmatica ¢ la fagocitosi. Durante questa funzione si verifica una dramma-
tica modificazione metabolica consistente in un aumento del consumo di
0, insensibile ai veleni della respirazione mitocondriale, associata a pro-
duzione di H,0, e di 05, ed ad una attivazione del metabolismo glucidico at-
traverso lo shunt degli esosomonofosfati. Queste modificazioni metaboliche
sono quantitativamente assai rilevanti e si verificano con estrema rapidita.
Usando metodiche a sensibilita molto elevata l'aumento della respirazione,
della produzione di *C0, da glucosio-1-#C, di H,0, e di 0. sono apprezzabili
entro pochi secondi dalla aggiunta, ad una popolazione di granulociti, di
una sospensione di particelle fagocitabili (fig. 2).

La tabella 5 riassume le 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 63646566 Ta fig. 2, mostra la cinetica e l'intensita dell’attivazione della
respirazione e della produzione di H,0,, di 0, e di *C0. da glucosio 1-“C.

Molte ipotesi sono state avanzate circa le basi enzimatiche di questa
stimolazione metabolica. Risultati conseguiti nel nostro laboratorio e con-
fermati da altri Autori? 6 6. 65 6,67 dimostrano che l’evento chiave & latti-
vazione di un sistema enzimatico che ossida '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 'HMP & in gran
parte spiegato con una variazione del rapporto NADP-/NADPH e in parte
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con l'attivita del ciclo del glutatione (glutation-perossidasi piu glutation-
reduttasi) durante la degradazione di una parte dell’'H,0, formata dalla
NADPH ossidasi.

Il problema della localizzazione della NADPH ossidasi ¢ ancora contro-
verso. Si confrontano due ipotesi basate su risultati sperimentali ottenuti

ol consumo O, ossidazione glucosio -1-*C
2 %107
PMN
50+ 1t 8
batteri 1.0 2
E i
4 o
- 100- =
10.5 &
150 batteri 2
2x107 ‘ 7
PMN
i 1 1 1 1 T 1 Vs 1 1
1 2 3 4 5 min 1 2 3 4 5 min
rilascio O3 rilascio H,0,
100+ E
i
151
3 ) 3
E 5ok batteri 41 E
< [
batteri 7
254
2 x107 4 Jo
PMN
O 1 1 1 [l 1 X 1

1 2 3 4 5 min 1 2 3 4 5 min

Fig. 2. - Andamento nel tempo dei vari eventi della attivazione metabolica

TaBeELLA D

Modificazioni biochimiche dei granulociti neutrofili durante la fagocitost

1. Aumento del consumo di ossigeno (insensibile a cianuro, rotenone ¢ antimicina A).
?. Produzione di HoCy e Oa.
3. Aumento del catabolismo glucidico attraverso il ciclo dei pentoso-fosfati (HMP).

4. Aumentata ossidazione di NADPH.

n

Aumento della glicolisi.

i 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 & localizzato nei granuli azurofili ¢ ¢, secondo
altri nella membrana plasmatica ?. T risultati pit1 recenti ottenuti nel nostro
laboratorio su frazioni subcellulari di leucociti di cavia hanno dimostrato
che la ossidasi di cellule attivate ¢ associata a frazioni identificabili con
membrane e non con granuli specifici o azurofili.

Attivazione del metabolismo ossidativo indipendente dalla fagocitosi

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 facilmente rinvenibili nei focolai infiam-
matori.

TABELLA 6

Agenti che stimolano il metabolismo ossidativo dei granulociti neutrofili

detergenti

anticorpi anti-leucociti

fosfolipasi C

acidi grassi

forbol-miristato acetato

immunocomplessi solubili o adesi a materiali non fagocitabili

Cba, C567 |
callicreina i
concanavalina A libera o legata a sferule di sefarosio ‘
ionofori i
citocalasina E ‘
ioni lantanio

endotossine

N-formil peptidi

Meccanismo della stimolazione metabolica

Come il fenomeno della esocitosi, anche l'attivazione metabolica &
un evento che si svolge in fasi successive e coinvolge la membrana plasma-
tica. All'origine c’¢ un processo di riconoscimento che pud essere specifico,
cioe coinvolgere una interazione tra recettori cellulari e sostanze di varia
natura, o aspecifico. Questa interazione pud avvenire con sostanze presentate
in forma corpuscolata, o adese a superfici, e in forma solubile. Nel caso di
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stimoli corpuscolati o adesi a superfici vengono indotte delle modifiche 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, la modificazione del-
la membrana plasmatica, che rappresenta il momento chiave della stimo-
lazione metabolica. Sono stati riscontrati diversi tipi di modificazioni, come
variazioni della distribuzione di molecole evidenziate sulla base di modifica-
zioni della fluorescenza di sonde inserite nella membrana’™ 7, modifica-
zioni della permeabilita agli ioni e del potenziale di membrana® * *, ma
il loro significato non & stato ancora precisato.

Da chiarire rimane anche la fase successiva, cioe¢ il rapporto tra le mo-
dificazioni indotte nella membrana plasmatica e [l'informazione inviata al
bersaglio, che, in questo caso, ¢ l'enzima che viene cosl attivato. Ovviamente
i meccanismi 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 fattori di un certio rilievo e precisamente: i) la molteplicita degli stimoli
che inducono la stimolazione metabolica; ii) l'esistenza di stimoli fagocitabili
e di stimoli non fagocitabili; iii) I'importanza di stimoli immunologici come
il frammento Fc delle immunoglobuline modificato dalla reazione con gli
antigeni, il C3b, il C5a che reagiscono specificamente con recettori di super-
ficie; iv) lesistenza di stimoli non immunologici che interagiscono con
specifici substrati (lectine, enzimi) o che hanno azioni specifiche (sostanze
tensioattive, forbol-miristato acetato ecc.).

Da tutto cid che & stato detto riguardo al meccanismo e al tipo di sti-
moli, risulta evidente l'analogia tra il fenomeno dell’esocitosi e quello della
stimolazione metabolica. Nei fatti i due eventi 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-
lari 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 attivita, eccitazione metabolica ed esocitosi, sono espli-
cate contemporaneamente dai leucociti. E lecito quindi ammettere che cio si
verifichi in ogni processo infiammatorio compresi quelli a patogenesi
immunologica.

Significati e conseguenze dell’attivazione metabolica

Le conseguenze principali della stimolazione della respirazione dipen-
dono dall’azione dei composti di riduzione dell’ossigeno. E opinione condi-
visa da tutti gli Autori che la respirazione attivata dalla fagocitosi o da altri
eventi si realizzi tramite una riduzione monovalente dell’ossigeno con for-
mazione di 0. Esso puo ridurre altre molecole, ritrasformandosi in 0,, op-
pure dismutare, spontaneamente o per azione della superossido dismutasi,
dando 0, ed H,0, (205, + 2H* —————5 H,0, + 0,). L'acqua ossigenata che si
forma puo essere degradata dalla catalasi, dalla mieloperossidasi o dalla
glutation-perossidasi, oppure puo interagire con molecole della cellula o del
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tessuto qualora venga rilasciata o si formi per dismutazione dell’0-, all’ester-
no. Il superossido anione e l'acqua ossigenata sono le due principali specie
prodotte. Accanto a queste ¢ stata dimostrata? anche la formazione di una
certa quantita di radicale idrossile (OH:) e di ossigeno singoletto (10,). Il
radicale idrossile si forma dalla reazione tra 0, e H,0, in presenza di Fe?"
secondo la reazione di Haber-Weiss (0, + H,0,——— 0, + 0H- + 0H"). L'os-
sigeno singoletto si puo formare durante la dismutazione dell’0-, (20-, + 2H"

— 10, + H,0,), dalla reazione tra superossido anione e radicale idrossile
(0, + 0H ————— 10, + 0H") e tra superossido anione e H,0, (0, + H,0,
——F 10, + 0H- + 0H") e dal sistema MPO 4 alogeno + H,0..

Tutti questi composti sono altamente reattivi come ossidanti e come
reducenti™ e, in base a queste proprieta, 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'attivita battericida. Questo sistema,
indicato come ossigeno-dipendente, opera sia con meccanismo diretto, basato
sulla reattivita chimica delle varie specie con lipidi, proteine, acidi nucleici

TABELLA 7

Effetti dei composti di riduzione dell’ossigeno derivati dal metabolismo ossidativo dei granulociti neutrofili

RILASCIO NEL FAGOSOMA:
Effetto utile: attivita battericida, modificazioni del materiale ingerito

Effetto dannoso: danni alla membrana del fagosoma seguiti da morte cel-
lulare ed esocitosi tossica

rilascio di fattori cellulari
v : ‘
danno al tessuto amplificazione del processo infiammatorio |

RILASCIO ALI’ESTERNO:

Attivita microbicida e citocida

Danno a strutture cellulari e acellulari:

perossidazione di lipidi

depolimerizzazione dell’acido ialuronico

danni endoteliali

degenerazione ¢ necrosi delle cellule del parenchima
emolisi

Modificazioni funzionali:

aumento della permeabilita vasale per danno endoteliale
e per secrezione di istamina
regolazione dell’aggregazione piastrinica
blastizzazione dei linfociti
generazione di fattori chemiotattici nel plasma
‘ attivazione della esocitosi piastrinica
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batterici e virali, sia con un meccanismo indiretto, che comporta l'intervento
della MPO e del cloro a loro volta scaricati nel vacuolo 2.

Un‘altra conseguenza dello scarico nel vacuolo o allinterno della cellula
¢ il danno al leucocita stesso, seguito dalla liberazione all’esterno di enzimi
e di altri fattori con le conseguenze di cui si & gia parlato a proposito dell’eso-
citosi. La perdita di vitalita e i processi degenerativi a cui vanno incontro
i leucociti dopo un soggiorno di una certa durata in un focolaio infiammatorio
¢ durante la fagocitosi, anche in vitro, sono, in gran parte, dovuti all’azione
di radicali liberi dell’ossigeno, soprattutto del radicale idrossile che & un
potente ossidante ™.

Rilasciati all’esterno dei leucociti, sia durante la fagocitosi, sia in tutte
le altre condizioni che si trovano nel focolaio infiammatorio, i vari composti
di riduzione dell’ossigeno interagiscono con molecole del tessuto con con-
seguenze di vario ordine. Alcune sono di tipo chiaramente regressivo e si ma-
nifestano come fenomeni degenerativi e mecrotici a carico delle cellule del
parenchima, del connettivo e delle pareti vasali e a carico delle strutture acel-
lulari del tessuto. Altri effetti non sonc direttamente dannosi, ma provocano
manifestazioni funzionali che comportano una regolazione del processo
infiammatorio. E questa una materia di recente impostazione che proba-
bilmente avra sviluppi notevoli come appare da alcuni esempi. Tra gli ef-
fetti dei composti di riduzione dell’ossigeno sono rilevanti, la generazione di
fattori chemiotattici nel plasma®, la depolimerizzazione dell’acido ialuro-
nico”, la modificazione del collagene 7, le modificazioni dell’endotelio vasa-
le™ con probabile responsabilita nell'aumento di permeabilita® e nell’au-
mento di adesivita, la regolazione della aggregazione piastrinica ®, I'attivazio-
ne della esocitosi piastrinica 8, 'attivazione della secrezione di istamina da
parte delle mast-cellule 2, I'attivazione della blastizzazione dei linfociti ©,
E importante far rilevare come tutto questo possa provocare, con una
amplificazione del processo infiammatorio, un aumento di generazione di
stimoli per l'attivazione metabolica e per l'esocitosi di altri leucociti.

RIASSUNTO

La relazione tratta del ruolo dei leucociti  polimorfonucleati nella patogenesi dei
danni da immunocomplessi. L'accento viene particolarmente posto sulle due principali
funzioni che provocano danno tessutale: i) Uesocitosi, vale a dire la secrezione di enzimi
e di altri fattori conienuti nei granuli; ii) l'attivazione del metabolismo ossidativo che
comporta la produzione e il rilascio di COmposti tossici (superossido anione, acqua ossi-
genata, radicale idrossile), derivanti dalla riduzione dell’ossigeno.

Il fenomeno dell'interazione tra fattori immunitari e leucociti, il rapporto tra
stimolo e risposta cellulare, i sistemi di regolazione della risposta stessa vengono di-
scussi sia per quanto riguarda Uesocitosi che il metabolismo ossidativo.

SUMMARY

This paper deals with the role of polymorphonuclear leucocytes in the pathogenesis
of immunocomplexes injury. The main mechanisms by which these cells cause tissue
demage are described, namely: 1) the secretion in the extracellular fluids of granule com-
ponents (exocytosis); ii) the generation and the release of toxic compounds (superoxide
anion; hydrogen peroxide, hydroxyl radical) derived from the activation of the oxidative
metabolism (respiratory burst).
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The interaction between leucocytes and immunological factors, the stimulus-cell
response coupling, the mechanisms of control of the cell response are discussed with
regard to the exocytosis and the respiratory burst.

Questo lavoro e stato eseguito con il contributo del C.N.R., contratto N. 78.02258.04.
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