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RESUMO - Adesao leucocitaria € um evento fundamental para o processo inflamatério, culminando com
o carreamento de células de defesa mediante acéo de citocinas e moléculas de adesdo que irdo debelar o
agente infeccioso. Dentre as moléculas de adesdo, quatro grandes familias se destacam: as integrinas,
imunoglobulinas, selectinas e caderinas. Essas moléculas coordenam as varias fases da adesdo
leucocitéria ao endotélio, promovendo répida regulacdo de interagBes adesivas entre as células sanguineas
e o endotélio. Na presenca de agentes moduladores como farmacos, alteracfes genéticas, patogenos,
padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados ao dano
tecidual (DAMPs), hé liberacdo de citocinas e alarminas que por sua vez suscitam uma resposta por parte
do organismo. Muitas substancias e farmacos alteram a adesdo leucocitaria, como: anticoagulantes,
corticéides e anti-inflamatorios néo-esteroidais. Enfermidades que acometem os animais podem ser
relacionadas a adesdo leucocitéaria de duas formas: doengas que suscitem processo inflamatério que levem
a migragdo de leucdcitos (como doencas infecciosas e neoplasias) ou por um restrito grupo de doencas
que inibem a adesdo leucocitéria. Alguns testes in vitro para avaliar a capacidade migratéria dos
leucécitos podem ser realizados, tais como os testes de quimiotaxia, de anélise de mutages pontuais em
moléculas de adesdo, imunohistoquimica dentre outros. No entanto, algumas enfermidades que alteram a
adesdo leucocitaria sdo pouco frequentes, e, assim, podem ser negligenciadas na clinica veterinaria. A
despeito da pouca literatura disponivel, o estudo da adeséo leucocitaria é de extrema relevancia na clinica
médica veterinaria. Desta forma, a presente revisdo aborda desde os aspectos mais fundamentais acerca
da etiologia, diagndstico e fatores que interferem na homeostase dos mecanismos da adesdo leucocitaria.
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ABSTRACT - Leukocyte adhesion is a key event for the full operation of inflammatory process,
culminating with leukocyte carrying by cytokines and adhesion molecules and subsequently will eradicate
the infectious agent. Adhesion molecules are inserted into four major families: integrins,
immunoglobulins, selectins and cadherins. These molecules coordinate various phases of leukocyte
adhesion to endothelium, promoting fast regulation of adhesive interactions between blood and
endothelial cells. In presence of modulating agents, such as drugs, genetic disorders, pathogens, PAMPs
and DAMPS, there is a production and/or release of cytokines, alarmins, which provokes a response by
the organism. Many drugs and substances possess the ability to alter leukocyte adhesion, such as
anticoagulants, corticosteroids and non-steroidal anti-inflammatory drugs. The diseases that affect
animals may be related to leukocyte adhesion in two ways: by a stimulation of inflammatory process and
leading the leukocytes migration (such as infectious diseases and neoplasms) or by a suppression of
leukocyte adhesion. Many in vitro tests available have been used to evaluate the migration ability of
leukocytes, such as chemotaxis tests, single mutation analysis in adhesion molecules genes,
immunohistochemistry, etc. However, some of the diseases related to failures in the leukocyte adhesion
are rare, and, for this reason can be neglected in veterinary practice. Despite the lack of available
literature, the study of leukocyte adhesion is very important in veterinary medicine. Thus, the present
review focuses from the most fundamental aspects about the etiology, diagnosis and factors that affect the
homeostasis mechanisms of leukocyte adhesion.
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INTRODUCAO

A ativacdo do sistema imunolégico depende de
mecanismos complexos que, orquestrados
harmoniosamente, promovem a rapida liberagédo
de substancias sollveis do sangue seguida de
liberagdo de células de defesa, tendo como
objetivo principal o desencadeamento da
imunidade e consequente promocdo da
homeostase do individuo (Muller, 2009).

Nos processos infecciosos de animais, a
inflamacdo é uma resposta predominante no
tecido envolvido. Dentre os eventos incluidos
no processo inflamatério, destaca-se a
mobilizacdo dos leucdcitos para os respectivos
sitios de lesdo (Muller, 2011).

A adesdo leucocitaria é um evento fundamental
para o funcionamento adequado do sistema
imunologico, pois a partir dela, hid o
deslocamento de células de defesa para 0s
tecidos adjacentes mediante a participacdo de
moléculas de adesdo e de diversos mediadores
quimicos, tais como as citocinas e quimiocinas
(Rose et al., 2007).

As moléculas de adesdo tém como funcéo
promover a interacdo célula-célula e célula-
matriz extracelular, migracdo transendotelial e
jungdes intercelulares, o que faz seu estudo
necessario para se compreender muitos outros
processos essenciais para a defesa do organismo
(Bevilacqua et al., 1994).

Desta forma, a presente revisdo tem por objetivo
fornecer subsidios para compreensdo dos
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aspectos moleculares envolvidos na adesdo
leucocitaria em seu nivel mais fundamental e
também correlacionar esse evento com fatores
que possam vir a influencid-la, como
enfermidades e farmacos utilizados
rotineiramente na clinica veterinaria.

ADESAO LEUCOCITARIA

As moléculas de adesdo coordenam de maneira
orquestrada as varias fases da aderéncia
leucocitaria ao endotélio quiescente ou
inflamado através de um mecanismo regulado
por ligacdes a receptores (Mazzone & Ricevuti,
1995). A transformacdo de um leucdcito
circulante em um ndo-circulante depende, entre
outros  fatores, de  modificacbes das
propriedades reoldgicas de resisténcia para
deformagdes mecénicas e adesividade. A
passagem bem-sucedida através da
microvasculagdo depende da deformabilidade
dos leucdcitos, devido o didmetro capilar ser um
pouco menor do que o das células, e da
manutengdo de uma resposta adesiva do
endotélio. Na resposta fisiol6gica, o controle
das interacbes adesivas permite que 0S
leucécitos possam se aderir a parede dos vasos,
e a modulagdo de propriedades mecénicas das
células permitem a locomogdo e a migragdo
para os tecidos (Adams & Nash, 1996).

MOLECULAS DE ADESAO

Entre os muitos tipos de receptores de adesdo na
superficie das células, quatro grandes familias
se destacam: as integrinas, imunoglobulinas,
selectinas e caderinas (Tabela 1).

Tabela 1. Membros das superfamilias de moléculas de adesdo e suas respectivas nomenclaturas de inclusdo em

grupos de diferenciacdo (CD).

Superfamilia Protétipos Grupo de diferenciacéo (CD)
VLA-1 (antigeno de fase tardia) CD49a/CD29
LFA-1 (antigeno associado a funcéo
Integrinas leucocitéria) CD11a/CD18
Mac-1 (molécula de adesao celular)
CD11b/CD18
ICAM-1 (molécula de adesédo CD54
intercelular)
Imunoglobulinas CD2
PECAM-1 (molécula de adesdo CD31
celular endotélio-plaquetéaria)
Selectinas E-selectina, (CD62E)
L-selectina (CD62L)

P-selectina (CD62P)




A familia das integrinas é composta por
glicoproteinas heterodiméricas de membrana
com duas subunidades: a e B (Kijas et al., 1999).
Atualmente, 18 tipos diferentes de subunidade o
e 8 tipos de B foram descritos, os quais se
associam em pares para formar pelo menos 24
tipos diferentes de receptores off (Abram &
Lowell, 2009). Os principais protdtipos dessa
familia incluem o antigeno de fase tardia (VLA-
lou CD49a/CD29), antigeno associado a fungéao
leucocitaria de ndmero 1 (LFA-1 ou
CD11a/CD18) e molécula de adesdo celular de
ndmero 1 (Mac-1 ou CD11b/CD18) (Sullivan,
2000). Uma importante caracteristica das
integrinas é que elas existem em estados ativos
e inativos. Uma célula ativada pode transmitir
um sinal do seu citoplasma que modifica a
conformacdo do dominio das integrinas na
superficie da membrana celular, aumentando a
afinidade das integrinas pelos seus ligantes.
Essa sinalizacdo ocorre, por exemplo, quando
leucocitos sdo estimulados por peptideos
bacterianos, e rapidamente a afinidade das
integrinas  leucocitarias aumenta para 0S
membros da familia das imunoglobulinas
(Barreiro et al., 2007).

A familia das imunoglobulinas é um grupo
composto por mais de 760 membros, incluindo
proteinas de superficie celular e proteinas
soltveis que estdo envolvidas no
reconhecimento intercelular, ligagdo ou no
processo de adesdo leucocitaria. As moléculas
classificadas como membros desta superfamilia
partilham caracteristicas estruturais com as
imunoglobulinas também conhecidas como
anticorpos, e todas elas possuem um dominio
conhecido como dominio de imunoglobulina ou
dobra, estrutura tipo “sanduiche” composta de
duas por¢des [P-pregueadas opostas e
estabilizadas por meio de uma ponte dissulfeto
(Wong et al., 2012). Os principais prot6tipos
dessa familia incluem molécula de adesdo
intercelular (ICAM-1) ou CD54, LFA-2 ou
CD2, molécula de adesdo celular endotélio-
plaquetéria de niamero 1 (PECAM-1) ou CD31 e
molécula de adesdo celular mucosa-adressina de
nimero 1 (MAdCAM-1) (Sullivan, 2000). Além
da sua participacdo no fendbmeno da adesdo

leucocitaria, somam-se outros fenémenos
executados mediante influxo de Ca* e
processados dentro das células, como

proliferacdo, apoptose e transducdo de sinais
(Nagahata & Higuchi, 1996, Nagahata, 2004).

As caderinas sdo uma familia de moléculas de
superficie celular transmembranarias
dependentes de célcio, as quais se ligam por
meio de interagdes homofilicas. O dominio
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citoplasmatico das caderinas se associa com
cateninas a, P, y ¢ pl20, promovendo forte
ligagdo dessa molécula ao endotélio e
reforcando a adesdo intercelular, sua principal
funcdo. Sao divididas em grupos de acordo com
sua especificidade tissular e, entre elas,
destacam-se a E-caderina (também chamada
uvomorulina ou Cell-CAM 120-80 em
humanos), Arcl em cdes e L-CAM em galinhas.
Sdo responsaveis por adesdo intercelular em
todos os tecidos epiteliais (Restucci et al.,
1997).

Outra familia importante no estudo da adesdo
leucocitéria é a familia das selectinas. Todas as
selectinas tém uma regido extracelular
caracteristica composta por um dominio lectina
aminoterminal dependente de calcio, um
dominio EGF2-like e duas a nove unidades
curtas homdlogas (Tedder et al., 1995). Séo
biossintetizadas e expressas em resposta a
endotoxinas bacterianas e citocinas pro-
inflamatdérias como interleucina de ndmero 1
(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF)
(Bevilacqua et al., 1994) e interagem com
carboidratos ligantes nos leucécitos e nas
células endoteliais (Frenette & Wagner, 1996a).
Os protétipos dessa familia sdo a E-selectina
(CD62E), L-selectina (CD62L) e a P-selectina
(CD62P) (Sullivan, 2000).

MIGRACAO TRANSENDOTELIAL

A manutencio da integridade vascular e a
defesa contra agentes patogénicos requerem
uma rapida regulacdo de interacfes adesivas
entre as células sanguineas e as células da
parede dos vasos. Na presenca de agentes
moduladores como  farmacos, alteragdes
genéticas, DAMPs (padrGes moleculares
associados a danos) e PAMPs (padroes
moleculares associados a patogenos), ha
consequente liberagdo de citocinas, alarminas,
que por sua vez suscitam uma resposta por parte
do organismo (Tang et al., 2012).

Através da geracdo de compostos vasoativos
tais como, prostaglandina 2 (PG2), fator
ativador de plaquetas (PAF), citocinas
quimiotaticas como a interleucina 8 (IL- 8) e
moléculas de adesao especificas da superficie de
membrana, o endotélio orquestra 0 movimento
do fluido e dos leucdcitos que caracteriza a
inflamacdo. As células endoteliais também
expressam moléculas que fazem parte do grupo
das imunoglobulinas e participam da adesdo
celular. As que estdo mais associadas com a
adesdo leucocitaria e a migragdo transendotelial



sdo: ICAM-1 (CD54), ICAM-2, molécula de
adesdo da célula vascular nimero 1 (VCAM-1)
e molécula de adesdo endotélio-plaqueta
(PECAM-1 ou CD31) (Bevilacqua et al., 1994).

O controle desses mecanismos depende da
ativacdo de receptores de adesdo que estdo
presentes nos leucocitos e no endotélio, ou pela
expressdo de novos receptores na superficie
celular. Uma célula em movimento carrega
consigo receptores de adesdo para ligagcdo com a
superficie de outra célula ou na matriz em
direcbes normais ou tangenciais. O fluxo
sanguineo impde restricbes ao transporte
adicional e mecanico de moléculas de interacdo
enquanto elas residem nas células circulantes
(Mcever & Zhu, 2010). Algumas
funcionalidades dos receptores de adesdo e seus
ligantes acrescentam seguranga ao reparo e ao
sistema de defesa, no entanto a adesdo defectiva
pode ocorrer, causando lesdo tecidual ou
interrupgdo da homeostase do sistema vascular
(Frenette & Wagner, 1996b).

O extravasamento dos leucdcitos em areas de
inflamagdo j& foi esclarecido em nivel
molecular. As citocinas, TNF-a e IL-1
produzidas em resposta a infeccdo e/ou lesdo
tecidual induzem a expressdo de selectinas pelo
endotélio. De fato, ja foi comprovada ndo s6 a
atuacdo do TNF-o, mas também do PAF como
estimuladores da adesdo tanto leucocitaria como
plaquetaria (He et al., 2006). Os leucdcitos
circulantes podem se ligar as selectinas
expressas pelo endotélio ativado no processo de
rolagem (Etzioni, 2010). A préxima fase, adesdo
firme, é promovida por membros da familia das
integrinas e imunoglobulinas. Nessa fase,
CD11/CD18 (Mac-1) e LFA-1 na superficie do
neutréfilo e ICAM-1 e ICAM-2 na superficie do
endotélio sdo os mediadores mais importantes
na adesdo (Meyer & Harvey, 1998; Sullivan et
al, 2000). A afinidade da ligacdo entre as
selectinas é relativamente baixa, mas &
suficiente para servir como um “freio”
biol6gico, fazendo com que os leucdcitos
desacelerem rapidamente por rolamento sobre o
endotélio. Enquanto estdo rolando, os leucécitos
podem se tornar ativados por moléculas
quimiotaxicas, gracas ao aumento da afinidade
dos receptores adesivos B-2 de integrinas para
ligantes no endotélio ativado. Um sinal
quimiotatico fora das vénulas induz os
leucécitos a se comprimirem entre as células
endoteliais e migrarem para 0 centro
inflamatério  (Frenette & Wagner, 1996a).
Dentro desse contexto, vale ressaltar que o
organismo também se utiliza de caminhos
alternativos para promover a adesdo dos
leucécitos. Se em um primeiro momento as
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principais moléculas envolvidas na migracéo de
neutrdfilos sédo as selectinas e as integrinas, 0s
linfocitos utilizam o CD44, uma molécula de
superficie que serve de marcador, sobretudo
para os linfocitos T, para esse mesmo fim
(Nunes-Pinheiro, 2000; Degrendele et al, 1996).
Dessa forma, 0 organismo consegue manter um
leque de vias principais e alternativas que
propiciam o desenvolvimento do processo de
adesdo leucocitaria em niveis operacionais
normais, uma vez que o trafego de leucocitos de
forma aberrante contribui para o aparecimento
de enfermidades de carater autoimune (Rose et
al., 2007).

MODULADORES DA ADESAO
LEUCOCITARIA

Muitas substncias e farmacos possuem a
capacidade de alterar a adesdo leucocitaria. Em
relacdo aos anticoagulantes, a utilizacdo do
citrato, um quelante de célcio, interfere na
adesdo leucocitaria, suprimindo-a, tendo em
vista que a expressdo de moléculas de adesédo
estd inibida, devido a pelo menos dois
mecanismos: inibicdo da degranulacdo, por
reduzir a concentracdo de célcio, e atenuagdo da
ativacdo do sistema complemento também pela
reducdo dos niveis de célcio (via cléssica) e
magnésio (via alternativa) (Dhondt et al., 1998).
O citrato exerce uma atividade inibitéria sobre a
ativacdo de neutrodfilos, impedindo que essas
células migrem para sitios inflamatérios
(permanecem em um estado quiescente no
sistema circulatério) em ensaios de adesdo
leucocitéria in vivo (Pfister et al., 1988).

Ao se comparar a viabilidade dos leucocitos
submetidos & preservacdo com heparina €
citrato, os melhores resultados sdo obtidos no
sangue em heparina desde que os testes sejam
realizados em um periodo de até 48 horas ap6s a
coleta associada aos anticoagulantes, a fim de
que a deterioracdo das células ndo interfira nos
resultados (Mccullough et al., 1974; Branum et
al., 1988).

A avaliacdo da expressdo de fatores de adeséo
em sangue canino fresco e conservado em
anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) em variados periodos de tempo
demonstra que a populagdo celular e a presenca
de marcadores de superficie sofrem alteracéo e
tendem a decrescer com o passar do tempo,
mesmo que o sangue tenha sido submetido a
processos conservativos a partir do quinto dia.
Esse efeito foi mais evidente no estudo do
CD18, quando comparado ao CD11 e CD49
(Holst et. al., 2011).



Em relagdo aos farmacos, os efeitos inibitdrios
na adesdo leucocitaria que os corticoides
administrados por via oral provocam em
humanos apontam para o apice da inibicdo apds
4 horas da administracio dos farmacos
(Mcgillen et al, 1979). Em um segundo
momento, foi feita a analise comparativa acerca
do efeito do zymosan (agente flogistico), PGl,
(Prostaciclina, mediador inflamatdrio) e
hidrocortisona (corticéide) em amostras de
sangue total. O zymosan induziu aumento da
adesdo leucocitaria, mimetizando um processo
inflamatorio, enquanto a PGI, e o corticoide a
suprimiram. Em adicdo a esse resultado, pode
ser questionado o fato que os corticdides, PGl, e
componentes ativados do sistema complemento
poderem ter interagido com plaquetas e/ou
células mononucleadas, alterando o efeito da
adesdo leucocitaria (Mcgillen et al., 1980). O
uso de imunossupressores especificos como a
ciclosporina também esta relacionada com a
modulacdo da migracdo leucocitaria, em
particular o linfécito (Nunes-Pinheiro, 1995). O
efeito de anti-inflamatérios ndo-esteroidais tais
como ibuprofeno, fenoprofeno e sulindac na
adesdo leucocitaria de humanos revelou que um
decréscimo significativo 4 horas apds a ingestdo
oral desses farmacos, efeito esse persistente até
24 horas apds o teste (Venezio et al., 1985). A
colchicina, alcaléide que possui propriedades
anti-inflamatédrias, provoca inibicdo na adesdo
leucocitaria de polimorfonucleares em humanos
(Fordham et al., 1981). Mediante o exposto,
existem farmacos que modulam positivamente
ou negativamente a adesdo leucocitaria.

ENFERMIDADES E ADESAO
LEUCOCITARIA

As enfermidades associadas & adesdo
leucocitaria que acometem os animais podem
ser relacionadas de duas formas: doencas que
suscitam um processo inflamatério que leve a
necessidade de migracao de células de defesa ou
um grupo restrito de doengas que interferem na
adesdo dos leucdcitos ao endotélio (Nagahata,
2004).

ENFERMIDADES QUE SUPRIMEM A
ADESAO LEUCOCITARIA

Com relagdo as enfermidades que reduzem a
capacidade de adesdo dos leucécitos destacam-
se a deficiéncia de adesdo leucocitéria canina
(CLAD) e a deficiéncia de adesdo leucocitaria
bovina (BLAD). As duas enfermidades sdo
geneticamente e fenotipicamente semelhantes a
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deficiéncia de adesdo leucocitaria em humanos
(LAD) (Debenham et al., 2002; Gu et al., 2004).
A génese dessas enfermidades reside em uma
deficiéncia autossomal recessiva parcial ou total
das glicoproteinas de adesdo de superficie
celular (B,-integrinas) dos leucdcitos. Em
bovinos, os estudos vdo além, tendo sido
reconhecido um defeito na subunidade B do
CD18 provocada pela homozigose do alelo
D126G que expressa esta molécula. Nesse caso,
0 gene ITGB2 ndo é expresso corretamente,
provocando um defeito na decodificacdo da
integrina B, Como se tratam de moléculas
essenciais para a adesdo das células de defesa,
essa atividade é suprimida (Debey, 2010).

A CLAD foi reconhecida primeiramente em
cdes da raca Setter irlandés e Weimaraners
(Willard et al., 1994) e a BLAD em bovinos da
raca Holandesa e Pardo-sui¢co (Norouzy et al.,
2005) e em bafalos (Patel et al., 2007). Esse
defeito resulta em uma adesdo leucocitéria
deficiente, quimiotaxia comprometida e minima
atividade bactericida. Como resultado, o0s
animais sdo alvo de infeccBGes bacterianas
recorrentes. Os criadores dessa raca, bem como
0s veterinarios devem estar atentos para a
possibilidade de manifestacéo dessa
enfermidade quando se depararem com esses
animais (Trowald-wigh et al., 2000).

Os sinais clinicos da CLAD incluem gengivite,
ulceras orais, febre (Gu et al., 2004),
periodontites, pneumonia  crbnica, baixa
regeneragdo tissular e crescimento retardado.
Leucocitose em torno de 230.000/uL (Foureman
et al., 2002) associada a neutrofilia marcante
com ou sem desvio a esquerda estad geralmente
presente. Um aumento nos demais tipos de
células sanguineas também pode ocorrer (Meyer
et al., 1998). A medula dssea se apresenta
hiperplasica, com aumentado nUmero de
precursores miel6ides granulociticos (Gu et al.,
2004). Anemia ndo-regenerativa suave a
moderada e hiperglobulinemia policlonal podem
estar presentes (Meyer et al., 1998). Onfalite e
osteodistrofia hipertrofica também séo sinais
evidenciados em animais acometidos por CLAD
(Bauer et al, 2008), bem como linfadenopatia
(Bauer et al, 2004). Esses sinais sdo
frequentemente  confundidos com o0s de
infeccBes inespecificas, tornando o diagndstico
dificil, bem como o acesso a extensdo da
penetracdo do alelo mutante nas populacdes
(Pfeiffer & Brenig, 2005). Os animais jovens
s80 0s mais acometidos (Trowald-Wigh et al.,
2000), bem como os animais de sangue puro ou
mesticos com elevado grau de consanguinidade
(Willard et al., 1994). Os filhotes geralmente
morrem precocemente de infecgGes multiplas e



recorrentes de natureza bacteriana, nos pulmdes
e pele (Pfeiffer & Brenig, 2005), e/ou fangica
(Kobayashi et al., 2009). Muitos acabam sendo
eutanasiados aos seis meses de idade (Bauer et
al., 2004).

Ao contrario da CLAD, a BLAD encontra-se
mais disseminada ao redor do mundo, refletindo
a variedade de estudos acerca do impacto dessa
enfermidade em varios paises. Ainda que em
uma baixa frequéncia, ja foram relatados casos
na Hungria (5.23%) (Fésus et al., 1999; Janosa
et al., 1999), Brasil (2.8%) (Ribeiro et al.,
2000), Ird (1.7%) (Norouzy et al., 2005), india
(8%) (Patel et al.,, 2007), Poldnia (7.9%)
(Czarnik et al., 2007), Alemanha (2.3%) (Schutz
et al., 2008) e Paquistdo (1%) (Nasreen et al.,
2009). O primeiro relato no Reino Unido foi
descrito por Andrews et al. (1996).

Outros estudos foram feitos para avaliar a
influéncia da infecgdo por Salmonela enterica
em bovinos holandeses de 1 a 5 semanas de vida
com BLAD (Nunes et al., 2010) e também a
apoptose neutrofilica bovinos holandeses de 1 a
3 meses de idade com BLAD (Nagahata et al.,
2004). Anédloga a manifestacdo  dessa
enfermidade em outras espécies, a base
molecular da BLAD constitui-se de uma Unica
mutacdo pontual (adenina para guanina) na
posicdo 383 do gene do CD18, a qual provoca a
substituicdo de um 4&cido aspartico por uma
glicina no aminoacido 128 da glicoproteina
(Nagahata, 2004).

No Brasil, 0 sémen e embrides de bovinos da
raca holandesa sdo importados para criagdo de
rebanhos leiteiros. Além disso, o Brasil produz
animais mesticos de Holandés e Gir sem
controle para BLAD, o que leva a uma
possibilidade de ocorrer transferéncia dessa
mutacdo para os rebanhos de Gir, ainda que a
frequéncia do alelo para BLAD no Brasil seja
baixa (2.8%) (Ribeiro et al., 2000).

Devido ao acometimento de animais de
producdo, a mortalidade precoce provocada pela
BLAD resulta em perdas econbmicas, pois
muitos animais morrem antes de chegar a fase
adulta (maturidade sexual) devido as infecgdes
recorrentes, mesmo ap0s a implementacdo de
tratamentos convencionais (Norouzy et al.,
2005). Bezerros heterozigotos portadores de um
alelo anormal para BLAD ndo tém seu
crescimento comprometido, situacdo essa que
ndo se reflete no caso de animais
homozigo6ticos, onde geralmente a enfermidade
é letal (Arrayet et al., 2002).

A existéncia de outra granulopatia canina
congénita ndo relacionada a fatores genéticos
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foi documentada, a qual exclui o diagndstico de
CLAD ainda que as manifestacdes clinicas
sejam semelhantes em filhotes de cdes mesticos
(Kobayashi et al., 2009).

ENFERMIDADES QUE AMPLIFICAM A
ADESAO LEUCOCITARIA

Com relagdo as enfermidades que suscitam
processo inflamatério, estas podem ser de
natureza infecciosa ou ndo. O ponto de
convergéncia é que se faz necessario a presenca
de um processo inflamatério que suscite o
recrutamento de leucécitos e migracdo para um
ambiente extravascular. Por exemplo, podem ser
citados o evidenciamento da adeséo leucocitéria
(nesse caso, sobretudo de mondcitos) e
plaquetas ao endotélio de pombos acometidos
de aterosclerose (Lewis & Kottke, 1977).

A adesdo leucocitéria também estd aumentada
na meningite bacteriana em modelo murino,
pois ainda que animais sejam pré-tratados com
anticorpos anti-moléculas de adesdo, esse
processo ndo é suprimido, o que indica que
outros fatores podem estar envolvidos devido a
complexidade do estudo acerca da adesdo
leucocitaria (Lechner et al., 2000).

Outras situacBes em que a adesdo leucocitéria
foi estudada incluem a ruptura espontinea do
ligamento cranial (CCL) em cdes, uma
enfermidade comum, foi verificado a presenca
de moléculas de adesdo em funcdo da presenca
de leucocitos no infiltrado inflamatorio da
membrana sinovial (Lemburg et al., 2004). Na
reperfusdo sanguinea, a adesdo leucocitaria esta
aumentada ao se comparar ao pProcesso
isquémico, revelando a importancia desse
fendmeno nas doengas coronarianas em modelo
canino in vivo (Sheridan et al., 1996). Na uveite
induzida por endotoxinas em camundongos, foi
observado um aumento significativo na adesdo
leucocitéria, evidenciado pela andlise do
diametro das veias, expressdo do gene da P-
selectina e contagem de leucécitos em rolagem
no endotélio (Yamashiro et al., 2001).

Em cdes que apresentam atopia, uma
enfermidade de alta incidéncia em cées e ainda
pouco conhecida, a P-selectina se apresentou em
quantidade quatro vezes maior em areas
lesionadas e com presenga de infiltrado
inflamatério do que nas areas ndo lesionadas. A
molécula de adesdo ICAM-1 e a citocina TNF-a
se apresentaram de forma semelhante em éreas
lesionadas e ndo-lesionadas (Mora et al., 2007).
Acrescentam-se a lista de moléculas de adesédo
envolvidas na atopia canina a E-selectina e



VCAM-1 em éareas ndo-lesionadas e de forma
mais expressiva em areas lesionadas (Vries et
al., 2008).

Em relacdo as leishmanioses, sabe-se que a
expressao de receptores de complemento do tipo
3 (CR3, CD11b/CD18), esta relacionada tanto
na adesdo leucocitaria como também na ligagao
do parasita Leishmania donovani aos fagdcitos
mononucleares em humanos (Wilson &
Pearson, 1988) e em caes sintomaticos e
assintomaticos para Leishmania chagasi no
tecido hepatico e esplénico (Lima et al., 2007).
A atuacdo de CR3 em quadros de leishmaniose
é ambigua, uma vez que pode ser vista como
positiva ao promover o recrutamento de
leucécitos para os sitios de infeccdo a fim de
que o parasita seja eliminado, ou negativa por
promover a ligacdo do proprio parasita as
células de defesa, contribuindo assim para o
mecanismo de evasao do agente invasor e para o
desenvolvimento da doenga (Lima et al., 2007).

Os processos neoplasicos merecem destaque no
estudo da sua relagdo com as moléculas de
adesdo. A expressdo de B1-Integrina foi avaliada
em glandula mamaéria canina normal, displasica
e neoplasica, onde se demonstrou que grandes
quantidades de B1-Integrina estdo presentes nas
células epiteliais cobrindo os ductos e acinos de
tecido mamario normal, displésico e neoplésico
benigno (Pefia et al., 1994; Restucci et al.,
1995). Curiosamente, em tumores malignos
metastaticos houve um  decréscimo na
imunomarcagdo de B1 e a5-integrinas (Restucci
et al., 1995). Posteriormente, observou-se que
hd também um aumento significativo e
heterogéneo na expressdo de E-caderina ao se
comparar a glandula mamaéria normal e
neopléasica benigna de cdes (Restucci et al.,
1997). Devido ao fato dessa molécula ser
responsavel pela adesdo entre as células,
provavelmente est4 envolvida na promocdo de
uma maior solidificacdo do tumor, caracteristico
das neoplasias benignas. As células neopléasicas
no sitio do tumor priméario possuem um maior
potencial metastizante porque ha uma regulagao
negativa na expressdo de E-caderina, o que
promove um enfraquecimento das juncGes
intercelulares e maior dispersdo das células.
Apés a metastizacdo, as células podem entdo
recuperar a habilidade de sintetizar essa
molécula. Reforcando esse conceito, a
expressao de E-caderina e f-catenina se mantém
preservada em tumores benignos de Merkel em
cdes (Costa et al., 2009).

Em seguimento ao supraexposto, a analise de P-
caderina em diferentes tipos de tumores
malignos caninos, tais como carcinomas sélidos,
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carcinomas tubulopapilares, carcinomas
complexos e carcinosarcomas foi conduzida.
Identificou-se histologicamente a presenca de P-
caderina em todos os tipos de tumores
estudados, enquanto que a expressdo de E-
caderina e f-catenina foi negativo em todos os
sarcomas (Gama et al., 2008).

METODOS DE AVALIACAO DA ADESAO
LEUCOCITARIA

Existem indmeros passos para a destruicdo de
agentes patogénicos, incluindo-se a migracdo
leucocitaria, o processo da quimiotaxia e da
fagocitose entre outros (Muller, 2009).
Consequentemente, varios testes in vitro séo
requeridos para avaliar a fun¢éo dos leucocitos.
Estes testes ndo estdo disponiveis, em sua
maioria, em laboratérios comerciais, mas sdo
realizados, em um ndmero limitado em
laboratdrios de pesquisa (Tabela 2).

Destaca-se um dos testes mais praticos e
simples para avaliagdo da adesdo leucocitéria: o
método de coluna. Esse método é fundamentado
na propriedade dos leucocitos (sobretudo os
polimorfonucleados) em se aderir a materiais
ndo-fagocitaveis, como o plastico, nylon, vidro,
etc. A adesdo leucocitéria pode ser estudada ao
se submeter leucécitos a esses materiais, sendo
previamente estimulados por  substancias
quimicas ou ativados em fungdo de
enfermidades. Os estudos que envolvem esse
método comecaram com Gavin nos anos 60, que
utilizou pequenas esferas de vidro, as quais
foram substituidas por fibras de nylon por
MacGregor nos anos 70 e 80 (Macgregor et al.,
1978). O método de MacGregor é uma
modificacdo do método de Gavin e foi utilizado
na avaliagdo de adesdo na espécie humana
estudando os efeitos do etanol e da lidocaina
(Macgregor et al., 1978; Macgregor et al., 1980;
Macgregor et al., 1988). Devido & necessidade
de aumentar a praticidade desse método, as
pipetas Pasteur foram substituidas por seringas
de tuberculina em estudo com ratos, e foi
preconizando a medida de 80 mg de fibra como
ideal para estudos em modelos murinos,
obtendo-se nivel de adesdo significativo. Nesse
novo modelo foram avaliados os efeitos de anti-
inflamatorios, ouro e cloroquina na inibicao da
adesdo leucocitaria em ratos (Stetcher et al.,
1978).0s testes de quimiotaxia mensuram a
habilidade dos neutréfilos de migrar na direcao
de varios quimioatrativos como  Cba,
leucotrieno By, linfocinas, monocinas, varios
fatores estimuladores de colbnia, PAF, produtos
bacterianos etc. A habilidade de fagocitar
microrganismos  pode  ser  determinada



microscopicamente e a morte por fagocitose
pode ser evidenciada por cultura de bactérias
seguida de incubacdo com soro e neutréfilos. Os
testes de reducdo tetrazolio nitroazul (NBT),
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) e quimioluminescéncia detectam a
presenca de “burst” oxidativo. No entanto,
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testes mais especializados sdo necessarios para
demonstrar a natureza especifica de um defeito
herdado (Meyer & Harvey, 1998; Willard et al.,
1994).

Tabela 2. Métodos de avaliagdo da fungéo leucocitaria e seus respectivos principios e aplicagdes.

METODO

PRINCIP1O/ USO

Teste de quimiotaxia

Teste de fagocitose

NBT (Teste de reducéo tetrazolio nitroazul),
TBARS (espécies reativas ao acido
tiobarbitdrico),
quimioluminescéncia

Citometria de fluxo

PCR

Imunohistoquimica

Método de coluna

Auvalia habilidade de migragéo dos neutrdfilos em direcdo a
um gradiente quimiotatico (ex: Cba, linfocinas, monocinas,

LPS, etc.)

Avalia¢do microscdpica de culturas bacterianas incubadas

com soro e neutréfilos

Avaliacdo de estresse oxidativo por mensuracao de

metabdlitos oriundos desse processo

Evidencia deficiéncia de moléculas de adeséo de superficie

celular imunomarcadas

Anélise molecular de distdrbios genéticos que podem levar

ao aparecimento de CLAD e BLAD

Avaliacdo da presenga de moléculas de adesao

imunomarcadas

Avaliagdo da taxa de adeséo leucocitaria. As principais
variagBes desse teste sdo os de MacGregor (1978) e

Wilkinson (1978)

A identificacdo de mutacdes especificas permite
0 uso de um numero variado de técnicas para
rastrear individuos e até mesmo populagdes
acometidas (Jobling et al., 2003). Dentre 0s
testes utilizados para confirmagdo de CLAD,
BLAD ou de qualquer distirbio na adeséo
leucocitéria  estdo  incluidos:  hemograma
evidenciando neutrofilia associado a baixa
presenca de neutréfilos na histologia devido a
incapacidade de migracdo para o0s sitios
inflamatorios, a capacidade adesiva e fagocitose
mediada por C3b e/ou citometria de fluxo para
evidenciar a deficiéncia de proteinas de adesdo
(Trowald-Wigh et al., 2000). A analise
molecular pode demonstrar defeitos
heterogéneos na integrina CD18 dos leucdcitos
(Bauer et al., 2004), como a PCR a partir do
sangue (Nagahata et al, 2004) ou bidpsia da pele
(Ryncarz et al., 1995). Andlise por
pirosequenciamento ou teste de ligacdo de
oligonucleotideos (OLA) pode evidenciar
animais com gendtipo positivo para CLAD
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(Kijas et al., 1999; Kijas et al., 2000).
Homozigose para a mutagdo demonstrada pelo
DNA também é uma forma de diagnostico
(Trowald-Wigh et al., 2000). O rastreamento do
pedigree do animal por seis ou sete geragdes é
atil para se reduzir a probabilidade de presenca
do alelo defeituoso para 0% (Powell et al.,
1996), o que também pode ser obtido por
estimativa de frequéncia alélica (Nasreen et al.,
2009). Existe ainda um kit diagndstico baseado
no DNA especifico para CLAD que foi
desenvolvido na Europa (Debenham et al.,
2002).

Por meio da imunohistoquimica, pode-se
confirmar um aumento marcante das moléculas
CD11a, CD11c e CD18 na membrana sinovial
de cdes acometidos por ruptura de CCL quando
compradas a amostras controle. No tecido
inflamado, a intensa expressdo de moléculas da
familia CD11/CD18 foi associada a presenca de
muitas células dendriticas e mononucleares e foi



positivamente correlacionada com a severidade
do infiltrado inflamatério da sindvia, sugerindo
gue essas moléculas participam do recrutamento
local de leucécitos nesse tipo de sinovite
(Lemburg et al., 2004).

A despeito da pouca literatura disponivel, o
estudo da adesdo leucocitaria € de extrema
relevancia na clinica médica veterinaria. Desta
forma, a presente revisdo aborda desde os
aspectos mais fundamentais acerca da etiologia,

diagndstico e fatores que interferem na
homeostase dos mecanismos da adesdo
leucocitaria.
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