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RESUMO

Durante um processo inflamatério, diversas linhagens celulares abandonam o compartimento
vascular e migram para tecidos néo-linféides onde auxiliam os processos imunoldgicos. O
aumento do diametro dos vasos e a reducgédo da velocidade do fluxo sanguineo permitem maior
interacdo dos leucdcitos com o endotélio vascular, que também modifica seu perfil de
moléculas de superficie, permitindo a adesédo leucocitaria. A passagem dos leucécitos através
do endotélio, conhecida como transmigracdo, pode ser dividida didaticamente em etapas, o
rolamento é a primeira delas. Neste trabalho, buscou-se produzir um material didatico auxiliar
nas aulas sobre o processo inflamatério na disciplina de imunologia. O processo inflamatdrio foi
reproduzido na pele de girinos. Foram geradas imagens, fotos e video, que permitem a
visualizacdo do rolamento, fase inicial da migracdo leucocitaria em resposta a estimulo
inflamatdrio produzido por micro gotas de éter. A observacao das células margeando a parede
dos vasos pode ser demonstrada tornando possivel in vivo a visualizacao da fase de rolamento
do processo de migracdo celular. Espera-se que o impacto visual destas imagens possa
contribuir para melhorar o processo ensino-aprendizagem auxiliando na sedimentacdo dos

conceitos apresentados nas aulas tedricas sobre processo inflamatério.
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INTRODUCAO

Uma caracteristica central do sistema imune € a mudanca constante da localizagéo de
suas células’. Células linfoides e mieldides circulam pelo sangue, entram, movem-se,
interagem entre si, e deixam os tecidos linfoides organizados'. Durante um processo
inflamatorio, diversas linhagens celulares abandonam o compartimento vascular e migram para
tecidos ndo-linféides, onde exercem variadas fun¢des biol6gicas que auxiliam na defesa do
hospedeirol. As respostas imunologicas, inata e adaptativa, envolvem ndo apenas a agao
destas células individualmente, mas também uma intensa comunicacao entre elas, o que
requer um contato direto entre suas as membranas, bem como a producdo de mediadores
solliveis capazes de amplificar e coordenar a resposta imune’. A inflamacao exerce trés papéis
fundamentais no combate a infeccdo®. O primeiro é o de oferecer células e moléculas efetoras

ao sitio de infeccdo. O segundo € o de proporcionar uma barreira fisica, na forma de
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coagulacdo microvascular, para prevenir a propagacdo da infeccdo. E o terceiro € o de
promover o reparo dos tecidos danificados”.

Diversas alteracdes morfolégicas e funcionais ocorrem na microvasculatura em
resposta a um estimulo inflamatério®. O aumento do diametro dos vasos e a reducdo da
velocidade do fluxo sanguineo permitem uma maior interagdo dos leucdcitos circulantes com o
endotélio vascular, o qual também modifica seu perfil de moléculas de superficie de modo a
permitir a adesdo leucocitaria’. Uma vez aderidas de forma inespecifica, por meio das
selectinas (moléculas presentes, além do endotélio, em plaquetas e linfocitos, as quais se
ligam a carboidratos de superficie), as células imunes tém sua velocidade de fluxo reduzida,
passam a “rolar” pelas margens dos vasos, e conseguem interagir mais eficientemente com
sinalizadores produzidos por macréfagos teciduais ativados, ou pelo proprio endotélio. Entre
esses sinalizadores, destacam-se as quimiocinas, pequenas citocinas envolvidas em diversos
mecanismos dos processos de ativacdo, migracéo e quimiotaxia celular’. Os receptores para
qguimiocinas sdo seletivamente expressos em determinadas populacbes de leucécitos, a
depender do seu grau de ativacao e da fase em que o processo inflamatério se encontra, de
forma a permitir uma resposta seqiencial ao estimulo patogénico. Além do grupo das
guimiocinas, quatro outras familias de mediadores plasméticos estdo fundamentalmente
envolvidas na regulacdo da resposta inflamatéria: os sistemas do complemento, da
coagulacao, fibrinolitico e das cininas’. Uma vez estimulados, os leucécitos aderem ao
endotélio de forma mais firme, através da interacdo de suas integrinas de membrana com um
conjunto de outras moléculas, pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, conhecido
genericamente como CAMs (moléculas de adeséo celular), presentes no endotélio vascular (V-
CAM), em outros tipos celulares (I-CAM), bem como em componentes da matriz extracelular. A
passagem dos leucécitos através do endotélio “permeabilizado”, conhecida como
transmigracao, marca a Ultima etapa do processo de migracéo da célula sangiinea para o sitio
inflamatrio”.

Sendo a inflamacéo um dos eventos mais relevantes da resposta imunolégica, dada a
riqgueza de tipos celulares, moleculares e de interacdes envolvidas®, torna-se imperativo ao
estudante de Imunologia compreender de forma abrangente e sedimentada a cadeia de
eventos que se sucedem a um estimulo patogénico. Contudo, a natureza abstrata das aulas
expositivas dificulta o processo de consolidagdo de inUmeros conhecimentos, quando estes
séo repassados de forma exclusivamente tedrica, em sala de aula. Diante da necessidade de
oferecer um componente “palpavel”, de facil entendimento, complementar a aula convencional,
buscou-se criar um material didatico em video mostrando como se processa a fase de
migracao leucocitaria em resposta a um estimulo lesivo aplicado a cauda de um girino. A
opcao pela produgcdo do material em video deve-se a complexidade técnica e ao tempo
demandado na prepara¢é@o do experimento, o que inviabiliza a sua execugéo durante uma aula

pratica.
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Estagio larval de anfibios da ordem anura (sapos, rds e pererecas), 0 girino € uma
larva de vida aquatica (Fig. 1). Neste estagio, os animais realizam respiragdo
predominantemente branquial, que gradativamente vai sendo transferida para pulmdes
bastante rudimentares, mas também durante toda a vida dos anfibios ocorre absorgdo de
oxigénio dissolvido na 4gua através da pele. Para tanto, os girinos apresentam um tegumento
bastante delgado, sem anexos, facilitando com isso a difusdo gasosa’. Os vasos sanguineos e
outras estruturas internas séo facilmente visualizados através da sua pele, o que justifica a sua
utilizacdo para a observacdo dos fendmenos vasculares caracteristicos da resposta

inflamatoria.

Fig. 1 Ciclo de vida dos anuros e desenvolvimento do estagio larval (girino).

a) Ciclo de vida b) Girino

http://www.clubeserrano.com/espanfibios.html

DESCRICAO METODOLOGICA

1. Coleta dos animais

Girinos (Fig. 1b) invasores nos aquérios de piscicultura artesanal foram gentiimente
cedidos pelo Sr. Juvenildo Soares dos Santos, proprietario de tanques de criagdo de peixes
ornamentais. Os animais foram mantidos no laboratorio a temperatura ambiente em agua do

proprio local onde foram coletados.

Fig. 2 Girino no ‘aquério’ no laboratério
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2. Preparagéo do girino

Dentre os animais, foi escolhido o girino que possuia a cauda mais delgada e
transparente para ser visualizada ao microscopio 6ptico comum. O animal foi colocado em
uma Placa de Petri contendo &gua enquanto preparava-se a lamina. O animal foi
delicadamente fixado a uma lamina de vidro de microscopia usando barbante, conforme a
figura X. Gaze umedecida em &agua foi posta sobre o corpo animal mantendo-o hidratado
durante os procedimentos. O conjunto foi entdo levado ao microscépio Optico comum e
observado em véarios aumentos.

Fig. 3 Imobilizagéo do Girino para montagem e visualizagdo ao MO

3. Inducao da inflamagéo

Para induzir uma inflamagé&o local no animal, foi feita uma pequena leséo na borda da
sua cauda usando micro gotas de éter sobre a pele, mantendo o animal fixado a lamina e
acoplado ao MO.

4. Registro de imagens

Utilizando camera digital, foram feitos os registros das imagens (fotografias e videos).

RESULTADOS

1. Visualizag&o do fluxo sangtiineo pré-inflamagéo:

A epiderme extremamente fina e transparente nos permitiu visualizar os vasos sangiiineos e
as células em seu transito fisiolégico (Fig. 4).
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Fig. 4 Aspecto norma da circulagédo subcutédnea do girino

Setas verdes destacam identificacdo de heméacias dentro dos vasos sangiineos.

2. Visualizagdo do fluxo sangtiineo apos a inducgédo de inflamacéo.

Cerca de quinze minutos apés a aplicacao tépica de éter sob a epiderme do girino,
observou-se nos vasos de maior calibre a presenca de algumas células margeando a parede
dos vasos de maneira mais lenta que as demais. Ndo foi possivel, porém, visualizar a
diapedese destas células através da parede do vaso, transmigracdo, ou pelo tecido
extravascular.

A etapa de rolamento, também chamada retardamento, foi filmada usando camera
fotogréfica digital. O Video gerado (Fig. 5), com 60 segundos de duragdo, passara a ser usado

nas aulas tedricas sobre inflamacéo para os diversos cursos da area de saude.

Fig. 5 Imagem inicial do video mostrando a marginagéo de células brancas lentificadas (seta

verde) e fluxo ininterrupto de hemacias (seta vermelha)

Obs.: As regifes da pele mostrada antes e depois da inflamac¢&o ndo sdo as mesmas.
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CONCLUSAO

O material didatico sobre inflamagcé@o confeccionado e aqui apresentado permitira
facilitar o processo ensino-aprendizagem uma vez que a imagem em movimento, mais préxima
da realidade, ajudara os graduandos a transporem a barreira da teoria associando-a a pratica.

Espera-se que o impacto visual do video contribua para aumentar o interesse dos
estudantes pelos temas em Imunologia, bem como auxilie na sedimentacdo dos conceitos

apresentados em sala de aula.
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