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Resumo

Introdugao: Os neutrofilos eliminam micro-organismos extracelularmente por meio de degranulacdo e produgido das armadilhas
extracelulares dos neutrofilos. As armadilhas extracelulares de neutrdfilos sdo formadas por cromatina, proteinas granulares e
proteinas citoplasmaticas. Além da eliminag¢do de varios micro-organismos, essas estruturas contribuem no aprisionamento de
micro-organismos no local inicial da infec¢@o. Objetivo: Discutir o processo de formag@o das armadilhas extracelulares de
neutréfilos, mecanismos moleculares que regulam a produgdo dessas estruturas e o seu papel na imunidade inata. Material e
Métodos: Foram realizadas buscas por artigos no Pubmed, Nature, Periddicos Capes e PlosOne, entre dezembro de 2014 a junho
de 2015, utilizando diferentes combinacdes dos descritores: neutrophil extracellular traps, NETs, neutrophils, netosis, innate
immunity e bacteria. Foram selecionados estudos que associavam processos moleculares a formagao de armadilhas extracelulares
de neutrdfilos e/ou abordassem a atividade antimicrobiana dos seus componentes; estudos experimentais in vivo, in vitro e/ou in
silico. Resultados: Foram localizados 1.383 artigos e ap6s aplicagao de critérios de inclusdo e exclusdo, 41 publica¢des foram
selecionadas. Mecanismos distintos sdo responsaveis pela formacao dessas armadilhas. A dependéncia da producao de espécies
reativas de oxigénio, a composi¢ao dessas estruturas e o envolvimento de morte celular variam conforme o estimulo. Concluséo:
Apesar de apresentarem efeitos benéficos durante infecg¢des, evidéncias comprovam que as armadilhas extracelulares dos neu-
trofilos tenham impacto negativo em doengas autoimunes e inflamatérias, deste modo, mecanismos reguladores parecem estar
implicados na decisdo dos neutréfilos em produzir estas estruturas. A identificacdo dos mecanismos reguladores da producao
dessas armadilhas extracelulares pelos neutréfilos € crucial para o desenvolvimento de terapias alternativas para doengas nas quais
essas estruturas estdo envolvidas na patogénese.

Descritores: Armadilhas Extracelulares; Neutréfilos; Imunidade Inata.

Abstract

Introduction: Neutrophils eliminate microorganisms extracellularly by degranulation and by neutrophil extracellular traps formation.
Neutrophil extracellular traps are composed of chromatin, granular proteins, and some cytoplasmic proteins. Beyond elimination
of various microorganisms, these structures also contribute to trap pathogens to the initial site of infection. Objective: Discuss the
process of neutrophil extracellular traps formation, molecular mechanisms that regulate the production of these structures and their
role in innate immunity. Material and Methods: Pubmed, Nature, Periédicos Capes, and PlosOne were searched from December
2014 to June 2015 using different combinations of the following descriptors: neutrophil extracellular traps, NETs, neutrophils,
netosis, innate immunity, and bacteria. Studies associating molecular processes in the formation of neutrophil extracellular traps
and/or about the antimicrobial activity of their components; experimental studies in vivo, in vitro and / or in silico were selected.
Results: We found 1,383 articles and after using inclusion and exclusion criteria, 41 articles were selected. Different mechanisms
are responsible in the formation of these traps. The dependence of the production of reactive oxygen species, the composition of
these structures and involvement of cell death vary according to the stimulus. Conclusion: In spite of their beneficial effects during
infections, evidence suggests that neutrophil extracellular traps have a negative impact in autoimmune and inflammatory diseases,
thus, regulatory mechanism may be implicated in the decision of neutrophils to produce these structures. The identification of
regulatory mechanisms of production of extracellular traps by neutrophils is crucial for the development of alternative therapies
for diseases in which these structures are involved in the pathogenesis.
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Introducio

Neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes, constituindo
a primeira linha de defesa contra infec¢des microbianas,
desempenhando papel essencial na imunidade inata!?. Os
neutrofilos eliminam patdégenos por meio de fagocitose,
degranulagdo e da formagao das armadilhas extracelulares
de neutrofilos (NETs)®.

As NETs s@o um mecanismo utilizado pelo sistema imune
inato, em resposta a estimulos patologicos, fisiologicos e far-
macoldgicos, para aprisionar e eliminar micro-organismos,
em que os neutrofilos expelem seu conteudo nuclear comple-
xado com proteinas granulares e citoplasmaticas no ambiente
extracelular®?®. O efeito antimicrobiano das NETs resulta
da combinagdo da cromatina com componentes granulares,
histonas e algumas proteinas citoplasmaticas.

Apesar da produgdo das NETs desempenhar um papel essen-
cial nas respostas imunes as infec¢des, a elimina¢do redu-
zida e/ou a produgdo excessiva podem ter diversos efeitos
patologicos. A formagdo das NETs ¢ observada em doengas
inflamatdrias cronicas, doencas autoimunes ¢ em diversos
tipos cancer®. Em decorréncia dos efeitos danosos das NETs
no organismo, mecanismos reguladores parecem participar
na modulagdo da geragdo dessas estruturas®.

O objetivo desta revisao foi descrever os mecanismos mole-
culares que participam na formagao e na regulacao da produ-
¢do das NETs e a fungdo que essas estruturas desempenham
na imunidade inata.

Material e Métodos

Este estudo constituiu-se em uma revisao de literatura rea-
lizada entre os periodos de julho de 2014 a julho de 2015.
Os artigos selecionados foram obtidos através das bases de
dados Pubmed, PlosOne, Nature ¢ Periddicos Capes, utilizan-
do as seguintes combinagdes de palavras-chave: neutrophil
extracellular traps and bacteria; neutrophil extracellular
traps and innate immunity; NETs and neutrophils; neutrophil
extracellular traps and defense ou netosis. Foram incluidos
estudos: publicados em inglés; que associavam processos
moleculares a formacao de NETs e/ou abordassem a atividade
antimicrobiana dos componentes das NETs; experimentais in
vitro, in vivo e/ou in silico; publicagdes que apresentassem
alta frequéncia de citagdo nas bases de dados; publicagdes
a partir de 1° de janeiro de 2004. Foram excluidos artigos
que envolvessem formacao de “extracellular traps” (etose)
em outras células que ndo os neutrofilos; trabalhos repetidos
e, artigos de opinido.

Resultados da selecio

A busca nas diferentes bases de dados resultou na locali-
zagdo de 1383 artigos, e ap0ds a aplicagdo dos critérios pré-
-estabelecidos foram incluidos 41 artigos (oito revisdes e
33 estudos experimentais). Em adi¢do, dois estudos foram
incluidos a partir das referéncias bibliograficas dos artigos
selecionados: uma revisdo de 2010 e o estudo “Bactericidal
Action of Histones” (1958). Esse tlltimo foi incluido, devido
ao grande numero de citagdes no banco de dados Pubmed.

Resultados

Mecanismos moleculares participantes na produgdo de NETs
Mecanismos distintos de formagdo e liberagdo de NETs sdo
descritos na literatura. O tempo para formagdo de NETs, a
dependéncia da produgdo de EROs (espécies reativas do oxigé-
nio), a composic¢ao de NET e o envolvimento de morte celular
dependem do tipo de estimulo utilizado®7!'%. A expulséo de
NETs por lise celular ¢ um processo lento, deixando uma janela
temporal na qual os patogenos podem estabelecer a infecgao®®.
Liberagdo de NETs por morte celular: netose

Netose ¢ o termo utilizado para descrever a morte de neutro-
filos que resulta na formagao de NETs. Esse ¢ um processo
complexo que se inicia com a perda das lobula¢des nucleares,
descondensacgdo da cromatina, dissociagdo das membranas
nuclear interna e externa, com concomitante rompimento dos
granulos, entdo, o envelope nuclear se desintegra e a cromatina
e proteinas granulares se misturam. A netose ¢ finalizada pela
desintegra¢do da membrana celular e morte dos neutrofilos com
a liberagdo das NETs para o ambiente externo™'?. Aproximada-
mente 24 proteinas sdo encontradas nas NETs, sendo a maioria
de origem granular, algumas nucleares e, raramente, proteinas
citoplasmaticas!".

A formagdo de NETs por netose requer a produgao de EROs
gerados pela enzima NADPH oxidase"*!'?. A necessidade de
EROs na produgao de NETs foi mostrada farmacologicamente,
pois a inibigdo da NADPH oxidase por difenileno-iodonio (DPI)
bloqueia completamente a liberagdo de NETs em neutrofilos
ativados com forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)!?. Estudos
demonstraram que neutrdfilos de pacientes acometidos pela
doenga granulomatosa cronica, portadores de mutagdes em
alguma das subunidades da NADPH-oxidase, sdo incapazes de
produzir NETs"*!?. No entanto, os neutréfilos desses individuos
readquirem a habilidade de formar NETs, quando incubados com
glicose oxidase, que constitutivamente produz H,O, (peroxido
de hidrogénio)!?. Diversos grupos demonstraram que a netose
pode ocorrer por processos independentes da NADPH-oxidase
13 Acredita-se que ocorra producdo de EROs mitocondrial,
mediado pela ativagdo dos canais de potassio de baixa condu-
tancia ativados por calcio?.

Alguns pesquisadores propdem que os oxidantes gerados pe-
los EROs inativam as caspases, bloqueando a apoptose e, em
associa¢do com outros estimulos, podem desencadear a auto-
fagia, um processo que promove a dissolugdo das membranas
celulares". Durante a ativagdo da netose, o H,0, produzido,
promove a ativagdo e dissociag@o da elastaseneutrofilica (NE),
catepsina G e azurocina, do complexo azuroma (contém mie-
loperoxidase (MPO), lactoferrina, lisozima e proteinase 3). A
NE migra temporariamente para o citoplasma, onde auxilia na
degradacdo do citoesqueleto de actina, e em seguida para o
nucleo, promovendo descondensagao parcial da cromatina®>-'9.
Ap0s a saida dos granulos, a protease se liga ao citoesqueleto
e ¢ ativada pelo complexo H,0,/MPO, iniciando a degradagdo
da actina F. Essa etapa ¢ importante na imobilizagdo dos neu-
trofilos, que possibilita a liberagdo das NETs, no local exato da
infeccdo, facilitando o rompimento da membrana plasmatica
antes da expulsdo das NETs"®. Em um modelo de infecgdo
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pulmonar por K. pneumoniae, os camundongos que apresentam
deficiéncia na atividade da NE néo produzem NETs!'9. A MPO
¢ outra enzima importante durante a netose, pois contribui com
a NE no processo de descondensagdo da cromatina. Neutrofilos
deficientes em MPO séo incapazes de produzir NETs!".

O composto PMA ¢ frequentemente utilizado na inducao da
netose, pois ¢ um ativador sintético direto da proteina quinase
C (PKC) e o mais potente indutor da ativagdo da NADPH-
-oxidase®?. A sinalizagdo intracelular da netose é controversa,
porém, diversos estudos apontam que a inducdo por PMA ¢
acompanhada pela ativagdo da via das quinases Raf/MEK/
ERK"®, da GTPase da familia Rho, a RAC2(? e da Akt®?.

A descondensacdo da cromatina, que € particularmente densa nos
neutrofilos maduros, também € associada com a citrulinagdo de
trés das quatros histonas nucleossomais®. O processo de citru-
linagdo ¢ catalizado pela enzima peptidil arginina deiminase 4
(PAD4), encontrada no ntcleo dos granulécitos®?. Neutréfilos
de camundongos deficientes de PAD4 sdo incapazes de produzir
NETs, sendo mais suscetiveis a infecgdes cutaneas, demonstran-
do que a PAD4 e as NETs possuem fungao critica na imunidade
inata®. A identificagdo dos primeiros inibidores seletivos de
PAD4 capazes de afetar a citrulinacao celular confirma outros
estudos que demonstraram que a inibicao da atividade PAD4
¢ suficiente para interromper a produ¢do das NETs em camun-
dongos e em seres humanos®*2,

Producao e liberagdo de NETs em células intactas

Estudos recentes mostram que as NETs mitocondriais sdo o
principal tipo de NETs encontrados em lesdes traumaticas e
apés cirurgias®. O tratamento de neutréfilos com fator esti-
mulador de coldnias de granulécitos (GM-CSF), seguido por
ativagdo com fator do complemento C5a, resulta na liberagdo
de NETs que contém DNA mitocondrial, por intermédio de um
mecanismo independente de morte celular, mas que necessita
da producdo de EROs®.

Neutrofilos estimulados in vitro com S. aureus apresentam uma
forma rapida de expulsdo de NETs, independente de oxidantes,
nao ocorrendo lise celular. Os granulécitos polimorfonucleares
ativados liberam vesiculas contendo cromatina e proteinas
granulares no ambiente extracelular, local no qual ocorre a
montagem das NETs?. Este mecanismo de formagio de NETs
¢ dependente de TLR2 (receptores do tipo Toll 2) e do fator do
complemento C3. Camundongos deficientes em alguma dessas
moléculas sdo incapazes de produzir NETs, e a capacidade de
formacao de NETs ¢ restabelecida por meio de tratamento com
soro de camundongos selvagens. No entanto, nenhuma das
moléculas ¢ suficiente para desencadear a produg¢ao de NETs,
insinuando que outros mediadores ou mecanismos mais com-
plexos de ativagdo estejam implicados®®.

A réapida liberacao de NETs foi observada em um modelo de
infeccdo cutanea bacteriana em camundongos, utilizando mi-
croscopia intravital confocal. Durante a resposta inicial, a maior
parte de neutrdfilos produtores de NETs degrada o nucleo, mas
ainda apresenta DNA intracelular difuso; um pequeno subgru-
po se desenvolvem citoplastos méveis e capazes de fagocitar
bactérias®. Como neutréfilos sdo células diferenciadas de meia
vida curta, e com atividade transcritiva reduzida, a perda do
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nucleo ndo interfere com as fungdes necessarias na eliminagao
de patogenos, como a fagocitose e quimiotaxia®. Diversos
micro-organismos sao capazes de escapar das NETs por meio
da producao de DNAses e de outros fatores que conferem resis-
téncia ao aprisionamento e eliminagéo por este mecanismo®®27,
Portanto, € essencial a existéncia de uma via alternativa a netose,
que permita que os neutrofilos mantenham as habilidades de
matar patogenos apos a liberagdo das NETs@.

NETs e a defesa do organismo

O aprisionamento e captura de patdgenos, e atividade antimi-
crobiana sdo fungdes fundamentais das NETs, prevenindo a
disseminag¢ao do local inicial da infeccao.

A aderéncia das NETs aos micro-organismos e seu efeito antimi-
crobiano, parece ocorrer por meio de interagdes eletrostaticas!)
provenientes de compostos presentes nas NETs como DNA
complexado com proteinas granulares, nucleares e citoplas-
maticas®*!D, Contudo, a maioria estd presente em pequenas
quantidades e apenas algumas possuem atividade antimicro-
biana quando associadas com as NETs!1%2) como a MPO
na eliminacéo de S. aureus®®. A NE ¢ liberada na forma ativa
nos vacuolos fagociticos, mas quando associada as NETs, sua
atividade proteolitica ¢ significativamente reduzida. O aumento
da atividade da NE ¢ observado apds a utilizagdo de DNAses,
que inibem o complexo DNA/proteina®. Além disso, o plasma
apresenta alta concentracdo de inibidores das serina proteases,
podendo inativar a NE®. Desta forma, ¢ possivel que a elastase
tenha uma fungdo importante na indug¢do das NETs¢?,

O DNA ¢ o maior componente estrutural das NETs, possuindo
rapida atividade antibacteriana mediada por contato. A bactéria P
aeruginosa € resistente a morte por esse mecanismo, em virtude
de sua habilidade de induzir modifica¢des na superficie celular
que estabilizam e protegem a membrana externa da atividade mi-
crobicida do DNA®Y, Diversas bactérias patogénicas produzem
nucleases capazes de degradar o DNA e dissolver as proteinas
antimicrobianas das NETs no ambiente extracelular®®?731, dando
a entender que essas enzimas aumentam a invasividade desses
micro-organismos®@®.

As histonas sdo as proteinas mais abundantes das NETs e
possuem atividade antimicrobiana direta, eliminando bactérias
gram-positivas e negativas®? e parasitos®¥. Experimentos utili-
zando anticorpos anti-histonas mostram a inibi¢ao da eliminagao
de diversos micro-organismos®3¥, O mecanismo de toxicidade
dessas proteinas nao foi elucidado, mas como sao cationicas, ¢
possivel que se associem a membranas microbianas, resultando
em rompimento ou tornando-as permeaveis a pequenos fatores .
A atividade fungicida das NETs ¢ atribuida principalmente a
proteina citoplasmatica calprotectina, liberada durante a netose
na forma solavel ou ligada as NETs!). A atividade fungicida da
calprotectina ¢ proveniente da capacidade de quelar zinco, ion
necessario para o crescimento desses micro-organismos V. A
importancia dessa proteina com agdo fungicida ¢ comprovada
pela maior susceptibilidade de camundongos deficientes da su-
bunidade SO0A9 do heterodimero da calprotectina a candidiase
subcutanea e pulmonar 19,

As NETs também desempenham fung¢des importantes no
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combate aos virus, evitando a fusdo com as células-alvo e por
meio de neutralizagdo direta dos virions®*3®, O virus da imu-
nodeficiéncia humana 1 (HIV-1) estimula a netose por meio de
reconhecimento dos acidos nucléicos virais pelos receptores
TLR-7 e TLR-8. A inativagao dos virions nas NETs ¢ mediada
pela MPO e pela a-defensina. O HIV-1 possui um mecanismo de
escape da atividade antiviral das NETs, em que a glicoproteina
gp120 do envelope induz a producdo de IL-10 pelas células
dendriticas que por intermédio de interacdo com CD209, inibe
a producdo de NETs¢9,

A controvérsia da contribuicao das NETs para a imunidade inata
¢ vista, em parte, nas técnicas de plaqueamento empregadas para
deteccdo da morte de patdgenos mediada pelas NETs. Nesses
métodos, as bactérias se aderem formando uma tnica colonia,
o que dificulta a diferenciacdo entre agrupamento e morte
de micro-organismos®. Um estudo mostrou que a adi¢do de
DNAse, apos esses experimentos nas amostras em que NETs
sdo formadas, libera bactérias vivas capazes de proliferacdo®”.
No entanto, a utilizagdo de outros métodos para avaliacdo da
morte de micro-organismos, como a utilizagdo de inibidores
seletivos a componentes presentes nessas estruturas, como an-
ticorpos anti-histona ®3%, quelantes'?, fosfatases®, e técnicas
que avaliam a viabilidade ou atividade metabolica, demonstram
que as NETs possuem atividade antimicrobiana direta in vitro,
mas estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer a fungao
das NETs in vivo.

A relevancia das NETs na imunidade inata foi observada indi-
retamente em pacientes com doenga granulomatosa cronica'?.
Esses individuos sdo mais susceptiveis a infec¢cdes pulmonares
por Aspergillus spp., em fun¢ao da incapacidade dos neutrdfilos
de produzir NETSs e apresentar fagocitose ineficiente. De modo
adicional, camundongos deficientes em enzimas essenciais para
producdo de NETs, como MPO!", NE!© ou PAD4?? s3o mais
susceptiveis a infecgdes por micro-organismos oportunistas.
A significancia das NETs in vivo, no combate a doengas infec-
ciosas, ¢ observada em modelos utilizando camundongos!*¥, no
entanto, poucos estudos comprovam o papel desse mecanismo
em seres humanos. Alguns trabalhos mostram que a formagao
reduzida de NETs esta associada ao aumento da susceptibili-
dade a infecgdes microbianas e septicemia®. Recém-nascidos
e idosos apresentam comprometimento da formacao de NETs,
que impacta na capacidade dos neutrofilos de conter os micro-
-organismos no local inicial da infec¢ao e também de influenciar
as fases iniciais da resposta imune adaptativa®®3?,

Os componentes das NETs ndo sao seletivos a eliminagdo de
apenas patogenos, produzindo também danos as células adjacen-
tes“4D, A sua estrutura evita a difusdo das proteinas granulares
no meio extracelular, de modo que ocorre a concentragdo de
moléculas toxicas que danificam a superficie celular®®. Em um
modelo de infecg@o sistémica por S. aureus resistente a meti-
cilina (MRSA), o dano hepatico foi atribuido as NETs e ndo a
acao direta do patogeno nesse tecido. Camundongos deficientes
de NE ou PAD4 sdo incapazes de formar NETs e parecem estar
protegidos do dano colateral promovido por essas estruturas®.
Em razao da toxicidade das NETs para o organismo, mecanismos
reguladores podem estar implicados na decisdo dos neutrdfilos

em produzir estas estruturas.

Os neutroéfilos possuem mecanismos que os permitem identificar
os patogenos, conforme o tamanho e ativar diferentes respostas
antimicrobianas. A netose ¢ preferencialmente ativada quando
os neutréfilos sdo expostos a micro-organismos grandes para
serem eliminados por fagocitose, como a Candida albicans, na
forma de hifa. A inducdo de diferentes respostas utilizando a
discriminacdo do tamanho parece limitar a liberacdo de NETs,
evitando a ocorréncia de danos colaterais“?. Estudos adicionais
sdo necessarios para elucidacao dos demais fatores participantes
na decisdo dos neutréfilos em liberar NETs.

Conclusio

As NETs proporcionam aos neutrdfilos um novo mecanismo de
defesa no combate a infecgdes microbianas. A desregulagdo da
produgdo e/ou da eliminagdo dessas estruturas desempenha uma
fun¢do essencial na patogénese de doencas autoimunes e danos
teciduais. O entendimento dos mecanismos atuantes na formagao
das NETs ¢ essencial para o desenvolvimento de terapias alter-
nativas para doengas, nas quais essas estruturas contribuem na
patogénese e no tratamento de imunodeficiéncias cuja produgdo
de NETs esta comprometida. Pesquisas que tratam das NETS,
além de elucidar caracteristicas dessas estruturas, auxiliam na
descoberta de novos aspectos da biologia dos neutrdfilos e da
imunologia.
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