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RESUMO \

Somando a maioria dos leucécitos presentes na corrente
sanguinea, os neutrdfilos sdo células polimorfonucleares e es-
pecializadas no combate a infecgdes através da fagocitose do
patégeno e liberagdo de seus conteddos granulares. Também
sédo capazes de liberar armadilhas extracelulares (neutrophil
extracellular traps, NETs), que s&@o estruturas constituidas de
componentes intracelulares, como fibras de cromatina e proteinas
derivadas de granulos citoplasmaticos. As NETs s&o liberadas em
resposta a varios estimulos, como de microrganismos, citocinas
e complexos antigeno-anticorpo, e possuem o papel de capturar
microrganismos e até mesmo mata-los. Porém, quando essas
estruturas ndo sao completamente eliminadas pelo organismo,
elas podem gerar danos a saude, pois podem ser produzidos
anticorpos contra as estruturas que as compoem. Neste artigo,
é feita uma revis@o dos acontecimentos que levam a liberagéo
de NETs pelos neutrdfilos, a importancia disso para a saude e o
envolvimento dessas estruturas em processos de autoimunidade,
utilizando artigos publicados desde a descoberta das NETs, que
ocorreu em 2004.

Descritores: Armadilhas extracelulares, morte celular, doengas
autoimunes.

Os neutrofilos sdo os leucécitos mais frequente-
mente presentes no sangue periférico de um indivi-
duo em condi¢cdes normais de saude, e participam
ativamente da defesa inata do organismo contra
patégenos?, utilizando diversos mecanismos para a
eliminacdo dos mesmos, que incluem a fagocitose,
geragéo espécies reativas de oxigénio (EROS), libe-
racao de enzimas liticas presentes em seus diversos

‘ ABSTRACT

Accounting for most leukocytes present in the bloodstream,
neutrophils are polymorphonuclear cells that specialize in dealing
with microorganisms through phagocytosis and release of granule
contents. They are also able to release extracellular traps (NETS),
which are structures consisting of intracellular components
such as chromatin fibers and proteins derived from cytoplasmic
granules. NETs are released in response to various stimuli, such
as to microorganisms, cytokines and immune complexes, and
their role is to capture microorganisms and kill them. However,
when these structures are not properly eliminated by the body,
they may generate health damage because antibodies can be
produced against them. This article provides a review of the events
triggering the release of NETSs, their importance for health and the
involvement of these structures in autoimmune processes, using
articles published since the discovery of NETs in 2004.

Keywords: Extracellular traps, cell death, autoimmune
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granulos citoplasmaticos?2 e além disso, ainda séo
capazes de formar armadilhas extracelulares (neutro-
phil extracellular traps - NETs) para capturar e matar
microrganismos®.

Estas NETs sdo um tipo de armadilha liberadas
pelos neutréfilos em um processo de morte celular
denominado netose®. Sua estrutura consiste basica-
mente por fibras de cromatina descondensadas de
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aproximadamente 15~17 nm de diametro e histonas?,
porém estudos com espectrometria de massa iden-
tificaram a presenca de outras proteinas, que estao
presentes nos granulos citoplasmaticos quando a
célula esta integra. Exemplos de tais proteinas sao
o-defensinas, azurocidina e lactoferrina®.

Este trabalho pretende revisar os acontecimentos
desde os estimulos celulares responsaveis por de-
sencadear a netose e sua subsequente liberagéo de
NETs, dando énfase no impacto que tais estruturas
podem causar no organismo, tanto na saude quanto
seu envolvimento em processos autoimunes.

Fatores desencadeadores e eventos seguintes
a ativacao

As NETs podem ser induzidas por diversos fato-
res, que incluem microrganismos como fungos’-'1,
bactérias*12-16 protozoarios'”:18 e virus'9-2!, citoci-
nas proinflamatérias (TNF-o, IL-8)22 e varios auto-
anticorpos2:23,

Apo6s receber um estimulo de um ou mais fatores
desencadeadores, o neutréfilo perde seu formato
arredondado, se tornando mais plano e se adere
firmemente ao endotélio. O nucleo celular perde
seus lébulos caracteristicos?4. Enzimas granulares,
como elastase neutrofilica e mieloperoxidase, sao
conduzidas para o nucleo*. A elastase neutrofilica é
responsavel por deteriorar a histona de ligacdo H1
e modificar as histonas matrizes, levando a descon-
densacado da cromatina nuclear. A mieloperoxidase
se mostrou util em elevar o indice de deterioragao
ligado a elastase neutrofilica2525, A histona H3 sofre
citrulinacao, que é a conversao de arginina carregada
positivamente em citrulina, que é necessario para a
descondensacéo da cromatina celular. Esta citrulina-
¢ao se mostrou ser catalisada pela peptidilarginina
deiminase 4 (PAD4), uma enzima que € expressa em
leucécitos e possui fungdes imunomodulatérias?”-28,
Estudos de Li e colaboradores, em que ratos tive-
ram o gene que codifica tal enzima deletados, tais
perderam a habilidade de formar NETs2°.

Apods estimulado e ativado, o neutrdéfilo ativa
seu complexo enzimatico NADPH oxidase e inicia
um processo denominado de explosao respiratdria,
e levara a reducdo do oxigénio molecular O, em
O,. e ulterior transformacéo deste, com ou sem
envolvimento enzimatico da superdxido dismutase,
em peroxido de hidrogénio (H,0,)243.

O envolvimento e importancia de tais radicais
livres foram descritas em estudos de Bianchi e

colaboradores (2009), onde neutrdfilos de indivi-
duos portadores da doenga denominada Doenca
Granulomatosa Croénica, uma doenga onde ocorrem
mutacdes nos genes responsaveis por codificar o
complexo enzimatico NADPH oxidase3'32 ndo eram
capazes de formar NETs em condi¢gdes normais.
Como as espécies reativas de oxigénio sao impor-
tantes também no processo de digestao de micror-
ganismos fagocitados por neutréfilos e macréfagos,
individuos com esta doenga apresentarao infecgdes
recorrentes durante toda a vidas%32,

Compostos que constituem as NETs.

As NETs sdao compostas basicamente por cro-
matina nuclear descondensada juntamente com
proteinas, onde a maioria delas vem dos granulos
dos neutrdéfilos e as outras proteinas sao citoplas-
maticas e nucleares (histonas).

As moléculas presentes nas NETs sdo molécu-
las oriundas de diversas partes da célula, como do
nucleo, citoplasma e grande quantidade das molé-
culas presentes nos granulos. Fisiologicamente, as
moléculas presentes nos granulos neutrofilicos pos-
suem atividade antimicrobiana, e estas séo liberadas
durante o processo de degranulacdo dos neutrdfilos
e também por se misturar ao fagossomo, quando
os neutrdfilos realizam o processo de fagocitose de
microrganismos?s3,

Apesar de terem fungdo na captagéo e aniquilagao
de microrganismos, os compostos que constituem
as NETs sdo estruturas intracelulares, e o fato de
elas serem liberadas para o meio extracelular pode
gerar danos ao organismo, caso elas ndo sejam
eliminadas de forma eficiente, podendo servir como
alvo para producao de anticorpos34-36,

Diferencas entre apoptose e netose

Apoptose é o tipo mais bem estudado de morte
celular, sendo um tipo de morte celular nao inflamaté-
rio%7. Este tipo de morte celular pode ser iniciado por
dois modos, 0 modo extrinseco e 0 modo intrinseco. O
modo extrinseco de inicio da apoptose ocorre quando
hé ativacéo dos receptores de morte celular por algum
de seus ligantes especificos, isto fara com que as
caspases iniciadoras (caspase-8 ou a caspase-10)
iniciem a apoptose, clivando e ativando diretamente
as caspases efetoras da apoptose?®8:39. O modo intrin-
seco de inicio da apoptose ocorre quando ha algum
tipo de dano no DNA, hipdxia ou estresse celular, que



20 Arg Asma Alerg Imunol — Vol. 3, N° 1, 2019

Armadilhas extracelulares dos neutrdfilos em processos autoimunes — Da-Silva JLE & Finotti LFT

levara a liberagéo do citocromo-c da mitocdndria, que
ird formar um complexo com a caspase-9 e o fator
de ativagdo da apoptose-1 (APAF-1), denominado
complexo apoptossomo. O papel do apoptossomo
na inicializacdo da apoptose intrinseca € similar ao
papel das caspases iniciadoras no modo extrinseco
de inicializacdo da apoptose, que é clivar e ativar a
caspase-3, uma caspase efetoras”-39,

Apds a ativagdo das caspases a apoptose se
inicia. A célula se contrai e perde sua conexao
com a matriz extracelular, a cromatina se condensa
e ocorre fragmentagdo do DNA e da membrana
celular e posterior formacao de vesiculas apoptoti-
cas, compostas por fragmentos de DNA envolvidos
pela membrana celulard’40, Apés serem formadas
as vesiculas apoptoticas, que deixara a célula com
uma aparéncia vulgarmente denominada de “cacho
de uva™' e esta célula ira liberar e expor moléculas
em sua superficie para que possa ser fagocitada e
degradada pelos fagdcitos*243, Primeiramente, si-
nais de “me encontre” sédo liberados, para que esta
célula possa ser encontrada pelos fagdcitos*3. Em
seguida, moléculas de “me fagocite” serdo expostas
na superficie da célula em apoptose, para que os
fagdcitos possam entdo englobar e degradar estas
vesiculas**. Logo em seguida o fagdcito libera cito-
cinas anti-inflamatdrias, para que respostas imunes
sejam suprimidas e ndo haja dano tecidual*>:46.

As diferencas entre os processos de apoptose
e netose sdo claramente vistas durante todos os
processos. Primeiramente, estudos de Remijsen e
colaboradores (2010)47 mostraram que as caspases
nao estdo ativas durante o processo de morte ce-
lular por netose. As membranas dos granulos dos
neutréfilos sdo desintegradas durante a netose,
para que 0s seus componentes possam se misturar
com a cromatina, porém o citoplasma se mantém
intacto, 0 que nédo ocorre na apoptose, uma vez
que uma grande desorganizagdao durante tal pro-
cesso acontece'47. A cromatina durante a netose
se apresenta descondensada, contrariamente a
apoptose, que ocorre uma condensacao nuclear e
consequente picnose nuclear e ulterior fragmentacao
do mesmo'448, A formacéo de vesiculas apoptéticas
também n&o pode ser observada na netose'4. Outra
diferenca é que a célula que esta em um proces-
so de apoptose tende a se desagregar da matriz
extracelular, porém a célula que esta em processo
de netose se fixa na matriz e apresenta sinais de
contracao, provavelmente para que as NETs possam
ser liberadas com mais eficacia®4°.

Relacdes entre microrganismos e as NETs

A liberacéo das NETs é induzida por uma grande
variedade de fatores, e dentre esses fatores, podem
ser citados varias estruturas microbianas, como estru-
turas das paredes celulares de bactérias (tanto Gram-
positivas quanto Gram-negativas) ou até mesmo os
microrganismos completos, como bactérias*12-16,
virus'9-21 fungos’-11.50.51 e protozoarios'”'8, As NETs
em tais situacdes, possuem um papel de contencao
do microrganismo, pois elas sao capazes de prender
0S microrganismos, evitando que 0s mesmos se es-
palhem pelo organismo*. Elas ainda sdo capazes de
inativar fatores de viruléncia®2 ou até mesmo matar
tais microrganismos, devido as proteinas presentes
nas NETs, que entram em contato com os mesmos,
quando sao liberadas pelos neutrdfilos.

Bactérias

Yipp e colaboradores (2012)'5 realizaram um es-
tudo onde ratos foram contaminados com cepas de
Staphylococcus aureus e depois divididos em dois
grupos. Para um grupo foi administrado uma enzima
capaz de clivar as NETs (DNase), e para outro nao.
O grupo ao qual foi administrado DNase apresentou
numero bastante elevado de bactérias na corrente
sanguinea comparado ao grupo que nao recebeu
DNase.

De acordo com estudos de Brinkmann e colabora-
dores (2004)4, os fatores de viruléncia da Salmonella
typhimurium (Invasina lpaB e adesina IcsA) e
Staphylococcus aureus (o  toxina) estavam significan-
temente diminuidos quando estes patdgenos estavam
“presos” as NETs, comparados as bactérias que nao
estavam, mostrando que as proteinas presentes nas
NETs podem ser responsaveis por degradar estes
fatores de viruléncia.

Protozoadrios

Em estudos realizados por Guimaraes-Costa e
colaboradores, em 20098, as NETs demonstraram
ser capazes de capturar Leishmania amazonensis, e
tais parasitas quando capturados por estas estruturas
apresentavam um sinal de dano celular e morte do
parasita. Ainda no mesmo estudo, a adicao de um
anticorpo anti-histona foi capaz de aumentar a sobre-
vivéncia de tais parasitas capturados pelas NETs em
até 42%, e o efeito letal das histonas sobre os para-
sitas foi confirmado incubando histonas purificadas
e promastigotas de Leishmania amazonensis, onde
apenas 38% dos parasitas continuaram vivos.
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Fungos

Os fungos sao também responsaveis por induzir a
formacao de NETS, e seu efeito no controle do cresci-
mento fungico pode ser observado em experimentos
realizados com Candida albicans®°, e foi evidenciado
que a calprotectina, uma proteina quelante de zinco®',
que esta presente nas NETs, consegue suprimir o
crescimento de C. albicans competindo pelo zinco
com o fungo.

Estudos de Rocha e colaboradores, de 2014,
mostraram que cepas de Cryptococcus neoformans
que nao possuem capsula sao capazes de induzir
a formacao e liberacdo de NETs pelos neutrdfilos,
porém cepas providas de capsulas nao conseguem
induzir a formagao de NETs. No estudo, uma provavel
causa para 0 mesmo seria que proteinas capsulares
podem inibir a explosdo respiratdria, diminuindo a
presenca de espécies reativas de oxigénio. Ainda
no mesmo estudo, quando estas cepas fungicas
sao incubadas com NETSs, elas se tornam inviaveis,
tanto cepas que conseguem induzir NETs (cepas
desprovidas de capsula) quanto cepas que nao sao
capazes (cepas capsuladas)ss.

Virus

Além das bactérias, fungos e parasitas, as NETs
ainda podem ser induzidas por virus, que incluem
o virus HIV-1 e Influenza-A'929, Porém, para que o
neutréfilo possa produzir e liberar suas armadilhas,
neste caso é necessario que o neutrdfilo reconheca
as particulas virais via receptores tipo toll 7 e 8 (toll-
like receptors, TLR-7 e TLR-8). Os neutrdfilos tém a
capacidade de distinguir as células infectadas das
células normais do organismo pelos antigenos virais
expressos na superficie da célula, fazendo com que
mesmo quando ndo seja possivel a interagdo da
particula viral com os receptores de reconhecimento
padrédo, ainda sim é possivel a sintese e liberacéo
de NETs'9-21,

O papel das NETs no processo viral seria se
ligar a particula viral e a neutralizar. As particulas
virais sdo capturadas pelas NETS, isso faz com que
elas ndo mais consigam chegar e/ou se ligar a sua
célula-alvo'®%4. A neutralizag&o das particulas virais
ocorre por meio das enzimas granulares (mielope-
roxidase e a-defensinas) associadas as armadilhas,
que pode ser associado aos resultados obtidos nas
pesquisas de Saitoh e colaboradores, em 201220,
gue mostraram que o tratamento de neutréfilos com
inibidores de mieloperoxidase e anticorpos anti-o-

defensinas diminuiu a taxa em que as particulas
virais foram neutralizadas.

Apesar de tudo, os microrganismos ja possuem
formas de evadir do alvo de destruicdo das NETSs.
Em alguns estudos, como os de Beiter e colabora-
dores (2006)'2 e Buchanan e colaboradores (2006)13,
Streptococcus pneumoniae e outros estreptococos
do grupo A séo capazes de produzir endonucleases,
que sao enzimas capazes de clivar moléculas de
DNA, para que assim possam evitar a captura pelas
NETs ou até mesmo se livrar das mesmas, caso ja
tenham sido capturadas, embora outros estudos ja
mostrem formas de driblar essa degradagéo, como
os estudos de Neuman e colaboradores (2014), que
mostraram que a catelicidina (LL-37) é muito eficaz
na prevengao da degradagéo das NETs por endonu-
cleases produzidas por Staphylococcus aureus®.

Pseudomonas aeruginosa evadem das NETs de
forma diferente. Elas sédo capazes de absorver molé-
culas de sialoglicanos, que sdo presente na maioria
das células de mamiferos, confundindo os neutrofilos,
desta forma os neutrdfilos passam a secretar citocinas
anti-inflamatdrias, como IL-10, que inibem a liberacédo
de NETs por outros neutrdfilos, para evitar um ataque
a estruturas do “préprio organismo”28.

Outro modo de evasao dos microrganismos contra
as NETs é visto por espécies de Aspergillus, que
produzem uma hidrofobina (RodA), que é capaz
de envolver a superficie dos conidios (mas nao
de hifas), evitando o contato e reconhecimento de
tais estruturas pelos neutrdéfilos e consequente ndo
liberacdo de NETs pelos mesmos®”.

Relacoes entre desordens autoimunes e as
NETs

Apesar das NETs terem uma relagéo direta com
0s microrganismos e sua morte/neutralizagéo, a
sua produ¢do em excesso ou 0 seu acumulo pode
resultar em processos inflamatérios, doencas vas-
culares como trombose e aterosclerose, e também
processos autoimunes?2.58.60,

As doencgas autoimunes se caracterizam por uma
desordem imunoldgica, onde as células de defesa do
organismo reconhecem tecidos do préprio organismo
como invasores e os atacam, causando varios tipos de
danos, dependendo do tecido que esta sob ataque®’.
O processo de desenvolvimento de uma doenca autoi-
mune é muito complexo, porém varios estudos admi-
tem que a exposicao de antigenos intracelulares seja
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de muita importancia para a inicializagao do processo
de producéo de autoanticorpos pelos plasmocitos®?,
e durante a liberagédo de NETs pelos neutréfilos, uma
gama de estruturas intracelulares sao liberada para
0 meio extracelular, que pode ser o necessario para
que seja desencadeado uma resposta imune contra
tais estruturas, em pessoas que tém uma predisposi-
¢a061-63, Ainda admitem-se hipdteses que infecgoes
possam estar ligadas a processos autoimunes®2,
Admitindo-se que microrganismos levam a formagao
de NETSs, corrobora-se a hipétese de que as NETs
também sejam fontes de autoantigenos em processos
autoimunes, uma vez que a liberacdo de NETs esta
aumentada em processos infecciosos®2-64,

Ldpus eritematoso sistémico

Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca
autoimune, onde o sistema imune perde a tolerancia
as estruturas do préprio organismo e passa a produzir
anticorpos contra eles, principalmente anticorpos anti-
DNA, anti-cromatina e anticorpos contra proteinas
relacionadas ao nucleo®. Os anticorpos que s&o
presentes no lipus eritematoso sistémico sao reativos
a moléculas liberadas pelas NETs.

Estudos de Hakkim e colaboradores (2007) mos-
traram que pacientes com LES tém uma atividade
menor da DNase |, o que faz com que as NETs sejam
degradadas com mais dificuldade, ou até mesmo néao
sejam degradadas, e um titulo maior de anticorpos
anti-DNA foi encontrado em tais pacientes®®.

O complemento 1g (C1q) é uma proteina que faz
parte do sistema complemento. Sua funcao é se ligar
a anticorpos que ja se ligaram a algum antigeno, ou
mesmo em estruturas bacterianas ou virais, como
capsulas e envelopes, respectivamente. Esta ligagao
forma o complexo C1, que dara inicio a via de ativagao
classica do sistema complemento®®. Estudos feitos
por Leffler e colaboradores (2012)87 revelaram que a
proteina C1q se liga as NETs com grande afinidade,
fazendo com que a cascata do sistema complemento
seja ativada pela via classica, e ocorrendo uma queda
nas proteinas do sistema complemento. A ligacdo
entre a C1q e as NETs também contribuiu para que
a DNase perdesse sua efetividade em degradar as
NETSs, pois a C1q age como um envoltério protetor
para as mesmas®’.

Outro ponto interessante do estudo de Leffler e
colaboradores (2012)67 é que anticorpos anti-DNA
comumente encontrados em pacientes com LES po-
dem reagir de forma cruzada com a enzima DNase,
inativando-a®”. Isso gera um loop, podendo ser expli-

cado da seguinte maneira: pacientes com LES tém
uma atividade menor da enzima DNase, responsavel
por clivar as NETs; as NETs quando nao clivadas
servem de fonte de autoantigenos para a produgao
de anticorpos; anticorpos anti-DNA sao produzidos; a
proteina C1q liga-se as NETSs dificultando ainda mais
a acao da DNase; anticorpos anti-DNA reagem com a
DNase, fazendo o seu nivel funcional cair ainda mais;
menos NETs serdo degradadas; mais anticorpos
serdo produzidos®’.

Vasculite de pequenos vasos

Vasculite de pequenos vasos é uma doenca
autoimune, caracterizada pela inflamagéo necro-
sante de vasos sanguineos em diversas partes do
organismo, dentre as mais comuns a pele e os pul-
moes?23. Pacientes com vasculite de pequenos vasos
geralmente possuem anticorpos anti-citoplasma de
neutrdéfilos, também chamado de ANCA, com grande
reatividade com a proteinase-3 (PR3) ou mielope-
roxidase (MPO)?23, ambas moléculas presentes nas
NETSs.

Estudo de Nakazawa e colaboradores (2012)
mostra que uma droga denominada propiltiouracil, uti-
lizada no tratamento de hipertireoidismo, mostrou que
quando os neutrdfilos sdo induzidos a liberar NETs
in vitro na presenca de tal droga, as NETs que em
situagcbes normais sdo uma rede frouxa de cromatina
susceptiveisa degradagao por DNases, passam a ter
uma conformacao aberrante, condensada e globosa
resistente a degradacédo por DNase3+35, Nakazawa
e colaboradores (2012) também mostram em seus
estudos que as estruturas aberrantes formadas na
presenca da droga propiltiouracil, quando instilada
em ratos, levaram estes a desenvolver anticorpos
anti-mieloperoxidase e também lesdes nos capilares
pulmonares semelhantes aos encontrados em vascu-
lite de pequenos vasos em humanos34.

LL-37 € uma molécula presente nas NETs que
consegue inibir a degradacdo dos filamentos de
cromatina pelas nucleases, como diz os estudos de
Neumann e colaboradores, de 2014. A presenga de
LL-37 em pacientes com vasculite de pequenos vasos
foi descrita nos estudos de Zhang e colaboradores, em
2013. Neste estudos, a presenca de LL-37 circulante
estava aumentada, gerando uma hipétese de que
este peptideo possa estar relacionado com a falha
na degradacdo das fibras de cromatina liberada pelas
NETSs, facilitando para as células dendriticas o seu
transporte e possivel fonte de autoanticorpos®8:69,
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Consideracoes finais

As armadilhas extracelulares produzida por neu-
tréfilos fazem parte da imunidade do organismo contra
agentes patogénicos, onde os defeitos na sua funcao,
assim como em qualquer outro ponto da imunidade
inata ou adaptativa, podem gerar problemas para a
saude no individuo, pois elas sao importantes para
que haja a contengdo de microrganismos no local da
infeccéo, prevenindo que estes sejam disseminados,
levando a mais danos ao organismo e maior dificul-
dade na sua eliminagao. Também se demonstraram
importantes em enfraquecer bactérias, destruindo
seus fatores de viruléncia, ou até mesmo matando
microrganismos diretamente. Porém, além de ser
tao importante para combate as infecgbes, quando
nao eliminadas corretamente ou sua producao for
aumentada de forma anormal, estas NETs deixam
de efetuar seu papel com eficacia e passam a ser
mais um problema para o organismo do que uma
solugéo, sendo uma provavel causa da perda da au-
totolerancia do sistema imune a estruturas do préprio
organismo, podendo levar a desordens autoimunes
em pessoas predispostas e também servir de uma
fonte constante e inesgotavel de autoantigenos para
producdo de autoanticorpos, que leva a danos e
perda de funcdo de varios tecidos corporais.

Ainda ha muito a se saber sobre as NETSs, pois
esta é uma estrutura relativamente desconhecida,
mas ha grande potencial para novas e grandes
descobertas utilizando-as como alvo, indo desde
possiveis marcadores para doencas que sejam
relacionadas com as NETs, até mesmo para o tra-
tamento de tais doencas.
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