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KEYwoRDS

Os neutréfilos s3o o tipo leucocitdrio mais abundante em circulagio, constituem a primeira linha de reconhecimento
e defesa contra agentes infecciosos no tecido, tradicionalmente iniciam uma inflamagio aguda e sio responséveis
por uma resposta imune pré-inflamatéria eficaz. Recentemente essas células vém sendo descritas como complexas e
com uma vasta capacidade de desempenhar fungées especializadas, interagem com macréfagos, células dendriticas,
e linfécitos TCD4+. E importante reconsiderar sua importincia como célula efetora na imunidade adaptativa e
as novas perspectivas sobre as fungoes imunorregulatdrias nas reagoes imunoldgicas normais e patolégicas. Nesta
revisdo, nosso foco é mostrar os aspectos cldssicos e discutir o novo neutréfilo, expondo o que tem sido descrito na
literatura recentemente.

Neutréfilos. Imunorregulagio. NETs. Imunidade adaptativa.

Neutrophils are the most abundant leukocyte in blood and represent the first line recognition and defense
against infectious agents in tissues, traditionally begin an acute inflammation and are responsible by an effective
proinflammatory reaction. Recently these cells have been described with a large capacity to perform specialized
functions like interaction with macrophages, dendritic cellsand CD4 + T lymphocytes. It is important to reconsider
its importance as effector cells in adaptive immunity and new perspectives on the immunoregulatory functions in
normal and pathological immune responses. In this review, the focus is to show the classic aspects and discuss the
“new neutrophils”, exposing what has been described in literature recently.

Neutrophils. Immunoregulation. NETs. adaptive immunity

1 INTRODUCAO

Recentes

descobertas

Como esse processo inflamatério inicial, agudo, mediado
por neutrdfilos acontece? Qual o papel bioldgico destas
células e sua interagio imunolégica com outros leucdcitos?

colocam os neutréfilos nio

Quais as moléculas envolvidas? Os registros literdrios vém

somente como o principal tipo celular responsdvel pelo
processo de inflamagio aguda, mas como uma célula com
potencial modulador dessa resposta. Assim, o controle
do infiltrado de neutrdfilos e a ampliacio da visao de
versatilidade desse tipo celular como uma célula importante
em todo o estabelecimento da resposta imune abrem um
campo de possibilidades para o estudo de patogéneses que
dependem do processo inflamatério para se estabelecerem

no organismo.
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responder essas perguntas acerca da inflamagio e tém
demonstrado a presenca de um neutréfilo com fungées
muito bem estabelecidas e funcionando somente em
determinados momentos desse processo.

Esta revisao mostra o que tem sido identificado para o
neutrdfilo, tanto em relagio aos aspectos cldssicos quanto as
novas funcées atribuidas a essas células. Nosso foco sio os
mecanismos que regulam o recrutamento dos neutréfilos,
desde a sua formagio na medula 6ssea até a chegada aos
sitios inflamatérios e como essas células contribuem para a
ativagdo de resposta imune adaptativa e para a resolu¢io da

inflamacio.
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2 DA MEDULA OSSEA AO TECIDO

Dentre os leucécitos circulantes, os neutrdfilos sao o tipo
leucocitdrio mais abundante e compéem a principal barreira
do sistema imune inato contra microrganismos, porém,
em contraste com os macréfagos (M@), apresentam um
curto periodo de vida, cerca de 8 a 12 horas na circulagio
sanguinea, antes de migrarem para o tecido (AMULIC et
al., 2012; MAYADAS et al., 2013).

Sdo terminalmente formados através da proliferagao
e diferenciacio das células precursoras da medula dssea
durante a hematopocise e, por meio da estimulacio de
citocinas, principalmente o fator estimulador de col6nias de
granulécitos (G-CSF), culminam em sua formagio por um
processo chamado de mielopoeise a uma taxa de 10!! por
dia, podendo chegar a 10'? por dia durante uma infecgio.
(AMALUC et al., 2012; MAYADAS et al., 2013).

Receptores de quimiocina CXCR4 e CXCR2 sio
essenciais, respectivamente, para a manutengio e liberagio
dos neutréfilos na medula déssea, comandando o homing.
Por esses receptores serem expressos em células endoteliais,
estromais e osteoclastos, fazem com que os neutréfilos
fiquem retidos na medula até completarem totalmente
seu processo de maturagio. Quando estdo prontos, sio
estimulados via CXCR2 e G-CSEFR para serem liberados na
corrente sanguinea (AMALUC et al., 2012).

Ap6s maturacio, os neutréfilos sio liberados da medula,
e quando ocorre uma injuria fisica, mecanica ou infecgio,
sinais quimicos inflamatérios sio produzidos pelas células
do hospedeiro e por produtos secretados pelo patégeno.
Esses fatores estimuladores irdo desencadear uma série
de respostas do organismo, que vdo desde a estimulagio
da expressio de moléculas de adesio da superfamilia das
selectinas (E,P- selectinas) e das integrinas (ICAMs) pelas
células endoteliais préximas ao local de inflamacio, até a
sinalizacdo para o aumento da produgio leucocitdria nas
células progenitoras da medula éssea via interleucina —17
(IL-17) (MAYADAS et al., 2013; BORREGAARD, 2010;
FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; KENNEDY;
DELEO, 2009).

A inflamacio se estabelece através do reconhecimento,
pelos receptores de reconhecimento padrio (PRRs),
de estruturas moleculares caracteristicas de patégenos
microbianos. Os padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs) — tais como o LPS, sequéncias nao metiladas de
DNA (CpG), e RNA de dupla fita — reconhecem também

as moléculas intracelulares derivadas do hospedeiro que

sio liberadas frente a um dano ou morte celular e os
padrées moleculares associados a danos (DAMPs) — como
quimiocinas (IL-8), citocinas (TNF-a), interleucinas (IL-1,
IL-6). E quando essas moléculas sao reconhecidas, ativam as
células em que sdo expressas para promoverem suas fungoes
antimicrobianas e pré-inflamatérias (KENNEDY; DELEO,
2009).

Macréfagos residentes no tecido, ao detectar a presenca
de microrganismos ou de uma lesdo, recrutam neutréfilos
circulantes para o local lesado por meio de um processo
chamado recrutamento leucocitdrio, nas seguintes fases:
captura/ativagio, rolamento, adesio, e transmigracio
(KENNEDY; DELEO, 2009; KOBAYASHI; DELEO,
2009; BOGDAN, 2000).

Durante o recrutamento, o neutréfilo é ativado via
receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCRy),
PRRs como receptor de quimiciona FPR1 e todos os
membros da familia de receptores semelhantes a Toll (TLR),
exceto TLR3, e também membros da familia de receptores
semelhantes a NOD (NLR) sao capazes de reconhecer
diversos PAMPs e/ou DAMPs (BORREGAARD, 2010;
KENNEDY; DELEO, 2009; KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013; AARESTRUP, 2012).

As células endoteliais passam a expressar em grande
quantidade moléculas de adesdo, como a P-selectina e E-
selectina, as quais se ligam a carboidratos da membrana
plasmdtica dos leucécitos, que sio carboidratos expressos
pela glicoproteina de membrana, a glicoproteina da
P-selectina 1 (PSGL-1), e a selectina L-selectina encontrada
na membrana dos leucécitos, conferindo uma ligagio de
baixa afinidade entre os leucécitos e as células endoteliais.
Essa ligacdo entre as moléculas de adesiao faz com que
os neutr6filos presentes em grandes quantidades na
corrente sanguinea sejam trazidos para a margem do vaso
e rolem sobre as células endoteliais no sentido de maior
concentra¢io dos estimulos quimiotaticos, diminuindo sua
velocidade no fluxo sanguineo (MAYADAS et al., 2013;
BORREGAARD, 2010; FAURSCHOU; BORREGAARD,
2003; KENNEDY; DELEO, 2009; ORTEGA-GOMEZ et
al., 2013; MANTOVANI et al., 2011).

A ligacio de baixa afinidade, resultante da ligacao
entre as moléculas de adesio dessas células, desencadeia no
neutréfilo uma cascata de reagdes que geram mudancas na
sua biologia e interrompem o rolamento para iniciar um
estdgio de firme adesio mediado pela ligacio de moléculas
da familia das integrinas B2, especialmente a proteina LFA-
1 (B, ou CD11a/CD18) e o Mac-1 (B, ou CDI11b/
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CD18), presente na membrana do neutréfilo, que se liga
com a molécula de adesio intercelular 1 (ICAM-1 ou
CD54) presente na membrana das células endoteliais, sendo
outro ligante do LFA-1, a ICAM-2 (CD102). Porém, de
acordo com Halai et. al., as moléculas de adesio neutrofilicas
tém sido pouco estudada, bem como outras moléculas de
adesio celular existentes nas células endoteliais (ESAM,
JAM-A, JAM-C PECAM-1) (MAYADAS et al., 2013;
MANTOVANI et al., 2011; ABBAS et al., 2011).

A firme adesio entre as células garante uma alta
afinidade entre os ligantes ¢ uma capacidade aumentada
de responder aos sinais intracelulares, controlando vidrias
fungées celulares, incluindo mobilidade, proliferagio e
apoptose (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013).

Firmemente ligado, o neutréfilo estende-se e rola
por entre os poros endoteliais, dando inicio a migracio
para o tecido através de dois mecanismos distintos: a
transmigragio paracelular (entre as jungbes da células
endoteliais) e a transcelular (através da célula endotelial).
Ambas formas de transmigracio necessitam passar por trés
barreiras: pelas células endoteliais que estdo envolvidas, pela
membrana basal e pelo pericito, sendo que diferencas no
fenétipo e quantidade de pericito podem causar alteragio
na composi¢io da membrana basal das células endoteliais
em diferentes dreas ao longo do endotélio, resultando em
dreas onde a migracio pode ser facilitada ou suprimida
(MAYADAS et al., 2013; ORTEGA-GOMEZ et al., 2013).

A interacgdo das integrinas do neutréfilo com as diferentes
moléculas de adesio celular (ICAM-1, ICAM-2), molécula
de adesio celular vascular-1 (VCAM) na célula endotelial,
e as diferentes proteinas de jungio, como a PECAMI,
as moléculas de adesio juncional (JAMs) e as moléculas
de adesio celular epiteliais (ECAM), molécula CD99,
juntamente com outros componentes do citoesqueleto
(vinculina e o-actina), ajudam a promover a transmigracio
pelo endotélio por formar projegdes endoteliais ricas
nessas moléculas, conhecida como estruturas de atragio
ou transmigratory cups (KENNEDY; DELEO, 2009;
ORTEGA-GOMEZ et al., 2013; LEY et al., 2007).

A migracio paracelular depende dos dominios formados
no endotélio, os transmigratory cups, nos quais o LFA-
1 presente nos neutréfilos se liga as moléculas de adesio
das células endoteliais. As moléculas de adesio ficam em
uma regido especifica da célula que permite a formagio
de grandes dominios que cercam o neutréfilo durante a
transmigragio, e a ligagdo interendotelial ¢ diminuida

facilitando a migracio do neutrdfilo. Intimeras outras
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moléculas estio envolvidas nesse processo paracelular,
entretanto o funcionamento desse envolvimento ainda nao
foi bem esclarecido (MAYADAS et al., 2013; ORTEGA-
GOMEZ etal., 2013).

Outra via de transmigracio paracelular é o aumento
dos niveis de Ca* intracelular do endotélio. Esse aumento
promove a abertura de canais entre a célula endotelial
através da ativagio da enzima quinase de cadeia leve de
miosina, que, ap6s fosforilacio das cadeias leves de miosina,
respondem com a alteragio da concentragio de CA* da
célula endotelial, permitindo a transmigracio (ORTEGA-
GOMEZ etal., 2013).

A via transcelular representa uma rota que é feita por
uma minoria de células, em que extensdes da membrana
do neutréfilo penetram a célula endotelial por pequenas
passagens associadas & membrana, localizadas nos locais de
adesio entre essas células, chamadas de organela vesicuolo-
vacuolares (VVOS), sugerindo que esse tipo de migracio
estd associado a sitios onde provavelmente as juncoes
endoteliais sdo estreitas e/ou impenetrdveis (AMULIC et
al., 2012; MAYADAS et al., 2013; ORTEGA-GOMEZ et
al., 2013; SZABADY; MCCORMICK, 2013).

3 CAPACIDADE DE MATAR

O neutréfilo apresenta em sua membrana receptores
Fc (FeyRIla/ CD32, FcyRIIIb/ CD16 e FeyRIV), capazes
de identificar mediadores soldveis oriundos do sistema
complemento, e imunoglobulinas IgG, que agem com
a funcio de opsionizacio do microrganismo, assim,
sinalizam a presenca do mesmo para as células presentes
que vio se ligar a por¢io Fc da IgG e apresentar uma cauda
citoplasmdtica contendo ITAMs, que, ao ligar o Ac, ativam
uma cascata de fosforilacio de tirosina quinases responsdveis
pela ativacdo de NADPH oxidase, polimerizacio da actina
e secrecio de grainulos (DIACOVO et al., 1996; STROKA
et al., 2013).

H4 também receptores de complemento (CR) e
receptores da familia das integrinas B2 (Mac-1), que ligam-
se a particulas opsionizadas por fragmentos C3b inativados
(iC3b), resultando na ativagdo do sistema complemento e
na intensificagdo da fagocitose desses microrganismos pelo
neutréfilo (DIACOVO et al., 1996; STROKA et al., 2013).

Esses receptores sio encontrados dentro das vesiculas
secretérias, que, apds fusio com a membrana plasmdtica,
expoem todo o seu contetdo para o meio exterior, ajudando

na migragio para o tecido e na consequente fagocitose
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(AMULIC et al., 2012; STROKA et al., 2013; CARMAN
et al., 2007).

Ap6s o reconhecimento do microrganismo, o neutréfilo
inicia a fagocitose por extensio de peseudépodes, mecanismo
mediado via receptores FcyR e CR que envolve alvos IgG
opsonizados, em que, ap6s a ligacio com o receptor, parecem
se “afundar” no meio intracelular em fagossomos, que se
unem aos granulos citoplasmdticos, iniciando a maturagio
do fagossomo, o que dard origem ao fagolisossomo, que
assume uma capacidade microbicida, levando 4 degradagao
do seu conteddo, seja por meio do arsenal granular dos
neutrdfilos ou pela formagio de ROS (MAYADAS et al.,
2013; BORREGAARD, 2010; DIACOVO et al., 1996;
STROKA et al., 2013; LEE et al., 2013).

Os granulos citoplasmidticos sao classificados de acordo
com sua afinidade com o corante azul A, seu tamanho, sua
morfologia e pela presenga da MPO e sao muito importantes
no processo de migragao celular por conter uma quantidade
elevada de receptores na vesicula secretéria e proteinas
importantes, necessdrias para facilitar a passagem pela
membrana basal das células endoteliais (BORREGAARD,
2010; STROKA et al., 2013). Sio distribuidos em trés
grandes grupos: primdrios, também conhecidos como
azurdfilos ou MPO-positivos (contém mieloperoxidase,
defensinas, lisozima, neutréfilo elastase, BPI, protease 3 e
catepsina 3); secunddrios, MPO-negativos ou especificos
(lactoferrina e lisozima); e tercidrios, MPO-negativos ou
gelatinase (tém poucas proteinas antimicrobicidas, porém
serve como estoque de metalloproteinases, tais como
gelatinase) (BORREGAARD, 2010; DIACOVO et al,
1996; CARMAN et al., 2007).

Jd a producio de ROS acontece na membrana plasmdtica
do fagolisossomo por um processo chamado burst oxidativo,
que ¢ dependente da participagdo de todos os granulos,
principalmente dos especificos, pois eles apresentam o
citrocromo b, em sua membrana, que, ao fundir-se com
o fagossomo, torna um componente essencial na formacio
da NADPH oxidase, possibilitando o transporte de elétrons
entre 0 NADPH no citoplasma para o O2 presente no limen
do fagossomo, colaborando para a principal atividade desse
complexo, a geragio de superéxido de oxigénio (O,) através
da redugio molecular do oxigénio (O,) (BORREGAARD,
2010; NORDENFELT; TAPPER, 2011).

O O, ¢ rapidamente catalisado pela enzima superéxido
dismutase (SOD) em peréxido de hidrogénio (H,0,), ou
pode ainda reagir com o 6xido nitrico (NO) e formar o

peroxinitrito (ONOO"). Também reage com a MPO vinda

dos granulos azuréfilos, que atua na catdlise de H202 em
4cido hipocloroso (HOCI) ou na oxidagio de anions (I,Br-
,CILSCN',NO,) localizados nos fluidos biolégicos. Assim,
0 O, é uma molécula muito importante por desempenhar
papel inicial na cascata de reacoes que se seguem para a
produgio e liberagio de ROS. Tais moléculas, dotadas
de um forte poder oxidativo com capacidade bactericida
ou bacteriostdtica, sio liberadas no meio intracelular ou
no meio extracelular através da fagocitose frustrada, e
todo o contetido dos grinulos primdrio, secunddrio e os
produtos oxidantes formados durante o burst oxidativo sao
langados para o tecido causando danos extensivos as células
hospedeiras (BORREGAARD, 2010; NORDENFELT;
TAPPER, 2011; BORREGAARD; COWLAND, 1997;
HAMPTON et al., 1998).

4 RESOLUCAO DA INFLAMACAO

Uma vez que o processo inflamatério atinge o seu
objetivo, a remogio do agente patogénico, a presenca de
imunomodulagio inflamatéria se faz necessdria para resolver
a inflamacio e devolver a homeostase ao tecido. Porém,
quando esta é insuficiente, pode levar 4 destrui¢io tecidual
secunddria, contribuindo com a cronicidade de diversas
doencas autoimunes e inflamatérias créonicas (BOGDAN et
al., 2000).

O primeiro passo para a resolugio da inflamagio ¢ o
cumprimento de um programa de morte celular, apoptose,
cuja principal meta ¢ eliminar os neutréfilos que jd
cumpriram sua agenda antimicrobiana, além de gerar um
efeito secunddrio através da produgao de sinais da célula
apoptética. No processo, o fluxo de neutréfilos para o local
inflamado ¢ interrompido, e aumentado o recrutamento de
macréfagos, alterando o fenétipo dessas células de um estado
pré-inflamatério (M1) para um fenétipo anti-inflamatério
(M2) (BOGDAN et al, 2000; WINTERBOURN;
KETTLE, 2013; HURST, 2012).

A apoptose dos neutréfilos, assim como das demais
células, é um processo nio inflamatério caracterizado pela
perda de granulos citoplasmdticos, surgimento de projegoes
exofiticas na superficie da membrana, e condensagio da
heterocromatina nuclear. A indugio desse processo pode
ocorrer via multiplos mecanismos regulados por sinais
vindos do interior celular, também conhecidos por apoptose
espontinea ou constitutiva, ou do exterior da célula, ambos
levando 2 ativagio de caspases-3,8 ¢ 9 (WINTERBOURN;
KETTLE, 2013).
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O neutréfilo recebe estimulos pré-sobrevivéncia (G-CSF
e GM-CSF) e pré-apoptose, porém, dependendo das suas
condicoes, acaba seguindo uma das vias, podendo aumentar
ou diminuir o seu tempo de vida (KENNEDY; DELEO,
2009).

Dentre os pré-apoptéticos podemos citar sinais intrisecos
como a via predominante de apoptose: realizada quando
os niveis de expressio da proteina Mcl-1 estio baixos,
facilitando a degradagao do proteossoma e resultando num
curto periodo de vida do neutréfilo, ou via proteinas pro-
apoptéticas do citocromo C presente nas mitocdndrias,
responsdveis por ativar caspases, e ativagio de proteinas
da familia Bcl-2 que, ao se associarem com proteinas X
(BAX), tém a capacidade de interagir com a mitocondria
e, ao serem clivados, seus fragmentos interagem com outros
membros desta familia Bcl-2, induzindo a apoptose. ROS
geradas pela NADPH oxidase também sio capazes de
induzir apoptose, através da ligacio de TNE FAS aos seus
respectivos receptores. Iniciam a formagio do complexo
de sinalizacio de indugio de morte (DISC), o que leva a
ativacio da NADPH oxidase e inicio da morte celular via
caspase 8 (WINTERBOURN; KETTLE, 2013; HURST,
2012).

Os sinais extrinsecos sio mediados por FAS/FASL
presentes na superficie celular dos neutrdfilos, onde sua
interagdo inicia a apoptose via caspase dependente, além de
inibir outros mediadores com fungées pré-sobrevivéncia,
ou mediados por TNFa que ligam-se aos seus receptores
na membrana dos neutréfilos (TNFR), e por processos
semelhantesao FAS/FASL ativam caspases. Esses mecanismos
diferem pelo fato de serem dependentes de outros fatores
para que acontega essa ativagio, como o agrupamento de
moléculas que levam 2 ativacdo de fatores de transcrigao; e
por TRAIL que ativam a apoptose via caspase dependente.
(BOGDAN et al.,, 2000; WINTERBOURN; KETTLE,
2013; HURST, 2012).

Ao entrarem em apoptose, os neutréfilos liberam
mediadores, tais como a proteina anexina (AnxAl) e
lactoferrina, que cessam o recrutamento de mais células
para o local inflamado, além de mediadores que liberam
sinais conhecidos por “encontre-me” e “coma-me”, atraindo
fagécitos para a remocio dos corpos apoptdticos. Acontece
uma mudanga no tipo celular presente mais abundante, que
passa a ser M2, responsdvel pela “limpeza” do sitio infectado
através da fagocitose via receptores scavenger e recuperagio
da homeostase tecidual (BOGDAN et al., 2000; EL KEBIR;
FILEP, 2013; FULLERTON et al., 2013).
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soltveis com funcdo anti-

Mediadores

inflamatéria sio sintetizados pelos neutréfilos residentes no

lipidicos

tecido e por vdrios outros tipos celulares, como lipoxinas,
resolvinas e protectinas, e atuam inibindo todas as fungées
do neutréfilo, limpam o local inflamado por induzir a maior
expressio de receptores de quimicinas (CCR5) na superficie
de neutrdfilos apoptéticos que sequestram os quimiotraentes
CCL3 e CCLS5 presentes (BOGDAN et al., 2000).

A interrupgao da cascata de sinalizagio de quimioatragao
de neutréfilos circulantes acontece com o objetivo de
recrutar mais mondcitos e MO para o tecido, que irdo
sintetizar mais mediadores, aumentando assim os seus niveis
de citocinas anti-inflamatérias: TGF-f8 e IL-10. Devolvem a
homeostase ao tecido pela promocio de proliferagao celular,
sintese de proteinas e remodelamento da matriz extracelular

(BORREGAARD, 2010; BOGDAN et al., 2000).

5 SOFISTICACAO E PLASTICIDADE:
NEUTROFILOS COMO COMPONENTES DO
SISTEMA IMUNE ADAPTATIVO?

Até entio, os neutréfilos vinham sendo estudados como
componentes exclusivos da resposta imune inata, tendo
pouca ou nenhuma participagio na ativagio e modulagio
da resposta imune adaptativa, o que pode ser devido a
dificuldade no cultivo celular iz vitro dessas células pelo
curto perfodo de vida que elas apresentam. Adicionalmente,
o aparecimento de novos estudos colocam o neutréfilo
agindo ativamente em fases da resposta imune em que se
pensava serem desempenhados somente por outras células.
As citocinas imunorreguladoras liberadas pelos neutréfilos
sdo capazes de comandar a rede de sinalizagdo e interagir
com as outras células do sistema imune modulando sua
resposta, tais como os macréfagos, células dendriticas,
natural killer e linfécitos (KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013; RAVICHANDRAN, 2011).

6 NEUTROFILO COMO  CELULA
APRESENTADORA DE ANTIGENOS (APC)

Células como os M@, DC e linfécitos B jd sio descritas
na literatura como APCs, entretanto, estudos recentes iz
vitro de cultura de neutréfilos com moléculas estimuladoras,
o GM-CES e o IFNy, demonstram a capacidade de os
neutréfilos diferenciarem em um tipo tdnico de neutréfilo
hibrido, aparecendo com dupla funcionalidade: como
fagécito e como APC por expressarem MHC II e moléculas

coestimuladoras (CD80 ¢ CD86) necessdrias para ativagio
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de linfécitos T, assim como as células especializadas na
apresentagdo de antigenos expressam, mas nio deixam de
exercer suas fungoes cldssicas de fagécitos (WRIGHT et al.,
2010; MATSUSHIMA et al., 2013).

Até entao, neutréfilos e linfécitos T vém sendo tratados
como membros de compartimentos diferentes dentro da
ativagio da resposta imune, mas existe comunica¢io entre
essas células (MULLER et al., 2009).

Matsushima et al. investigaram a expressio de MHC
II por neutréfilos, e em seu trabalho demonstrou que
neutrdfilos de camundongos purificados da medula dssea
cultivados com GM-CES resultam em uma célula hibrida
que expressa marcadores pertencentes aos neutrdfilos
(Ly6G, CXCR2, e 7/4) e as células dendriticas (CD1lc,
MHCII, CD80, e CD86), adquirindo um fenétipo duplo.
Esses neutréfilos agem como DC por apresentar MHC II
e moléculas coestimuladoras, além de exibir morfologia
semelhante a essas células, como a formagio de podossomos,
produgio de IL-12 e outras citocinas produzidas pelos DC,
mas os hibridos mantém as suas fungbes naturais como
fagécito (MATSUSHIMA et al., 2013).

Em estudos nos quais neutrdfilos humanos sio
purificados e cultivado iz vitro juntamente com diferentes
citocinas, GM-CSF, IFNy, TNFa, IL-4, tém se encontrado
na membrana dessa células marcadores expressos na

superficie de APCs (FANGER et al.,, 1997; OEHLER et al.,
1998; GENG et al., 2013).

6.1 NEUTROFILO X MACROFAGOS

Os neutréfilos atraem os mondcitos circulantes por
gerar sinais quimiotdticos para esse tipo celular através
de ligantes de quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL19,
CCL20); influenciam na expressio de moléculas de adesio,
aumentando a sua permeabilidade; além de influenciar na
diferenciagio dos macréfagos entre fenétipos de células pré-
inflamatérias ou anti-inflamatérias, dependendo da fase em
que se encontra o processo inflamatério (BORREGAARD,
2010; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

A fagocitose de neutréfilos apoptéticos leva ao aumento
da producio de IL-10 sintetizada pelos macréfagos,
tipica citocina secretada por M2, levando a um maior
recrutamento de mondcitos circulantes e aumento do
poder antimicrobiano desse leucécito por meio de proteinas
liberadas dos granulos do neutréfilo (MAYADAS et al.,
2013; BORREGAARD, 2010; KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013).

6.2 NEUTROFILO X CELULAS DENDRITICAS
(DQ)

Em estudos in vitro com cultura de neutrdfilos de
camundongos, tem-se evidenciado que através da liberagao
de moléculas quimiotraentes para DC, tais como o ligante
de quimiocina CCL3 e CCL5, os neutréfilos promovem a
migragdo dessas células para o local da infecgio. A ativagao
de DC por interacdo pode ser por contato dependente
e liberagao de IL-12 ou independente de contato, e a
maturagio das DC di-se via produgio de TNF-a secretado
pelos neutréfilos, que culmina na mais efetiva apresentagao
de antigenos aos linfécitos T nos linfonodos pelas DC,
que, apds o processo de maturagdo, irdo secretar TNF-a
e IL-12, conduzindo a uma resposta imune do tipo Th,
(MAYADAS et al., 2013; KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013; SOEHNLEIN, 2009; CHARMOY et al., 2010;
NATHAN, 2006).

O neutrdfilo pode induzir a maturagio de DC pela
liberagao de granulos, seja na desgranula¢io ou durante a
NETose, ou também por ingestio de elevada quantidade
de neutrdfilos apoptéticos contendo microrganismos,
que servem para estimular a apresentacio de antigenos.
A inibicdo da ativagio pode ocorrer por fagocitose de
neutrdfilos apoptdticos pelas DC, o que afeta a expressio de
moléculas coestimudadoras nessas células, comprometendo
a apresentacgdo de antigenos (NATHAN, 2006).

O contato célula a célula permite a interagio de
moléculas de adesio presentes nos neutréfilos (CD18 e Mac-
1) e nas DC derivadas de monécitos (DC-SIGN e ICAM-
1), resultando na maturagio das DC com potencial de
indugio e proliferacio de fendtipo Thl da resposta imune,
podendo essa interagio ocorrer tanto no tecido como no
linfonodo. Além disso, os neutréfilos podem colaborar com
a apresentacgio de antigenos no linfonodo ao migrarem para
esse 6rgio e podem competir por antigenos com as DC
(BORREGAARD, 2010; KOLACZKOWSKA; KUBES,
2013; NATHAN, 20006).

6.3 NEUTROFILO X LINFOCITOS T CD4*

As  células componentes da imunidade inata
desempenham papel importante durante a infec¢do, porém,
tornam-se insuficientes dependendo da patogenecidade do
microrganismo. Assim, células da imunidade adaptativa
passam a conduzir a resposta imunoldgica ao patégeno por

serem muito mais especificas e diversas ao responderem a
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uma variedade grande de diferente antigenos (AARESTRUP,
2012).

A interagio entre linfécitos T e PMNs estd diretamente
relacionada com a apresentacio de antigenos e a ativagio
dessas células; os neutréfilos, por sua vez, tém a habilidade de
atrasar o processo de apoptose e migrar para os linfonodos,
que, na presenca de LT, passam a expressar MHC-II,
moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) e apresentam
peptideos antigénicos a célula T, ativando-a e induzindo a
proliferagio de clones via mediadores imunorreguladores
que direcionam a uma resposta celular que pode ser Th,
ou Th (MULLER et al., 2009; FANGER et al., 1997;
BENNOUNA et al., 2003).

O mecanismo de indugio da resposta Th

., pelos
neutréfilos ainda nio é bem descrito, mas sabe-se que
neutréfilos apoptdticos e/ou fagocitados por APC levam a
producio de citocinas imunorreguladoras pré-inflamatérias
que conduzem a esse tipo de resposta. As principais sio
IL-17, IL-6, TGF-fB, mas outras citocinas também podem
estar envolvidas nessa via, como TNF-a, CXCLS8, G-CSF
e GM-CSE Citocinas como IL-17, CXCL8, G-CSE e
GM-CSF levam ao recrutamento e ativacio de neutréfilos,
estabelecendo uma relagio reciproca no recrutamento
dessas células para o local infectado, pois a diminui¢ao de
IL-23 liberadas durante a fagocitose de neutréfilos por M@
ou DC levam ao aumento da producio de IL-17, que, por
sua vez, estimulam o aumento de G-CSF conduzindo a
uma maior mielopoiese. Assim, estabelece-se uma via de
comunicacio de mao dupla, em que neutréfilos ativam e
expressam ligantes quimiotdticos (CCL20 e CCL2) para
LTh , e L'Th A mantém os niveis de neutréfilos no tecido por
producio de IL-17 (AMALUC et al., 2012; BENNOUNA
et al., 2003; SCHUSTER et al., 2013; ABI ABDALLAH
etal., 2011).

DPelletier et al. fizeram experimentos com cultura de
neutrdfilos humanos altamente purificados, testando
a quimiotaxia de subtipos de LTh (Th, Th, e Th ) e
neutrdfilos simulando a diapedese. O sobrenadante da
cultura de neutréfilos foi incubado com diferentes ligantes
de quimiocina, tais como CCL20, CCL2, CXCL8 e
CXCL10, responsaveis pela quimiotaxia dos linfécitos
avaliados no ensaio, e, apds incubagao com os clones de LTh
e neutrdfilos, fez-se a contagem de linfécitos que migraram.
A partir dos resultados obtidos com o experimento, notou-
se que os neutréfilos nio sio capazes de atrair Th2, pois
nio produzem seus respectivos ligantes quimioatraentes
CCL17 e CCL22, mas sao eficazes em recrutar 'l—h1 e Thw
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pela expressio de CCL2, CXCL10 e CCL8 (PELLETIER et
al., 2010; RENDON; CHOUDHRY, 2013).

Essa via bidirecional de interagio entre neutréfilos e
células T nio conduz somente 2 ativacio e diferenciagao

dos linfécitos, ela também pode levar & supressio dessas

células dependente de contato, como demonstrou
Thewissen e colaboradores. Em seus experimentos, através
de cocultura celular de neutréfilos com linfécitos e também
com o cultivo de linfécitos e o sobrenadante do cultivo de
neutréfilos, pode ver que quando LT CD4* cultivados com
neutrdfilos acontece um maior declinio na proliferagao de
células T CD4* do que quando cultivados somente com o
sobrenadante, o que os levou a uma hipétese de supressio
dessas células por um mecanismo que necessite do contato
entre elas (PELLETIER et al., 2010).

A supressio da proliferagio de LT CD4* ¢ via L-arginina
dependente de arginase, sendo a L-arginina um aminodcido
que pode ser metabolizado por duas enzimas, a arginase
e a 6xido nitrico sintetase (NOS). Os neutréfilos contém
altas quantidades arginase I em seus granulos azulofiricos,
assim, quando ele sofre desgranulagio, libera essa enzima
que hidrolisa a L-arginina extracelular, sofrendo deplecio,
levando 4 supressio de células T. A liberagio de ROS
intermedidrias, como o peroxinitrito (ONOO"), também
pode suprimir LT (RAVICHANDRAN, 2011; MULLER
et al., 2009; PELLETIER et al., 2010; RENDON;
CHOUDHRY, 2013; KUMAR; SHARMA, 2010;

THEWISSEN et al., 2011).

7 NETOSE, UMA NOVA FORMA DE MORTE
CELULAR?

Brinkmann et al., através de estudos com bactérias
(Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Shigella

Sflexneri),

extracelulares, compostas por constituintes dos grinulos

mostraram  que neutréfilos geram  fibras
e material nuclear, chamadas de “neutrophil extracellular
traps’ (NETs), que sdo responsdveis por matar bactérias
extracelularmente.  Os  granulos intracitoplasméticos
liberados pertencem ao tipo de grinulos primdrios,
secunddrios e tercidrios, isso inclui a presen¢a de MPO,
BPI, elastase, lactoferrina e gelatinase, mas nio foram
encontrados proteinas citoplasmdticas como actina, tubulina
e vérias outras, sendo o DNA (histonas e cromatina) o
maior componente estrutural de NETs (BRINKMANN et
al., 2004). A capacidade antimicrobiana foi demonstrada

por imunomarca¢io do complexo H2A- H2B-DNA e da
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elastase, onde as bactérias foram encontradas presas nessa
rede extracelular de DNA e proteinas granulares (PILLAY
etal., 2013).

A formacio de NET caracteriza a descoberta de uma
nova estratégia de morte celular e de remocio de patégenos
(bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos e
parasitas). A sua formacio ¢ estimulada diretamente pela
presenca do microrganismo ou indiretamente pela presenca
de LPS e plaquetas ativadas via TLR-4. Assim, dentro de
poucos minutos, aproximadamente 10 minutos depois da
ativacdo, a NET estd pronta para ser liberada, fazendo esse
tipo de morte celular conhecido como NETose ser mais
rapido que a apoptose (PILLAY et al., 2013; MUNDER et
al., 2014).

Ainda nao ¢ claro os mecanismos moleculares pelos
quais se dd4 a formagio de NET, mas sabe-se que os
neutrdfilos seguem os estimulos vindos do microrganismo
e “decidem” seguir essa via como tltima opgdo. Primeiro
fagocitam, depois fazem a desgranulagio e, por fim, entram
em apoptose ou NETose (PILLAY et al., 2013; MUNDER
etal., 2014).

A NETose inicia-se no interior dos neutréfilos, onde
a membrana nuclear se destaca e separa os lébulos do
nucleo; a cromatina descondensa e ocorre a perda da
integridade da membrana nuclear que se desagrega dento
das vesiculas, onde a desintegragio dos grinulos estd
ocorrendo concomitantemente; o material do nucleossoma
e das vesiculas misturam-se com o citoplasma, formando
uma massa homogénea; logo depois ocorre o rompimento
da membrana celular, e essa massa formada ¢ ejetada no
meio extracelular formando NETs, uma rede de filamentos
fibrosos lisos com didmetros de aproximadamente 17 nm
(Brinkmann et al., 2004) compostos de um amontoado de
nucleossomas e dominios contendo proteinas granulares e
ocupam um espago de 10 a 15 vezes maiores que o volume
das células que as originam (AMALUC et al., 2012; PILLAY
et al.,, 2013; BRINKMANN et al., 2004).

A atividade microbicida das NETs estd associada com
a capacidade de inativar proteinas microbianas, conhecidas
como “fatores de viruléncia”, cuja funcio ¢ alterar algumas
de suas func¢des da célula hospedeira. NETs clivam fatores
de viruléncia e neutralizam alguns dos efeitos prejudiciais
a0 hospedeiro, entretanto, o microrganismo nio ¢ morto,
ele continua vivo, mas encontra-se atenuado (PILLAY et al.,
2013; BRINKMANN etal., 2004; PAPAYANNOPOULOS;
ZYCHLINSKY, 2009).

A liberagao de NETs trazem vantagens para as células
hospedeiras por conter os patdgenos, minimizar o dano
ao tecido em relacio ao mecanismo de liberagio de
proteinas antimicrobianas na desgranulagio e por ajudar na
modulacio da resposta imune. Porém, danos associados a
esse tipo de morte celular podem trazer muitos prejuizos
aos individuos que sofrem de doencgas autoimunes, como
a artrite reumatoide, lipus e vasculite, pois NETs sio
uma fonte permanente de autoantigenos, o que propicia
a formagdo de imunocomplexos e, em contrapartida, ativa
DC plasmocitoide, que secretam altas quantidades de IFN1,
conduzindo a uma resposta pré-inflamatéria exacerbada
e maléfica para os portadores desse tipo de patologia
(MUNDER et al., 2014; BRINKMANN; ZYCHLINSKY,
2012).

8 O NEUTROFILO NA INFLAMAGAO
CRONICA

A auséncia de resolugao da inflamagio, por motivos
diversos, levam 2 persisténcia de neutréfilos no tecido,
sejam ativados ou mortos, e se persistirem por periodos
longos, evoluem para condigoes patoldgicas cronicas. Isso
ocorre porque no tecido inflamado os produtos bacterianos,
juntamente com as citocinas, tais como G- CSE GM-
CSE, TNE e IFN, formam um microambiente propicio a
estimular a sobrevivéncia dos neutréfilos, vindo a contribuir
para a cronicidade da inflamagio (MAYADAS et al., 2013;
MENEGAZZI et al., 2012).

Um possivel uso anti-inflamatério terapéutico dos
neutréfilos vem sendo até agora melhor compreendido
nas doengas pulmonares cronicas obstrutivas (DCOP) e
na artrite reumatoide (AR), sendo o objetivo da terapia
suprimir a inflamagdo através da deplecio de neutréfilos,
visto que em pacientes com AR a elevada quantidade de
neutrdfilos presentes no liquido sinovial das jungées vem
colaborar para formagao de imunocomplexos, responsdveis
por amplificar a resposta imune. Adicionalmente, a presenca
de NET depositadas nessas dreas destroem o tecido em
resposta 4 inflamagio, e s3o fontes de autoantigenos, levando
a cronicidade da doenca (KENNEDY; DELEO, 2009;
SOEHNLEIN, 2009; BRINKMANN; ZYCHLINSKY,
2012).

A asma ¢ uma doenca respiratéria que exibe uma fase
de inflamagio aguda e cronica das vias aéreas resultando
na sua obstrugdo pela producio exacerbada de muco,

¢ caracterizada por uma resposta Th, e pela presenca
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predominante de eosinéfilos. A presenca de neutréfilos em
quantidades substanciais no muco de pacientes asmdticos
cronicos nas fases mais severas e terminais ainda nio sio
bem explicadas (SHELEF et al., 2013; CAIELLI et al.,
2012; BESNARD et al., 2012).

O papel dos neutréfilos na obstrugio das vias aéreas
ainda nio foi esclarecido. Nabe et al. sugeriram, baseado
em seus experimentos, que sio os neutrdfilos e nio os
eosindfilos responsdveis pela indugio da resposta asmdtica
tardia (LAR). Usando um modelo animal de asma em
camundongos BALB/c sensibilizados com ovalbumina
(OVA), pdde-se evidenciar a recorréncia da presen¢a de
altas taxas de neutréfilos em camundongos sensibilizados
ap6s o quarto desafio realizado, sendo que do primeiro ao
terceiro desafio a inflamagio é caracterizada por infiltrado de
eosinéfilos e de células TCD4*, e somente durante o quarto
desafio a infiltracio de neutréfilos nas vias aéreas apareceu
contribuindo para a indugio da LAR, e a diminui¢io no
ndimero de eosindfilos nio inibiu que a LAR fosse induzida,
suportando ainda a mais a possibilidade de os neutréfilos
serem os principais responsdveis por essa indu¢ao (FOLEY;
HAMID, 2007; NABE et al., 2011).

Ainda nio estd esclarecido o papel modulatério do
neutrdfilo na patogénse da asma, mas sabe-se que ele é
recrutado via IL-8 secretada pelas células epiteliais do
pulmaio, e que essas células liberam citocinas como o TNF-a
e 0 TGF-B, e ROS responsdveis por causar injdria as vias
aéreas e induzir a hipersecregao. Os neutréfilos podem estar
associados 2 indugio da resposta Th2 por produzirem IL-9,
uma citocina regulatéria de Th, que também tem atividade
sobre outros PMNs, como os eosinéfilos tipicos nesse tipo
de doenga (CAIELLI et al., 2012; BESNARD et al., 2012).

9 CONCLUSAO

A partir do ano 2000, inimeros achados sobre a biologia
dos neutréfilos nos levam a repensar suas fungoes e rever o
potencial dessas células (WOODRUEFF; FAHY, 2002).

Ao formarem a primeira linha de defesa imunolégica
tecidual, os neutréfilos eram identificados somente
como um componente passivo da resposta imune inata
responsdvel por conduzir a inflamagio aguda nos tecidos.
Porém, a sua presenca, seus mediadores regulatérios, a
sintese de moléculas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias,
a presenga de MHC-II para apresentagio de antigenos, a
ativacio e inducio de diferenciagao de LT CD4*, o retardo

do processo de apoptose, e a liberagio de NET durante
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a NETose, conduzem a uma nova visio sobre as funcoes
dessas células e a plasticidade que elas tém em orquestrar a
resposta imune por mecanismos antes atribuidos as outras
células da imunidade inata (WRIGHT et al., 2010; GENG
et al., 2013).

A maioria dos experimentos com neutréfilos ocorre sob
condi¢des experimentais (in vitro), sendo este um método
que por si s6 nio ¢é capaz de esclarecer os mecanismos
envolvidos na versatilidade dos neutréfilos, isso porque os
neutréfilos sao células cujo tempo de vida é muito curto,
dificultando o cultivo celular e a realizacio de testes com
uma abordagem molecular e genética mais apropriada
(MAYADAS et al., 2013).

A versatilidade dos neutréfilos ainda nao é comprovada
in vivo, e diversos estudos usando modelos de deplecio
de neutrdfilos com camundongos nos levam a alguns
questionamentos relevantes sobre a compatibilidade com
os neutréfilos humanos. Primeiro: a diferenca existentes
entre os neutréfilos murinos e os humanos; segundo: a
especificidade do anticorpo (RB6-8C5) usado para deplecao
de neutréfilos (NATAN, 2006; NABE et al., 2011).

Neutréfilos murinos diferem dos humanos por
representarem cerca de 50%-70% dos leucdcitos presentes
na circulagdo, apresenta uma hipersegmentacio do nicleo
em relacdo aos humanos, enquanto nos humanos essa taxa
¢ muito inferior, cerca de 10%-20%, além de o neutréfilo
murino secretar citocinas, como a IL10, a qual nio é
sintetizada por neutréfilos humanos quando em contato com
células DC. (KUMAR; SHARMA, 2010; WOODRUFF;
FAHY, 2002).

Usando anticorpos mAb RB6-8C5 contra Gr-1 (Lyn6G)
faz-se a deplecio de neutrdfilos, mas também de outros
leucécitos, isso porque os marcadores celulares Gr-1 sio
expressos na membrana celular em quantidades diferentes,
sendo os neutréfilos Gr-1"8" e os outros leucécitos Gr-
1" Logo, a deple¢io de outros leucdcitos pode levar a
um comportamento no camundongo que nio se repete no
humano, ainda ¢ preciso desenvolver estudos com uso de
camundongos knockout (Gfil") para trazer uma melhor
abordagem e assim descrever os processos moleculares que
estdo por trds dessa versatilidade dos neutréfilos (MAYADAS
et al.,, 2013; KUMAR; SHARMA, 2010; WOODRUFF;
FAHY, 2002; MOCSAL, 2013).

Todos os estudos in vitro ou in vivo trazem novas
perspectivas sobre as fun¢des imunorregulatérias e sobre a
plasticidade dos neutréfilos nas reagoes imunoldgicas normais

e patoldgicas; tais estudos possibilitaram nova compreensao
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sobre o papel dos neutréfilos na imunidade inata, bem como
sua fungio como célula efetora na imunidade adaptativa,
criando uma via bidirecional, a0 mesmo tempo separadas
por sua diversidade e especificidade, e interligadas por

mediadores regulatérios e por interagio célula-célula.
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