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RESUMO

Os neutrofilos sdo células abundantes na circulagdo sanguinea, e constituem a primeira linha de defesa contra
patogenos. Possuem a capacidade de migrar para locais de infecgéo e destruir os microrganismos, através da libe-
racdo de seus granulos toxicos, produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela NADPH oxidase, ou, como

apontado mais recentemente, pela formacéo e liberagdo das chamadas armadilhas extracelulares de neutrofilos

(NETSs). Muitos estudos tém sido realizados para ampliar a compreensao sobre a formagao das NETs e seu papel em

algumas doengas, a autoimunidade e o cancer. Alguns estudos mostram que os neutréfilos associados a tumores

liberam NETs, no entanto, o seu papel no processo ainda se mantém controverso, podendo representar fungdes pro

ou antitumorais, dependendo do tipo de tumor. A leptina, horménio produzido pelo tecido adiposo, controla o meta-
bolismo e modula a resposta das células de imunidade inata e adaptativa, dentre elas, os neutrofilos. O artigo busca

explorar os conceitos bioquimicos basicos na formagao e sinaliza¢ao dos neutrofilos e NETSs, além de examinar o

papel dessas células em tumores e na sua evolugao, abordando a possivel atuacao da leptina neste contexto.
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ABSTRACT

Neutrophils are a component of the innate immunity and are abundant cells in the blood circulation. They can
migrate to infection sites and destroy microorganisms by releasing toxic granules, by producing reactive oxygen
species through NADPH oxidase or, more recently discovered, by releasing the neutrophil extracellular traps
(NET5). Studies have been made in order to expand the knowledge about its formation and the role it plays in
cancer and autoimmune diseases. It has been suggested that neutrophils associated with tumors are likely to
release NETs, however the role the NETS play in the tumor process remains unexplained, once it can improve or
worsen the immune response. In some cases it can also be associated with autoimmune responses or with tumor
cells escape from the initial site. Moreover, studies are trying to link the Leptin, a hormone produced especially
by adipose tissue, to the neutrophils’ modulation. It is believed that leptin can be associated with poor or high
immune response, or even autoimmune response. This article aims to explain basic biochemical concepts in
the formation and release of these structures and their role in some diseases such as autoimmunity and cancer,
regarding its influence in the disease process, establishing an interface with the probable leptine modulation.
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INTRODUCAO

Os neutrofilos sdo células constituintes da imunidade inata, especializados no combate a in-
feccdes bacterianas e flngicas, originados da célula-tronco hematopoiética CD34". O seu estagio de
matura¢do na medula compreende as fases de promieldcito, mielocito, metamieldcito, neutrofilo banda
e neutrdfilo segmentado (VON VIETINGHOFF, LEY, 2008). Esse estagio de maturacao ¢ dependente
de fatores estimuladores das colonias GM-CSF e G-CSF. Durante este processo, diversos receptores sao
expressos em sua membrana, esses receptores sdo importantes para o reconhecimento de microrganis-
mos de adesdo e de migragdo (FUTOSI, FODOR, MOCSALI, 2013). A retengao ou a liberagdo de neutro-
filos pela medula ¢ regulada por receptores de quimiocinas, expressos em sua membrana. O CXCR4 ¢
responsavel pela reten¢do dos neutrdfilos na medula e 0 CXCR2 pela saida dessas células (EASH et al.,
2010). Estima-se que em torno de 5-10 x 10! neutrofilos sejam formados diariamente (SUMMERS et al.,
2010). Os neutrdfilos produzidos ficam cerca de 1 - 6 dias na medula antes de serem liberados e, apos a
liberagdo, podem ser encontrados por volta de 1 - 2% na corrente circulatoria (SEMERAD et al., 2002),
essas cé¢lulas possuem meia-vida em torno de 1.5 - 8 horas (PILLAY et al., 2010).

A partir da corrente circulatdria, os neutréfilos podem alcangar sitios de infec¢ao, inflamagao
ou lesdo por quimiotaxia (NOURSHARGH, ALON, 2014). A migracdo dos neutrofilos para esses
sitios ¢ iniciada através da interacao com células endoteliais, que expressam moléculas de adesdo, a
exemplo das selectinas E e P, pelas quais se conectam aos ligantes de glicoproteinas nos neutrofilos,
promovendo o seu rolamento pelo endotélio (MCEVER, 2015). Durante o rolamento, o neutréfilo ¢
ativado por intermédio de seus receptores de quimiocinas, o que acarreta a posterior ligagao de seus
receptores de integrinas as moléculas intracelulares de adesdao 1 e 2 (ICAM-1 e ICAM-2), presentes
no endotélio (LYCK, ENZMANN, 2015). Essa ligagdao promove a forte adesao dos neutrofilos ao
endotélio, facilitando a diapedese (FILIPPI, 2016), ¢ através da diapedese que ocorre a passagem dos
neutrofilos por capilares sanguineos e vénulas até o local da infecgao.

No local da infecgdo, os neutrdfilos atuam contra os microrganismos, por meio da liberacao
de granulos, pela producao de espécies reativas de oxigénio (EROs), pela NADPH oxidase, através da
liberagdo de redes, ou por armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs). As NETs sdo formadas
por cromatina e proteinas de origem granular, como a lactoferrina e a mieloperoxidase, e nuclear, a
exemplo das histonas. A liberagdo das NETs pode ocorrer por diversos estimulos fisiologicos, e ¢
dependente de EROs, cuja principal fonte ¢ a NADPH oxidase (COWLAND, BORREGAARD, 2016;
ZENG et al., 2019; BURGENER, SCHRODER, 2019).

Ap6s a formagao das NETSs, pode ou ndo ocorrer a morte de neutrdfilos. A morte de neutrofilos
em decorréncia desse processo ¢ denominada de netose (REMIJSEN et al., 2011). Classicamente, a
captura de neutrofilos em apoptose ¢ mediada por macrofagos presentes nos sitios de infec¢do, por

meio do processo de eferocitose, os macrofagos reconhecem a fosfatidilserina que ¢ expressa por
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neutrofilos em apoptose (GREENLEE-WACKER, 2016). As NETs estdo envolvidas com a patogéne-

se de algumas doencas, a exemplo das doencas autoimunes e canceres (LEE et al., 2017, GARLEY,
JABLONSKA, DABROWSKA, 2016). Em relagio ao cancer, foi observado que em alguns tipos, ha
a formacao dessas estruturas no ambiente tumoral, ou até mesmo na corrente circulatoria, entretanto,
¢ controverso o papel das NETs nesse processo.

As fungdes dos neutrofilos correlacionam-se também com o hormonio leptina, produzido es-
pecialmente pelo tecido adiposo (CARON et al., 2018). Suas acdes bioldgicas acontecem através da
sua ligagdo com os seus receptores. Tal interacdo com esses receptores no hipotalamo desencadeia
a via de sinaliza¢ao Janus Quinase/ Ativadores de Transcrigdo de Sinal e Transdutores de Ativa-
¢do (JAK/STAT), relacionada ao controle da fome e saciedade, o que constitui a acdo cldssica deste
hormonio (KWON et al., 2016). Nao obstante, receptores de leptina também foram encontrados em
células do sistema imune, a exemplo dos neutrofilos, indicando assim, o envolvimento da leptina no
controle da resposta imune (NAYLOR, PETRI, 2016). Nos neutroéfilos, a leptina ¢ capaz de influen-
ciar a migragao e a producao de EROs, contudo, nenhuma correlagao entre a leptina e a formagao de

NETs foi caracterizada, sendo, portanto, um novo campo de estudo a ser investigado e desvendado.
FAGOCITOSE E A PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Os neutrofilos possuem como uma de suas fungdes centrais, a fagocitose, que promove a morte
de patogenos, desde que eles ndo tenham um mecanismo de resisténcia a fagocitose e a todos os elemen-
tos constituintes deste processo. O processo envolve a captura e engolfamento de microrganismos em
um vacuolo, o fagossomo (LEE et al., 2003). O fagossomo ¢ formado ap6s a captura pela extensao dos
pseuddpodes, a sua formacdo € mediada por receptores FcyR com o FeyRIla (CD32), FcyRIIIb (CD16)
e FcyRI1V, especializados em alvos opsonizados por IgG ou proteinas do sistema complemento. Os alvos
opsonizados por IgG sdo internalizados em menos de 20 segundos (SEGAL et al., 1980). Os neutrdfilos,
por sua vez, capturam diretamente microrganismos, especialmente através de receptores como os do
tipo Toll (TLRs) e a Dectina-1 (ALLEN, ADEREM, 1996; KENNEDY et al., 2007). Os microrganis-
mos capturados sdo englobados em um fagossomo, estrutura que se une aos granulos citoplasmaticos
dos neutrdfilos, os quais favorecem a destrui¢do de patogenos e células infectadas (NIMMERJAHN,
RAVETCH, 2006; COLOTTA et al., 1992). Os granulos sdo classificados em azurdfilos (peroxidase
positivo) especificos, ou granulos de gelatinase (COWLAND, BORREGAARD, 2016).

Além dos granulos, os neutrdfilos também usam o sistema NADPH oxidase de membrana
para a producdo de EROs contra os patogenos. Este complexo esta presente também na membrana
do fagossomo, que ¢ formado por quatro proteinas: p47°"*, p67°", p40rhx Rac2, e por duas protei-
nas transmembranas: g91°"* (NOX2) e p22rh (GROEMPING, RITTINGER, 2005). Entretanto, as

proteinas p47°hox, p67°hox e p40Phx formam um complexo localizado no citosol, que mediante estimulo para
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fagocitose, fosforilam Rac2 e p47°"*, sendo essa ultima, fosforilada em multiplos sitios (NUNES et al.,
2013; EL-BENNA et al., 2016). Apos a ocorréncia das fosforilagdes, a Rac2 e os complexos p47°hx, p67ehex
¢ p40P* migram para a membrana simultaneamente, constituindo a NADPH oxidase ativa. (NUNES
et al., 2013; EL-BENNA et al., 2016).

O dominio citosélico de gp91°* recebe elétrons de NADPH, ¢ os transfere para o oxigénio,
produzindo o anion superdxido (O,). A mieloperoxidase presente nos granulos forma, a partir do pe-
roxido de hidrogénio (H,0,), o 4cido hipocloroso (HCIO), que ¢ um composto altamente bactericida.
(ROOS et al., 2003; NAUSEEF, 2007, HAMPTON et al., 1998).

Além da fagocitose e da producdo de EROs, processos importantes para a destruigao de pa-
togenos, os neutrdfilos também sdo capazes de modular respostas imunoldgicas através da liberagao
de quimiocinas, a exemplo da CXCL1, CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL3 e CCL4, bem como citocinas
pro e anti-inflamatorias, incluindo as TNF-a, IL-1B, IL-6 e TGF-p, respectivamente (TAMASSIA
et al., 2018; NATHAN, 2006; MANTOVANI et al., 2011).

AS ARMADILHAS EXTRACELULARES DOS NEUTROFILOS (NETs)

A liberacgao de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs), caracterizada em 2004, ¢ uma
estratégia alternativa a fagocitose para destruicao de patégenos. A escolha dos neutrofilos por uma
das opcdes ¢ dicotdmica e, aparentemente, irreversivel. Em algumas situagdes, quando hé defeitos
no processo de fagocitose, observa-se um favorecimento da liberacdo de NETs. No lupus eritemato-
so sistémico, por exemplo, o déficit de fagocitose observado na doenga favorece a geragdo de NETs
(BRINKMANN et al., 2004).

Uma hipotese para a escolha dos neutréfilos no que se refere a fagocitose, ou a liberagao de
NETs, pode estar relacionada a interacdo destes fagocitos com as plaquetas. As plaquetas, quando
ativadas, liberam a proteina HMGBI, que tem a capacidade de indugdo, ndo somente da formacao de
NETs, mas também da inibi¢do da fagocitose, além de favorecer um estado protromboético em pacien-
tes com cancer (MAUGERI et al., 2014; TADIE et al., 2013; BIANCHI, 2007, FRIGGERI et al., 2010).

Com relagao as NETs, dois modelos foram propostos para a sua formagao. O primeiro €
caracterizado pela liberagdo de cromatina descondensada e conteudo granular, ocasionando de-
sintegracdo da membrana plasmatica e posterior netose. O segundo modelo parte do conteudo
nuclear, que ¢ liberado em vesiculas para fora da célula, sem gerar danos a membrana celular do
neutrofilo (MARTINELLI et al., 2004; ERMERT et al., 2009; YOUSEFI ef al., 2009). Essa netose
com caracteristica vital, ocorre especialmente em resposta ao Staphylococcus aureus (PILSCZEC
et al., 2010). Em ambas as configuracdes, as NETs sdo capazes de destruir microrganismos, como
bactérias, fungos, protozoarios e até mesmo alguns virus, a exemplo do HIV (BRINKMANN et al.,
2004; BRANZK et al., 2014; SAITOH et al., 2012; FUNCHAL et al., 2015; HEMMERS et al., 2011).
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A NADPH oxidase, j& discutida anteriormente, além de ser uma forma de indu¢do de morte
de microrganismos, por meio da producdo de EROs, também esté correlacionada com a ativagdo de
proteases granulares intracelulares, e com a geragdao das NETs. Além da NADPH oxidase, também
contribuem para a geracdo de EROs a mieloperoxidase e a mitocondria, contudo, a fonte mitocondrial
parece ndo estar envolvida com a geracdo de NETs (KIRCHNER et al., 2012).

A enzima mieloperoxidase, envolvida com a produ¢ao de EROs, assim como a elastase, rea-
liza a descondensagao da cromatina. A elastase ¢ liberada dos granulos azuroéfilos, migrando para o
nucleo onde digere as histonas, promovendo a descondensagao da cromatina. A mieloperoxidase atua
junto a elastase de forma sinérgica (PAPAYANNOPOULOS et al., 2010). A enzima peptidil arginina
deaminase-4 catalisa a citrulina¢do da histona, favorecendo desta forma a descondensa¢do da cro-
matina. Estudos mostram que neutréfilos de camundongos knockout para esta enzima nao formam
NETs (HEMMERS et al., 2011). Pacientes portadores de doenca granulomatosa cronica, ou seja, que
possuem defeitos no sistema NADPH, também apresentam neutrofilos incapazes de formar redes
(FUCHS et al., 2007).

Figura 1 - Formas de atuacgdo dos neutrdfilos contra microrganismos: Degranulacao, Fagocitose, NETs.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

LEPTINA E NEUTROFILOS

A leptina ¢ um hormdnio peptidico de 16 KDa codificado pelo gene Lep ou db. A leptina exer-
ce suas agoes biologicas, por meio da ligacao ao seu receptor (LEPR ou ObRD), o qual pertence a fa-
milia dos receptores de classe I de citocinas. Existem varias isoformas do receptor (OBRa-OBRf), sendo

a OBRb, aquela a possuir um dominio citoplasmatico mais longo, e a que parece ser, a Unica isoforma
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capaz de transduzir o sinal da leptina (TARTAGLIA, 1997). A leptina é produzida principalmente
pelo tecido adiposo. A sua ligacdo a forma longa do receptor OBRb hipotalamico induz ativag¢ao
de JAK2, que fosforila a por¢ao intracelular do receptor, dando inicio a uma via de sinalizagao que
regula o balango energético e a saciedade. Entretanto, na obesidade, essa sinalizac¢do ¢ disfuncional.
Tal auséncia de resposta a leptina, circulante no hipotalamo, ¢ conhecida como resisténcia a leptina
(SAINZ et al., 2015). Sabe-se que individuos obesos apresentam frequentemente essa resisténcia, o
que leva a um bloqueio dos sinais hipotalamicos que favorecem a saciedade, além do acimulo de lep-
tina circulante (SAINZ et al., 2015). Esse acimulo pode induzir a proliferacio de células tumorais que
tenham os receptores para leptina (HAN, WANG, 2015; LIPSEY et al., 2016; SZYSZKA et al., 2018).

Diversas evidéncias indicam que a leptina é capaz de modular o sistema imunolédgico, atuan-
do diretamente nos leucocitos (MATARESE et al., 2005). Com relagdo aos neutréfilos, esses ex-
pressam a forma curta ObRa do receptor, a qual parece ser suficiente para desencadear sinalizacao
mediada pela leptina (ZARKESH-ESFAHANI ef al., 2004; BRUNO et al., 2005). Essa sinalizagado
leva a um bloqueio da morte celular de neutrofilos humanos in vitro, alterando a produgao de EROs,
retardando a clivagem de proteinas pro-apoptoticas da mitocondria e a liberagdo de citocromo c
(BRUNO et al., 2005). Com relagdo aos EROs, uma reducgio da sua liberagao foi observada em neu-
tréfilos incubados in vitro e em fluido sinovial em concentragdes aumentadas de leptina (GAJEWSKI
et al., 2015). A leptina também favoreceu a migragdo de neutrdfilos, porém, ela foi dependente da
producao da citocina TNF-a por mondcitos e da expressao da quimiocina CXCL1 (SOUZA et al.,
2018; ZARKESH-ESFAHANI et al., 2001; ZARKESH-ESFAHANI et al., 2004). Ainda em rela-
¢do a migrac¢do, também foi demonstrado que a mutacao no receptor de leptina Q223R, prejudicou
a migracao de neutrofilos para o colon durante a infec¢do por Entamoeba histolytica, o que pode
explicar a diarreia e a mortalidade observadas em criangas infectadas por esse parasita (NAYLOR
et al., 2014). Em estudo recente (JOSE et al., 2018), foi observado que polimorfismos no receptor
de leptina, levaram a um aumento da expressao do receptor de quimiocina CXCR2 e a liberagdo de
neutrofilos da medula, em resposta a infeccao por Clostridium difficile.

Alteragdes em concentracdes de leptina circulante parecem estar envolvidas com a fungdo
e capacidade migratoria de neutrdfilos. Em modelo experimental animal, o tratamento com dieta
hiperlipidica, que acarreta aumento da leptina circulante, foi capaz de induzir a um aumento da po-
pulagdo de neutrofilos, os quais apresentaram maior capacidade de migragao e de producio de EROs,
especialmente anion superoxido (DO CARMO et al., 2013; BROTFAIN et al., 2015), entretanto, em
humanos, concentragdes fisiologicas de leptina ndo afetam as suas funcdes (KAMP et al., 2013).

A leptina também estd envolvida com a sepse e outras doencas inflamatdrias. Diversos estu-
dos demonstram um aumento da concentragao plasmatica desse hormonio nesta condic¢ao infecciosa,
indicando o seu possivel envolvimento com a resposta imune que ocorre na sepse (BEHNES et al.,

2012). Observou-se a formagao de NETs na sepse como um modo de controle da infec¢do, porém,
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parece ndo existir correlacdo entre NETs e o hormonio leptina nesse processo (LIPINSKA-GEDIGA
et al., 2017).

Figura 2 - Leptina na atuagdo e fungdes de neutrofilo.
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NEUTROFILOS, NETS E CANCER

Neutrdfilos N1 (neutrdfilo antitumoral) e N2 (neutrofilo pro-tumoral) foram caracterizados em
ambientes tumorais (COFFELT et al., 2015). Os estados de polarizagao dos neutrofilos, associados ao
tumor, sdo dependentes de fatores do microambiente tumoral, entretanto, o papel destas células nesse
contexto ainda € controverso.

A presenca de neutrofilos foi detectada em diversos tumores solidos, como nos tumores de
cabega e pescogo, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células renais, entre outros. Nestes estudos,
os neutrofilos correlacionam-se com prognostico ruim para os individuos portadores desses tumores
(JENSEN et al., 2009; Ll et al.,2011; TRELLAKIS et al., 2011; POWELL, HUTTENLOCHER, 2016).

Com relagdo aos tumores de mama, foi demonstrado que a inibi¢ao do receptor de quimiocina
CXCR2, importante para a migragao de neutrdfilos, foi capaz de melhorar a eficacia da quimioterapia
(ACHARYYA et al.,2012; SHARMA et al., 2013; XU et al., 2018; CHAN et al., 2016). Neste sentido,
a inibi¢do de receptores de citocinas pode ser uma estratégia clinica contra a migrac¢ao dos neutrofilos
para o ambiente tumoral (BERTINI et al., 2004).

No cancer de pulmao, os neutrdfilos foram capazes de ativar a resposta imunologica, através

da estimulagdo da resposta das células T, todavia, estas células foram inibidas por neutréfilos em
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ambiente de ascites de tumores ovarianos (ERUSLANOV et al., 2014; SINGEL et al., 2016). De tal

forma que, por meio do relato dos estudos apontados, observamos agdes dos neutréfilos que podem

favorecer ou prejudicar o desenvolvimento tumoral.

Alguns estudos mostram que neutrofilos associados a tumores liberam NETSs, porém, enquan-
to em alguns deles as NETs exercem um papel antitumoral, por induzir morte de células tumorais
ou ativar a imunidade antitumoral, em outros, as NETs parecem de alguma forma desfavorecer a
resposta imune tumoral, ou até mesmo promover o escape de células tumorais (DEMERS et al., 2016;
GARLEY et al., 2016).

E evidente, quando comparados aos dos grupos controles saudéaveis, os niveis de NETs no
plasma de pacientes com cancer de pulmdo, adenocarcinoma de pancreas e cancer de bexiga foram
substancialmente superiores (OKLU ef al., 2017). Da mesma forma, de acordo com esses achados, a
liberacdo de NETs em pacientes com cancer colorretal também ¢ significativamente mais alta, em
comparagdo aos controles saudaveis. No entanto, ndo foram observadas diferengas com relacao a li-
beracdo de NETs entre pacientes portadores de cancer de pulmao, e controles de pacientes saudaveis
(ARPINATI et al., 2020).

Na leucemia linfoide cronica (LLC), foi observado que, os pacientes portadores da doenga
apresentam alta concentragdo de neutrdfilos circulantes (MANUKYAN et al., 2017), com maior pro-
pensdo para liberagdo de suas NETs (PODAZA et al., 2017). Essa maior propensao esta relacionada
aos altos niveis de IL-8 (MILLRUD et al., 2017, PODAZA, RISNIK, 2019). Curiosamente, foi su-
gerido que uma possivel explicacdo para a alta frequéncia de infecgdes por bactérias encapsuladas,
observada em pacientes com LLC, deve-se a possiveis falhas no mecanismo de liberagdo de NETs
pelos neutrofilos. (MORRISON et al., 2014; BEITER et al., 2006).

Estudos recentes mostraram que, em um modelo experimental animal para leucemia, a
cromatina liberada no sangue através da geracdo de NETs, funciona como fator pr6 coagulante
e protromboético (MARTINOD, WAGNER, 2014; DEMERS et al., 2012). A inibicao das NETs,
nesse contexto, pode funcionar como uma potencial terapia para a trombose associada ao cancer,
considerando que essa condi¢cdo vascular ¢ uma causa importante de morte em pacientes porta-

dores de neoplasia.

CONCLUSAO

Os neutrofilos sdo células constituintes da imunidade inata, especializadas no combate a
infec¢des bacterianas e fungicas. Entre os seus mecanismos de defesa imunologica esta a formagao
das NETs. Os neutrdfilos possuem receptores especificos para leptina, a qual sabidamente modula a
producao de EROs e a degranulagdo neutrofilica, entretanto, ndo se tem descrigdo a respeito desse

hormonio no processo de formagao das NETs.
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As NETs estdo envolvidas com a patogénese de algumas doengas, como as autoimunes e can-
ceres. Com relagdo ao cancer, neutrofilos N1 (neutrdfilo antitumoral) e N2 (neutrofilo pro-tumoral)
foram caracterizados em ambientes tumorais, € a sua polariza¢ao tem sido associada a fatores do
microambiente tumoral, contudo, o papel destas células neste contexto ainda ¢ controverso. Os neu-
tréfilos N1 auxiliam nesse processo, por induzir a morte de cé€lulas tumorais, ou ativar a imunidade
antitumoral, em outros casos, porém, as NETs parecem de alguma forma desfavorecer a resposta
imune tumoral, ou até mesmo promover o escape de células tumorais.

Por fim, ainda hd muito a ser pesquisado acerca das NETs, seus fatores de modulacao e in-
fluéncia em patologias, em especial ao cancer. A compreensdo desses mecanismos pode auxiliar na
conducao e no tratamento de muitas doengas, como as que foram relacionadas, e impactar na melhora

de progndstico.
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