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Resumo 

 
A paracoccidioidomicose é uma doença fúngica sistêmica, considerada endêmica 

na América Latina, principalmente no Brasil, Venezuela, Argentina e Colômbia. Seus 
agentes etiológicos, fungos do complexo Paracoccidioides, possuem habitat geográfico 
restrito, conídios como forma infectante e características termodimórficas. A infecção 
ocorre por inalação dos conídios infectantes, levando a uma resposta imune grave nos 
pulmões e, dependendo da forma clínica, disseminação para outros órgãos. Os 
neutrófilos (PMNs) são responsáveis por uma importante resposta de defesa, liberando 
NETs (armadilhas extracelulares de neutrófilos), que podem aprisionar e possivelmente 
destruir as leveduras. No entanto, foi descrito que alguns patógenos são capazes de 
escapar dessas estruturas de DNA liberando DNAse como fator de virulência. Como 
diferentes padrões de NETs foram identificados em culturas de PMNs desafiadas com 
duas cepas de Paracoccidioides brasiliensis, procuramos avaliar se essas diferenças na 
conformação de NETs estariam relacionadas à capacidade de tais cepas produzirem 
DNAse, ou uma proteína com atividade semelhante à DNAse, que teria a capacidade de 
degradar as NETs. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi identificar se diferentes 
padrões de NETs liberados por PMNs humanos desafiados com cepas Pb18 (virulenta) e 
Pb265 (avirulenta) seriam correlacionados com a capacidade dos fungos em produzir 
DNAse. Para este fim, os PMNs de indivíduos saudáveis foram isolados e desafiados in 
vitro com ambas as cepas de P. brasiliensis. A produção, liberação e conformação de 
NETs em resposta aos fungos foram avaliadas por Microscopia Confocal, Microscopia de 
Varredura e Imunoensaio para quantificação de NETs; a identificação de DNAse fúngica 
foi avaliada por DNAse TEST Agar e a expressão relativa de genes que codificariam 
proteínas hipotéticas identificadas no genoma dos fungos, foi investigada por RT-qPCR. 
Foi possível verificar a liberação de NETs pelos PMNs, mostrando diferentes 
conformações de NETs quando em contato com ambas as cepas do fungo. A cepa Pb18 
induziu a liberação de NETs mais frouxas, maiores e com aspecto de uma rede aberta 
em comparação à cepa Pb265, que induziu a liberação de redes mais densas e 
compactas. Isto se dá, possivelmente, pela liberação de uma proteína semelhante à 
DNAse pela cepa virulenta, fato confirmado pelo DNAse Test Agar que demonstrou a 
capacidade de produção de enzima que causou a degradação do DNA do meio pela  
cepa virulenta, enquanto a cepa avirulenta não foi capaz de degradá-lo. Por fim, 
conseguimos identificar que os genes PADG_08528 e PADG_11161, que poderiam ser 
responsáveis por uma proteína DNAse-like hipotética estavam sendo expressos nas 
culturas desafiadas com os fungos, sendo o gene PADG_08528 altamente expresso pela 
cepa virulenta, sugerindo que esse gene poderia ter uma contribuição maior para essa 
produção. Portanto, a cepa virulenta pode estar produzindo DNAse como um 
importante mecanismo de escape do fungo para driblar ação das NETs, subvertendo 
assim esse importante mecanismo efetor de neutrófilos. 

 
 
 

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; Paracoccidioides brasiliensis; Neutrófilos; 
NETs; DNAse 
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Abstract 

 
Paracoccidioidomycosis is a systemic fungal disease, considered endemic in 

Latin America, mainly in Brazil, Venezuela, and Colombia. Its etiological agents, fungi 
of the Paracoccidioides complex, have restricted geographical habitat, conidia as an 
infectious form and thermodimorphic characteristics. The infection occurs by 
inhalation of infective conidia, leading to a severe immune response in the lungs and, 
depending on the clinical type, spread to other organs. Neutrophils (PMNs) are 
responsible for an important defense response, releasing NETs (Neutrophil 
Extracellular Traps), which can envelop and destroy yeasts. However, it has been 
reported that some pathogens can escape from these DNA structures by releasing 
DNAse as a virulence factor. As different NET patterns were released in PMN cultures 
challenged with different Paracoccidioides brasiliensis strains, we sought to assess 
whether these differences in NETs would be related to the ability of such strains to 
produce DNAse, or a protein with activity similar to DNAse, which would have the 
ability to degrade NETs. Thus, the general objective of this study was to identify 
different patterns of NETs released by human PMNs challenged with Pb18 (virulent) 
and Pb265 (avirulent) strains and correlate this with the capacity of fungi to release 
DNAse. To this end, isolated PMNs were isolated and challenged in vitro with both 
strains of P. brasiliensis. The production, release and configuration of NETs in response 
to fungi were evaluated by Confocal Microscopy, Scanning Microscopy and 
Immunoassay to quantify NETs; the identification of fungal DNAse was evaluated by 
DNAse TEST Agar and relative expression of genes encoding hypothetical proteins 
identified in the fungal genome, was investigated by RT-qPCR. It was possible to verify 
the release of NETs by PMNs, showing different forms of NETs when coming into 
contact with different strains of the fungus. A Pb18 strain induced the release of 
looser, larger NETs with the appearance of an open network compared to the Pb265 
strain, which induced the release of denser and more compact NETs. Thus, it was 
identified that a virulent strain is possibly inducing looser and more degraded NETs, 
probably by releasing a DNAse-like protein, a fact confirmed by the DNAse Test Agar, 
which demonstrates the ability to produce enzymes that cause the degradation of 
DNA from the medium by the virulent strain, while an avirulent  strain was not  able  
to degrade it. Finally, we identified the expression of genes PADG_08528 and 
PADG_11161, probably involved with the production of hypothetical protein similar to 
DNAse, being the gene PADG_08528 highly expressed in the virulent strain, suggesting 
that this gene could have a greater contribution to this production. Therefore, the 
virulent strain may be producing DNAse as an important escape mechanism of the 
fungus to circumvent the action of NETs, thus subverting this important neutrophil 
effector mechanism. 

 
Keywords: Paracoccidioidomycosis; Paracoccidioides brasiliensis; Neutrophils; NETs; 
DNAse 
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1. Revisão Bibliográfica 

 

 
 

1.1 Paracoccidioidomicose 

 

 

 
A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença fúngica sistêmica. É uma 

infecção considerada endêmica em toda a América Latina, com seus principais focos de 

infecção no Brasil, Venezuela e Colômbia, sendo uma importante causa de mortalidade 

e morbidade em suas regiões endêmicas, principalmente em áreas rurais1-5. Os agentes 

etiológicos são fungos pertencentes ao Complexo de espécies Paracoccidioides. 

Anteriormente, este complexo de espécies era dividido em Paracoccidioides  

brasiliensis (P. brasiliensis) e suas espécies crípticas S1, PS2, PS3 e PS4, e a espécie 

Paracoccidioides lutzii (P. lutzii), também chamado de Pb01-like, que recebeu este 

nome em homenagem ao médico Adolpho Lutz, que fez sua descrição em 19086-8. 

Porém, mais recentemente, uma nova nomenclatura foi proposta, avaliando as 

diferenças morfológicas e genéticas entre as espécies, por meio de analises de 

polimorfismo molecular e reconstrução filogenética das leveduras e micélios das 

diferentes espécies crípticas, e propondo assim a divisão em cinco diferentes espécies, 

sendo elas P. brasiliensis (correspondente a antiga S1), P. americana (PS2), P. 

restrepiensis (PS3), P. venezuelensis (PS4) e P. lutzii (Pb01-like) 9. 

Por serem pertencentes à mesma família de outros agentes causadores de 

micoses sistêmicas, como Histoplasma capsulatum, Coccidioides immites5, entre outros, 

as espécies de Paracoccidioides compartilham de características semelhantes a estes 

fungos, como o habitat geográfico restrito, a presença de conídios como forma 

infectante e sua característica termodimórfica3, 5. O dimorfismo térmico se caracteriza 

pela capacidade do fungo em alterar sua morfologia de acordo com a temperatura a que 

está exposto, apresentando-se sob a forma de micélio quando exposto à temperatura 

ambiente (entre 4 e 28ºC), e alterando sua morfologia para leveduras ao adentrar o  

corpo humano e ficar exposto a temperatura corporal (37ºC). Este mecanismo serve 

como um importante fator de sobrevivência fúngica no meio ambiente3, 5,10. 
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Um fato interessante, descrito por diversos artigos, é a identificação do fungo em 

diferentes espécies de animais, que serviriam como reservatórios naturais para o 

patógeno. Estudos já identificaram a presença de várias espécies de Paracoccidioides 

em tatus da espécie Dasypus novemcinctus, cães de áreas rurais, gado, e mais 

recentemente em Tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus), a espécie de peixe mais 

consumida nas regiões endêmicas de PCM no Brasil, entre outros animais11-15. 

A infecção por Paracoccidioides spp ocorre por meio da inalação dos conídios 

infectantes, produzidos pelos micélios em temperatura ambiente, presentes 

principalmente no solo 10,16-20. Os principais pacientes infectados são trabalhadores 

rurais, que devido à sua atividade laboral acabam ficando expostos aos micélios 

presentes no solo e, consequentemente, propensos à inalação dos conídios 

infectantes10,21. Após a inalação, os conídios infectantes se direcionam aos pulmões, 

mais especificamente aos bronquíolos e alvéolos pulmonares, instalando-se nestes e 

transformando-se em leveduras, devido à temperatura corporal de 37ºC, formando, 

assim, o chamado Complexo Pulmonar Primário21,22. A partir da formação do complexo 

pulmonar, a infecção pode ser contida ou evoluir para as formas clínicas da doença. A 

PCM assintomática ou PCM infecção, trata-se de uma cura espontânea, na qual o 

sistema imune do paciente consegue eliminar o patógeno ou colocá-lo em estado de 

latência. Esta forma caracteriza-se pela ausência de sintomas e sinais clínicos da doença, 

porém pode ser identificada por meio de teste intradérmico realizado com antígeno 

paracoccidioidina, que identifica a resposta imune celular desenvolvida contra o  

fungo23. 

Caso a infecção não seja contida, ocorre progressão e disseminação do fungo por 

via linfo- hematogênica, atingindo outros órgãos, como baço, fígado e linfonodos, além 

de chegar à pele e mucosas, causando lesões graves, caracterizando, assim, a chamada 

PCM Doença10. Assim, é possível afirmar que a PCM pode variar desde uma forma 

assintomática até uma forma sintomática, grave, disseminada pelo organismo e 

potencialmente fatal4,5,16. 

A forma sintomática e disseminada ainda é dividida em duas formas clínicas, 

caracterizadas e diferenciadas de acordo com a faixa etária dos pacientes e dos tecidos e 

órgãos acometidos no organismo16,24. A chamada Forma Aguda/Subaguda ou forma 

juvenil, é comum em pacientes mais jovens, principalmente crianças e jovens adultos, 

de ambos os sexos. Nesta forma, o fungo apresenta tropismo pelo sistema fagocítico- 
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mononuclear, atingindo fígado, baço e linfonodos, causando sintomas como 

linfonodomegalia e hepatoesplenomegalia, sendo considerada a forma mais grave da 

doença, atingindo, entretanto, apenas 5%-25% dos pacientes infectados16. Já a Forma 

Crônica apresenta uma progressão gradual e lenta, afetando 75%-95% dos pacientes 

infectados, principalmente adultos do sexo masculino, com duração prolongada, 

apresentando as lesões mais comumente em pulmões, mucosas e pele16,25,26. Esta forma 

apresenta-se principalmente na forma de lesões crônicas nos pulmões, levando a uma 

fibrose pulmonar, que pode ser identificada por Tomografia Computadorizada de Alta 

Resolução (HRCT) como “Lesões em Vidro Fosco”27. Além disso, podem ocorrer 

lesões em mucosas, principalmente nos lábios e gengivas, chamadas de Estomatite 

Muriforme28. Em mulheres, este desenvolvimento da doença é raro, uma vez que a 

transformação dos conídios infectantes em leveduras é dificultada por um mecanismo 

baseado na ação de hormônios femininos como o estrógeno29. 

Nos pulmões, após formação do Complexo Pulmonar Primário, sob o ponto de 

vista histopatológico, ocorre a formação de granuloma, lesão caracterizada pela 

agregação de macrófagos diferenciados em células epitelióides e células gigantes de 

Langhans (multinucleadas), que aprisionam as leveduras, com o objetivo de impedir sua 

disseminação30. Estas lesões podem ser encontradas em ambas as formas da doença, 

atingindo pulmões, mucosas e o sistema fagocítico-mononuclear (fígado, baço e 

linfonodos). Entretanto, as lesões pulmonares e mucosas são pouco comuns na forma 

Aguda/Subaguda16,25,26,31. 

Após a inalação dos conídios, a instalação, o desenvolvimento e a progressão da 

doença no organismo vão depender de diversos fatores, intrínsecos ao indivíduo e ao 

fungo. Os fatores relacionados ao paciente podem ser descritos como a idade, o sexo, os 

fatores genéticos e principalmente o comprometimento do sistema imunológico do 

indivíduo, enquanto os fatores intrínsecos ao fungo dependem principalmente dos 

fatores de virulência e de sua composição antigênica25,32,33. Como a progressão clínica 

da doença depende diretamente da resposta imune do paciente, diversos estudos foram 

conduzidos para verificar os padrões de resposta. Sabemos, por exemplo, que o padrão 

de resposta de resistência ao P. brasiliensis é mediado quase que predominantemente 

por uma resposta Th1, enquanto o padrão de susceptibilidade à doença é mediado por 

um padrão de resposta predominante Th234. Dessa forma, a resposta imune contra o 

P. brasiliensis 
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vem sendo avaliada por diversos estudos, com o objetivo de entender melhor como o 

sistema imune combate o processo infeccioso causado pelo fungo25,34,35,36. 

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do corpo contra a entrada de 

diversos microrganismos, como o P. brasiliensis por exemplo. Esta resposta é composta 

por diversos tipos celulares que compõe uma importante barreira contra as infecções, 

que por meio da expressão de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) são 

capazes de reconhecer os Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs), e 

assim, produzir e liberar citocinas pró e anti-inflamatórias. Assim, essas células são 

capazes de eliminar o patógeno invasor à partir da ativação de diversos mecanismos, 

como a fagocitose e o burst oxidativo, com liberação de metabólitos como o peróxido  

de hidrogênio (H2O2) e o óxido nítrico (NO), dentre outros37. 

Os neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, como células fagocíticas, 

desempenham um importante papel no combate aos fungos patogênicos que invadem o 

organismo. Além do processo de fagocitose, que demonstra-se extremamente  

importante no combate a estes fungos, a atividade fungicida e a modulação de resposta 

inflamatória também merecem destaque38-49. É importante ressaltar que, para que esta 

resposta inflamatória seja ativada de forma eficaz, é necessária a modulação da mesma 

pelas citocinas IFN-, TNF-α e GM-CSF40-47. 

Outro fato interessante é a diferença entre as respostas imunológicas que levam à 

progressão da doença para fase Aguda/Subaguda e Crônica. Estudos demonstraram que 

a PCM-Infecção ou assintomática é caracterizada por um perfil de resposta Th134, 

associado a altos níveis de IFN- e TNF-α, citocinas extremamente importantes na 

ativação de macrófagos para a promoção de uma resposta imune eficaz contra o 

fungo34,50,51. A forma aguda/subaguda é caracterizada por um perfil de resposta Th2 e 

Th9, em adição a liberação de IL-4, IL-5, TGF-β, IL-9 e IL-21, ocorrendo um processo 

de eosinofilia e produção/liberação de anticorpos pelas células B (IgE e IgG4)34,52,53.  

Por fim, a forma crônica se apresenta por meio de um perfil de resposta imunológica do 

tipo Th17 e Th22, associado a uma produção e liberação de IL-17 e IL-12. Este perfil, 

apesar de promover uma resistência parcial em um primeiro momento, leva a danos 

teciduais graves e fibrose tecidual, gerando os sintomas característicos desta forma da 

doença23,25,34. 
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Desta forma, como os neutrófilos são uma das primeiras células da linha de 

defesa que atingem o sítio de infecção para combater o fungo quando este adentra o 

organismo, estudos recentes tem focado no papel destas células na PCM, tanto como 

células efetoras quanto moduladoras da resposta ao fungo, uma vez que tanto nas lesões 

quanto nos infiltrados inflamatórios presentes ao redor das lesões encontra-se uma 

grande concentração de células polimorfonucleares, o que demonstra um envolvimento 

intenso destas células no combate ao fungo35,48,49. 

 

 
1.2 Paracoccidioidomicose e neutrófilos 

 

 

 
Neutrófilos, ou como também são conhecidos, granulócitos polimorfonucleares 

(PMNs), são células do sistema imune inato, conhecidas como a primeira linha de 

defesa do organismo contra a invasão de microrganismos. Suas características mais 

importantes são seu núcleo, que apresenta-se de forma multissegmentada, ou seja, 

dividida em lóbulos, e a presença de grânulos em seu citoplasma, que são divididos em 

primários, secundários e terciários, e diferem entre si devido ao seu conteúdo. São 

originados na medula óssea, a partir de células mielóides precursoras54. 

Cerca de 50 a 70% dos leucócitos circulantes no organismo são neutrófilos, e 

suas funções de proteção contra agentes patogênicos são efetuadas após seu 

recrutamento para o local da infecção. Este recrutamento se dá por meio da liberação de 

IL-8 e de macrophage inflammatory protein-1-alpha (MIP-1 α)37,55,56. Durante o 

processo infeccioso, ocorre a liberação de citocinas inflamatórias IL-1 e TNF-α, que 

induzem as células do endotélio vascular a expressarem moléculas de adesão em sua 

superfície, como as selectinas. Os neutrófilos circulantes na corrente sanguínea aderem 

ao endotélio e são atraídos ao local de interesse pelas quimiocinas secretadas. Para  

tanto, ocorre o processo de “rolamento celular” pela parede do vaso até o momento da 

adesão firme mediada pela ação das quimiocinas sobre a conformação de integrinas 

pelas células, e início de migração dos neutrófilos para o tecido alvo, processo este 

chamado de diapedese, pelo qual os neutrófilos passam através das junções das células 

endoteliais e atingem a área de infecção37,57-60. 
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Ao atingir o local da infecção e entrar em contato com os microrganismos, os 

neutrófilos iniciam os processos de combate e eliminação dos patógenos por vários 

processos61. Um destes processos, sendo uma das principais funções dos neutrófilos, é a 

fagocitose. Ao entrar em contato com o patógeno e ter seus receptores de membrana 

ativados, os neutrófilos emitem prolongamentos de sua membrana, conhecidos por 

pseudópodes, que envolvem o agente agressor e formam vesículas intracelulares, 

chamadas de fagossomos. Em seguida, ocorre uma fusão das vesículas com os grânulos 

citoplasmáticos dos neutrófilos, que liberam seus conteúdos no interior do fagossomo, 

formando assim o fagolisossomo, que levará a morte do microrganismo, mediada por 

mecanismos dependentes e independentes de oxigênio62-64. 

Primeiramente, os mecanismos dependentes de oxigênio, muito importantes no 

processo de eliminação do patógeno, baseiam-se na produção e liberação de ânions 

superóxido (O2-). Este processo, mediado pela enzima NADPH oxidase, consiste na 

liberação destes ânions por neutrófilos ativados. Após a liberação, o ânion O2- 

transforma-se, quando em contato com água, em H202 e radical hidroxila (OH-), 

derivados tóxicos de oxigênio65. Além disso, quando catalisada pela mieloperoxidase, 

um componente importante de grânulos citoplasmáticos de PMNs, nos fagolisossomos, 

os derivados de oxigênio formam ácido hipocloroso (HClO), sendo este também, um 

ácido importante no processo de morte dos microrganismos fagocitados65-67. Diversos 

estudos já demonstraram que os derivados de oxigênio são extremamente importantes 

no combate a microrganismos, dentre eles, o próprio P. brasiliensis68-71. 

Os mecanismos não dependentes de oxigênio baseiam-se na liberação dos 

conteúdos de grânulos citoplasmáticos dos neutrófilos. Estes grânulos são divididos em 

primários, secundários e terciários, sendo que cada tipo possui em seu interior 

componentes diferentes, sendo enzimas e proteínas com atividades microbicidas. Os 

grânulos primários, também chamados de grânulos azurófilos, contém mieloperoxidase 

(MPO), responsável pela conversão dos derivados de oxigênio em ácido hipocloroso, 

além de lisozimas, proteases (como a elastase) e peptídeos microbianos. Os secundários 

são compostos por colagenases e lactoferrina e os terciários, por gelatinases72. 

Um dos primeiros estudos descrevendo o envolvimento de neutrófilos na 

resposta imune contra a infecção por P. brasiliensis demonstrou a presença de PMNs no 

sítio de infecção 24 horas após a inoculação do fungo. Isso demonstrou que os 
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neutrófilos são a primeira linha de defesa do organismo contra esta infecção, sendo as 

primeiras células do sistema imune a atingir o local e iniciar o processo de combate ao 

microrganismo73. Após este estudo, diversos outros trabalhos demonstraram a presença 

de neutrófilos no sítio de inflamação e em granulomas, tanto em modelos experimentais 

quanto em humanos35,74,75. 

Com o tempo, reconhecendo-se a provável importância dessas células na PCM, 

diversos estudos tiveram por objetivo avaliar os mecanismos de morte fúngica 

intracelular comandada pelos neutrófilos. O killing induzido por mecanismos 

dependentes ou não de oxigênio são extremamente importantes para o processo de 

combate à infecção por P. brasiliensis no organismo. Porém, como as leveduras do 

fungo apresentam um tamanho significativamente maior que os neutrófilos76, o processo 

de fagocitose que precede este tipo de morte celular acaba sendo dificultado. Um estudo 

já descreveu que, quando um microrganismo apresenta tamanho muito elevado, os 

neutrófilos encontram outra forma de combatê-los. Este outro mecanismo de combate a 

agentes patogênicos é conhecido como NETose, um processo que consiste na liberação 

de Redes Extracelulares de Neutrófilos, ou como foi primeiramente descrita, Neutrophil 

Extracellular Traps (NETs)77,78. 

 

 
1.3 Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

 

 

 
Como foi citado anteriormente, em 2004 foi descrito um novo processo de 

combate a microrganismos por parte dos neutrófilos. Este processo foi entendido 

inicialmente como sendo um processo de morte dos PMNs, seguida da liberação de 

redes extracelulares, formadas por cromatina descondensada e componentes granulares, 

as quais foram chamadas de Neutrophil Extracellular Traps (NETs)77. O processo de 

liberação dessas redes, chamado de NETose, consiste em um processo no qual os 

neutrófilos são ativados e liberam redes para o meio extracelular, compostas de seu 

conteúdo nuclear (cromatina descondensada e histonas) conjugadas aos componentes de 

grânulos citoplasmáticos (Mieloperoxidase, elastase e catepsina G, por exemplo). Estas 

redes têm por função aprisionar os microrganismos e matá-los, por meio das proteínas 
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granulares presentes nelas, ou simplesmente capturá-los para impedir a disseminação e 

permitir que outras células do sistema imune possam atuar77. 

 

 
Estas NETs são estruturas frágeis, formadas por fibras de 15 a 17nm de diâmetro 

de DNA, com domínios globulares de 25nm, agrupadas em forma de rede. Este  

processo foi descrito como sendo desencadeado por diversos estímulos, como IL-8, 

bactérias gram-positivas e negativas e fungos, além do PMA (Phorbol Myristate 

Acetate), um forte ativador de resposta imune77-79. Com a descoberta das NETs,  

diversos estudos iniciaram a busca por estas estruturas em culturas de neutrófilos 

desafiadas com outros microrganismos, além de outros possíveis estimuladores de sua 

liberação78-82. 

Além de estudos envolvendo humanos, as NETs já foram identificadas em 

camundongos, gatos, bovinos, cavalos e peixes. Um estudo recente descreveu,  

inclusive, a produção e liberação de NETs em seres invertebrados, mostrando que a 

liberação das redes é um mecanismo evolutivo importante para a sobrevivência das 

espécies, sendo conservado ao longo de vários anos pelos neutrófilos78-85. 

Apesar de ter sido inicialmente descrita em neutrófilos, surgindo disso o nome 

NETs, a liberação das redes extracelulares, eu simplesmente ETs, foram descritas em 

diversas células do sistema imune, tais como monócitos, macrófagos, eosinófilos, 

basófilos e mastócitos86-92. 

O processo de formação e liberação das NETs conta com o envolvimento de 

conteúdos nucleares e granulares. Os conteúdos nucleares são basicamente histonas 

associadas a cromatina descondensada. Já os conteúdos granulares são, basicamente, 

elastase, mieloperoxidase (MPO), calprotectina e outras proteínas do citoesqueleto, 

citosol, pentraxina-3 (PTX-3), catalase e enzimas glicolíticas77,93-97. Dentre todas as 

enzimas e proteínas pertencentes aos componentes granulares, a elastase e MPO 

desempenham um papel importante na deflagração do processo de Netose. Ambas são 

extremamente importantes no processo de citrunilação das histonas e descondensação  

da cromatina, uma vez que degradam a ligação entre as histonas e iniciam o processo de 

formação das redes95,96,98. Estudos indicam que os receptores envolvidos no processo de 

Netose são, principalmente, dos tipos Fc e TLRs (Toll Like Receptors), além de contar 

com o envolvimento de citocinas99,100. 
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O processo de liberação das NETs, descrito por Brinkmann et al, 2004 e Fuchs  

et al, 2007, consiste em alguns passos que ocorrem no interior da célula. Primeiramente, 

ocorre a estimulação de receptores de membrana dos neutrófilos pelos agentes 

patogênicos. Com o estímulo, a célula sofre achatamento e adesão ao substrato. Após 

esta estimulação, se inicia o processo de citrunilação das histonas, mediado pela MPO e 

elastase. Este processo consiste na perda estrutural e funcional das histonas, levando ao 

início do processo de descondensação da cromatina. Com a descondensação, a célula 

perde seu aspecto multinuclear e passa a ter apenas um núcleo, ao mesmo tempo em que 

os grânulos citoplasmáticos começam a se degradar. Por fim, o núcleo começa a se 

desfazer em forma de vesículas, que se fundem aos grânulos citoplasmáticos e se 

direcionam à membrana celular, onde, com a degradação da membrana e formação de 

poros na mesma, estas vesículas serão eliminadas do interior da célula e, no exterior, 

formarão as chamadas NETs77,99. 

O processo de Netose, em suas primeiras descrições, era tomado como um 

processo de morte celular, uma vez que o núcleo dos neutrófilos era totalmente desfeito 

e sua membrana celular, degradada. Um dos primeiros estudos envolvendo NETs 

verificou que, após a ativação dos PMNs com Staphylococcus aureus (S. aureus), 

observou-se diversas alterações no núcleo, citoplasma e membrana dos neutrófilos, 

sendo que estas alterações eram incompatíveis com a sobrevivência da célula. Além 

disso, este mesmo estudo demonstrou as diferenças entre este processo e outros 

processos de morte celular99. Um fato importante é que o processo de Netose diferencia- 

se dos outros processos de morte celular, como apoptose e necrose. A diferença em 

relação à apoptose dá-se pelas ausências da fragmentação do DNA e da exposição de 

fosfatidilserina, enquanto a diferença em relação à necrose dá-se pela ausência da 

manutenção da integridade do envelope nuclear, que não ocorre na Netose99-100. 

Entretanto, um estudo publicado em 2013 chamou a atenção em relação às NETs 

demonstrando resultados interessantes101. Este estudo mostrava que o processo de 

Netose, até então conhecido como um processo de morte celular, poderia não envolver 

necessariamente a morte dos neutrófilos. Yipp e Kubes (2013) demonstraram que o 

processo de liberação das redes extracelulares poderia ser dividido em dois processos 

diferenciados. O primeiro consistiria no processo descrito anteriormente por Fuchs et al. 

(2007), chamado agora de Netose Suicida99, enquanto o novo processo, descrito por 

estes autores, seria chamado de Netose Vital. Este novo processo demonstrou a 
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capacidade dos neutrófilos que ao liberarem NETs, mantinham a integridade estrutural 

suficiente para exercer suas funções normais. Este processo dá-se pela formação de 

vesículas na membrana nuclear, contendo apenas parte do conteúdo nuclear. Estas 

vesículas direcionam-se à membrana e sofrem processo de extrusão para o meio 

extracelular, sem que ocorra a degradação da membrana, o que causaria a morte 

celular101,102. Um estudo, publicado em 2009, demonstrou a capacidade dos neutrófilos 

em liberarem NETs a partir de conteúdo genético mitocondrial, corroborando, assim, os 

resultados publicados em 2013103. 

Um indutor conhecido da formação e liberação das NETs é o PMA (Phorbol 

Miristato Acetato), uma molécula sintética responsável pela ativação da Proteína C 

Quinase (PKC). Desde o primeiro estudo sobre NETs, publicado em 2004, o PMA já foi 

descrito como um estimulador do sistema imune e indutor da liberação destas redes76. 

Após este artigo, diversos outros autores vêm utilizando PMA como controle positivo 

para seus experimentos envolvendo as redes extracelulares49,94,95. O mecanismo de 

liberação de NETs induzido pelo PMA está ligado diretamente à produção de EROs 

(Espécies Reativas de Oxigênio), que são essenciais para o processo de produção e 

liberação das redes104,105. 

A atividade de EROs no processo de liberação de redes extracelulares já foi 

descrito por diversos trabalhos. Um dos estudos demonstrou que pacientes com 

deficiência na produção da enzima NADPH oxidase apresentavam uma capacidade 

diminuída na produção e liberação de NETs quando em contato com o agente 

patogênico Aspergillus nidulans106. Outro estudo demonstrou que a capacidade de 

eliminar agentes patogênicos das NETs era ampliada quando em contato com H2O2 107. 

Em 15 anos de estudos, diversos microrganismos foram descritos como capazes 

de induzir a liberação de redes extracelulares por células do sistema imune. Dentre os 

organismos, podemos citar S. aureus, Candida albicans, Leishmania amazonensis, entre 

outros77,94,108. A função principal das redes, de eliminar os patógenos, foi demonstrada 

por diversos mecanismos, como a atuação das histonas e elastase presentes nas NETs, 

além da atuação de outros mecanismos mediados por proteínas granulares, como a 

calprotectina, que apresenta atividade antifúngica94,109. 

A função secundária das NETs, de aprisionar os microrganismos, foi foco de 

diversos estudos, que demonstraram esta ação contra diversos agentes patogênicos, 
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como: Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), S. aureus, Streptococcus 

sanguinis (S. sanguinis) e P. brasiliensis, entre outros48,49,77,110-113. Como estes 

microrganismos apresentam mecanismos de escape das redes, a função das NETs fica 

restrito apenas ao aprisionamento, permitindo que outras células do sistema imune 

possam chegar ao local e desenvolver sua atividade microbicida112. 

Um fato importante é que, até pouco tempo, as NETs apresentavam-se como um 

mecanismo benéfico, ajudando no controle e eliminação de agentes patogênicos do 

organismo, e funcionando como um mecanismo eficaz do sistema imune no combate às 

infecções. Porém, estudos recentes identificaram a presença de redes extracelulares em 

diversas condições patológicas humanas. Fuchs et al, em 2010, demonstraram que as 

NETs têm capacidade de promover uma adesão e agregação plaquetária, causada 

principalmente pelas histonas presentes nas redes, além de servir como uma região de 

depósito de fibrina, promovendo a organização de um trombo e iniciando, assim, um 

processo de trombose114. Somado a isso, outro estudo identificou a presença de DNA 

extracelular livre no plasma em casos de Trombose Venosa Profunda (TVP)114,115. 

Em relação às doenças autoimunes, as NETs já foram identificadas como 

causadoras ou intensificadoras, participando da patogenia de algumas doenças bem 

como da etiologia. Isso ocorre, uma vez que alguns componentes das redes podem ser 

identificados pelo organismo como componente estranho, iniciando assim uma resposta 

autoimune. Este mecanismo já foi identificado em estudos de Psoríase, Lúpus 

Eritematoso Sistêmico (SLE) e, mais recentemente, em Hidradenite Supurativa (HS). 

Nos estudos de SLE, foram encontrados anticorpos contra antígenos nucleares, como 

DNA de dupla fita e histonas. Como estes são os principais componentes das NETs, 

somados ao elevado nível de proteínas granulares no sangue, a presença de NETs nas 

lesões teciduais era grande, o que causava um aumento significativo no dano causado ao 

tecido116,117. Outro estudo demonstrou que pacientes que sofriam de Psoríase, 

apresentavam um grande número de PMNs e mastócitos nas áreas de lesão, associado  

ao aumento de IL-17 nas lesões. A presença de IL-17 já foi descrita como um fator 

agravante em doenças autoimunes, contribuindo para o aumento da resposta imune no 

local das lesões118. Por fim, recentemente foi publicado um estudo avaliando o papel das 

NETs na Hidradenite Supurativa, uma doença autoimune incapacitante que causa lesões 

de pele semelhante a abcessos. Neste estudo, publicado em 2019, a presença de 

inúmeros neutrófilos foi identificada na área das lesões, além de uma grande quantidade 
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de NETs. Um fato interessante descrito pelo artigo foi que os neutrófilos de sangue 

periférico de pacientes que sofrem de HS apresentam uma tendência muito maior de 

liberar NETs ao menor estímulo, quando comparados com neutrófilos de pacientes 

saudáveis119. 

Focando um pouco na relação das NETs com o fungo P. brasiliensis, estudos 

sobre esse processo iniciaram-se recentemente, uma vez que existem diversos artigos 

avaliando a interação entre as redes extracelulares e fungos patogênicos, como a 

interação das NETs com C. albicans105, Aspergillus fumigatus106 e Cryptococcus 

neoformans120, entre outros. 

Os estudos sobre a capacidade dos fungos do complexo Paracoccidioides 

induzirem a liberação de NETs começaram a serem publicados em 2015, com Mejía et 

al121. Os autores demonstraram que o fungo P. brasiliensis possui capacidade de induzir 

a liberação de redes extracelulares por neutrófilos humanos saudáveis. Outro resultado 

importante é que a formação de NETs em resposta aos conídios infectantes do fungo 

demonstrou ser independente da produção de EROs, enquanto a resposta à levedura foi 

inteiramente dependente da ativação de NADPH oxidase. O artigo também demonstrou 

que as NETs não tem por função primária eliminar o fungo, mas sim aprisioná-lo, o que 

foi demonstrado pela ativação da NADPH oxidase, provavelmente como um  

mecanismo futuro de eliminação do patógeno121. 

No mesmo ano de publicação do trabalho citado anteriormente, mais dois artigos 

desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, avaliando o processo de produção e 

liberação das redes em resposta ao P. brasiliensis foram publicados. Della Coletta et al. 

(2015) avaliaram a presença de NETs em lesões tegumentares de pacientes acometidos 

por PCM. Foram também avaliadas culturas de neutrófilos desafiados por duas cepas de 

P. brasiliensis, sendo elas Pb18, a cepa mais virulenta, e Pb265, a cepa avirulenta. As 

lesões foram avaliadas por Microscopia Confocal, com marcação de anticorpos para 

elastase e histona, além da marcação do DNA com DAPI. Os resultados deste estudo 

demonstraram a presença de NETs nas lesões cutâneas, além de um resultado muito 

importante: uma diferença no padrão das redes liberadas em resposta a cada cepa. A 

cepa virulenta induziu a liberação de NETs mais frouxas, amplas e delicadas, enquanto 

a cepa avirulenta induziu a liberação de redes mais densas e compactas. Estes resultados 

foram  confirmados  por  microscopia de varredura,  utilizando-se neutrófilos desafiados 
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com ambas as cepas. Após a avaliação destes resultados, os autores lançaram a hipótese 

de que a cepa virulenta poderia estar causando a degradação do DNA presente nas redes 

pela liberação de uma proteína DNAse-like, que serviria como mecanismo de defesa do 

fungo, para promover uma forma de escape das NETs e sobreviver ao processo49. 

Bachiega et al. (2016) também demonstraram que a liberação de NETs em 

resposta ao fungo era dependente da ativação principal dos receptores Dectina-1. Este 

estudo também utilizou a cepa virulenta de P. brasiliensis, a Pb18. Outro resultado 

importante demonstrado foi que as NETs também contribuem para o processo de morte 

fúngica, uma vez que a atividade fungicida detectada antes e após a ativação de 

neutrófilos com TNF-α, IFN- e GM-CSF foi inibida significativamente pelo tratamento 

das culturas com DNAse, degradando assim as redes e diminuindo a eficácia na 

eliminação do fungo48. 

1.4 DNAse 

 

 

 
A DNAse é uma enzima pertencente ao grupo das desoxiribonucleases, que tem 

por principal função a degradação do esqueleto de fosfodiester presente na estrutura do 

DNA. São proteínas presentes em grande parte das células eucariotas, e desempenham 

diversas funções no metabolismo celular. Existem diversos tipos de DNAse, e cada tipo 

atua de maneira diferente ao executar sua função. Existem tipos de DNAse que clivam 

qualquer lugar da cadeia de DNA, sendo chamadas de endodeoxirribonuclease, 

enquanto outros tipos clivam apenas as extremidades (exodeoxirribonuclease)118. 

Existem também os tipos que clivam apenas DNA de fita dupla, enquanto outros tipos 

são específicas para moléculas de fita simples e, ainda, outros são funcionais em relação 

a ambos122. 

Além de serem moléculas intrínsecas às células de organismos eucariotos, 

importante para diversas funções celulares, a função das DNAses como fator de 

virulência de diversos microrganismos tem sido também descrita. Diversos estudos têm 

demonstrado a capacidade de patógenos liberarem DNAse para sobreviver ao sistema 

imune. Um estudo recente descreveu a capacidade de cepas de S. aureus liberarem 

DNAse para escapar da reposta imune. Ao entrar em contato com os neutrófilos, a 
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proteína A presente na parede bacteriana, além de impedir a fagocitose, estimula 

neutrófilos a iniciarem um processo de netose suicida, liberando NETs para aprisionar a 

bactéria. Porém, após a liberação das NETs, a bactéria escapa destas redes por meio da 

liberação de endonucleases como, por exemplo, pela produção de DNAse123,124. 

Gondara et al. (2017) demonstraram a capacidade do Mycoplasma bovis, um 

agente extremamente importante na medicina veterinária, de escapar das NETs e 

sobreviver ao sistema imune125. Esta bactéria é responsável por causar mastite, artrite e 

pneumonia em bovinos, e foi demonstrado sua capacidade de induzir a liberação das 

redes extracelulares quando em contato com neutrófilos destes animais. Além desta 

capacidade de indução das redes, foi demonstrado também que a bactéria apresenta a 

capacidade de liberar uma DNAse, que estaria degradando o DNA presente nas NETs e 

atuando como um mecanismo de escape da resposta imune, sendo um importante fator 

de virulência, garantindo assim, a sobrevivência do microrganismo125. 

A capacidade de liberação de endonucleases como forma de subverter o sistema 

imune tem sido descrito desde 2006, quando Buchanan et al. descreveu a capacidade de 

espécies de Streptococcus pneumoniae liberarem DNAse para escapar do sistema imune 

e das NETs. Outro artigo também descreveu a bactéria S. Suis como sendo capaz de 

liberar DNAse SSnA para evadir o sistema antimicrobiano mediado por NETs126,127. 

Além destes estudos envolvendo a capacidade de liberação de endonucleases por 

bactérias, existem diversos estudos envolvendo esta capacidade de liberação por fungos. 

As doenças fúngicas são extremamente importantes no meio médico e, como vários 

estudos demonstram a capacidade de diversas espécies fúngicas em induzir a liberação 

de NETs, a busca pela identificação da liberação de endonucleases por estes 

microrganismos é de extrema importância. 

Dentre os fungos mais relevantes na prática médica, encontra-se a C. albicans. 

Diversos estudos têm demonstrado a interação deste microrganismo com o sistema 

imune, inclusive mosntrando a capacidade desse fungo em induzir a liberação de NETs 

por neutrófilos humanos, tanto por sua forma de levedura quanto a de hifa109. Com a 

descrição desta liberação de redes em resposta ao fungo, foi verificado também, a 

capacidade do próprio de escapar destas redes. Assim, as leveduras e hifas de C. 

albicans são capazes de liberar DNAse e outras endonucleases para escapar das 
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NETs128-130. Um fato interessante demonstrado por um dos estudos é que as cepas de C. 

albicans que colonizam os indivíduos HIV positivos têm maior potencial de atividade 

da DNase, em comparação com aquelas isoladas de casos sem HIV129,131. 

Além dos artigos envolvendo Candida, outros fungos foram estudados e suas 

capacidades de liberarem DNAse também foi demonstrada, como pode ser identificado 

para os fungos C. neoformans e C. gattii 132. Já Bentubo et al. (2014), descreveram este 

mecanismo de escape e sobrevivência em diversas espécies do fungo Trichosporon133. 

Estes estudos demonstram que os fungos, assim como outros microrganismos, liberam 

DNAse extracelular para escapar da resposta do hospedeiro representada pelas redes 

extracelulares, e dessa forma manter sua sobrevivência. 

Como já dito anteriormente, foi demonstrado que o P. brasiliensis possui 

capacidade de induzir NETs 48,49,121. Entretanto, um fato interessante demonstrado em 

um dos trabalhos, foi a identificação de que a cepa virulenta do fungo (Pb18) poderia 

estar induzindo NETs mais frouxas e delicadas, quando comparadas à cepa avirulenta 

(Pb265). Foi lançada então, a hipótese de que a cepa virulenta poderia estar liberando 

uma DNAse-like, como mecanismo de escape da defesa do hospedeiro. Esta proteína 

degradaria o DNA presente nas redes, permitindo a sobrevivência do fungo nos 

tecidos45. 

Desjardins et al. (2011) utilizando análises genéticas e técnicas de sequenciamento, 

conseguiram realizar o sequenciamento de todo o genoma do Pb18 e do P. lutzzi, que 

estão presentes no genbank sob identificação ABKI00000000.2, e ABKH00000000.2 

respectivamente134. Buscando possíveis genes que pudessem estar envolvidos com a 

produção de deoxiribonucleases pelo fungo, foi identificado possíveis regiões 

codificadoras de duas proteínas hipotéticas (PADG_11161 - Gene ID: 22587058 e 

PADG_08285 - Gene ID: 22586608) com atividade de DNAse no genoma do fungo Pb 

18 (ABKI00000000.2), e do P. lutzzi (ABKH00000000.2), pertencente ao complexo de 

espécies Paracoccidioides, um gene de desoxiribonuclease hipotética (PAAG_07587 – 

Gene ID: 9093585)49,134. 

Sabendo-se que a PCM é uma doença pulmonar de extrema gravidade e 

importância clínica em nosso país, e que o mecanismo de escape das NETs por meio da 

produção de DNAse seria importante para a sobrevivência do fungo no organismo, 

estudos para identificar esta proteína e seu papel no mecanismo de escape 
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das NETs são fundamentais para a melhor compreensão dessa interação do patógeno 

com o hospedeiro. 
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