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Resumo

As infecções do trato respiratório são extremamente comuns sendo, o Vírus
Sincicial Respiratório Humano (hRSV) o principal agente etiológico das infec-
ções virais agudas do trato respiratório inferior, resultando mundialmente em
mais de 3 milhões de casos muito graves de bronquiolite por ano. A infecção
promove o influxo de células imunes populando o tecido predominantemente
com neutrófilos. Estimulado pelo epitélio infectado e por proteínas virais, os
neutrófilos secretam seu material genético imiscuído com enzimas granulares
que formam as armadilhas extracelulares neutrofílicas (NETs). Essas estrutu-
ras possuem ampla atividade microbicida, porém apresentam grande potencial
citotóxico, sendo comumente associadas a grande parte do dano tecidual, com
consequente agravamento do quadro clínico. Pacientes infectados com hRSV
apresentam grande quantidade de neutrófilos e elevado nível de enzimas neu-
trofílicas nas secreções do trato respiratório, entretanto pouco se sabe sobre a
capacidade anti-hRSV dessas proteínas. Intuindo contribuir na elucidação do
papel das NETs na infecção por hRSV, propôs-se avaliar o efeito de algumas
enzimas sobre a replicação do hRSV in vitro. Para tanto, o efeito da replicação
do hRSV, isoladamente ou na presença de diversas concentrações de enzimas das
NETs (Mieloperoxidase, Proteínase 3, Catepsina G e Elastase) foi caraterizado e
quantificado através de análises morfológicas, ensaios de viabilidade utilizando
células HEp-2, perfil eletroforético e ensaios de redução de placas de lise. A
presença de Proteinase 3, Catepsina G e Elastase reduziu a morte celular e a
formação de placas de lise induzidas pela infecção, bem como a formação de
sincícios, uma característica da replicação in vitro. O perfil eletroforético sugere
que a proteína F viral, envolvida nos processos de adesão e fusão, interage com
estas enzimas gerando pesados complexos ou mesmo clivagem da proteína viral.
O conjunto dos resultados, associado ao descrito na literatura, indica que as enzi-
mas das NETs possuem relevante efeito anti-hRSV, provavelmente via interação
com as proteínas de superfície do vírion, como a proteína de fusão F.

Palavras-chave: hRSV. Armadilhas Extracelulares Neutrofílicas. Antiviral.



Abstract

Respiratory infections are extremely common, and the Human Respiratory Syncy-
tial Virus (hRSV) is the main etiologic agent of acute viral infections of the
lower respiratory tract, resulting in more than 3 million very serious cases of
bronchiolitis worldwide each year. The infection promotes the influx of immune
cells populating the tissue predominantly with neutrophils. Stimulated by the
infected epithelium and viral proteins, neutrophils secrete their genetic material
intermingled with granular enzymes that form the neutrophil extracellular traps
(NETs). These structures have huge microbicidal activity, but have cytotoxic
potential, being commonly associated with a large part of tissue damage, with
consequent worsening of the clinical condition. Patients infected with hRSV
have a large amount of neutrophils and a high level of neutrophilic enzymes in
respiratory tract secretions, however little is known about the anti-hRSV capacity
of these proteins. Intending to contribute to the elucidation of the role of NETs in
hRSV infection, it was proposed to evaluate the effect of some enzymes of NETs
upon hRSV replication in vitro. Therefore, the effect of hRSV replication, alone
or in the presence of different concentrations of NETs enzymes (Myeloperoxi-
dase, Proteinase 3, Cathepsin G and Elastase) was characterized and quantified
through morphological analyzes, cell viability tests, electrophoretic profile and
reduction of lysis plates. The presence of Proteinase 3, Cathepsin G and Elastase
reduced cell death and the formation of lysis plaques induced by infection, as
well as the formation of syncytia, a characteristic of in vitro replication. The
electrophoretic profile suggests that the viral F protein, involved in the adhesion
and fusion processes, interacts with those enzymes generating heavy complexes
or even cleavage of the viral protein. Our results, in association with literature,
indicates that NETs enzymes have a relevant anti-hRSV effect, probably via
interaction with virion surface proteins, such as the fusion protein F.

Keywords: hRSV. Neutrophil extracellular traps . Antiviral.
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constam na Tabela 10. Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . 104

Figura 39 – Interação entre o Palivizumabe e a Proteína de Fusão do
hRSV. O trímero que compõem a proteína de fusão do hRSV
apresenta 2 estados conformacionais predominantes, pré e
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tacado em azul). Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . . . . 105
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em concentrações de Palivizumabe por 2 horas e em seguida
inoculado em monocamadas de células HEp-2. A viabili-
dade foi mensurada 72 horas pós-infecção e as absorbâncias
convertidas conforme a Equação 5.2. Os dados constam na
Tabela 11. Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106

Figura 41 – Proteção Celular da Mieloperoxidase. O hRSV foi pré-incubado
em Mieloperoxidase (0,2–32 µmol/mL) por 2 horas e em
seguida inoculado em monocamadas de células HEp-2. A
viabilidade foi mensurada 72 horas pós-infecção. Os dados
do gráfico constam na Tabela 12. Fonte: o autor. . . . . . . . 108

Figura 42 – Proteção Celular da Proteinase 3. O hRSV foi pré-incubado
em diferentes concentrações de Proteinase 3 (0,1–16 µmol/mL)
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células HEp-2. A viabilidade foi mensurada 72 horas pós-
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Celular conforme a Equação 5.2. Os dados do gráfico cons-
tam na Tabela 13. Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . . . 110
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tam na Tabela 14. Fonte: o autor. . . . . . . . . . . . . . . . 112

Figura 44 – Proteção Celular da Elastase. O hRSV foi pré-incubado em
diferentes concentrações de Elastase (0,2–32 µmol/mL) por
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Figura 45 – Perfil eletroforético da proteína r hRSV F fornecido pelo
fabricante. M infica a faixa do marcador de peso molecular,
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Figura 46 – Esquema gel de poliacrilamida. Após o protocolo de colo-
ração com nitrato de prata as faixas foram selecionadas (1,
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1 Introdução

1.1 Epidemiologia

As infecções do trato respiratório de etiologia viral são extremamente
comuns. Ao respirar, internalizamos um grande volume de ar, expondo as células
epiteliais do trato respiratório a partículas em suspensão que podem carregar
agentes patogênicos (fômites).

O hRSV é o principal agente etiológico de infecções agudas do trato
respiratório inferior, estima-se que praticamente todas as crianças com até 2 anos
de idade tenham sido infectadas pelo menos uma vez. O hRSV infecta também
adultos de todas as idades, principalmente idosos e indivíduos imunocomprome-
tidos. Na maioria dos casos, o indivíduo imunocompetente consegue resolver a
infecção sem maiores complicações em menos de uma semana [11].

O hRSV geralmente infecta através do contato direto dos aerossóis expeli-
dos durante a tosse ou expiro de um indivíduo contaminado, com as mucosas
nasais, bucais e oculares de outras pessoas [11]. Crianças com até 2 anos de idade
ou adultos com hábitos onicofágicos são especialmente susceptíveis ao contágio
de diversas doenças, incluindo o hRSV, devido ao constante contato das mãos
com a mucosa bucal[12].

Os dois subtipos de hRSV tem distribuição mundial e são altamente
contagiosos, sendo comum encontrar um indivíduo concomitantemente infectado
pelo subtipo A e B[13]. Vários estudos relacionam as formas mais graves de
infecção respiratória aguda com o subtipo A[14, 15]. As infecções por hRSV
ocorrem o ano todo, entretanto, é nos meses de inverno que costumam ocorrer os
surtos epidêmicos e o maior número de casos graves que requerem hospitalização
[16].

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), estima-se que
todo ano ocorram mais de 64 milhões de novos casos de infecções por hRSV
ao redor do mundo e cerca de 5% deles requerem hospitalização, resultando em
mais de 150 mil mortes anuais[17].
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1.2 O Vírus Sincicial Respiratório Humano (hRSV)

1.2.1 Histórico

Em 1955, pesquisadores do Walter Reed Army Research Institute (Washing-
ton, US) relataram sintomas de infecção do trato respiratório superior (tosse,
espirros e coriza) em dezenas de chimpanzés do instituto. O agente etiológico
foi isolado e denominado Chimpanzee Coryza Agent (CCA). Alguns meses
depois, trabalhadores do instituto que tiveram contato direto com os animais
diagnosticados com CCA, apresentaram sintomatologia semelhante à descrita
pelos chimpanzés infectados[18].

“upper respiratory infection occurred in a laboratory worker who
was working with CCA and who had had intimate contact with the
experimentally infected chimpanzees”, (Morris et al., 1956).

No ano seguinte, pesquisadores isolaram um vírus a partir de crianças com
pneumonia com as mesmas características citopatológicas do CCA[19]. Embora
tenha sido identificado somente nos anos 50, outros pequisadores já haviam
descrito sintomatologia e achados histológicos semelhantes aos apresentados
por humanos e animais infectados com CCA em crianças e idosos desde os anos
30[20].

1.2.2 Taxonomia e nomenclatura

O Human orthopneumovirus, também conhecido como Vírus Sincicial
Respiratório Humano (hRSV) foi durante muitos anos considerado membro da
família Paramyxoviridae, entretanto, sua classificação e nomenclatura sofreram
várias alterações recentes.

A classificação vigente estabelecida pelo International Committee on
Taxonomy of Viruses agrupa três espécies no Gênero Orthopneumovirus (Ví-
rus Sincicial Respiratório Humano, Murino e Bovino), entretanto, outras três
espécies são apontadas como possíveis integrantes desse gênero.

https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/mononegavirales/w/pneumoviridae/738/genus-orthopneumovirus
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1.2.3 Genoma e estrutura

O hRSV é um vírus de RNA fita simples de sentido negativo e seu genoma
possui cerca de 15,2 kb (kilobase pair) distribuídos em 10 genes que codificam
11 proteínas devido a fase de leitura aberta no gene M2. As proteínas virais
podem ser classificadas em estruturais, quando constituem alguma parte da
partícula viral infectante (vírion), ou não estruturais, quando não compõem a
estrutura do vírion (Figura 1). O hRSV possui duas proteínas não estruturais
(NS1 e NS2) e 9 proteínas estruturais (N, P, M, SH, G, F, M2 e L)[21].

  

N
S1
N
S1

N
S2
N
S2 SHS
HNN PP MM GG FF M2M2 LL3´ 5´ 

Não estruturais Proteínas de Superfície

Figura 1 – Esquema da distribuição dos genes do hRSV. O hRSV possui 10
genes, destacado em tons de verde as proteínas transmembrana que
medeiam as etapas iniciais do processo de adesão e internalização.
Fonte: o autor.

Os genes mais próximos da região promotora e, portanto, os primeiros a
serem codificados, originam duas pequenas proteínas não estruturais denomina-
das NS1 e NS2, que, nos diversos estágios da replicação, auxiliam na transcrição
do restante do genoma, além de inibirem a sinalização de interferons do tipo 1
(IFN1) e de apoptose[22].

A primeira proteína estrutural a ser transcrita (N) origina capsômeros que,
quando agrupados ao redor do genoma, formarão o capsíde. No hRSV a associa-
ção do capsíde ao genoma forma um complexo de simetria helicoidal conhecido
como nucleocapsídeo, que confere estabilidade e resistência as RNAses, além de
e atuar na regulação da transcrição do RNA viral [22].

A fosfoproteína P (Phosphoprotein) atua como cofator na síntese de RNA,
interage com as proteínas N e L mantendo-as na forma solúvel, aumentando sua
disponibilidade e favorecendo a formação de complexos como os nucleocapsí-
deos, além de auxiliar o encapsulamento do RNA viral[23].

O envelope viral é constituído majoritariamente pela proteína M (Ma-
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trix), que, nos estágios iniciais da infecção, pode atuar inibindo a transcrição
das moléculas da célula hospedeira, priorizando a transcrição das moléculas
virais[24]. A proteína M desempenha papel crucial no brotamento da partícula
viral, interagindo com a actina e atuando no complexo ribonucleoprotéico (RNP),
facilitando a montagem e inibindo atividade transcricional do nucleocapsídeo
antes da encapsulação[25].

A menor proteína estrutural SH (Small Hydrofobic) ainda não tem fun-
ção claramente definida. Alguns trabalhos indicam que a proteína SH atua em
conjunto com a proteína G melhorando a atividade da proteína F [26]. Outros
estudos suscitam que a proteína SH possa inibir a apoptose em diferentes linha-
gens celulares de mamíferos pelo bloqueio do TNF-α mediado pela sinalização
apoptótica, ou, ainda, que a proteína SH altere a permeabilidade da membrana
[27].

Existe somente um sorotipo de hRSV subdividido em dois principais
grupos antigênicos[28]. Dentre as particularidades de cada subtipo, as variações
na glicoproteína G são utilizadas atualmente na determinação de qual subtipo
um isolado de hRSV pertence, geralmente através de ensaios de neutraliza-
ção in vitro e pela reatividade a anticorpos monoclonais[29]. A glicoproteína G
(Glycosylated) provavelmente interage com um receptor heparina e/ou outro
glicosaminoglicano, aderindo o vírion à membrana da célula hospedeira, estabi-
lizando sua posição e dando início a etapa de internalização[30]. Essa interação
inicial não é essencial para que ocorra a infecção in vitro, entretanto, sem a ela a
replicação é reduzida[31].

A proteína transmembrana mais estudada é a proteína F (Fusion), res-
ponsável pela fusão do envelope viral à membrana citoplasmática, liberando o
nucleocapsídeo no citosol [30]. A proteína F do hRSV apresenta estrutura seme-
lhante à proteína de fusão de outros virus respiratórios como o influenza, o que a
torna um alvo interessante para o desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais
de amplo espectro (Figura 2)[32]. Além disso, trabalhos realizados com mutantes
deficientes em proteína G e/ou SH demonstram que a proteína F isoladamente
é capaz de realizar todas as etapas iniciais que culminam na fusão do vírion a
célula hospedeira in vitro [33–35].

Devido a uma fase de leitura aberta, o gene M2 codifica duas proteínas:
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Figura 2 – Detalhe da estrutura da proteína F. A proteína F é traduzida como
precursor F0, o peptídeo de sinal (SP) é clivado ainda no transporte
intracelular. A proteína passa ainda por mais duas clivagens que
culminam na liberação de um pequeno peptídeo solúvel (pep27),
induzindo a transição da conformação pré-fusão (PDB: 4JHW) para a
pós-fusão (PDB: 3RRT) que levam a aproximação e fusão do envelope
viral com a membrana do hospedeiro. Fonte: o autor.
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M2-1 e M2-2. A proteína M2-1 é essencial para a replicação viral, pois promove
a transcrição do mRNA viral, prevenindo a parada precoce da transcrição por
um mecanismo ainda em estudo [36, 37]. Acredita-se que a proteína M2-1 interaja
com o mRNA em formação, estabilizando o complexo de transcrição (RNP) e/ou
que a M2-1 melhore a atividade da polimerase, aumentando sua afinidade pelo
RNA genômico [38].

O balanço entre a transcrição e replicação é mediado pela proteína M2-2,
que atua em conjunto com as proteínas não estruturais (NS1 e NS2), princi-
palmente nos estágios finais da infecção, auxiliando na etapa de montagem do
vírion [39].

A maior proteína viral é denominada L (Large), com cerca de 250 kDa,
apresenta seis regiões conservadas entre a família dos vírus de RNA com polari-
dade negativa de fita simples, o que a torna um alvo promissor para as pesquisas
de compostos com atividade antiviral de amplo espectro [40]. A proteína L é
essencial para a replicação do hRSV, atua como uma RNA-polimerase-RNA-
dependente (expansão do genoma), auxilia na formação da estrutura do cap e no
processo de poliadenilação [41, 42].

O hRSV é um vírus envelopado (possui bicamada lipídica oriunda da
célula hospedeira) de RNA de fita simples e sentido negativo não segmentado.
Os vírions são pleomórficos, entretanto, as formas mais comumente descritas
são as esféricas e as cilíndricas (filamentosas). O tamanho do vírion pode variar
de 120–350 nm, em culturas de células HEp-2, Tiwari et al.[43] em um trabalho
que registrou a morfologia dos vírions via microscopia atômica, os descrevem
como protusões citoplasmáticas com diâmetro de 150–200 nm.

As proteínas transmembrana (SH, G e F) são ligadas ao envelope viral
(M) e se estendem através da bicamada lípica formando picos superficiais de
8–12 nm [22]. No interior do envelope, as proteínas M2-1 e M2-2 ficam dispersas
enquanto que as demais proteínas (N, P e L) associam-se ao RNA, formando o
complexo RNP (Figura 3).
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Figura 3 – Esquema de distribuição das proteínas estruturais do hRSV. As pro-
teínas transmembrana (também denominadas proteínas de superfície)
F, G e SH medeiam as etapas iniciais da infecção (adesão e internali-
zação). Fonte: o autor.

1.2.4 Ciclo replicativo

Embora o mecanismo de infecção do hRSV não seja totalmente descrito,
sabe-se que ele compreende basicamente as mesmas etapas do ciclo replicativo
dos demais vírus respiratórios: adesão, internalização, proliferação e brotamento.

O vírus adsorve nas proteínas da membrana da célula hospedeira sendo
o contato inicial mediado principalmente pela proteína G, que interage com
receptores celulares, aproximando e estabilizando o vírion na superfície da mem-
brana celular. Diversos trabalhos descrevem os prováveis receptores celulares
envolvidos nessa fundamental etapa da replicação do hRSV e, até o momento
sabe-se apenas quais são os prováveis candidatos. Um estudo recente descreveu
uma co-localização entre vírions aderidos e a presença superficial da nucleolina
na membrana celular, porém, isoladamente as proteínas não interagiram [31, 44, 45].

Após a adesão a proteína F é clivada por uma protease celular, liberando
um pequeno peptídeo solúvel (p27) e expondo o peptideo de fusão. O peptideo de
fusão interage com as membranas celulares do hospedeiro, criando perturbações
que culminam na fusão entre o envelope viral e a membrana celular, liberando o
complexo RNP e as proteínas da matriz no citosol[22].
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Ao atravessar a membrana celular, as proteínas virais iniciam a transcrição
do mRNA e do antigenoma. Os mRNA recém-transcritos são traduzidos em
novas proteínas virais pelo maquinário celular e o antigenoma é transcrito nova-
mente dando origem a uma cópia do genoma, ampliando o número de genomas
disponíveis para a transcrição[36].

O ciclo de transcrição/tradução permanecerá ativo durante todo o curso
da infecção, amplificando o número de proteínas virais no citosol, formando os
corpúsculos de inclusão. As proteínas M2-1, M2-2, NS1 e 2 regulam a atividade
do complexo RNP estabelecendo um equilibro entre a produção de proteínas
virais e da montagem e brotamento dos vírions [46].

A montagem do envelope viral acontece em regiões específicas da super-
fície celular onde a proteína M interage com o complexo RNP e as proteínas
SH, G e F, encapsulando o RNP e herdando uma bicamada lipídica da célula
hospedeira durante o processo de brotamento[47].

1.2.5 Patologia

O hRSV normalmente entra pelas mucosas do trato respiratório superior
onde infecta via porção apical majoritariamente células do epitélio nasofaríngeo.
O período de incubação extende-se por cerca de 5 dias (intensa replicação viral
assintomática) e o pico de título viral geralmente é atingido logo após essa fase
[48].

As células epiteliais infetadas sofrem alteração da expressão de receptores
de superfície envolvidos na ativação da resposta imune, aumentando a expressão
de Toll-like receptors e Proteína Quinase R. No contexto de replicação viral, o
lavado nasal de crianças com bronquiolite causada por hRSV apresenta níveis
elevados de diversos mediadores pró-inflamatórias de citocinas e quimiocinas,
como: IL 8, 10, 12, TNF-α e IFN-γ [49].

A presença viral favorece, ainda, a expressão de moléculas de adesão
intercelular (ICAM), aumentando a interação de leucócitos circulantes com o
endotélio pulmonar e, consequentemente, contribuindo para o influxo e ativação
leucocitária[50].

No decorrer da infecção, algumas proteínas virais passam a ser expressas
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na superfície das células infectadas, incluindo a proteína de fusão F e, conse-
quentemente, a intensa replicação viral culmina na fusão de células epiteliais
adjascentes, formando massas multinucleadas de citoplasma (sincícios), o que
leva a disfunção e necrose tecidual[51].

No trato respiratório superior, os principais sintomas relatados em crianças
infectadas por hRSV são rinorreia, febre baixa, prostração, tosse e respiração
ofegante. Em adultos infectados são relatados faringite, rinorreia, fadiga, tosse,
cefaleia, mal-estar e febre[52].

A maioria das infecções por hRSV se restringem ao trato respiratório
superior, com duração média de até 8 dias. Os fatores envolvidos e a forma
como a infecção transita do trato respiratótio superior para o inferior ainda não
são completamente descritos, porém, presume-se que partículas virais sejam
aspiradas durante a respiração e/ou que a infecção se alastre pelo epitélio até os
pulmões[48].

No trato respiratório inferior, a replicação viral associada a co-infecções
bacterianas induz intenso influxo leucocitário, causando pneumonia e/ou bron-
quiolite severa, o que bloqueia as as vias aéreas pela produção excessiva de
muco, edema e debris celulares. Nesse contexto a infecção pode durar meses, a
respiração torna-se ofegante, difícil e dolorosa, agravando o quadro clínico do
paciente, que pode vir a óbito por falência respiratória [53].

1.3 Neutrófilos e a infecção por hRSV

Ao longo da infecção, os mediadores inflamatórios secretados pelas cé-
lulas epiteliais chegam à corrente sanguínea, onde são detectados pelas células
efetoras do sistema imune, induzindo os processos de adesão e transmigração.
Os neutrófilos são células da imunidade inata encontrados predominantemente
na corrente sanguínea que reagem prontamente aos estímulos, migrando via
quimiotaxia pelos tecidos até o sítio inflamatório[54].

Durante a infecção por hRSV, os neutrófilos correspondem a cerca de 70%
do infiltrado celular decorrente da resposta imune inata induzida pela replicação
do hRSV[52], atuando em conjunto com as barreiras físicas como linha de defesa
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inicial, reconhecendo patógenos via Pathogen-associated molecular pattern
(PAMPs) e secretando mediadores inflamatórios[54].

Neutrófilos circulantes (inativos) são células de vida curta, durando cerca
de 7 horas. Contudo, quando estimulado pela presença de patógenos e mediadores
inflamatórios (ativos), podem durar até uma semana ou mais. Co-infecções
bacterianas estão normalmente associadas a inflamação aguda crônica causada
pelo hRSV e, nesse sentido, os neutrófilos exercem papel fundamental na defesa
inata do epitélio respiratório[55].

O mecanismo clássico de eliminação de microrganismos pelos neutrófilos
é a fagocitose. Durante a fagocitose, prolongamentos citoplasmáticos envolvem
o patógeno, internalizando-o e formando o fagossomo. No citosol, o fagossomo
se funde aos grânulos neutrofílicos, expondo o patógeno a um arsenal de enzimas
microbicidas e a altas taxas de espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen
Species, ROS)[56].

Após a inativação e/ou degradação do patógeno, o neutrófilo geralmente
entra em processo apoptótico, fragmentando seu DNA sem ruptura do envelope
nuclear e formando vacúolos autofágicos. Os corpos apoptóticos, então, são
removidos do tecido pelos macrófagos, prevenindo a exposição dessa estruturas
citotóxicas ao sítio inflamatório[56].

Esse ciclo (ativação, migração, fagocitose e apoptose) permanece ativo até
a resolução e/ou normalização dos mediadores inflatórios no tecido. Entretanto, a
característica resposta do epitélio infectado, associada ao elevado influxo de neu-
trófilos observado nos casos mais graves de hRSV, induz a produção exacerbada
de mediadores inflamatórios, atuando como uma alça de retroalimentação posi-
tiva, que mantém o tecido inflamado[57]. De fato, a presença deste tipo celular e
seus produtos atingem níveis considerados elevados durante a bronquiolite aguda,
podendo causar dano tecidual e agravamento do quadro clínico do paciente[57].

1.3.1 Armadilhas Extracelulares Neutrofílicas (NETs)

Os neutrófilos são células versáteis, com dezenas de mecanismos anti-
microbianos descritos. Em determinadas condições e sob certos estímulos, os
neutrófilos são capazes de projetar seu conteúdo intracelular, incluindo seu pró-
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prio DNA, formando uma espécie de rede que captura e/ou inativa patógenos.
Esse processo foi descrito em 2004 por Brinkmann et al., que registrou a forma-
ção das NETs (Neutrophils Extracellular Traps) e seu efeito bactericida (Figura
4)[1].
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Figura 4 – Aspecto das Armadilhas Extracelulares Neutrofílicas (NETs). Sob
certos estímulos, neutrófilos iniciam o mecanismo de liberação das
NETs, formando estruturas capazes de capturar e/ou inativar micro-
organismos. Fonte: adaptado de Brinkmann et al.[1] e Brinkmann e
Zychlinsky[2].

A formação das NETs é um processo ativo e distinto da necrose e apop-
tose, que envolve o rearranjo da arquitetura nuclear (com descondensação da
cromatina), citoplasmástica e granular do neutrófilo [2]. O processo de liberação
das NETs não envolve a exposição extracelular de fosfatidilserina na membrana
e nem fragmentação do DNA[58].

A descrição e caracterização dos processos celulares que culminam na
projeção do material genético avançou muito na última década, entretanto, esse
ainda é um campo em ampla expansão, recheado de perguntas ainda sem res-
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postas. Dentre os processos já descritos para a liberação das NETs, podemos
destacar os dois principais: mecanismo suicida e mecanismo vital[10].

O mecanismo suicida foi o primeiro a ser descrito e recebeu esse nome
justamente porque o neutrófilo perde a viabilidade durante o processo que en-
volve a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). É o mecanismo mais
bem descrito, marcado pelo comprometimento das membranas mediado pela
Gasdermina D (GSDMD), pela mistura dos componentes nucleares e citoplasmá-
ticos, seguido de desintegração da membrana plasmática e liberação das NETs
(Figura 5)[59].

No mecanismo vital os neutrófilos permanecem viáveis, capazes de fago-
citar patógenos, e sua vida útil não é reduzida pela perda de material genético[60].
É um processo independente da ativação da GSDMD, portanto, não há com-
prometimento da membrana plasmática ou nuclear, o material genético a ser
liberado pode ser oriundo do núcleo celular via liberação de vesículas “blebs”,
ou de origem mitocondrial (Figura 5)[3].
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Figura 5 – Principais tipos de liberação das NETs. Sob determinados estímulos,
alguns neutrófilos desencadeiam alterações intra e extracelulares,
liberando parte do seu material genético imiscuído em conteúdo
granular. Fonte: adaptado de Burgener e Schroder[3].
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As NETs podem ser produzidas frente a vários estímulos como: bactérias,
fungos, protozoários entre outros[1, 61, 62]. In vitro, diversos estímulos indutores
de NETs foram descritos, sendo o Acetato de Forbol Miristato (PMA) e o
Lipopolissacarídeo (LPS) os mais comumente empregados. Além disso, alguns
trabalhos descrevem, ainda, a produção espontânea de NETs [63–65].

As NETs são compostas basicamente por filamentos de cromatina descon-
densada e, associadas a essa estrutura básica, é possível encontrar praticamente
todo o arsenal de enzimas contidas nos grânulos neutrofílicos. Essas enzima
atuam em várias etapas essenciais para que ocorra a formação e liberação das
NETs.

1.3.2 Enzimas Granulares

Em condições de repouso, a maior parte das enzimas neutrofílicas ficam
armazenadas dentro dos grânulos, porém, quando o neutrófilo é ativado, essas
enzimas passam a desempenhar diversas atividades que vão muito além da sua
capacidade microbicida, alterando a expressão de receptores celulares, ativando
e inativando citocinas e quimiocinas, além de atuar nas vias de apoptose e nos
mecanismos de liberação de NETs[66].

Embora as NETs sejam predominantemente compostas por DNA, o perfil
das proteínas imiscuídas a essa estrutura varia de acordo com o tipo de meca-
nismo de liberação de NETs e, consequentemente, do estímulo indutor[10].

A Tabela 1.3.2 relaciona a presença (marcadas com o sinal "+") nas NETs
de proteínas associadas à cromatina e de enzimas granulares, formadas frente a
diferentes estímulos[10].

Algumas enzimas granulares desempenham papel crucial para que haja
a formação de NETs. Neutrófilos estimulados por PMA induzem a produção
de Espécies Reativas de Oxigênio pelo complexo NADPH oxidase, ativando
a proteína Mieloperoxidase e promovendo sua dissociação, juntamente com a
dissociação da Elastase dos grânulos primários, em um processo parcialmente
descrito[67].

No citosol, a Elastase interage com um dos elementos essenciais do cito-
esqueleto, degradando a actina filamentosa e, consequentemente, imobilizando
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Tabela 1 – Proteínas encontradas nas NETs. A composição das NETs pode variar
de acordo com o estímulo indutor e, embora seja composta predo-
minantemente de DNA, diversos componentes celulares associados
participam ativamente do processo e são liberados durante o me-
canismo de liberação das NETs. Fonte: modificado de Petretto et
al.[10].

Estímulo
Proteína Gene UniProt PMA LPS Espontâneo

Histona H1 HIST1H1D P16402 +
Histona H2A1J HIST1H2AJ Q99878 + + +
Histona H2A2B HIST2H2AB Q8IUE6 +

Histona H3 H3F3B K7EK07 + + +
Histona H4 HIST1H4A P62805 + + +

Mieloperoxidase MPO P05164 + + +
Catepsina G CTSG P08311 + + +

Elastase ELANE P08246 + +
Proteinase 3 PRTN3 P24158 + +

Lisozima LYZ F8VV32 + +

o neutrófilo. No núcleo celular a proteína Mieloperoxidase e a Elastase atuam
sinergicamente mediando a descondensação da cromatina via clivagem das his-
tonas (H4 e H2B)[68]. Além disso, diversas enzimas granulares como a Catepsina
G, Proteinase 3 e Elastase interagem com a Gasdermina D, clivando-a em um
processo fundamental para a formação dos poros de GSDMD[59].

A presença recorrente das proteínas granulares nas NETs, secretadas via
diferentes estímulos, evidencia o importante papel dessas enzimas no mecanismo
de liberação das NETs (Tabela 1.3.2). A ausência de expressão de Elastase
e/ou Mieloperoxidase reduzem drasticamente a formação de NETs no modelo
murino[68].

Apesar da imensa atividade bactericida, imunomodulatória e angiogênica,
exercida pelas enzimas granulares, a produção excessiva de NETs em tecidos
sensíveis é associada a diversas patologias graves, além de ser apontada como
responsável pelo agravamento do quadro clínico de pacientes com inflamações
crônicas[69].

Lavados brônquicos de pacientes com infecção respiratória aguda contém

https://www.uniprot.org/uniprot/P16402
https://www.uniprot.org/uniprot/Q99878
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8IUE6
https://www.uniprot.org/uniprot/K7EK07
https://www.uniprot.org/uniprot/P62805
https://www.uniprot.org/uniprot/P05164
https://www.uniprot.org/uniprot/P08311
https://www.uniprot.org/uniprot/P08246
https://www.uniprot.org/uniprot/P24158
https://www.uniprot.org/uniprot/F8VV32
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elevada quantidade de NETs. Nesse contexto, as fibras das NETs podem atuar
como um espessante de muco, dificultando a expectoração e comprometendo a
fisiologia pulmonar[52]. Certamente a liberação excessiva ou acúmulo de NETs
provoca dano tecidual devido a natureza de sua composição (DNA, histonas e
proteases) e pela sua capacidade de induzir processos inflamatórios, causando
doenças vasculares como trombose e aterosclerose[54, 70].

Diversos autores relatam a elevada quantidade de NETs nos pulmões como
uma característica da infecção causada pelo hRSV. De fato, em 2015, Funchal et
al. demonstraram que o contato de neutrófilos com partículas virais pode induzir
a formação de NETs via mecanismo dependente de ROS[71, 72].

Durante a infecção por hRSV, neutrófilos são maciçamente recrutados para
as vias respiratórias e produzem NETs em contato com o hRSV, promovendo
inflamação, dano tecidual e comprometimento da função respiratória, como
consequência do espeçamento do muco. Apesar disso, o efeito das NETs sobre
as partículas do hRSV ainda não foi esclarecido.

1.4 Tratamento das Infecções Causadas por hRSV

Desde sua descoberta nos anos 50, foram testados centenas de abordagens
para combater as infeções do trato respiratório causadas pelo hRSV. A despeito
disso, as atuais opções de tratamento são escassas e insuficientes e, na maior parte
dos casos, medidas de alívio dos sintomas, suporte ventilatório e manutenção do
estado geral são indicadas[73].

Existem somente dois medicamentos aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento das infecções por hRSV, o Palivizumabe
e a Ribavirina.

As proteínas de superfície viral do hRSV tem sido alvo de diversos estudos
que visam neutralizar a infecção viral pela inativação dessas proteínas[74, 75].
Mutantes sem as demais proteínas de superfície (G e SH) são capazes de replicar
in vitro, o que indica que a proteína F e a única indispensável para que ocorra a
infecção[34]. Essa, dentre outras características, torna a proteína hRSV F um alvo
ideal para o desenvolvimento de vacinas e drogas mais eficazes.
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Nesse sentido, já foi demonstrado que o anticorpo monoclonal Palivizu-
mabe é um neutralizante específico para a proteína F, oferecendo uma proteção
passiva às crianças pertencentes aos grupos de risco, o que evita o aparecimento
de doenças mais severas [76, 77]. O Palivizumabe interage em sítio conservado
(presente conformações pré e pós-fusão) e inativa a proteína F, reduzindo a capa-
cidade do vírion de fundir seu envelope com a membrana da célula hospedeira
e, consequentemente, reduzindo a formação de sincícios e a replicação viral[78].
Entretanto, a profilaxia com Palivizumabe é recomendada apenas a indivíduos
pertencentes aos grupos considerados de risco, como os neonatos prematuros e as
crianças com doenças cardíacas crônicas e/ou imunocomprometidos. Além disso,
o custo do tratamento com o Palivizumabe é considerado elevado, restringindo
ainda mais sua aplicabilidade [76, 79]

A Ribavirina é análogo nucleosídeo de guanina com atividade antiviral
de amplo espetro contra hepatites A, B e C, influenza A e B, parainfluenza e
herpes, que tem sido usado no tratamento de casos graves de infecções do trato
respiratório inferior causadas por hRSV desde a década de 80. Entretanto, os
mecanismos pelos quais a Ribavirina exerce sua atividade antiviral nunca foram
completamente elucidados[80]. Pode ser administrado por via oral, intra-venosa
e na forma de aerosol, entretanto, a eficácia desse tratamento aparenta estar
relacionada a um diagnóstico precoce da infecção por hRSV, o que geralmente
não é possível devido à similaridade sintomática com outras infecções[81].

Novos anticorpos monoclonais e diversas vacinas estão em desenvolvi-
mento. Apesar disso, ao longos dos mais de 60 anos, dezenas de candidatos com
promissora atividade anti-hRSV não apresentaram resultados satisfatórios em
estudos clínicos de fase 2 e 3[82]. Concomitantemente, novas estratégias tem sido
propostas como forma alternativa de reduzir a infeção viral utilizando molécu-
las de baixo peso molecular, descrevendo diversos inibidores com promissora
atividade anti-hRSV[83, 84].

Além disso, baseadas na elevada quantidade de NETs reportadas pela
análise de lavados brônquicos de pacientes com casos graves de bronquiolite
causada por hRSV, terapias focadas na administração de Desoxirribonuclease
aerolizada (DNAse) têm sido propostas. Entretanto, até o presente, a eficácia
desse tratamento tem sido questionável[85, 86].
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A amplificação do espectro de estudos que desenvolvam compostos e/ou
novas estratégias de combate ao hRSV é fundamental para reduzir as infecções e
controlar a doença, principalmente em locais com grande fluxo de indivíduos
suscetíveis, tais como hospitais e creches. As infecções causadas pelo hRSV são
um problema mundial ainda sem solução, gerando grande impacto nos sistemas
de saúde pública e interrompendo a vida de crianças e idosos.

Nesse sentido, o atual desafio é produzir uma vacina eficaz e de ampla
proteção, capaz de induzir a imunidade para os dois subtipos de hRSV (A e
B), especialmente em idosos, crianças e recém-nascidos, nos quais o índice de
reinfecção é alto devido à imaturidade do sistema imunológico, ou descrever
uma droga capaz de minimizar as complicações decorrente da infecção e, con-
sequentemente, reduzir os índices de hospitalizações e mortes associadas as
infecções agudas do trato respiratório inferior, causadas pelo hRSV.



135

8 Conclusão

Nesse trabalho demonstramos que enzimas provenientes das NETs pos-
suem atividade anti-hRSV in vitro. As infecções do trato respiratório são um
grave problema de saúde pública mundial, resultando em milhões de casos graves
de bronquiolite anualmente, sendo o hRSV o principal agente etiológico das infe-
ções respiratórias agudas do trato inferior. O hRSV promove o influxo de células
imunes, populando o tecido predominantemente com leucócitos polimorfonu-
cleares cuja (neutrófilos), células versáteis, com intensa atividade microbicida e
imunomodulatória. No contexto da inflamação causada pelo hRSV, os neutrófilos
produzem NETs, estruturas compostas principalmente por DNA e enzimas gra-
nulares. Embora a capacidade anti-hRSV das NETs seja ainda pouco conhecida,
é certo que a secreção ou acúmulo dessas estruturas nos tecidos causa danos e
compromete a fisiologia pulmonar. O aprofundamento desse e de outros estudos
envolvendo as NETs e suas enzimas, certamente contribuirão na elucidação do
papel dassas estruturas no contexto inflamatório, principalmente nas infeções
agudas do trato respiratório inferior de etiologia viral.
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