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RESUMO

Os neutrofilos sé@o células essenciais do sistema imune inato, sendo responsaveis por
atuar na linha de defesa inicial contra infecgdes. Uma de suas fungbes contra
patdgenos é um tipo peculiar de morte celular programada conhecida como netose,
onde eles liberam estruturas extracelulares chamadas “armadilhas extracelulares de
neutréfilos” (NETs). As NETs s&o compostas por DNA, histonas e proteinas
antimicrobianas, desempenhando um papel fundamental na captura e eliminacéo de
patégenos. Existem trés tipos de netose: netose suicida, netose vital e a netose
mitocondrial. No contexto da netose suicida, os neutréfilos passam por um processo
de descompactacdo da cromatina e rompimento da membrana nuclear, liberando
fibras de cromatina decoradas com histonas e outras proteinas. Essas histonas, como
H1, H2A, H2B, H3 e H4, sdo componentes criticos das NETs. As histonas em NETs
podem provocar anormalidades morfologicas e rupturas de membrana, afetando a
integridade celular de microrganismos patogénicos. Em associacdo a outros
peptideos antimicrobianos, as histonas exibem uma maior atividade inibitéria contra
alguns microorganismos, possuindo um papel crucial na indugédo de morte celular.
Além disso, a capacidade em se ligar a lipopolissacarideos através de interacdes
eletrostaticas sugere um mecanismo de captura de células bacterianas com maior
afinidade por bactérias Gram-negativas. Também, a histona pode perturbar a
organizacdo do DNA bacteriano e suprimir sua transcricao, interferindo na biogénese
dos componentes celulares. Coletivamente, os estudos analisados evidenciam o
potencial das histonas como agentes antimicrobianos, destacando suas interacdes
complexas com componentes bacterianos e a possibilidade de desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas baseadas em sua atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Armadilhas extracelulares de neutrofilos. Netose. Resisténcia
antimicrobiana.
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ABSTRACT

Neutrophils are essential cells of the innate immune system, acting as the initial line of
defense against infections. One of their functions against pathogens is a peculiar type
of programmed cell death known as netosis, where they release extracellular
structures called “neutrophil extracellular traps” (NETs). NETs are composed of DNA,
histones, and antimicrobial proteins, and play a fundamental role in the capture and
elimination of pathogens. There are three types of netosis: suicidal netosis, vital
netosis, and mitochondrial netosis. In the context of suicidal netosis, neutrophils
undergo a process of chromatin decompaction and disruption of the nuclear
membrane, releasing chromatin fibers decorated with histones and other proteins.
These histones, such as H1, H2A, H2B, H3, and H4, are critical components of NETS.
Histones in NETs can cause morphological abnormalities and membrane ruptures,
affecting the cellular integrity of pathogenic microorganisms. In association with other
antimicrobial peptides, histones exhibit greater inhibitory activity against some
microorganisms, playing a crucial role in inducing cell death. Furthermore, the ability
to bind to lipopolysaccharides through electrostatic interactions suggests a mechanism
of bacterial cell capture and greater affinity for Gram-negative bacteria. In addition,
histones can disrupt bacterial DNA organization and suppress its transcription,
interfering with the biogenesis of cellular components. Collectively, the studies
analyzed demonstrate the potential of histones as antimicrobial agents, highlighting
their complex interactions with bacterial components and the possibility of developing
new therapeutic strategies based on their antimicrobial activity.

Keywords: Neutrophil Extracellular Traps. NETosis. Antimicrobial resistance.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Origem e estrutura dos neutrofilos

Os neutréfilos constituem a populacdo de leucdcitos circulantes mais
abundante, circulam como células esféricas com vérias projecbes membranosas,
nacleo polimérfico multilobulado e citoplasma com granulos de composi¢ao
heterogénea, contendo proteinas granulares caracteristicas, como a mieloperoxidase
(MPO), lactoferrina e gelatinase (como a Elastase Neutrofilica - NE), que lhes
permitem cumprir sua funcdo antibacteriana. Sao produzidos na medula 6ssea, sendo
que um humano adulto produz mais de 1 x 10! neutréfilos por dia, com duragdo em
meédia de 8 horas a 12 horas na circulacdo sanguinea, podendo chegar até 5 dias
(Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Borregaard, 2010).

S8o células essenciais na imunidade, atuando fundamentalmente em
processos de inflamagdo aguda e modulando a resposta a infecgbes por
microrganismos comensais ou patogénicos, que em maioria, sdo reconhecidos e
rapidamente atacados (Amulic, 2012; Burn, 2021). Dado que os neutréfilos também
podem danificar os tecidos do hospedeiro, sua implantacéo é rigorosamente regulada
e esta interligada aos mecanismos de reconhecimento, enfrentamento e eliminacéo
de patdgenos por meio de trés principais estratégias: fagocitose, degranulacéo e
NETose — processo de liberacdo de armadilhas extracelulares por neutrofilos —
(Zharkova et al., 2019).

7z

Na medula 6ssea, a célula mieloide multipotente € a precursora dos
granulécitos, com o mieloblasto sendo a célula mais imatura ja comprometida a formar
os trés tipos de granulécitos (neutréfilos, eosindéfilos ou basdfilos). Quando surgem
granulacdes citoplasméticas especificas nessa célula, ela passa a ser chamada de
promielécito. Durante a maturagcdo, a celula evolui para mielocito, metamielocito,
granulécito com nucleo em bastonete e, finalmente, neutrdfilo (Figura 1) (Junqueira;
Carneiro, 2023a). O tempo total desde o aparecimento do mieloblasto até a maturacéo

completa dos neutréfilos, tornando-os células circulantes no sangue, € de
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aproximadamente 11 dias (Junqueira; Carneiro, 2023a).

Figura 1 — Maturacédo dos neutrofilos

Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte Band Cell Mature
Neutrophil

Primary Granules —
Secondary Granules IEEEEEEEE————
Tertiary
Granules »
Secretory
Vesicles

Fonte: Lehman; Segal (2020).

1.2 Componentes dos Neutréfilos

Dentre os componentes celulares dos neutréfilo, o nacleo e os granulos
citoplasmaticos sdo os que mais chamam a atencdo. O nucleo de um neutréfilo é
multilobulado, geralmente com dois a cinco I6bulos conectados por filamentos de
cromatina. Além de proporcionar protecdo ao genoma, o nucleo regula a expressao
génica por meio da remodelacdo da cromatina, transcricdo e processamento e
exportacdo de RNA (Carvalho et al., 2015). E delimitado pelo envelope nuclear, que
consiste em uma membrana bilipidica nuclear dupla, proteinas transmembrana
associadas e lamina nuclear, com funcbes de proteger e isolar a cromatina e o
nucleoplasma do citoplasma, além de ser estrutura estabilizadora e relativamente
rigida. Abrangendo a membrana dupla nuclear, o complexo ligante do nucleo e do
citoesqueleto é formado por proteinas do envelope que medeiam o acoplamento
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nuclear citoesquelético e a transmisséao de forcas biomecanicas do citoplasma para o

nucleoplasma e vice-versa (Manley; Keightley; Lieschke, 2018).

bY

Subjacente a membrana nuclear esta a lamina nuclear, uma estrutura
semelhante a uma malha composta por filamentos intermediarios de laminas,
proteinas que se prendem a interface nucleoplasmatica da membrana nuclear interna
por meio de proteinas integrais do envelope nuclear (Gerace; Blum; Blobel, 1978). A
lamina nuclear fornece suporte mecanico e influencia a forma, o tamanho, a
flexibilidade e a replicacdo do nucleo. Além disso, ela interage com a cromatina,
ancorando-a a borda nuclear nos dominios associados a lamina. O nucleoplasma, que
€ 0 material onde a cromatina e outras estruturas estao presentes, preenche o nucleo

(Davidson; Lammerding, 2014).

A cromatina é formada pelo DNA e proteinas associadas a ele, especialmente
as proteinas histonas, cujas funcdes vdo além do empacotamento do material
genético, sendo responsaveis pela primeira linha de controle da expressao génica. As
proteinas histonas condensam a cromatina, reduzindo o comprimento das moléculas
de DNA, por meio da formag&o dos nucleossomos, as unidades fundamentais da

cromatina (Junqueira; Carneiro, 2023b).

Ja o citoplasma dos neutréfilos contém varios subconjuntos de granulos que
desempenham um papel crucial no armazenamento de proteinas antimicrobianas,
proteases, e outros componentes essenciais para a resposta oxidativa. Esses
granulos também abrigam uma diversidade de receptores de membrana com
afinidade por moléculas de adesdo endotelial, proteinas da matriz extracelular,
produtos bacterianos e mediadores inflamatorios soldveis. A movimentacdo dos
granulos € o que permite ao neutrofilo exercer sua funcdo efetora na imunidade
(Faurschou; Borregaard, 2003). As proteinas dos granulos séo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e processadas no aparelho de Golgi, onde recebem o
acabamento final e sdo direcionadas para seus destinos. A formacdo dos granulos
(granulopoiese) comeca no estagio de maturagdo, durante a transi¢cao de mieloblasto
para promieldcito, momento em que vesiculas imaturas se fundem no aparelho de

Golgi, originando os primeiros granulos (Bainton; Farquhar, 1966).

Os granulos primarios por seu alto teor de mieloperoxidase (MPO) foram
denominados de “granulos positivos para peroxidase” (Figura 2), mais adiante, devido

a sua afinidade pelo corante basico Azul A, foram denominados de granulos azurofilos
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(Bainton; Ullyot; Farquhar, 1971).

Figura 2 — Microscopia eletrénica de um neutrofilo regular

N: ndcleo; PG: granulos primarios (corados positivamente para mieloperoxidase); SG: granulos
secundarios. Fonte: Jan et al. (2006).

Os granulos negativos para peroxidase, com base no tempo de aparecimento
e conteudo de proteinas da matriz granular, podem ser subdivididos em granulos
especificos (secundarios — Figura 2) e de gelatinase (terciarios). Granulos especificos
sdo formados nos mieldcitos e metamieldcitos e possuem alto teor de lactoferrina e
um baixo teor de gelatinase, enquanto granulos de gelatinase se formam em células
em bastonetes e neutrofilos segmentados, tendo baixo teor de lactoferrina, mas alto

teor de gelatinase (Kjeldsen et al., 1993).

Assim como os granulos primarios (azuroéfilos), os granulos secundarios
(especificos) e terciarios contém varios peptideos que interagem e combatem
microrganismos (Faurschou; Borregaard, 2003). Grande parte da lipocalina associada
a gelatinase neutrofilica e da lactoferrina esta presente nos granulos secundarios,
juntamente com a pentraxina 3, haptoglobina, proteina antimicrobiana catidnica
humana-18 e olfactomedina-4. Nos granulos terciarios, a concentracéo de gelatinase
€ de aproximadamente 43%, conforme andlise espectrométrica de massa, e eles

compartiiham 18% das proteinas com os granulos azurofilos, além de conterem
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heparan-a-glucosaminide N-acetyltransferase, Ig-R FcR, IgE e polipeptideo | de alta

afinidade, entre outros (Rgrvig et al., 2013).

1.3 Granulos azurofilos

Os granulos azurdfilos apresentam grande heterogeneidade em tamanho,
forma e véarias subpopulacbes com caracteristicas fisicas, citoquimicas e
morfolégicas. A proteina definidora dos granulos positivos para peroxidase, a
mieloperoxidase (MPO), € uma hemoproteina microbicida que tem peso molecular de
150 kDa e € liberada nos fagossomos ou no espaco extracelular apés ativacéo dos
neutréfilos. A MPO reage com o peroxido de hidrogénio (H202), produzido pela
NADPH oxidase (complexo enzimatico que atua na transferéncia de elétrons para o
oxigénio molecular através de membranas), aumentando seu potencial toxico. A
oxidacgao de cloreto, tirosina e nitrito pelo sistema H202— MPO resulta na formagéo de
acido hipocloroso (HCIO) e outros produtos de cloragéo, como radicais de tirosina e
intermediarios reativos de nitrogénio. Por serem altamente reativos, esses produtos
possuem capacidade de interagir com as membranas de microrganismos,

contribuindo para a atividade microbicida dos neutréfilos (Klebanoff, 1999).

Além da MPO, outro constituinte principal dos granulos azuréfilos séo as alfa-
defensinas. Correspondendo a 5% do todo o conteudo proteico dos neutrdfilos, as
alfa-defensinas sdo pequenos peptideos catibnicos (~3,5 kDa), antimicrobianos e
citotéxicos. Assim como a MPO, as alfas-defensinas dos neutrofilos humanos
apresentam atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de bactérias, fungos,
virus envelopados e protozoarios (Ganz et al.,, 1985), e exercem seu efeito
antimicrobiano através da formacdo de poros transmembranares multiméricos
(Wimley; Selsted; White,1994). Outras proteinas granulares azuréfilas sdo as serina
proteases, proteinase 3, catepsina G, elastase de neutrdfilos, proteina indutora de
permeabilidade bacteriana (BPI) e a protease enzimatica inativa CAP37 (também

conhecida como azurocidina) (Faurschou; Borregaard, 2003).
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1.4 NETs: armadilhas extracelulares de neutrofilos

As armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) — do inglés “Neutrophil
Extracellular Traps” — fazem parte do repertério de mecanismos antimicrobianos
desses granulocitos. A composicdo global das NETs ndo estd completamente
estabelecida, mas sabe-se serem estruturas compostas de granulos e componentes
do nucleo que, como teias, capturam e matam bactérias extracelularmente. Brinkmann
et al. (2004) detalham as NETs como fibras muito frAgeis que, em microscopia
eletrbnica de varredura de alta resolucdo (MEV), apresentam trechos com um
didmetro de 15 nm a 17 nm e dominios globulares de cerca de 25 nm gque se agrupam

em fios maiores com diametros de até 50 nm (Figura 3).

As amostras obtidas por Obemayer et al. (2014) mostraram NETs semelhantes,
in vitro, sendo o principal componente fios de DNA, entrelacados irregularmente e
formando agregados que se emaranham com bactérias. Os locais onde os fios
grossos se desintegram para formar uma malha mais fina séo frequentemente
associados a pequenas saliéncias globulares, que também podem se agrupar para
formar agregados maiores. Essas saliéncias correspondem em forma e tamanho
(cerca de 25 nm) aos “dominios globulares” (Figura 3) dos NETs descritos por
Brinkmann et al. (2004).
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Figura 3 — NETs em microscopio eletrénico de varredura

(A; B) NETs: armadilhas extracelulares de neutréfilos ativados com Phorbol 12-myristate 13-acetate.
PMN: Células polimorfonucleares (neutréfilos). Fonte: Adaptado de Della Coletta et al. (2015).
(C) Fibras lisas de NETs (15 a 17 nm, pontas de seta) e dominios globulares (25nm, seta).
Fonte: Adaptado de Brinkmann et al. (2004).

1.4.1 NETose: liberacdo das NETs

O processo pelo qual os neutrofilos liberam as NETs € chamado NETose.

Originalmente a NETose era considerada um tipo de morte celular dos neutréfilos
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alternativa a necrose e a apoptose (Borregaard, 2010). Entretanto, Yipp; Kubes (2013)
discorreram em seu trabalho a existéncia da NETose suicida, a NETose vital e
NETose mitocondrial (Figura 4), nas quais os neutréfilos podem matar ou inibir,

extracelularmente, microrganismos, como bactérias, fungos e parasitas.

Figura 4 — Tipos de NETose: (I) suicida; (ll) vital e (lll) mitocondrial

(1) Suicidal NETosis

v

2-20h

(I) Vital NETosis

v

10-60 min

(1l1) Mitochondrial NETosis

15-20 min

Fonte: Liang et al. (2024).

A NETose suicida ocorre por um processo gradual que envolve a
descondensacédo da cromatina, o inchago do nucleo e a liberagdo do nucleoplasma
para o citoplasma, o que resulta na perfuragcdo da membrana celular e na formacao
de NETSs, culminando na morte do neutréfilo. Em contraste, a NETose vital permite a
liberacdo das NETs sem a morte celular, possibilitando que as fun¢gbes normais da
célula continuem. Também na NETose mitocondrial, a liberagdo de DNA mitocondrial
pelos neutrdéfilos ocorre de forma independente da morte celular (Figura 4) (Tan; Aziz,
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Wang, 2021; Yipp; Kubes, 2013; Yousefi et al., 2009).

Bactérias, virus, fungos, protozoarios e helmintos estdo entre 0s organismos
capazes de induzir a liberacdo de NETs (Diaz-Godinez; Carrero, 2019). Além disso,
moléculas de lipopolissacarideo (LPS), ionoforos (moléculas que se ligam a ions
metalicos), Phorbol-12-miristato-13-acetato (éster de forbol com diversas interacbes
celulares), diversas citocinas inflamatérias (IL-1y, TNF-y, IL-8, IFN-y), cristais (urato
monossodico, alimen) e complexos imunes (sollveis e imobilizados) também podem
induzir a formagéao de NETs (Bornhofft et al., 2019; Ortmann; Kolaczkowska, 2017,
Song et al., 2019).

Fuchs et al. (2007) relataram que no processo de NETose induzido por Phorbol-
12-miristato-13-acetato (PMA), os nucleos dos neutréfilos comecam a perder seus
I6bulos, e a cromatina a se descondensar, enquanto a membrana nuclear permanece
intacta. Apos 180 min o envelope nuclear se desintegra em numerosas pequenas
vesiculas e a cromatina se descondensa, entrando em contato direto com o0s
componentes citoplasmaticos e granulares, causando o desaparecimento dos
granulos e a mistura dos componentes celulares. Toda a elastase de neutrofilos (NE)
se associa a cromatina, que de forma integra, € liberada para o espaco extracelular,

caracteristica essencial das NETs (Fuchs et al., 2007).

Outros mecanismos de ativacdo da NETose envolvem a translocacdo da NE
para o nucleo em decorréncia da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
pela enzima NADPH oxidase (NOX2) ou pela ativagédo da peptidil arginina deiminase
4 (PAD4, enzima que catalisa a desaminacéao e citrulinacao de residuos de arginina
em proteinas) em resposta ao aumento do influxo de calcio extracelular (Diaz-godinez
et al., 2018). A PAD4 ativada induz a formacao de histona H3 citrulinada no nucleo,
que por sua vez promove a despolimerizacdo da cromatina e sua liberacdo por
exocitose para formar NETs (Zhang et al., 2022; Von Kéckritz-Blickwede; Winstel,
2022).

A formacdo das NETs pode depender tanto de ROS fagoss6micos
(dependentes de NADPH) quanto de ROS mitocondriais, ou pode ocorrer sem a
participacdo de nenhuma delas. Diferentes estudos relataram a independéncia de
ROS na formagéo de NETSs, destacando que fatores como 0 ambiente experimental,
a natureza dos indutores de NETs, 0s agentes patogénicos e a resposta imune

influenciam esse processo (Ortmann; Kolaczkowska, 2017).
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Independente dos estimulos, na maioria dos casos, a ativacdo de enzimas
granulares como NE e MPO ou membros da familia PAD (peptidylarginine deiminase),
principalmente PAD4, sdo indispenséaveis (Neubert et al., 2019). Também é importante
enfatizar que diferentes estimulos podem conferir composi¢des diferenciais de NET.
No entanto, ainda ndo estd completamente claro como essas variacdes na
composicao se refletem em funcdes protetoras ou patoldgicas distintas das NETs
(Shafgat et al., 2022).

1.4.2 Componentes da NETs

As estruturas fibrosas das NETSs, liberadas durante a NETose, contém uma
variedade de proteinas antimicrobianas, incluindo aquelas associadas ao DNA, bem
como proteinas granulares e citoplasmaticas. Essas redes sdo capazes de capturar
diferentes tipos de microrganismos, eliminando-os por meio da exposicdo a
concentracdes locais elevadas de peptideos antimicrobianos (Urban et al., 2009). No
entanto, é importante destacar que as vias de ativacao e as variacfes da NETose

ainda sdo temas em debate.

Ainda que a composicao das NETSs varie de acordo o estimulo de sua liberacao,
de maneira geral, tais estruturas contém, além de moléculas de DNA e histonas, que
representam cerca de 70% das proteinas associadas, uma diversidade de proteinas
de neutréfilos e proteinas bactericidas/aumentadoras de permeabilidade (BPI).
Estudos de protedmica e imunofluorescéncia identificaram cerca de 30 proteinas
diferentes compondo as NETS, incluindo proteinas de granulos azuroéfilos, como NE,
catepsina G e MPO, proteinas de granulos secundarios e terciarios, como lactoferrina
e gelatinase, além de defensinas, catelicidina (LL-37), calprotectina, proteinase 3 e
proteinas citosolicas como as S100. A alta concentragdo dessas proteinas
antimicrobianas é responsavel pela captura e eliminacédo de patdgenos, reforcando a
funcdo microbicida das NETs (Brinkmann et al., 2004; Li et al., 2022; Negreros; Flores-
Suarez, 2021; Ngo et al., 2022; Ortmann; Kolaczkowska, 2017; Urban et al., 2009;
Zharkova et al., 2019).
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1.5 Histonas

As histonas sé@o pequenas proteinas nucleares que formam os nucleossomos
e interagem com os acidos nucleicos devido a sua alta carga positiva, conferida pelos
residuos de lisina e arginina. Elas atuam como reguladoras da transcricdo do DNA,
funcionando como um “interruptor" que controla 0 acesso ao material genético
(Szatmary et al., 2018; Moiana; Aranda; De Larrafiaga, 2021). No entanto, as histonas
também sdo encontradas no citoplasma, nas membranas celulares e no fluido
extracelular, onde atuam na defesa do hospedeiro e promovem respostas
inflamatorias (Li et al., 2022). Tais proteinas catibnicas podem formar estruturas
anfipaticas a-helicoidais e, portanto, compartilham caracteristicas essenciais dos
peptideos antimicrobianos catiénicos (CAMPS), sendo um importante componente
antimicrobiano das NETs (Agak et al., 2021).

Duas moléculas de cada um dos quatro tipos de histonas — H2A, H2B, H3 e
H4 — se unem para formar um cerne octamérico. O DNA se enrola em torno desse
cerne, dando cerca de 1,7 volta, o que resulta na formag&o do nucleossomo (Figura
5). Esse padrdo se repete ao longo da cadeia de DNA em intervalos regulares,
constituindo o primeiro nivel de compactacdo do material genético, o nucleossomo.
Com a participacao da histona H1, os nucleossomos se dobram em um padréo de zig-
zag, formando as fibras de cromatina com 30 nm de espessura, levando o DNA a um
nivel maior de compactacao (Junqueira; Carneiro, 2023b).
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Figura 5 — Estrutura do nucleossomo

Nucleosome “bead”
(8 histone molecules +
146 base pairs of DNA)

Fonte: Caputi; Candeletti; Romualdi (2017).

Cada histona possui uma cauda N-terminal caracterizada pela presenca de
residuos de lisina e arginina, que se projetam para fora da estrutura central. Estas
regides amino-terminais sdo altamente flexiveis e passam por diversas modificacbes
pos-traducionais, como acetilacao, fosforilacdo, metilacao, ubiquitinacdo, sumoilagao
e ADP-ribosilagéo, as quais desempenham um papel crucial na replicacdo do DNA e
na regulacdo da expressédo génica (Grunstein, 1997). Os padrdes de metilagao,
fosforilagdo e acetilagdo das histonas atuam como marcadores do estado
transcricional de genes em varias doencas, estando associados a condi¢cdes
inflamatdrias (Helin; Dhanak, 2013).

Em 1958, James Hirsch relatou pela primeira vez os efeitos bactericidas das
histonas, embora o mecanismo de acdo ainda nao estivesse claro. Hirsch prop6s que
a capacidade bactericida das histonas se devia a interacdo positiva dessas proteinas
com componentes aniénicos da parede celular bacteriana, causando danos a barreira
osmotica. Posteriormente, sugeriu-se que as histonas extracelulares, especialmente
H3 e H4, seriam citotoxicas para o endotélio, indicando que tais proteinas
desempenhariam mdltiplas fungdes, tanto no ndcleo quanto no ambiente extracelular
(Xu et al., 2009).
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RESUMO

Este artigo revisou estudos recentes sobre a atividade antimicrobiana de histonas e
suas interacdes em armadilhas extracelulares (NETS). As histonas podem provocar
anormalidades morfoldgicas e rupturas de membrana, afetando a integridade celular
de microrganismos patogénicos. Em associacdo a outros peptideos antimicrobianos,
as histonas exibem uma maior atividade inibitéria contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans e possuem um papel crucial na inducéo
de morte celular bacteriana. Junto com outros peptideos antimicrobianos, como a
mieloperoxidase, as histonas operam sinergicamente para matar a bactéria
Pseudomonas aeruginosa. Além disso, a capacidade em se ligar a lipopolissacarideos
através de interacdes eletrostaticas sugere um mecanismo de captura de células
bacterianas e mais afinidade a bactérias Gram-negativas. Estudos adicionais com
biomateriais miméticos de NETs se mostraram de grande importancia para entender
o funcionamento dessas. Coletivamente, os estudos analisados evidenciam o
potencial das histonas como agentes antimicrobianos, destacando suas interagdes
complexas com componentes bacterianos e a possibilidade de desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas baseadas em sua atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Armadilhas extracelulares de neutréfilos. Netose. Resisténcia
antimicrobiana.
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ABSTRACT

This paper reviewed recent studies on the antimicrobial activity of histones and their
interactions in extracellular traps (NETs). Histones can cause morphological
abnormalities and disrupt cellular integrity in pathogenic microorganisms. In
association with other antimicrobial peptides, histones exhibit greater inhibitory activity
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Candida albicans, playing a
crucial role in inducing bacterial cell death. Furthermore, their ability to bind to
lipopolysaccharides through electrostatic interactions suggests a mechanism for
capturing bacterial cells and a greater affinity for Gram-negative bacteria. Additional
studies with NET-mimetic biomaterials have proven to be very important for
understanding their function. Collectively, the analyzed studies demonstrate the
potential of histones as antimicrobial agents, highlighting their complex interactions
with bacterial components and the possibility of developing new therapeutic strategies
based on their antimicrobial activity.

Keywords: Neutrophil Extracellular Traps. NETosis. Antimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

A descoberta de novos antibiéticos tem estagnado nos ultimos anos, enquanto
a resisténcia bacteriana continua a crescer de forma alarmante, resultando em
infeccbes cada vez mais dificeis de tratar e potencialmente letais. Diante dessa crise,
€ urgente o desenvolvimento de estratégias antimicrobianas alternativas. Uma
abordagem promissora envolve a exploragédo dos mecanismos naturais de defesa do
organismo, os quais podem ser a base para novas terapias que superem a resisténcia
bacteriana, oferecendo alternativas mais eficazes no combate as infec¢des (Doolin et
al., 2020; Duong; Gross; Siryaporn, 2020).

Os neutrdfilos sédo células que atuam como a "primeira linha" de defesa contra
patégenos no local da inflamacdo. Eles desempenham papeis fundamentais na
eliminacdo de microrganismos e parasitas, na regulacéo do sistema imunolégico e no
desenvolvimento de doencas (Zharkova et al., 2019). Como os neutrofilos também
podem causar danos aos tecidos do hospedeiro, sua acao € rigorosamente regulada
por trés principais mecanismos: fagocitose, degranulacao e liberacdo de armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs — Neutrophil Extracellular Traps) (Zharkova et al.,
2019).

NETs sdo grandes estruturas extracelulares semelhantes a teias, compostas
por proteinas granulares montadas em arranjos de cromatina (DNA) descondensada,
as quais prendem, neutralizam e matam bactérias, fungos, virus e parasitas,
prevenindo sua disseminacdo (Negreros; Flores-Suéarez, 2021). A NETose (liberacao
das NETS), inicialmente vista como morte celular dos neutrdfilos, pode ser de trés
tipos: suicida, vital e mitocondrial. Na suicida, ocorre a morte celular e liberagéo de
NETSs; na vital, as NETs sdo liberadas sem que haja a morte do neutréfilo; e na
mitocondrial, apenas o DNA mitocondrial é liberado (Borregaard, 2010; Yipp; Kubes,
2013; Yousefi et al., 2009).

A NETose suicida ocorre por um processo gradual que envolve a
descompactacdo da cromatina, o inchago do ndcleo e a liberagcdo do nucleoplasma
para o citoplasma, o que resulta na perfuragdo da membrana celular e na formacgao
de NETSs, culminando na morte do neutréfilo. Em contraste, a NETose vital permite a

liberacdo das NETs sem a morte celular, possibilitando que as fun¢gbes normais da
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célula continuem. Também na NETose mitocondrial, a liberacdo de DNA mitocondrial
pelos neutrofilos ocorre de forma independente da morte celular (Tan; Aziz; Wang,
2021; Yipp; Kubes, 2013; Yousefi et al., 2009).

A composicdo exata das NETs é variavel, e sua diversidade parece depender
dos diferentes estimulos que desencadeiam sua liberacdo (Negreros; Flores-Suarez
et al., 2021; Burgener et al., 2020). Estudos detalhados de NETs por microscopia
eletrdnica de varredura e confocal, bem como andlises protedmicas, mostraram que
estas sdo compostas de finas fibras de cromatina decoradas com cerca de 30
proteinas de neutréfilos, enzimas de origem granular e histonas nucleares — H2A,
H2B, H3, H4 e H1 — (Ortmann; Kolaczkowska, 2017).

Dentre os componentes-chave das NETs, as histonas, pequenas proteinas
nucleares inicialmente descritas como empacotadoras de DNA, se destacam. Nos
nucleossomos, tais proteinas interagem com acidos nucleicos devido a sua carga
positiva, controlando a transcricdo génica e a compactacdo do DNA (Moiana et al.,
2021; Szatmary et al., 2018). No entanto, as histonas também estdo presentes no
citoplasma, membranas celulares e fluido extracelular, atuando na defesa do
hospedeiro e promovendo respostas inflamatorias (Li et al., 2022). Sendo hidrofobicas
e catibnicas, formam estruturas a-helicoidais anfipaticas, compartilhando
caracteristicas dos peptideos antimicrobianos catiénicos (CAMPS), o que as torna

importantes componentes antimicrobianos das NETs (Agak et al., 2021).

As histonas tiveram sua ag&o microbicida observada pela primeira vez em
1942, ganhando mais atencdo apés a descoberta das NETs (Duong et al., 2020). As
histonas H2A, H3 e H4, por exemplo, apresentaram atividade anti-estafilocécica por
mecanismos como danos a membrana, formacé&o de poros ou perturbacgéo celular sem
alteracdes morfolégicas evidentes (Pietrocola et al., 2019). A interacdo das histonas
com lipopolissacarideos (LPS) também sugere acdo antimicrobiana pela ligacdo a
membrana bacteriana (Li et al., 2022). Apesar dos avangos, 0S mecanismos de acao
das histonas contra microrganismos dentro das NETs ainda sdo pouco
compreendidos e escassamente abordados na literatura cientifica. Como a
compreensado desses processos haturais pode oferecer novas abordagens
terapéuticas no combate as bactérias resistentes e a crise global de resisténcia
antimicrobiana, esta revisdo busca elucidar como as histonas exercem suas

propriedades microbicidas na NETose suicida.
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METODOLOGIA

Definicdo do método e estratégias de busca

Esse trabalho €é uma revisdo sistematica da literatura, onde o
Framework/acronimo “3WH” foi utilizado, aplicando-se o0s seguintes termos:
Who/quem: Histonas; What/ o que: Ac¢ao microbicida; When/onde: Em nets;

How/como: Revisédo sistemaética da literatura.

As seguintes palavras-chaves e Operadores Booleanos foram utilizados como
estratégias de busca: (["Antimicrobial"] OR ["Anti-Infective Agents"]) AND ("Histones")
AND (["extracellular traps"] OR ["Neutrophil extracellular traps”] OR ["'Netosis"]) AND
"Anti-Infecciosos" AND "Histonas" AND "Armadilhas Extracelulares". As buscas foram
realizadas nas seguintes bases de dados: Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
PubMed, e Portal de Periodicos da CAPES.

Para organizar e filtrar os temas abordados em cada artigo retornado nas
buscas, foi elaborado um Fluxograma PRISMA 2020 (Page et al., 2021). Esse
fluxograma proporciona uma representacao visual de todo o processo de busca e
selecdo de artigos nas bases de dados, detalhando a quantidade de artigos obtidos
com a aplicacdo das estratégias de busca em cada base até o final, destacando

quantos foram efetivamente utilizados (Rethlefsen et al., 2021).

Critérios de elegibilidade e excluséo

Durante a revisdo, foram considerados elegiveis os artigos cientificos
provenientes de: 1) pesquisa originais; 2) publicados nos idiomas portugués e inglés;
3) disponiveis em texto integral; 4) que tenham sido publicados nos ultimos cinco anos.
Como critério de exclusdo, ndo foram selecionados artigos de revisdo e textos nao

revisados por pares (literatura cinzenta) como teses, dissertacdes, monografias.

Os artigos recuperados de todas as bases de dados selecionadas foram

importados para o software de gerenciamento de referéncias Mendeley Desktop
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(Elsevier, 2024), onde as duplicatas foram identificadas e eliminadas. Em seguida,
realizou-se uma triagem individual com a leitura dos titulos e resumos, excluindo os
artigos que ndo atendiam aos critérios de elegibilidade. Para o0s resumos

selecionados, os artigos completos foram revisados de forma detalhada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final das buscas nas bases de dados, foram identificados 263 artigos: 78 na
PubMed, 73 na BVS e 112 na CAPES. Apds a remocédo das duplicatas e registros cujo
texto ndo se encontrava disponivel na integra, 126 artigos permaneceram. Aplicando
os critérios de elegibilidade e exclusao, foram excluidos 32 artigos com base no titulo,
44 pelo resumo, 8 por ndo aderirem ao tema e 45 por se tratarem de revisdes. No

total, 8 artigos foram selecionados para a andlise deste estudo (Figura 1).

Artigos recuperados de Artigos removidos antes da triagem:
diferentes bases de dados: Inelegiveis por automacio (n= 0)

BVS (n=173) Duplicatas removidas pelo Mendey (n= 98)
PubMed (n= 78) y N Duplicatas remavidas manualmente (n=12)
CAPES (n=112) Texto incompleto (n=16)

Total (n= 263) (Total n= 126)

v

Artigos avaliados de acordo

Exclusoes:

" Apds leitura do titulo (n= 32)
cc_nn'.l _os criterios de— . Apds leitura do resumo (n= 44)
elegibilidade e exclusao: y § Artigos sem aderéncia ao tema (n= 8)

(n=137) Revisdes de literatura (n= 45)

‘ Total (n=129)

Artigos incluidos no estudo:

a
g
e
m

(n=8)

Figura 1. Fluxograma PRISMA do processo de busca e selecdo de artigos nas bases de dados
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), PubMed, e Portal de Periddicos da CAPES. O processo foi
realizado com o auxilio do software de gerenciamento de referéncias Mendely (Elsevier, 2024).
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A andlise dos artigos revelou avancos no papel das histonas e NETs na defesa
antimicrobiana. Estudos destacaram a interferéncia das histonas no gradiente de
prétons bacterianos e na organizagcdo cromossdmica, além de sua interagdo com
proteinas da parede celular de Candida albicans, identificando novos mecanismos
patogeno-hospedeiro. Inspirados pelas NETs, foram desenvolvidas microredes
antimicrobianas e NETs sintéticas, permitindo analises sobre suas funcgdes,
especialmente contra Staphylococcus aureus. Além disso, a proteina FnBPB de S.
aureus foi identificada como protetora contra a agéo das histonas. Detalhes dos artigos
recuperados por meio das estratégias de buscas aqui aplicadas podem ser vistos na
tabela 1.

Tabela 1. Artigos recuperados das plataformas Biblioteca Virtual em Saude (BVS), PubMed e

Portal de Periédicos da CAPES e utilizados no presente estudo.

Autor/ano

Titulo do artigo

Descricao geral do estudo

Doolin et al. (2020)

Karkowska-Kuleta et
al. (2019)

Pietrocola et al. (2019)

Song et al. (2019)

Tanaka et al. (2022)

Yang et al. (2023)

Yang et al. (2021)

Mammalian histones facilitate
antimicrobial synergy by
disrupting the bacterial proton
gradient and chromosome
organization

Proteinous components of
Neutrophil Extracellular Traps
are arrested by the cell wall
proteins of Candida albicans
during fungal infection, and can
be used in the host invasion.

Fibronectin-binding protein B
(FnBPB) from Staphylococcus
aureus protects against the
antimicrobial activity of histones

Antimicrobial microwebs of
DNA-histone inspired from
Neutrophil Extracellular Traps

Dual roles of extracellular
histone H3 in host defense: its
differential regions responsible
for antimicrobial and cyto- toxic
properties and their modes of
action

Synthetic Neutrophil
Extracellular Traps dissect
bactericidal contribution of NETs
under regulation of a-1-
antitrypsin

Dosage-dependent antimicrobial
activity of DNA-histone
microwebs against
Staphylococcus aureus

Investiga como as histonas de
mamiferos podem facilitar a sinergia
antimicrobiana interferindo no
gradiente de protons bacterianos e na
organizagdo dos cromossomos.
Investiga a interacdo entre NETs e
proteinas da parede celular de
Candida albicans durante a infeccéo,
destacando um mecanismo de
patégeno-hospedeiro até entao
desconhecido.

Destaca o papel da proteina B de
ligacdo a fibronectina (FnBPB) de
Staphylococcus aureus na protecéo
das bactérias contra a atividade
antimicrobiana das histonas.
Desenvolve microredes
antimicrobianas, inspiradas em NETS,
fornecendo uma nova abordagem para
combater infec¢des bacterianas.

Explora os diferentes papeis da
histona H3 extracelular na defesa do
hospedeiro, destacando suas
propriedades antimicrobianas e
citotoxicas.

Desenvolveram NETSs sintéticas, que
permitiram uma andlise detalhada das
contribuicdes de cada componente.

Investiga a atividade antimicrobiana
dependente da dosagem de
microredes de DNA-histona contra
Staphylococcus aureus.
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Explora como o acido polissialico
(polySia) modula seletivamente as
propriedades antimicrobianas de
histonas especificas.

Polysialic acid modulates only
the antimicrobial properties of
distinct histones

Zlatina; Galuska
(2019)

Captura bacteriana por carga positiva e permeacdo de membrana

Em andlises da atividade antimicrobiana usando SEM (Scanning Electron
Microscopy/ Microscopio eletrénico de varredura), Tanaka et al. (2022) revelaram que
a histona H3 atua ha membrana plasmatica de microrganismos patogénicos, incluindo
fungos, e causa anormalidades morfolégicas e ruptura da integridade celular. Em seus
ensaios antimicrobianos, os autores fragmentaram a histona H3 em 4 partes (H3DP1-
4), evidenciando que o peptideo derivado H3DP2 mostra maiores atividades inibitorias
de crescimento contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans.
Além disso, H3DP2 induziu anormalidades morfolégicas, com concentracdes
significativas efetivas minimas, conforme observado com histona H3 de comprimento
total. Ainda, seus ensaios de ligacdo a endotoxina revelaram que o peptideo H3DP2,
bem como H3DP1 e H3DP4, é capaz de interagir tanto ao lipopolissacarideo (LPS)
quanto ao acido lipoteicoico (LTA), moléculas de superficie bacteriana Gram-
negativas e positivas, respectivamente, sugerindo que a histona H3 pode capturar
células bacterianas ligando-se a essas moléculas. Em contrapartida, o Unico peptideo
aniébnico, H3DP3, ndo apresentou atividade inibidora do crescimento contra 0s
microrganismos nem atividade de ligacdo a endotoxina, enfatizando que o potencial

antimicrobiano das histonas deriva da sua carga positiva (Tanaka et al., 2022).

Microteias (Microwebs) sintéticas, com diferentes fracdes de peso de histonas
(25%, 40%, 50% e 57%), foram desenvolvidas por Song et al. (2019) para melhor
compreender o funcionamento das NETs. Em seus ensaios, 0s autores demonstraram
uma maior densidade de células do patégeno urinario Gram-negativo E. coli
capturadas pelas Microwebs com carga positiva (potencial zeta positivo) em
comparacdo com as microteias sintéticas neutras e com carga negativa. Menos de
10% das células de E. coli se ligaram as Microwebs sintéticas carregadas
negativamente (-9 mV) e quase neutras (-1 a +1 mV). Também, a medida que o tempo

de incubacdo aumentava, algumas células de E. coli inicialmente ligadas a estas
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Microwebs sintéticas, separaram-se. O potencial de membrana dessas bactérias
destacadas foi elevado (=0 mV) em comparagao com a E. coli ndo tratada ({= -12
mV). Isso provavelmente foi causado pela adaptacdo das bactérias as Microwebs
sintéticas ou pela adsorcdo das histonas na parede celular bacteriana. Ainda, algumas
das células de E. coli aprisionadas em Microwebs sintéticas encolheram de forma
semelhante aquelas presas em NETSs, sugerindo, a permeacdo bem-sucedida do
iodeto de propidio nessas células, a perda da integridade da membrana (Song et al.,
2019).

Através de plagueamento e contagem de colbnias, Song et al. (2019)
confirmaram que as Microwebs sintéticas carregadas positivamente inibiram
eficientemente a disperséo de E. coli em comparagdo com as Microwebs carregadas
negativamente. O aprisionamento bacteriano dependente de carga pode ser explicado
por uma barreira de energia estabelecida pela interacao eletrostatica entre a parede
celular bacteriana (por exemplo, lipopolissacarideo) e Microwebs sintéticas. Nesse
caso, ha uma maior fracdo de histona catiénica (wnis> 40%) e, portanto, uma maior

forca eletrostatica aumentando a eficiéncia da captura bacteriana.

Auxiliarmente, o cultivo separado em DNA isolado e solu¢gBes de histonas,
demonstrou que a manutencéo da viabilidade das células de E. coli cultivadas na
solucdo de DNA isolado. Em contraste, um aumento na taxa de morte celular foi
observado apds células de E. coli serem cultivadas em uma série de solucbes de
histonas. A observacédo por microscopia eletronica de varredura (SEM) dessas células

mortas mostrou capsulas danificadas com poros hanoméetricos.

Apesar de experimentos de degradacdo mediada por DNases demonstrarem
que a rede de nanofibras de DNA também contribui para a inibicdo da proliferacéo
bacteriana, a histona, e ndo o DNA, se mostrou 0 componente bactericida direto contra
E. coli. (Song et al., 2019). Entretanto, sabemos que essa acao isolada das histonas
nao pode ser aplicada em NETSs in vivo, visto que se deve considerar diversos outros
componentes presentes nas NETs e no ambiente (Zlatina; Galuska, 2019; Yang et al.,
2023).

Um experimento adicional demonstrou que a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus é menos suscetivel a morte mediada por histonas em
comparacao com a Gram-negativa Escherichia coli, destacando diferencas na acéo

das histonas e NETs entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Yang et al.,
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2021). Essas observacdes indicam variacdes significativas nas respostas bacterianas
as NETs, dependendo das cepas bacterianas, além da constituicdo das préprias
NETs. Isso sugere que a permeabilidade das histonas policatidbnicas através da

parede celular bacteriana é um fator critico para sua atividade antimicrobiana.

Procurando uma melhor forma de reproduzir a atividade antimicrobiana das
NETSs, Yang et al. (2023) apresentou uma sintese de biomateriais miméticos de NETS,
com uma formulacdo bioquimica que representa uma gama mais ampla de
constituintes de tal estrutura. Importantes enzimas antimicrobianas, como a elastase
de neutréfilos (NE) e a mieloperoxidase (MPO) foram incorporadas em complexos
DNA-histona (DHCs) para avaliar suas contribuicdes para a morte de bactérias em
estruturas semelhantes a NET. Esta abordagem ascendente de sintese de materiais
biomiméticos fornece um modelo para relacionar a atividade antimicrobiana das NETs
com sua estrutura e composicao. Além disso, 0s autores investigaram a enzima alfa-
1-antitripsina (AAT) derivada de tecidos, na regulacéo da atividade antimicrobiana dos
NETs em um contexto epitelial pulmonar, para compreender a interacdo entre os NETs
e 0 ambiente tecidual (Yang et al., 2023).

O estudo selecionou diferentes proteinas antimicrobianas encontradas em
NETs contra uma cepa de Pseudomonas aeruginosa (PAO1) e obteve um modelo
biomaterial minimalista. As concentracdes fisiolégicas de proteinas NET, incluindo
histona, azurocidina, NE, MPO, catepsina G (CG) e lactoferrina (LTF) foram estimadas
usando suas razfes estequiométricas para DNA em NETs a partir da analise por
espectrometria de massa de NETs produzidos por neutrofilos. Os resultados
apresentaram que a histona (na concentracdo de 500 a 600 ug ml?t) interrompeu a
parede celular bacteriana e distorceu PAO1 em formas filamentosas. Na cultura
bacteriana tratada com as histonas, mais de 90% das PAO1 foram mortas, sugerindo
uma forte capacidade bactericida (Figura 2). Em contraste, outros componentes da
NET, incluindo DNA, NE e MPO, apresentaram-se menos potentes contra PAOL.
Observacgdes por microscopia eletronica de varredura revelam que os complexos
DNA-NE, DNA-MPO e DNA-CG obtidos sdo nanoparticulas amorfas. Essas
nanoparticulas aderem as paredes celulares das bactérias, mas nenhum dano distinto
na parede celular péde ser identificado. No geral, as histonas e a CG foram vistas
como 0s antimicrobianos mais potentes entre as proteinas testadas em concentracdes

fisiologicas dentro das NETs deste estudo (Yang et al., 2023).
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Figura 2. Micrografias capturadas por microscopia eletrébnica de varredura mostrando a
atividade antimicrobiana dos complexos sintéticos de DNA-proteina contra Pseudomonas
aeruginosa (PAOL1). (A) Imagens do complexo DNA-histona (DHC). (B) Armadilhas Extracelulares de
Neutréfilos — NETs. (C) PAO1 aprisionado em DHC apés cultura por 1 hora. (D) Bactérias lisadas pelo
DHC ap0s exposicdo por 2 horas. Fonte: Adaptado de Yang et al. (2023). Artigo original distribuido sob
uma Creative Commons Attribution License 4.0 (CC BY).

Yang et al. (2023) avaliaram, ainda, se diferentes combinac¢des de proteinas
nas malhas de DNA-proteina operam sinergicamente ou antagonicamente para matar
P. aeruginosa. Mieloperoxidase (MPO) e elastase neutrofilica (NE), duas principais
proteinas NET, com diferentes mecanismos antimicrobianos, foram misturadas
separadamente com DHCs para criar estruturas semelhantes a NET mais complexas.
Tanto a NE quanto a MPO puderam se unir com eDNA (material genético presentes
no ambiente de forma livre) através de interacdes eletrostaticas, resultando em

diminuicdo de sua atividade enzimética (Yang et al., 2023).

A eficacia microbicida das histonas esta relacionada a sua carga, o que foi
demonstrado em um experimento com leveduras de C. albicans que ao produzirem
DNases conseguem se libertar das NETs (Karkowska-Kuleta et al., 2021). No estudo,

observou-se que as histonas e outras proteinas das NETs permanecem ligadas as
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membranas das células fungicas, podendo beneficia-las contra os tecidos epiteliais do
hospedeiro através da interacdo dos AMPs com as membranas celulares, resultando

em um aumento significativo na intensidade de danos celulares locais.

No estudo de Pietrocola et al. (2019), a proteina de ligacédo a fibronectina B
(FNBPB) de S. aureus, que auxilia na adesao a tecidos e formacdo de biofilmes,
mostrou-se eficaz em permitir a evasdo das NETSs. Foi identificada como a principal
proteina de superficie que se liga as histonas, especialmente a histona H3, protegendo
a bactéria ao bloguear suas agdes antimicrobianas. Através do mecanismo “dock,
lock, and latch” (DLL) e interacdes eletrostaticas, FnBPB reduz a agao bactericida das
histonas, o que é reforcado pelo fato de cepas mutantes de S. aureus, incapazes de
produzir FNBPB, terem apresentado menor sobrevivéncia em NETs. Além disso, a
adicao de anticorpos anti-histonas restaurou a sobrevivéncia dessas cepas, indicando
a importancia das histonas como principais agentes bactericidas em NETs (Pietrocola
et al., 2019).

Histonas em sinergia com peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) eliminam diretamente as bactérias ao
formar poros transitérios em suas membranas, resultando no aumento da
permeabilidade desta (Doolin et al., 2020). Doolin et al. (2020) atribuiu as histonas
H2A a funcdo de aumento de poros de membrana mediado por LL-37 (AMP de
catelicidina humana). Postulou-se que a H2A poderia impactar significativamente os
gradientes de ions através da membrana, interrompendo a producgdo de ATP. Assim,
mediram a forca préton-motriz bacteriana de E. coli (PMF) usando o sensor éptico de
prétons de proteorodopsina (PROPS), que aumenta a fluorescéncia com perda de
PMF devido a despolarizacéo elétrica. A rapida dindmica capturou picos elétricos nas
membranas bacterianas devido a alteracbes no PMF, onde o tratamento de E. coli
com H2A néo teve efeito no PMF, consistente com a falta de permeabilizacdo da
membrana por H2A. J4 as células tratadas com H2A e LL-37 ou com H2A e o
antibiotico polimixina B (PMB) exibiram fluorescéncia de PROPS significativamente

maior do que as células tratadas apenas com LL-37 ou PMB, indicando que H2A
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despolariza ainda mais a membrana e rompe o PMF (Doolin et al., 2020).

Os AMPs co-localizam com histonas em NETS e essa co-localizacdo indica que
eles podem atuar em conjunto no combate a microrganismos. Tanto as histonas
quanto os AMPs sao catidnicos, contém alta propor¢cado de aminoécidos hidrofébicos
e possuem a capacidade de formar hélices alfa. No entanto, as histonas tém a
capacidade de condensar o DNA de mamiferos, uma caracteristica que o AMP LL-37
Nao possui. Isso sugere que, além da funcdo conjunta, as histonas podem ter outras
funcdes antimicrobianas distintas daquelas relacionadas aos AMPs (Doolin et al.,
2020).

Os experimentos realizados com E. coli, por Doolin et al. (2020), em condicdes
fisiologicas demonstram que uma vez dentro da célula, o H2A reorganiza o DNA
cromossémico bacteriano e inibe sua transcricdo, levando as bactérias a morte. Os
autores constataram, ainda, que esses mecanismos auto amplificadores sdo de
natureza geral, estendendo-se a outras histonas, incluindo H3, e outros AMPs, como
a magainina-2. Neste experimento, também foi observado que os efeitos sinérgicos
de H2A/LL-37 foram marcantes no nivel subcelular, conforme medido por microscopia
eletrbnica de varredura. Em E. coli tratada com LL-37 ou H2A, poucas diferencas
morfologicas celulares foram observadas. No entanto, o tratamento combinado LL-
37/H2A causou danos celulares dramaticos, incluindo agregacéao celular e producao
extensiva de componentes insollveis na superficie externa da membrana e nas

superficies circundantes (Doolin et al., 2020).

Embora a formacao de poros induzida por AMPs tenha um impacto bactericida
significativo, as bactérias podem se recuperar dessa acdo ao reparar 0S poros da
membrana, especialmente quando induzidos apenas pelo LL-37. A presenca da
histona H2A intensifica os efeitos permeabilizantes dos AMPs, facilitando a captacao
de H2A e LL-37 e impedindo a reparacéo dos poros. Os poros estabilizados pela H2A
permitem o efluxo de citoplasma e outros componentes celulares, resultando na
ruptura da membrana. Esse efeito sinérgico entre H2A e AMPs inibe 0 mecanismo de

reparo bacteriano, levando a morte irreversivel da célula (Doolin et al., 2020).
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Acédo no DNA bacteriano

A histona H2A perturba a organizacdo do DNA bacteriano e suprime sua
transcricdo. Embora as histonas se liguem ao DNA eucariotico, a sua capacidade de
interagir com o DNA bacteriano ndo esta bem estabelecida. No trabalho de Doolin et
al. (2020) os autores levantaram a hipdtese de que o H2A se complexa com 0 DNA
microbiano, perturbando seus mecanismos de replicacdo e a transcricdo. No estudo
mencionado foram medidos os potenciais de interagdo do DNA de E. coli e H2A,
através de eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante. O aumento dos
niveis de H2A inibiu a migracdo de DNA, indicando interacdes entre H2A e o DNA
bacteriano. Também foram mensurados os efeitos da H2A no cromossomo de E. coli
vivas, utilizando apenas H2A. Nesse procedimento ndo houve alteracado na migragao,
0 que era esperado, uma vez que a H2A sozinha ndo entra no citoplasma. Ao adicionar
LL-37 as células, o cromossomo bacteriano passou a exibir um padrdo alado,
sugerindo que a entrada de H2A induziu a reorganizagcéo cromossomica (Doolin et al.,
2020).

Também foram realizados RNA-seq (analise de sequéncia de RNA) a partir de
concentracdes elevadas e crescentes de histonas, como 50 e 100 ug/mL (H2A), tal
qgual pode ocorrer localmente em NETs. Como resultado, foi constatado que a H2A
induz a regulacdo positiva seletiva de genes dos componentes da biogénese da
membrana, como o wza. O gene wza induz a expressao de genes pertencentes ao
cluster de acido colbnico, que por sua vez, auxiliam na manutencao do potencial de
membrana, ao mesmo tempo que diminui globalmente a transcricdo de DNA (Doolin
et al., 2020).

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que o principal mecanismo microbicida das histonas em
NETSs deriva de sua carga catidnica, permitindo a ligagdo as membranas celulares dos

microrganismos e resultando em captura, deformacéo, ruptura e desequilibrio celular.
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Também mostrou que combinacdo de histonas com AMPs aumenta a eficacia
antimicrobiana, afetando também o DNA bacteriano e inibindo a transcricdo global.
Contudo, as abordagens utilizadas pelos estudos realizados ndo consideraram a
complexidade do ambiente fisiolégico, como a degradacdo por enzimas e fagocitos.
Além disso, métodos analiticos tradicionais se mostraram insuficientes para elucidar
completamente a atividade das NETs. Apesar dos desafios, o papel central das

histonas nas NETs destaca seu potencial para futuras terapias antimicrobianas.
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