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RESUMEN

Los neutroéfilos son un grupo heterogéneo de células inmunitarias que ejercen multiples funciones en la primera linea
de defensa del hospedador, la remodelacién tisular, la regulaciéon de la inflamacién y la regulacién de la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa. Actian mediante tres procesos principales: la fagocitosis, la degranulaciéon del
contenido de sus vesiculas al exterior y, la extrusion de las llamadas trampas extracelulares (NETSs).

Las NETs son estructuras similares a redes compuestas de, filamentos de ADN nuclear o mitocondrial recubiertos
con histonas y proteinas granulares y citoplasmaticas, que son liberadas al medio extracelular donde atrapan,
aislan, inmovilizan y eliminan al invasor. Inicialmente, las NET solo se consideraban como una funcién compleja
del sistema inmunitario innato para combatir microorganismos invasores. Posteriormente, se hizo evidente que la
generacion excesiva y la falta de mecanismos apropiados para eliminar las ya formadas, agravaba la inflamacién y
causaba dafio organico. En la actualidad se reconoce que las NETs desempefian un papel crucial en la fisiopatologia
de muchas enfermedades, como las enfermedades autoinmunes, las inflamatorias y el cancer.

Esta revision busca ofrecer una perspectiva actualizada sobre la biologia de las NET, abarcando conocimientos sobre
su formacion, su papel de defensa antimicrobiana en la homeostasis y las estrategias de evasion de los patégenos.

PALABRAS CLAVE: Neutroéfilos, trampas extracelulares de neutréfilos, NETs, inmunidad innata, evasion de
patégenos.

ABSTRACT

Neutrophils are a heterogeneous group of immune cells that exert multiple functions in the host's first line of
defense, tissue remodeling, inflammation regulation, and regulation of the innate and adaptive immune response.
They act through three main processes: phagocytosis, the degranulation of the contents of their vesicles to the
outside and the extrusion of the so-called extracellular traps (NETSs).

NETSs are network-like structures composed of strands of nuclear or mitochondrial DNA coated with histones and
granular and cytoplasmic proteins, which are released into the extracellular medium where they trap, isolate,
immobilize, and eliminate the invader. Initially, NETs were only considered as a complex function of the innate
immune system to fight invading microorganisms. Subsequently, it became apparent that excessive generation, and
the lack of appropriate mechanisms to eliminate those already formed, aggravated inflammation and caused organ
damage. They are now recognized as playing a crucial role in the pathophysiology of many diseases, including
autoimmune diseases, inflammatory diseases, and cancer.

This review seeks to offer an updated perspective on the biology of NETSs, covering knowledge about their
formation, their role as antimicrobial defense in homeostasis and pathogen avoidance strategies.

KEYWORDS: Neutrophils, Neutrophil Extracellular Traps, Nets, Innate Immunity, Microbial Evasion.
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1. INTRODUCCION

El hombre, los animales y las plantas deben detectar y eliminar a los invasores con la mayor
rapidez y eficacia posibles. La realizacidn inicial de esta misién de defensa esta a cargo del
sistema inmunitario innato, que consiste en un conjunto de actuaciones interactivas de
células y moléculas. Entre los muchos tipos celulares que participan en la inmunidad innata
se incluyen los neutréfilos (granulocitos polimorfonucleares, PMN), que son los primeros
en ser reclutados a los focos de inflamacion séptica o aséptical23 donde ejercen multiples
funciones en la defensa del hospedador, la remodelacion tisular, la regulacién de la

inflamacién y la regulacion de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa.

Tradicionalmente se consideraban como una poblacién celular homogénea dedicada a la
defensa inespecifica frente a la invasion de los microorganismos. Ahora bien, mediante la
utilizacién de tecnologia avanzadas de analisis de células individuales esta concepcién ha
sido reemplazada, actualmente se considera a los neutréfilos como una poblacién
heterogénea, compuesta por varios estados funcionales unicos capaces de realizar

diferentes funciones efectoras en la salud y en la enfermedad*>.

Los neutrdfilos constituyen entre el 50% y el 75% de los leucocitos sanguineos en el hombre
y la mayoria de los carnivoros, alrededor de un 50% en caballos, y del 20% - 30% en vacas,
ovejas yroedores de laboratorio®. Tradicionalmente, se consideraba que en los tejidos sanos
no habia presencia de neutrofilos, sin embargo, diversas investigaciones han demostrado la
existencia de neutréfilos en pulmén, higado y bazo en condiciones homeostaticas?8, aunque

los fenotipos y las funciones de estas células atin no se comprenden del todo.

Los neutroéfilos se generan continuamente en la médula 6sea a partir de células madre
hematopoyéticas autorrenovables, que originan progenitores mieloides comunes que, a
su vez, dan lugar a progenitores de granulocitos-monocitos, los cuales bajo el control del
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) son la fuente de neutroéfilos. El
desarrollo del linaje de neutréfilos progresa a través de multiples etapas de diferenciacion
sucesivas, desde precursores mitoticos proNE (promielocitos, mielocitos), pasando por
precursores no mitdticos o neutroéfilos inmaduros preNEU (metamielocitos y neutréfilos
en banda) hasta neutréfilos maduros®10.11, La maduracion de los neutrofilos se acompafia
de una mayor expresion superficial de diversas moléculas que incluyen receptores de
quimiocinas y quimioatrayentes acoplados a proteinas G, receptores Fc (fraccion
constante de los anticuerpos), receptores de adhesiéon como selectinas/ligandos de
selectina e integrinas, diversos receptores de citocinas, asi como receptores de inmunidad
innata como los receptores tipo Toll (para el reconocimiento de moléculas de patégenos)
y las lectinas de tipo C!2. Debemos afadir que, los neutréfilos maduros también contienen

granulos y vesiculas secretoras que almacenan proteinas especificas relevantes para sus
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funciones: 1) Granulos azurofilos o primarios: contienen varias enzimas como
mieloperoxidasa y elastasa, 2) Granulos especificos o secundarios: contienen proteinas
como lactoferrina, fosfatasa alcalina o lisozima, 3) Granulos terciarios: contienen fosfatasa

y metaloproteinasal314,

De acuerdo con Fingerhut y colaboradores?5, en la tabla 1 se describen comparativamente,
la presencia de ciertos componentes de los granulos presentes en los neutroéfilos de los

humanos y de diferentes especies animales.

Humano | Vaca | Cerdo | Caballo | Perro | Gato | Aves | Ratén
Mieloperoxidasa + + + + + + - +
Elastasa + + + + + + + +
Lactoferrina + + + + + + - +
Fosfatasa alcalina + + + + + - - a
Metaloproteinasa + + + + + ND + +

Tabla 1.- Esquema comparativo de la presencia de ciertos componentes en los granulos de neutroéfilos del
hombre y de diferentes especias animales.

Terminada la maduracion, los neutréfilos son liberados a la sangre y este proceso depende
de la interaccion de su receptor de quimiocina CXCR4 y las quimiocinas CXCL1 y CXL2
producidas por las células estromales en la médula ésea, asi como del factor estimulante G-
CSF1617 Hay que comentar que, se generan entre 1-2 x1011 células/dia y que en condiciones
de homeostasis, solo los neutréfilos maduros se liberan a la circulacién sanguinea,
denominados jévenes, los cuales son reconocibles por presentar marcadores superficiales
que los identifican, CXCR2*, CD62L* y CXCR4-, en contraposicion con los neutroéfilos
senescentes o envejecidos que tienen un nucleo hipersegmentado y presentan niveles altos
de CXCR4 y bajos de CXCR2 y CD62L18.

La produccién homeostitica de células/dia, puede incrementarse rapidamente en
respuesta al estrés hematopoyético causado por amenazas inflamatorias, tanto microbianas
como estériles, en un proceso denominado «granulopoyesis de emergencia», en donde el
transporte de neutrofilos al torrente sanguineo aumenta, y los neutréfilos inmaduros no
proliferativos también pueden liberarse a la periferia. Esta capacidad de adaptacion del
sistema hematopoyético depende de procesos moleculares, celulares y espaciales que
garantizan las exigencias de neutrofilos y permiten la restauracion de los niveles basales
una vez que disminuyen dichas necesidades®. En la figura 1 se esquematiza el origen,

produccidn, desarrollo y actuacion de los neutrdfilos.
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Fig. 1.- Esquema de la produccidn, desarrollo y actuacién de los neutréfilos. Los neutroéfilos se producen en la
médula 6sea mediante un proceso denominado granulopoyesis y se liberan a la circulacién sanguinea. En
respuesta a los quimioatrayentes, experimentan una cascada de reclutamiento y migran a diferentes tejidos.
En el lugar de la inflamacidn o lesidn, ejercen sus multiples funciones efectoras.

Se considera que, la vida util de los neutrofilos es corta y altamente dindmica, regulada por una
combinacion de sefiales microambientales, programas intrinsecos de la célula y estados
patolégicos. Los tiempos de supervivencia varian desde unas pocas horas (6-18horas) en
homeostasis, hasta unos pocos dias en estados inflamatorios (3-5 dias)19.20. Al final de su vida,
tanto si han intervenido en respuestas inmunitarias o no, los neutréfilos sufren muerte
programada, por diversos mecanismos como son apoptosis, necroptosis, piroptosis, autofagia,
NETosis y necrosis?!. Los neutrofilos muertos son eliminados principalmente por macroéfagos,
lo que induce a los macrofagos a liberar sefiales antiinflamatorias, logrando una resolucion
oportuna de la inflamacidn, ya que, ademas de detener el reclutamiento de neutréfilos, es

necesario desactivar y eliminar a los neutrofilos presentes en el lugar afectado?2.

2. FUNCIONES EFECTORAS DE LOS NEUTROFILOS

En condiciones de homeostasis, los neutréfilos no permanecen inactivos, sino que realizan
activamente funciones de inmunovigilancia. Mantienen la homeostasis tisular
monitorizando de forma dindmica el microambiente tisular y la eliminacién de posibles
amenazas. Patrullan continuamente la circulacion y diversos tejidos, reconociendo patrones
moleculares presentes en los patégenos (PAMPs) o patrones asociados a dafio tisular
(DAMPs), a través de receptores expresados en su superficie (PRR). Tras la unién con las
estructuras microbianas o de lesién, los receptores activan diversos mecanismos de
transduccion de seiiales, coordinando una variedad de vias celulares que inician la

respuesta antimicrobiana, la regulacion de la inflamacion y la remodelacion tisular23.24.25,
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Las tres funciones efectoras clasicas de los neutréfilos incluyen: la fagocitosis, la

degranulacidn y la liberacién de trampas extracelulares de neutrofilos (NET).

El concepto de fagocitosis como un mecanismo fundamental de defensa innata fue
introducido por Elie Metchnikoff en 1882, y se trata de un proceso en el que los neutroéfilos
detectan y engullen particulas (patégenos, células muertas y restos celulares) en organulos
especializados denominados fagosomas, los cuales se fusionan con los granulos presentes
en el citoplasma, quedando la particula fagocitada expuesta a pépticos antimicrobianos,
proteasas, y a especies reactivas de oxigeno (ROS). Las principales proteinas granulares
implicadas en la eliminacién microbiana son las a-defensinas, las lisozimas, la elastasa de
neutréfilos (EN), la catepsina G (CatG) y la proteinasa-3 (PR-3). Durante el proceso también
se induce el ensamblaje del complejo multiprotéico de la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH) oxidasa. Esta NADPH oxidasa convierte el oxigeno en superéxido (02), que
produce peréxido de hidrogeno (H,0.). Tanto el Oz:como el H20; pueden generar otros
compuestos que presentan alta capacidad toxica como el peroxinitrito o el acido
hipocloroso (HCIO). En la fagocitosis, 1a accién y los efectos de estas sustancias se ejercen
en el interior celular y, por tanto, en el exterior del neutréfilo se limitan los efectos nocivos

asociados24-27,

La degranulacion se produce cuando el neutréfilo se encuentra en un microambiente
inflamatorio y tiene la posibilidad de liberar al espacio exterior el contenido, previamente
mencionado, de los granulos de su citoplasma, Este proceso favorece el avance de los
neutrofilos a través de la matriz liberada y el reclutamiento de otras células del sistema
inmunitario, siendo muy util la capacidad de defensa antimicrobiana del contenido
exocitado, que elimina y previene la diseminacién del invasor. Ahora bien, dado que es un
proceso extracelular, los efectos de la acciéon de las diversas sustancias, anteriormente

comentadas en la fagocitosis, pueden producir dafio tisularz+27.

La tercera forma de actuacion de los neutréfilos es la producciéon y liberacion de las llamadas
trampas extracelulares (NETs) al espacio extracelular. Las NETs son estructuras similares
a redes compuestas de filamentos de ADN bicatenario nuclear o mitocondrial, recubiertas
con histonas y proteinas granulares y citoplasmaticas. Se considera que son una estrategia
eficaz para capturar y eliminar microorganismos, ya que proporcionan una alta
concentracion de sustancias antimicrobianas a nivel local, marcan la zona y actian como
una barrera fisica que impide la propagacién del invasor. Asi mismo, se reconoce su
importancia de dar forma al entorno inflamatorio al ejercer efectos inmunomoduladores,

mediante la activacion y diferenciacion de macréfagos, células dendriticas y linfocitos B y
T27-30,
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3. TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETS)

La primera descripcion de las trampas extracelulares de neutréfilos fue realizada en 1996
por Takei y colaboradores3l, los cuales estudiando una aceleraciéon de la muerte de los
neutrofilos tras la estimulacién con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), observaron un
tipo de muerte celular distinta a la apoptosis y a la necrosis. Utilizando microscopia
electronica determinaron que la muerte inducida por PMA implicaba la fusién de los 16bulos
nucleares, seguida por una hinchazén nuclear y una reducciéon de la compacidad de la
cromatina. La envoltura nuclear se descomponia, permitiendo la mezcla del nucleoplasma
con el contenido citoplasmatico y de los granulos, finalmente la membrana plasmatica se
rompia y el contenido amalgamado se liberaba al medio extracelular.

Posteriormente en 2004 Brinkmann y colaboradores3?, a quienes se atribuye el
descubrimiento de las NETSs, estudiaron con profundidad este tipo de muerte de los
neutrofilos. Mediante la utilizacién de microscopia electrénica de barrido y de transmisién
de alta resolucion, caracterizaron las propiedades morfologicas Unicas del complejo
liberado extracelularmente al que denominaron NET y a su proceso de formacion NETosis.
Empleando analiticas en las que utilizaron tinciones, aplicacién de DNasas y realizacién de
pruebas de inmunofluorescencia, determinaron la composicién quimica del complejo NET.
Ademas, pudieron comprobar que estas estructuras presentaban alta capacidad de unién y
eliminaciéon de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluyendo Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri.

Hemos de comentar que, la formacién y el uso de NETs es un mecanismo innato de defensa
que se conserva evolutivamente dentro del reino animal y del reino vegetal. Se han descrito
en diferentes especies de mamiferos, entre ellos animales de produccién: vacas, ovejas y
cabras33, cerdos34y caballos35, y de compafiia: perros y gatos3¢t. También se han identificado
en aves, peces e invertebrados3’.

Las NETs estan compuestas por una estructura base de ADN bicatenario nuclear o
mitocondrial con una disposicién similar a una red. El ADN que se extruye de los NETs con
fines de defensa tiene propiedades antimicrobianas y proinflamatorias en todas las
respuestas inmunitarias, puesto que altas concentraciones de ADN pueden quelar cationes
metalicos divalentes, presentando la capacidad de destruir las membranas de las bacterias.
La estructura en red de ADN sirve de andamiaje para diversas proteinas, siendo el
componente fundamental las histonas H1, H2A, H2B, H3 y H4, que representan
aproximadamente el 70% de las proteinas presentes. Estas histonas estan a menudo
modificadas (p. ej.,, mediante citrulinacidn), y muestran caracteristicas inmunofisioldgicas
que facilitan la captura de patégenos, la citotoxidad y la inmunomodulacién. En las redes de
NET también se encuentran proteinas antimicrobianas como la elastasa de neutroéfilos (EN),
la mieloperoxidasa (MPO), la catepsina G (CG), la lactoferrina, la pentraxina 3, la gelatinasa,
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la proteinasa 3 (PR3), la proteina de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1) y la LL-37. Asf
mismo, se hallan presentes proteinas citosdlicas, como las proteinas de unién al calcio
(calprotectinas) S100 A8, A9 y A12, la actina y la a-actinina.

En relaciéon con la composicion exacta de las NETs, hay que destacar que los primeros
estudios realizados se identificaron 24 proteinas distintas, cuyo nimero fue amplidndose
segun el estimulo y modelos usados para inducir la NETosis. Mas actualmente, en estudios
como los realizados por Scieszka y colaboradores38 utilizando espectrometria de masas de
alto rendimiento, se han logrado identificar mas de 330 proteinas variables segtn las
condiciones de induccién, siendo 74 comunes en todas las preparaciones de NET. Esta
variedad estd corroborada por estudios realizados mediante el andlisis proteémico que
indican que, las NET inducidas por diferentes estimulos son heterogéneas tanto en
composicién proteica como en modificaciones postraduccionales, no dependiendo del
estado bioldgico de los neutroéfilos, este hecho sugiere que las NET inducidas en diferentes
condiciones podrian tener diferentes efectos bioldgicos39-41,

4. TIPOS Y MECANISMOS DE FORMACION DE NETS

La formacién de NETs, se origina por una amplia gama de estimulos que abarcan
componentes microbianos, activadores farmacolégicos y sefiales inflamatorias o tumorales

derivadas del huésped.

Antes de describir los procesos de formacion de NET comentaremos que, en el aiio 2018 el
Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD) realiz6 una revision del concepto y
el término "NETosis", ya que inicialmente se empleaba para la descripcion de todos los tipos
y mecanismos de formaciéon de NETs. En dicha revisién se clarificé que la muerte celular
que libera trampas extracelulares de neutréfilos debe entenderse mas como un proceso de
formacién de NET, destacando el resultado funcional del proceso y reconociendo que la

liberacion de ADN puede ocurrir independientemente de la muerte de los neutrofilos+2.

La formacion de NET se rige por tres vias reguladoras principales, cada una controlada por
mecanismos moleculares y senales contextuales distintos: 1) La via inicial, denominada
"Formacion (o NETosis) suicida o litica", comienza con la desintegraciéon de la membrana
nuclear, seguida de la disolucién de la polaridad celular, la descondensacién de la cromatina
nuclear y, finalmente, la ruptura de la membrana celular, lo que conduce a la muerte celular.
2) Una segunda via, identificada como “Formacion (o NETosis) vital o no litica", implica la
encapsulacion de la cromatina nuclear descondensada en vesiculas que se expulsan de la
célula, este proceso no implica la muerte celular. 3) El mecanismo final es la formacion de

NET dependiente del ADNmitocondrial, que, al igual que la denominada formacidn viable,
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no se asocia con la muerte celular. En la figura 2 se esquematiza los tres procesos de

formacion de NETs.
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Fig. 2.- Tres procesos de formacién (NETosis) de NETs. El primero es la formacioén clasica suicida o litica de
NETSs caracterizada por decondensacion de la cromatina nuclear, rotura de membranas, liberacién de NETs al
exterior y muerte celular. El segundo es la formacién vital o no litica, en la que se libera cromatina nuclear en

vesiculas y el contenido de las vesiculas granulares al exterior celular, donde se ensamblan las NETs, dando
lugar a citoplasmas fagociticos. Y el tercero es la formacién de NET a partir de ADN mitocondrial, no requiere

lisis del neutrdéfilo el cual permanece practicamente intacto y viable.

A nivel molecular, la formacion de NETs o NETosis se desarrolla a través de eventos

intracelulares altamente orquestados que difieren segtin la via reguladora?2641.43.44.45,

1.- Formacion (o NETosis) suicida o litica

La formacién (o NETosis) suicida o litica es la primera y mejor caracterizada via de
formacién de NET y, en casi totalidad de los casos se trata de un mecanismo dependiente de
la NADPH oxidasa (NOX). Se inicia tras la activacion de los receptores de la superficie celular
de los neutroéfilos por estimulos externos, esta activacion conduce a un aumento de los
niveles de calcio citoplasmatico. Los iones de calcio liberados del reticulo endoplasmico
activan las cascadas de sefializacion de la proteina quinasa C (PKC) y la de RAF-MEK-ERK,
las cuales contribuyen al ensamblaje y activacion del complejo NADPH oxidasa (NOX) de la
membrana celular, que genera rapidamente una explosidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Las ROS promueven la translocaciéon de la elastasa de neutréfilos (EN) y la
mieloperoxidasa (MPO) desde los granulos azuroéfilos al nicleo, donde EN degrada las

histonas y MPO facilita la relajacion de la cromatina. Al mismo tiempo, los elevados niveles
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de calcio en el citoplasma activan a la enzima peptidil arginina deiminasa 4 (PAD4) que
cataliza la citrulinacién de las histonas nucleares, promoviendo asi una relajacién adicional
de la cromatina. Después de la ruptura de la envoltura nuclear, las histonas citrulinadas y el
ADN son expulsados al citoplasma, donde son modificados por proteinas derivadas de
granulos y enzimas citoplasmaticas para formar NET maduros. En las etapas finales, la EN
escinde la gasdermina D (GSDMD) proteina que desempefia un papel crucial en la creacién
de poros en la membrana plasmatica, lo que provoca la ruptura de la membrana y la lisis
celular con la expulsiéon extracelular de los NETs, que suele ocurrir entre 2 y 8 horas después

del estimulo inicial.
2.- Formacion (o NETosis) vital o no litica

En el afio 2010, Pilsczel y colaboradoress descubrieron una nueva forma mas rapida de
liberacidon de NETs tras la estimulacion de neutréfilos con la bacteria Staphylococcus aureus.
Esta via se produce independientemente de NOX y de ROS, dependiendo de la activacion
directa de PAD4, por diversos estimulos, como microorganismos, las plaquetas activadas, el
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), los complejos
inmunitarios, etc. Se inicia a los pocos minutos del estimulo y en el proceso, a pesar de la
extrusion de NETs, se mantiene la integridad de la membrana plasmatica, dando como
resultado formas celulares anucleadas de neutrofilos, los cuales conservan la capacidad de
fagocitar y migrar a través de la sefalizacion de quimiocinas, participando en la vigilancia y
defensa inmunitaria. A esta via se la denomin6 Formaciéon (o NETosis) vital o no litica de
NETs, e implica el empaquetamiento de la cromatina descondensada en vesiculas, que junto
con vesiculas granulares, se fusionan con la membrana plasmatica, de tal forma que se libera

el contenido al exterior celular donde se ensamblan las NETSs.
3.- Formacion (o NETosis) a partir de ADN mitocondrial

Un tercer mecanismo distinto de formaciéon de NETs fue descrito por primera vez en 2009
por Yousefi y colaboradores?’, que implica la liberacién de ADN mitocondrial en lugar de
ADN nuclear, y que da como resultado neutroéfilos sin mitocondrias, pero que mantienen la
integridad nuclear. El proceso se observo cuando los neutroéfilos fueron preestimulados con
GM-CSF durante 20 minutos, y posteriormente activados con componente 5a del
complemento (C5a) y con lipopolisacarido bacteriano (LPS) durante 15 minutos Este tipo
de estimulacién, eleva el nivel de calcio citosoélico, actuando sobre los canales SK (Small
Conductance Potassium Channels) de las mitocondrias, abriéndolos y provocando la
generaciéon de ROS mitocondrial (mtROS), que induce a los neutréfilos a liberar
rapidamente ADN mitocondrial. Ademas, se ha demostrado que la atrofia 6ptica 1 (OPA1),
proteina de la membrana interna mitocondrial, esta involucrada en la produccién de ATP a

través de la glucdlisis, hecho que facilita la reorganizacion de la red de microtubulos y la
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posterior liberaciéon de NETs mitocondriales*s. Aunque este tipo de formacién (o NETosis)
inducida por mtROS se conoce como independiente de la NADPH-oxidasa, ya se ha
demostrado la interacciéon con la NADPH-oxidasa para producir ROS adiccionales*°.
Debemos comentar que, el ADN mitocondrial, ademas de su funcién estructural en estas
NETs, tiene potentes propiedades proinflamatorias y estimuladoras del interferén tipo I,
activando la respuesta inmunitaria innata, y se ha vinculado a la patogénesis de
enfermedades autoinmunes.

Como resumen, en la tabla 2 se presenta un esquema comparativo de las caracteristicas

principales de distintos tipos y mecanismos de formacién (NEtosis) de NETs descritos

anteriormente.

mitocondrial
Duracion 2-20 horas 10-60 minutos 15-20 minutos
Composicionde ADN Nuclear Nuclear Mitocondrial
ROS Dependiente Independiente Dependiente
PDA4 Independiente Dependiente Por identificar
MPO Dependiente Por identificar Por identificar
Membrana nuclear Rotura Intacta Intacta
Membrana celular Rotura Intacta Intacta
Supervivencia Muerte Supervivencia Supervivencia

Tabla 2.- Esquema comparativo de los tipos y mecanismos de formaciéon (NETosis) de NETs. ROS: especies
reactivas de oxigeno. PDA4: enzima peptidil-arginina-deiminasa 4. MPO: mieloperoxidasa

5. FUNCIONES DE LAS NETS EN CONDICIONES DE HOMEOSTASIS

Las NETs son capaces de atrapar, aislar, inmovilizar y eliminar patégenos microbianos
(bacterias, hongos, virus y parasitos), por lo que desempefian un papel crucial en la
actividad de defensa antimicrobiana del sistema inmunitario del hospedador. Ademas, las
NETs modulan las respuestas de diversas células del sistema inmunitario tanto innato como
adaptativo, y en condiciones estrictamente reguladas contribuyen a la reparacion y
remodelacion tisular. En la figura 3 se representa un resumen del papel principal de las

NETSs en condiciones de homeostasis.
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Fig. 3.- Esquema de las principales funciones efectores de las NETs en condiciones homeostaticas. Defensa
frente a los patédgenos y modulacién de diversas células del sistema inmunitario innato y adaptativo.

A. Funcion de defensa frente a patégenos

La sefial que incita a que los neutrdfilos “elijan” como tipo de defensa frente a la invasion de
patogenos la formacion y liberacién de NETs, es una de las preguntas planteadas y debatidas

por la comunidad cientifica.

Inicialmente diversos investigadores, entre ellos el grupo de Brazk y colaboradoress?,
planteaban la hipétesis de que el tamafio del microorganismo patégeno es un factor
importante para la liberacion de NETs. Dicha hipétesis expone que, se produce una
competencia entre la fagocitosis y las NETs para acceder a la elastasa (EN) de los granulos;
los patogenos mas pequeiios son facilmente fagocitados en fagosomas que se unen a los
granulos azurdfilos, secuestrando la EN, evitando la degradaciéon de histonas y la
descondensaciéon de la cromatina. Por el contrario, si el patégeno presenta un tamafio
grande su fagocitosis se ve dificultada, provocando que los neutréfilos emprendan un
programa de defensa diferente en el que se liberan preferentemente NETs. Sin embargo,
estd mas que demostrado que la liberacion de NETs se producen frente a muchos tipos de
patogenos extracelulares e intracelulares de muy diverso tamafio, por lo que, se planted la
virulencia de los patdgenos como factor discriminante que determina la induccién de
NETSs51, Mas recientemente, el modelo denominado “desarme del proteoma” clarificé que el
proteoma de los neutroéfilos se modifica a través de un programa intrinseco celular, que
reduce la magnitud del proceso de inflamacién e influye en la capacidad de formar NETs.
Este programa esta controlado por el receptor de neutro6filos CXCR2 y reguladores del reloj

circadiano biolégico (hipotdlamo), que determinan una pérdida diurna progresiva del
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contenido de los granulos y de la capacidad de formar y liberar de NETs en los tejidoss2.
Segun todo lo anterior, hay que comentar que actualmente y en general, se apuesta por que
los diferentes subconjuntos de neutroéfilos, definidos por su estado de activacion, contenido
proteico y/o ritmo circadiano, son los que presentan diferentes inclinaciones y capacidades

para liberar NETs53,

NETs en la defensa frente a bacterias patégenas.

Se ha demostrado que numerosos grupos de bacterias patégenas desencadena la formacién
de NETs, incluyendo géneros de bacterias Gram positivas (ejemplos, Staphyloccus,
Streptococcus, Listeria, Propionibacterium), Gram negativas (ejemplos, Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Yersinia, Vibrio, Haemophilus, Pseudomonas) y acido-alcohol
resistentes (ejemplo, Mycobacterium). Las propiedades antibacterianas de las NETs se
deben fundamentalmente al papel que, por su forma en red, efectiian en el atrapamiento e
inmovilizacion del patégeno y a la posterior accién de sus componentes quimicos sobre los

invasores atrapadoss+5556,

En primer lugar, el entramado de las NETs ocupa entre tres a cinco veces el volumen de la
cromatina condensada dentro del neutréfilo que, unido a la naturaleza pegajosa de la red,
facilita la captura y neutralizacion del invasor, impidiendo su propagacién en el hospedador.
Se considera que los microbios quedan atrapados debido a las interacciones electrostaticas
entre la superficie de las bacterias, con carga positiva, y las fibrillas de cromatina, con carga
negativa. Posteriormente, el ADN actiia como quelante de cationes que se encuentran
unidos a las superficies de las membranas de las bacterias, alterando su integridads’. Las
histonas, componentes mas abundantes de las NETs, poseen propiedades antimicrobianas
distintivas inherentes a sus subunidades individuales, en concreto, la intervenciéon
combinada de la histona H2A con el péptido LL-37 da lugar a la formacién de poros en las
membranas y la entrada de H2A en el citoplasma bacteriano induce una reorganizaciéon

cromosoOmica y una represion transcripcional58,

Como se indicé en apartados anteriores, las redes NETs incluyen una gran cantidad de
proteinas antimicrobianas de los granulos y del citoplasma. La EN elimina eficazmente
bacterias al escindir proteinas de la membrana externa y dirigirse a factores de virulencia,
por ejemplo, en el caso de Shigella acttia sobre el factor IpsB fundamental para la invasién,
y sobre el factor IcsA que permite la movilidad intracelular bacteriana. La MPO ayuda a crear
un entorno oxidativo muy téxico que, facilita la degradacién del patoégeno atrapado
mediante la generacion de ROS, acido hipocloroso y cloruro de nitrilo. La lisozima y la alfa-
defensina inhiben la produccién de hemolisinas y superantigenos esenciales para la
infeccidn por Staphylococcus aureus. La catepsina G y la PR3 son proteasas granulares que,

junto a la elastasa, degradan proteinas presentes en el invasor. Asi, la acumulaciéon local y la
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respuesta coordinada de varios componentes contribuyen a la eficacia de NETs en la

defensa del hospedador.

NETs en la defensa frente a hongos patégenos.

En las infecciones fingicas o micosis los neutréfilos juegan un papel importantisimo en la
defensa del hospedador, y es bien conocido que las afecciones de neutropenia o de
deficiencias en las respuestas de los neutrofilos, son factores de riesgo importantes para el
desarrollo de micosis sistémicas graves. Por otro lado, los hongos presentan una gran
variedad de formas, desde pequefas levaduras a grandes hifas y biopeliculas, lo que
requiere diferentes mecanismos de respuesta por parte de los neutroéfilos, siendo una buena
estrategia la formacién de NETs capaces de atrapar al hongo patégeno impidiendo su

diseminacién y mediante su accidn antimicrobiana conseguir su eliminacion59-61.

Se ha descrito la formacién de NETs en muy diversas micosis producidas por hongos
patogenos como son Candida albicans y otras especies de Candida spp, Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum
y Scedosporium apiospermum. Las NETs pueden ser inducidas por diversos componentes
fangicos y proteinas secretadas por los hongos, en general, se describen diversos
componentes de las paredes celulares flingicas, el manano, los beta-glucanos y la quitina,

como los patrones moleculares asociados a patégenos reconocibles por los neutrdéfilos.

Diversos estudios han identificado a la calprotectina como un importante efector
antifingico presente en las NETs. Se trata de un complejo proteico en el citoplasma de los
neutrofilos compuesto por subunidades S100A8 y S100A9, que se libera como componente
de NETs, cuya funcién consiste en la quelacién de micronutrientes Mn2 *y Zn2 + esenciales
para el crecimiento fingico. Hay que afiadir que, en la accién antifingica de las NETs los
compuestos EN, MPO y lactoferrina juegan un papel importante ya que, colectivamente
alteran las membranas fungicas aumentando la permeabilidad de las mismas y, en dltima

instancia, provocando la muerte del patogeno®2.63.

NETs en la defensa frente a parasitos.

Las primeras investigaciones realizadas sobre la induccién de la formaciéon de NETs se
centraron en los protozoos Leishmania, Toxoplasma, Plasmodium y el nematodo
Strongyloides, mientras que las mas actuales incluyen a los protozoos FEimeria y
Trypanosoma, y al nematodo Trichinella. En general el papel protector defensivo de las NETs
sigue siendo poco conocido, la mayoria de los parasitos son capturados restringiendo su

transmision, pero no se erradican por completo64-6s,

NETs en la defensa frente a virus.
La capacidad que muestran muchos virus para desencadenar un fuerte reclutamiento de

neutrofilos sugiere que los NET probablemente presentan una intervencion destacable en
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la defensa antivirica. Se ha informado la actuacién de los NET contra patégenos como el
virus de la influenza A (IAV), el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), el virus
respiratorio sincitial (RSV), virus Zika (ZIKV), virus de la varicela-zéster (VZV), coronavirus
2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS.CoV-2), Hantavirus (HTNV), virus de la
hepatitis B (HBV), virus del Dengue (DV) y parvovirus B19 (B19V). Ademas, se ha indicado
que son diversas las moléculas virales implicadas en el reconocimiento de los virus por
parte de los neutréfilos y, por tanto, en la formacién de NETs, entre los que se encuentran
proteinas estructurales de la capside (N), de las espiculas (S) o de la envoltura (F), y

genomas viricos, como es el caso de los ARN monocatenarios (ARNSss).

Estudios recientes han demostrado que, como en otros patégenos, las NETs pueden unirse
mecanicamente y atrapar virus, como consecuencia del andamiaje de ADN altamente
viscoso de la red. El efecto directo de eliminacién de las NETs sobre los virus se lleva a cargo
fundamentalmente por las histonas H3 y H4 ricas en arginina que muestra una buena
actividad de agregacion y neutralizacién virica. Por otro lado, las histonas H1 y H2A, junto
con la alfa-defensina y la MPO son capaces de alterar las envolturas viricas e inhibir
procesos de transcripcion del genoma del patégeno. Ademas, y en concreto, las serinas
proteasas pueden reconocer, unirse y escindir sitios criticos de la proteina F de la envoltura,

bloqueando asi la fusion del virus con las membranas de la célula hospedadora5567.68,69,

B. Funcion de modulacion células inmunitarias

Mas alla de su funcién de defensa antimicrobiana directa, las NET ejercen una profunda
influencia en la regulaciéon de la inmunidad innata y adaptativa, ya que diversos
componentes como, el ADN, la proteina de alta movilidad tipo 1 (HMGB1), el péptido LL-37
y las alfa-defensinas, poseen una potente actividad bioldgica y funcionan como una sefial de
peligro clasica. Dichas sefiales son reconocidas por células inmunitarias vecinas o distantes,
incluyendo otros neutrdfilos, macrdfagos, células asesinas naturales (NK), células
dendriticas (DC) y linfocitos B y T. Estas células inmunitarias poseen receptores
endosomales y citosolicos capaces de iniciar respuestas inmunitarias, de esta forma se
evidencia el papel significativo de las NETs en el impulso de la inflamacién y la orquestacién

de respuestas inmunitarias adaptativas’0-7+,

- Enrelacion con los neutroéfilos, las NETs son capaces de activar varias funciones de estas
células, como son la exocitosis de granulos, la generacion de ROS y de la NADPH oxidasa
y el aumento de la fagocitosis, por lo que se refuerza la erradicacion de patogenos
microbianos. Ademas, las NETs poseen la capacidad de conectar la respuesta innata y la
adaptativa a través de la secrecion de la citoquina BAFF (factor activador de los linfocitos
B) por parte de los neutroéfilos, la cual promueve la supervivencia, proliferacién y

diferenciacion de los linfocitos B.
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Las investigaciones actuales indican que los neutréfilos formadores de NETs pueden
activar macrofagos a través de vias de sefializaciéon en las primeras etapas de la
inflamacién multicelular. E1 ADN de las NETs contribuye a la activacién y polarizacion de
los macréfagos al tipo M1 proinflamatorios, a través de la via de sefializacion TLR9/NF-
kB. Ademads, el ADN activa a la enzima guanosina monofosfato ciclica-adenosina
monofosfato sintasa (cGAS), hecho que conlleva la produccién de interferones tipo I
(IFN-I) y la liberacién de citoquinas inflamatorias (IL-1(, IL-6, IL-8, etc.) por parte del
macroéfago, amplificando el reclutamiento de células inmunitarias. Igualmente, se ha
demostrado que las NETs facilitan la fagocitosis de los macréfagos, al funcionar como
pseudoopsoninas y al tener la capacidad de transferir péptidos antimicrobianos

especificos (AMP) de los neutréfilos a los macrofagos.

Las células NK son un subconjunto significativo de células inmunitarias innatas
citotéxicas que actdan frente a células tumorales y células infectadas por patégenos
intracelulares (ejemplo COVID-19). Se ha demostrado que la funcién de las NK es
principalmente inhibida por las NETs mediante la molécula de adhesién celular
relacionada con la molécula antigeno carcinoembrionario 1, que es un regulador

negativo de las células NK75.

Las NETs tienen un doble impacto en la funcién de las células dendriticas (DC). Por un
lado, interfieren en el proceso de diferenciacién de los monocitos en células dendriticas,
reprogramando el desarrollo de células dendriticas derivadas de monocitos en un
fenotipo de macréfago antiinflamatorio. Por otro lado, las moléculas MPO, LL37 y la
proteina de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1) presentes en las NETs promueven la
captacion y el reconocimiento del ADN propio por las células dendriticas plasmocitoides
(pDC) activando la produccidn y liberacion de interferén-1 (IFN-I). La activaciéon de pDC
influye en su capacidad de inducir la diferenciaciéon de linfocitos TCD4+ virgenes en
subconjuntos de linfocitos Th17 y Th1, que coordinan respuestas frente a patégenos

extracelulares e intracelulares respectivamente.

Los linfocitos B al reconocer un antigeno especifico mediante su receptor BCR,
experimentan una rapida proliferacion y un gran grupo de ellos se diferencian en células
plasmaticas generadoras de anticuerpos. Las NETs son capaces de activar a los linfocitos
B mediante la accién de las histonas citrulinadas, componentes fundamentales de la red,
que son reconocidas como un antigeno clasico, mejorando asi las capacidades de defensa
inmunitaria. Ademas, los complejos LL-37-ADN en las NETs poseen la capacidad
distintiva de localizarse en los compartimentos endosomales de los linfocitos B e inducir
la activacion de células B policlonales, asi como de amplificar selectivamente las células
B memoria autorreactivas. Por tanto, las NETs juegan un importante papel en la

mediacién de las respuestas inmunes humorales,
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- Diversas investigaciones han demostrado que las NETs pueden regular
significativamente la funcién de los linfocitos T a través de mecanismos directos e
indirectos, que promueven la activacién, proliferacién y diferenciacion de los linfocitos
T. Las NETs intervienen en la diferenciacién de los linfocitos T CD4+ virgenes
promoviendo la diferenciacidn hacia linfocitos T reguladores (Tregs), pudiendo suprimir
la respuesta inmune. Ademas, las NETs pueden reducir directamente el umbral de
activacion de las células T CD4+ a través de una via mediada por su receptor TCR,
mejorando asi su respuesta a estimulos antigénicos subdptimos y promoviendo
respuestas inmunitarias especificas de antigeno. Por otro lado, las histonas presentes en
las NETs pueden activar directamente a los linfocitos TCD4+ y potenciar especificamente
la diferenciaciéon de células Th17 (productoras de IL-17), lo cual estd ligado a la
autoinmunidad. Hay que afiadir que, en el microambiente tumoral, las NETs promueven
la disfuncién y el agotamiento de los linfocitos TCD8+ citotéxicos, a través de una
interaccion multifacética de desregulacion metabodlica (reducciéon de la actividad
mitocondrial y captacién de glucosa), activaciéon de puntos de control inmunitarios y
barreras fisicas que restringen la infiltracion de linfocitos T.

6. ESTRATEGIAS DE EVASION DE LAS NETS POR LOS PATOGENOS

Aunque la formacién de NETs por los neutréfilos permite contener y eliminar patégenos
ejerciendo un importante papel de defensa en el hospedador, los patdgenos, a su vez, han
desarrollado diferentes estrategias de evasion a la accion de este tipo de inmunidad innata.
Sin duda es una estrategia de supervivencia generalizada que permite a los patégenos
proliferar y propagarse, y muchos de ellos comparten caracteristicas comunes en la forma
en que modulan tanto la liberaciéon como la actividad de las NETs56616569, Segiin las
investigaciones realizadas podemos dividir estas tacticas en tres categorias principales:
inhibicién de la formacion y liberacion de las NETs por los neutréfilos, mecanismos de
resistencia a la accién de las NETSs, y degradacion de la estructura y componentes de las
NETs757677.7879. Hemos de hacer constar la importancia de dilucidar estos mecanismos de
escape, ya nos proporciona conocimientos sobre el desarrollo de terapias antimicrobianas

dirigidas a la regulacion de la formacién (NETosis) de las NETs.
A. Inhibicién de la formacién y liberacion de las NETs

Se han detectado diversas estrategias empleadas por los microorganismos capaces de
inhibir la liberacion de las NETs (Figura 4):
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Fig. 4.- Esquema de las estrategias de los patégenos para inhibir la formacién de NETs. 1) Regulacién de
fenotipos microbianos. 2) Degradacién de moléculas estimulantes de NETSs. 3) Estimulacion de receptores
supresores de NETSs. 4) Inhibicién de sefiales implicadas en la formacién de NETSs. 5) Interaccién con otras

células inmunitarias supresoras de NETSs. 6) Inhibicién de la cascada RAF-MEK-ERK generadora de ROS.

A.1. Una estrategia simple es la regularizacion negativa los fenotipos microbianos que estan
asociados a la estimulacién, como es el caso de la bacteria Pseudomonas aeruginosa que
pierde su capacidad de motilidad por flagelos durante la colonizacién pulmonar, o que
presenta la posibilidad de regular la expresion de las proteasas LasA y LasB, ambas
capacidades promueven la disminucién de la formacién de NETs; igualmente se ha
demostrado en el caso de lalevadura Candida albicans que muestra la facultad de modificar
su superficie reduciendo la disponibilidad de presentar (3-glucanos, conocidos inductores

moleculares de NETs.

A.2. Inhibicién de moléculas estimulantes de las NETs como son la interleuquina IL-8 y el
péptido antimicrobiano LL37. La IL-8 es un importante quimioatrayente y activador de
neutrdfilos, sin embargo, los estreptococos del grupo A (GAS) pueden secretar la proteasa
SpyCEP capaz de escindir la IL-8, o también producir la toxina denominada estreptolisina O
(SLO) que impide la liberacién de IL-8 y de elastasa de los neutroéfilos. En el caso de
Streptococcus suis se ha detectado la produccién de la proteasa ApdS que al actuar sobre la
molécula de LL-37 separa los aminoacidos N-terminales escindiendo la molécula.

A.3. Estimulacién de ciertos receptores presentes en los neutréfilos que regulan la formacion
de NETs, siendo los estreptococos del grupo B (GBS) un ejemplo de estrategia ya que en su
capsula contienen un polisacarido sialilado que puede unirse al receptor SIGLEC9 del
neutroéfilo, dicha unién conduce a la supresion de la produccidn de ROS y de la liberacion de
NETs. También se ha demostrado que el receptor SIGLEC9 se puede unir a moléculas de acido
hialurénico de alto peso molecular, como es el HMW-HA presente en las capsulas de GAS, la
interaccién conduce como en el caso anterior a una menor produccién de ROS y de NETs
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A.4. Inhibicién de sefiales y componentes implicados en la formacion de NETSs, en concreto,
se ha comprobado que cepas de Escherichia coli uropatogenas secretan la proteina TcpC
que, reduce las concentraciones de transcripcion y proteina en neutréfilos como el receptor
Toll 4 (TLR4), la mioeloperoxidasa (MPO) y el factor de necrosis tumoral (TNF), moléculas
impulsoras de la produccién de NETs. Ademas, esta proteina TcpC funciona como una
enzima que promueve la degradaciéon de PAD4, molécula fundamental para la citrulinacién
de histonas paso necesario para la formacién de NETs. Hay que afadir, que la formacién de
NETs requiere requisitos energéticos, presencia de glucosa y la glucélisis, de forma que
durante la produccién de NETs aumenta la expresion del transportador de glucosa GLut-1,
en este sentido se ha comprobado que el serotipo 2 del virus del Dengue (DENV) inhibe la
expresion de Glut-1y por tanto la captacion de glucosa necesaria por los neutroéfilos para la

formacion de NETs.

A.5. Interacciones complejas del patdgeno que involucran otras células inmunitarias e
interleuquinas. En el contexto de las infecciones virales se ha demostrado con bastante
frecuencia que varios virus evaden la formacién de NETSs a través de IL-10. En concreto, el
virus de la inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1) mediante la glicoproteina de su envoltura
se une a las células dendriticas estimulando a que produzcan IL-10, citoquina que inhibe el
ensamblaje de la NADPH, la produccién de ROS y la translocacién de la elastasa de los
neutrofilos al nucleo, inmunosuprimiendo la formacion de NETs. De la misma forma actia
el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) que codifica el antigeno nuclear
asociado a latencia 1, este antigeno estimula la expresion de IL-8 celular. En otro sentido, se
ha comprobado en el genoma de algunos virus de ADNbc, citomegalovirus humano (HCMV)
o virus de Epstein-Barr (EBV), la existencia de homdlogos de IL-10 que también pueden
modular la formacion de NETs de forma similar a la IL-10 del hospedador. Ademas, otras
investigaciones han demostrado que las vesiculas extracelulares liberadas por el parasito
platelminto Schistosoma japonicum presentan una elevada expresion de la molécula Sja-

miR-71a capaz de inducir la sobreexpresion de IL-10 inhibiendo la formacion de NETs.

A.6. Inhibiciéon de la producciéon de ROS por los neutréfilos formadores de NETs. En
apartados anteriores se explicé la importancia de la generacion de ROS citosoélica o
mitocondrial para la generacién de NETSs, por tanto, es evidente que los patégenos emplean
estrategias para inhibir la elaboracion de ROS. En bacterias tenemos como ejemplo la tactica
de Bordetella pertussis que produce la toxina adenilato ciclasa (ACT), que puede unirse a los
neutrofilos translocando su dominio catalitico e inhibiendo la activacion de la cascada de
quinasas RAF-MEK-ERK y, por tanto, inhibiendo la generacién de ROS. Analogamente, el
virus de la hepatitis B (VHB), en particular sus proteinas HBVC y HBVE, reduce la
produccién de ROS y la posterior liberacion de NET al inhibir las vias de sefializacién de
ERK, p38 y MAPK.
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B. Mecanismos de resistencia a la accion de las NETs.

Numerosas investigaciones han descrito distintos mecanismos de resistencia a la accién de
las NETs, elaborados por algunos microorganismos patégenos, fundamentalmente
bacterias y hongos, una vez que se encuentran en el entorno de accidén de estas redes de

defensa (Figura 5).

Modificacion
L »superficie

Cépsui;/s. ‘

Liberacién de vesiculasy
sustancias antioxidantes

Fig. 5.- Esquema de mecanismos de los patégenos para resistir la accién de las redes NETs. Los mecanismos
maés conocidos son: la formacion de biopeliculas (biofilms), 1a encapsulacion, la liberacion de vesiculas o de
sustancias antioxidantes y la modificacién de la composicion y carga de la superficie microbiana.

B.1. Formacidn de biopeliculas. Las biopeliculas son comunidades microbianas (bacterias o
hongos) que crecen agregadas e incrustadas en una matriz extracelular de polisacaridos
producida por ellas mismas, la cual favorece la adhesién covalente sobre superficies inerte
y vivas, ademas de servir para crear un ambiente protector que permite el crecimiento, la
colonizacion y la evasion a la accién del sistema inmunitario. La resistencia a la accién de
NETs se ha demostrado en biopeliculas de bacterias como Pseudomonas aeruginosa, en cuya
matriz incorpora ADN de las NETSs, generando tolerancia a los péptidos antimicrobianos de
la red. También se ha comprobado en Haemophilus influenzae, cuyas biopeliculas contienen
glicoformas de lipoolisacaridos sialilados que permiten la evasiéon en la red de NETS.
Igualmente se ha publicado que, el serotipo 2 de Streptococcus suis inhibe la liberacion de

NET a través de la matriz extracelular de la produccién de biopelicula.

Este mecanismo de resistencia a las NETs también se ha verificado en las biopeliculas
producidas por la levadura Candida albicans compuestas por mananos ramificados
asociados con -1,6 glucanos que, junto a la secrecion de adhesinas, adsorben las proteinas
de NETs.

B.2. Formacion de capsula como estructura mas externa de microorganismo. Las capsulas

sirven como factores de virulencia en ciertos microorganismos que permiten evitar la
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respuesta inmunitaria. La composicién, el grosor y las propiedades fisicas participan en la
evasion de los patogenos tras su captura por las NETs. En el caso de lalevadura Cryptococcus
neoformans el componente glucoronoxil manano de su capsula es esencial para inhibir las
NETs y bloquear la produccion de ROS. Se haindicado que en la neumonia primaria inducida
por Streptococcus pneumoniae (serotipos 1, 2, 4 y 9V), la resistencia a la captura y
eliminacion por NETs estd estrechamente correlacionada con el grosor de la capsula

bacteriana y es proporcional a la gravedad de la enfermedad.

B.3. Liberacién de vesiculas o sustancias antioxidantes. Es el caso de las cepas citotdxicas de
Pseudomonas aeruginosa que presentan la capacidad de exportar al exterior de la bacteria
vesiculas de membrana externa (VME) que sirven como un sefiuelo para la captura
realizada por NETs. Esta estrategia también se ha detectado en Neisseria meningitidis. En
otro sentido, se ha demostrado que en Haemophilus influenzae produce enzimas
antioxidantes como la peroxirredoxina-glutarredoxina y la catalasa (codificada por el gen
hktE). Estas enzimas confieren resistencia a la acciéon del peréxido de hidrégeno y otras
especies reactivas de oxigeno (ROS) presentes en las NETs.

B.4. Modificaciones de la carga y composicion de la superficie bacteriana. Las redes de NETs
se adhieren a fosfolipidos cargados negativamente en la membrana de los patégenos a
través de afinidad electrostatica. Sin embargo, ciertas bacterias pueden modificar su
superficie celular con el objeto de disminuir la afinidad de unién por las proteinas
antimicrobianas liberadas por las NETs. Esta estrategia se observa cominmente en varias
bacterias grampositivas, como GAS, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y
Listeria monocytogenes. Estas bacterias activan operones especificos que incorporan D-
alanina en su peptidoglicano, disminuyendo asi la carga negativa de la pared celular.

Otra posibilidad es la de modificar la composiciéon de la superficie recubriéndola con
proteinas u otras moléculas capaces de resistir las acciones de NETs. Este mecanismo se ha
descrito en algunas cepas de GAS que pueden recubrirse con una proteina llamada M1 que
las protege de la accién del péptido antimicrobiano LL-37. Staphylococcus aureus también
codifica una proteina, FnBPB, que se ancla a la pared celular capaz de unirse a las histonas
de NETSs protegiendo al patégeno. Los galactosaminogalactanos (GAG) unidos a la pared
celular del hongo Aspergillus fumigatus le hacen resistente a las NETs, ya que GAG puede
sufrir desacetilacion, lo que le hace capaz de repeler proteinas catidnicas de NETSs. Por otro
lado, se sabe que RodA es el principal componente proteico de la superficie de los conidios
de Aspergillus fumigatus, no presente en las hifas, esta molécula (RodA) en los conidios actia
como un factor fundamental en la inhibicién de la formacidén de NETSs. En el caso de los
parasitos, los promastigotes de Leishmania pueden recubrir su superficie con
lipofosfoglicanos (LPG) que funcionan como una barrera fisica que permite resistir la accién
de las NETs.
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C. Degradacion de la estructura y componentes de las NET's

C.1. Degradacién del ADN. Como bien sabemos el esqueleto principal de las redes de las NETs
son los filamentos de ADN nuclear o mitocondrial, por lo que una importante estrategia de
evasion de los patdgenos es tratar de degradar ese esqueleto de ADN. Las nucleasas
(ADNasas y ARNasas) son enzimas responsables de escindir los enlaces fosfodiéster que
unen los nucleétidos de los acidos nucleicos y, un gran ndmero de investigaciones han
demostrado la produccién de ADNasas por muchos y diversos grupos microbianos, siendo
un factor anti-NETs altamente conservado en los patdgenos. Podemos sefialar que, en los
parasitos Trypanosoma brucei 'y Trypanosoma evansi se han identificado dos DNasas TatD,
que permiten la ruptura de las redes de las NETs. También, se ha comprobado en los
promastigotes de Leishmania infantum la expresion de la enzima 3'-nucleotidasa/nucleasa
(3'NT/NU), capaz de escindir las trampas NETSs liberadas. Esta misma enzima 3'NT/NU es
producida por las levaduras Candida albicans y Candida glabrata, permitiendo que estos

microorganismos puedan escapar de su atrapamiento en las NETS.

En consonancia con esta estrategia, bacterias como estreptococos del grupo A
(Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae y S. suis serotipo 2) secretan las endonucleasas Sdal,
EndA y SSnA que promueven la degradaciéon de NETs. En otros casos, se ha detectado
actividades nucleasas dependientes de la presencia de los cofactores Caz* y Mg2*, como es el
de Neisseria gonorrhoeae que expresa la termonucleasa Nuc, o el de Mycoplasma
pneumoniae 'y Mycoplasma bovis que utilizan las nucleasas Mpn491 y MnuA
respectivamente. Particular interés presentan algunas bacterias que, tras la degradaciéon de
las NETs por las nucleasas, son capaces de utilizar los grupos fosfato liberados para su
nutriciéon y proliferacién. Este mecanismo se ha comprobado en Staphylococcus aureus que
expresa la nucleasa Nuc que facilita la ingestion del ADN de las NETs. Nucleasas similares
son las secretadas por Vibrio cholerae (Dns y Xds) y por Pseudomonas aeruginosa (EddB)
que degradan el ADN extracelular sirviendo, asi como recurso nutricional para el

crecimiento bacteriano.

En el caso de los virus se ha indicado que pueden codificar y expresar proteinas que
presentan actividad nucleasa, entre ellos se ha sefalado la proteina no estructural nsp14
del SARS-CoV-2, la proteina Vhs componente del tegumento del virus del herpes simple
(VHS), la proteina PA-X del virus de la influenza aviar (IVA) y la proteina SOX del virus del
herpes asociado al sarcoma de Kaposi (VHSK), todas ellas con actividad endonucleasa

pudiendo influir en la alteracion de la estructura de las NETS.

C.2. Degradacion de algunas proteinas antimicrobianas presentes en las NETs. Estrategia
demostrada en Streptococcus suis y derivada de la accién de su proteasa ApdS que escinde
eficazmente la proteina LL-37 con actividad antimicrobiana dentro de la red de NETs.
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C.3. Degradacién de histonas. La enzima peptidil-arginina-deiminasa 4 (PAD4) de los
neutroéfilos formadores de NETs, cataliza la citrulinacién de las histonas nucleares siendo,
por tanto, esencial para la actividad antimicrobiana de las NETs. En este sentido se ha
senalado que las bacterias pueden secretar su propia arginina deaminasa (PAD), que
modifica histonas citrulinadas secretadas induciendo a que tengan menor carga positiva,
desfavoreciendo la interaccién con la membrana bacteriana, mecanismo mostrado por la

bacteria Porphyromonas gingivalis.

7. ELIMINACION DE LAS NETS POR EL SISTEMA INMUNITARIO

El control de la formacién y eliminacién de las NETs por el sistema inmunitario es inevitable
para mantener la homeostasis tisular, ya que es bien conocido el potencial que presentan
las NET's para exacerbar el dafio tisular en condiciones de inflamacion sostenida o estimulos

persistentes.

En general, la eliminacion de las NETs en condiciones homeostaticas se considera como un
proceso realizado en dos pasos en el que, en primer lugar, las NETs se fragmentan y
posteriormente se realiza la eliminacién de los fragmentos o restos de NETs por células
fagociticas 45 54 63,8083 En la figura 6 se esquematiza el proceso de eliminacion de las NETs

en condiciones de homeostasis.

1.- DEGRADACION NETs POR NUCLEASAS 2.- ELIMINACION RESIDUOS DE NETS
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Fig. 6.- Esquema del proceso de eliminacidn de las NETs en homeostasis. Los pasos son: 1.- Fragmentacion de
la red de NETs por nucleasas (ADNasas y TREX) liberando productos de degradacién, como el ADN libre de
células (cfADN), histona 3 citrulinada (citH3), elastasa (EN) y complejos EN-ADN o mieloperoxidasa (MPO)-

ADN. 2.- Eliminacién de los residuos por parte de macréfagos y células dendriticas.
1. Fragmentacién de la red de las NETSs. Sin duda, las ADNasas desempefian un papel central
enla degradacidn delas NET, que se logra mediante la actuacion de las ADNasas de la familia

[ producidas principalmente por el pancreas y los rifiones y que estan presentes en fluidos
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corporales, siendo particularmente importantes en este contexto la ADNasal y la
ADNasall3.

Las enzimas de la familia de las 3’-exonucleasas (TREX1 y TREX2) también contribuyen a la
degradacién de las NET. Un papel relevante de la familia TREX en el proceso de degradacién
de las NET esta relacionado con su potencial para destruir el ADN oxidado que es resistente
alas ADNasas. Debemos recordar que el estrés oxidativo es un mecanismo importante en el
proceso de formacién de las NET, por eso, la forma oxidada del ADN estd presente y

expuesta en las NET.

2. Eliminacion de los remanentes de las NETSs. Tras la fragmentacién de la red de las NETs,
en el paso anterior, quedan libres remanentes o residuos de los componentes de dicha red,
tales como, moléculas pequenas de ADN libre de células (cfADN), histona H3 citulinada
(citH3), elastasa de neutroéfilos (EN) y complejos EN-ADN o de mieloperoxidasa (MPO)-ADN.
Estos restos también deben ser eliminados, accién llevada a cabo principalmente por

macro6fagos y células dendriticas a través de un proceso cooperativo.

El principal mecanismo lo realizan los macréfagos, tanto macréfagos M2 (tipo
antiinflamatorio) como M1 (tipo proinflamatorio), siendo mas eficientes el tipo M2. Su
actuacion se ve facilitada por la opsonizacidn de los fragmentos de las NETSs por el factor del
complemento C1q, que marca dichas moléculas para su reconocimiento por receptores de
los macréfagos. Una vez que los residuos son internalizados en el fagosoma de los
macroéfagos, se fusionan con lisosomas y en el interior del fagosoma son degradados por
ADNasas acidos y catepsinas, actuando preferentemente TREX1. Hay que afiadir que suele

ser un proceso no inflamatorio disefiado para no causar dafio adicional.

En el caso de las células dendriticas (CDs), el proceso es similar al realizado por los
macroéfagos siendo las CDs inmaduras las que pueden fagocitar material resultante de la
fragmentacion de NETS a través de sus receptores tipo toll (TLR9) y, estas CDs suelen

participar especialmente en ganglios linfaticos o tejidos conectivos.

8. OBSERVACIONES FINALES

Desde el descubrimiento inicial de las trampas extracelulares de los neutrofilos (NETs) se
han logrado significativos avances en la comprensiéon de la formacién, composiciéon y
funciones de las NETs, tanto mediante investigaciones de laboratorio como por
observaciones clinicas. Ambos procedimientos, han revelado su papel fundamental en la
defensa llevada a cabo por el sistema inmunitario innato, asi como que este papel se

extiende mas alld de la defensa innata, ya que influyen en el inicio y regulaciéon de la
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inmunidad adaptativa. Sin embargo, actualmente hay numerosas evidencias de que las

NETs presentan un arma de doble filo, ya que son capaces de promover el dafo tisular y la

inflamacién en muchas enfermedades, bien por una deficiente eliminacién o por una

sobreexpresion. Es evidente que se debe continuar el trabajo que nos permita un mayor

conocimiento de la regulacién de los niveles de formacién y eliminacion de las NETs, que

ayudara a formular estrategias de investigacién futura para el mantenimiento de la

homeostasis y para el tratamiento clinico de enfermedades asociadas a la accién no
controlada de las NETs.
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