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RESUMEN

Los neutrdfilos (polimorfonucleares) forman parte del sistema de inmunidad
innata, siendo las primeras células que acuden al lugar de inflamacién con objeto de
eliminar elementos patégenos que atacan al organismo, actuando a través de la
fagocitosis, degranulaciéon vy, tal y como ha sido descrito recientemente, mediante la
expulsion al exterior de unas estructuras en forma de redes formadas por ADN vy
proteinas que se han denominado Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NETs) vy
NETosis al proceso de formacion de las mismas. Esta revisién se centra en conocer la
composicidon, mecanismo de formacion, funcion fisioldgica de las NETs asi como su
implicacion en el desarrollo de diversas patologias.

El ADN constituye el principal componente estructural de las NETs sobre el que
se incorporan diferentes proteinas neutrofilicas nucleares, citoplasmaticas y granulares
con capacidad antimicrobiana. Se han descrito dos tipos de NETosis: vital, cuyo
resultado es un neutrdfilo enucleado que mantiene su capacidad fagocitica, y suicida
qgue conlleva la muerte celular del neutrdfilo.

Las NETs resultan efectivas en la contencién de una amplia variedad de
microorganismos causantes de infeccidn incluyendo bacterias, hongos y parasitos
aunque, en algunos casos, estos disponen de mecanismos para evadir su accion
antimicrobiana.

Sin embargo, evidencias cientificas crecientes sugieren que las NETs son un arma
de doble filo, ya que también podrian estar involucradas en la iniciacién y promocion de
diversas patologias en las que existe un elevado estado de inflamacion como las
enfermedades autoinmunes, ciertas enfermedades respiratorias o el cancer. Por otra
parte, se ha constatado que las NETs inducen la activacién plaquetaria, coagulacién y
formacion de trombos, a la vez que dafian las células endoteliales provocando su
disfuncion, por lo que se les atribuye un papel importante en la enfermedad trombdtica
y la aterosclerosis.

De este modo, se ha propuesto que la deteccién de NETs en sangre o tejido
podria resultar Util como biomarcador diagndstico y prondstico de enfermedad.
lgualmente, las NETs podrian constituir una diana terapéutica para las patologias en las
gue se ven involucradas. A este respecto, diversos tratamientos con antioxidantes,
DNAsas, inhibidores de PAD-4 o anticuerpos monoclonales estan siendo evaluados.

PALABRAS CLAVE
Neutrofilo, trampas extracelulares de neutréfilos, NETs, NETosis, cromatina,
inflamacion, infeccion, autoinmunidad, trombosis, cancer.



ABSTRACT

Neutrophils (polymorphonuclear) are part of the innate immune system, being the first
cells to reach the site of the inflammation site in order to eliminate patogens that attack
the organism, carrying out their function throughout fagocytosis, degranulation, and as
has been recently described, expelling to the extracellular space some networks made
up of DNA and proteins, called Neutrophil Extracellular Traps (NETs) and NETosis, the
process of formation. This review focuses on knowing how they are generated, their
composition, physiological function as well as their involvement in various pathologies.

DNA is the main structural component of NETs, on which different nuclear, cytoplasmic
and granular neutrophilic proteins with antimicrobial capacity are incorporated. Two
types of NETosis have been described: vital, resulting in an enucleated neutrophil that
conserves its phagocytic capacity, and suicide that leads to neutrophil cell death.

NETs are effective in containing a wide variety of microorganisms that cause infection
including bacteria, fungi and parasites although, in some cases, they have some
methods to get way with their antimicrobial action.

Nevertheless, increasing scientific evidences suggest that NETs are a double-edge
sword, since they could also be involved in the initiation and promotion of some
disorders with high inflammation rates such as autoimmune diseases, some respiratory
diseases and cancer. On the other hand, it has been shown that NETs activate platelets,
coagulation and thrombosis. In addition, they also harm endothelial cells, causing their
disfunction. Therefore, they play an important role in thrombotic disease and
atherosclerosis.

In this way, it has been proposed that detection of NETs in blood or tissue could be
useful as a biomarker diagnosis and prognosis of several diseases. Likewise, NETs could
become a therapeutic target for the pathologies in which they are involved. In this
regard, various treatments with antioxidants, DNAse, PAD-4 inhibitors or monoclonal
antibodies are being evaluated.

KEY WORDS

Neutrophil, Neutrophil extracellular traps, NETs, NETosis, cromatin, inflammation,
infection, autoimmunity, thrombosis, cancer.



INTRODUCCION

Los neutrdéfilos, también denominados leucocitos polimorfonucleares (PMN),
constituyen la poblacién celular mas abundante en la sangre humana. Son producidos
en la médula dsea, forman parte del sistema inmune y son las primeras células que
acuden al lugar de la inflamacién, donde aportan citocinas a los tejidos y contribuyen a
eliminar microorganismos patdgenos, para finalmente acabar siendo eliminados por los
macréfagos. (Y Se encuentran normalmente circulando por el torrente sanguineo,
donde tienen una vida media de 6 a 8 horas, mientras que en los tejidos pueden llegar a
durar hasta 7 dias. ?

El fenotipo de los neutrofilos sufre variaciones a lo largo de su recorrido desde su
formaciéon en la médula ésea (neutrdfilos frescos) hasta que acaban siendo eliminados
(neutrdfilos viejos). Este envejecimiento confiere al neutréfilo distintas propiedades, al
igual que los distintos ambientes por donde circula la célula, que también son clave para
la adquisicion de diversas funciones. )

Los neutrofilos forman parte del sistema de inmunidad innata. Son las primeras células
qgue acuden desde el torrente sanguineo hasta las zonas de infeccién. Una vez alli
actlan tratando de eliminar a los microorganismos con la ayuda de enzimas
proteoliticas, antimicrobianas y Especies de Oxigeno Reactivo (ROS) ¥ a la vez que
sirven de sefial activadora de otras células del sistema inmune que llegardn para
contener y acabar con la infeccion. Los neutrdfilos son conocidos por su nucleo
lobulado (polimorfonucleares, PMN) y porque contienen en su citoplasma gran cantidad
de granulos ® con numerosas proteinas en su interior tales como la a-defensina, la
hCAP18 (Human Cationic Antimicrobial Protein 18) o la lactoferrina entre otras ©. La
principal accion de los neutroéfilos es eliminar microorganismos, fagocitarlos.

Los neutrdfilos detectan la presencia del microorganismo a través de los
receptores transmembrana Toll-like (TLR), que reconocen a los patégenos e inician una
cascada de transduccion de la sefial activadora de la respuesta inflamatoria.”)

Los neutroéfilos pueden utilizar diferentes mecanismos para eliminar agentes patégenos:
1) la fagocitosis y eliminacion de los microorganismos internalizados dentro del
fagosoma gracias a la ayuda de las Especies de Oxigeno Reactivo (ROS) y compuestos
antimicrobianos que son liberados en las vacuolas fagociticas; 2) mediante la
degranulacion, es decir, liberando sustancias contra los microorganismos en el lugar de
la infeccidn; 3) otra via de eliminacién de patégenos que ha sido recientemente descrita
es mediante la expulsién al exterior de unas estructuras en forma de entramado o redes
de ADN vy proteinas con funcion bactericida, que se han denominado Trampas
Extracelulares de Neutrdfilos (en inglés, Neutrophil Extracelular Traps, NETs). & Esta
ultima funcion es la que vamos a estudiar en esta revision bibliografica.
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Figura 1. Diferentes tipos de mecanismos para eliminar agentes patégenos de los neutrofilos.
Frontiers in Physiology. 2018. ©

Las NETs se descubrieron en 1996, como una forma de muerte celular diferente a la
necrosis y a la apoptosis. 19 Takey et al. investigaban la relacion de la activacion de los
neutréfilos y su destruccion usando forbol-miristato-acetato (PMA). Observaron
cambios morfoldgicos diferentes de aquellos que ocurrian en la necrosis y en la
apoptosis. Asi fue como se plantearon la existencia de una tercera via de muerte celular
(2) Estos autores describieron lo siguiente: primero, el nucleo multilobulado se
fusionaba, a la vez que se descondensaba la cromatina. Mas tarde la membrana nuclear
se rompia para liberar el contenido hacia el citoplasma. Tres horas después la
membrana extracelular se fragmentaba gracias a un mecanismo mediado por Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS). En 2004 este proceso fue descrito mas a fondo y se
denomind NETosis. 1Y

Las NETs son estructuras en forma de red que contienen cromatina descondensada,
proteinas citoplasmaticas y granulares que son capaces de atrapar y eliminar los
patégenos. (12

Existe una forma de muerte celular similar a la NETosis: la ETosis, que es llevada a cabo
por eosindfilos y mastocitos. Estos expulsan al exterior redes con ADN mitocondrial y
proteinas granulares que podrian formar parte de la respuesta en situaciones de
hipersensibilidad alérgica. (13

A pesar de que las NETs constituyen un mecanismo de defensa para eliminar
microorganismos, en los ultimos afios han aparecido estudios que han puesto de
manifiesto que estas estructuras pueden estar asociadas al desarrollo de patologias tan
diversas como enfermedades autoinmunes, enfermedad cardiovascular o cancer entre



otras. En esta revisidn describiremos la composicion y funcion fisiolégica de las NETSs, asi
como su papel en el desarrollo de diferentes patologias.



OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es revisar la evidencia cientifica disponible hasta el momento
en relacion a la estructura, modo de accion, papel fisioldgico de las Trampas
Extracelulares de Neutrofilos, asi como su implicacion en la patogenia de distintos tipos
de enfermedades, su potencial uso como marcador diagndstico y/o prondstico o diana
terapéutica para el desarrollo de nuevos tratamientos.



MATERIAL Y METODOS

Con el fin de realizar esta revisién bibliografica se han obtenido diversos articulos
cientificos realizando busquedas sistematicas en la bases de datos de PubMed vy
Biblioteca Cochrane de estudios, ensayos in vitro e in vivo y revisiones bibliograficas en
lengua inglesa durante el periodo de tiempo comprendido entre 1996 y 2019 que
tratasen sobre los neutrdfilos y la liberacién de NETs, asi como las relaciones de estos
con diversas entidades patoldgicas. Ademds se ha realizado una busqueda de ensayos
clinicos o estudios observacionales relacionados con las NETs en el sitio web
clinicaltrials.gov.

Para la busqueda se utilizaron términos tales como “Neutrophil extracelular traps”,
“NETs”, “NETosis” “"Haemophilus influenzae”, “Mycobacterium tuberculosis”, “Dengue”,
“cancer”, “biomarker”, “quantification”, “therapautics”. Se revisaron los resimenes de
los articulos y se seleccionaron los que mas interés suscitaban con respecto a esta
revision.

Por otra parte también han sido incluidos en este trabajo articulos obtenidos de la

busqueda directa a partir de las referencias de los mismos que aparecian en otros
articulos revisados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE
NEUTROFILOS

F. Urban et al ™ aislaron neutréfilos de donantes sanos con el fin de investigar la
composicion de las NETs. Los indujeron utilizando forbol-miristato-acetato (PMA).
Identificaron 24 proteinas diferentes de localizacion nuclear, granular y citoplasmatica.

- Nucleares: encontraron cuatro tipo de histonas del core y el antigeno de
diferenciacion de la célula mieloide (MNDA): Histona H2A (H2A), Histona H2B
(H2B) y H2B-like (H2B), Histona H3 (H), Histona H4 (H4), Antigeno de
diferenciacion de la célula mieloide (MNDA).

- Granulares: identificaron ocho proteinas, cinco de las cuales (elastasa
neutrofilica (NE), lactotransferrina (LTF), catepsina G (CG), mieloperoxidasa
(MPO) (11) y proteinasa leucocitaria 3 (PR3) (15) ya habian sido previamente
asociadas con las NETs. Azurocidina (AZU1), lisozima C (LysC) y defensina
neutrofilica 1y 3 (DEFA-1vy -3) también son componentes de este entramado.

- Citopldsmicas: encontraron las proteinas S100 A8, A9 y A12

- Citoesqueleto: actina B y/o y (ACTB, ACTG1), miosina-9 (MYH-9), actinina-a (1
y/0 4) (ACTIN-1, ACTIN-4), plastina-2 (LCP 1), citoqueratina-10 (KRT-10)

- Peroxisomas: catalasa (CAT)

- Enzimas glicoliticas: a- enolasa (ENO1), transcetolasa (TKT)

Las histonas (proteinas basicas que contribuyen a la formacién de cromatina por parte
del ADN)® facilitan la adhesidn de virus y bacterias (negativamente cargados). Histonas
y d&cidos nucleicos tienen, per se, actividad bactericida. ¥ Esta capacidad fue
descubierta por James Hisch en la década de 1950. ElI ADN es activo frente a
Pseudomonas aeruginosa gracias a su esqueleto fosfodiéster, que actla como quelante
para cationes y es capaz de romper las membranas interna y externa de dicho
microorganismo. @ La histona H2A es presumiblemente uno de los agentes
antimicrobianos mas efectivos, sobre todo contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Shigella
sonnei, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus albus y Staphylococcus aureus. H4 es
activo frente a Staphylococcus aureus y Propionibacterium spp. *® Poseen ademads
capacidad antiparasitaria. Wang et al observaron que H2A y H2B reducian la replicacién
de los promastigotes de Leishmania spp. hasta en un 50%. 17

Las histonas de las NETs se encuentran citrulinadas. *® La citrulinizacién es la
conversion de arginina a citrulina por peptidil arginina deaminasas (PADs). La PAD4 estd
relacionada con la citrulinizacion y por tanto descondensacién de la cromatina en la
formacion de las NETs. Estd demostrado que la eliminacién de la PAD4 mediante
métodos quimicos o manipulacién genética reduce la formacidon de NETs. (1) 2021) pe
todas formas este es un campo que queda por estudiar en mas profundidad.
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Por otro lado también es conocido el efecto de citotoxicidad de las histonas, que podria
ser una de las causas del efecto patdgeno de las NETs. De hecho existen anticuerpos
anti-histona que previenen sus efectos en varias enfermedades. (22

La citotoxicidad que producen las histonas es debido a las fuerzas electrostaticas: se
encuentran cargadas positivamente, y reaccionan frente a moléculas con cargas
negativas.!?3 Las histonas catidnicas se unen a los fosfolipidos de membrana (aniones) y
se integran entre ellos con el fin de alterar la permeabilidad, resultando en muerte
celular.

Las histonas, cuando se encuentran en el medio extracelular, son capaces de generar
citotoxicidad directa en tejido epitelial y endotelial. También pueden activar el
complemento y desencadenar una respuesta inflamatoria, reclutando células del
sistema inmune por la via de los receptores Toll-like (TLR). Este proceso actla como
feedback positivo, incrementando la liberacion de mas cantidad de histonas y a su vez
amplificando la respuesta inflamatoria. El proceso es el siguiente: las histonas activan
los TRL, que a su vez estimulan la liberacion de citocinas y activan las vias de
sefializacién dependientes de MyD88 (factor de respuesta primaria de diferenciaicon
mieloide 88). La activacion de TLR9 desencadena la produccion de ROS, con posterior
activacion del inflamasoma NLRP3, la caspasa 1 y reclutamiento de otras células
proinflamatorias. El resultado de toda esta cascada de activacion es el dafio orgdnico
por inflamacion. (24
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Figura 2. Cadena de activacién de la inflamacion y dafio orgénico por estimulacion neurtofilica.
Cell death and disease. 2017; 8(5): e2812%%
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MECANISMO DE FORMACION DE NETS

Existen evidencias de que la formacién de NETs puede ocurrir mediante al menos dos
mecanismos distintos, uno dependiente de la activacion de NADPH oxidasa vy, por tanto
de la formacién de ROS y otro independiente. Ademas, no siempre que se produce la
formacion de NETs tiene lugar la muerte del neutrdfilo, por lo que se han diferenciado
dos tipos de NETosis: suicida y vital. En la primera, el resultado final es la muerte celular
del neutroéfilo, mientras que en la segunda la célula no se destruye, sino que el ADN
nuclear se libera al exterior mediante la formacidn de vesiculas, no existe ruptura de la
membrana celular y el neutréfilo mantiene su capacidad para fagocitar y destruir los
patégenos fagocitados.

NETOSIS SUICIDA: Se trata de un proceso lento (horas). En primer lugar el estimulo es
reconocido por el neutrdfilo via diferentes receptores de la membrana como los Toll-
like (TLRs), o los receptores para el fragmento Fc, entre otros. Se produce la liberacion
de Ca?* desde el reticulo endopldsmico al citosol lo que provoca la activacion de las vias
Protein Kinasa C (PKC) o RAF/MEK/MAPK, que inducen la fosforilacion de la proteina
gp91phox del complejo NADPH oxidasa y éste se activa. El resultado es la formacién de
ROS.

En el citoplasma existe un complejo proteico que reside en los granulos azurdfilos que
contiene proteasas de serina tales como elastasa (NE), mieloperoxidasa (MPO),
catepsina G vy azurocidina. Las ROS formados por la activacion de la NADPH oxidasa
desencadenan la disociacion de este complejo, de forma que dichas enzimas se
trasladan hasta el nucleo por un mecanismo desconocido. Una vez en el nucleo, estas
proteasas actlan sobre las histonas, facilitando la descondensacién de la cromatina. El
calcio, por su parte, es el cofactor de una enzima nuclear, la peptidil arginina deaminasa
(PAD4), vital en todo este proceso de formacién de NETs, cuya misién es convertir la
arginina de las histonas en citrulina y asi permitir el desensamblaje de éstas con el ADN
y de esa forma descompactar la cromatina. Esta comienza asi a perder su estructura
compacta y el nucleo pierde su lobulacidon (proceso propio de la NETosis, que no
comparten ni la necrosis ni la apoptosis) ©®). Las membranas de los granulos
citoplasmaticos y la del nldcleo comienzan a desorganizarse y a romperse. Como
consecuencia, todo el material del neutréfilo se entremezcla en el citoplasma para,
poco después, ser expulsado al exterior tras desintegrarse la membrana celular.
Finalmente las trazas de ADN se liberan al espacio extracelular. @

Algunos de los estimulos capaces de dar lugar a la NETosis suicida mediada por ROS son
microorganismos, colesterol o PMA in vitro. ® Este tipo de NETosis tiene una duracién
de 2-4 horas.
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NETOSIS VITAL: Proceso méas rapido (minutos) 2 en el que la cromatina se libera a
través de vesiculas que la exteriorizan en la membrana celular. El resultado final es un
neutroéfilo anucleado que sigue pudiendo realizar funciones de fagocitosis o quimiotaxis.
(25 Puede ser inducido por elementos microbianos y no requiere de la participacién de
la NADPH oxidasa. ?®/?7) pjlsczek et al comprobaron que cuando se cultivaban
neutroéfilos con S. aureus tenia lugar una rapida liberacion de ADN. El nucleo se dilataba
y se formaban vesiculas que contenian ADN, se fundian con la membrana celular y
expulsaban al exterior su contenido sin que la célula muriese. ?®) E| proceso es el
siguiente: los receptores Toll-like (TLR) de la membrana del neutréfilo y el receptor del
complemento C3 reconocen los estimulos activadores 2829 |3 activaciéon de PAD4
promueve la descondensacion de la cromatina, se separan las membranas nucleares
interna y externa y se forman vesiculas con contenido de ADN y se aproximan junto con
los granulos del citosol hacia la membrana celular. Alli se libera el contenido de las
vesiculas sin producirse ruptura de la membrana celular. Se desconoce cémo se
produce la liberaciéon de estas vesiculas pero lo que se ha comprobado es que los
neutrofilos conservan su capacidad para migrar, fagocitar, producir oxidantes y matar a
los patdgenos ingeridos tras la formacion de las NET ) In vivo, se ha observado que en
presencia de determinados ligandos de TLR o ciertas cepas bacterianas, se produce la
interaccién entre el antigeno-1 asociado a funcion de leucocito (LFA-1) de los
neutrdfilos y las plaquetas, lo que a su vez provoca este tipo de NETosis.(%

Se ha descrito también otro tipo de NETosis vital en el que los neutrofilos liberan ADN
mitocondrial, si bien éste Ultimo no ha sido bien estudiado y se desconoce si ejerce
alglin papel antimicrobiano %
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Figura 4. Proceso de la NETosis vital y suicida. European Journal of Clinical Investigation.
2018. )

FACTORES INDUCTORES DE NETS

Se han descrito diversos agentes bioldgicos y quimicos capaces de inducir la formacién
de NETs por parte de los neutrofilos tanto in vivo como in vitro: bacterias Gram positivas
y negativas (MBNR6) - hongos (2 pardsitos 33, virus 34, protozoos ), plaquetas
activadas ?%), péptidos derivados del complemento ), autoanticuerpos 1), |L-8 (1))
perdxido de hidrogeno G138 cristales de urato ), humo de tabaco 7, citocinas 38 o
colesterol 3%, El PMA es un estimulo efectivo para que los neutrdfilos liberen NETS,
pero de manera artificial. Este activa la NADPH oxidasa. Se ha observado que los
neutrofilos de los neonatos son menos propensos a formar NETs en respuesta a
diversos estimulos, lo que podria explicar la mayor predisposicion de estos a sufrir
infecciones. (40

Una vez visto qué son las NETs, sus componentes y mecanismos de formacion, pasamos
a estudiar sus relaciones con distintas patologias.

PAPEL DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EN PROCESOS
INFECCIOSOS

Ya se ha comentado previamente que las NETs tienen capacidad antibacteriana. Directa,
matando microorganismos e indirecta impidiendo la propagacién de la infeccién. Entre
sus componentes destacan las defensinas o catelicidinas, péptidos antibacterianos. (!
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Las NETs son degradados por las DNAsas, ('Y por lo tanto el potencial patégeno de las
bacterias que las contienen es evidentemente mayor que el de las que carecen de ellas.
(42)43) En ciertos casos, algin componente de las NETs en concreto resulta ser mas
decisivo que otro en la interaccidn con ciertos microorganismos. Un ejemplo es el caso
de la infeccién por S. aureus, en la cual es vital la actuacion de la MPO “4 o la
lactoferrina y calgranulina, que intervienen en infecciones fungicas, secuestrando iones
y asf restringiendo el crecimiento de los hongos.*>)

A continuacién comentaremos algunos microorganismos relacionados con la
produccidn de NETs (),

STAPHYLOCCOCUS AUREUS

El S.aureus es una bacteria Gram positiva con una gran capacidad de supervivencia, ya
qgue consigue evadir el sistema inmune y hacerse resistente a tratamientos con
antibidticos. “® Reside principalmente en el epitelio escamoso de la cavidad nasal. Es
responsable de infecciones tales como osteomielitis, endocarditis o gastroenteritis. La
bacteria es inductora de las NETs,?® pero los convierte en desoxiadenosina con la
ayuda de nucleasas y adenosina sintetasas propias, promoviendo la inactivacion de las
NETs liberando las trazas de DNA de las histonas. (47)(41)(2)

STREPTOCCOCUS PNEUMONIAE

El Streptoccocus pneumoniae reside normalmente en las vias respiratorias. Al igual que
el anterior, el S.pneumoniae también escapa de las NETs. %) Se trata de una bacteria
Gram positiva capaz de evadir la accién de las NETs cambiando su morfologia de
superficie creando una capsula polisacarida y cambiando su carga elécrica. “>®8 E| §.
pneumoniae, al ser atrapado por las trazas de ADN produce factores de virulencia como
la endonucleasa A (endA), encargada de romper los enlaces fosfodiéster de las cadenas
de ADN, y asi liberar la bacteria de las NETs, provocando una mayor reproduccion y
diseminacion del microorganismo. ()

ESCHERICHIA COLI

La E.coli es una bacteria Gram negativa que coloniza el tracto gastrointestinal. Es el
microorganismo anaerobio facultativo mdas abundante en la microbiota humana. Es
capaz de causar enteritis, infecciones urinarias, meningitis o sepsis. Kambas et al.
observaron que este inducia la liberacién de NETs cuando en el suero del paciente con
shock séptico entraba en contacto con los neutrofilos, por activacion de receptores del
tipo Toll-like (TRL) o receptores del complemento para C3 o C5a. 49

HAEMOPHILUS INFLUENZAE

La infeccion por H. influenzae es inductora de la NETosis a través de los receptores Tol-
like de los neutrdfilos 7)) si bien la bacteria escapa del efecto de las NETs creando un
biofilm lipooligosacérido y, de esta manera, escapan a la fagocitosis. (® Estos biofilms
son peliculas de superficie que recubren la bacteria y que impiden su destruccién por
parte de las células del sistema inmune y de los antibidticos. *°
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Es una bacteria que causa diarrea y colitis pseudomembranosa debido, normalmente, al
uso previo de antibioterapia. El C. difficile forma parte de la microbiota de los humanos.
Normalmente compite con otros microorganismos por el alimento como forma de
prevencion de su excesiva reproduccion, pero cuando la microbiota se ve alterada y por
tanto aumenta la disponibilidad de sus nutrientes, a la vez que disminuye la produccién
de acidos biliares, el Clostridium difficile comienza a colonizar de forma patdgena el
intestino. Cuando el Clostridium llega al tejido linfoide intestinal, estimula la produccion
de citocinas proinflamatorias tales como la IL-1B, IL-8 y CXCL5, que inducen el
reclutamiento de neutréfilos. G1(2)

Los neutréfilos aqui tienen dos funciones: reducen el potencial microbiano de las
toxinas de Clostridium secretando AMP y liberan NETs, que previenen la diseminacion
de la infeccion. 3

YERSINIA SPP.

Es el agente causante de enteritis aguda y enterocolitis. Invade el epitelio y se traslada
hasta las placas de Peyer.®® Se ha observado in vitro la capacidad de la Yersinia
enterocolitica para inducir la liberacion de NETs tras 1 hora de incubacién, pero, al
incrementar este tiempo, la induccion de NETs va disminuyendo. Esto podria ser debido
a que las NETs finalmente son degradadas por los efectos de las nucleasas dependientes
de calcio y magnesio. (48

SALMONELLA TYPHIMURIUM

Se trata de una bacteria intracelular anaerobia facultativa. Coloniza el intestino, vy alli
infecta a los enterocitos, células dendriticas y macréfagos. Dentro de ellos se replica y
expresa sus factores de virulencia (adhesinas, flagelo, fimbrias y T3SS). También es
capaz de utilizar una superoxido dismutasa (SodCl), que contrarresta la accion de las
ROS. 3 No obstante, Salmonella favorece la activacion de las NETs, quienes, a su vez,
terminan por destruirla. *® )

SHIGELLA FLEXNERI

La S. flexneri es una bacteria Gram negativa que se adquiere junto con alimentos en mal
estado y llega a la luz intestinal, donde infecta las células del epitelio y se propaga. La
células infectadas, como respuesta, activan el factor nuclear kappa B (NF-kB),
produciendo IL-8, que actua de sefial activadora de neutroéfilos. Alli la elastasa degrada
los factores de virulencia bacterianos. ©7®8) S flexneri es un Gram negativo cuya
relacién con los neutroéfilos ha sido estudiada in vitro por Brinkmann et al, que sostienen
gue induce la formacion de NETs y que estos actian favorablemente en su degradacion.

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

M. tuberculosis es un bacilo aerobio intracelular con gran capacidad de evasion del
sistema inmune, causante de la tuberculosis. Utiliza el interior de los macréfagos para
replicarse y diseminarse por el organismo. Induce la formacién de NETs pero estos solo
son capaces de dificultar su propagacién, no eliminarlo. ®° El Mycobacterium estimula
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la apoptosis de neutrofilos en un intento por frenar la creacién de granulomas,
responsables de la infeccidn primaria tuberculosa, los cuales contienen al bacilo. (9

VIBRIO CHOLERAE

Este es otro ejemplo de bacteria capaz de estimular a las NETs pero salir ilesa de sus
efectos. Se trata de un Gram negativo que se encuentra en ecosistemas acudticos y que
llega al intestino a través de agua o pescado contaminados. ®1 Alli secreta toxinas,
adhesinas, hemaglutininas, proteasas y hemolisinas, e induce la produccion de citocinas
y la activacion de los neutrofilos. Estos expulsan NETSs, pero las nucleasas Dns y Xds del
V. cholerae inhiben su accion. (62

DENGUE

Es interesante estudiar la relaciéon de este virus con la NETosis, ya que todavia no se ha
llegado a un consenso sobre esta. El Dengue es un virus ARN de la familia Flaviviridae.
Es capaz de generar en el organismo infectado desde febricula hasta la llamada fiebre
hemorragica. Se ha observado in vitro la capacidad de las NETs de atrapar y frenar al
virus, pero, por otro lado, se ha objetivado la inhibicion de las NETs por parte de este.
Moreno-Altamirano et al realizaron la siguiente comprobacién: estimularon neutrofilos
con PMA para que llevaran a cabo la NETosis. Después cultivaron esas NETs junto con el
virus DENV-2, y el resultado fue una reduccién de los mismos del 80%. Observaron que
el virus del Dengue inhibia la absorcion de glucosa por parte de los neutrofilos,
elemento que estos necesitan para llevar a cabo su funcién. De esta forma el virus
utiliza una via metabdlica para frenar la formacion de NETs. 0 (83) | 3 relacién del virus
del Dengue con los neutréfilos y la NETosis es todavia objeto de estudio. ?)

LACTOBACILLUS RHAMNQOSUS

El Lactobacillus rhamnosus es un probidtico Gram positivo capaz de restaurar la barrera
intestinal, con lo cual resulta beneficioso en patologias como colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn.®4)®%) Es capaz de unirse al epitelio intestinal y hacerlo resistente
a la bilis y a acido gastrico.

Estd comprobado que el Lactobacillus rhamnosus GG inhibe la produccién de NETs
inducidos por otras bacterias como E. coli o S.aureus. La causa mas probable es su
accion antioxidante y a las proteinas que secretan que todavia estan por estudiar. (¢°)

VIRUS INFLUENZA

En concreto, el virus Influenza A, causante de la famosa gripe A es capaz de inducir el
reclutamiento de neutrdéfilos en los pulmones, y por lo tanto, este virus es también
inductor de la formacion de NETs. En este caso, la a-defensina-1 asociada con las NETS
es la que inhibe la replicacién del virus bloqueando la via de la protein kinasa C (PKC).
Las histonas H3 y H4 ricas en arginina son claves para la neutralizacion del virus. @

El virus influenza estimula a su vez otro elemento, el LL37, responsable de aumentar la
produccidn de NETs por parte de los neutrdfilos in vitro 7).
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El efecto de recluir tal cantidad (excesiva) de neutrdfilos en el pulmén resulta en un
dafio de los tejidos a nivel local por infiltracion de NETs en los capilares de los alveolos
mediado por AMPs (Péptido Anti Microbiano).

VIH

Este virus representa un ejemplo de induccién de la produccion de NETs pero sin éxito,
ya que el VIH escapa finalmente infectando el organismo. Los neutrdfilos reconocen la
sefial activadora del VIH a través de los receptores TLR7 y TLR8, liberan especies
reactivas de oxigeno (ROS) para la formacion de NETs. Estos atrapan al virus y lo
intentan eliminar, pero sale finalmente airoso al inducir, por via de la lectina tipo Cvy el
CD 209, la produccién de IL-10, que inhibe a las especies reactivas de oxigeno y por lo
tanto la liberacién de las NETs. 3%

VIRUS RESPIRATORIO SINCITIAL

El virus respiratorio sincitial (VRS) es el causante de una de las infecciones pediatricas
mas importantes. Es el causante de una importante infeccidn respiratoria, en la que
entran en juego células epiteliales, macrofagos, fibrina, células dendriticas... La relacion
de este virus con las NETs ha sido estudiada in vitro al cultivar muestras de lavado
broncoalveolar de pacientes infectados por el virus junto con neutrofilos. El VRS activa a
los neutrofilos y estos a su vez llevan a cabo la NETosis en un intento por acabar con la
infeccion, que no llevan del todo acabo. Las NETs son capaces de prevenir la
diseminacion viral pero no de matar al patdgeno. Incluso podrian resultar perjudiciales
ya que son capaces de agravar la clinica formando estructuras de moco y ADN que
ocluyen el tracto respiratorio. (68) (69)(60)

CANDIDA ALBICANS

En situaciones de inmunodeficiencia, cuando se suelen producir las infecciones por
Candida, las células epiteliales y los magréfagos la reconocen y responden liberando
quimiocinas que activan neutrdfilos. 79 71 Estos producen NETs como mecanismo de
defensa para eliminar el hongo ya sea en forma de levadura o hifa. "% De hecho, los
neutrofilos son capaces de calcular la medida del hongo, diferenciando entre su forma
de hifa o levadura, para asi producir una mayor o menor cantidad de NETs. Para que sea
mas rapida la respuesta neutrofilica, debe ser reconocido el B-glucano de las hifas por el
receptor del complemento 3 y estar presente la fibronectina, que forma parte de la
matriz extracelular. (28 (41)

TRYPANOSOMA CRUZI

El Trypanosoma cruzi es el pardsito causante de la enfermedad de Chagas, una
enfermedad tropical causante de miocardiopatia y vasculopatia. La primera respuesta
del organismo contra la invasién tripanosdmica es la innata: macréfagos, eosindfilos,
monocitos y neutrofilos actdan intentando frenar la infeccién al reconocer al parasito a
través de receptores Toll-like (TLR). Sousa-Rocha et al. /) llevaron a cabo un estudio en
ratones para evaluar si Trypanosoma estimula la NETosis y si el pardsito una vez
atrapado en las NETs muere o simplemente es inmovilizado. Para ello, un grupo de
ratones fue infectado con T. cruzi previamente expuesto a NETs y otro sélo con T. cruzi,
sin ser tratado con NETs. Ambos grupos fueron monitorizados. Se observd en los dos
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grupos un incremento inicial de la parasitemia para descender posteriomente, si bien el
grupo de ratones infectado con el parasito pretratado con NETs mostraba niveles de
parasitemia mas bajos que el grupo control. Este hallazgo sugiere que los pardsitos en
contacto con las NETs sufren una pérdida de virulencia, capacidad de invasion vy
replicacion, posiblemente gracias componentes de las NETs como elastasa, catepsina D,
histonas o mieloperoxidasa, degradadores de factores de virulencia.

El glucosilfosfatidilinositol de la membrana de los tripomastigotes es capaz de estimular
el TRL-2 (receptor Toll-like transmembrana de los neutrofilos) y asi inducir la sintesis de
citotinas proinflamatorias como el TNF o la IL-2.

Otro hallazgo interesante de este grupo de investigadores fue la presencia de Especies
Reactivas de Oxigeno (ROS) en el proceso de formacion de NETs al ser infectado un
organismo por T. cruzi.

La conclusion del estudio es que la infeccion por Trypanosoma cruzi induce la liberacion
de NETs gracias a la sefial activadora de los receptores Toll-like de la membrana de los
neutroéfilos, y esto afecta al parasito reduciendo su virulencia y patogenicidad sin afectar
a su viabilidad.

PAPEL DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EN ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

Se ha comprobado la presencia de NETs en numerosas enfermedades en las que existe
un elevado y patolégico estado de inflamacion, como es el caso de las enfermedades
autoinmunes. 73 En dichas situaciones existen evidencias que indican que las NETs
ejercen un papel perjudicial. En ellas existe una respuesta anormal por parte del sistema
inmune contra el propio organismo. 4 Pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), artritis reumatoide (AR) vy vasculitis asociadas con anticuerpos contra el
citoplasma de los neutrdéfilos (ANCA) desarrollan toda una serie de autoanticuerpos que
son capaces de reconocer a las estructuras de las que se componen las NETs, ya que
varias de las moléculas de las que se forman las NETs resultan ser autoantigenos en
enfermedades autoinmunes. 7> Se ha planteado la excesiva producciéon de NETs, la
exposicion prolongada a ellos o falta de eliminacién como posible factor
desencadenante de la respuesta autoinmune en pacientes propensos. *)©)(76)

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

En la enfermedad del lupus, los autoanticuerpos (contra antigenos nucleares como el
ADN, histonas y granulos de los neutréfilos) “Y forman inmunocomplejos que se
depositan en la piel, rifdn, pulmdn, pleura, corazén, etc. En un estudio realizado en
pacientes con nefritis [Upica se objetivd que aquellos con nefritis de tipo IV presentaban
mayor cantidad de NETs en el glomérulo que los de tipo Ill. 77} Otros investigadores
determinaron que el suero de pacientes con LES no era capaz de degradar las NETs (/8),
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ya que en él se encontraron anticuerpos inhibidores de las DNAsas, y otro tipo de
anticuerpos ligados al ADN que evitaban su degradacion.’?

Mas del 70% de los componentes de las NETs resultan ser autoantigenos para el LES y
otras enfermedades autoinmunes. “*° Las NETs, inducidos por estimulos autoinmunes
en el contexto del LES, activan células dendriticas a través de la via de los receptores
TLRY y TLR7, que terminan expresando el IFN tipo |, lo cual conduce a una mayor
actividad de la enfermedad. 9 7®) Tras |a activacidn de estas células dendriticas por las
NETs, se observd que al ser inyectadas en ratones, se formaban anticuerpos especificos
de neutrdfilos y aparecia dafio renal. V) Las NETs activan las células dendriticas gracias
a la asociacion del ADN con el péptido antimicrobiano LL-37. Existe un feedback entre
las NETs y el TNF | que explica cémo las NETs exacerban la patologia autoinmune. #? Las
NETs podrian, a su vez, activar el complemento, intensificando asi la patogenia de la
enfermedad."®

También se han observado elevados niveles de ADN citrulinado en pacientes con LES y
la presencia de anticuerpos contra las proteinas de las NETs.®3) En definitiva, todos
estos estudios evidencian la relacion entre el incremento de sintesis de NETs con la
mayor actividad de la enfermedad, teniendo los pacientes con LES menor capacidad
para eliminar estos productos de los neutrdfilos. ¥ Podria ser debido a que las NETs
promueven la formacidn de autoanticuerpos en pacientes con LES. 7®)

Estudios realizados por Hakkim et al ®*) sugirieron la importancia de la DNAsa | en la
eliminacion de las NETs. Analizaron suero de pacientes con lupus, observando que un
numeroso grupo de sujetos tenia reducida la capacidad de degradacion de los mismos.
Los clasificaron como “degradadores” y “no degradadores”. En el suero de aquellos “no
degradadores” habia niveles mayores de NETs y de anticuerpos anti dsDNA (anti ADN
bicatenario) en comparacion con el grupo de “degradadores”. Al mismo tiempo se
comprobd que la mayor capacidad de degradacion del material genético coincidia con
periodos de remision, y, al contrario, cuando menos se degradaban las NETs era en
momentos de brotes.(74

En resumen, todos estos datos de estudios relacionan claramente el proceso de NETosis
con el LES, y la menor degradacién de las NETs con la severidad o brote de la
enfermedad.

ARTRITIS REUMATOIDE (AR)

Esta enfermedad autoinmune se caracteriza por provocar una inflamacién sinovial de
las articulaciones y a su vez afectar a diversos 6rganos por infiltracién celular y
degradacion de coldgeno. % La sobreproduccion de sustancias proinflamatorias como
el factor de necrosis tumoral (TNF) o la IL-6 contribuyen a perpetuar el estado de
inflamacion.

En el liguido sinovial de estos pacientes encontramos autoanticuerpos que sirven como
diagndstico: factor reumatoide (FR) y anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclico (Ac
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anti-CCP). Tal y como se han mencionado anteriormente, la citrulinizacion es la
conversidn enzimatica de la arginina a citrulina, lo cual podria afectar a la antigenicidad
de las proteinas. Como ya hemos comentado, el proceso de citrulinizacién es clave en la
formaciéon de las NETs, por lo tanto resulta interesante estudiar la relacion entre las
NETs y la artritis reumatoide.

A la hora de estudiar la relacién entre la AR y la NETosis, se llegd a varias conclusiones
tras observarse diversos hallazgos. Los neutrdéfilos presentes tanto en el liquido sinovial
como en el torrente sanguineo de pacientes con dicha enfermedad tendian mas a la
liberacion de NETs que los de sujetos sanos. A su vez se comprobd que existian cimulos
de NETs en tejidos sinoviales, en la piel y en los nddulos que caracterizan a la AR.
También objetivd que las NETs poseian la metaloproteasa-8 de la matriz (MMP-8),
implicada en la destruccién tisular en la artritis reumatoide. Estos pacientes poseen
niveles altos de IL17a y de TNF-a, los cuales actian como inductores de los neutroéfilos
en la formaciéon de NETs. Estos Ultimos activan los fibroblastos de las sinoviales para que
produzcan IL6, IL8, quimiocinas y moléculas de adhesion, contribuyendo asi a la
inflamacion crénica.

La conclusion de todo esto reside en que las NETs, al contener proteinas citrulinadas
gue actlan como autoantigenos en la artritis reumatoide, sirven de sustrato para
autoanticuerpos como el anti-CCP, perpetuando asi una aberrante respuesta
autoinmune que resulta en la cronicidad del estado de inflamacién.7%

VASCULITIS

Dentro del grupo de las vasculitis de pequefio vaso encontramos tres enfermedades
diferenciadas: la granulomatosis de Wegener, el sindrome de Churg-Strauss y la
poliangeitis microscdpica (PAM).18®) El Wegener y el Churg-Strauss se diferencian por la
presencia de asma y eosinofilia en el primero. En las vasculitis de pequefio vaso hay una
inflamacion crénica necrotizante de los mismos en pulmones, piel o rifiones. Los
pacientes desarrollan ANCAs (anticuerpos anticitoplasma del neutrofilo) que reaccionan
contra el PR3 (asociado con la vasculitis granulomatosa de Wegener) o la MPO (en
relacion con la poliangeitis), componentes de las NETs. Estos ANCAs estimulan la
NETosis uniéndose a la MPO y al PR3, y activan a las células dendriticas. ** Como
resultado, en la sangre y en biopsias renales de dichos pacientes podemos encontrar
material derivado de las NETs (histonas, ADN y proteinas granulares)®” (%) Otros
componentes de las NETs que actlan como antigenos de los ANCA son la lactoferrina, la
elastasa o la catepsina G.7%

Se llevé a cabo un estudio > en el que se examinaba si los neutrdfilos activados por los
ANCA eran capaces de liberar NETs. Los autores concluyeron que los complejos MPO-
DNA presentes en el suero de estos pacientes, especialmente en aquellos con
enfermedad activa, provenian, al menos parcialmente, de la NETosis sufrida por
neutroéfilos. Confirmaron también hallazgos previos que sugerian la presencia de
nucleosomas (histonas y ADN) en pacientes con vasculitis asociadas a ANCA. (7%
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Se comprobd que el tratamiento con DNAsas era efectivo inhibiendo la liberacién de
NETs y disminuyendo la inflamacién vascular.(®

Existe una interesante relacién entre las vasculitis de pequefio vaso y los eventos
tromboembdlicos, y las NETs parecen ser el nexo entre ellas. Los pacientes con esta
clase de vasculitis tienen tendencia a sufrir enfermedad tromboembdlica. 8 Las NETs
serian los responsables de la union entre plaguetas y factores procoagulantes,
provocando asi un trombo. Los neutrdfilos de pacientes con vasculitis de pequefio vaso,
tal y como ha sido comprobado, liberan NETs y factor tisular, lo cual contribuye al inicio
de la cascada de la coagulacién. En el andlisis de muestras de sangre de este tipo de
pacientes de evidencié la presencia de particulas derivadas de neutrdfilos, entre ellas
factor tisular y ADN.8?

Esta relacidn entre las vasculitis, las NETs y la trombosis ha sido planteada y estudiada
tras diversos hallazgos que las correlacionaban. En autopsias de pacientes con
poliangeitis microscopica (PAM) complicada con trombosis venosa profunda, se
evidencid la presencia de infiltrados neutrofilicos presentes en hemorragia alveolar y
severa glomerulonefritis. Las NETs abundaban tanto en el rifién como en los trombos,
cuya cantidad era mucho mayor que en aquellas autopsias de pacientes con trombosis
pero sin PAM. (%0

PAPEL DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EN ENFERMEDADES
DE LAS VIAS RESPIRATORIAS

La NETosis también estd implicada en el desarrollo de complicaciones de enfermedades
respiratorias debido a las infecciones secundarias que ocurren en estas. En
enfermedades cronicas propensas a la infeccién secundaria existe un excesivo
reclutamiento de neutrdfilos, lo que favorece la NETosis y con ella el dafio en la
microcirculacion de los alveolos. Por tanto, una mayor cantidad permanente de ADN
extracelular presente en la via respiratoria resulta en una obstruccion de la misma y en
la perpetuacion de la inflamacidn crénica. @

Las NETs también forman parte de enfermedades respiratorias que cursan con
inflamacion tales como asma o EPOC. Wright et al °Y estudiaron la presencia de NETosis
en ellas, observando cimulos de ADN en la via aérea de pacientes con asma y EPOC y
concluyeron que estos hallazgos tenian relacion con la neutrofilia de las vias, la
gravedad del asma, el empeoramiento de la funcidn respiratoria y la clinica. Las NETs
resultan toxicos a las células del endotelio y el epitelio respiratorio ®? y por lo tanto
contribuyen a la exacerbacién de la clinica y los efectos de estas enfermedades. En el
citado estudio se objetivd la presencia de trazas de ADN y proteinas granulares tales
como la LL-37, a-defensinas 1-3 y elastasa nuclear en este tipo de pacientes, en
concreto en los que presentaban niveles mayores de neutrofilia.
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La duda aqui subyace en si la cantidad anormal de NETs y sus componentes son factores
qgue estimulan la aparicién de asma y EPOC (causa) o si por el contrario suponen el
resultado (consecuencia) de estas enfermedades. Debera ser investigado con mayor
profundidad.®?

Por otra parte, las NETs han sido igualmente relacionadas con el sindrome de distrés
respiratorio del adulto y el dafio pulmonar agudo. En estas enfermedades hay un dafio
en las células epiteliales que aumenta la permeabilidad de la barrera entre los alvéolos y
los vasos sanguineos. Las células epiteliales secretan IL-8, lo cual promueve el paso de
neutroéfilos desde los vasos hasta el alvéolo edematizado por la inflamacion. Una vez en
el alvéolo, los neutrdfilos sufren NETosis, cuyos componentes contribuyen, en un
sistema de feedback positivo, a incrementar el dafio tisular, perpetuando la inflamacion
cronica alveolar. Entre las acciones de los citados componentes de las NETs se
encuentran: la elastasa neutrofilica (NE), que se adhiere al citoesqueleto de actina del
endotelio e induce la apoptosis de las células epiteliales y la liberacién de citocinas
proinflamatorias; la E-cadherina y la VE-cadherina, que aumentan la permeabilidad de la
barrera alvéolo capilar; el péptido LL-37, citotéxico y proapoptoético para las células
endoteliales; y ROS producido por la MPO, que causa también dafio epitelial que resulta
finalmente en apoptosis o necrosis. ()92

inflammation /
Inactivated surfactant
by NET proteins

gap formation

neufrophﬂ

Figura 5. Patogenia del sindrome de distrés respiratorio y del dafio pulmonar agudo. J Clin
Invest. 2004; 144 (12): 1693-61+)

Dentro del apartado de enfermedades respiratorias en relacion con las NETs, no
podemos dejar de mencionar la fibrosis quistica. La fibrosis quistica consiste en una
mutacion en el gen que regula el transportador de Na+/Cl-, localizado en las células
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epiteliales, causando deshidratacion y, por lo tanto, aumento de la viscosidad de las
secreciones mucosas, dificultando su expulsién de la via aérea. %3

Otro factor que favorece la alta viscosidad del moco es la presencia de ADN en el
esputo de los pacientes con esta patologia, que, segun Marcos et al se relaciona con el
cumulo de neutrdéfilos y NETs en los pulmones. La alta viscosidad resulta ser un factor
muy favorable para los microorganismos, que invaden las vias respiratorias de estos
pacientes con mas frecuencia y virulencia que las de los pacientes sanos. Estas
infecciones crénicas viricas y bacterianas (S. aureus, H. influenzae, P. aeruginosa)
perpetlan en el tiempo un estado de inflamacién neutrofilica. Ademas, la produccion
de NETs en estos pacientes no cumple enteramente su funcion antibacteriana debido al
bajo nivel de proteinas del surfactante en dicha capa que se aprecia en este tipo de
pacientes. (4%

La cantidad de ADN extracelular esta directamente relacionada con el empeoramiento
de la funcién pulmonar. ®¥ Se ha comprobado que cuanto menor es el nivel de
surfactante (hecho frecuente en enfermedades pulmonares) menor es también la
eliminacion de las NETSs. (®3)

€| lial cell damage
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Figura 6. Patogenia de la fibrosis quistica. Acta Biochim Pol. 2013;60(3):277-84“%)
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PAPEL DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EN LA ENFERMEDAD
TROMBOTICA

NETS Y ATEROSCLEROSIS

Las NETs inducen la activacidn plaquetaria, la coagulacién y la formacién de trombos.®)
La relacion de la NETosis con la enfermedad aterotrombdtica se empezd a estudiar a
raiz de la observacion de NETs en el lumen de arterias con lesiones aterosclerdticas de
ratones y humanos. 2 En esta enfermedad se forman placas de ateroma en las arterias
compuestas principalmente por lipidos. Estas lesiones pueden llegar a romperse
favoreciendo cuadros isquémicos. ¥ Estd comprobado que el ADN extracelular (las
NETs, por ejemplo) posee efectos citotdxicos y protrombdticos, pudiendo constituir la
causa que une la inflamacidn con la coagulacién. 2 Se ha observado que las NETs
inducen la disfuncion del endotelio activando y dafiando las células endoteliales. ) Las
trazas de ADN vy los granulos proteicos neutrofilicos estimulan las células dendriticas en
la pared del vaso, induciendo la respuesta del interferon tipo 1 y obteniendo como
resultado la aterogénesis. (°¢)

Las histonas de las NETs son importantes actores en el proceso de trombosis
(procoagulantes), ya que inducen la liberacion de factor tisular (TF) y disregulacién de la
trombomodulina.’?

NETS, ATEROTROMBOSIS E INFARTO DE MIOCARDIO

La inmunotrombosis ha sido reconocida como un proceso de coagulacién en el que la
inmunidad innata juega un papel importante y su disregulacion originaria toda una serie
de disfunciones trombdticas.”®) Los neutrdfilos forman parte de los trombos, y su
recuento podria predecir accidentes cardiovasculares.®”) Numerosos estudios se han
llevado a cabo intentando investigar la relacién de los neutrdéfilos y la NETosis con los
accidentes cardiovasculares, obteniendo como conclusién que la interaccion de
plaquetas activadas con neutrdéfilos en los lugares de ruptura de placas de ateroma
durante un infarto agudo de miocardio resulta en la formaciéon de NETs y la activacién
del factor tisular, favoreciendo la formacién de nuevos trombos. % Se ha comprobado

que el contacto de neutréfilos con cristales de colesterol induce la produccién de NETs.
(39)

La patogenia de la aterotrombosis comienza con el dafio endotelial. El endotelio
activado favorece la liberacién de NETs por parte de los neutréfilos, que a su vez
contindan dafidandolo en un circulo vicioso (las NETs externalizan una proteasa
proangiogénica, la MMP-9, que induce la secrecién de MMP-2 en las células
endoteliales, contribuyendo al dafio endotelial). “ Al lugar del dafio endotelial acuden
lipoproteinas, que junto con monocitos se acumulan en la capa subendotelial. Estos
ultimos se diferencian a macréfagos y fagocitan lipoproteinas y colesterol, formando
acumulos espumosos que van construyendo la placa de ateroma. Poco a poco va
creciendo y obstruyendo el flujo, pudiendo llegar a romperse, generando hipoxia y dafio
tisular. 4%
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NETS Y TROMBOSIS VENOSA

La trombosis venosa profunda es una enfermedad que puede complicarse con un
embolismo pulmonar vy llegar a originar cuadros de isquemia. En la patogenia est3
presente la triada de Virchow: estasis (disminucidon del flujo vascular), dafio endotelial e
hipercoagulabilidad.®® La reduccidn del flujo sanguineo resulta en una hipoxia tisular,
gue a su vez sirve como estimulo inductor de la activacién del endotelio de las venas.
Este libera el factor von Willebrand, que regula la P-selectina. A su vez, plaquetas y
neutroéfilos son activados y reclutados, y las plaquetas estimulan también la generacion
de NETs por parte de los neutrofilos. Estas trazas de ADN forman agregados junto a
plaguetas y eritrocitos, contribuyendo a la formacion y estabilizacion del trombo. Se
han propuesto los neutréfilos situados en los trombos como pieza fundamental de la
propagacion de la trombosis venosa profunda uniéndose al factor Xl y fomentando su
activacion a través de la NETosis. Las DNAsas como tratamiento sirven para disolver el
trombo, al igual que lo hace la heparina, rompiendo la unién de las histonas y la
cromatina. 941

tissue damage
(Virchow's triad)

adhesin

Figura 7. Proceso de formacion de trombosis venosa. J Clin Invest. 2004;114 (12): 1693-6“°)

Otro componente presente en la interaccion de los neutrdfilos y las plaquetas es la B-
defensina-humana 1, un componente plaquetario antimicrobiano que actla como
inductor de la NETosis y por lo tanto perpetuando la trombosis y el dafio tisular. )29

La trombosis también puede originarse por el estimulo de la liberacién de factor tisular
(FT) y citocinas producidos durante procesos inflamatorios en relacion con infecciones,
enfermedades autoinmunes y cancer. 1% E| factor tisular se une al factor VII formando
el complejo FT-FVlla, capaz de activar la cascada de la coagulacion y de formar un
trombo.%Y La evidencia de la relacidn entre inflamacién y trombosis podria residir en
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las NETs, ya que, segun estudios, el factor tisular podria ser producido por los
neutrofilos y liberado a los vasos durante la NETosis (por ejemplo en procesos
inflamatorios). (192

Las NETs, gracias al ADN vy las histonas también se unen al factor Xll, estimulando la
formacion de fibrina a través de la via intrinseca de la coagulacion.(19?)

Se han realizado estudios en ratones en los que ha quedado evidenciado que aquellos
con neutropenia no desarrollaban trombos o estos eran mucho mas pequefios en
comparacion con los ratones controles (no neutropénicos). 192 Esto apoya claramente
la tesis de que existe una relacidn directa entre la hipoxia endotelial, los neutroéfilos (y
las NETs) y la aparicion de trombosis venosa.

Engelmann et al 193 proponen la formacién de microtrombos en vasos pequefios como
una herramienta del sistema inmune para eliminar microorganismos o al menos evitar
su extension a zonas vecinas a través de las NETs. Dado que este tipo de trombosis se
limita a un pequefio porcentaje de microvasos, la funciéon del conjunto del drgano
queda preservada. !

A su vez, las NETs servirian como biomarcadores de la enfermedad, prediciendo la
gravedad de la aterosclerosis y el riesgo de accidentes cardiovasculares futuros. (104

PAPEL DE LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS EN EL CANCER

Numerosos han sido los estudios en los que se ha investigado la relacion de las NETs
con el cancer, demostrando que tienen una funcién protumoral y capacidad de
incrementar la diseminacion metastasica. Parece ser que existen diversos tipos de
estimulos de NETs en el cancer. G-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos),
citocinas tumorales como la IL-8, estados de hipoxia (zonas o tejidos menos
oxigenados), la exposicion de neutrdéfilos al plasma o a plaquetas de individuos con
tumores.1%) A continuacidon vamos a exponer algunos ejemplos de relaciones
demostradas de las NETs con diversos tumores.

En ensayos en ratones con cancer se observo que cuando las NETs eran estimuladas por
una infeccién bacteriana y circulaban por la sangre, estas facilitaban la diseminacién de
metastasis en higado y pulmén, pues las trazas de ADN atrapaban a las células
cancerigenas pero no eran capaces de eliminarlas. La presencia de NETs en el
compartimento intravascular aumenta la permeabilidad, lo cual dota a las células
metastaticas de capacidad para extravasarse y asentar en diversos tejidos. (109

En tumores pulmonares, los NETs son capaces de atrapar células neopldsicas a través de
la expresién de la B-1 integrina y diseminarlas generando metdstasis.

Otro estudio ha demostrado que en pacientes con cancer colorrectal los niveles de
NETs en suero son mds altos que en los controles sanos.!1%7)
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Se observd ADN extracelular en la superficie de células pancreaticas cancerigenas, lo
cual aumentaba la sintesis de CXCL8, un factor quimiotactico mediador de la respuesta
inflamatoria y facilitador de la angiogénesis. Al reducir los niveles de ADN extracelular lo
hacia también la CXCL8, reduciendo asi la inflamacién y la diseminacion de células
metastésicas. (100

Las NETs, como hemos explicado anteriormente, tienen efectos procoagulantes y
activadores de plaquetas, induciendo trombosis. Se comprobd que pacientes con
cancer gastrico eran mas propensos a llevar a cabo NETosis que los controles sanos, y
que existia una correlacion entre el nivel de NETs y el estado de hipercoagulabilidad del
paciente.19°) Otro estudio demostré que las NETs alteraban la vascularizaciéon de
organos previamente sanos en pacientes con cancer y provocaban inflamacion renal. Al
ser tratados con DNasa |, mejoraban estos dos aspectos. Se cree que las NETs podrian
estar relacionadas con la insuficiencia renal y fallos organicos que sufren muchos de los
pacientes oncolégicos. 1%

Una vez mas, las NETs constituyen un interesante marcador prondstico de la
enfermedad y una diana terapéutica.

METODOS DE CUANTIFICACION DE NETS. LAS NETS COMO BIOMARCADORES DE
ENFERMEDAD.

Como hemos descrito anteriormente, aunque las NETs desempefian un papel esencial
en la eliminacién de microorganismos, la excesiva formacion de NETs, se ha visto
implicada en una gran variedad de patologias, por lo que se ha sugerido que su
determinacion podria ser Util para establecer el prondstico o incluso ayudar al
diagndstico de dichas enfermedades. Es por tanto prioritario el desarrollo de técnicas
de deteccion y cuantificacion de NETs que puedan ser aplicados en la practica clinica. Se
han desarrollado diversos métodos para la deteccion y cuantificacién de NETs, sin que
ninguno resulte ser el gold standard hasta el momento. (198 (199 Marcadores de
NETosis:

- Co-localizacion de proteinas derivadas de neutrofilos y ADN extracelular. El
meétodo mas generalizado para la deteccion de NETs in vitro es la observacién
microscopica de los neutrdfilos después de realizar una tincidon
inmunohistoquimica de proteinas derivadas del neutréfilo como la MPO o la
proteinasa-3 vy tincién simultdnea de ADN extracelular. La co-localizacion de
estos dos componentes sugiere la presencia de NETs. Mediante este método se
ha demostrado la presencia de NETs a nivel tisular. Asi, por ejemplo, se han
encontrado NETs en los glomérulos y a nivel de trombos en pacientes con
vasculitis asociadas a ANCA. 119 Aunque es un método sencillo de realizar, su
principal inconveniente es la falta de objetividad, ya que es el operador el que
debe evaluar si estos componentes se encuentran a nivel intra o extracelular.
Otro inconveniente es la dificultad para cuantificar las NETs. A este respecto,
Rebernick et al ™Y han desarrollado recientemente un programa para

29



cuantificar los NETs a partir de imagenes de microscopia de fluorescencia de
neutrdéfilos tefiidos con Sytox. Este método que denominan DANA (DNA Area
and NETosis Analysis), opera mediante dos componentes, Image J y Java.
Utilizando este sistema los investigadores detectaron una mayor cantidad de
NETs y mayor area de ADN en neutrofilos de sujetos con artritis reumatoide que
en un grupo control. NETQUANT es otro método automatizado para cuantificar
NETs a partir de imagenes de fluorescencia 1*? que caracteriza a estos en
funcion de 3 pardmetros bioldgicos como el area celular, la deformacién del
ADN vy el ratio ADN/NET.

Histonas citrulinadas. Dado que la presencia de histonas citrulinadas por via de
la PAD4 es necesaria para la descondensacién de la cromatina y consiguiente
formaciéon de NETs, la deteccidn de estas constituiria otro posible marcador de
NETosis. Esta se ha llevado a cabo tanto in vitro como in vivo. La deteccion
mediante tincidon inmunohistoquimica (NE y cH3) y de ADN ha permitido
identificar NETs en aspirados bronquiales de pacientes con infeccidn respiratoria
aguda intubados en una unidad de cuidados intensivos'®®). De todas formas,
este método plantea los mimos problemas tanto de objetividad como de
cuantificacién que el anterior.

Restos de NETSs:

o ADN libre: Una forma de deteccion de NETosis es la localizacion de ADN
extracelular utilizando Pico Green® (si bien en ocasiones es dificil
determinar si ciertas trazas de ADN provienen de la NETosis o de
cualquier célula muerta).

o Complejos de ADN y proteinas derivadas de neutrofilos: a través de
técnicas ELISA se puede determinar la presencia de estos complejos en
muestras de fluidos. Esta prueba parece ser, hasta la fecha, la mas
especifica, objetiva y con capacidad cuantitativa para la deteccién de
NETosis.

°© Deteccion de NETosis mediante citometria de flujo: con citometria de
flujo es posible detectar los cambios del nucleo a nivel morfoldgico que
tienen lugar durante la NETosis. Zhao et al ¥ han desarrollado un
método de citometria de flujo de imagen multiespectral mediante el
andlisis del aumento del area nuclear, la dispersion de la luz y la
distribucién de MPO. Este método resulta ser especifico y permite
también la cuantificacion. Otros grupos, como el de Gavillet 1) han
desarrollado métodos de cuantificacién basados en la deteccion de MPO
e histonas citrulinadas en la superficie del neutréfilo. Masuda et al
proponen un método de citometria de flujo que utiliza una tincién
impermeable a la membrana celular que marca al ADN uniéndose a él,
llamado SYTOX GREEN®.(108)
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LAS TRAMPAS EXTRACELULARES DE NUTROFILOS COMO DIANA TERAPEUTICA

Resulta evidente plantearse las NETs como una posible diana terapéutica. Se han
llevado a cabo numerosos estudios con relacion a ello, pero no se han obtenido todavia
resultados demasiado concluyentes acerca de la utilizacion de ciertos farmacos sobre la
NETosis, siendo sélo, en su mayoria, probados in vitro o en ratones. AlUn asi, en la
actualiadad, existen registrados en clinicaltrials.gov 17 ensayos clinicos que se estan
llevando a cabo o han finalizado recientemente con relacion a los NET y la NETosis. Se
estudian las relaciones de estos con el aborto inducido por anticuerpos antifosfolipido,,
la trombolisis en el infarto agudo, la esclerosis sistémica, la quimioterapia, sepsis
neonatal, etc.

TRATAMIENTO CON DNASAS

El primer ejemplo es la DNAsa |. Se trata de una endonucleasa que en el espacio
extracelular degrada el DNA alli localizado *® (lo degrada, no impide su formacién). (*17)
Se ha observado in vitro que la DNasa | es Util para el inicio de la degradacion de NETs y
que les facilita a los macroéfagos la fagocitosis de los mismos. ('8 E| aporte de DNasa
exodgena podria contribuir a agilizar y hacer mas efectivo este proceso.

En pacientes con LES los niveles de esta enzima estan disminuidos, lo que contribuye a
una menor eliminacién del DNA (y por lo tanto de las NETs) y el mayor efecto perjudicial
(inflamacion y dafio tisular) de estos en los pacientes.!*)

Macanovic et al realizaron un estudio en ratones. Seleccionaron tres grupos a los que
administraron respectivamente DNasa, dexametasona y suero salino. Es preciso sefialar
que el efecto inmunosupresor de los corticoides en ratones es mucho mas efectivo y
menos téxico en ratones que en humanos. Observaron que en aquellos tratados con
dexametasona, se erradicaba el rastro de la enfermedad por completo, midiendo
parametros tales como inmunocomplejos, Ig séricas, ANAs, Ac anticardiolipina, biopsia
renal, etc. Por otro lado, en aquellos ratones tratados con DNAsa, se posponia el
desarrollo de la enfermedad y aumentaba la supervivencia un 30%. A su vez objetivaron
un descenso de las cifras de creatinina sérica y que la histopatologia era mucho menos
severa que en el grupo control. Finalmente concluyeron que seria interesante probar
este tratamiento también en humanos con lupus. (119

El tratamiento con DNAsas también es efectivo en la inhibicién de la liberacion de NETS
y disminucién de la inflamacion vascular en vasculitis autoinmunes. €V

En lo que al tratamiento de la trombosis venosa profunda se refiere, las DNAsas servirian
para disolver el trombo, al igual que lo hace la heparina, rompiendo la unién de las
histonas y la cromatina. (®>#8

Es logico pensar que si el ADN de las NETs estda implicado en la patogenia de la
viscosidad mucosa de los pacientes de la fibrosis quistica, este ADN constituye una diana
terapéutica. Para reducir, por tanto, la viscosidad, se han propuesto tratamientos con
DNAasa 1 inhalada, la cual reduce la viscosidad del moco, favorece su eliminacion y
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120) proponen como posible diana terapéutica

mejora la funcién pulmonar. Rozov et al |
la regulacion de la activacién de neutrdfilos y la eliminacion de NETs cuando estos se
encuentran en cantidades excesivas en la via aérea. Llevaron a cabo un estudio
administrando DNasa dornasa a, que resulté ser ventajoso en la mejora del FEV1yen la

clinica en sujetos con fibrosis quistica.

TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE LA PAD-4

Otra posible diana es la PAD-4, implicada en la formacion de NETs. Se realizé un estudio
por el cual se proporcionaron inhibidores de este PAD-4 a ratones con lupus, ya que con
la accion del PAD-4 las NETs no pueden generarse, observandose que disminuia la
respuesta autoinmune, habia un menor dafio vascular *?Y y en cuanto a la
glomerulonefritis, disminuia también los depdsitos de inmunocomplejos vy Ia
proteinuria. (%)

Se han llevado a cabo estudios sobre cémo tratar la aterosclerosis a través de la via de
las NETs. Knight et al ' han comprobado en ratones que inhibiendo la PAD4 con
cloramidina disminuye el tamafio de la placa de ateroma, ya que se retrasa el
reclutamiento de neutréfilos y monocitos, y por lo tanto la enfermedad
aterotrombodtica. Sin embargo, este tratamiento podria tener importantes efectos
adversos que necesitan ser estudiados con mayor profundidad. (1?2

TRATAMIENTO CON ECULIZUMAB

Por otro lado el sistema del complemento también estd vinculado a las NETs. Las
diferentes fracciones del complemento se unen a las NETs e impiden su degradacion. 4
El eculizumab es un anticuerpo monoclonal que actia como inhibidor del complemento
y se utiliza en pacientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna. Zeerleder et al 123
realizaron un estudio in vivo en el que concluyeron que poseia un efecto inhibidor sobre
la formacién de NETs en estos pacientes. Este farmaco se une a la fraccion C5 e inhibe
la divisién de C5 a C5a, lo cual previene la formacion del complejo del complemento.
Por lo tanto, si no se forma el complejo final del complemento, este tampoco se fijara a
las NETs, evitando el efecto de estos en los pacientes con hemoglobinuria paroxistica
nocturna. (123)

TRATAMIENTO CON NADPH OXIDASA

Diversos estudios han puesto de manifiesto que los pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica, los cuales no expresan la NADPH oxidasa (y por tanto incapaces
de formar ROS), no pueden llevar a cabo la NETosis en respuesta a determinados
estimulos como mitdgenos y microorganismos vy llegan incluso a fallecer a causa de
infecciones por microorganismos como Aspergillus nidulans. La NADPH oxidasa en estos
pacientes supone una diana terapéutica, pues corrigiendo este defecto enzimatico se
comprobd una menor incidencia de infecciones fungicas y una mayor capacidad de
formar NETs. (124

TRATAMIENTO CON CALCITRIOL
En otro estudio se objetivd al proporcionar calcitriol a pacientes con niveles bajos de
vitamina D y diagnosticados de LES que se reducia la formacién de NETs a partir de los
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neutroéfilos. A su vez la vitamina D disminuia la proporcién de células apoptodticas del
endotelio y por consiguiente el dafio endotelial. (12>)(126)

TRATAMIENTO CON HIDROCLOROQUINA

La hidrocloroquina (HCQ), antipaltdico que forma parte del tratamiento del lupus,
también es una diana potencial para el tratamiento de estas enfermedades. Evita la
formacion de NETs a través de los receptores toll-like (TLR) de las células dendriticas.
Estos efectos, por el momento, solo se han estudiado in vitro. 127

TRATAMIENTO CONTRAIL-7 y TNF

En pacientes con artritis reumatoide, el IL-17 y el TNF estimulan los neutroéfilos para que
liberen NETs. Bloqueandolos podriamos conseguir la menor formacién de NETs y por lo
tanto la disminucién de la inflamacién mediada por ellos. De todas formas, el efecto
beneficioso no estaria claro si seria debido al bloqueo especifico de la formacion de
NETs o al de los mismos IL-17 y TNF que producen inflamacién también por otras vias
distintas a las de las NETs. (117)

TRATAMIENTO CONTRA LA P-SELECTINA

Otra posible diana es la p-selectina®®, una proteina secretada por los cuerpos de
Weibel-Palade del endotelio. Se han llevado a cabo estudios en los que se ha
comprobado que inhibiendo su accion se frena el reclutamiento de neutréfilos (y por
tanto la NETosis), la activacion plaguetaria (efecto antiagregante) y demas cascada de
activacion.

TRATAMIENTO CON HEPARINA

Segun Martinod et al la heparina impide la unidn de las histonas con plaquetas y
deshace las NETSs, y por tanto la posibilidad de que estos formen parte de las palcas de
ateroma.

TRATAMIENTO CONTRA LA MPO
La inhibicion de la MPO supone otra diana terapéutica, por ejemplo gracias a la accion
del &cido 4-aminobenzoico, que reduce la liberacién de NETs. (128)
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CONCLUSIONES

1. Las NETs, asi como sus precursores, los neutréfilos, constituyen la primera
barrera de defensa inmune del organismo. Son entramados de ADN y proteinas
neutrofilicas cuyo objetivo es frenar la invasion de microorganismos causantes
de infeccién.

2. Los neutrdfilos expulsan al exterior estas trampas de ADN a través de dos tipos
de mecanismos: NETosis vital y suicida, dependiendo de si el neutréfilo resulta
destruido completamente o vivo, pero anucleado.

3. Las NETs juegan un papel importante en los procesos infecciosos destruyendo o
inhibiendo la reproduccién de numerosos organismos, aungue una parte de
ellos evaden este sistema neutrofilico por medio de reacciones enzimaticas o la
produccion de biofilms.

4. Las NETs participan en la patogenia de numerosas enfermedades autoinmunes y
de caracter inflamatorio. El aumento de la NETosis se ha relacionado con un
empeoramiento de la clinica y un incremento de la actividad de la enfermedad.

5. Las NETs ejercen efectos citotdxicos y protrombaticos, induciendo la activacion
plaguetaria, la coagulacion y la formacion de trombos.

6. La formacién de NETs es inducida en los procesos tumorales contribuyendo al
crecimiento, diseminacion metastasica, y trombosis asociada.

7. En enfermedades inflamatorias de la via aérea tales como fibrosis quistica, asma
o EPOC, la NETosis juega un papel fundamental, perpetuando el estado de
inflamacion y favoreciendo la viscosidad mucosa

8. La cuantificacidon de NETs en tejido, sangre u otros fluidos biolégicos podria ser
util para establecer el prondstico de las enfermedades en las que estan
involucrados.

9. Las NETs constituyen una diana terapéutica para aquellas patologias en las que
intervienen. A este respecto, se estdn evaluando diversos agentes como
antioxidantes, DNAsas, inhibidores de PAD-4, vitamina D o anticuerpos
monoclonales, si bien es necesaria la realizacion de ensayos clinicos adicionales
que determinen su eficacia en diferentes tipos de enfermedades.
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ANEXOS

ANEXO 1: GLOSARIO

- NETs: Trampas extracelulares de neutrofilos

- PMN: Polimorfonucleares

- TLR: Receptor Toll-like

- PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

- MNDA: Antigeno de diferenciacion de la célula mieloide

- NE: Elastasa neutrofilica

- LTF: Lactotransferrina

- CG: Catepsina G

- MPO: Mieloperoxidasa

- PR3: Proteinasa leucocitaria 3

- AZU 1: Azurocidina

- Lys C:Lisozima C

- DEFA-1y -3: Defensina neutrofilica 1y 3

- MyD88: factor de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88

- ROS: especies reactivas de oxigeno

- PKC: Protein kinasa c

- Gp91phox: subunidad de la NADPH

- PAD 4: peptidilarginin deaminasa 4

- End A: endonucleasa A

- SodCl: Superoxido dismutasa

- NF-kB: Factor nuclear kappa B

- PKC: Protein kinasa C

- AMPs: Péptido Anti Microbiano

- VRS: Virus respiratorio sincitial

- LES: Lupus Eritematoso Sistémico

- AR: Artritis reumatoide

- ANCA vasculitis: Vasculitis asociadas con anticuerpos contra el citoplasma de los
neutrofilos

- Anticuerpos anti dsDNA: Anti ADN bicatenario

- TNF: Factor de necrosis tumoral

- FR: Factor reumatoide

- Anti-CCP: Anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclico

- PAM: Poliangeitis microscopica

- FT: Factor tisular

- DANA: DNA Area and NETosis Analysis
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ANEXO 2: ENSAYOS CLINICOS DESARROLLADOS ACTUALMENTE SEGUN
clinicaltrials.gov
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NUMERO | ESTADO OBJETO DE CONDICIONES INTERVENCION LOCALIZACION
ESTUDIO
1 Reclutando | Relacion de las Aborto inducido Shanghai, China
NETs con el aborto | por el sindrome
en el sindrome antifosfolipido
antifosfolipido
2 Completado | Relacién de las Infarto agudo Muestra de sangre | Paris, Francia
NETs con la
trombolisis en el
infarto agudo
3 Reclutando | Impacto de las Infarto cerebral Suresnes, Francia
NETs en la
trombolisis en la
fase aguda dela
isquemia cerebral
4 Reclutando | NETsen la LES, esclerosis Muestra de sangre | Reims, Francia
esclerosis sistémica | sistémica
5 Desconocido | Formacién de NETs | Cancer infantil Tel-Aviv, Israel
post trasplante de
progenitores
hematopoyéticos
6 Desconocido | Relacion de las Enfermedades Tel-Aviv
NETs con la pediatricas de
quimioterapiayla | érgano solido y
actividad hematoldgicas
antitumoral
7 Reclutando | NETsy sepsis Sepsis Marcadores de Hamburgo,
neonatal y formacion de NETs | Alemania
pediatrca
8 Completado | NETsy trasplante Trasplante de Salt Lake City,
de médula osea médula dsea Utha, EEUU
9 Finalizado Citocinas Anemia del Salt Lake City,
inflamatorias prematuroy Utah, EEUU
relacionadas con la | enterocolitis
transfusiéony necrotizante
cuantificacién de
NETs en neonatos
10 Finalizado Efectodela EPOC Danirixina, Dundee, Reino
danirixina en los Placebo, Unido
NETs en EPOC Medicacién de
rescate,
Medicacion
inhalada de
rescate parala
EPOC
11 No Anemia de células | Anemia de células
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reclutado falciformes y NETs | falciformes
todavia
12 Retirado NETs vy la Infarto agudo Paris, Francia
trombolisis
inducida por el
factor activador de
plasmindgeno en
pacientes con IAM
13 Completado | NETs vy fisbrosis Fibroisis quistica Tours, Francia
quistica
14 Desconocido | NETs e infecciones | Infecciones Kfar Saba, Israel
piégenas piégenas
recurrentes
15 Completado | NETs y anafilaxias Shock anafilactico | Volumen de Paris, Francia
en agentes por agentes sangre recogida
bloqueantes bloqueantes para este estudio
neuromusculares musculares
16 No Dornasa alfa Trauma multiple. Solucién inhalada
reclutado inhalada para Distrés de dornasa alfa,
todavia reducir la respiratorio del Placebo
insuficiencia adulto
respiratoria
después de un
traumatismo
severo
17 Reclutando | Identificacion de Cancer. Estocolmo, Suecia

biomarcadores
para el diagndstico
de cancer oculto
en pacientes con
tromboembolismos
Venosos.

Tromboembolismo
vVenoso
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