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Trampas extracelulares de neutroéfilos en sepsis

Neutrophil extracellular traps in sepsis
Armadilhas extracelulares de neutrofilos na sepse
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RESUMEN

Introduccién: Los neutréfilos son uno de los componentes celulares mas im-
portantes de la inmunidad innata, debido a que estas células se reclutan rapi-
damente a los sitios de infeccion y pueden eliminar patégenos por maltiples
métodos. En diferentes entidades, de entre las que se destaca la sepsis, los
neutréfilos mejoran sus propiedades antimicrobianas mediante la liberacion de
trampas extracelulares de neutréfilos (TEN), constituidas por cromatina, histo-
nas y proteinas granulares, proceso que es conocido por NETosis.

Objetivo: El objetivo de esta revisién es examinar los conceptos actuales,
relacionados con los mecanismos subyacentes de la formacion de TEN y su
impacto en sepsis.

Conclusién: La desregulacion de la NETosis causada por sepsis puede tener
efectos deletéreos en sepsis, destacando inflamacién, trombosis y disfuncion
multiorganica.
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ABSTRACT

Introduction: Neutrophils are one of the most important cellular components of
innate immunity because these cells are rapidly recruited to sites of infection and
can eliminate pathogens by multiple methods. In different entities from which
sepsis disables neutrophils improve their antimicrobial properties by releasing
neutrophils extracellular traps (NET), constituted by chromatin, histones and
granular proteins, a process that is known by NETosis.

Objective: The objective of this paper is to review current concepts related to
the underlying mechanisms of the formation of NETs, as well as the beneficial
and harmful effects of them.

Conclusions: The dysregulation of NETosis caused by sepsis can have
detrimental effects that cause inflammation, thrombosis and multi-organ failure.
Keywords: Neutrophils, infection, chromatin, histones, sepsis, inflammation.

RESUMO

Introducédo: Os neutréfilos sdo um dos componentes celulares mais
importantes da imunidade inata, porque essas células se recrutam rapidamente
para locais de infeccdo e podem matar patégenos por varios métodos. Em
diferentes entidades das quais se destaca a sepse, os neutréfilos melhoram
suas propriedades antimicrobianas liberando as armadilhas extracelulares
de neutréfilos (del inglés: neutrophil extracelular traps, NET), compostas por
cromatina, histonas e proteinas granulares, um processo conhecido como
NETosis.

Objetivo: O objetivo desta revisdo é revisar os conceitos atuais relacionados
aos mecanismos subjacentes a formacgdo das NET e seu impacto na sepse.
Concluséo: A desregulacdo da NETosis causada pela sepse pode ter efeitos
deletérios na sepse, destacando inflamag&o, trombose e disfungdo de muitiplos
6rgaos.

Palavras-chave: Neutrdfilos, infecgdo, cromatina, histonas, sepse, inflamagao.

INTRODUCCION

Los neutréfilos son uno de los componentes celulares
mas importantes de la inmunidad innata, porque estas
células se reclutan rapidamente a sitios de infeccion y
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pueden eliminar patdégenos por diversos mecanismos.
Los neutrofilos fagocitan los microorganismos en un
proceso llamado fagocitosis. Luego, los microorganis-
mos se encapsulan en fagosomas y son eliminados por
nicotinamida adenina, mecanismos dependientes de
dinucleétido fosfato oxidasa o por proteinas granulares
antibacterianas como catepsinas, defensas, lactoferrina
y lisozima (Figura 1).

En el 2004, Brinkmann y colaboradores describie-
ron un nuevo mecanismo antimicrobiano de neutrofilos,
informando que la estimulacion causa la extrusion de
una red de fibras de cromatina recubiertas con protei-
nas antibacterianas como la elastasa, la catepsina G
y la mieloperoxidasa (MPO).? En ciertas condiciones,
los neutréfilos mejoran sus propiedades antimicrobia-
nas mediante la liberacion de trampas extracelulares
de neutréfilos (TEN), compuestas por cromatina extra-
celular decorada con histonas y numerosas proteinas
granulares. Debido a que se considerd que la conse-
cuencia final de este proceso es la muerte del neutro-
filo, hacemos referencia a este mecanismo de muerte
como «NETosis» (Figura 2). Sin embargo, el mecanis-
mo detallado de la formacién de TEN es aun descono-
cido.® Muchos de estos componentes granulares, como
la MPO, las defensas a, la elastasa, la catepsina G y la
lactoferrina tienen actividades bactericidas capaces de
eliminar microorganismos y/o sus factores de virulencia.
La respuesta inflamatoria no controlada durante la sep-
sis es la causa subyacente propuesta de la formaciéon
excesiva de TEN.*®

El aumento de la evidencia experimental y clinica
indica que la formacion excesiva de TEN durante la
sepsis puede llevar al desarrollo de disfuncidén organica
multiple, lo que resalta el papel fisiopatoldgico de las
TEN en la sepsis.®

El objetivo de este articulo es revisar los conceptos
actuales relacionados con los mecanismos subyacen-
tes de la formacion de TEN y sus efectos en sepsis.

Mecanismo de |la NETosis

Como células centinelas de inmunidad innata, los neu-
trofilos pueden responder a muchos patégenos o sus
patrones moleculares estan asociados mediante la libe-
racion de TEN. El término «NETosis» cominmente es
usado para describir la secuencia de eventos celulares
gue condujeron a la liberacion activa de TEN.
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Similar a otras formas de muerte celular, como la
apoptosis o la muerte celular programada, una forma
regulada de necrosis, la NETosis es un proceso alta-
mente regulado. La desregulacion de la NETosis, que
se encuentra en muchos estados de enfermedad como
la sepsis, puede provocar dafios colaterales en el hués-
ped. Sin embargo, los mecanismos celulares que pro-
mueven la liberacién de las TEN siguen siendo poco
conocidos. Brinkmann y su equipo, y Fuchs y otros
documentaron por primera vez la NETosis in vitro en
neutréfilos humanos al utilizar el potente activador de
la proteina quinasa C, 12-miristato de forbal-13 (PMA).?

Tras la estimulacién con PMA, los neutréfilos experi-
mentan cambios morfol6gicos que incluyen la descon-
densacion de la cromatina, la pérdida de la envoltura
nuclear, la mezcla de contenidos nucleares y las protei-
nas granulares citoplasmaticas; también la pérdida de
la integridad de la membrana y, en ultima instancia, la
liberacion de ADN libre de células (cfDNA).1°

La muerte celular es inevitable en los neutréfilos so-
metidos a NETosis, ya que son incapaces de mantener
un entorno intracelular constante sin una membrana ce-
lular intacta. Por esa razoén, algunos investigadores des-
criben este tipo de NETosis como «litico» o «suicida».

La generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) por la NAPDH oxidasa es un proceso celular
integral, pero no esencial en la NETosis. La NETosis
suicida inducida por PMA y patdgenos como Aspergillus
fumigatus y Toxoplasma gondii son dependientes en la
generacion de ERO, que se produce corriente arriba
de la proteina quinasa activada por mitébgeno p38 vy la
fosforilacion de la quinasa regulada por senal extrace-
lular.12:13

AUn no esta claro cdmo la generacion de ERO y
sus efectos posteriores en ultima instancia conducen
a la descondensacion de la cromatina y la liberacion
de cfDNA. Papyannopoulos y colaboradores encontra-
ron que la translocacion de la elastasa de neutrofilos
y los granulos de MPO desde el citoplasma al nucleo
es esencial para la descondensaciéon de la cromatina
durante la NETosis mediada por PMA. Este proceso
parece ser independiente de las actividades enzimati-
cas de la elastasa de neutréfilos, pero el mecanismo
molecular exacto responsable de esta translocacion no
esta claro.'4

Varios investigadores cuestionan la relevancia fisiol6-
gica de la NETosis mediada por PMA.*> En primer lugar,
la NETosis inducida por PMA in vitro es un proceso que
se desarrolla en horas, mientras que los neutréfilos in
vivo fagocitan y se degranulan en cuestion de minutos
después de encontrar microorganismos. En segundo lu-
gar, algunos investigadores consideran que la NETosis
inducida por PMA es «suicida», dado que los neutréfilos
activados por PMA ya no pueden mantener la funcién
celular normal después de la NETosis. Para comprender

mejor la relevancia de NETosis in vivo, Yipp y su equipo
visualizaron directamente los comportamientos de los
neutréfilos dentro de las infecciones de la piel causa-
das por Staphylococcus aureus (S. aureus) en ratones y
seres humanos mediante microscopia. Encontraron que
los neutréfilos se someten a la descondensacion de la
cromatina y la liberacion de ADN en cuestion de minu-
tos después de encontrar S. aureus mientras mantienen
una membrana celular intacta. Curiosamente, los neu-
tréfilos que se encontraban en la red, ahora anucleares,
continuaron realizando quimiotaxis y fagocitando bac-
terias cercanas.'® Este mecanismo Unico de NETosis,
denominado NETosis «vital», se confirmé més tarde en
los modelos sépticos murinos utilizando lipopolisacéri-
dos (LPS) o Escherichia coli (E. coli). Ademéas de man-
tener su capacidad funcional después de la NETosis
vital, los neutréfilos deben liberar de alguna manera su
ADN mientras preservan la integridad de la membrana
celular. El laboratorio de Kubes respondio6 a esta pre-
gunta demostrando que, en presencia de S. aureus, los
neutréfilos humanos forman vesiculas de la envoltura
nuclear, que luego se fusionan con la membrana plas-
matica para liberar el ADN al espacio extracelular.'®

Beneficios de la NETosis
Trampa microbiana y prevencion de diseminacién

En un modelo de raton de fascitis necrosante, los rato-
nes knockout para PAD4 con capacidad reducida para
producir TEN fueron mas susceptibles a la infeccion por
Staphylococcus aureus, lo que sugiere que las TEN tie-
nen un papel protector en la defensa contra los organis-
mos invasores.'’

Se ha demostrado que las TEN ejercen actividades
antimicrobianas al atrapar fisicamente o matar directa-
mente los microorganismos. La evidencia mas tempra-
na de las propiedades antimicrobianas de las TEN se
recopil6 mediante microscopia electrénica de barrido
de alta resolucion; se incluyen los siguientes microor-
ganismos: Shigella flexneri, S. aureus, Klebsiella pneu-
moniae, Candida albicans y Leishmania, los cuales
se observaron fisicamente unidos a los elementos es-
tructurales de las TEN. La capacidad de las TEN para
atrapar bacterias fue confirmada por Buchanan y otros,
gue utilizaron Streptococcus del grupo A que expresa
desoxirribonucleasa (DNasa), en un modelo de raton
de fascitis necrosante. Se encontrd que los ratones tra-
tados con la cepa que expresa DNasa tenian lesiones
cutdneas mas importantes y diseminacion bacteriana, lo
que indica que las TEN no s6lo mejoran la destruccion
de bacterias sino que también atrapan a las bacterias
para impedir su propagacion.'8 Esto fue confirmado por
McDonald y colaboradores, quienes utilizaron E. coli
marcada con fluorescencia para documentar la captura
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Figura 1: Fagocitosis. Los neutrdfilos fagocitan los microorganismos en un
proceso llamado fagocitosis. Luego, los microorganismos se encapsulan
en fagosomas y son eliminados por nicotinamida adenina. Mecanismos
dependientes de dinucledtido fosfato oxidasa o por proteinas granulares
antibacterianas como catepsinas, defensas, lactoferrina y lisozima.

in vivo de bacterias dentro de los sinusoides del higado
tratados con LPS.'° El grupo también encontr6 que las
TEN dentro de los sinusoides del higado potencian la
capacidad del higado para atrapar bacterias una vez
que las células de Kupffer se ven abrumadas por una
bacteriemia extensa. Como se esperaba, los microor-
ganismos que poseen la capacidad de descomponer
rapidamente el ADN son mas virulentos; por ejemplo,
Streptococcus pneumoniae, una bacteria grampositiva
que se encuentra comdnmente en el tracto respirato-
rio humano, puede expresar el factor de virulencia que
degrada el ADN (endA), lo que permite que ocurra una
bacteriemia y sepsis.?°

Actividad antimicrobiana directa

En teoria, las TEN deben poseer propiedades antimi-
crobianas, ya que los componentes como las histonas,
la catepsina G y la MPO ejercen actividades bacterici-
das. Sin embargo, la actividad antimicrobiana directa
de las TEN in vivo es controvertida. Es probable que
los datos publicados en conflicto reflejen los diferentes
métodos utilizados para medir las propiedades antimi-
crobianas de las redes.?!

La forma méas directa de evaluar las propiedades mi-
crobicidas de las TEN in vitro es cultivar microbios y

evaluar su viabilidad después de la incubacion con neu-
tréfilos formadores de TEN. Usando este método, los
estudios encontraron que las TEN desmanteladas por
digestion con ADNasa permitieron el crecimiento de S.
aureus y Candida albicans atrapados.?? Una explicacion
para esto es que las proteasas granulares liberadas en
el espacio extracelular son inactivadas rapidamente por
el inhibidor de la proteinasa alfa-1. Las proteasas como
elastasa de neutrofilos deben, por lo tanto, protegerse
de los acidos nucleicos para llevar a cabo sus activida-
des proteoliticas y microbicidas. Otro método utilizado
es evaluar la viabilidad de los microbios en presencia
de neutr6filos que no pueden producir TEN. Bianchi y
su equipo mostraron que la falta de NETosis se asocio
con el crecimiento de Aspergillus nidulans.?® Los com-
ponentes de las TEN también pueden minimizar la pa-
togenicidad de los microbios al inactivar sus factores de
virulencia.?*

TEN en sepsis

Mientras que las TEN protegen al huésped al limitar el
crecimiento y la diseminacion microbiana, el exceso de
NETosis durante la sepsis puede ser perjudicial para el
huésped. Recientes descubrimientos en experimentos
in vitro y modelos animales demostraron el papel crucial
de las TEN en la patogénesis de la trombosis intravas-
cular, la coagulacién intravascular diseminada (CID) y
la disfuncién multiorganica.?®

TEN y trombosis en sepsis

La inflamacién sistémica y la liberacion de citoquinas
proinflamatorias durante la sepsis pueden provocar
una activacion anormal del sistema de coagulacion. La
trombosis excesiva se previene normalmente mediante
la activacion concurrente de las vias anticoagulantes
que involucran al inhibidor de la via del factor tisular,
antitrombina, trombomodulina y proteina C. La activa-
cion continua de las vias de coagulacion durante la sep-

Figura 2: Proceso de la NETosis, en donde se puede observar: A) activa-
cion del polimorfonuclear, B) desarrollo del nucleosoma, C) nucleosoma, D)
expulsion de material nuclear constituido por histonas y cromatina, lo que
constituye la trampa extracelular de neutrdfilos.
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sis desregula los sistemas anticoagulantes y provoca
trombosis intravascular excesiva. En Ultima instancia,
el consumo excesivo de plaquetas y las proteinas de
la coagulacion dan como resultado una coagulopatia
de consumo. La CID avanzada en pacientes sépticos
generalmente se presenta como hemorragia o insufi-
ciencia organica multiple. Las TEN y sus componentes
pueden exacerbar la CID al mejorar directamente la for-
macion de coagulos ex vivo, la activacion de plaquetas,
asi como la inhibicién de las vias anticoagulantes.?%:27

CONCLUSION

La evidencia en la literatura indica que la NETosis es un
mecanismo altamente conservado de inmunidad innata.
La desregulacion de la NETosis causada por la sepsis
puede tener efectos perjudiciales que causan inflama-
cion, trombosis y fallo multiorganico. Los componentes
de NETosis y TEN son objetivos terapéuticos potencia-
les para el tratamiento de la sepsis.
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