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Resumen

Durante mucho tiempo se considerd que las pla-
quetas estaban involucradas exclusivamente en el
sistema hemostatico y que los leucocitos solo par-
ticipaban de los mecanismos del sistema inmunolo-
gico. Sin embargo, esta vision ha cambiado, recono-
ciéndose que existe una profunda interrelacion entre
ambos sistemas, y que las plaquetas y los leucocitos
son efectores centrales que cumplen roles hemosta-
ticos e inmunologicos.

Las procesos infecciosos constituyen un importante
factor de riesgo trombotico. De hecho, se ha acufia-
do el término inmunotrombosis, definido como una
respuesta inmune innata que implica la formacion
de un trombo en un vaso sanguineo favoreciendo el
confinamiento y la destruccion de microorganismos
patogenos. En esta respuesta, estan involucrados
tanto factores inmunoldgicos como hemostaticos.
Hace casi una década se describio que los neutro-
filos despliegan un mecanismo extracelular que les
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permite confinar y destruir microorganismos. Este
novedoso mecanismo consiste en la liberacion de
estructuras en forma de redes, denominadas trampas
extracelulares de neutrofilos (NETs), compuestas
por ADN, histonas y otras proteinas antimicrobia-
nas, en respuesta a la presencia de microorganismos
patogenos. Asimismo, las NETs se forman también
en respuesta a distintos estimulos inflamatorios,
como ocurre en patologias como vasculitis de pe-
quenos vasos, pre-eclampsia y diferentes tipos de
tumores. Las NETs podrian ser un nexo fundamen-
tal entre inflamacion y trombosis, principalmente al
estar involucradas en el andamiaje que brinda esta-
bilidad a los trombos.

Distintos componentes de las NETs tienen un gran
potencial como biomarcadores trombdticos. Ade-
mas, el conocimiento del rol de las NETs en la fisio-
patologia trombotica ofreceria nuevas posibilidades
para prevenir la trombosis y mejorar el tratamiento
trombolitico.
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Abstract

It was long thought that platelets were exclusively
involved in the haemostatic system and that
leukocytes were only part of the immune response.
However, this paradigm has been shifted, and
it has been recognized that there is a cross-talk
between these two systems, with both platelets and
leukocytes as key effectors that have immunological
and haemostatic roles.

The infectious processes are a major risk factor for
thrombosis. In fact, the term immunothrombosis
has been coined, defined as an innate immune
response that involves the formation of a thrombus
in a blood vessel and promotes the confinement
and destruction of pathogenic microorganisms. In
this response, both immunological and haemostatic
factors are involved.

Almostadecadeago, itwasdescribed thatneutrophils
display an extracellular mechanism that allows

Introduccion

Durante muchos anos hemos identificado a las pla-
quetas como células involucradas Unicamente en
funciones de la hemostasia y a los leucocitos como
células exclusivas del sistema inmune. Sin embar-
go, hoy la vision es mucho mas amplia y tanto las
plaquetas como los gldbulos blancos han sido reco-
nocidos como efectores centrales que cumplen roles
tanto en el sistema hemostatico como en el sistema
inmunoldgico. Durante un proceso séptico, las pla-
quetas interaccionan con los neutréfilos, via toll like
receptor-4 (TLR-4), activandolos y provocando el
despliegue de diferentes mecanismos de defensa
para controlar la infeccion”. Estos eventos ocurren
principalmente en los sinusoides hepéaticos y los ca-
pilares pulmonares. Recientemente, se ha demostra-
do que las plaquetas poseen un rol colaborativo con
las cé¢lulas de Kupffer hepaticas en la erradicacion
de infecciones sistémicas®. Bacterias como Baci-
llus cereus y Staphylococcus aureus meticilino re-
sistentes son capturadas rapidamente por las células
de Kupffer y activan plaquetas, que se adhieren de
manera sostenida a dichas células, y, mediante esta
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them to confine and destroy microorganisms. This
novel mechanism involves the release of network-
shaped structures, termed neutrophil extracellular
traps (NETs), composed of DNA, histones and other
proteins with antimicrobial activity, in response
to the presence of pathogenic microorganisms.
Furthermore, NETs are also formed in response to
different inflammatory stimuli, as in pathologies
like small vessel vasculitis, pre-eclampsia and
different types of tumors. NETs could be a key
link between inflammation and thrombosis, mainly
being involved in the scaffolding that gives stability
to the thrombus.

Different elements that are part of the NETs
structure have a great potential as thrombotic
biomarkers. In addition, elucidating the role of
NETs in the thrombotic pathophysiology might
offer new possibilities for preventing thrombosis
and improving thrombolytic therapy.

accion coordinada, logran encerrar a las bacterias y
eliminarlas. Este novedoso mecanismo representa
un sistema de vigilancia mediante el cual las pla-
quetas interaccionan con leucocitos e intervienen
activamente en la respuesta inmune.

En la presente revision, abordaremos el tema de los
neutréfilos y su conexion con el desarrollo y la pro-
gresion de la trombosis venosa.

Enfermedad tromboembdlica venosa

La enfermedad tromboembolica venosa (ETV), que
incluye tanto a la trombosis venosa profunda (TVP)
como a su complicacion asociada, el tromboembo-
lismo pulmonar (TEP), es la patologia cardiovascu-
lar mas comun después del infarto de miocardio y el
accidente cerebrovascular isquémico®.

La ETV es una patologia multifactorial y, epide-
mioldgicamente, esta asociada a distintos factores
de riesgo. A su vez, cada factor de riesgo puede
estar asociado a uno o mas mecanismos de accion
involucrados en la formacion del trombo. Entre los
factores de riesgo asociados a ETV mas importan-
tes se encuentran diversas patologias inflamatorias
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tales como infecciones, enfermedades autoinmunes,
obesidad y cancer, inmovilizaciones prolongadas,
embarazos y tratamientos con quimioterapia, entre
otros™*®,

Fisiopatologia de la ETV

Los trombos venosos son estructuras que consisten
de sucesivas capas de fibrina, plaquetas, globulos
rojos y leucocitos. Las plaquetas cumplirian un rol
mecanico sosteniendo la formaciéon del trombo y
es por esto que la trombosis venosa depende fuer-
temente de su adhesion, activacion y agregacion”.
De todas maneras, la estabilidad final del trombo
requiere del establecimiento de un firme andamiaje
estructural provisto por polimeros de gran tamafo,
entre los cuales se encuentran la fibrina y el factor de
von Willebrand (FvW)®.

La formacion de un trombo venoso puede desenca-
denarse a partir de alteraciones en el flujo sanguineo,
la activacion o fallas en el funcionamiento normal
del endotelio vascular o por un estado de hipercoa-
gulabilidad de la sangre®. Sin embargo, a diferen-
cia de lo que ocurre con la trombosis arterial, que
generalmente es el resultado de la erosion o ruptura
de una placa aterosclerdtica, los mecanismos del de-
sarrollo de la trombosis venosa en vasos sanguineos
intactos atin no son comprendidos completamente.
El desarrollo de los trombos venosos suele comen-
zar en los senos de las valvulas venosas donde, de-
bido a complejos mecanismos propios de los fluidos
que se dan particularmente en la cavidad de dichas
valvulas, el patron de flujo sanguineo se vuelve
anormal y provoca alteraciones en el funcionamien-
to endotelial!”. El estancamiento del flujo sangui-
neo (estasis) en la seccion de los vasos sanguineos
tendria similares efectos. La estasis de la sangre
provoca una baja en la tension de oxigeno que trae
aparejada la activacion local del endotelio". Al ac-
tivarse, las células endoteliales liberan FvW desde
los cuerpos de Weibel-Palade, y el FvW actia como
mediador en el reclutamiento de plaquetas. A su vez,
tanto el endotelio activado como las plaquetas re-
clutadas y activadas aumentan la expresion de gli-
coproteina P-selectina en sus membranas, la cual es
responsable del reclutamiento inicial de neutréfilos
y otras células de la inmunidad innata que también
estan involucradas en el desarrollo y la propagacion
del trombo*!¥, Por ultimo, el otro factor que tiene
un rol preponderante en la patogénesis de la ETV
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es la hipercoagulabilidad de la sangre. Esta depen-
de fundamentalmente de las concentraciones indi-
viduales y el funcionamiento tanto de las proteinas
pro-coagulantes como de las anti-coagulantes, y de
la concentracion y la naturaleza de las micropar-
ticulas (MPs) que contienen factor tisular (FT), la
molécula encargada de iniciar la via extrinseca de
coagulacion y que es considerada como la principal
involucrada en el desencadenamiento de la coagu-
lacion en ETV(#19, Una compleja interaccion entre
estos distintos factores lleva a la activacion tanto de
la via intrinseca como extrinseca de la coagulacion
y, en consecuencia, a la formacion de fibrina y al
consiguiente establecimiento de un trombo intravas-
cular®: 1516,

Bésicamente, la evolucion del trombo procede ge-
neralmente a través de tres etapas!'”. En una prime-
ra fase, el trombo se encuentra desorganizado. Si se
forma bajo condiciones de flujo continuo de sangre,
se van alternando capas de plaquetas y globulos ro-
jos en forma de laminas, mientras que si se forma en
condiciones estaticas adopta un aspecto mas unifor-
me. Luego de unos dias, el trombo comienza a or-
ganizarse y, en esta etapa, son reclutadas las células
inflamatorias que se infiltran en los bordes de dicho
trombo. Luego de semanas, se puede observar la
etapa del trombo organizado, en la cual este trombo
posee una apariencia fibrosa ordenada y con escasa
infiltracion inflamatoria. Muchos factores afectan la
gradualizacion de este proceso e, incluso, un trombo
a menudo puede mostrar varias etapas de desarrollo
al mismo tiempo.

ETYV asociada a procesos inflamatorios. El rol de
los neutrdfilos.

Tal como hemos mencionado, las patologias infla-
matorias son un factor de riesgo importante para
el desarrollo de ETV. La formacion de los trombos
puede ser fuertemente intensificada por la inflama-
cion y el dafio endotelial ™. Una respuesta inflama-
toria aguda, debido a una infeccion o a un trauma,
puede resultar en la activacion sistémica de la coa-
gulacion mediante diferentes mecanismos, en los
cuales las células del endotelio vascular cumplen
un rol central promoviendo el reclutamiento de pla-
quetas, neutrofilos y otros leucocitos, y participan-
do directamente en la iniciacion, la regulacion de la
formacion y en la posterior remocion de fibrina*-2%,
Uno de los principales componentes celulares invo-
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lucrados en los procesos inflamatorios son los neu-
trofilos. Los neutrofilos son los miembros mas abun-
dantes de la poblacion de leucocitos, comprenden
entre 50 y 70 % de la misma en individuos sanos,
y constituyen la primera linea de defensa frente a
la invasion de microorganismos patdogenos, ya que
son los primeros leucocitos reclutados a los sitios de
infeccion®'22.

Amulic y colaboradores han descripto su tarea de
una manera muy elegante: en el torrente sanguineo,
los neutréfilos actian como monitores de la posi-
ble presencia de sefiales de peligro para el hospe-
dador, patrullando de manera continua los vasos
sanguineos, buscando atentamente indicios de una
incipiente respuesta inflamatoria y, en caso de detec-
tarla, desarrollando rapidamente un proceso bien or-
questado que les permita localizar, atacar y destruir
la potencial amenaza®.

Este proceso en el cual los neutrofilos integran el
complejo bombardeo de estimulos y los traducen en
acciones concretas, se denomina activacion de los
neutrofilos.

ARTICULO DE REVISION

Trampas extracelulares de neutroéfilos

Hasta hace algunos afios, se consideraba que los
neutrofilos empleaban dos mecanismos para conte-
ner y eliminar los microorganismos invasores: la fa-
gocitosis y la degranulacion®. Esta ultima implica
la liberacion de un arsenal de enzimas, péptidos an-
timicrobianos y otras moléculas hacia el espacio ex-
tracelular, entre las que se encuentran proteasas que
degradan factores de virulencia y toxinas, lisozima
que degrada la pared celular bacteriana, péptidos
que aumentan la permeabilidad de las membranas de
diversos microorganismos y catelicidinas y defensi-
nas que pueden matar bacterias en forma directa®.
Sin embargo, recientemente han surgido evidencias
indiscutibles en las cuales se demuestra que los neu-
trofilos pueden eliminar patdogenos mediante otro
mecanismo de manera extracelular®®). Este nove-
doso mecanismo consiste en la liberacion por parte
de los neutroéfilos activados de estructuras en forma
de redes, denominadas NETs (del inglés neutrophil
extracellular traps), compuestas por ADN, histonas
y otras proteinas con actividad antimicrobiana®2®). .
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Figura 1. Mecanismos de defensa mediados por neutrofilos. Esquema representativo de los distintos mecanismos
empleados por los neutrofilos para la contencion y/o eliminacion de los agentes patogenos. Adaptado de Shock 2014,

Camicia G., Pozner R. y de Larraiiaga G.

Estas NETs tienen la capacidad de pegar, desarmar
y matar patogenos de manera extracelular, y se cree
que lo harian al exponerlos a altas concentraciones
locales de antimicrobianos®® 2839, Las NETSs tienen
la capacidad de atrapar todo tipo de microorganis-
mos, incluyendo bacterias Gram positivas, Gram
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negativas, hongos y protozoos®’-2-31-39),

Ademas de su funcién microbicida, las NETs cum-
plirian un rol vital al confinar a los patogenos en el
sitio de infeccidon, actuando como una barrera fisica
que previene su diseminacion®®. Estructuralmente,
las NETs son fibras, semejantes a una tela de arafia
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(Figura 2), que estan constituidas por ADN con in-
crustaciones de péptidos y enzimas antimicrobianas

como elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa, histo-
nas, proteinasa 3, gelatinasa, LL-37, lactoferrina, y
calprotectina®.

Figura 2. Neutrdfilos y trampas extracelulares de neutrofilos (NETS). Imagen de microscopia electronica cedida por
Volker Brinkmann y Arturo Zychlinsky. Max Planck Institute for Infection Biology, Alemania.

Hasta el momento no se ha esclarecido totalmente si
cada patogeno activa selectivamente alguno de estos
mecanismos de defensa, o como decide el neutréfilo
cual de ellos debe emplear. No obstante, teniendo en
cuenta que, in vitro, la fagocitosis y la degranulacion
son procesos rapidos, mientras que la formacion de
NETs es un proceso mas lento, se ha sugerido que
la secuencia temporal de estos mecanismos seria:
fagocitosis, degranulacion y, finalmente, formacion
de NETs®?, Recientemente se presentaron eviden-
cias que permiten afirmar que los neutrdfilos libe-
ran selectivamente NETs en respuesta a patdogenos
de gran tamafio, cuando los mismos son demasiado
grandes para ser fagocitados®”. Esta capacidad, ade-
mas, es critica para evitar el dafio tisular excesivo
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durante la respuesta a la infeccion. Asimismo, se ha
demostrado que las NETs no son liberadas exclusi-
vamente en respuesta a microorganismos, sino que
también pueden ser formadas frente a una infeccion
viral e incluso en situaciones de inflamacion estéril
como, por ejemplo, en vasculitis de pequenos vasos,
pre-eclampsia y diferentes tipos de tumores®3+,

La NETosis es el proceso por el cual los neutrdfilos
cambian su morfologia adquiriendo una forma apla-
nada, emiten numerosas protrusiones de membrana
y liberan fibras de ADN decoradas con proteinas
hacia el medio extracelular®?. Este proceso involu-
cra la decondensacion de la cromatina, el reordena-
miento de la arquitectura nuclear y granular, segui-
do de la mezcla de la cromatina con el contenido
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antimicrobiano de los granulos en el citoplasma vy,
finalmente, la liberacion hacia el espacio extracelu-
lar de proteinas granulares y otros péptidos antimi-
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crobianos anclados a la cromatina, tras la ruptura de
la membrana celular®! ¥ (Figura 3).
Si bien este mecanismo de “NETosis suicida” es el
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Activacion del neutréfilo

Formacion de NETs

Figura 3. Formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETs). Esquema representativo del modelo de for-
macion de NETs por NETosis. La activacion del neutrofilo por contacto con microorganismos patogenos o diferentes
estimulos inflamatorios conduce a la desintegracion de la membrana nuclear y de las membranas granulares, decon-
densacion de la cromatina, y mezcla del contenido nuclear con proteinas granulares y citoplasmaticas. Posteriormen-
te, el neutrofilo se contrae y expulsa la NET. Este proceso es relativamente lento y demanda entre 2 a 3 horas para

completarse. Adaptado de J Mol Med 2009, von Kéckritz-Blickwede y Nizet.

mas ampliamente aceptado, también se ha demos-
trado que las NETs pueden ser liberadas sin inducir
la propia muerte celular, mediante un mecanismo
que ha sido denominado “NETosis vital”, conser-
vando las funciones vitales y el arsenal de armas
convencionales de defensa del neutrofilo®->%. Por
ejemplo, mediante microscopia electronica se pudo
demostrar que Staphylococcus aureus induce una ra-
pida liberacion de NETs a través de la generacion de
pequefias evaginaciones esféricas surgidas a partir
de la membrana nuclear que son exportadas median-
te vesiculas, preservando de esta forma la integridad
de la membrana plasmatica®*-,

Sin embargo, pese a que el conjunto de instruccio-
nes de los neutroéfilos es simple y efectivo es, a su
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vez, potencialmente perjudicial. La funcion primor-
dial de los neutrdfilos es exterminar a los microbios
patogenos sin dafar al hospedador pero, ante la
duda, la prioridad es cumplir con el primer objeti-
vo, mas alla de los dafios colaterales que se puedan
producir®. El arsenal de armas antimicrobianas de
las que disponen los neutroéfilos, entre las cuales es-
tan incluidas las NETs y sus distintos componentes,
puede ser tan peligroso para las células del hospe-
dador como lo son para los microbios invasores, ya
que permiten atrapar y matar microorganismos pero
lo hacen bajo el riesgo de provocar dafio, tanto en el
endotelio, si las despliegan a nivel vascular, como
en los tejidos hacia los cuales extravasan(!- 3259,
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NETs y Trombosis

Las infecciones, tal como lo hemos descripto pre-
viamente, constituyen un importante factor de ries-
go trombdtico. De hecho, Engelman y Massberg
acufiaron el término inmunotrombosis, definiéndo-
lo como una respuesta inmune innata que implica
la formacion de un trombo a nivel de los vasos san-
guineos y favorece el confinamiento, el reconoci-
miento y la destruccion de los microorganismos pa-
togenos®®. Considerando que la activacion endote-
lial es uno de los principales inductores del proceso
trombotico, que las NETs también se forman en la
vasculatura y no s6lo a nivel tisular, que muchas de
las enzimas y péptidos antimicrobianos que forman
parte de las NETs pueden provocar el dafio y la con-
secuente activacion del endotelio, que la estabilidad
de los trombos requiere de un andamiaje provisto
por grandes polimeros como la fibrina y el FvW y
que se observo formacion y persistencia de NETs
en patologias inflamatorias no infecciosas, resulta-
ria l6gico pensar que las NETs podrian ser un nexo
fundamental entre la inflamacion y la trombosis.
Asi, bajo esta hipotesis, Fuchs y colaboradores de-
mostraron por primera vez en el aiio 2010, mediante
ensayos elegantes y bien organizados, que las NETs
aportarian no so6lo un andamiaje estructural sino
también estimulos que permiten la activacion, el pe-
gado y la agregacion de plaquetas, la adhesion de
globulos rojos y de proteinas plasmaticas relevan-
tes en la estabilidad del trombo, tales como FvW,
fibronectina y fibrindgeno®”. Estas moléculas se
pegarian a las NETs probablemente debido a su afi-
nidad por las histonas o el ADN ¢80, La activacion
plaquetaria mediada por las NETs podria deberse
a la accion de las histonas o de proteasas que for-
man parte de estas estructuras. Se vio que, in vitro,
las histonas purificadas estimulan el influjo de cal-
cio hacia las plaquetas promoviendo su activacion
y su agregacion®-%?, Ademas, las enzimas elastasa
y catepsina G, que se encuentran enzimaticamente
activas dentro de la estructura de las NETs, tienen
la capacidad de potenciar la agregacion plaquetaria
activando receptores de las plaquetas a través de su
prote6lisis©4,

Fuchs y colaboradores fueron pioneros en mos-
trar evidencias claras de que marcadores propios
de NETs, como ADN extracelular, histona (H) 3 y
complejos ADN/H2A/H2B, estaban presentes tanto
en plasma como en el interior de los trombos en un
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modelo de TVP en babuinos, lo cual fue confirmado
posteriormente en un modelo murino®” %9, Ademas,
demostraron que la H3 no sélo estaba presente en
forma abundante en los trombos sino que también
se encontraba citrulinada. La citrulinacion es una
modificacion post-traduccional (conversion de argi-
nina en citrulina, un aminoacido no convencional)
mediada por la enzima peptidilarginina deiminasa
4 (PAD4), una enzima altamente expresada en gra-
nulocitos®®®?. Al ocurrir esta modificacion, se re-
duce la carga positiva de las histonas permitiendo
la decondensacion de la cromatina, la cual es fun-
damental para la formacion de las NETs“® (Figura
3). De hecho, los neutréfilos de ratones knockout
para el gen de PAD4 son incapaces de formar NETs,
mientras que la sobreexpresion de esta enzima es
estimulo suficiente para la decondensacion y for-
macion de NETs atin en células que normalmente
no las producen“® %®. Por lo tanto, la deteccion de
la presencia de H3 citrulinada en trombos en mo-
delos murinos de TVP indicaria que provienen de
neutrofilos que formaron NETs. Posteriormente se
vio que la incapacidad de formar NETs por parte
de ratones deficientes en el gen de PAD4 result6 ser
protectora en el mismo modelo de TVP®, Alli se
observo que, pese a que las plaquetas y los leucoci-
tos se acumulaban a lo largo del endotelio activado,
se formaba una cantidad mucho menor de trombos,
los cuales tenian neutrofilos presentes en su interior
pero la estabilidad de estos trombos no se sostenia
en el tiempo.

Tanto previa como paralelamente al establecimien-
to de la conexion entre las NETs y los procesos que
llevan a la formacion de un trombo, también fue
evaluada la capacidad de afectar de manera indivi-
dual los mecanismos de coagulacion por parte de
los acidos nucleicos y de algunos componentes nu-
cleares. Las moléculas polianionicas, incluyendo al
ADN, al ARN vy los polifosfatos, son activadoras de
la coagulacion, promoviendo la activacion de pro-
teasas de la via intrinseca, tal como los factores XII
y XI 77D Las histonas, por su parte, también po-
seen efectos protromboticos. La H4 provoca la au-
toactivacion de la protrombina, independientemente
de la cascada de coagulacion, y también estimula
la exposicion de fosfatidilserina en la membrana
plasmatica de los gldbulos rojos, lo que acelera la
formacion de fibrina7>7). A su vez, las histonas in-
crementan la generacion de trombina a través de un
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mecanismo que depende de las plaquetas, contribu-
yendo a la activacion y la agregacion plaquetaria vy,
adicionalmente, poseen la capacidad de inhibir me-
canismos anticoagulantes al impedir la activacion de
la proteina C mediada por trombomodulina®* 7479,
Incluso Xu y colaboradores demostraron, utilizando
un modelo murino de sepsis, que la infusion de his-
tonas promueve la formacion de microtrombos en
pulmo6n®D. Por su parte, también se demostrd que
la enzima elastasa de neutrofilos posee propiedades
pro-coagulantes, al inactivar proteoliticamente al
inhibidor del factor tisular e intensificar la accion
del factor X activado. Mas aun, distintos trabajos
mostraron que las plaquetas activadas son capaces
de estimular la liberacion de NETs, resultando asi
en una especie de circulo vicioso de formacion de
NETs y activacion de plaquetas, evidenciando aun
mas la compleja interaccion que existe entre los dis-
tintos actores involucrados en el proceso tromboti-
Co(l, 12, 76)'

La tendencia a desarrollar trombosis es un rasgo
caracteristico asociado a pacientes que presentan
diferentes tipos de tumores y el estado de hipercoa-
gulabilidad en el que se encuentran puede deberse a
multiples factores, que van desde las propias propie-
dades procoagulantes de las células tumorales has-
ta los efectos de cirugias, del uso de catéteres y de
los agentes quimioterapéuticos’”. Por su parte, los
neutréfilos cumplen un papel central en la biologia
tumoral y constituyen una gran proporcion del infil-
trado inflamatorio, tanto en tumores humanos como
en modelos murinos de cancer’®7. Sus propiedades
pro o anti-tumorales son un continuo tema de deba-
te pero, en estudios recientes, ha sido demostrado
que el fenotipo de los neutréfilos difiere segin las
distintas etapas de progresion tumoral, volviéndose
mas protumoral a medida que el tumor lleva mas
tiempo de desarrollo®”. Aumentos en el recuento de
neutrofilos periféricos y/o intratumorales han sido
asociados a peores prognosis y desenlace en dife-
rentes tipos de cancer, mucho de ellos asociados a
un elevado riesgo de trombosis venosa®!-#?,

En un modelo murino de carcinoma mamario, se
observo trombosis pulmonar en una etapa tardia
de progresion tumoral, coincidente con recuento
de neutréfilos y niveles plasmaticos de ADN ex-
tremadamente altos y, simultaneamente al desarro-
llo de trombosis, se registrd hipercitrulinacion de
H3 en plasma®®. Incluso, en otro modelo murino
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de cancer pancreatico y trombosis, se observo que,
en el interior de los trombos, habia MPs procoagu-
lantes derivadas de células tumorales adheridas a
las NETs®¥. Asimismo, los niveles plasmaticos de
ADN se encuentran frecuentemente elevados en
pacientes con cancer, siendo estos niveles mayores
en etapas avanzadas de la progresion tumoral, de la
misma manera que se ha visto que hay incrementos
en los niveles de ADN plasmatico y nuclesosomas
asociados al tratamiento con quimioterapia®-*7”, Es-
tos resultados, obtenidos en trombosis venosas aso-
ciadas a distintos tipos de tumores, indicarian que
los componentes de las NETs estarian fuertemente
involucrados en el desarrollo y el mantenimiento de
la estructura del trombo.

En definitiva, la presencia de NETs en los trombos
venosos es indudable pero, de todas maneras, el rol
que cumplen dentro su estructura y la importan-
cia que tienen en su fisiopatologia aun no han sido
completamente esclarecidos®®. Un estudio reciente
evalu6 la composicion de tromboembolismos ve-
nosos humanos y los resultados revelaron que se
produce acumulacion de NETs durante la etapa de
organizacion del trombo y que estas NETs estarian
intimamente asociadas con plaquetas unidas a FvW,
respaldando la idea de que las NETs participan ac-
tivamente en la maduracion de los trombos y son
parte de la estructura que les brinda estabilidad®.
(Figura 4).

NETs y trombolisis.

Posible impacto a nivel diagnéstico.

Para poder restaurar el flujo sanguineo, es indispen-
sable que el trombo sea degradado y solubilizado.
Lafibrina y el FvW, los principales componentes del
andamiaje estructural del trombo, son fragmentados
proteoliticamente por accion de las proteasas plas-
mina y ADAMTS-13, respectivamente. Las NETs,
siendo un tercer componente de esta estructura, tam-
bién deben ser desarmadas durante la trombolisis.
De hecho, se ha demostrado que el ADN se une a los
productos de degradacion de la fibrina manteniendo
firmemente unida a toda la red de fibrina, por lo que
es indispensable su remocion®*?b,

La cromatina que forma parte de las NETs se en-
cuentra en un estado de alta decondensacion, vol-
viéndose asi muy accesible para las ADNasas huma-
nas, enzimas que degradan ADN. Mediante ensayos
in vitro se demostrd que la accion de las ADNasas
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plasmaticas es fundamental para la completa de-
gradacion de los coagulos sanguineos siendo estos
resultados respaldados posteriormente por estudios

que analizaron las cinéticas de la degradacion de los

tres componentes estructurales de los trombos©@® 2
57,92-93)
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Figura 4. Trampas extracelulares de neutrofilos (NET5) en el proceso trombotico.

Las celulas endoteliales activadas poseen una expresion aumentada de ciertas proteinas, tales como p-selectina y
factor de Von Willebrand (FvW). La p-selectina permite el anclaje de los neutréfilos al endotelio activado y el FvW
facilita la adhesion de las plaquetas activadas mediante su interaccion con la glicoproteina Ib. Los neutrofilos, en
respuesta a diversos estimulos inflamatorios, liberan NETs. Las NETs proveen un andamiaje estructural al trombo
en formacion facilitando una mayor adhesion de plaquetas activadas, globulos rojos y de proteinas involucradas en
la estabilidad del trombo, como el mismo FvW y la fibrina, debido a su afinidad por las histonas o el ADN. A su vez,
las NETs estimulan la activacion plaquetaria, promoviendo una mayor adhesion y agregacion de plaquetas, pro-
bablemente mediante la accion de las histonas y de proteasas, como la elastasa, componente fundamental de estas
estructuras.

En un modelo de TVP en babuinos, se vio que los
niveles plasmaticos de ADN aumentaban con una
cinética similar a los del dimero D, producto de
degradacion de la fibrina®” ®». En pacientes con
TVP, no sdlo se encontrd que los niveles de ADN
en plasma eran mayores respecto de controles sanos
y de pacientes sintomdticos que no tenian TVP, sino
que dichos niveles de ADN correlacionaban positi-
vamente con los niveles de FvW y negativamente

HEMATOLOGIA * Volumen 19 N° 3: 231-245, 2015

con los niveles de ADAMTS-13 ©?. Por lo tanto,
es probable que los niveles de ADN en circulacion
puedan reflejar la degradacion de NETs dentro de
un trombo. Asimismo, los niveles de nucleosomas
en circulacion y de ciertos marcadores de activacion
de neutrdfilos también se encuentran aumentados en
pacientes con TVP respecto de pacientes sintomati-
cos pero sin confirmacion®**%,

En consecuencia, tanto los distintos productos de
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degradacion de las NETs asi como los marcadores
de activacion de neutrofilos podrian considerarse
como potenciales biomarcadores para ser utilizados
en el diagnostico de TVP, considerando que actual-
mente el ultrasonido es el mejor método diagnostico
pero no siempre es confiable®s:%),

Posible impacto terapéutico

Ademas de la potencial aplicaciéon como biomarca-
dores, a nivel diagnodstico, que podrian tener algu-
nos de los distintos elementos que forman parte de
las NETs, conocer en profundidad el rol de las NETs
en la fisiopatologia trombotica y los mecanismos
por los cuales se generan en la vasculatura, ofrece-
ria nuevas posibilidades para prevenir la trombosis
y mejorar el tratamiento trombolitico. El agente an-
titrombotico ideal es aquél que es capaz de prevenir
la formacion patoldgica de trombos teniendo el me-
nor impacto posible sobre la hemostasia, por lo que
los neutroéfilos resultarian ser blancos terapéuticos
ideales®®.

Una alternativa que esta siendo fuertemente estu-
diada es la terapia dirigida contra la P-selectina. La
inhibicion de P-selectina resultd ser protectora en
modelos animales de TVP, reduciendo significativa-
mente el reclutamiento de neutrofilos, la generacion
de NETs y la actividad procoagulante de la propia
P-selectina’> %3 %9, De hecho, en un estudio reciente
se observo que la inhibicion de P-selectina mostrd
mejores efectos terapéuticos y profilacticos que la
enoxaparina y que un inhibidor de FvW, en un mo-
delo de TVP en babuinos®”.

El uso de tratamientos especificos dirigidos hacia
componentes estructurales de las NETs, como AD-
Nasas, anticuerpos anti-histonas o heparina no
anticoagulante, son estrategias atractivas para la
prevencion de la trombosis y del posible dafio or-
ganico si las NETs se convierten en un problema
debidos sus efectos deletéreos colaterales®'- %9, En
algunos estudios con modelos animales de TVP, la
administracion de ADNasa [ mostr6 efectos protec-
tores; sin embargo, en un estudio reciente, se obser-
v6 que el tratamiento con ADNasa provoca una ma-
yor generacion de trombina que, probablemente, se
deba a la liberacion masiva de algunos componentes
de las NETs que pueden resultar perjudiciales para
el hospedador provocando dafio endotelial'> %59, A
su vez, teniendo en cuenta el rol de las redes en la
contencion de las infecciones, una terapia con AD-
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Nasa para disminuir las NETs podria generar como
efecto colateral una erradicacion ineficiente de los
microorganismos patogenos?,

La heparina, ademas de ser un agente anticoagulan-
te, desmantela las redes de ADN de NETs y evita
las interacciones entre histonas y plaquetas, por lo
tanto es probable que su uso resulte en una dismi-
nucion de la trombosis mediada por las NETs®®. La
actividad de ADNasa I es exacerbada, in vitro, en
presencia de serino-proteasas, y esto puede ser imi-
tado por la heparina, ya que desplaza a las histonas
de la cromatina permitiendo una mejor accesibilidad
para la enzima ADNasa I ®. Es por ello que la com-
binacion de ADNasa I con heparina podria reducir
atn mas el riesgo de eventos tromboticos y prevenir
significativamente el dafio causado por las histonas.
Sin embargo, el uso de heparina podria, al mismo
tiempo, aumentar el riesgo de hemorragia. Debido
a esto, un trabajo muy reciente se focalizd en ob-
tener una heparina que presente los efectos benefi-
ciosos sobre el control de las NETs pero reduciendo
el riesgo de sangrado. De esta manera, Wildhagen
y colaboradores, mediante un elegante abordaje
experimental, lograron purificar una fraccion de la
heparina sin funcion anticoagulante que, in vitro,
puede prevenir la citotoxicidad mediada por histo-
nas y reducir la mortalidad de la inflamacion estéril
y sepsis en modelos de raton, sin aumentar el riesgo
de sangrado®®. Sin embargo, como hemos mencio-
nado, estas estrategias basadas en desmantelar NETs
ya formadas podrian tener efectos colaterales no de-
seados. Por este motivo, una estrategia que ain no
ha sido explorada en profundidad pero que se viene
proponiendo extensamente como alternativa es li-
mitar la formacién de NETs utilizando inhibidores
de PAD-4 ®8.90),

Perspectivas a futuro.

Aun quedan muchos interrogantes por responder y
se deben realizar muchas investigaciones para po-
der hacerlo. Seguramente, a lo largo de los proximos
afios, veremos crecer los conocimientos acerca de
los mecanismos de la formacion de NETs y su im-
plicancia en la fisiopatologia de la trombosis. De lo
que seguro ya no quedan dudas es que los globulos
blancos han dejado de pertenecer solamente al cam-
po de la inmunologia para ser un elemento funda-
mental de la definicion de INMUNOTROMBOSIS.
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