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through the formation of web-like structures known as neutrophil extracellular traps (NETs). NETs are
formed by chromatin, proteases and antimicrobial proteins and their main function is to trap and kill
bacteria, virus and fungi, thus avoiding their dissemination. Besides microorganisms, NETs formation is
also triggered by proinflammatory molecules, and platelets. The uncontrolled formation of NETs might
exert tissue damage and has been involved as a pathogenic mechanism of autoimmune and prothrombotic
events. In this review, the role of platelets in NET generation is discussed, highlighting the mediators,
stimuli and molecular mechanisms involved in this phenomenon, both in human and murine models.

Key words: platelets * thrombosis * sepsis * neutrophils * bacteria

Resumo

Além de serem elementos chave na hemostasia e trombose, as plaquetas tém um papel preponderante na
resposta inflamatdria e imune associada a sua capacidade para reconhecer patdgenos através da expressdo dos
receptores tipo Toll, a secregdo de uma ampla variedade de citocinas, quemocinas e fatores de crescimento
armazenados em seus granulos e pela expressao de moléculas de adesdo que permitem a interagdo com outras
células vasculares. Como parte da primeira linha de defesa, os neutrdfilos controlam a infecgéo por fagocitose,
liberag&o de proteinas antimicrobianas durante a degranulagdo ou através da formagdo de estruturas tipo rede,
conhecidas como armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs). Elas estdo formadas por cromatina, protea-
ses e proteinas antimicrobianas cuja fungéo principal é prender e eliminar bactérias, virus e fungos, impedindo
sua disseminac&o. Além de microorganismos, a formagdo de NETs é disparada por moléculas pré-inflamatdrias
e plaquetas. Sua formac&o descontrolada pode provocar dano tissular e é considerada um mecanismo patogé-
nico de eventos pré-trombdticos, inflamatdrios e autoimunes. Nesta revisdo é discutido o papel das plaquetas
na formac&o de NETs, destacando os mediadores, estimulos e mecanismos moleculares participantes deste
fenémeno, em humanos e modelos murideos.

Palavras-chave: plaquetas * trombose * sepse * neutrdfilos * bactérias

Introduccidn

Si bien las plaquetas son tradicionalmente conoci-
das como mediadores primarios de la hemostasia, esta
funcién también las asocia intimamente con procesos
inflamatorios y con la inmunidad innata(1). El papel
de las plaquetas en estos procesos estd asociado a va-
rias caracteristicas que incluyen la capacidad de alma-
cenar en sus granulos una gran variedad de citoquinas,
quimioquinas y moléculas de adhesién que pueden ser
liberadas a la circulacién o translocarse a la superficie
plaquetaria durante su activacion, al reconocimiento de
patogenos a través de la expresion en la membrana de
los receptores tipo Toll (TLRs) y a las interacciones de
las plaquetas con otras células, principalmente con cé-
lulas endoteliales y leucocitos(2).

En los ultimos anos, se ha descubierto que los neutré-
filos poseen un nuevo mecanismo involucrado en la de-
fensa del organismo contra patégenos y es la capacidad
de formar trampas extracelulares de ADN o NETs (del
inglés Neutrophil extracellular traps) (3). La formacion de
NETs es el resultado de un programa especial de muer-
te celular denominado NETosis. Las NETs son grandes
redes de ADN decoradas con los cinco tipos de histonas
(HI1, H2A, H2B, H3 y H4) y con proteinas granulares
de los neutroéfilos con actividad microbicida, que in-
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cluyen entre otras, elastasa, mieloperoxidasa (MPO) y
la proteina que aumenta la permeabilidad bactericida
(3). Si bien estas trampas de ADN resultan importantes
como agentes antiinfecciosos en la respuesta inmune
innata, las mismas pueden ser un arma de doble filo
ya que, en exceso, pueden inducir dano tisular (4). En
este sentido, la presencia de NETs se ha observado no
solamente en procesos inflamatorios infecciosos sino
también en diversas enfermedades inflamatorias estéri-
les como la preeclampsia, vasculitis de pequenos vasos,
lupus y trombosis.

En esta revision se discute el rol de las plaquetas en
la formacién de NETs especificando cuales son los esti-
mulos, mediadores y mecanismos moleculares involu-
crados, tanto en humanos como en modelos murinos.

NETs

La principal funcién de las NETs es eliminar pato6-
genos. Una vez unidas a estas redes, las histonas y las
proteinas antimicrobianas degradan factores de viru-
lencia y matan a los microorganismos. La NET no s6lo
es una trampa que previene la propagacion de patoge-
nos desde el sitio inicial de la infeccién sino que al estar
unida a estimulos nocivos también concentra proteinas



antimicrobianas en el sitio de la infeccion (3). Si bien
originalmente la formacién de NETs se asocié con pa-
tégenos que incluyen, bacterias, hongos, virus y parasi-
tos (5-8), hoy se sabe que citoquinas y quimioquinas,
agonistas plaquetarios y anticuerpos (9-13) también son
capaces de gatillar este fené6meno.

Dependiendo de la localizaciéon de los neutréfilos al
momento de ser estimulados, las NETs pueden esparcir-
se a través del intersticio de 6rganos especificos o libe-
rarse en el lumen de los vasos sanguineos.

La NETosis es iniciada por la activacién de la enzi-
ma peptidil arginina deaminasa 4 (PAD4) que induce
la citrulinacién de las histonas 3 y 4 desmantelando el
nucleosoma (14) (15). A su vez, la activacién de la pro-
tefna quinasa C, del factor de transcripcién NFkB (12)
y la via de senalizaci6n RAF/MEK/ERK (16) llevan a la
fosforilacion de diversas quinasas resultando en el en-
samblaje del complejo funcional NADPH oxidasa para
la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS)
(17). Las EROS gatillan la disociacién de la elastasa de
un complejo asociado a membrana facilitando su trans-
locacion al nicleo donde colabora con PAD4 para pro-
mover la decondensacion de la cromatina a través del
clivado de histonas (18)(19). La desintegracion de la
envoltura nuclear y la ruptura de la membrana citoplas-
matica permiten la liberacion de las NETs.

Ademas de la generaciéon de EROS, la autofagia tam-
bién se requiere para la formaciéon de NETs (20). Evi-
dencias recientes también indican que la activacion de
canales de potasio SK3, mediada por influjo de calcio,
representa un mecanismo alternativo de NETosis inde-
pendiente de la NADPH oxidasa (21). Esta descripciéon
del proceso de NETosis se conoce como NETosis “suici-
da”. Sin embargo, ha sido reportado que una fracciéon
de los neutréfilos puede liberar NETs sin morir dejando
citoplasma que continda fagocitando microbios. Este
proceso altamente eficiente es conocido como NETosis
“vital” (22). El hecho de que defectos en la generacion
de NETs o la deplecion experimental de las mismas
incrementan la susceptibilidad ante diversos tipos de
infecciones en ratones y humanos, apoya la nocién de
que la NETosis es un brazo importante en la actividad
antimicrobiana de la inmunidad innata (23) (26).

Plaquetas

Las plaquetas son células anucleadas derivadas de
megacariocitos, las cuales juegan un rol crucial en la
hemostasia y la trombosis (27). Bajo condiciones nor-
males, las plaquetas circulantes no se adhieren a las
paredes de los vasos sanguineos, a los leucocitos o en-
tre ellas debido a las propiedades antitrombéticas del
endotelio vascular. Sin embargo, en casos de injuria o
luego de la activacion endotelial bajo condiciones infla-
matorias, las plaquetas se adhieren a moléculas del su-
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bendotelio como el coldgeno y el Factor von Willebrand
(FvW) gatillando asi la activacion inicial de plaquetas
caracterizada por la liberacién de mediadores solubles
almacenados en sus granulos como ADP y tromboxano
A, (TXA,). Estas moléculas actian como activadores
plaquetarios amplificando la activaciéon celular de ma-
nera autocrina y paracrina permitiendo la activacion de
otras plaquetas circulantes, lo cual favorece la forma-
cién de agregados entre plaquetas.

La interaccién entre plaquetas es denominada agre-
gacion y ocurre debido a la principal integrina de estas
células, aIIbBB' Durante la activaciéon plaquetaria, esta
integrina cambia de una conformacién cerrada a una a
abierta permitiendo la uni6n del fibrinégeno que actia
como un puente entre las plaquetas. La amplificacion
de la estimulacién plaquetaria conlleva a la generacion
de trombina y formacién de un trombo (27).

Moléculas de adhesién y mediadores
solubles involucrados en la formacion
de NETs mediada por plaquetas

El rol de las plaquetas en la formacién de trampas
extracelulares de ADN fue descubierto por primera vez
en 2007, cuando Clark e al. demostraron que, durante
una septicemia, el lipopolisacarido (LPS, componente
de la membrana externa de bacterias Gram negativas)
se unia al TLR4 presente en la membrana plaquetaria
permitiendo la unién de la plaqueta con el neutréfilo,
desencadenando la formacion de NETs (28). Sin em-
bargo, estudios posteriores mostraron que la formacién
de NETs mediada por plaquetas no esta restringida a
la activacion por componentes bacterianos sino que
también ocurre en condiciones de inflamacién estéril
como por ejemplo, en el sindrome de distres respirato-
rio o durante la formacién de trombos, y ademas, que
la activacién plaquetaria mediada por agonistas clasicos
promueve la liberacién de NETs (10) (11) (13) (29).

En general, la interaccion de las plaquetas con los
neutréfilos ocurre principalmente por la unién de la
P-selectina con su receptor PSGL-1 (30). Sin embargo,
diversos trabajos, que incluyen los de este grupo de tra-
bajo, demostraron que la formaciéon de NETs mediada
por plaquetas en humanos es un mecanismo indepen-
diente de P-selectina ya que la estimulaciéon de neutroé-
filos con P-selectina recombinante no induce NETosis y
el bloqueo de la P-selectina durante la interaccién pla-
queta-neutrofilo no modifica la liberacion de ADN ga-
tillada por LPS o trombina (11)(13). Por el contrario,
estudios en ratones demostraron que la formacién de
NETs inducida por sepsis o por injuria pulmonar aguda
es dependiente de la presencia de plaquetas, PSGL-1y
de P-selectina (31)(32). Estas diferencias en el reque-
rimiento del eje P-selectina/PSGL-1 en la NETosis po-
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drian estar asociadas a un efecto in vivo de la P-selectina
o al uso de diferentes especies en cada estudio.

La cooperacion entre la integrina B,(CD18) del neu-
trofilo y la glicoproteina Ib plaquetaria es considerada
otro evento importante involucrado en la interacciéon
plaqueta-neutréfilo (33) (34). Estudios in vitro utilizan-
do células murinas de ratones wild type (WT) y ratones
deficientes en CD18 y un modelo murino de sepsis,
arrojaron evidencias de que la integrina B2 esta invo-
lucrada en la NETosis mediada por plaquetas (35) (36).
Estos datos fueron corroborados con células humanas,
donde el bloqueo de CD18 disminuy6é marcadamente
la liberacion de estas trampas de ADN (11)(36). Con
respecto a la glicoproteina plaquetaria, su inhibicion
especifica por delecién genética (37) o bloqueo con un
anticuerpo especifico también afect6 la formacién de
NETs, senalando su participaciéon en este proceso (11).

La integrina o, B, también es responsable de la
interaccion de las plaquetas con otras células. Si bien
en un modelo murino de injuria pulmonar el bloqueo
de esta integrina disminuy6 la formacién de NETs y el
dano tisular (10), su inhibicién en plaquetas humanas
no modific6 la NETosis (11)(13). Al igual que con la
P-selectina, estas variaciones pueden deberse a una dife-
rencia entre especies o a la presencia de factores in vivo
no involucrados en los estudios in vitro.

Luego de su activacion, las plaquetas pueden expre-
sar y/o secretar una gran cantidad de moléculas capa-
ces de modular la activacion de los neutréfilos (38).
Una de ellas es la HMGBI1 (del inglés, high mobility group
box 1), proteina conocida como senal de dano liberada
como consecuencia de la muerte celular y crucial en
la respuesta inflamatoria al dano tisular (39). Recien-
temente, Maugeri el al. demostraron que las plaquetas
activadas liberan HMGBI que gatilla el proceso de au-
tofagia en los neutréfilos inhibiendo la apoptosis y faci-
litando la NETosis (13).

Otras moléculas liberadas por las plaquetas que pue-
den actuar sobre los neutroéfilos son las citoquinas RAN-
TES (CCLb) vy el factor plaquetario 4 (CXCL4, FP4)
(40). El bloqueo de estas dos citoquinas o su heterodi-
merizacion inhibi6 la NETosis en un modelo de raton
de injuria pulmonar, sugiriendo que estas citoquinas tie-
nen un rol en la NETosis mediada por plaquetas (36).
Este grupo de trabajo confirmé la participacion del FP4
en células humanas, ya que su bloqueo interfiere en la
liberaciéon de ADN vy el FP4 recombinante es capaz de
promover la formacién de estas trampas de ADN (11).
Estos estudios senalan que estas moléculas, ademas de
ser relevantes por su actividad quimiotactica, también
son potentes inductoras de la formacién de NETs.

Diversos estudios senalan que el FvW, una molécu-
la liberada por las células endoteliales y las plaquetas
y que es responsable de la adhesion de las plaquetas
al subendotelio, también tiene un rol fundamental en
diferentes estadios de la formacion de NETs (41). En
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un modelo murino de trombosis venosa profunda, se
observo que la histona H3 citrulinada (H3cit) coloca-
liza con este factor sugiriendo que esta molécula y las
NETs forman una red que contribuye a la activacion
del dominio Al del FvW, ayudando al crecimiento y a
la estabilizacion del trombo (42). Por otro lado, los es-
tudios de los autores mostraron que el FvW liberado
de las plaquetas también interviene en la formacion de
NETs (11). En conjunto, estos datos senalan que el FvW
liberado tanto del endotelio como de las plaquetas es
otra molécula relevante en el proceso de NETosis.

Por ultimo, el rol del TXA en la formacién de NETs
mediada por plaquetas también ha sido estudiado. En
estudios en los cuales se utilizé tanto un antagonista de
su receptor como el acido acetil salicilico la formacion
de NETs mediada por plaquetas se vio significativamente
disminuida (10) (11) (29). Teniendo en cuenta que no se
ha reportado la presencia del receptor de esta molécu-
la en neutréfilos, la acciéon de esta molécula no es clara.
Sin embargo, si se considera que el TXAQ es un fuerte
activador plaquetario es posible que el TXA, induzca la
liberacion del contenido de los granulos plaquetarios,
que incluyen HGMB1, RANTES, FP4 y FvW, que a su vez
promueven la formacioén de NETs (11).

Rol de las plaquetas y NETs
en la enfermedad

INFLAMACION INFECCIOSA
Sepsis

Cada vez es mas reconocido que las plaquetas desempe-
nan un papel importante en la defensa del huésped frente
a patégenos. Varios mecanismos parecen ser responsables
de esta respuesta que incluyen la capacidad de las plaque-
tas para reconocer directamente, secuestrar y matar los
agentes patoégenos asi como también para reclutar leuco-
citos al sitio de la infeccién y activarlos, mejorando su ca-
pacidad de fagocitar y matar los agentes patégenos (43).
Ademas, un estudio seminal de Clark et al. demostré que
las plaquetas inducen respuestas efectoras tinicas de neu-
troéfilos tales como la generacion de NETs (28). Durante
una septicemia, inicialmente, el LPS se une al TLR4 pre-
sente en la membrana plaquetaria permitiendo la unioén
de la plaqueta al neutréfilo y desencadenando la forma-
cion de NETs. La deplecion plaquetaria o la inhibicion de
la interaccién plaqueta-neutroéfilo no solo inhibe la forma-
cion de NET5, sino que también permite la diseminacion
de la bacteria (28), indicando que las plaquetas tienen un
rol fundamental en la generacion de NETs durante la sep-
sis. Estos hallazgos senalan que las plaquetas actian como
centinelas y tienen la capacidad de interactuar con mo-
léculas bacterianas permitiendo la activacion del sistema
inmune innato durante la sepsis (28).



Curiosamente, recientemente se propuso que el vin-
culo entre la coagulacién y la respuesta inmune innata
puede constituir un mecanismo efector innato, llamado
inmunotrombosis (44). Este proceso involucra el reco-
nocimiento de los patégenos por las células danadas e
impide la difusién del patégeno y su supervivencia. Por
lo tanto, la inmunotrombosis se considera un proceso
fisiol6gico esencial para la inmunidad intravascular,
mientras que la desregulacién de la inmunotrombo-
sis puede ser uno de los acontecimientos subyacentes
que provocan trastornos tromboticos tales como, trom-
boembolia venosa y coagulacién intravascular disemi-
nada. Los neutroéfilos son jugadores importantes en el
desarrollo de inmunotrombosis a través de la liberacion
de NETs. Por otra parte, estas redes de ADN también
pueden proporcionar un andamio para activar las pla-
quetas y estimular la formacién de trombos (44). Varios
estudios han indicado la relacién entre la infeccion y la
trombosis; sin embargo, el mecanismo patogénico no
estaba claro. El descubrimiento de las NETs y la interac-
cioén bidireccional con plaquetas representa un vinculo
entre estos fenémenos.

INFLAMACION ESTERIL

Injuria pulmonar aguda

En un modelo murino de injuria pulmonar aguda re-
lacionada a transfusion, se encontraron NETs en la mi-
crocirculaciéon de los pulmones asi como componentes
de estas redes circulantes en plasma. La inhibicién de
la activacion plaquetaria resulté en una disminucion sig-
nificativa del contenido de ADN indicando que las pla-
quetas son necesarias para la generacion de NETs (10).
Resultados similares se demostraron en un modelo mu-
rino de injuria pulmonar inducida por ventilacién (36)
reforzando la nocién de que las plaquetas cumplen un
papel relevante en el proceso de NETosis in vivo.

Trombosis

Tradicionalmente, el mecanismo patogénico de la
enfermedad tromboembélica venosa (ETV), que inclu-
ye la trombosis venosa profunda (TVP) o embolia pul-
monar (EP) fue considerado como el resultado de la
reduccién en el flujo sanguineo, lesién en el endotelio
vascular y un estado de hipercoagulabilidad (Triada de
Virchow) (45). El descubrimiento de las NETs ofrece
una explicacién muy emocionante para los eventos ce-
lulares que desencadenan la ETV.

Estudios iniciales mostraron que las trampas de ADN,
no solamente proporcionan un andamio para la forma-
cion del trombo sino también estimulan su crecimiento
gracias a las histonas presentes en las mismas (46) (47).
Las histonas son capaces de activar a las plaquetas pro-
moviendo respuestas hemostaticas, inflamatorias y pro-
coagulantes. Las NETs también reclutan glébulos rojos 'y
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promueven la deposicién de FvW, fibrinogeno y fibrina
induciendo la formacién de un trombo rojo tal como es
encontrado en las venas. La presencia de NETs fue de-
mostrada tanto en un modelo de TVP en monos, como
en trombos obtenidos de pacientes con tromboembolis-
mo venoso (42).

Trombosis arterial

Niveles aumentados de nucleosomas y ADN libre
han sido frecuentemente asociados con tejido infartado
en pacientes con accidente cerebro vascular isquémico
e infartos de miocardio. Sin embargo, debido a que es-
tos biomarcadores nos son especificos para dano tisular,
estos estudios no clarificaban si el ADN liberado prove-
nia de tejido necrético o de NETs. Mas atin, la relacion
entre nucleosomas y ADN libre con los trombos no ha
sido establecida. Recientemente se ha demostrado la
presencia de H3cit en secciones de corazén y aumento
de los niveles plasmaticos de nucleosomas en ratones
sometidos a injuria por reperfusion. También se obser-
v6 que la terapia con ADNAsa I disminuy6 significativa-
mente el numero de neutréfilos infiltrados asi como los
niveles de nucleosomas plasmaticos reduciendo el area
infartada y mejorando la funcién cardiaca (48). Estos
datos indican no solo que las NETs son componentes
del ambiente inflamatorio en el miocardio infartado,
sino que también estan involucradas directamente en
la injuria cardiaca.

En un estudio prospectivo, observacional, transver-
sal de una cohorte de 282 individuos con sospecha de
enfermedad de arterias coronarias Borissoff JI et al. en-
contraron que marcadores de NETs, como complejos
MPO-ADN, predecian el numero de vasos coronarios
ateroscleréticos, la presencia de un estado hipercoagu-
lante y la ocurrencia de eventos cardiacos mayores (49).
Mas atun, también identificaron niveles elevados de nu-
cleosomas como un marcador independiente de factor
de riesgo de estenosis coronaria severa. Cabe destacar
que este estudio solo encontré una leve correlaciéon en-
tre marcadores de activacion plaquetaria (niveles plas-
maticos de PF4) y los niveles de H4cit. Sin embargo, en
otro estudio, Maugeri el al. demostraron que trombos
de arterias coronarias obtenidos de pacientes con infarto
agudo de miocardio estaban compuestos principalmente
por plaquetas y neutréfilos y contenian grandes cantida-
des de hebras de ADN decoradas con histonas citrulinadas
y proteinas granulares como mieloperoxidasa y pentraxi-
nas; las plaquetas se encontraron localizadas préximas
a las hebras de ADN (13). En concordancia con los ha-
llazgos mencionados, H3cit se detecté en microtrombos
cerebrales de pacientes con eventos isquémicos. Intere-
santemente, los pacientes presentaban una prevalencia
inesperadamente superior de cancer, la mitad de los
cuales fueron detectados post-mortem (50). Mas ain, los
pacientes con cancer presentaban marcadores plasma-
ticos de NETs aumentados, los cuales correlacionaban
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positivamente con niveles de trombina-antitrombina y
P-selectina soluble. Estos datos no solamente apoyan un
nexo entre NETosis y trombosis sino también destacan
la relevancia de la formacién de NETs como biomarca-
dores para detectar cancer en microtrombosis arteriales
o viceversa.

Conclusiones

Todos estos hallazgos indican que la activacion de
plaquetas por patoégenos o agonistas clasicos gatilla
la liberacion NETs. Esta interaccion entre plaquetas y
neutréfilos puede ser beneficiosa cuando protege al
huésped contra patoégenos, pero si ocurre de manera
descontrolada, induce dano tisular y falla de 6rganos.

Cabe destacar que mientras los experimentos reali-
zados in vitro son convincentes al demostrar que la inte-
raccion plaqueta-neutroéfilo puede inducir la formacién
de NETs, la relevancia de esta interaccion in vivo aun
contiene elementos ambiguos y conlleva a numerosas
preguntas aun sin resolver, las cuales, a menudo, involu-
cran diferencias en las vias de senalizacion tanto entre
especies como en tipos celulares.

La interaccion entre plaquetas y neutroéfilos en la in-
duccion de NETosis parece ser un mecanismo con rele-
vancia en los mecanismos patogénicos en la trombosis
venosa y arterial. Asi, la prevencion de la formacién de
NETs estd siendo considerada como un potencial blan-
co para terapias antitrombodticas.

A pesar del gran avance del cual hemos sido testigos
en la ultima década en la comprensiéon de la NETosis
y del rol de las plaquetas en este proceso, quedan mu-
chas preguntas aun por responder: ¢Son los nucleoso-
mas circulantes y los neutréfilos activados los causantes
de la formacién de trombos, o una consecuencia de
los mismos? ¢Hay algtin grado de selectividad en la de-
condensacion y liberaciéon del ADN durante la NETosis
mediada por plaquetas, tanto en condiciones estériles
como infecciosas? ¢Hay alguna relaciéon entre plaque-
tas y formacion de NETs en la progresion de las placas
aterosclerdéticas? ¢Es necesaria la NETosis mediada por
plaquetas para la hemostasia?

Ciertamente, la realizacion de mas experimentos y es-
tudios clinicos resulta critica para lograr un entendimien-
to mas profundo de la relevancia fisiopatologica de esta
novedosa interaccién entre plaquetas y neutrofilos.
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