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I. Introduccién y antecedentes
El estudio de la inmunologia comparada aporta informacidén sobre la evolucién

del sistema inmunoldgico; actualmente se utilizan distintos modelos para
entender los mecanismos que participan en presencia de diferentes patdgenos
(Cooper, 2003; Little et al., 2021). Una forma de estudiar la evolucién del
sistema inmune es clasificando los componentes que se conservan de aquellos
gue han cambiado (Flajnik, 2018). Diferentes estudios consideran que el
sistema inmune de invertebrados es precursor de la respuesta inmunoldgica en
vertebrados (Medzhitov & Janeway, 1998; Neumann et al., 2020). Se ha
demostrado que especies filogenéticamente distantes como los mamiferos,
peces, camarones, moluscos y ostras, comparten mecanismos inmunoldgicos
(Poirier et al., 2014b). En mamiferos, el sistema inmune estd compuesto por
una respuesta innata y una respuesta adaptativa, la respuesta innata posee un
espectro amplio de reconocimiento y se activa de manera inmediata en
presencia de microorganismos, posteriormente si la respuesta innata no fue
suficiente para controlar los patdgenos, se activa la respuesta adaptativa, la
cual presenta mecanismos para aumentar la diversidad de reconocimiento y
generar memoria (Schulenburg et al., 2004). La respuesta inmune innata

cuenta con una gran variedad de receptores de reconocimiento de patrones



(PRRs) con la capacidad de reconocer un amplio repertorio de patrones
moleculares asociados a patdgenos (Sanchez-Salgado et al., 2020)(Robb et al.,
2014). De igual manera, se han identificado mecanismos como la fagocitosis,
la encapsulacion, el sistema de la coagulacidén y los péptidos antimicrobianos
gue participan en la eliminaciéon de microorganismos (Nascimento et al., 2018).
Una de las principales células efectoras en el sistema inmune innato de
humanos son los neutroéfilos; en 2004 se observd que estas células producen
trampas extracelulares (NETs) capaces de capturar y eliminar patdgenos
(Brinkmann, 2004). Las NETs estan compuestas por una red de DNA asociada
a multiples proteinas nucleares y granulares como: histonas, elastasa,
mieloperoxidasa, lactotransferrina, catepsina G, defensinas entre otras
moléculas (Goldmann & Medina, 2013). Estudios posteriores demostraron que
las trampas extracelulares no son producidas solo por neutrofilos, también son
liberadas por eosinéfilos y macréfagos (Goldmann & Medina, 2013; Ueki et al.,
2016). Recientemente, se ha identificado la formacion de trampas
extracelulares (ETs) en organismos invertebrados participando como un
mecanismo inmune celular que puede ser desencadenado por diferentes tipos
de patdgenos. En el presente trabajo de revision, se realizé una identificacion
de estimulos, receptores de reconocimiento a patdégenos, vias de sefializacion

y proteinas que participan en la formacién de trampas extracelulares, asi como



la posible asociacién con otros mecanismos inmunoldgicos involucrados en la

eliminacion de patdgenos.

II. Hipotesis

La organizacién y actualizacion de la informacidon sobre las trampas
extracelulares en invertebrados proporcionara informacion relevante que

permitird ampliar el panorama sobre futuras areas de investigacion.

ITI. Objetivo principal

Realizar una busqueda bibliografica sobre las trampas extracelulares en

invertebrados y su participacion en la respuesta inmunoldgica.

IV. Objetivos particulares

Identificar PRRs que participan en la activacion de las trampas
extracelulares en invertebrados.

Determinar estimulantes que activan la formacién de trampas
extracelulares en invertebrados.

Identificar mecanismos intracelulares y proteinas involucradas en la
formacién de trampas extracelulares.

Establecer la asociacion entre las trampas extracelulares y otros

mecanismos de la respuesta inmune en invertebrados.



V. Sistema inmune en invertebrados
El sistema inmune innato es el principal mecanismo de defensa que poseen los

invertebrados, este sistema se ha identificado hace alrededor de 500 millones
de anos dentro de la escala evolutiva (Palmieri et al., 2021). Diferentes estudios
sugieren que el sistema inmune de invertebrados podria ser el precursor de la
inmunidad en vertebrados; esta constituido por diversos mecanismos celulares
y humorales que son capaces de identificar y eliminar patégenos (Hernandez-
Gurrola et al., 2020; Max-Aguilar et al., 2021)(Gerardo et al., 2020). La primera
linea de defensa estda compuesta por barreras fisicas que restringe la entrada
de microorganismos, como es la cuticula en nematodos y artropodos (Gerardo
et al., 2020). Si el microorganismo logra atravesar la barrera, los invertebrados
poseen receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) que reconocen
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) y activan mecanismos
celulares realizados principalmente por los hemocitos, células circundantes en

los invertebrados (Huang & Ren, 2021)(Buchmann, 2014).

1.1 Receptores de reconocimiento de patégenos en invertebrados.
Los PRRs en invertebrados presentan diferentes dominios y especificidades, los

receptores tipo Toll (TLRs) es una de las familias mas importantes, se ha
identificado su participacidon en infecciones virales y bacterianas (Liu et al.,
2021; Wu et al., 2021). Los TLRs de invertebrados realizan el reconocimiento

de PAMPs de manera indirecta mediante la participacién de moléculas solubles



(Buckley & Rast, 2012). Los TLRs desencadenan la produccién de diferentes
péptidos antimicrobianos (AMPs) asi como la activacién de diferentes

mecanismos celulares (H. Liu et al., 2021).

Otros PRRs en invertebrados son los receptores Scavengers; en el gusano de
seda, Bombyx mori, se comprobd que el receptor scavenger C se une a
diferentes bacterias gram positivas, generando un aumento en la expresion de
AMPs (K. Zhang et al., 2021). En recientes estudios se ha identificado que
apolipoporina I-III (apolLp-I-III), proteinas componentes de lipoproteinas,
actuan como PRRs, en B. mori, apoLp-I fue capaz de identificar Staphylococcus
aureus e inhibio la expresion del gen hemolisina (Omae et al., 2013; Wang et

al., 2019).

Otra familia de PRRs de gran importancia son las lectinas, se puede subdividir
en lectinas de tipo-C, proteinas relacionadas a fibrindgeno, lectinas tipo-L,
lectinas de union a manosa, galactinas, entre otras, demostrando una amplia
gama de especificidad por carbohidratos y activando mecanismos celulares y

humorales (Sanchez-Salgado et al., 2021).

1.2 Mecanismos inmunes humorales en invertebrados.
La respuesta inmune humoral esta compuesta por varias familias de proteinas

como: lectinas, AMPs, el sistema propofenoloxidasa (proPO) y de la coagulacion

(Melillo et al., 2018). En invertebrados existen varias familias de AMPs que son



almacenadas en los granulos de los hemocitos, diferentes estimulos generan la
secrecion de estas proteinas con actividad antimicrobicida contra bacterias
Gram (+), Gram (-) y hongos (Hillyer, 2016a)(Li et al., 2019). Las principales
familias de AMPs identificadas en camarones son los pertenecientes a las
crustinas, factores anti-lipopolisacaridos (ALFs) y stilicinas; estas moléculas

tienen la capacidad de generar lisis celular (Tassanakajon et al., 2018).

El Sistema proPO es uno de los principales mecanismos de la respuesta humoral
en invertebrados (Homa et al., 2016). Las proteinas de unidon de
lipopolisacaridos y B-1,3-glucanos son las responsables de desencadenar las
enzimas activadoras de proPO (PPAEs) que son almacenadas en los granulos
de los hemocitos, las PPAEs generan fenoloxidasas que a su vez inician la
produccién de quinonas y melanina, promoviendo la eliminacién de los
patdégenos (Cerenius et al., 2008b; Prochazkova et al., 2019; Toufeeq et al.,

2019).

El sistema de coagulacidn puede ser desencadenado mediante LPS o B-1,3-
glucanos presentes en patdgenos, se genera la formacién de una estructura
tipo gel que es originada por el cambio de coagulégeno a coagulina que a su
vez se unen para formar homopolimeros (Hanington & Zhang, 2011; Osaki &
Kawabata, 2004). En crustaceos, la polimerizacion de la proteina de

coagulacién plasmatica es regulada por transglutaminasas (TGases)



dependientes de calcio (Perdomo-Morales et al., 2019). En este mecanismo
ayuda a la inmovilizacion de patdgenos y también previene la pérdida de

hemolinfa (Hanington & Zhang, 2011).

Otro componente principal en los mecanismos humorales son las lectinas; en
los crustaceos, las lectinas séricas muestran la capacidad de inducir especies
reactivas del oxigeno (ROS) en hemocitos; en investigaciones recientes, se
demostré que la lectina sérica CqL activa la produccion de ROS mediante
cinasas inducidas por su receptor CqLR que encuentra en hemocitos granulares
(Alpuche et al., 2009; Sanchez-Salgado et al., 2018; Sierra et al., 2005). Otros
factores séricos, como la peroxinectina, se han identificado en invertebrados,
es almacenada en los granulos de hemocitos y son liberados durante el proceso
de degranulacion (Cai et al., 2020). La actividad de peroxinectina puede estar
relacionada con el sistema proPO y respuesta anti bactericida (Cerenius et al.,

2008a)(Dong et al., 2011).

1.3 Mecanismos inmunes celulares en invertebrados.
Los hemocitos son los principales responsables de los mecanismos celulares de

la respuesta inmune, se han estudiado en diferentes organismos (Smith, 2016).
Actualmente, se han clasificado basandose en su composicién granular, tamafio
celular y el radio de su nucleo, los hemocitos hialinos no presentan granulos en

el citoplasma y se han identificado con una participacidon en el proceso de la



fagocitosis; los hemocitos granulares contienen abundantes granulos en el
citoplasma y se relacionan con el sistema proPO, melanizaciéon y actividad
antimicrobiana; los hemocitos semi granulares posee pocos granulos de
diferente tamafio y participan principalmente en los procesos de encapsulacion

y melanizacién (S. Liu et al., 2020) (Sanchez-Salgado et al., 2021).

Los hemocitos realizan tres principales mecanismos inmunoldgicos:
encapsulacion, nodulacién y fagocitosis (Jeyachandran et al., 2020). La
fagocitosis es un proceso con diferentes fases que responde a lesiones o
infecciones (Cerenius & Sdderhall, 2018). Este proceso inicia mediante el
reconocimiento de patdgenos a través de PRRs; en crustaceos, los principales
receptores que desencadenan la fagocitosis son: DSCAMs, lectinas de tipo C y
TLRs (Sirikharin et al., 2020). Se internaliza al microorganismo mediante la
formacién del endosoma y posterior maduracién hacia el fagolisosoma donde
participan mecanismos dependientes e independientes de oxigeno que

colaboran en la eliminacién del patégeno (Johansson et al., 2000).

En el mecanismo de la nodulacidn se forma una agregacion de hemocitos
alrededor del patdgeno, limitando su movilidad y disminuyendo Ila
concentracidon de oxigeno; posteriormente, se activan diferentes mecanismos
humorales como el sistema de la proPO y la liberacion de AMPs dentro del

nodulo que colaboran en la destruccion de los agentes infecciosos (Dubovskiy



et al., 2016; Hillyer, 2016b). Recientemente, la formacién de trampas
extracelulares (ETs) se ha descrito en invertebrados y se ha asociado su

participacion como un mecanismo celular de respuesta contra patégenos.

1.4Trampas extracelulares en invertebrados (ETs).
La primera descripcidon de trampas extracelulares fue realizada en humanos, se

observd que los neutréfilos generaban este mecanismo y se nombré NETs
(Brinkmann, 2004). Estas trampas estan formadas principalmente por fibras de
DNA asociadas a proteinas granulares y nucleares, cuyo propodsito es atrapar y
eliminar a los patdgenos (Brinkmann, 2004). Los primeros dos reportes en
invertebrados relacionados con trampas extracelulares (ETs) fueron realizados
en la polilla de cera Galleria mellonella y camardn Litopenaeus vannamei, se
observd la participacidon de acidos nucleicos extracelulares en la respuesta
inmune, estas estructuras se describieron como moléculas de DNA con
dominios globulares asociadas a elongamiento de fibras lisas, posteriormente
fueron caracterizados como histonas (Ng et al., 2013)(Ng et al.,
2015)(Altincicek et al., 2008). Posterior de estos reportes, la informacion sobre
ETs en invertebrados ha ido en aumento y se ha intensificado la busqueda de

su papel en la respuesta inmune de los invertebrados hacia patdégenos.

2.1 Moléculas que activan a formacion de ETs.
Se han identificado diferentes estimulos para la formacién de ETs en

invertebrados. Se ha reportado que patégenos como: bacterias, virus, hongos



tienen la capacidad de generar esta respuesta. Ademas, estimulos quimicos

como: luz ultravioleta, iondforos, acetato de forbol-miristato (PMA), perdxido

de hidrogeno, entre otros pueden estar involucrados en la formacién de ETs

(Bornhofft & Galuska, 2019; Romero et al., 2020)(Tabla 1.).

Tabla 1. Estimulos inductores de trampas extracelulares en invertebrados.

Organismo (Clase)

Estimulo

Referencia

Mnemiopsis leidyi (Tentaculata)

Staphylococcus aureus
LPS
Nigericina (Ionoféro)
E. coli

Zymosan

(L. Vandepas et al.,
2020a)

Dictyostelium discoideum (Dictyostelia)

LPS de Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

(X. Zhang et al., 2016)

Limax maximus (Gastropoda)

Angiostrongylus vasorum
Aelurostrongylus abstrusus

Troglostrongylus brevior

(Lange et al., 2017)

Achatina fulica (Gastropoda)

Angiostrongylus vasorum

Aelurostrongylus abstrusus

(Lange et al., 2017)

Arion lusitanicus (Gastropoda)

Aelurostrongylus abstrusus

(Lange et al., 2017)

Lymnaea stagnalis (Gastropoda)

LPS
S. saprophyticus

T. regenti helminto

(Skala et al., 2018)

Radix lagotis (Gastropoda)

PMA

(Skala et al., 2018)

Planorbarius corneus (Gastropoda)

LPS

(Skéla et al., 2018)

Crassostrea gigas (Bivalvia)

Vibrio tasmaniensis
Brevibacterium stationis

Zymosan

(Poirier et al., 2014a)

Mytilus galloprovincialis (Bivalvia)

LPS E. coli
ZymA de S. cerevisiae

E. coli

(Romero et al., 2020)



A23187 (Iondforo)
Luz UV

Zymosan

Vibrio anguillarum
g (Han, Chen, et al.,

Ruditapes philippinarum (Bivalvia) Vibrio harveyi 2021; Han, Zhang, et

. al., 2021a)
E. coli

Micrococcus luteus

PMA
E. coli
Eisenia Andrei (Clitellata) LPS (Homa et al., 2016)
Zymosan de S. cerevisae

Peréxido de hidrégeno

PMA
Litopenaeus vannamei (Malacostraca) E. coli (Ng et al., 2013, 2015)
LPS

PMA + Listonella anguillarum vivo
Carcinus maenas (Malacostraca) (Robb et al., 2014)
LPS de E. coli

PMA
LPS de E. coli
Marsupenaeus japonicus (Malacostraca) ; (Koiwai et al., 2016)
E. coli

PGN de Bifidobacterium thermophilum

LPS de E. coli deslipidado-LPS E. coli ;
Peirplaneta americana (Insecta) (Nascmz‘\gllwitgo etal,
E. coli )
Jbtx
LPS E. coli
Rhodnius prolixus (Insecta) (COSteZ%?gl etal,
S. aureus )

Jbtx + S. aureus

Bacteria P. luminescens
Galleria mellonella (Insecta) RNA (Altincicek et al., 2008)
DNA

LPS-lipopolisacarido, E. coli- Escherichia coli, PMA- acetato forbol miristico, PGN-peptidoglucano, Jbtx- Jaburetox,

DNA- &cido desoxirribonucleico, ARN- &cido ribonucleico.

En el ctendforo Mnemiopsis leidyi se observo la produccion de ETs por células

inmunitarias cuando se exponen a la bacteria S. aureus, LPS y Zymosan (L.



Vandepas et al., 2020a). En la amebozoa Dictyostelium discoideum, se observo
la produccion de ETs por las células centinela en presencia de LPS de Klebsiella

pneumoniae (X. Zhang & Soldati, 2016).

Se obtuvieron hemocitos de las babosas Arion lusitanicus, Limax maximus y el
caracol Achatina fulica y se estimularon con larvas patogénicas de
Angiostrongylus vasorum, Aelurostrongylus abstrusus y Troglostrongylus
brevior; los hemocitos liberaron estructuras similares a ETs en presencia de
estos parasitos (Lange et al., 2017). Interesantemente, en hemocitos de
caracoles Lymnaea stagnalis, Radix lagotis y Planorbarius corneus se probaron
varios estimulos y rara vez se observaron ETs, los hemocitos produjeron bajo
numero de fibras de ADN extracelular, lo que sugiere que este proceso celular

juega un papel marginal como mecanismo de defensa (Skala et al., 2018).

En los hemocitos del molusco Crassostrea gigas, se indujo la formacién de ETs
en presencia de diferentes bacterias como Brevibacterium stationis y Vibrio
tasmaniensis (Poirier et al., 2014a). En el molusco Mytilus galloprovincialis, la
formacién de ETs fue inducida con Zymosan proveniente de Saccharomyces
cerevisiae y con la bacteria E. coli; ademas, se reportd que la luz ultravioleta
indujo rapidamente la liberacion de ETs (Romero et al., 2020). En el molusco

Ruditapes philippinarum se demostré la formacion de ETs en la presencia de



bacterias Gram (+), Gram (-) y con Zymosan (Han, Zhang, et al., 2021c)(Han,

Chen, et al., 2021).

En anélidos, se comprobd la presencia de ETs en coelomocitos (células del
sistema inmune) de la lombriz Eisenia andrei induciendo su formacion con LPS,
Zymosan, bacterias vivas Xenorhabdus bovienii y Micrococcus luteus; por otro
lado, el peréxido de hidrégeno que se genera durante el estallido respiratorio
también estimula la formacion de ETs, demostrando la participacién de ROS en

este mecanismo (Homa et al., 2016).

En decapodos, las ETs formadas por hemocitos del camardn L. vannamei fueron
inducidas en presencia de LPS de E. coli, asi como la bacteria completa, también
los hemocitos fueron expuestos al virus causante del sindrome de la mancha
blanca (WSSV) y no observd la generacién de ETs, esto sugiere que las
particulas virales podrian no tener relacion con este mecanismo celular (Ng et
al., 2013). Las células hialinas provenientes del cangrejo Carcinus maenas,
liberan cromatina como respuesta al estimulo de LPS y la bacteria viva
Listonella anguillarum (Robb et al., 2014). Los hemocitos del camarén
Marsupenaeus japonicus fueron estimulados con peptidoglicanos (PGN), LPS y

E. coli, estos estimulos generaron ETs (Koiwai et al., 2016).



En insectos, se observd que en los hemocitos de cucaracha Periplaneta
americana estimulados con d-LPS (LPS sin cadena A lipidica) indujo la liberacion
de ETs de manera dosis dependiente, sin embargo, LPS induce ETs solo en la
concentracidn mas alta que se utilizd, esto sugiere la presencia de un factor en
la hemolinfa que obstaculice la liberacion de ETs via LPS (Nascimento et al.,

2018).

Se ha probado la combinacion de diferentes estimulos como precursores de
ETs; el insecto Rhodnius prolixus fue retado con acidos nucleicos extracelulares
y/o entomotoxina Jaburetox (Jbtx), se identific6 que existia una inmuno
compensaciéon de los efectos causados por la toxina sobre las defensas de los
insectos ante el desafio de una bacteria patdgena, se observé un papel
protector de los acidos nucleicos extracelulares en la respuesta inmune (Coste
Grahl et al., 2020). Se demostré que en la polilla Galleria mellonella, en
presencia de acidos nucleicos propios en combinacién con bacterias aumentan

la respuesta de las trampas extracelulares (Altincicek et al., 2008).

2.2 Participacion de PRRs en la formacion de ETs.
En vertebrados, los PRRs que participan en la formacién de NETs incluye

receptores asociados a membrana como: TLRs, Receptores de lectina tipo C
(CLRs) (T. Chen et al., 2021). La interaccidn lectina-carbohidrato desempena

un papel importante en la modulacién de NETs. La Dectina 2 reconoce manano



en la pared celular de patdgenos y conduce a la liberacién de NETs (Loures et
al., 2015). La proteina D surfactante (SP-D), una colectina soluble, se une a las
bacterias y promueve la captura por NETs (Douda et al., 2011) La lectina tipo
C miembro 5A (CLEC5A) participa en la produccion de ROS y recientemente se
ha demostrado su participacién en la NETosis (Chen et al., 2017; Sung & Hsieh,
2021). Sin embargo, algunas otras lectinas parecen regular la formacién de
NETs, la deficiencia de Dectina 1 condujo a una liberacién exacerbada de NETSs,
generando dafo tisular durante la infeccion (Branzk et al., 2015). En la
actualidad, no se ha explicado completamente cual es la participacion de las
lectinas en la formacidon de NETs, siendo necesario esclarecer cual es el papel

del reconocimiento de carbohidratos en este proceso.

En contraste, la informacién sobre la participacién de PRRs en la formaciéon de
ETs en invertebrados es limitada. El Unico reporte descrito hasta la fecha se ha
realizado en la amiba Dictyostelium discoideum, donde se identificd la
participacion del dominio de receptor Toll/interleucina-1 (TIR); el dominio TIR
fue identificado como sefial de traduccién en presencia de LPS, lo que promueve
la formacién de ROS, y finalmente ETs; al eliminar los genes relacionados con
el dominio TIR, la capacidad de eliminacién de patégenos se vio disminuida, lo
que sugiere su participacién como un mecanismo de inmunidad de la célula de

invertebrados (X. Zhang et al., 2016). Las lectinas son la familia de PRRs mas



estudiada en invertebrados, estos receptores participan en la activacién de
multiples respuestas celulares, por lo cual, es necesario identificar la
participacion de lectinas en la formacidén de ETs, ya que no existen reportes

sobre su participacidon en este mecanismo.

2.3 Mecanismos intracelulares en la formacidon de ETs.
En vertebrados, la identificacion de PAMPs y/o patrones moleculares asociados

a patégenos (DAMPs) desencadena principalmente dos vias de sefalizacion que
lleva a la formacidon de NETs, estas vias son dependientes o independientes de
la NADPH-oxidasa (Poirier et al., 2014b) (Papayannopoulos, 2018). A
continuacién, se menciona las caracteristicas identificadas de estas vias de

sefializacion en ETs de invertebrados (Tabla 2).

2.3.1  Via de sefalizacién dependiente de NADPH.
En vertebrados, la proteina cinasa C (PKC) conduce a la activacién del complejo

NADPH oxidasa generando ROS, que desencadena la activacion y disociaciéon
del complejo que contiene MPO, lactoferrina, lisozimas y proteinasa 3, la MPO
ayuda a disociar otro complejo molecular formado por elastasa, catepsina G y
azurocidina, esto permite la translocacién de la elastasa del citosol al nucleo
(Metzler et al., 2014; Papayannopoulos, 2018). La elastasa colabora en la
descondensacién del ADN y su posterior expulsion de la célula; este mecanismo

se denomina NETosis suicida ya que conduce a la ruptura de la membrana y la



muerte celular (Hakkim et al., 2011)(Parker & Winterbourn, 2012)(Sollberger

et al., 2018).

En invertebrados, la proteina PKC ha sido identificada en diferentes especies,
en el ctenéforo o cominmente conocida como medusa de peines, M. leidyi (
Vandepas et al., 2020b), en la ostra C. gigas (Poirier et al., 2014a), en el
gusano E. andrei (Homa et al., 2016), en el camaron L. vannamei (Ng et al.,
2015) y M. japonicus (Koiwai et al., 2016). En presencia de acetato forbol
miristico (PMA), se ha confirmado la participacion de PKC en la formacion de
ETs en invertebrados. También, en L. vannamei (Robb et al., 2014), se utilizd
Ro-31-8220, un inhibidor de pan-proteina cinasa C, y se observd una
disminucidon en la formacion de ETs, esta informaciéon sugiere que PKC es

relevante para realizar este proceso celular.

En diferentes modelos de estudio en invertebrados, la participacion del
complejo de NADPH-oxidasa se ha demostrado al utilizar cloruro de
difenileniodonio (DPI), un inhibidor de NADPH oxidasa, en C. gigas (Poirier et
al., 2014a), M. galloprovincialis (Romero et al., 2020), R. philippinarum (Han,
Chen, et al., 2021), y el cangrejo C. maenas (Robb et al., 2014), la eliminacion
de la formaciéon de ROS por DPI disminuyé la formacidon de ETs. En la ameba
D. discoideum, la produccion de ETs por parte de las células centinela requiere

ROS generadas por NADPH oxidasa (X. Zhang et al., 2016).



La participacién de otras moléculas ha sido estudiada en la almeja R.
philippinarum, con la presencia de un inhibidor para fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K) y la proteina cinasa regulada extracelular (ERK), se observd la
disminucion de ETs, demostrando que MEK / ERK son fundamentales en este
proceso (Han, Chen, et al., 2021). En M. leidyi, los resultados indicaron que la
via de la caspasa no esta involucrada en la produccion de ETs, sin embargo, en
los vertebrados se ha observado que las caspasas llevan a la muerte de los
neutroéfilos por NETosis (Burgener & Schroder, 2020; Vandepas et al., 2020).
Se necesitan mas investigaciones para aclarar si esta via se activa en presencia

de otros estimulos y en otros organismos invertebrados.

2.3.2  Via de sefalizacién independiente de NADPH.
En vertebrados, se ha identificado una via independiente de NADPH-oxidasa, la

produccién de ROS se genera por mecanismos mitocondriales (Douda et al.,
2015). Se denomina NETosis vital debido a que después de liberar componentes
internos como histonas, DNA, MPO, elastasa, entre otros; las células mantienen
su capacidad fagocitica (Brinkmann, 2018). Este mecanismo esta mediado por
calcio en un canal de potasio (SK), la activacion de la proteina arginina
deiminasa 4 (PAD4) y la produccién de ROS mitocondriales (Douda et al.,

2015).



Recientemente en invertebrados, fue identificado esta via de sefalizacién en M.
leidyi, en hemocitos de M. galloprovincialis y E. andrei, la generacion de ETs se
lleva cabo mediante la produccién de ROS mitocondriales (Romero et al.,
2020)(L. Vandepas et al., 2020a)(Homa et al., 2016) Ademas, en los hemocitos
de la almeja R. philippinarum, la estimulaciéon con Zymosan indujo un aumento
en la permeabilidad de la membrana mitocondrial y en presencia de un inhibidor

de ROS mitocondrial, se inhibio la formacion de ETs (Han, Zhang, et al., 2021c).

La participacion de otras moléculas relacionadas al metabolismo celular de
invertebrados en la formacién de ETs han sido estudiadas en los hemocitos de
R. philippinarum, la estimulacidon con bacterias aumentd la actividad de piruvato
cinasa (PK) y la hexocinasa (HK); ademas, una regulacién positiva de HK, PK y
transportador de glucosa (GLUT), lo que sugiere que el metabolismo podria

estar involucrado en la produccién de ETs (Han, Chen, et al., 2021).

Hasta el momento, no estan esclarecidas por completo las vias de sefalizacion
intracelular que juegan un papel en la formacién de ETs en invertebrados, se
debe abordar la identificacidon de moléculas que participan en los mecanismos
dependientes o independientes de NADPH-oxidasa; las vias de sefializacidn son
esenciales para comprender si existe una relacidn con otros mecanismos

celulares en respuesta a las infecciones por patégenos.



2.4 Proteinas involucradas en la estructura de ETs
En vertebrados existen varias proteinas que caracterizan la estructura de las

NETs, como: ADN, histonas, elastasa, MPO, lactotransferrina, catepsina G,
defensinas, entre otras (Estua-Acosta et al., 2019). En invertebrados, se han
identificado varias de estas proteinas con las ETs (Tabla 2). Diferentes reportes
han identificado que el ADN vy las histonas son moléculas conformacionales de
las trampas extracelulares, se han identificado diferentes histonas en
invertebrados; en la ostra C. gigas, histonas H1 y H5 (Poirier et al., 2014a), en
el camaron L. vanammei, histonas H2A y H1 (Robb et al., 2014)(Ng et al.,
2015), en el gasterépodo Limax maximus, histonas H1, H2A / H2B, H3, H4)
(Lange et al., 2017). En M. leidyi también se identificaron histonas (Vandepas
et al., 2020a). En coelomocitos de E. andrei y los hemocitos de la cucaracha P.
americana se identificd histonas H3 relacionadas con las ETs (Homa et al.,

2016; Nascimento et al., 2018)

La citrulinizacion de histonas es un proceso importante durante la NETosis
(Fonseca et al., 2018). Este mecanismo inicia cuando se activa PAD4 y migra
del citoplasma al nucleo para adicionar una molécula de citrulina en las
histonas, promoviendo la descondensacién de cromatina y formacion de las

NETs (de Bont et al., 2018).



Los coelomocitos de E. andrei presentan la capacidad de generar la citrulinacion
de histona H3 relacionado con el mecanismo de ETs, sin embargo, en presencia
del inhibidor (Cl-amidina) de PAD4 se observd una disminucion significativa de
la liberacion de ADN, lo que sugiere que esta molécula podria desempefiar un
papel importante en las ETs; aun no es claro cémo actiua el proceso de
citrulinizacion en los organismos invertebrados, hasta la fecha, no se ha
descrito la importancia de las histonas citrulinadas en la formaciéon de ETs
(Homa et al., 2016). Se han encontrado varias histonas que participan en la
estructura de las ETs; sin embargo, no esta claro cuales mecanismos participan
en la reubicacion de estas proteinas hacia el citosol e interactian con otras

proteinas que conducen a la formacién de ETs.

Otras proteinas se han asociado con la estructura de las ETs. En el camardén M.
japonicous, se ha observado la presencia de lisozima tipo C, que actia como
molécula antimicrobiana y colabora en la respuesta antimicrobiana de los ET
(Koiwai et al., 2016). En los coelomocitos de E. andrei, se ha identificado la
proteina de choque térmico 27 (HSP27) y la elastasa asociada a las ETs (Homa
et al., 2016). En los hemocitos de L. vannamei, se ha encontrado peroxinectina,
un homodlogo de la proteina MPO humana, interactuar con las ETs (Robb et al.,
2014). Ademas, se ha observado que el ADN extracelular colocaliza con MPO,

defensinas y lectinas, lo que sugiere su participacion como respuesta



antimicrobiana (Lange et al., 2017)(Han, Chen, et al., 2021)(Han, Zhang, et

al., 2021b). En las células inmunes de invertebrados, la MPO juega un papel

relevante en la formacién de ETs; para identificar si MPO participa en la

formacién de ETs (Han, Zhang, et al., 2021b).

Tabla 2. Vias de sefializacion y proteinas involucradas en las trampas extracelulares de invertebrados.

Organismo (Clase) Moléculas de ROS ROS Proteinas Referencia
sefalizacion dependiente independiente
Mnemiopsis leidyi Via MAP cinasa, PKC X X Histonas (L. Vandepas
(Tentaculata) (PMA) DNA et al., 2020a)
Dictyostelium discoideum - X - DNA (X. Zhang et
(Dictyostelia) Familia NOX al., 2016)
Limax maximus (Gastropoda) - - - DNA (Lange et al.,
. 2017)
Histonas
MPO
Lymnaea stagnalis - - - DNA (Skéla et al.,
(Gastropoda) 2018)
Crassostrea gigas (Bivalvia) PKC (PMA) X - NADPH- (Poirier et al.,
oxidasa (DPI) 2014a)
DNA
Histona 1
Histona 5
Mytilus galloprovincialis - X X NADPH- (Romero et
(Bivalvia) oxidasa (DPI) al., 2020)
DNA
Ruditapes philippinarum PI3K, ERK, X - NADPH- (Han, Chen, et
(Bivalvia) glucolisis oxidasa (DPI) al., 2021)
DNA
MPO
Ruditapes philippinarum - - X DNA (Han, Zhang,
(Bivalvia) . et al., 2021a)
Defensina
Lectina
Eisenia Andrei (Clitellata) PKC (PMA) X X NADPH- (Homa et al.,
oxidasa (DPI) 2016)
PAD4
DNA
HSP27
Histona 3

Elastasa



Litopenaeus vannamei PKC (PMA) DNA (Ng et al.,
(Malacostraca) . 2013, 2015)
Histona 1
Carcinus maenas PKC (PMA) (Ro-31) NADPH- (Robb et al.,
(Malacostraca) oxidasa (DPI) 2014)
DNA
Histona 2A
Actina
Peroxinectina
Marsupenaeus japonicus PKC (PMA) DNA (Koiwai et al.,
(Malacostraca) 2016)

Lisozima tipo

Peirplaneta americana - DﬁA
(Insecta) Histona 3

Rhodnius prolixus (Insecta) - DNA

RNA

Galleria mellonella (Insecta) - DNA

Apolipoprotein
as

(Nascimento
et al., 2018)

(Coste Grahl
et al., 2020)

(Altincicek et
al., 2008)

Via MAP - Proteinas cinasas activadas por mitdgenos, PAD4- Proteina arginina deiminasa 4, DPI- Cloruro de
difenilenoyodonio, HSP27- Proteina de choque térmico 27, MPO- Mieloperoxidasa, NOX- NADPH oxidasas, PMA- acetato

forbol miristico, DNA- acido desoxirribonucleico, ARN- acido ribonucleico, PKC- proteina cinasa C.

2.5 ETs vy los mecanismos de defensa de invertebrados
La formacion de ETs se ha asociado con otros mecanismos inmunoldgicos en

invertebrados (Tabla 3). Varios reportes identifican su participacién en el
proceso de eliminacidon de bacterias. En la ostra C. gigas, utilizando microscopia
con focal, se observd la formacion de ETs en el tejido donde se localiza la
infeccion por la bacteria Vibrio tasmaniensis, lo que sugiere su probable
participacion en el mecanismo de defensa contra la infeccidn bacteriana (Poirier

et al., 2014a).



Organismos de L. maximus fueron expuestos a larvas Angiostrongylus vasorum
vivas, esta exposicion in vivo resultd en la formacion de ETs visualizadas
mediante microscopia electréonica de barrido, se observaron hemocitos en el
moco de L. maximus y adheridos a la cuticula de las larvas invasoras, lo que

sugiere su papel como mecanismo efector contra parasitos (Lange et al., 2017).

En D. discoideum, las células centinela presentan actividad fagocitica;
actualmente se ha identificado en estudios in vitro que estas células también
producen ETs a través de la produccion de ROS, las ETs formadas se
cuantificaron mediante la tincién de ADN con MitoSox Red, un indicador de
superoxido mitocondrial de células vivas (Zhang et al., 2016). La interrupcion
de los genes TirA y NOX mediante la técnica Cre-Lox, la proteina TirA es
importante en la eliminacién de bacterias por las células S, ya que contiene un
dominio receptor Toll de interleucina (TIR), el gen NOX es importante en
humanos para la formacion de ETs, y los genes NOX de D. discoideum y de
humano son homodlogos, por lo que la interrupcion de estos genes da como
resultado una disminucién de la eliminacion de las infecciones por la bacteria

K. pneumoniae (Zhang et al., 2016).

En el camardn M. japonicus, los hemocitos fueron estimulados con la bacteria
E. coli y se observdo mediante microscopia de fluorescencia que las bacterias

son atrapadas por ETs, esta asociacion sugiri6 que ETs podrian atrapar



bacterias, que posteriormente son lisadas por proteinas antimicrobianas
(Koiwai et al., 2016). En el camardn L. vanammei, se observd mediante
microscopia de fluorescencia que E. coli puede ser capturada por trampas
extracelulares, indicando una participacion en la eliminacién bacteriana; es
importante mencionar que, en presencia de altas densidades bacterianas, las
ETs de camardn eran mas eficaces que la fagocitosis como respuesta
antibacteriana (Ng et al., 2015). Las ETs de las almejas R. philippinarum
pueden atrapar y eliminar bacterias, los hemocitos fueron estimulados con la
bacteria Gram negativa V. anguillarum y mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), se observo la formacién de ETs (Han, Chen, et al., 2021). En los
hemocitos de las almejas R. philippinarum, se comprobd la funcion de las ETs
para atrapar y eliminar bacterias Gramnegativas y Gram-positivas, las ETs
mostraron una mayor letalidad contra V. anguillarum que a otras cepas
bacterianas (Han, Zhang, et al., 2021c) . Estos reportes sugieren una
asociacion entre los ET y la eliminacion bacteriana, se necesita mas
investigacién para identificar otras moléculas que participan en este mecanismo

de defensa.

La formacion de ETs podria estar relacionada con otros mecanismos celulares
como la encapsulacion. Los hemocitos del caracol L. stagnalis fueron

estimulados con T. regenti durante 3 horas, se observd por microscopia de



fluorescencia, la expulsion de fibras similares a NETs que encapsulaban el
parasito, estos resultados sugieren que las fibras son parte de los mecanismos
de defensa (Skala et al., 2018). En otro reporte realizado en la cavidad celdmica
del gusano E. aendrei, se inyectd la bacteria X. bovienii y se observd que los
coelomocitos se agregaron a las bacterias, los agregados formados estaban
interconectados por ETs; es importante mencionar que la agregacion celular es
un proceso que precede a la encapsulacion (Homa et al., 2016). En el cangrejo
C. maenas, se observo una expulsién de cromatina de las células hialinas y la
formacién de capsulas, en este reporte se realizé6 un estimulo con LPS en un
modelo in vivo, las capsulas tempranas se formaron después de 3 horas
posteriores a la inoculacidon de LPS; después de 24 horas, se formod la capsula
alojada en las laminas branquiales de los organismos, lo que sugiere que la

encapsulacion y las ETs podrian estar relacionadas (Robb et al., 2014).

En la cucaracha P. americana, la inyeccidén de E. coli estimuld la formacién de
trampas extracelulares; posteriormente, empezdé el proceso de nodulacidon en
la zona estimulada. Se realizaron dos analisis para ver la relacién entre
nodulacidon-ETs, el primero fue realizado con microscopia con focal donde se
demostré que las ETs estaban asociados con la estructura del nédulo;
posteriormente, mediante microscopia electrénica de barrido, se visualizaron

fibras delgadas y alargadas que soportaban un noédulo con bacterias sumergidas



en la red. Se concluyd que las ETs formadas, independientemente del estimulo,
podria estar relacionadas con la nodulacién, controlando la propagacion
bacteriana (Nascimento et al., 2018). Estos resultados proponen que un primer
paso en la respuesta inmune sea la formacidn de ETs seguida de un proceso de

encapsulacion destinado a contener y eliminar las infecciones por patdégenos.

Se ha identificado que el proceso de coagulacién esta relacionado con el proceso
de encapsulacioén, en la polilla G. mellonella, los acidos nucleicos extracelulares
inducen la coagulacion de la hemolinfa, lo que prolonga significativamente la
tasa de supervivencia del organismo infectado, se observo la formacion de una
estructura similar a ETs cuando la coagulacidon se ha desencadenado, estas ETs
en insectos por este mecanismo son similares en apariencia y funcién a NETs

de invertebrados (Altincicek et al., 2008).



Tabla 3. Mecanismos inmunoldgicos relacionados con la formacidn de trampas extracelulares en invertebrados.

Organismo (Clase) Sistema inmune Referencia
Dictyostelium discoideum (Dictyostelia) Aclaramiento (X. Zhang et al., 2016)
Marsupenaeus japonicus (Malacostraca) Lisis (Koiwai et al., 2016)

Crassostrea gigas (Bivalvia) Atrapamiento (Poirier et al., 2014a)
Ruditapes philippinarum (Bivalvia) Atrapamiento (Han, Chen, et al., 2021)
Ruditapes philippinarum (Bivalvia) Atrapamiento (Han, Zhang, et al., 2021c)

Limax maximus (Gastropoda) Atrapamiento (Lange et al., 2017)
Rhodnius prolixus (Insecta) Agregacion (Coste Grahl et al., 2020)
Litopenaeus vannamei (Malacostraca) Captura (Ng et al., 2013, 2015)
Eisenia Andrei (Clitellata) Encapsulacion (Homa et al., 2016)
Carcinus maenas (Malacostraca) Encapsulacién (Robb et al., 2014)
Lymnaea stagnalis (Gastropoda) Encapsulacion (Skala et al., 2018)
Peirplaneta americana (Insecta) Nodulacién (Nascimento et al., 2018)
Galleria mellonella (Insecta) Coagulacion (Altincicek et al., 2008)

VI. Discusion

Los mecanismos de la respuesta inmune innata se conservan entre varios
organismos invertebrados, la respuesta inmune innata es tiene la caracteristica
de ser inmediata y de amplio espectro. Los mecanismos celulares del sistema
inmune innato en invertebrados son realizados por diferentes tipos de células
como las intestinales, hepatopancreaticas, epiteliales, pero principalmente los
hemocitos realizan diferentes mecanismos como: fagocitosis, encapsulacién y
liberacién de trampas extracelulares (Burgos-Aceves et al., 2021; Canesi &
Prochazkova, 2013; Smith, 2016). El sistema inmunoldgico presenta similitudes

entre vertebrados e invertebrados, lo que confirma que algunos mecanismos



se han conservado en la escala evolutiva (Mandujano-Tinoco et al., 2021).
Hasta el momento, las ETs podria ser uno de estos mecanismos inmunoldgicos

conservados en el reino animal.

La investigacidon sobre ETs en invertebrados se ha centrado en la identificacion
de PAMPs o DAMPs que promueven la formacion de estas trampas. Hasta la
fecha, se encuentran pocos estudios relacionados a la participacién PRRs en las
ETs. Es necesario ampliar la informacion sobre la participacién de estas
moléculas de reconocimiento que llevan a cabo la formacion de ETs. En
humanos, las interacciones carbohidrato-lectina juegan un papel importante en
la modulacién de los NET; las lectinas de invertebrados podrian estar
estrechamente relacionadas con este proceso. En invertebrados, se ha
confirmado que las lectinas solubles participan en los mecanismos celulares
inmunitarios (Pees et al., 2016). Seria relevante identificar si estas proteinas

pueden modular la formacion de ETs.

En vertebrados, se han estudiado las vias dependiente e independiente de
NADPH oxidasa para la liberacién de NETs. En invertebrados, la forma de
identificar la participacién de estas vias es a través del uso de inhibidores
especificos, Para la via dependiente de NADPH-oxidasa o también conocida
como NOX-dependiente, se identificaron las moléculas: PKC, PI3K, MAPK y ERK.

Sin embargo, hasta la fecha, no hay un estudio donde se compruebe la via de



sefializacion por completo. En la via de sefializacién NOX- independiente es aln
menor la informacién con la que se cuenta, Unicamente se conoce la
participacion de MAPK, una forma de obtener ROS es a través de la mitocondria,
pero aun no se conoce cual es el mecanismo completo por el cual estas ROS
desencadenan la formacion de las ETs. Las ROS lideran las principales vias de
sefializacion de los ETs, pero aun no esta esclarecido si son las Unicas vias (Han,
Zhang, et al., 2021c). Se planted la relacién entre el metabolismo y la
formacion de ETs a través de la actividad de PK, HK Y GLUT mientras se
formaban las trampas, hubo un aumento en su actividad, pero no se esclarecié
cual es la relacidon o el papel que tiene el metabolismo en el mecanismo. Se
abre una nueva perspectiva de la posible participacion del metabolismo celular
relacionado con la formacién de ETs, pero aun falta mucho para entender su

relacion.

Se han identificado numerosas proteinas que conforman la estructura de las
ETs en invertebrados, sin embargo, no se conoce a profundidad la funcién de
estas moléculas en la activacion de las ETs. Las principales proteinas
identificadas en NETs de vertebrados han sido las histonas, molécula
fundamental de estas estructuras, las principales proteinas identificadas en
invertebrados también son las histonas. En vertebrados, las histonas deben ser

citrulinadas para que se lleve a cabo la descondensacion de la cromatina y



posterior liberacién del ADN. En invertebrados, unicamente se ha estudiado la
participacion de PAD4 como molécula relacionada con este mecanismo, Hasta
la fecha, no se ha logrado esclarecer la participacion de la citrulinizacion de
histonas es las ETs. La mayoria de las proteinas estudiadas e identificadas en
invertebrados se han clasificado como homodlogas a las proteinas humanas,
como MPO, peroxinectina y elastasa, sin embargo, tampoco se ha estudiado

con profundidad las funciones que desempenan.

Las ETs se han estudiado como un mecanismo de defensa independiente de la
nodulacidn o la coagulacion, sin embargo, se ha observado que las ETs pueden
generar una capsula que limita la propagacién del microorganismo en el
hospedero. Se ha sugerido que las ETs estan relacionadas como precursores
del proceso de la nodulacién, es necesario que nuevas investigaciones se
enfoquen en dilucidar si existe una relacion con la formacién de capsula/nédulo

mediante las ETs.

Hay todo un nuevo campo de investigacién, han surgido nuevas perspectivas
para avanzar en el conocimiento de los mecanismos que participan en la
formaciéon de las ETs, incrementando los estudios en modelos in vivo,
identificando vias de sefalizacion y la relacién con otros mecanismos inmunes
en presencia de diferentes patdgenos. Esta informacion podria contribuir a la

comprension de los mecanismos de las ETs en presencia de enfermedades



infecciosas en otras especies. En este trabajo se ha identificado que las
investigaciones relacionadas con las ETs se han enfocado en identificar los
estimulos, vias de sefalizacidon, proteinas especificas que conforman las ETs y
otros posibles mecanismos inmunes asociados a este proceso, aun falta mucho

para llegar a comprender en su totalidad el mecanismo.
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Figura 1. Representacion esquematica de la formacion de ETs en invertebrados.

Via MAP- ERK - Proteinas cinasas activadas por mitdgenos, PAD4- Proteina arginina deiminasa 4, HSP27-

Proteina de choque térmico 27, MPO- Mieloperoxidasa, NOX- NADPH oxidasas, PKC- proteina cinasa C, NOX-ROS-

Especies reactivas de oxigeno dependientes de NADPH oxidasas, PI3K- Fosfoinositol 3-cinasa.



VII. Conclusién
Este trabajo monografico de actualizacidn se enfocd en la revisidn de la

informacion relacionada con las ETs, las cuales participan como un mecanismo
celular en presencia de patdgenos, se abarcd desde la identificacion de
estimulos, las vias de sefializacion, las proteinas especificas que conforman la
estructura de las ETs y los posibles mecanismos inmunes asociados a este
proceso, el trabajo monografico de actualizacion presentado nos brinda muchas
oportunidades que deben seguir investigando, como los patrones de
reconocimiento que activan este mecanismo, identificar con mayor claridad
cuales son las vias de sefalizacion y las moléculas que participan en ellas,
comprender la funcion y activacion de moléculas identificadas en ETs,
finalmente juntar toda esta informacidon para comprender la funcion de las
trampas extracelulares en invertebrados , los invertebrados son un buen
modelo de estudio ya que son facil de mantener, cuidar y obtener células y
tejidos para analizar, el uso de estos organismos ayudara a comprender de

mejor manera el mecanismos de las ETs en la respuesta inmunoldgica.
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