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Resumen

La enfermedad de Covid-19 ha demostrado que, ademas de generar una neumonia de gravedad variable, podria llegar a producir un cuadro con
compromiso sistémico que lleva a la muerte. Durante la infeccion, destaca la importancia del reclutamiento elevado y la actividad de los neutrofilos,
que pueden formar trampas extracelulares de neutrofilos (NET). Si bien, estas juegan un papel beneficioso en la defensa del huésped contra diversos
patégenos, la generacion exacerbada de NET se ha visto involucrada en diversas enfermedades, como podria ser el caso de Covid-19 grave. Ante esto,
surge la necesidad de comprender el proceso fisiopatoldgico, donde las NET pueden ser uno de los factores responsables de complicaciones locales y
sistémicas. El objetivo de este estudio fue, establecer el rol de las NET en la evolucion de pacientes enfermos de Covid-19. Para ello, se realizé una busqueda
bibliografica en “PubMed’, “Nature” y “Elsevier” entre septiembre del 2021 a mayo del 2023, recopilando un total de 61 articulos, que son analizados y
discutidos en esta revision. Se observé una correlacién positiva, entre la presencia de NET en pacientes con Covid-19 y la gravedad del cuadro clinico,
sobre todo, en los que desarrollan inmunotrombosis. En la actualidad y con perspectivas a futuro, la formacion de NET deberia considerarse un proceso
relevante para comprender y dirigir terapias, tanto en enfermedades infecciosas transmisibles como en las no transmisibles.

Palabras claves: Covid-19, NET, NETosis, Inmunotrombosis.

Resumo

A doenca Covid-19 demonstrou que, além de gerar pneumonia de gravidade variavel, pode produzir um quadro com envolvimento sistémico que leva
a morte. Durante a infeccao, destaca a importancia do elevado recrutamento e atividade de neutrdfilos, que podem formar armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs). Embora desempenhem um papel benéfico na defesa do hospedeiro contra varios patégenos, a geragao exacerbada de NETs tem sido
implicada em vérias doencas, como a Covid-19 grave. Diante disso, surge a necessidade de compreender o processo fisiopatoldgico, onde os TNEs podem ser
um dos fatores responsaveis pelas complicagoes locais e sistémicas. O objetivo deste estudo foi estabelecer o papel das TNEs na evolugao de pacientes com
Covid-19. Para isso, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases "PubMed", "Nature" e "Elsevier" entre setembro de 2021 e maio de 2023, coletando um
total de 61 artigos, que sao analisados e discutidos nesta revisao. Foi observada correlacdo positiva entre a presenca de TNE em pacientes com Covid-19 e a
gravidade do quadro clinico, principalmente naqueles que desenvolvem imunotrombose. Atualmente e com perspectivas futuras, a formacéo de NETs deve ser
considerada um processo relevante para a compreensao e direcionamento de terapias, tanto em doencas infecciosas transmissiveis como nao transmissiveis.

Palavras-chave: Covid-19. SARS-CoV-2. Neutrdfilos. Armadilhas Extracelulares.

Abstract

The Covid-19 disease has shown that, in addition to generating pneumonia of variable severity, it could produce a condition with systemic involvement
that leads to death. During infection, it highlights the importance of elevated neutrophil recruitment and activity, which can form neutrophil extracellular
traps (NETs). Although they play a beneficial role in defense against various pathogens, the exacerbated generation of NETs has been implicated in
various diseases, such as severe Covid-19. Given this, the need arises to understand the pathophysiological process, where NETs can be one of the
factors responsible for local and systemic complications. The objective of this study was to establish the role of NETs in the evolution of patients with
Covid-19. For this, a bibliographic search was carried out in "PubMed", "Nature" and "Elsevier" between September 2021 and May 2023, collecting 61
articles, which are analyzed and discussed in this review. A positive correlation was observed between the presence of NET in patients with Covid-19
and the severity of the clinical picture, especially in those who develop immunothrombosis. Currently and with future prospects, the formation of NETs
should be considered a relevant process for understanding and directing therapies, both in communicable and non-communicable infectious diseases.
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INTRODUCCION

El SARS-CoV-2 causante de la enfermedad Covid-19, es
un virus que se aislé por primera vez, en 2019, en Wuhan,
China, desde muestras de lavado broncoalveolar de pacientes
con neumonia,” propagandose por todo el pais y luego por
el mundo, siendo declarada por la OMS, en marzo de 2020,
como pandemia.?

Es la mayor crisis de salud publica mundial desde la
pandemia de influenza de 1918, causando una morbilidad y
mortalidad significativas. Este nuevo coronavirus, de la familia
Coronaviridae, del orden Nidovirales, es altamente contagioso
y se transmite principalmente de persona a persona, mediante
gotitas respiratorias de individuos infectados. La mortalidad
aumenta en adultos mayores con inmunidad reducida y
personas con comorbilidades, como diabetes, enfermedad
cardiaca, enfermedad renal crénica, enfermedad pulmonar
crénica y otros factores sociodemograficos.®#

La infeccion por SARS-CoV-2 cursa con un cuadro clinico
variable, asintomatica o sintomatica, con manifestaciones
similares a la gripe, y en casos mds graves como una
neumonia que puede progresar a un sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA). En algunas personas, desemboca
en una falla multiorganica y posterior muerte.® Esto, como
consecuencia de que el virus es capaz de escapar de las
respuestas inmunes innatas.®

Los neutréfilos son unas de las células principales
del sistema inmune innato” y sus niveles elevados
en sangre son un indicador temprano de infecciéon por
SARS-CoV-2, que predice una enfermedad respiratoria
grave y un peor pronostico.® Ejercen su rol directamente,
mediante la internalizacién del virus por fagocitosis para
su eliminacion, liberacion de citoquinas, desgranulacion
y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).” En
2004, Brinkmann et al.,® describieron la capacidad de los
granulocitos neutrofilos, para generar NET, las cuales estan
formadas por acido desoxirribonucleico (ADN), histonas y
proteinas de granulos, tales como lactoferrina, catepsina
G, elastasa de neutroéfilos (NE) y mieloperoxidasa (MPO),
ademas de proteinas citoplasmaticas y citoesqueléticas.
19 | as NET se forman a través de dos vias. La primera, es
una via de muerte celular denominada NETosis litica, que
comienza con la deslobulacién nucleary el desmontaje de la
envoltura nucleary contintia con la pérdida de polarizacion
celular, la descondensacion de la cromatina y la ruptura
de la membrana plasmatica."" La segunda via, llamada

NETosis no litica, los neutréfilos pueden liberar parte o
todo el nucleo, sin romper la membrana celular, lo que da
como resultado citoplastos anucleares, que aun pueden
moversey fagocitar microorganismos.? La funcién principal
de las NET es inmovilizar y degradar bacterias, hongos,
virus y protozoos, siendo un mecanismo efector critico para
detener infecciones."® Ademas, de ser activada por agentes
patdgenos, se ha descrito a las plaquetas activadas como
inductores de NETosis, al igual que los péptidos derivados
del complemento, autoanticuerpos, interleuquina 8 (IL-8),
perdxido de hidrégeno, cristales de urato, ionéforos y humo
de cigarrillo."?

La desregulacion en laformacion de NET puede contribuir
a la patogénesis de enfermedades relacionadas con el
sistema inmunitario, que van desde inmunodeficiencias
como la Enfermedad Granulomatosa Crdnica (EGC)
hasta enfermedades autoinmunes que incluyen el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) y la Artritis Reumatoide (AR).1"1¥
También, estan implicadas en patologias cardiovasculares,
inflamatorias, metabdlicas e infecciosas, en donde las NET
parecen elevar la morbilidad y mortalidad. Incluso, se ha
demostrado que promueven la metastasis de tumores.
(% Durante la infeccion por Covid-19, la interaccion entre
huésped y el SARS-CoV-2, junto con la sehalizacion viral
conduce a una cascada de interacciones entre el mecanismo
de reconocimiento del virus, la activacion de los neutréfilos
y los estimulos inflamatorios. Por ello, el proceso de
NETosis puede proteger al huésped durante la respuesta
al virus o bien exacerbar la hiperinflamaciéon pulmonar en
estos pacientes, a partir de una sobreproduccién de NET.("®
La liberacién de componentes intracelulares como el ADN,
las histonas, MPO y NE, puede inducir lesiones en las células
endoteliales vascularesy generar trombosis,!"” lo que sugiere
que estarian relacionados con los efectos sistémicos nocivos
en pacientes infectados con SARS-CoV-2.¥ La pandemia,
generd estragos a nivel mundial, exigiendo al maximo las
capacidades de los sistemas de salud, para comprender y
actuar de manera eficaz, frente a los nuevos desafios que
supuso la enfermedad. Se ha descrito, la patogenicidad
del virus en el huésped, y cdmo este es capaz de ocasionar
cuadros criticos en pacientes con Covid-19. También, se ha
propuesto a las NET como un mecanismo involucrado en la
progresion de la enfermedad, sobre todo en casos graves con
riesgo de mortalidad. Esta ultima etapa de la enfermedad es
de dificil manejo clinico, lo que hace necesario comprender
el proceso fisiopatoldgico, en el que las NET pueden ser uno
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de los factores responsables de las complicaciones locales
y sistémicas de la patologia. Incluso, se ha propuesto la
busqueda de inhibidores de trampas. El objetivo de este
estudio fue, establecer bibliograficamente, el rol de las NET
en la evolucién de pacientes enfermos de Covid-19.

MATERIAL Y METODO

Se realizé una busqueda bibliografica en “PubMed”,
“Nature”y“Elsevier”entre septiembre del 2021 a mayo del 2023,
utilizando el gestor de referencias bibliogréficas Mendeley.
El estudio se enfoco en la enfermedad de Covid-19y las NET,
términos que se abordaron de manera individual, para obtener
nociones generales e introductorias y de forma conjunta como
eje central de esta revision. En total, fueron seleccionadas 61
publicaciones en base al titulo, resumen y palabras clave.

RESULTADO Y DISCUSION

Trampas extracelulares de neutroéfilos

Fisiologia

La formacion de NET junto con la posterior muerte
del neutréfilo es un mecanismo de defensa del huésped
denominado NETosis o liberacion litica de NET 9,
El proceso, comienza con la activacion de los neutrofilos a
través del reconocimiento de estimulos, que son captados
por los “Toll like receptors 4y 8" (TLR4 Y TL8), llevando a
un aumento del Ca?* intracelular, que induce la accién
de la via de sefalizacién de la proteina quinasa C (PKC)
y Raf-MEK-ERK que activa el complejo Nicotinamida-
Adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH) o NOX y
genera ROS.051819 | os cationes de Ca?* actian como
cofactores de la peptidil arginasa desaminasa 4 (PAD4),
enzima nuclear dependiente de ROS, que promueve
la desaminacién de las histonas, modificando asi, los
aminoacidos para permitir la descondensacion de la
cromatina, al promover la pérdida de las cargas positivas
necesarias para la interaccion de las histonas con el ADN.
(1920 Por consiguiente, se produce una separacion gradual y
pérdida de lamembrana nuclear promovida por ROS, y luego
la cromatina se dispersa, por el citoplasma para mezclarse
con proteinasy toxinas, producto de la desgranulacién del
neutréfilo, de manera que se liberan enzimas como laNE y
MPO, que interactian con el nuiicleo, en donde escinden las
histonas y facilitan la descondensacién de la cromatina.®

Finalmente, la cromatina se libera fuera de la célula a través
de los poros de lamembranay de manera simultanea ocurre
la lisis celular™ (Figura 1).

La NETosis no litica, también llamada NETosis vital, es
otra forma por la cual los neutrdfilos liberan NET. En este
caso, sin la pérdida de la membrana nuclear o plasmatica,
y ocurre independientemente de ROS y de la via Raf-
MEK-ERK. Este proceso consiste en la liberacién de ADN
nuclear a través de cambios morfoldgicos, empezando
con el crecimiento de la envoltura nuclear y liberacién
de vesiculas. Luego, sigue la descondensacién del
nucleo y finalmente la ruptura de su envoltura."® Este
tipo de NETosis es activado por el reconocimiento de
los estimulos a través de receptores toll-like tipo 2 y tipo
4 o receptores del complemento independientes de la
activacion de NAPDH oxidasa. Después de la liberacion
de NET, a pesar de la pérdida de su ADN, los neutrofilos
siguen vivos, en forma de citoplastos anucleados, que
pueden moverse y fagocitar patégenos® (Figura 2).

@ wpPO
@ Ne

<= ADN

Pasos secuenciales de la NETosis litica. llustracion de elaboracién propia.

A) Reconocimiento de estimulo viral a través del receptor de membrana TLR4y TLR8. B) Aumento de Ca2+ intracelular
que induce la activacién de la via de sefializacion PKC y Raf-MEK-ERK, que da como consecuencia la estimulacién
de NADPH y generacion de ROS. EI Ca2+ también acttia como cofactor de la enzima PAD4, la cual es dependiente
del ROS generado anteriormente. C) De esta manera, se promueve la desaminacién de histonas y se permite la
descondensacion de la cromatina. D) Separacion gradual y pérdida de la membrana nuclear promovida por ROS.
La cromatina se dispersa en el citoplasma y se comienza a mezclar con proteinas y toxinas, como la MPO y la NE
producto de la desgranulacion del neutrdfilo. E) La MPO y NE escinde las histonas facilitando la descondensacion
de la cromatina, que se dispone en forma de red tridimensional y se libera fuera de la célula para la eliminacién del
virus. Simultaneamente ocurre la lisis celular.
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@ MPO

Pasos secuenciales de la NETosis no litica. llustracion de elaboracion propia.

A) Reconocimiento del estimulo viral a través del receptor de membrana TLR4 y TLR8. B) Se inducen cambios
morfoldgicos en la célula y el crecimiento de la envoltura nuclear. C) Liberacién de vesiculas de ADN. D) Comienza
la descondensacion del niicleo y ruptura de la envoltura nuclear. La MPO y NE escinde las histonas facilitando la
descondensacion de la cromatina, que se dispone en forma de red tridimensional y se libera fuera de la célula
para la eliminacion del virus. E) No ocurre lisis celular y el neutrdfilo permanece en forma de citoplasto anucleado,
conservando funciones vitales basicas como la movilidad y fagocitosis.

Se hademostrado, que las NET, se generan principalmente
a partir de ADN cromosomico.?" Asi, lo confirman Kenny et
al.?2(2017), quienes sometieron in vitro a neutrdfilos, ante
diversos estimulos desencadenantes de NET, observando en
determinados casos, que sélo del 10 a 25% del ADN liberado
durante la NETosis, era de origen mitocondrial. Teniendo
estas evidencias, se podria pensar que, a nivel estructural,
en la formaciéon de NET, no existe mds participacion del
ADN mitocondrial (ADNmt). Sin embargo, Ingelsson et al.
23 (2018), afirmaron que los neutrdéfilos pueden liberar
exclusivamente redes de ADNmt extracelular, en respuesta a
ciertosinductores. Por lo tanto, esta forma de liberacion NET se
podria categorizar como un nuevo mecanismo de produccion
de NETosis no litica, en donde la célula posterior al proceso,
continua con sus funciones vitales.

Para lograr efectos protectores, en el curso de unainfeccién
y/o proceso inflamatorio, debe haber un equilibrio constante
entre la generacion de NET y su posterior degradacion. Los
reguladores claves en la degradacion, son las ADNasas o
nucleasas del huésped. Un deterioro en la digestion de

NET por nucleasas faltantes o no funcionales, se asocia con
enfermedades autoinmunes, como, nefritis Itpica o lupus
eritematoso sistémico.?+29

Biologia de la NETosis en Covid-19

En las infecciones virales, las NET capturan los
virus a través de su estructura y los eliminan mediante
concentraciones altas de MPO y péptidos antimicrobianos,
evitando la propagacion desde el area local a otros tejidos.
@7 La NETosis es un proceso beneficioso en la defensa del
huésped contra patégenos. No obstante, puede haber
un dafo colateral asociado a la formacién sostenida de
NET, que estimula procesos patoldgicos, incluidos los que
ocurren durante las infecciones virales.?® Las NET han sido
estudiadas en el contexto de enfermedades cardiovasculares,
dondeinfiltran y propagan lainflamacion en la pared del vaso
y cuando se forman intravascularmente, ocluyen arterias,
venas y vasos microscépicos.?® De hecho, la formacién
excesiva de estas, puede desencadenar una cascada de
reacciones inflamatorias, que promueve la metdstasis de
las células cancerosas, destruye tejidos circundantes, facilita
la microtrombosis y da como resultado un dafio organico
permanente en los sistemas respiratorio, cardiovascular
y renal. Estos son tres sistemas de 6rganos cominmente
afectados en Covid-19 grave.??

Zuo et al.?? (2020) determinaron la concentracion de
biomarcadores de NETosis, en muestras de suero de pacientes
sin ventilacién mecénica y pacientes que la requerian.
Evidenciaron, que los pacientes sometidos a ventilacién
mecdnica, poseen niveles significativamente mas altos de
ADN libre de célulasy MPO-ADN, pero no Cit-H3. Ademas, el
marcador MPO-ADN se correlacioné con el recuento absoluto
de neutrofilos. Estos datos, sugieren una relacion entre el
nivel sérico de NET, el recuento absoluto de neutrdfilos y la
gravedad de Covid-19.

Protasio et al.®® (2020) realizaron un estudio en
pacientes con Covid-19 grave, sometidos a ventilaciéon
mecanica, determinando que la concentracion de NET
enmuestras deaspirado traqueal fue mayor que lade controles
normales. Por otro lado, en pacientes enfermos los valores
de NET en el aspirado traqueal fueron 10 veces mayores
que la observada en el plasma. En paralelo, preparaciones
histoldégicas post mortem de secciones pulmonares
evidenciaron dafo alveolar difuso, exudativo y proliferativo.
De los fallecidos, sometidos a autopsia, se observé neumonia
neutrofilica, en grados variables en 6 de 10 de ellos. Al
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hacer una indagacion por microscopia confocal de los
tejidos pulmonares post mortem de pacientes con Covid-
19 con presencia de neutroéfilos, se reveld la aparicion de
estructuras caracteristicas de NET, visualizadas con tincion
de ADN extracelular, diferenciando MPO vy Cit-H3. Estos
resultados, indican que las NET se liberan en el epitelio
respiratorio bajo y estdn asociadas con dafio pulmonar en
pacientes con Covid-19 grave, pudiendo inferir, que el nivel
de formacion de NET se correlaciona progresivamente con
la evolucién clinica de la patologia, siendo Util como valor
pronéstico de gravedad y mortalidad.

NETy trombosis vascular en pacientes con Covid-19 grave

Existe evidencia de que la coagulopatia es el resultado
de la profunda respuesta inflamatoria de Covid-19 y el
dano endotelial. Informes de autopsias, demuestran
inclusiones virales endoteliales pulmonares, aumento de
la angiogénesis y de microtrombos capilares. Los pacientes
con neumonia por Covid-19 presentan anomalias en la
coagulacion, caracterizada por elevaciones en los productos
de degradacién de fibrina, dimero Dy fibrindgeno, lo que
desencadena una situacioén criticay mortal.®'*? El dimero D,
es un biomarcador comunmente elevado en los pacientes
afectados por la enfermedad y se encuentra hasta en el 45
% de ellos. En el caso de presentarse valores superiores a
1000 ng/mL (Valor de referencia: <100 ng/ml) los pacientes
tienen casi 20 veces mas probabilidades de morir a causa
de su infeccion, que los que tienen valores mas bajos.3%

Rol del sistema inmune innato en la inmunotrombosis

La inmunotrombosis describe la participacién del
sistema inmunitario innato en la formaciéon de un trombo
a través de distintas interacciones celulares y moleculares,
desencadenadas por el reconocimiento de patégenos y
células danadas.®”

Unavez que el SARS-CoV-2, ingresa al cuerpoy rompe la
membrana epitelial alveolar, después de unirse al receptor
de la ACE2, el sistema inmunitario innato debe reconocerlo
como extrafno einiciar una respuesta inmune, para destruir o
eliminar al invasor. Los ARN virales posteriores, sirven como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), que
luego son detectados por receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) tipo Toll. Esto, da como resultado la
activacién de las células epiteliales, iniciando una cascada
de quimioatraccion de células inmunitarias innatas; activando
las poblaciones locales de macréfagos, que se encargaran de

iniciar vias de transduccién de sefales, para culminar con la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias.®®
Simultadneamente, se activa C3 del complemento al reconocer
los PAMPs del virus, siendo este el punto de convergencia de
la activacion de todas las vias del complemento, conduciendo
ala generacion de C3a, C5ay sC5b-9, esta ultima, conocida
como el complejo soluble terminal del complemento.®”
C3a activa las plaquetas, las cuales junto con C5a inducen la
formacion de trombina, que luego promueven la expresion
de factor tisular (TF) de neutrdfilos y NET, desencadenando
la inmunotrombosis.©®

Tormenta de citoquinas

La activacion desregulada de una variedad de
glébulos blancos, incluidos linfocitos B, linfocitos T, células
natural killer, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos,
monocitos y células epiteliales o endoteliales, inducen
una liberaciéon exagerada de citoquinas, denominada
“Tormenta de citoquinas’, lo que desencadena un aumento
de las concentraciones plasmaticas de diversas interleucinas,
principalmente la IL-6.%°4" Estos mediadores inflamatorios,
pueden regular la funcién de los neutrdfilos y su infiltracién
alfoco inflamatorio. La tormenta de citoquinas promueve un
ciclo de sefalizacion entre los macréfagos y los neutréfilos
que pueden conducir al estado inflamatorio prolongado,
que se observa en los pacientes graves con Covid-19.4% La
infiltracién continua de neutrdfilos en el sitio de la infeccidn,
sudesgranulaciény liberacién de NET, produce citoquinas y
quimiocinas en exagerada cantidad, que podria contribuir
a la tormenta de citoquinas durante el desarrollo de la
enfermedad.”?

Activacion de plaquetas

Las plaquetas se adhieren a los vasos sanguineos
lesionados, se activan y expresan moléculas de adhesion,
conduciendo al reclutamiento de neutrdfilos. Las plaquetas
circulantes no se unen espontaneamente a los neutrofilos,
pero lo hacen en el contexto de unainfeccién bacteriana o
viral. Esta interaccion, depende de las integrinas y da lugar
alaformacion de NET."9 Las interacciones entre plaquetas 'y
neutréfilos estan mediadas por sus moléculas de superficie,
como la p-selectina (CD62P), que se une al ligando 1 de
la glicoproteina p-selectina (PSGL-1) en la superficie de
los neutréfilos, lo que induce la activacién plaquetaria.
Asimismo, la p-selectina plaquetaria prepara los neutrdfilos
para la NETosis. Esto, sugiere una retroalimentacion de
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trombosis microvascular, donde se forman complejos
plaquetas-neutrdfilos, activando la NETosis y provocando
la agregacion plaquetaria.®%39

Skendros et al.?® (2020) estimularon neutrdfilos aislados de
individuos sanos, con plasma rico en plaquetas de pacientes
con Covid-19, demostrando que tenian niveles aumentados de
ARNm deTF. Las NET formadas, mostraron una alta produccion
de trombina, lo que respalda el papel de las plaquetas en la
inmunotrombosis por Covid-19 mediada por NET.

Las NET impulsan la inmunotrombosis

Los neutrdfilos, después de la exposicidon al virus,
plaguetas activadas y citocinas, median un entorno
procoagulante, principalmente a través de la liberacién de
NET. Los componentes de las trampas promueven la expresion
génica de los factores de coagulacion, inducen la oclusion de
los vasos, tanto de manera dependiente como independiente
de fibrina, y también activan la cascada de la coagulacién a
través de la via intrinseca y extrinseca. Ademas, de su funcion
como andamiaje, muchos de los componentes de las NET
pueden inducir la activaciéon plaquetaria y la coagulacion
sanguinea, lo que desencadena la formacién de trombos.3>39

En casos de pacientes con Covid-19 grave, los principales
componentes de las NET involucrados en la induccién de la
coagulacién son: el ADN gendmico, histonas, NE, catepsina G
y MPQ.“3#4 En cuanto al ADN libre de neutrofilos, este entra
en el plasma para desencadenar la generacién de trombina,
al unirse al factor XII, que se ve potenciado por la disminucion
de los factores anticoagulantes y la fibrindlisis deficiente.
Induce, ademas, la formacion de trombinay la regulacion a
la baja de la trombomodulina.3536394345

Las histonas inducen la expresién de TF en células
endoteliales, macréfagos y monocitos, lo que activaria la
coagulacion através de los factores Vy X (FVy FX), encargados
de convertir el fibrinbgeno en fibrina, mediado por trombina.
2639 Asimismo, pueden unirse al Factor Von Willebrand,

fibrindgeno y fibrina, para reclutar plaquetas y eritrocitos.®®
La histona H3 disminuye la actividad de la trombomodulina,
la cual es un cofactor proteico fundamental para la activaciéon
dela proteina C, que es uno de los anticoagulantes naturales
reguladores de la hemostasia. Por lo tanto, se potenciaria aun
mas la generacion de trombina en plasma. Por otro lado, la
histona H4 se une a la protrombina y genera trombina por
auto activacion.®>4)

La NE, estd asociada con los procesos de inflamacién
y trombosis a través de la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y la escisién proteolitica del inhibidor de la
via delfactor tisular (TFPI), lo que mejora la activacion del FX.“?
Alteran, ademas, el citoesqueleto de las células endoteliales,
desencadenando su descomposicion, induciendo el deterioro
y la apoptosis en las células epiteliales, lo que afecta la
integridad de la barrera alveolar; y se encargan de degradary
alterarlafuncién de anticoagulantes comolatrombomodulina.
(3549 | 3 catepsina G, inactiva proteoliticamente al TFPI,
lo que impide la eliminacion correcta del coagulo.3364%
Por ultimo, la MPO conduce a la apoptosis de las células
epiteliales mediante la liberacion de ROS.“? Sumado a que
los componentes de las NET, inducen que se exprese el TF.
Skendros et al.*® (2020) confirmaron que las trampas son
una fuente intrinseca de TF. Los investigadores, utilizaron
microscopia de inmunofluorescencia confocal en neutréfilos
recolectados de 4 pacientes con Covid-19 grave, evidenciando
la formacion espontanea de NET que expresan TF. Estos
antecedentes confirman el rol de las NET y su contribucién
al estado procoagulante.

En los pacientes con Covid-19 grave, las NET tienen un
rol fundamental en el estado de hipercoagulabilidad, que
contribuye a generar eventos tromboéticos, que afectan
tanto la circulacion arterial como la venosa, provocando
un sindrome coronario agudo, accidente cerebrovascular,
embolia pulmonar, trombosis venosa profunda y
microvascular®® (Figura 3).
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Modelo de inmunotrombosis vascular en pacientes COVID-19 grave. llustracion de elaboracién propia.

A) Invasion del virus SARS-CoV-2 a las células ef alveolares, activandolas junto con las poblaciones locales de macrdfagos. Los PAMPs del virus, son reconocidos por (3 del complemento y por los PRRs de los neutrdfilos, generando
su reclutamiento. B) Los macréfagos activados, neutrdfilos y el complemento, inducen la produccion y liberacién de citoquinas y quimiocinas en el espacio extracelular. Principalmente, la IL-6 desencadena un ciclo de sefializacion entre los
macrofagos y neutrdfilos, que pueden generar al estado inflamatorio prolongado, debido liberacién continua y exacerbada de interleucinas, produciéndose una "Tormenta de citoquinas". C) Los neutréfilos que reconocieron los PAMPs del virus,
se extravasan al espacio intravascular y comienzan a generar NET. Ademas, debido a la activacién del complemento se genera (3a, que al igual que las NET funcionan como activadores plaquetarios. A su vez, las plaquetas activas y la produccion
exagerada de citoquinas inducen la produccién de NET. D) Las NET extruidas, funcionan como andamiaje para que se empiece a formar el trombo, siendo soporte de eritrocitos y plaquetas agregadas. Simultaneamente, los componentes de las
trampas promueven la expresién de factores de coagulacién, activando la via intrinseca y extrinseca. E) Las células endoteliales activadas, exocitan factor Von Willebrand, lo que permite la adherencia de neutrdfilos y NET a la pared vascular.
La trombomodulina presente en las células endoteliales se desprende, favoreciendo el entorno procoagulante. La activacion de la cascada de la coagulacién culmina con la generacién de la malla de fibrina, que se entrelaza a glébulos rojos y
plaquetas agregadas. Finalmente, se genera microtrombosis del vaso.
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Zuo et al.®?¥ (2021), en un estudio de casos vy
controles de pacientes hospitalizados con Covid-19 que
desarrollaron trombosis, en comparacién con pacientes
del mismo sexo y edad sin trombosis clinica, demostraron
niveles significativamente mas altos de calprotectina, un
marcador de activacién de neutréfilos. De manera similar,
tres marcadores diferentes de NET (ADN libre de células,
complejos de mieloperoxidasa-ADN e histona H3 citrulinada)
también estaban marcadamente elevados en el grupo de
trombosis. Por otro lado, los autores demostraron que, habia
una correlacion positiva entre los picos de dimero D, con la
calprotectina, ADN libre y el recuento méaximo de neutrofilos.
Los niveles de calprotectinay ADN libre de células, también se
correlacionaron positivamente con los recuentos maximos de
plaquetas. De esta forma, se dilucida el papel de los neutrdfilos
hiperactivos y la liberacién de NET, en eventos trombéticos
morbidos, que aumentarian el riesgo de mortalidad.

Sindrome Post Covid-19 y NETosis

Posterior a la infecciéon aguda por SARS-CoV-2, algunos
pacientes padecen secuelas crénicas, durante semanas
o incluso meses. A esta condicion, se le ha denominado
Sindrome post Covid-19 (SPC).“9 La fisiopatologia esta
regida principalmente por fenémenos inmunopatoldgicos
o hiperinflamatorios, con manifestaciones clinicas generales
e inespecificas.“®

La activaciéon autoinmune persistente y el estado
proinflamatorio que se ha planteado en el SPC, se asociaa los
siguientes procesos: la propiedad del virus de hiperestimular
el sistema inmunitario, el mimetismo molecular entre las
proteinas virales y autoantigenos del huésped, y a la excesiva
de produccién de NET.#49 Al igual que en enfermedades
autoinmunes como LES, AR y vasculitis, en el que los
componentes de las NET funcionan como autoantigenos,
también ocurre en Covid-19, de manera que se generan
autoanticuerpos. Las NET son una fuente de antigenos
citrulinados y de factor activador de células B, por lo tanto, se
desencadena la activacion de linfocitos B autorreactivos, con
la consiguiente produccién de autoanticuerpos, destacando
los anticuerpos antinucleares (ANA), que se han evidenciado
en pacientes que tuvieron Covid-19 grave.*®

La fibrosis pulmonar es una afeccién respiratoria comun
posterior a la Covid-19, debido a la transicién epitelial-
mesenquimatosa.“® George et al.*" (2022) describieron en
una cohorte de pacientes, cambios morfoldgicos y funcionales

persistentes a nivel pulmonar, después de la recuperacion
del Covid-19 agudo, que relacionaron como un rasgo
caracteristico inmunitario asociado a neutrofilos regulados
al alza. Entre otros experimentos, estos autores, realizaron
pruebas in vitro con células epiteliales alveolares, a las cuales
les administraron NET exdgenas, dando como resultado la
aparicion de mediadores fibrogénicos y la alteracion de la
expresion de los genes involucrados en la transicion epitelial-
mesenquimatosa; destacando laimportancia funcional delas
NET, en la conduccién a cambios pulmonares intersticiales,
post enfermedad aguda.

La infeccién directa por SARS-CoV-2, junto con la
neuroinflamacion persistente por mediadores centrales o
periféricos y las anomalias cerebrovasculares, todas ellas
vinculadas a la produccion excesiva de NET, se encuentran
entre los mecanismos responsables del deterioro neurolégico
posterior a la enfermedad.“**? Por otro lado, junto con otros
eventos cancerigenos, la Covid-19 podria predisponer al
organismo al desarrollo del cdncer y acelerar su progresion.
Se ha demostrado que, las NET cambian el microambiente
tumoral, activan las células cancerosas y mejoran la progresion
tumoral y metdstasis.“3>359

Inhibidores de NET como modalidad terapéutica para

Covid-19

La manipulaciéon de los mecanismos de formacién de NET,
ha sido objetivo de investigacion para desarrollar tratamientos
e intervenciones terapéuticas o farmacologicas, para lograr
combuatir las actividades téxicas de ellas. La mayor parte de
las patologias relacionadas con las NET, estan asociadas con
el exceso y la falta de eliminacidn de estas.>4?

Dentro de las opciones terapéuticas mas estudiadas para
contrarrestar los efectos negativos de las NET, esta la ADNasa
humana recombinante (ADNasa rh), que permite degradar las
trampas."” Estudios, han demostrado la capacidad destructiva
dela ADNasa sobre la nucleoproteina del ADN y los complejos
inmunitarios, mostrando una reduccién de la NETosis, con
menos infiltraciéon de neutréfilos y disminuyendo la respuesta
inflamatoria. Esto, permite minimizar los efectos de las NET
en un proceso patologico, sin afectar la capacidad de los
neutrdéfilos no estimulados, para fagocitar y desgranular,
manteniendo asi la inmunidad innata. 263940

Se ha logrado dilucidar el efecto de la ADNasa en la
formacion de trampas en pacientes con sepsis. Se evidencié
que, el tratamiento temprano y simultdaneo con ADNasa | y
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antibidticos, dio como resultado una mejor supervivencia, una
reduccion de la bacteriemiay proteccion contra la disfunciéon
orgdnica en condiciones sépticas, lo que sugiere una posible
terapia de combinacién para controlar la NETosis.®?

Fischer et al.*® (2021) trataron a 5 pacientes graves
con Covid-19, donde todos requerian de oxigenoterapia
externa, al momento del tratamiento. Se les administrd
oxigeno nasal de alto flujo, antes de la terapia con ADNasa
rh. Posterior a ello, dentro de los 4 a 15 dias del tratamiento,
ninguno requirid ingreso en la unidad de cuidados intensivos
o ventilacion mecanica, y fueron desconectados de la
oxigenoterapia, recuperandose. Se logré, demostrar que este
farmaco podria ser utilizado como una opcion terapéutica
eficaz, contra la enfermedad ocasionada por el virus SARS-
CoV-2. Si bien, la ADNasa parece una opcion terapéutica
atractiva, su uso debe evaluarse de manera critica. En ultima
instancia, la ADNasa ayuda a los fagocitos a degradar las
NET al fragmentarlas y, en este proceso puede no eliminar
de manera befectiva las histonas o las proteasas de la
vasculatura, lo que deja a los pacientes expuestos al dafo
de tejidos y 6rganos.1549

Pruebas de identificacion de NET

Las metodologias comunmente utilizadas para
la deteccion de NETosis se han basado en tincién
inmunohistoquimica y microscopia de fluorescencia confocal,
mediante la identificacion de proteinas granulares extruidas
unidas a ADN y/o histonas, permitiendo evaluar el punto
final de la extrusion nuclear. Sin embargo, poseen bajo
rendimiento, son laboriosas, largas y pueden estar sesgadas
por el operador.'7*%*7 E| uso del ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) permite cuantificar las NET extruidas,
enfocandose en la deteccion de la MPO y NE asociada al
ADN. Una limitacién de esta estrategia es el mayor riesgo de
falsos positivos, dado que la liberacién de ADN, también, se
produce después de otros procesos, como la necrosis.7>®

La citometria de flujo de imagenes multiespectrales
de alta velocidad resulta una técnica util para evaluar la

NETosis, de una manera rapida y automatizada. Ademas,
permite cuantificar las etapas del proceso que precedenala
lisis celular, permitiendo diferenciar entre células que sufren
NETosis vital versus suicida. Y permite identificar y cuantificar
de forma especifica la citrulinacion de la histona H4 como
marcador de NET y su relacién con otras alteraciones a nivel
nuclear y celular.®”>?

Fedorov et al.®®¢" (2023) emplearon el contador
hematoldgico de Sysmex y el autoanalizador de imagenes
CellaVision, para el estudio de NETosis. Los autores, plantearon
que las NET se encontrarian dentro del recuento de células
difuminadas o “smudge cells” (SC), una subcategoria de
glébulos blancos. Las SC corresponden cldsicamente a
linfocitos degenerados (LD), que se pueden presentar en
bajo porcentaje, pero que abundan en pacientes con leucemia
linfocitica crénica (LLC), en donde debido a la fragilidad de
sus linfocitos leucémicos, estos se destruyen al confeccionar
el frotis, denominandose células o sombras de Gumprecht.
Mediante el CellaVision, analizaron las SC de distintas
muestras, distinguiendo a los LD como restos celulares, que
no conservaban ningun componente estructural, y a las SC
similares a NET, que se presentan como restos sin membrana
plasmatica perceptible, sin citoplasma intacto, granulos
dispersos, nucleos descondensados y congestionados, y
proyecciones de cromatina polarizada que se asemejan a
redes de arafa. De esta forma, al tener el porcentaje de SC,
crearon un perfil de cada tipo celular. Para confirmar los
hallazgos, demostraron que las SC similares a NET no estan
presentes en muestras de sangre normales, y que muestran
positividad de NET a la Citometria de flujo y a tinciones
especificas de neutrdfilos. Ademas, las muestras con SC
similares a NET tienen una sefal fluorescente lateral fuerte
(SFL) en el recuento de blancos y el diagrama de dispersion
de glébulos rojos nucleados (WNR), lo que representa células
con alto contenido de 4cido nucleico. En comparacién con
los pacientes con porcentaje bajo de SC, aquellos con alto
porcentaje de SC tienen una incidencia mayor de infecciones
bacterianas y virales, como lo es Covid-19 (Figura 4).
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Distintos estadios de formacién de NET en pacientes con COVID-19. Imégenes obtenidas con CellaVision DM1200 (Tincién May Grunwald Giemsa aumento 100X).

A) Neutrdfilos con citoplasma desarticulado y con desgranulacién. En cuanto al niicleo, sus I6bulos tienden a separarse parcial o completamente, la carioteca es cada vez menos definida y la cromatina menos compacta. La descondensacion
del ADN se evidencia como zonas terminales del nticleo con coloracién mds clara, que aumentan la superficie celular. B) Citoplasma desarticulado, sin membrana plasmatica y con desgranulacion. El nicleo se presenta de forma irregular, sin
carioteca visible y cromatina laxa. Desde las partes en donde hay mayor descondensacion de ADN (zonas mas claras), las NET emergen como proyecciones en forma de redes alargadas al exterior de la célula. C) No se distingue citoplasma,
debido a la pérdida de la membrana plasmatica. El niicleo se presenta irregular y difuso debido a la descondensacién considerable del ADN, y las NET abarcan gran parte de la superficie celular.
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