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Resumen

Recientemente un nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés
severe acute respiratory syndrome se ha propuesto como causante de la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) y ha ocasionado una crisis mundial con la actual pandemia
por esta enfermedad.

Los neutrdfilos juegan un papel crucial en la inmunidad de los seres humanos. Las trampas
extracelulares de neutréfilos (NET) fueron observadas como una forma de muerte celular
diferente a la necrosis y la apoptosis.

Las NETSs se pueden unir e inmovilizar a los virus por medio de interacciones electrostaticas
entre moléculas virales. Las NETs contribuyen a la tormenta de citocinas que se ha visto
muy ligada a la patogenia de la COVID-19. Aunque recientemente se ha descrito a la
NETosis como un mecanismo de dafio tisular en COVID-19, se desconoce si los
granulocitos de baja densidad (LDGSs) o de densidad normal (NDGS) representan una fuente
importante de NETs en dicha enfermedad.

El objetivo de este estudio fue analizar el papel de la NETosis en la fisiopatogenia de la
COVID-19. Se realizé un estudio transversal en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran, un centro de atencion de referencia para pacientes con COVID-
19. Se incluyeron 82 pacientes con COVID-19 confirmada por PCR para SARS-CoV-2. Se
encontré que la COVID-19 se caracteriza por la produccion de LDGs inmaduros, ademas
los NDGs de los pacientes con COVID-19 son la principal fuente de NETosis espontanea
en esta enfermedad. En pacientes graves o en estado critico se vi6 una degradacion
deficiente de las NETs que puede ser corregida posterior a la aplicacion de DNAsa
recominante humana.

Los pacientes con COVID-19 tienen un enriquecimieno en los granulocitos, incluyendo
aquellos de baja densidad y con fenotipo inmaduro. Tanto los LDG como los neutréfilos
convencionales producen NETs espontaneas, siendo mas largas las de los neutréfilos
convencionales. Los pacientes con COVID-19 tienen deficiencia en la degradacion de
NETSs, se requieren nuevos estudios para verificar la causa de la deficiencia de la funcion
de DNasa en dichos pacientes.



Marco tedrico
l. COVID-19

En las dltimas décadas, los coronavirus han sido asociados a brotes de diferentes
enfermedades principalmente en Asia del Este y Medio Oriente.! Recientemente, un nuevo
coronavirus denominado SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés severe acute respiratory
syndrome se ha propuesto como causante de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-
19) y ha causado una crisis mundial con la actual pandemia por esta enfermedad.

Los coronavirus de reciente aparicion representan una amenaza para la salud publica
mundial. La COVID-19 es el tercer brote de coronavirus en las Ultimas dos décadas,
precedida por el SARS-CoV (sindrome respiratorio agudo grave) y el MERS-CoV (sindrome
respiratorio de Medio Oriente).

El SARS-CoV-2 surgi6 en China y se extendi6 rapidamente por todo el pais y
posteriormente a otros paises. Debido a la gravedad de este brote y al potencial de
propagacion en un a escala internacional, la OMS declar6é una emergencia sanitaria mundial
el 31 de enero de 2020; posteriormente, el 11 de marzo de 2020, la declararon situacion de
pandemia.

La transmisibilidad del SARS-CoV-2 es mayor que la de los coronavirus previamente
estudiados. En un inicio la COVID-19 fue transmitida como una zoonosis, desde los
murciélagos de un mercado de comida en Wuhan, China. Sin embargo, posterior a esto la
transmision humano-humano cobré importancia con el desarrollo de la pandemia.?

A lo largo de la pandemia, se han identificado ademas pacientes cuya infeccion por el
SARS-CoV-2 cursa de manera asintomatica, sin embargo, se ha visto que son capaces de
transmitir la enfermedad.?

Generalmente en humanos los coronavirus causan enfermedad respiratoria de leve a grave.
El periodo de incubacién suele ir de 3 a 6 dias, sin embargo, existen reportes que sugieren
gue puede ir hasta 11 dias.* Los sintomas de la COVID-19 incluyen fiebre, tos, mialgias,
fatiga, cefalea, hemoptisis, diarrea y anosmia. Los pacientes que cursan con una
enfermedad grave presentan ademas invasion del virus al paréngquima pulmonar resultando
en inflamacién intersticial importante y neumonia. Estos pacientes pueden desarrollar
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SDRA por sus siglas en inglés).

Los pacientes de edad avanzada con enfermedades crénicas como la hipertensién arterial
sistémica y la diabetes mellitus se han identificado como la poblacion mas susceptible al
desarrollo de SDRA y por lo tanto se han asociado con peores desenlaces!. El SDRA en
COVID-19 se debe a la tormenta de citocinas derivada de una respuesta inmunolégica
exagerada y desequilibrio de la regulacion inmune, lo que lleva finalmente a falla
multiorganica.®

Il. Trampas extracelulares de neutréfilos (NETS).

Los neutréfilos juegan un papel crucial en la inmunidad de los seres humanos. Se
caracterizan por su habilidad para participar en diferentes procesos como la fagocitosis,
pinocitosis, citotoxicidad y citélisis formando asi la primera linea de defensa en la inmunidad
contra microorganismos.



Las trampas extracelulares de neutrofilos (NET) fueron observadas por primera vez por
Takei et al. en 1996 como una forma de muerte celular diferente a la necrosis y la apoptosis.
Se demostré un cambio en la morfologia de los neutréfilos tratados con PMA (phorbol
miristato acetato) en el que se observé descondensacion de la cromatina y ruptura de la
membrana nuclear. Posteriormente se describié a las NETs como el producto de un proceso
activo de muerte celular observada en los neutréfilos, denominada NETosis, cuya funcién
era atrapar y matar bacterias®. Previamente se pensaba que la NETosis era un mecanismo
de defensa Unicamente contra bacterias y hongos, sin embargo, se ha visto que juega un
papel importante en la respuesta a infecciones virales’.

Inicialmente se describi6é que las NETs estaban compuestas por acido desoxirribonucleico
(ADN) extracelular e histonas, que forman hasta el 70% de las proteinas de las NETs?®. Las
NETs se encuentran decoradas por proteinas granulares primarias de neutréfilos como
elastasa de neutréfilos (NE), catepsina G, y mieloperoxidasa (MPO)®. También se han
descrito proteinas granulares secundarias y terciarias®. EI ADN extracelular forma
estructuras fibrilares de 15 a 27 nm de diametro®. La combinacion de la cromatina con las
proteinas relacionadas con NETs da como resultado una estructura en forma de malla®.

Se conocen dos formas de NETosis. La NETosis suicida es un proceso de varias horas en
el que los neutréfilos descondensan su cromatina nuclear y su ADN en el citoplasma.
Posteriormente se mezclan con péptidos antimicrobianos derivados de granulos.
Finalmente, esta mezcla se libera en el espacio extracelular con formacién de abundantes
especies reactivas de oxigeno (ERO). La segunda forma es la NETosis vital en la cual se
liberan NETs sin ocasionar muerte celular. A diferencia de la NETosis suicida, no requiere
generacion de ROS por lo que ocurre en 5 a 60 minutos posterior al estimulo. Actualmente
se sabe que el contenido proteico de las NETs depende del estimulo que las indujo®.

M. Granulocitos de baja densidad y NETosis en infecciones virales
respiratorias.

Los granulocitos de baja densidad (LDGs) fueron descritos por primera vez en 1986 por
Hacbarth y Kajdacsy-Balla quienes detectaron a estas células en las preparaciones de
células mononucleares de sangre periférica de muestras obtenidas de pacientes con lupus
eritematoso generalizado (LEG).

Desde entonces se identificaron diferentes caracteristicas de los LDGs. Comparado con los
neutréfilos de densidad normal (NDGs), los LDGs tienen una capacidad de sintetizar
interferén tipo | aumentada. Ademas de esto presentan una disminucién de la fagocitosis,
pero una capacidad aumentada de formacion de NETs'°. Los LDGs se han asociado con
enfermedades autoinmunes como LEG, artritis reumatoide, psoriasis y otras enfermedades
como cancer, infeccion por VIH y sepsis %12,

V. Papel de las NETs en infecciones virales.

Las NETs se pueden unir e inmovilizar a los virus por medio de interacciones electrostaticas
entre moléculas virales!®, como se puede ver en el virus sincitial respiratorio*. Aunado a
esto, las histonas que caracteristicamente poseen una carga positiva pueden unirse a las
capsides virales con una carga negativa. Por ejemplo, en el virus de la influenza A se ha
visto interaccién entre las histonas H3 y H4, con la proteina H®. Se sabe que existe una
liberacion de NETs durante la infeccién por el virus de inmunodeficiencia humana, sin
embargo, aln no se tiene evidencia in vivo de actividad antiviral de las NETs.



En infecciones virales respiratorias, se han evidenciado NETs en lavados bronqueo-
alveolares de pacientes infectados por el virus sincitial respiratorio lo que ha llevado a
pensar que las NETs juegan un papel importante en la fisiopatogenia de la enfermedad?®.
Asimismo, se ha observado que dependiendo de la gravedad de la enfermedad se forman
diferentes cantidades de NETs. Por ejemplo, en influenza, cuando la infeccién es leve no
se ha evidenciado formacion de NETS, sin embargo, en enfermedad grave se forman NETs
en la mayoria de los pacientes®.

A pesar de esto, aun no se esta claro el estimulo desencadenante de la NETosis en
infecciones virales y no se sabe si son directamente estimuladas por los microorganismos
por sus diferentes vias de activacion por medio de receptores tipo Toll (TLR) o si son una
respuesta de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) del hospedero®.

V. Papel de las NETs en la patogenia de COVID-19.

Se ha encontrado que la neutrofilia es indicativo de gravedad en los pacientes con COVID-
19 y que conllevana un mal prondstico'”*8, Ademas de esto se ha observado aumento de
NETs en suero de pacientes con COVID-19, medidos a través de los complejos de ADN-
MPO, histona H3 citrulinada, entre otros?é.

La inflamaciébn en parenquima pulmonar es la causa principal de complicaciones
respiratorias potencialmente mortales en la COVID-19. En relacién a esto, las NETs se han
identificado en aspirados traqueales de pacientes hospitalizados con COVID-19 critico.
Ademéas se vio que los neutrofilos en estos pacientes producian concentraciones
significativamente mayores de NETs®. Estos mismos autores han descrito presencia de
NETS en muestras de tejido pulmonar en autopsias de pacientes con COVID-19.

In vitro, se ha observado que el SARS-CoV-2 causa produccion de NETs por neutrofilos
sanos via PAD-4 y que ademas, las NETs inducidas por el virus causan la muerte de células
epiteliales pulmonares®®. Otros estudios han demostrado que in vitro el suero de pacientes
con COVID-19 desencadena la liberacion de NETs de neutréfilos sanos?®,

Ademas de lo anterior, se ha encontrado una relacién entre la NETosis y la trombosis que
presentan los pacientes con COVID-19. El término de inmunotrombosis fue usado por
primera vez en 2013 por Engelmann y Massberg? para definir la estrecha y compleja
relacion entre el sistema de coagulacion y el sistema inmune innato. A pesar de que existen
diversos mecanismos implicados, la interaccién entre las NETS, las plaquetas y el factor de
von Willebrand (FVW) es un mecanismo pivote de la inmunotrombosis??.

Los neutréfilos promueven un ambiente procoagulante proncipalmente por la liberaciéon de
NETs?2, Las NETs proveen un andamio procoagulante formado principalmente por
plaquetas, FVWW, factor tisular, histonas extracelulares, HMGB-1 y fibrinogeno.

También se ha visto que los NETs promueven la funcién proteolitica de la elastasa de
neutréfilos, la cual degrada y altera la funcibn de anticoagulantes como la
trombomodulina?. La histona H4 se une a la protrombina y genera trombina por medio de
autoactivacion?!. Por Ultimo se ha encontrado que las NETs se unen con el factor Xl
llevando a la activacién a FXlla, activando la cascada de la coagulaciéon®.



Las NETs contribuyen a la tomenta de citocinas que se ha visto muy ligada a la patogenia
de la COVID-19. El término tormenta de citocinas fue acufiado por primera vez en 1993
para describir la enfermedad de injerto contra huesped?*, desde entonces se ha extendido
su uso para describir la liberacion repentina de citocinas que ocurre asociada a
enfermedaes autoinmunes, linfohistiocitosis hemofagocitica sepsis, cancer y enfermedades
infecciosas?®. Muchas citocinas inflamatorias se han involucrado con la COVID-19 entre
ellas la IL-6, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-17, IFN-y, IP-10 entre otras. Se ha visto que los niveles
elevados de IL-6 contribuyen al aumento de neutréfilos y disminucién de linfocitos. Ademas
tiene un impacto directo en la aparicion de SDRA en los pacientes?®,

VI. NETosis y SDRA

Existen reportes en lo que se ha asociado a la formacion aberrante de NETs con el SDRA.
Los neutréfilos de pacientes con SDRA parecen estar “preparados” para la formacion de
NETs y tanto el grado de “sensibilizacion” como los niveles de NETs en sangre se han
correlacionado con la gravedad y la mortalidad de la enfermedad?”-?2%%, Ademas las
histonas que se encuentran en las NETs son tdxicas para las células y se han encontrado
en niveles elevados en lavados bronquioalveolares y plasa de los pacientes con SDRA.

VII. Eliminacion de NETs

Los mecanismos para la eliminacién de las NETs son poco entendidos. Durante la infeccién,
las NETs persisten durante varios dias® y se cree que son degradadas por la nucleasa
plasmatica DNasa 1.*? La inyeccion de esta enzima durante la infeccion por S. aureus
conduce a una rapida degradacion del ADN asociado a NET, pero se desconoce la dinamica
del aclaramiento de NET por las enzimas endogenas. Las proteinas de las NETSs persisten
posterior a la degradacion del ADN®3, lo que sugiere que existen mecanismos de depuracion
adicionales que podrian involucrar la captacion de macréfagos, ya que la DNasa | facilita la
ingestion de NET por los macrofagos in vitro.®*

En resumen, los neutréfilos y la NETosis se has visto incrementados en pacientes con
COVID-19. Se desconoce si existen diferencias en la produccién de NETs por LDG y
neutréfilos convencionales en dichos pacientes y si su degradacion es normal.



Planteamiento del problemay justificacion

Actualmente, el mundo se encuentra enfrentando una pandemia por el nuevo coronavirus
SARS-CoV-2, que produce una enfermedad nueva en seres humanos conocida como
COVID-19. Aunque recientemente se ha descrito a la NETosis como un mecanismo de
dafio tisular en COVID-19, se desconoce si los granulocitos de baja densidad representan
una fuente importante de NETs en dicha enfermedad. Finalmente, realizar este estudio
contribuird a entender mejor el efecto patogénico de los neutréfilos y NETs en pacientes
con COVID-19 y plantear posibles estrategias terapéuticas.

Objetivos

Objetivo primario.
Analizar el papel de la NETosis en la fisiopatogenia del COVID-19

Objetivos especificos.

Evaluar la proporcion de granulocitos de baja densidad y NETs circulantes en pacientes
con COVID-19

Analizar la capacidad de los granulocitos de baja y normal densidad para producir NETs y
su contenido proteico

Determinar la capacidad sérica de eliminacion de las NETs

Hipotesis.
Los pacientes con COVID-19 tendran una mayor produccién y menor degradacion de las
NETs en comparacion con controles sanos

Material y métodos

Se realizd un estudio transversal en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidén
Salvador Zubiran, un centro de atencién de referencia para pacientes con COVID-19. Se
incluyeron 82 pacientes con COVID-19 confirmada por PCR para SARS-CoV-2. La
gravedad de la COVID-19 se clasifico de acuerdo a los siguientes criterios®:

1. Enfermedad leve/moderada: fiebre, sintomas de infeccién de vias aéreas superiores
con o sin neumonia.

2. Grave: cualquiera de los siguientes: insuficiencia respiratoria, frecuencia respiratoria
>30 respiraciones por minuto, saturacién de oxigeno en reposo <93% o PaO./FiO-
< 300 mmHg.

3. Critica: cualquiera de las siguientes: requerimiento de ventilacién mecanica invasiva
(VMI), choque, falla organica mdaltiple.

Se excluyeron a los pacientes con cancer, enfermedades autoinmunes, embarazo,
puerperio, enfermedades virales crénicas e infecciones agudas por bacterias u hongos. En
todos los pacientes se realizd una historia clinica completa, pruebas de laboratorio y una
tomografia computarizada pulmonar con dosis bajas de radiacién previo al inicio de
tratamiento farmacolégico en el departamento de urgencias.

El protocolo fue aprobado por el comité Institucional de Etica e Investigacion (REF: 3341)
en conformidad con la declaracion de Helsinki. Todos los pacientes y controles firmaron un
consentimiento informado previo a la inclusién al estudio.



Con la finalidad de evaluar el papel de las NETs en la hiperinflamacién y autoinmunidad en
la COVID-19 se realizaron los siguientes procedimientos:

1. Evaluacion de la proporcion de LDGs por citometria de flujo multiparamétrica.
El porcentaje y nUmeros absolutos de LDGs se midié6 mediante citometria de flujo
posterior al aislamiento de células mononucleares (CMNs) mediante grandientes de
densidad con Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences, lllinois, EE.UU.). Se
tomaron como LDGs aquellas células CD14-, CD15+ en el gate de células
mononucleares y se usé CD10 como marcador de madurez (todos los anticuerpos
de citometria fueron de Biolegend, California, EE.UU.). Un millén de eventos fueron
adquiridos en un citdmetro de flujo LSR Fortessa (BD Biosciences, Nueva Jersey,
EE.UU.). Los datos fueron analizados con el software Flow-Jo v10.7.

2. Cuantificacion de la cantidad de NETs de LDGs y NDGs por microscopia
confocal
Los LDGs fueron aislados de las CMNs por seleccion con columnas LS (Miltenyi
Biotec, Renania del Norte-Wesrfalia, Alemania) utilizando las perlas magnéticas
CD66b (Miltenyi Biotec, Renania del Norte-Westfalia, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante. La viabilidad y pureza fueron >90% de acuerdo con la
tincion de azul tripano y citometria de flujo respectivamente. Los granulocitos de
densidad normal (NDG) fueron aislados por sedimentacion con dextran. Dos
millones de LDGs o NDGs fueron resuspendidos en buffer de incubacién de
incubacion (RPMI sin rojo fenol, 1% suero bovino fetal, 1% de 10 mM HEPES), para
posteriormente ser sembrados en cubreobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Gibco,
Massachusetts, EE.UU.). Las muestras se incubaron durante 40 minutos a 37°C con
CO2 al 5% vy se fijaron toda la noche a 4°C con paraformaldehido al 4% (Merck,
Nueva Jersey, EE.UU.). Posteriormente, las muestras fueron lavadas tres veces con
PBS, se permeabilizaron con tritdn X-100 al 0.2% durante diez minutos y los sitios
de union no especificos fueron bloqueados con gelatina porcina al 0.2% (Merck,
Nueva Jersey, EE.UU.) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las muestras
se incubaron con rabbit anti-MPO (Agilent, California, EE.UU. Las muestras se
montaron en laminillas con ProLong Gold con DAPI (Thermofisher Scientific,
Massachusetts, EE.UU.). Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio
confocal Eclipse Ti-E Nikon (Minato, Tokio, Japén). La cantidad de NETs se
cuantificé dividiendo el nimero de estructuras en las que colocaliz6 MPO-ADN entre
el nimero de ndcleos en ocho campos a 40X. %% La longitud de los NET se calculd
utilizando el complemento SNT de Fiji como se ha descrito anteriormente!® mediante
el software Fiji.

3. Evaluacién de la degradacion de las NETs por suero.

Se estimularon 3 millones de neutrdfilos de controles sanos con 2.5 micromolar
forbol miristato acetato (PMA) (Merck, Nueva Jersey, EE.UU.) durante 4 horas para
inducir la NETosis. Las muestras fueron incubadas con suero al 10% en RPMI sin
fenol rojo durante la noche a 37°C y con CO2 al 5%. Después de fijarse, se marcaron
las muestras con rabbit anti-MPO como se describié arriba. Para calcular el
porcentaje de degradacion de las NETS, se cuantifico la cantidad de NETs restantes
posterior a los estimulos con suero 10% con o sin la adicibn de nucleasa
microcécica 1:10000 o DNAsa recombinante humana (1U/mL) (Thermo Scientific,
IL, EE.UU.) en comparacion con la NETosis inducida por PMA sin estimulos.

4. Andlisis estadistico.
Las variables cuantitativas se expresaron como medianas e intervalos intercuartiles
(IQR). Las diferencias entre las medianas fueron evaluadas por las pruebas de



Abs LDG
CD10+ LDG

CD10- LDG

Kruskal Wallis y U de Mann-Whitney. La correlacion entre la variables cuantitativas
fue analizada por la prueba de Spearman Rho y representadas como una matriz de
correlacion. La asociacion entre variables cualitativas se analizé con la prueba Chi-
cuadrada.

Resultados

La COVID-19 se caracteriza por la produccién de LDGs inmaduros. El porcentaje y el
namero absoluto de LDGs maduros e inmaduros fue mayor en los pacientes con COVID-
19 grave o critica (Tabla 1). Los LDGs de pacientes con COVID-19 tenian un fenotipo
predominantemente inmaduro, como se demostrd por la ausencia de expresion de CD10.
Como se muestra en la Figura 1, los subconjuntos de LDGs se correlacionaron con
caracteristicas clinicas distintivas de COVID-19.
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Figura 1. Los subgrupos de LDGs correlacionan con diferentes caracteristicas
biolégicas de la COVID-19. Se muestra una matriz de correlacion con las variables
estadisticamente significativas.

Los NDGs de los pacientes con COVID-19 son la proncipal fuente de NETosis espontanea.
Se evalud la capacidad de los NDGs y los LDGs para producir NETs ex vivo. Como se
muestra en a Figura 2, tanto los NDGs como los LDGs de pacientes con COVID-19 tienen
una NETosis aumentada, sin embargo, las NETs de los NDGs se caracterizan por una
mayor longitud.
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Figura 2. Los LDGs y NDGs de los pacientes con COVID-19 son propensos a NETosis
espontanea. A. Imagen representativa de microscopia confocal de NETs espontaneas de
los subconjuntos de neutréfulos de COVID-19 segun la gravedad de la enfermedad. B. Los
LDGs de los pacientes con COVID-19 tienen una mayor cantidad de NETs. C. Los NDGs
de los pacientes con COVID-19 tinene una longitud mayor.

El suero de los pacientes con COVID-19 grave vy critica, tienen una degradacién deficiente
de las NETs, que se corrige posterior a la aplicacién de DNAsa recombinante humana.
Después de encontrar que los pacientes con COVID-19 tienen una NETosis aumentada, se
decidi6 probar si los pacientes con esta infeccidn tenian una degradacion deficiente de las
NETs. Como se muestra en la Figura 4, el suero de los pacientes con COVID-19 grave o
critica tenian un porcentaje mas bajo de degradacion de NETs en comparacioén con
donadores sanos y los pacientes con COVID-19 leve o moderada al ser tratados con
nucleasa microcdcica (15.98 (6.42-25.20) vs 34.29 (26.12-58.11) vs 32.45 (29.39-34.69) y
53.88 (38.88-60.00) respectivamente, P=0.0004).
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Figura 3. Los pacientes con COVID-19 grave y critica tienen una degradacion de NETs
deficiente. A. Imagen representativa de microscopia confocal de la capacidad de
degradaciéon de NETs de acuerdo con la gravedad de la COVID-19. La degradacion
deficiente se corrige posterior a la adicion de DNAsa humana recombinante. B-C. Los
pacientes con COVID-19 grave o critica tienen una degradacién deficiente de las NETs en
comparacion con los pacientes con COVID 19 leve o moderada y los donadores sanos (B).
La degradacién deficiente de las NETSs se revierte despues de la adicion de DNAsa humana
recominante y nucleasa microcécica.

Discusion

En este estudio, se encontrdé que los pacientes con enfermedad grave o critica por SARS-
CoV-2 tienen una produccién aumentada de NETSs, asi como una degradacion deficiente
de las mismas.

La respuesta inmune innata contra el SARS-CoV-2 empieza con el reconocimiento de sus
acidos nucleicos por receptores de RNA, incluyendo los TLR2, TLR7, RIG-1 y MDA5, con
la consecuente liberacion de interferones tipo | y lll, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-18.%¢ EI
reconocimiento de los virus por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
promueve y aumenta la liberacién de ciertos mediadores inflamatorios como los son la IL-8
e IL-17, lo cual favorece la quimiotaxis de neutréfilos a los pulmones®’ y eventualmente se
favorece la mielopoiesis de emergencia con el consecuente inicio de la tormenta de
citocinas y dafio a diversos érganos.*®

Dada la mielopoyesis de emergencia los neutréfilos de los pacientes con COVID-19, tienen
un fenotipo inmaduro como se ha podido mostrar por la presencia de expresion baja de
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CD10%, CD16, B-galactosidasa y aumento de la degranulaciéon® lo cual se encontr6
también en este estudio.

En enfermedades autoinmunes se habia encontrado que los LDGs se caracterizan por un
fenotipo activo mas propenso a formar NETs en comparacion con los NDGs.*° Sin embargo,
se encontr6 que en COVID-19, los NDGs son la fuente principal de NETs. Este hallazgo
puede ser compatible con que los LDGs de los pacientes con COVID-19 son similares a las
células mieloides supresoras dada la expresion de PDL1, lo cual puede explicar su baja
capacidad de produccion de NETSs.

Las citocinas proinflamatorias, complejos inmunes y productos microbianos son moléculas
que pueden aumentar la NETosis.*° Los NDGs de los pacientes con COVID-19 grave o
critico pueden estar cebados in vivo para producir espontaneamente NETSs, ya que estan
expuestos a IL-6, IL-2, IL-7, TNF, CXCL10, MCP-1, MIP1la, GM-CSF y M-CSF durante la
tormenta de citosinas.*

Ademas, se han detectado productos bacterianos como rRNA 16s y LPS en paciente con
COVID grave o critico sin infecciones bacterianas concomitantes y es sabido que los
pacientes con COVID-19 grave tienen disminucion en la fucosilacion de 1IgG aumentando
los niveles de IgG3, IgM e IgA.*? La IgG1 con a-fucosilacion e IgG3 favorecen la interaccion
con los receptores proinfllamatoris Fcy que tambien inducen NETosis espontanea.*®

En las infeccioens virales, las NETs son tanto un mecanismo de defensa como mediadores
de dafio tisular en los pulmones. Estudios previos han demostrado que el SARS-CoV-2
desencadena la NETosis posterior a la activacion de ACE2 e infecta a los neutrofilos,
haciendo que estos sean mas propensos a la NETosis.® En este sentido, las NETs se han
detectado en alveolos, intersticio pulmonar, bronquios y vasos sanguineos pulmonares®,
higado y glomérulos de los pacientes con COVID-19.4

Las NETs promueven el dafio pulmonar por medio de la induccion de apoptosis de celulas
alveolares®® y aumento de la densidad de las secreciones.? Ademas las NETs promueven
la inmunotrombosis por medio de la captura de moléculas protrombdticas incluyendo
plaquetas, FVW, factor tisular, histonas, HMGB-1, proteasas de neutrofilos y fibrinogeno; al
mismo tiempo se degradan moleculas anticoagulantes como la trombomodulina.?

Tambiénen contramos que el suero de los pacientes criticamente enfermos y con COVID -
19 grave, tienen alterciones en el aclaramiento de los componentes de las NETS, esta
deficiencia puede ser revertida tras la admnistracion de DNasa humana recombinante.
Estos datos sugieren una inhibicion in vivo o una deficiencia de DNasa enddgena. Otros
virus como el adenovirus tipo 5 tienen proteinas especificas que se unen el ADN, que
actGan como inhibidores de la DNasa.”® En ese sentido, los niveles plasmaticos de DNasa-
1 se reducen notablemente en pacientes con sepsis por SARS-CoV-2.%¢ Las nanoparticulas
de accién prolongada recubiertas de DNasa-1 se han sugerido como una intervencién
terapéutica para reducir eficientemente la produccién de citocinas inducidas por NETosis y
NF-kB en un modelo de ratdn séptico al mejorar la estabilidad de la enzima.*® Otro efecto
beneficioso de DNasa es su papel potencial en la viscoelasticidad de las secreciones de las
vias respiratorias, disminuyendo la gravedad del COVID-19 y mejorando la funcién
pulmonar.*” Ademas, la administracién de dornasa alfa en pacientes con COVID-19 ha
demostrado mejorar la NETosis in vitro y el aclaramiento viral, incluso 72 horas después de
la aparicion del primer sintoma.*” Se deben realizar mas estudios para revelar si las
proteinas SARS-CoV-2 son capaces de inhibir la actividad de la DNasa.
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Conclusiones

Los pacientes con COVID-19 tienen un enriquecimiento en los granulocitos, incluyendo
aquellos de baja densidad y con fenotipo inmaduro. Tanto los LDG como los neutréfilos
convencionales producen NETs espontaneas, siendo mas largas las de los neutréfilos
convencionales. Los pacientes con COVID-19 tienen deficiencia en la degradacién de
NETSs, se requieren nuevos estudios para verificar la causa de la deficiencia de la funcién
de DNasa en dichos pacientes.
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