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Resumen: Las trampas extracelulares de neutréfilos (NET, por
sus siglas en inglés) han surgido recientemente como un vinculo
potencial entre la inmunidad y la inflamacién, que podria
cumplir un papel clave en la patogénesis de las infecciones de
vias respiratorias. El objetivo de esta revisién es determinar
su rol como marcador pronéstico en enfermedades infecciosas
de vias respiratorias. Para la elaboracién de este articulo de
revisidén narrativa se consultaron las publicaciones disponibles
a través de una busqueda automatizada en las bases de datos
de PubMed, Scopus y Embase. Las concentraciones elevadas
de trampas extracelulares de neutréfilos (cfADN, complejos
de mieloperoxidasas-ADN) en pacientes con cuadro clinico
grave por infecciones de vias respiratorias, se relacionan con
una estancia hospitalaria més larga, periodo prolongado de
administracion de antibidticos, aumento del riesgo de ingreso a
la UCI, necesidad de ventilacién mecénica, disfuncién organica
e incluso la muerte (p < 0,05). A pesar de no contar con un
pardmetro de medicién estandarizado, el exceso de trampas
extracelulares de neutréfilos se corresponde con la gravedad
del dafo tisular observado en pacientes con infecciones de vias
respiratorias, esto revela el importante rol prondstico de la
respuesta de los neutréfilos y del proceso de la NETosis en las
enfermedades infecciosas pulmonares.

Palabras clave: Neumonia, infecciones por coronavirus, trampas
extracelulares de neutréfilos, prondstico.

Abstract: Neutrophil extracellular traps (NET) have recently
emerged as a potential link between immunity and
inflammation, which could play a key role in the pathogenesis
of respiratory tract infections. This review aims to determine the
role of neutrophil extracellular traps as prognostic markers in
respiratory tract infectious discases. For this article a literature
review was undertaken, consulting available publications
through an automated search in PubMed, Scopus, and Embase
databases. High concentrations of neutrophil extracellular traps
(cfDNA, Myeloperoxidase-DNA complexes) in patients with
severe clinical presentation due to respiratory tract infections
are related to a longer length of hospital stay, prolonged period
of antibiotic administration and increased risk of admission to
the ICU, need for mechanical ventilation, organ dysfunction
and even death (p < 0.05). Despite not having a standardized
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measurement parameter, the excess of neutrophil extracellular
traps corresponds to the severity of tissue damage observed
in patients with respiratory tract infections, revealing the
important prognostic role of the neutrophil response and
NETosis process in pulmonary infectious diseases.

Keywords: Pneumonia, Coronavirus Infections, Neutrophil
Extracellular Traps, Prognosis.

INTRODUCCION

Las trampas extracelulares de neutréfilos (NET) consisten en redes de cromatina y proteinas granulares y
ADN, producto de laliberacién del contenido de los neutréfilos, como un mecanismo de defensa para atrapar

y destruir microorganismosl.
Los neutrdfilos son la primera linea de defensa del sistema inmune que en respuesta a estimulos
inflamatorios, utilizan diferentes mecanismos para eliminar microorganismos patdgenos, entre ellos, la

fagocitosis, la clegranulacién2 y las trampas extracelulares de neutréfilos que estin compuestas por fibras de

cromatina extracelular marcadas con proteinas antimicrobianas que participan en la respuesta inmune?, y
aunque su rol en la respuesta inmune es claro, la formacién excesiva también puede ser perjudicial para el

huésped, pues desencadenan mecanismo de respuesta inflamatoria no deseada®’.
Este es un mecanismo alternativo desarrollado por los neutréfilos, que fue descrito por Brinkmann ez 4/,
en el afio 2004, en el que los neutrdfilos llevan a cabo un mecanismo de defensa de los neutréfilos donde se

liberan estructuras fibrilares de ADN al espacio extracelular y es evidente que una de sus particularidades,

comparado con la fagocitosis y la degranulacion, es la eliminacién eficiente de microorganism056’7.

Actualmente, el estudio de nuevos marcadores inmunoldgicos constituye un drea importante de
investigaciéon con multiples aplicaciones potenciales en el diagnéstico, prondstico y tratamiento de

enfermedades infecciosas®, y debido a las funciones pleiotrépicas de los neutréfilos, especialmente en las vias

respiratorias, la convierte en un 4rea de interés’.

Por otro lado, se ha identificado que las infecciones de las vias respiratorias pueden ser causadas por un
grupo variado de agentes bacterianos y virales, que ocasionan enfermedades con sintomatologia similar,

representando asi una de las primeras causas de atencién médica en todo el mundo'’. Recientemente, la
aparicién de la pandemia de SARS-CoV-2 ha evidenciado la importancia de las infecciones respiratorias
virales, como la influenza, y otras infecciones de causa bacteriana, que estan asociadas, frecuentemente, a una

alta mortalidad'"'2.

Las infecciones de las vias respiratorias son una causa importante de morbi-mortalidad en todo el mundo®?.
Segtin el Foro Internacional de Sociedades Respiratorias (FIRS, por sus siglas en inglés), se estima que cerca

de cuatro millones de personas mueren a causa de infecciones cada ano, 98 % de ellas, debido a infecciones

de las vias respiratorias inferiores'*.

La elaboracién de este articulo de revisiéon narrativa incluyé la consulta de publicaciones disponibles
a través de una busqueda automatizada contenidas en las bases de datos de PubMed, Scopus y Embase.
Se incluyeron articulos originales, estudios de cohorte, articulos de revisién, en espanol y en inglés,
con una antigiiedad menor a los cinco anos en el 81,2 % de las referencias. Se utilizaron conectores
booleanos y la expresion de busqueda: infecciones de vias respiratorias AND trampas extracelulares de
neutréfilos, neumonia AND trampas extracelulares de neutrdfilos, respiratory tract infection AND neutrophil
extracellular traps, pneumonia AND neutrophil extracellular traps.
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Por lo tanto, el objetivo de esta revisién es describir el rol de las trampas extracelulares de neutréfilos como
marcador pronéstico en enfermedades infecciosas de vias respiratorias.

DiscusiON
Trampas extracelulares de neutréfilos en enfermedades infecciosas de vias respiratorias

Las NET, constituyen un fendmeno bioldgico de ruptura de la membrana nuclear de los neutréfilos como
respuesta ante la presencia de microorganismos, lo que permite la mezcla de los componentes celulares y
nucleares, que finaliza con la ruptura de la membrana celular y la liberacién de los componentes al medio
extracelular y de esta forma, atrapar a los microorganismos y evitar su proliferacion.

Los neutrdfilos son altamente eficaces en la eliminacién de los patdgenos y con minimos efectos adversos

sobre el huésped, sin embargo, estos mecanismos efectores podrian no ser insuficientes para controlar una

infecciéon masiva®>.

El rol de las NET se ha vuelto de interés, por su papel en las enfermedades infecciosas de las vias
respiratorias. Antes de su liberacién, estos se conforman por una mezcla compleja de componentes

intracelulares que son organizados por los neutréfilos dentro del citoplasmaw. Se conocen entre 20 y 30
proteinas que forman las trampas extracelulares, incluyendo proteinas antimicrobianas y proteasas, al igual
que proteinas del citoesqueleto y enzimas glucoliticas. La liberacién de NET puede depender de la elastasa

de neutréfilos, especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), especies reactivas de nitrédgeno

(RNS, por sus siglas en inglés) y la citrulinacién de histonas'”.

Al ser liberados, atrapan y destruyen bacterias, hongos, virus y protozoos, participan en las defensas
inmunitarias del huésped mediante la formacién de trampas para evitar la propagacién del patégeno en

el organismolg. Aunque la formacién de NET es un mecanismo de defensa contra microorganismos,
algunos datos recientes sugieren que la formacion excesiva de estos contribuye a la formacién de lesiéon

pulmonar al causar muerte de células epiteliales, endoteliales y pulmonares, asi como la formacién de trombos

intravasculares'>%,

La produccién de NET es consecuencia de una forma regulada de muerte celular llamada NETosis, un

tipo de muerte celular diferente a la apoptosis o la necrosis> 1?2, Vorobjeva et al., han descrito los diferentes
mecanismos de la NETosis. Una de ellas, la NETosis via clasica o suicida, es la que finaliza con la muerte
celular y la NET osis vital en la que se mantiene la viabilidad y funcién de los neutréfilos, y se describe como

la muerte celular programada. Se caracteriza por la liberacién de componentes granulares en el citosol, asi

como por la descondensacién de la cromatina asociada con la modificacién de las histonas®>.

La formacién desregulada de las trampas extracelulares de neutréfilos contribuye a la patogénesis de las
infecciones de las vias respiratorias, la NETosis se asocia con la gravedad de la enfermedad en pacientes que

sufren lesiones de multiples 6rganos inducidas por infecciones virales como el SARS-CoV-2%,
Se cree que algunos neutréfilos que sobreviven, se vuelven anucleares y pueden provocar daio tisular. Segtin
Twaddell ez 4/.,1a formacién de NET produce un efecto citotdxico para el epitelio y el endotelio pulmonar. Su

produccidn excesiva se observa en enfermedades de las vias respiratorias como la neumonia y otras patologfas

que causan lesién pulmonar aguda, asi como en diversas enfermedades pulmonares crénicas®.

Al iniciar la liberacién de componentes quimioatrayentes y el reclutamiento de neutréfilos, se genera una
respuesta universal del individuo ante los virus o bacterias. Ante dicho estimulo, la membrana celular de los

neutréfilos expresa receptores y moléculas de adhesion para varios ligandos, incluidas las inmunoglobulinas,

las moléculas de membrana en otras células y las citoquinas™.
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Segun Tomar ez 4l., la infiltracién progresiva de los neutréfilos en el sitio de la infeccién y liberacion de
NET produce una respuesta inmunitaria al liberar citoquinas y quimioquinas en gran cantidad resultando
en una «tormenta de citoquinas» que contribuyen al desarrollo de sindrome de distrés respiratorio agudo
(SDRA), sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y sepsis. Mediante la liberacién de NET en procesos
infecciosos se dispersan las histonas, el ADN vy las proteinas granulares, complejos de la mieloperoxidasa
(MPO), la elastasa de neutrdfilos, la catepsina G y la proteinasa 3, lo que da como resultado una destruccién
grave del tejido y establece el ciclo de auto amplificacién de la necroinflamacién®.

La inflamacién es crucial para la defensa inmunitaria contra los patdgenos. Sin embargo, cuando se
encuentran desreguladas, las citoquinas que normalmente median en la inmunidad protectoray promueven
la recuperacién pueden causar un estado inmunitario hiperactivo, produciendo mayor dafio en el tejido
pulmonar®?®.

Y sibien, en la actualidad se usan diversos biomarcadores de respuesta inflamatoria e infeccién, en concreto
las interleucinas, proteina C reactiva (PCR) o procalcitonina por su fiabilidad para ser utilizados de manera
rutinaria como marcadores diagnc')sticos y prondsticos, estos presentan varias limitaciones. Unos muestran
poca estabilidad y una vida media corta, otros, una cinética més lenta o no se elevan en infecciones virales,
lo que limita su utilidad™.

Por tanto, es importante explorar la utilidad de nuevas moléculas como las NET y sus componentes como
un nuevo marcador prondstico en las infecciones respiratorias.

Identificacién y cuantificacion de trampas extracelulares de neutréfilos en enfermedades
infecciosas de vias respiratorias

Pérez et al. refieren que los procedimientos para cuantificar trampas extracelulares de neutréfilos son muy
diversos y no se ha logrado un consenso entre los investigadores para establecer un método en particular que
sea considerado el «estandar de oro»?'. De igual forma, Plana ez 4/. manifiestan que, hasta la fecha, ningin
método directo y fiable para cuantificarlos ha sido reportado, por lo que las mediciones de la NETosis se

basan usualmente en cuantificaciones indirectas de sus componentes por separado o combinados®?.
Las trampas extracelulares de neutréfilos se han estudiado en gran detalle y se han descrito varios
componentes; los mds importantes incluyen la cromatina descondensada, las histonas nucleares y 30

componentes mds de proteinas granulares con actividad bactericida tales como las elastasas de neutréfilos

(NE, por sus siglas en inglés), mieloperoxidasas, catespina G, lactoferrina, entre otros> >4,

No obstante, no todos los componentes son especificos de la NETosis, sino también pueden estar presentes
en otras células nucleadas (p. ¢j., eosinéfilos, macréfagos, mastocitos) y pueden liberarse durante otras formas
de muerte celular distintas a la NETosis>>. Por ello, la formacién de NET se refleja mejor en la liberacién
de marcadores especificos de neutréfilos, tales como histonas citrulinadas 3 (H3Cit), complejos de MPO-
ADN, NE y ADN circulante fragmentado (cfADN), que son los marcadores medidos en la mayoria de los
estudios®.

La medicién de ADN total no es especifica de NET también mide el ADN que proviene de células
necroticas. Los complejos MPO-ADN son més precisos, debido a que en conjunto miden el ADN vy la
MPO que proceden especificamente de los neutréfilos®. Sin embargo, la cuantificacién de H3Cit mediante

inmunohistoquimica es considerado el marcador mas fiable, este proceso es especifico de la NETosis*.
Los métodos para cuantificar tanto a las NET como a sus componentes se apoyan en una amplia variedad
de técnicas incluyendo el enzimoinmunoanalisis de absorcién (ELISA), la citometria de flujo, los ensayos

basados en ADN libre de células, la microscopia confocal tridimensional y la microscopia fluorescente®*.
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A pesar de que cada una de estas técnicas y métodos tiene sus ventajas, Gupta ez 4/. reportan que existen
limitaciones especificas de cada uno de ellos?.

Aun cuando estos métodos de medicién proporcionan informacién sobre los cambios en la morfologia de
los neutréfilos durante una infeccién y en los procesos bioquimicos que presentan las células que mueren por
la NET osis, presentan una serie de limitaciones, tales como la falta de objetividad, el bajo rendimiento, son
mondétonos, lentos y dificiles de comparar y/o reproducir entre laboratorios, y tienen un alto costo*2. Sin
embargo, Rebernick e 4/. afirman que uno de los métodos més utilizados para cuantificar los NET es hacer
un conteo a simple vista del nimero de células que tienen ADN descondensado y/o proteinas asociadas a las
NET mediante microscopia de fluorescencia®.

El acceso a las muestras de tejidos generalmente es limitado; sin embargo, se ha logrado hacer anilisis de
las NET en muestras de pacientes, lo que ha contribuido en la caracterizacion del rol de estas en diferentes
enfermedades y probablemente, a trazar nuevas lineas de biomarcadores y dianas terapéuticas, debido a que
los pardmetros en sangre y plasma de la formacién de NET han permitido ser considerados como potenciales

marcadores pronésticos44.

La cuantificacién de las NET en plasma y sangre permite una mejor comprensién de los procesos
fisiopatoldgicos sobre la inmunidad humana, recapitulan mal la biologia de los neutréfilos en el pulmén que
sufre procesos inflamatorios. De hecho, los neutréfilos inactivos presentes en la circulacién periférica para
poder migrar al tejido pulmonar per se, deben sufrir diferentes procesos de maduracién antes de alcanzar
un estado activo. Por ello, los neutréfilos bronquioalveolares representan un modelo més preciso para los
estudios de patologias pulmonares, especialmente de origen infeccioso®.

Dado que los métodos que existen para cuantificar los NET y sus componentes no estin estandarizados 'y

presentan problemas de sensibilidad y especiﬁcidad47, hasta el momento no existe un valor ni rango especifico
ue determine los niveles o concentraciones «normales» frente a los niveles «patologicos» de las NET y/
q p g y

0 sus componentes en un tejido48.

Usualmente, en los ensayos clinicos se emplea lo que se conoce como «cut-off value» para establecer
estos valores. Para ello, se determinan los niveles de NET y/o sus componentes en muestras de plasma,
lavado bronquioalveolar o esputo de pacientes control, para obtener un valor de prueba y compararlo
posteriormente con un valor de referencia. El valor de referencia representa entonces el nivel de umbral de
las NET, niveles por encima de este indican riesgo de mortalidad, complicaciones o estancia hospitalaria

prolongada(Tabla 1)%.

Trampas extracelulares de neutréfilos en el pronéstico de enfermedades infecciosas de
vias respiratorias

Un estudio reciente por Zhu ez al., realizado en 93 pacientes hospitalizados con influenza tipo A, demostré
que los NET de pacientes con H7N9 y HIN1 incrementan la permeabilidad de las células epiteliales vy,
en consecuencia, los niveles de cf-ADN y MPO-ADN tienen una correlacion positiva con el sistema de
puntuacién APACHE Il y célculos aproximados de mortalidad (r = 0,4802, p < 0,05) confirmando el efecto
danino de los NET en el parénquima pulmonar. El deterioro singular de la distensibilidad pulmonar sugiere
que los pacientes con mayor cantidad sérica de NET en los primeros dias desde el ingreso, tiene mayor riesgo
de complicaciones, de estancia hospitalaria y/o incluso la muerte>’.

De igual forma Zho ez al. mencionan que cuando los NET no se regulan adecuadamente se asocian
con enfermedades graves, incluso en los pulmones de pacientes con sindromes de dificultad respiratoria
aguda bajo ventilacién mecdnica, como lo demuestran en su estudio al comparar las muestras de pacientes
con COVID-19 severo con necesidad de ventilaciéon mecanica y pacientes con COVID-19 leve respirando
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aire ambiente, evidenciando que los pacientes que necesitaron ventilacién mecdnica tuvieron niveles
significativamente mds altos de fADN y MPO-ADN (p = 0,05)54.

Estos estudios hacen suponer que el COVID-19 severo podria definirse por una neutrofilia, de la misma
forma en que se observa en otras enfermedades ocasionadas por virus pandémicos, incluidos la influenza
HINT1, el SARS-CoVy el coronavirus del sindrome respiratorio del Oriente Medio, que también presentan
una infiltracidon de neutréfilos en el sitio de infeccidn, revelando una asociacidon entre la circulacién de
marcadores de NET vy la inflamacién, una disregulacién de la homeostasis y el dano endotelial, con el

consecuente desarrollo del sindrome de dificultad respiratoria aguda™.

Recientemente, Ebrahimi ez 4/. también observaron que la activacion excesiva de los neutréfilos y
la produccién consiguiente de NET en pacientes con neumonia estdn asociados a un aumento de
complicaciones, como la incapacidad del intercambio gaseoso alveolar, la disfuncién pulmonar y el aumento
del riesgo de muerte. En su estudio incluyé a 310 pacientes con neumonia adquirida en la comunidad, en el
que notaron que el tiempo de estabilizacién clinica de los signos vitales era més prolongado en los pacientes
que tenfan mayores niveles de NET con una mediana de 5,0 (entre 2,6 y 9,0 dias), comparado con aquellos
con niveles mds bajos, es decir, los que se encontraban en los tres cuartiles inferiores (mediana de 4,0; entre 2,0
y 7,9 dias) con un cociente de riesgos instantédneos ajustado de 0,97; IC 95 % 0,94 - 0,99; p < 0,01), el tiempo
para el alta fue més corto en sujetos con menores niveles de NET (mediana de 7,0; entre 5,0 y 11,0 dias en
comparacién con 9,0; entre 5,0 y 14,0 dias: HR 0,90; IC 95 % 0,82 - 0,99; p < 0,05) y una administracion
mds prolongada de antibidticos intravenosos en sujetos con concentraciones mas altas (IC 95 % 0,1- 0,94;
p< 0,05)56.

Por lo tanto, los autores proponen que el efecto sistémico y local de inflamacién proporciona una manera
de medir los cambios de los marcadores séricos de NET para valorar el prondstico de la enfermedad y a su
vez establecer nuevas dianas terapéuticas. La evidencia reciente muestra que los altos niveles de NET séricos
al ingreso, se asocian con un peor pronéstico.

CONCLUSION

Con base a la literatura consultada, los datos muestran que los niveles elevados de marcadores circulantes
de NET en pacientes con infecciones de vias respiratorias pueden ser considerados como un marcador
prondstico, pues ilustran la severidad del dano celular observado, precisamente entre los pacientes con un
cuadro clinico més grave, senalado por medio de escalas de severidad. Ademas, estdn relacionados con una
estancia hospitalaria més larga, un periodo prolongado de administracién de antibi6ticos intravenosos, un
mayor riesgo de ingreso ala unidad de cuidados intensivos, la necesidad de ventilacién mecanica, la disfuncion
orgénica e incluso con la muerte.

La cuantificacién delos marcadores de NET es dificil de ser implementada en la préctica clinica debido alos
desafios que existen por la falta de métodos estandarizados para su medicion, sin embargo, los hallazgos son
importantes, ya que refuerzan el hecho de que la NET osis puede convertirse en un biomarcador de prondstico
de severidad util en las enfermedades infecciosas de vias respiratorias, especialmente en la COVID-19, la
influenzay la neumonia bacteriana que han sido las mas estudiadas y podrian ser el objetivo terapéutico antes
del desarrollo de sindrome de dificultad respiratoria aguda.
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TABLA 1
Comparacién de valores de referencia de marcadores
de la NETosis, método de deteccién y tipo muestra

Referencia Muestra Método de medicién NET Valor de referencia
cfADN 2486 + 38,5 ng/mL
Zhu Letal® Sangre ELISA
Complejos de MPO-ADN 1,1 fold
cfADN Indetectable
Mikacenic Cet al®' Liquido de lavado Ensaps . Complejos de MPO-ADN Indetectable
bronco- alveolar colorimétricos
Peroxidasa Indetectable
cfADN 345 (319 - 486) ng/mL
Ng H et al5? Sangre ELISA Complejos H3Cit-ADN 84 (64-101) ng/mL
NE 16 (12 - 23) ng/mL
PCR en tiempo real cfADN 41 (2,8-5,3) ng/uL
Histonas H3 0,0(0,0-0,0) pa/mL
Huckriede J et al®? Plasma ELISA NE 0,0 (0,0 -0,0) ng/mL
GAS6 14,4 (11,0-19,7) ng/mL
SAXL 17,3(13,7 - 18,4) ng/mL

cfADN ADN circulante fragmentado
ELISA enzimoinmunoanalisis de adsorcién
GAS6 gen especifico de detencién del crecimiento 6
H3Cit histonas citrulinadas
NE elastasas de neutréfilos
NET trampas extracelulares de neutréfilos
MPO micloperoxidasa
PCR reaccién en cadena de polimerasa

sAxl Axl soluble
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