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Destaques:
(1) A formagdo excessiva de NETs esta associada como biomarcador de eventos trombdéticos.
(2) A hiperinflamagdo na Covid-19 contribui para a formagdo excessiva de NETSs.
(3) Existéncia de correlagdo positiva entre formagao de NETs e gravidade na Covid-19.

RESUMO

O presente estudo tem como objetivo descrever a associa¢do entre a formagdo de NETs e o desenvolvimento de agravos pulmonares na Covid-19, bem
como explorar o seu desempenho como biomarcador na doenca. Trata-se de uma revisdo bibliografica integrativa de literatura, por meio do levanta-
mento de artigos cientificos nas bases de dados: PubMed, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) e Medical Literature
Analysis and Retrieval Sistem On-line (Medline). A partir dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 18 artigos para essa revisdo. A ativagdo
de neutroéfilos e a formagdo de NETs foram descritos como principais fatores de risco para a mortalidade em pacientes Covid-19. A liberagdo de NETs
correlaciona-se significativamente com a gravidade da patologia pulmonar. Por meio desse estudo conclui-se que formagdo de NETs excessivos estd
presente em casos graves de Covid-19 e associada como um biomarcador de diversas complicagdes, como trombose e coagulopatias.
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NEUTROPHILIC EXTRACELLULAR TRAPS AND ASSOCIATION WITH SERIOUS PULMONARY COMPLICATIONS AT COVID-19
ABSTRACT

The present study aims to define an association between the formation of NETs and the development of pulmonary disorders in Covid-19, as well as to
explore its performance as a biomarker in the disease. This is an integrative literature review, through the survey of scientific articles in the following
databases: PubMed, Latin American and Caribbean Literature in Health Sciences (Lilacs) and Online Medical Literature Analysis and Recovery System
(Medline) Based on the inclusion and exclusion criteria, 18 articles were selected for this review. Activation of neutrophils and formation of NETs have
been defined as risk factors for mortality in Covid-19 patients. The release of NETs is fully correlated with the severity of the pulmonary pathology.
Throughout this study, it is concluded that the formation of excess NETs is present in severe cases of COVID-19 and associated as a biomarker of several
complications such as thrombosis and coagulopathies.
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INTRODUCAO

A doenga viral Covid-19, causada pelo coronavirus 2 da Sindrome Respiratdria Aguda Grave
(Sars-CoV-2), tem ameacado a salde humana e a seguranca publica,! ja com mais de 5,18 milhdes de
mortes.? Na maioria dos casos de Covid-19, manifestam-se sintomas leves como gripe, febre, tosse
e dor de garganta. Em aproximadamente 10% dos individuos, no entanto, a infeccao por Sars-CoV-2
pode induzir insuficiéncia respiratdria letal, que lembra a Sindrome do Desconforto Respiratdrio
Agudo (SDRA)3. As respostas imunotromboticas e hiperinflamatdrias causadas pelo Sars-CoV-2 sio
consideradas as principais causas de insuficiéncia respiratéria e morte, mas a fisiopatologia da doenca
decorre de alteragdes imunopatoldgicas pulmonares.*

A infecgdo pelo Sars-CoV-2 e a consequente destruicdo de células pulmonares desencadeiam
uma resposta imune local, devido ao recrutamento de macréfagos/mondcitos e neutréfilos que reagem
a infec¢do. Os macréfagos também atuam na liberagdo de citocinas e na media¢do (apresentagdo
de antigenos) de respostas imunes adaptativas de células T e B. Esse processo é capaz de resolver a
infeccdo na maioria dos casos, no entanto pode ocorrer uma resposta imune disfuncional responsavel
por uma patologia pulmonar grave e até sistémica.’

Quando células humanas sao infectadas por virus, ocorre a apresentacdao de antigenos virais
para células T e B por meio do complexo de histocompatibilidade (MHC) e células apresentadoras
de antigenos (APCs) e subsequente ativacdo dos mecanismos de imunidade inata e adaptativa.® A
partir do reconhecimento das células infectadas, pelos sistemas imunes, tanto inato como adaptativo,
inicia-se a producdo de citocinas. Destacam-se entre as principais citocinas produzidas o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y). O TNF-a é responsdvel pela ativagdo
neutrofilica, promocado da coagulacdo e atuacdo a nivel central para o desenvolvimento de febre; o
interferon-gama induz a atividade macrofagica de destruicdo do patdgeno e amplia a liberacdo de
citocinas (pré-inflamatérias, pro-fibroticas e regulatdrias da resposta imune).> A produgio exacerbada
de citocinas promove um aumento do nimero de neutrdfilos circulantes e tem sido descrita como
um indicador da gravidade dos sintomas respiratérios e de desfecho clinico ruim na Covid-19.” Os
neutréfilos sdo as células mais abundantes do sistema imunoldgico inato,® e desenvolvem um papel
essencial para a protecao dos tecidos contra agressores, promovendo uma resposta celular rapida e
diversificada aos microrganismos, bem como também atuam no reparo e renovagdo tecidual apds
o processo inflamatdrio e/ou infeccioso.® A eliminagdo de microrganismos pelos neutréfilos ocorre
mediante mecanismos inespecificos, como o estresse oxidativo e a producado de varios fatores antimi-
crobianos. As principais estratégias utilizadas para controlar infecgdes incluem fagocitose ou liberagdo
de mediadores citotdxicos derivados de granulos.°

Os agravos do quadro clinico e laboratorial da Covid-19 estdo relacionados com a morte
dos neutrdfilos e a expressiva formacdo das Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas — Neutrophil
Extracellular Traps (NETs), contribuindo para um aumento da resposta inflamatdria e evolucdo
desfavoravel da doenca.'* Os NETs sdo liberados pelos neutrdfilos, apds a morte (NETosis) ou ndo
dessas células, e consistem em estruturas grandes, extracelulares, semelhantes a teias, compostas
por fibras de DNA associadas a varios fatores antimicrobianos como: histonas citrulinadas, defensinas,
elastase neutrofilica (NE) e mieloperoxidase (MPQO). As armadilhas sdo muito eficientes na captura e
destruicdo de patdgenos, mantendo localizada a infeccdo e limitando a disseminacdo de bactérias,
virus ou fungos.?

Ou seja, durante a resposta inflamatéria, citocinas como a interleucina IL-1B3, induzem dois
grandes eventos intracelulares em neutrdfilos: descarga de antimicrobianos de granulos, bem como a
descondensacdo e descarga de cromatina do nucleo.®® Recentemente, a formacgdo de NETs foi proposta
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como um mecanismo distinto de resposta imune inata, pelo qual os neutrdfilos localizam e matam os
patdgenos.®®

Os efeitos da formacdo de NETs em alta quantidade no hospedeiro podem ser prejudiciais,
devido a toxicidade de seus compostos e exposi¢do as células endoteliais e tecido parenquimatoso.*
Na Covid-19, especificamente, as citocinas induzem a geracdo de material antimicrobiano extracelular
por células imunes inatas, como a producdo de NETs, resultando na producdo exacerbada de citocinas
e em um quadro imunoldgico prejudicial ao individuo.® Nesse sentido, o presente estudo tem como
objetivo descrever a associagado entre a formacdo de NETs e o desenvolvimento de agravos pulmonares
na Covid-19, bem como explorar o seu desempenho como biomarcador na doenca.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na forma de uma revisdo integrativa de literatura,
observando-se que para o levantamento dos artigos cientificos realizou-se uma busca nas bases de
dados: PubMed, Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) e Medical
Literature Analysis and Retrieval System On-line (Medline). Foram utilizados, para busca dos artigos, os
seguintes descritores e suas combinag¢des nas linguas portuguesa e inglesa: “Armadilhas Extracelulares
Neutrofilicas”, “Covid-19” e “LesOes pulmonares”.

Os critérios de inclusdao definidos para a selecdo dos artigos foram: artigos publicados em
portugués, inglés e espanhol; artigos na integra que retratam a tematica referente a revisao integrativa
e artigos publicados e indexados nos referidos bancos de dados nos Gltimos cinco anos, com a pesquisa
de artigos sendo realizada de junho a dezembro de 2021.

A andlise dos estudos selecionados, em relacdo ao delineamento de pesquisa, e a sintese dos
dados extraidos dos artigos foram realizadas de forma descritiva, possibilitando observar, descrever
e classificar os dados, com o intuito de reunir o conhecimento produzido sobre o tema explorado na
revisao.

A amostra final desta revisdo foi constituida por 24 artigos cientificos. Destes, 22 foram
encontrados na base de dados PubMed, 2 artigos foram encontrados na base de dados Lilacs e nenhum
artigo foi encontrado na base de dados Medline. A partir dos critérios de inclusao e exclusao, foram
selecionados 14 artigos para essa revisdao, conforme demonstra a Figura 1 por meio de um fluxograma
da analise dos artigos encontrados.
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Figura 1 — Fluxograma de andlise dos artigos
Descritores:

“Armadilhas Extracelulares Nentrofilicas”,
“COVID-19" & “Lesdes pulmonares”

14 Artigos selecionados

Fonte: Os autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a selegdo, leitura e andlise dos artigos, identificamos as 4 principais categorias tematicas:
1) Liberacdo aumentada de citocinas pré-inflamatorias e geragdo de resposta imune excessiva através
das NETs (trés artigos); 2) Ativagdo da via intrinseca da coagulagcdo por NETs e modulagdo da resposta
hipercoagulativa (cinco artigos); 3) Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas como biomarcadores de
agravos em pacientes com Covid-19 (trés artigos); 4) NETs como alvo de estratégias terapéuticas para
Covid-19 (trés artigos).

Os artigos selecionados e analisados estdao apresentados no Quadro 1 com titulo, numeragao
correspondente a categoria tematica, autores e ano de publicagdo, populacdo amostral, tipo de
estudo, objetivo, principais resultados e principais conclusdes.
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Quanto a sistematizacdo dos resultados encontrados em cada uma das categorias tematicas,
descrevemos nos itens a seguir:

1) Liberacdo aumentada de citocinas pré-inflamatarias e geragdo de resposta imune
excessiva através dos NETs

A infeccdo por Sars-CoV-2 ativa macrdfagos alveolares ou células epiteliais para a producdo
de varias citocinas proé-inflamatdrias e quimiocinas, desencadeando ou recrutando mais células
imunes inatas e, assim, amplificando a inflamagdo.'® As citocinas induzem a geracdo de material
antimicrobiano extracelular por células imunes inatas, como os NETs, que, por sua vez, amplificam a
sintese de citocinas, criando um mecanismo continuo que pode se tornar prejudicial.®

A Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) causadas
por infeccdes de Sars-CoV-2 apresentam uma migracdo macica de neutroéfilos para os alvéolos devido
a produgdo de quimiocinas por células epiteliais e macréfagos.®® As células Thl e Th17 também podem
promover a ativacdo de células imunes inatas, produzindo citocinas pré-inflamatérias, incluindo IFNy,
IL-17 e TNFo.» Esses mediadores permitem o recrutamento progressivo de varias células inflamatdrias
de circulacdo e seu fluxo para os pulmdes.®

Além disso, a interleucina 1 beta (IL-1B) produzida por inflamacBes pode recrutar e ativar
neutréfilos, produzindo NETs excessivos,’® os quais podem contribuir para que ocorra insuficiéncia
respiratéria.’®> A mieloperoxidase (MPO) produzida por NETs causa necrose epitelial e apoptose
celular.®®

Os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) liberados por células epiteliais pulmonares
feridas também podem ativar células imunes inatas, contribuindo na inflamag¢do descontrolada.’®
Além dos DAMPs, o DNA contido nos NETs possui propriedades antigénicas, sendo responsavel por
causar a liberagdo aumentada de citocinas pré-inflamatérias.. Os NETs também atuam ativando os
macrofagos vizinhos na sintese de liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, provocando assim uma
resposta imune de ciclo continuo entre IL-1 e NETs.?

Outro aspecto importante destacado nos estudos avaliados é que as Armadilhas Extracelulares
Neutrofilicas podem regular negativamente a funcdo imunolégica das células T e NK, levando a
imunidade antiviral insuficiente e ferindo diretamente o tecido pulmonar.*®

2) Ativagdo da via intrinseca da coagulagdo por NETs e modulagdo da resposta hipercoagulativa

Acredita-se que a formacdo de NETs esteja envolvida na morte de patégenos como resposta
ao DNA extracelular; no entanto é possivel que o excesso de formacao liquida e ativacdo imunoldgica
possam causar danos aos pulmdes, induzindo a trombose.? A ocorréncia de danos endoteliais
durante a lesdo endotelial resulta na liberagdo do fator Von Williebrand (VWF), que exerce a ativagdo
de plaguetas e neutrdfilos. As plaquetas ativadas estimulam os neutréfilos a produzir NETs.*® Os NETs
promovem a adesdo de plaquetas ativadas e gldbulos vermelhos aos filamentos de acido nucleico. As
fibras de DNA servem como um meio para a concentracao de fatores de coagulacdo e formacao de
grandes conglomerados, causando obstrucdo local dos pequenos brénquios e que juntamente com a
NE sdo responsaveis pela superproducdo de mucina por células epiteliais.*

Um estudo realizado com autépsias de pacientes com Covid-19 identificou numerosos
neutréfilos em achados de trombos microvasculares, que em alguns casos apresentavam-se
parcialmente degenerados, consistentes e com armadilhas extracelulares de neutrdfilos.Y’

Outro estudo apontou a elevacdo significativa de HMGB1 e fator plaquetario 4 em pacientes
com Covid-19, os quais induzem a formacdo de NETs e regulam a degradacdo liquida. Além disso, a
hiper-reatividade plaquetaria novamente foi relatada como uma caracteristica patoldgica relacionada
a Covid-19, e sua contribui¢do para o desenvolvimento de coagulopatias com risco de vida associadas
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a formacdo de NETs. Esse estudo relatou que em doencgas graves, as plaquetas apresentam maior
expressdo de P-selectina, o que promove a formacdo de agregados de plaquetas e leucécitos. Esses
agregados estdo associados a hiper-reatividade plaquetdria, imunotrombose e danos aos capilares
pulmonares.?

As coagulopatias associadas a Covid-19 sdo atribuidas a varios mecanismos, incluindo ativagdo
aberrante de respostas de células imunes, inflamagdo excessiva e imunotrombose. Embora os NETs
sejam muitas vezes benéficos na captura e eliminacdo de patdgenos, também podem causar lesdes e
agravos, como a trombose e necessidade de intubacdo e morte na Covid-19.2

Entre os varios mecanismos pelos quais a infeccdo por Sars-Cov-2 pode resultar em trombose
microvascular e macrovascular, os NETs também foram descritos pela capacidade de iniciar as vias
extrinsecas e de contato, aumentando a apresenta¢do do fator tecidual, ativacdo do fator XII (FXIl),
bem como a captura e ativagdo de plaquetas. Consistente com essas observagdes, descreve-se que
pacientes com Covid-19 grave possuem marcadores séricos elevados de ativacdao de neutrdfilos e
formacdo liquida.’” O excesso de formacdo liquida e ativagdo imunoldgica podem causar danos aos
pulmdes, induzindo a trombose.?°

Os NETs foram encontrados em vitimas de Covid-19 nas microvasculaturas pulmonares, renais
e cardiacas, e foram considerados contribuintes para danos mediados por imunotrombose desses
0rgdos.’® Em amostras de soro de pacientes com Covid-19 foram encontrados marcadores de NETose
abundantes, como DNA livre de células, DNA associado a mieloperoxidase (MPO-DNA) e histona
citrulinada H3 (citH3), juntamente com niveis elevados da proteina C-reativa (PCR) e D-dimer.22 DNA
associado a mieloperoxidase (MPO-DNA) e histona citrulinada H3 (citH3) sdo considerados marcadores
especificos para NET remanescentes.'® Os dados imuno-histoquimicos comprovam o papel da NETose
na lesdo pulmonar associada a Covid-19 e complica¢des tromboembélicas.?

A resposta imune e os efeitos sistémicos, incluindo o impacto da trombose em grandes
vasos e microscopicos na gravidade da doenca, é significativa, e pode ser mais frequente em lesGes
pulmonares graves por Covid-19 do que outras formas de lesdo pulmonar aguda.?® As evidéncias
atuais indicam que a Covid-19 grave é um fendtipo especifico de Sindrome de Angustia Respiratdria
Aguda (ARDS) frequentemente apresentando danos alveolares difusos (DAD), disfuncdo endotelial e
um estado hipercoagulavel.?

3) Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas como biomarcadores de agravos em pacientes com
Covid-19

A lesdo pulmonar aguda no curso da infec¢do por SARS-CoV-2, e sua forma mais grave.— SDRA —
é intimamente dependente da formagdo de NETs dentro do tecido pulmonar e vasculatura pulmonar.
O endotélio pulmonar é um 6rgdo-alvo chave na doenca de Sars-CoV-2, posto que sua superficie
expressa receptores alvos de virus. A lesdo celular endotelial grave na microvasculatura pulmonar é o
fator mais critico para a SDRA relacionada a Covid-19, contribuindo significativamente para o aumento
da permeabilidade vascular, liberacdo de mediadores proé-inflamatdrios, acimulo e extravasamento
de leucécitos, ativagdo de vias pré-coagulantes e interrupgdo da barreira alveolar-capilar.®

A ativagdo de neutrdfilos e a formacdao de NETs tém sido descritas como os principais fatores
de risco para a mortalidade em pacientes com Covid-19.% Pacientes com Covid-19 que desenvolvem
SDRA apresentam aumento de NETs no soro e, o mais importante, a liberagao de NETs correlaciona-se
significativamente com a gravidade da patologia pulmonar. A consequéncia direta da persisténcia dos
NETs no pulmao é o dano de células epiteliais e endoteliais, impulsionadas predominantemente por
histonas.?*

De acordo com trabalhos recentes, as amostras de lavados broncoalveolares de pacientes com
Covid-19 grave internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) possuem quantidades significati-
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vamente maiores de NETs em comparacdo as amostras de pacientes com Covid-19 leve, admitidos
na Ala de Medicina Intermediaria (IMW). O grupo total de pacientes ndo sobreviventes observados
apresentou quantidades mais elevadas de NETs em comparagao com os pacientes que sobreviveram
as complica¢des da doencga.?* Também se descreve o aumento de neutréfilos em pacientes graves da
Covid-19 com SDRA em comparacdo a casos menos graves. Além disso, ocorre o aumento de vVWF
(marcador de lesdo endotelial e NETosis) nos pulm&es com Covid-19 em compara¢do com a faixa de
referéncia normal.?®

Segundo Gonzalez-Villalva et al.,* pacientes com doenca grave e entubados possuem valores no
plasma significativamente mais elevados nos complexos mieloperoxidase-DNA e histona 3 citrulinada,
marcadores de NETs; e em medidas de calprotectina, marcador de ativacdo de neutrdfilos,?®
juntamente com elevacdo dos niveis de proteina C-reativa (PCR) e D-dimero.?® Essas varidveis
associam-se ao aumento do risco de complica¢Oes respiratorias e trombdticas fatais. Um aumento
da razdo neutrdfilo/linfécito também estd associado ao aumento da gravidade. Além disso, plaquetas
ativadas a partir de danos endoteliais contribuem para a ativagcdo de neutréfilos nos alvéolos, que
perpetuam trombose e inflamacgdo.?®

4) NETs como alvo de estratégias terapéuticas para Covid-19

A Covid-19 causa lesdes pulmonares graves e danos multiplos nos érgaos, tornando urgente a
necessidade de novos medicamentos.?® Os esforcos atuais para agilizar a disponibilidade terapéutica
com um perfil de risco/beneficio positivo incluem a redefinicdo de uso de medicamentos aprovados
ou ja em desenvolvimento avancado para outras indicagdes.?! Neste contexto, algumas das opc¢des
terapéuticas conhecidas e seguras para bloquear os eixos NETs-IL13 incluem o uso de DNase-1
recombinante (dornase alfa), sivelestat (inibidor de NE) e anakinra (inibidor IL-1B).3

A metformina foi relatada em um dos estudos por possuir atividades supressivas na producdo
de citocinas proé-inflamatdrias por macrdfagos ativados, na formacdo de NETs e as respostas imunes
das células patogénicas Thl e Th17. Ocasionalmente, porém, tem efeitos colaterais adversos, incluindo
efeitos colaterais cutaneos, gastrointestinais e acidose lactica.®

O DSTAT também foi apresentado por inibir a atividade da proteina caixa de grupo de alta
mobilidade 1 (HMGB1), uma citocina que desempenha um papel importante na patogénese das
doengas imunoldgicas. A elevacdo de HMGB1 no soro estd fortemente associada a gravidade clinica
e mortalidade em pacientes de Covid-19. Juntamente com o fator plaquetario 4 (PF4), também signi-
ficativamente elevado em pacientes com Covid-19, induz a formac¢do de NETs e regula a degradacgdo
liquida. A inibicdo das atividades de HMGB1 e PF4 por DSTAT pode reduzir a formacdo de NETs e
promover sua liberagdo.?*

Alpha-1-antitrypsin (AAT) foi relatada por seu potencial de impedir a formag¢do de NETs e reduzir
a inflamagdo excessiva e a imunotrombose vista com Covid-19 através da inibicdo da elastase, a
qual desempenha um papel fundamental na formacdo de NETs, degradando histonas especificas e
promovendo a descondensag¢do da cromatina.?

Outro aspecto relevante é de que na fisiopatologia da Covid-19, a hiperinflamacdo causada pela
infeccdo por Sars-CoV-2 contribui para a formacao excessiva de NETs, que apesar de apresentar um
papel essencial para a limitagao da disseminacgdo do virus, resulta em uma resposta imune desregulada
e prejudicial. Por meio da formacdo dos NETs, células sanguineas, como as hemdcias e plaquetas,
ficam aderidas a essas armadilhas, formando trombos na microvasculatura dos pulmdes. Ademais,
a maioria dos casos graves de Covid-19 evoluem para lesdes pulmonares agudas, causando sequelas
graves e levando a 6bito, e a formacao de NETs tem sido um fator que colabora para desfechos clinicos
ruins, como demonstrado nesses estudos.®
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o papel dos NETs na Covid-19 é uma temadtica essencial ainda a
ser discutida e investigada, visto que ha uma quantidade pequena de estudos diante da importancia
gue esse tema tem apresentado. Desta forma, demonstramos neste estudo que a formac¢do de NETs
excessivos estd presente em casos graves de Covid-19 e associada como um biomarcador de diversas
complicagBes como trombose e coagulopatias.

A compreensdo detalhada das a¢des das NETs na fisiopatologia da Covid-19 é essencial para
gue se desenvolvam estudos a fim de contribuir tanto para o tratamento da Covid-19 como de outras
doencas em que a formacdo de NETs esteja associada ao desenvolvimento de agravos.

LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar dos resultados promissores observados neste estudo, algumas limitacdes podem
influenciar a interpreta¢do dos resultados. Tais limitacdes envolvem o viés de selecdo de base de
dados, limitando a busca de outros estudos, assim como a amostra final de 14 artigos incluidos, a qual
pode afetar a generaliza¢gdo dos resultados.
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