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RESUMEN
Q.C.B. Edgar Ivan Montes Zapata Fecha de titulacion: 24/06/2025

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo de estudio: Desarrollo de células NK de tipo memoria especificas de la
nucleoproteina para el control de la infeccién por el virus de influenza A H1N1pdmO09

Numero de paginas: 82

Candidato para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en

Inmunologia Médica
Area de estudio: Inmunologia

Proposito y disefio del estudio: Las células NK son linfocitos innatos que actuan
frente a células infectadas por virus. El propésito de este estudio fue desarrollar
células NK de tipo memoria especificas para la NP del virus de influenza A
H1N1pdm09, con el fin de evaluar su capacidad para eliminar células infectadas. Se
realizo la expansion de células NK humanas utilizando IL-2 e IL-2/IL-15. Estas células
fueron estimuladas con péptidos de la NP y se analiz6 su inmunofenotipo por
citometria de flujo, asi como la capacidad citotéxica frente a células A549 infectadas
con el virus mediante ensayo de MTT.

Contribucién y conclusién: La expansion con IL-2/IL-15 mejoré significativamente
el nimero (P=0.0035), viabilidad (P=0.0197) y pureza (P<0.0001) de células NK. Las
células estimuladas con NP mostraron mayor expresion de NKp46 (P=0.0078),
NKG2C (P=0.0239) y LAMP-1 (P=0.0158). Las células NKp46*NKG2C* expresaron
niveles elevados de IFN-y (P<0.0001) y Granzima B (P=0.0012). Ademas, mostraron
mayor citotoxicidad contra células infectadas (P<0.0001). En conclusion, las células
NK de tipo memoria especificas de la nucleoproteina del virus de influenza A H1N1
incrementan la eliminacion de células infectadas con el virus.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Influenza

Los virus de la influenza son un grupo de virus que pertenecen a la familia
Orthomyxoviridae. Esta familia esta compuesta por virus con envoltura cuyo
genoma consiste en segmentos de ARN monocatenario de polaridad negativa.
Existen cuatro géneros de esta familia: A, B, C y D, de los cuales, solo los géneros
A y B tienen relevancia clinica en humanos (1). Los virus de la influenza se
transmiten principalmente por aerosoles conteniendo gotas relativamente
grandes (>5 uym) generadas al hablar, toser o estornudar, y que penetran en las
mucosas por contacto a corta distancia. Por otro lado, la transmisién también
podria ocurrir por los llamados nucleos de gotas mas pequefios (<5 um)y pueden
permanecer en el aire durante periodos mas largos de tiempo. (2) Ademas, la
transmision puede ocurrir por contacto directo con superficies contaminadas con
el virus y el posterior contacto boca-nariz. Después de la infeccion, los virus se
replican en las mucosas nasal y laringea. Esta replicacion también afecta las vias
respiratorias inferiores a medida que la infeccion progresa. Una caracteristica
clinica de la influenza humana es un aumento repentino de la temperatura
corporal mayor a 38.5 °C entre 1 y 3 dias posteriores a la infeccién. Otros

sintomas incluyen cefalea, dolor en las extremidades, cansancio, debilidad



general, rinorrea y tos seca. La infeccion suele persistir de 3 a 5 dias. Los nifios
pequefios pueden excretar los virus antes y durante un periodo mas prolongado
que los adultos. Las consecuencias mas graves son la muerte en pocas horas y
la neumonia primaria, en algunos casos puede producirse encefalitis o

miocarditis (2,3).

1.1.1 Virus influenza A

De manera mas especifica los virus de la influenza A son virus de ARN de
polaridad negativa, que como se menciond anteriormente pertenecen a la familia
Orthomyxoviridae. Su genoma consta de ocho fragmentos de ARN
monocatenario de polaridad negativa que codifican diez proteinas esenciales (4).
La particula viral de la influenza A contiene una envoltura lipidica, derivada de la
membrana celular del hospedero durante el proceso de gemacion viral. Tres
proteinas virales, hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y proteina M2, estan
incrustadas en la envoltura lipidica. La HA y la NA son glicoproteinas ancladas
en la bicapa lipidica mediante secuencias cortas de aminoacidos hidrofébicos.
Las micrografias electronicas del virus de la influenza muestran que la HA y la
NA tienen forma de baston y de hongo, respectivamente. La HA es un
homotrimero responsable de la union al receptor y la fusion de la membrana. La
NA es un homotetramero cuya funcion es destruir los receptores de la célula
diana hidrolizando los grupos de acido sialico de las glicoproteinas liberando a la
progenie viral. La proteina M2 es un homotetramero integral de la membrana,

que funciona como canal iénico para la acidificacion del interior de la particula



viral durante la infeccion. Mientras debajo la envoltura lipidica viral se encuentra
la capa de proteina M1 (5—7). Dentro del viridn, los ocho segmentos de ARN viral
(ARNvV) se unen a la nucleoproteina (NP) y a las ARN polimerasas del virus de la
influenza para formar complejos de ribonucleoproteinas (RNP) (8). Ademas de
M1, la NP es la proteina mas abundante en el virion y se asocia con la columna
vertebral de fosfato-azucar del ARNv de una manera independiente de la
secuencia (9). Cada mondmero de NP interactua con aproximadamente 20
nucleotidos del ARNv. El complejo ARN polimerasa esta compuesto por tres
subunidades de polimerasa (PB2, PB1 y PA). Las micrografias electronicas de
RNPs aisladas indicaron que ambos extremos del ARNv interactuan entre si para
formar una estructura circular o superbobinada (10,11), la ARN polimerasa
interactua con un extremo de la RNP (12), sugiriendo que la ARN polimerasa
interactua con ambos extremos del ARNv dentro de la particula viral (13). La
proteina NS1 es un actor clave en la inhibicion de la respuesta antiviral en las
células hospederas, facilitando asi su replicacion (14) . Por ultimo, la proteina
NS2 también esta presente en los viriones en bajas cantidades (15,16) y que
parece funcionar como una proteina de exportacion nuclear para el ARNv en las

células infectadas, figura 1 (17).
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Figura 1. Estructura del VIA. Conformacion de la particula del VIA y ubicacion de
las proteinas de dicho virion. Nota: imagen adaptada de Jung H. et al. Host
Protective Immune Responses against Influenza A Virus Infection, Viruses

publicado online en 2020 (18).

1.1.2 Nucleoproteina

La NP una proteina interna muy abundante en el virus de influenza A, esta
proteina esta involucrada en la transcripcidn y replicacion del genoma viral, que
influye en la especificidad del hospedero y la virulencia del virus (19,20).
Estructuralmente el protomero de NP incluye dos dominios plegados: un dominio

N-terminal (NTD) y un dominio central C-terminal (CTD). El sitio de unién del



acido nucleico viral generalmente se encuentra entre NTD y CTD, formando una
pinza para el genoma viral (21). La molécula de NP del virus de la influenza se
une a 24 nucledtidos, y este numero es fijo (22,23). Debido a que la NP tiende a
unirse al ARN de la célula hospedera en ausencia de ARNyv, sus protdmeros son
acompanados por fosfoproteinas para mantener el estado monomérico y evitar

la formacion de viriones vacios o defectuosos (24).

La NP tiene multiples funciones en el ciclo de vida viral, incluyen:

a) Proteccion del ARNv de la degradacion por efecto de enzimas celulares,
esto lo logra separando de forma fisica en ARN y enmascarandolo para
evitar reconocimiento inmune.

b) Ajustando la estructura helicoidal del complejo ribonucleoprotéico.

c) Modulando la trancripcion y la replicacion del molde de ARNv en una forma
de tipo histona.

d) Inducen inmunosupresion (como la inhibicion de sintesis de citocinas
efectoras y las sefiales mediada por FCR) en el momento de la infeccion

(25).

La NP como antigeno en general induce principalmente respuestas de linfocitos
T CD4"y CD8", ya que los péptidos derivados de NP pueden ser sintetizados por
la célula infectada o producidos como resultado de la fagocitosis exdégena de
RNP, que pueden presentarse después en complejo con el MHC de clase | o |l
(26). La NP es capaz de activar a las células NK e inducir la respuesta tipica

anteriormente descrita de dichas células (27).



1.2 Células NK

Las células NK son linfocitos innatos que pertenecen a la familia de las células
linfoides innatas de tipo 1 las cuales responden rapidamente a las células
infectadas por virus y a células tumorales. Comprenden entre el 5-20% de los
linfocitos de sangre periférica en individuos normales. Morfolégicamente, las
células NK humanas en reposo se han identificado como linfocitos granulares
grandes. A diferencia de los linfocitos T y B, las células NK carecen de receptores
especificos de antigeno distribuidos clonalmente, por lo tanto, el reconocimiento
de células diana y las actividades funcionales de las células NK dependen de los
receptores activadores y receptores inhibidores codificados por linea germinal
(28,29). Dichos receptores tipo NKp, tipo NKG2, tipo KIR, de interleucinas o CD16
por mencionar algunos, figura 2. El equilibrio entre las sefiales activadoras e
inhibidoras transmitidas por estos receptores regulan finamente la funcién de las
células NK (30). Cuando son activadas por el balance de senales de los
receptores anteriormente mencionados, las células NK son capaces de secretar
citocinas como el IFN-y (31), exhibir actividad citotoxica de manera directa
mediante perforinas y granzimas, o de manera indirecta, a traves del ligando Fas
(32) y del receptor de membrana FcyRIll (CD16) (33). Las células pueden ser
identificadas principalmente de acuerdo a la expresion del marcador de superficie

CD56 (34,35).
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Figura 2. Tipos de repectores de células NK. (Imagen creada en BioRender.com)

(30).

1.2.1 Subpoblaciones de células NK

Como otras células inmunes, las células NK se pueden clasificar en una gran
variedad de subpoblaciones de acuerdo a los marcadores de superficie que
presentan, dichas subpoblaciones se asocian a diversos fenotipos y funciones,
probablemente representando diferentes etapas de maduracion o activacion de
las células NK (36). La clasificacién mas ampliamente conocida de células NK
humanas es la basada en la densidad de expresion del marcador de superficie
CD56 (37). Segun la expresion de CD56, las células NK humanas se dividen en
subpoblaciones CD56BRICHT y CD56P'™ (38). Las células NK CD56BRICHT son los
precursores inmaduros de la subpoblacion CD56°M. El desarrollo de dichas

células CD56BRICHT en células CD56°™ estd mediado por sefales



inmunoestimuladoras, que también regulan la actividad de las células NK y la

citotoxicidad (39). Las células NK CD56BRI®HT representan aproximadamente el

10% de las células NK de sangre venosa periférica en el ser humano cuyas

funciones principales son la produccion de diversas citocinas y quimiocinas. Por

otro lado, las células NK CD56P™ representan aproximadamente el 90% de las

células NK de sangre venosa periférica con funciones enfocadas mayormente a

la citotoxicidad, figura 3 (39—41).
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Figura 3. Subpoblaciones de células NK. Clasificacién de acuerdo a la expresion

del marcador de superficie CD56 y sus principales funciones (Imagen creada en

BioRender.com) (39-41).



1.2.2 Células NK y citocinas

La interleucina 2 (IL-2) y la interleucina 15 (IL-15) son citocinas estructuralmente
relacionadas que presentan actividad de factor de crecimiento para diversos tipos
celulares tales como las células T, las células B, las células NK'y las células NKT,
figura 4. Estas citocinas pertenecen a la familia de proteinas de haz de cuatro
hélices y se unen a receptores con componentes de sefalizacion compartidos.
Sin embargo difieren en sus sitios celulares de sintesis y en su regulacion de la

expresion (42-44).

Monocito o célula

dendritica

//

IL-2Ra IL-15R«a

IL-2/15RB Yc IL-2/15RB
Superficie
celular

Figura 4. Receptores de citocinas IL-2 e IL-15. Receptores compartidos en gran
parte por la célula NK y linfocitos T. Nota: imagen adaptada de Lee S. et al

Cytokines in Cancer Immunoterapy, Cancers publicado online en 2011 (45).



La IL-2 es producida principalmente por las células T activadas y se une a un
receptor heterotrimeérico (IL-2R) que consta de las cadenas a, B y y. Por el
contrario, la IL-15 es producida por diversos tipos de células en la mayoria de los
tejidos y se une a dos complejos de receptores diferentes: en los linfocitos, un
receptor trimérico (IL-15R) que consiste en la cadena a de IL-15R y las cadenas
By y compartidas por IL-2R (42,44,46), y en los mastocitos un receptor distinto,

el IL-15RX (47).

La IL-2 tiene la capacidad de influenciar la diferenciacion y funciéon de dichas
células NK (48). Esta citocina puede unirse a un receptor dimeérico compuesto por
IL-2RB (CD122) y el receptor de citocinas de cadena gamma comun (yc; CD132),
expresado en células NK, con afinidad intermedia o, unirse a un receptor trimeérico
que incluye IL-2Ra (CD25) con alta afinidad (49). El receptor dimérico CD122-
CD132 se encuentra principalmente en las células T CD8" de memoria y las
células NK, mientras que el receptor trimérico CD122-CD132-CD25 se encuentra
predominantemente en las Tregs en estado de reposo y se regula
transitoriamente al alza en las células T y NK que han sido activadas
recientemente. La IL-2 desencadena la via de sefializacion JAK/STAT e induce

la activacion y proliferacion de las células NK (50,51).

La IL-15 actua a través del receptor heterotrimérico IL-15R, compuesto por:
CD122 (IL-2/1L-15RB) y CD132 (yc, cadena comun) que son esenciales para la

sefalizacion intracelular. Ademas el receptor IL-15Ra permite la presentacién de
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la IL-15 a células NK a través de células dendriticas u otras células
hematopoyéticas (52). La participacion de IL-15R en las células NK provoca la
autofosforilacion y la activacion de las quinasas JAK1 y JAKS, induciendo al
menos tres cascadas de sefalizacidon paralelas Ras-Raf-MEK, PI3K-Akt-mTOR,
y las vias de transduccion de sefiales y activacion de la transcripcion STAT-5 (53—
55). La primera involucrada en varios procesos celulares cruciales como el
desarrollo, la diferenciacion, la proliferacion y la muerte (56). La segunda
asociada a supervivencia celular, crecimiento celular y progresion del ciclo celular
(57). Finalmente, la tercera se encuentra asociada a desarrollo, proliferacién,

funcién y supervivencia de las células NK (58).

Por lo anteriomente mencionado, estudios recientes han desarrollado estrategias
para la expansion células NK utilizando citocinas como IL-2, IL-12 e IL-18,
principalmente con fines de uso en inmunoterapia anti-tumoral. El descubrimiento
de nuevos factores estimuladores y tecnologias de expansion celular como la
suplementacién con IL-15, ademas de las citocinas anteriormente mencionadas
estan facilitando el disefio de nuevos estudios clinicos con células NK para una

gran variedad de aplicaciones (59).

1.2.3 Células NK de tipo memoria

En un principio las células NK fueron clasificadas como células de vida corta,
inespecificas e incapaces de presentar memoria al ser expuestas a un antigeno

o citocina (60). Esta clasificacion ha ido cambiando en los ultimos afios y se ha
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dejado de percibir a las células NK desde su funcionalidad inmunitaria innata

clasica de célula citotdxica.

El primer hallazgo de una célula NK tipo memoria fue descrito en una una
subpoblacion longeva de células NK capaz de mediar respuestas especificas de
haptenos posterior a una reexposicion a dicho hapteno (61). Todo esto ha

marcado un cambio en el paradigma de la memoria inmunoldgica.

A pesar de la designacion tradicional de las células NK como células inmunitarias
innatas, los estudios de la ultima década proporcionan evidencias convincentes
de respuestas que las células NK exhiben con caracteristicas atribuidas a la
inmunidad adaptativa, incluida la expansion clonal de las células efectoras
especificas de ciertos antigenos y la generacion de poblaciones de memoria de

larga vida capaces de mejorar las respuestas en una segunda exposicion (62).

La memoria inmunoldgica en las células NK puede conferir la capacidad de
reconocer y reaccionar mas rapidamente contra el estimulo en el encuentro
secundario. La aparicion de la memoria de células NK puede tener lugar en dos
escenarios: dependiente del antigeno (exposicion al hapteno e infeccién por
virus) o independiente del antigeno (induccion de citocinas). A fin de diferenciar
el concepto de memoria clasica, el fendmeno que engloba la respuesta mejorada
ante una reexposicion a un antigeno en las células NK se conoce con el término

de “tipo memoria” (62—64).
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De acuerdo a diversos investigadores existen tres categorias de células NK de
tipo memoria: 1) Células NK tipo memoria antigeno-especificas, fueron descritas
inicalmente en modelos murinos carentes de lintocitos T y B las cuales
respondian de manera especifica a haptenos o particulas virales tras una re-
exposicidn a estos antigenos, estas células podrian localizarse de manera
preferencial en el higado(61,65-67). Estas células también se han encontrado en
primates no humanos y humanos en respuesta a infecciones virales como virus
de inmunodeficiencia simica (VIS), virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y
virus de hepatitis B (VHB); mostrando una actividad citotoxica prolongada
dependiente de receptores como el NKG2C* (68—73). 2) Células NK tipo memoria
adaptativas, asociadas principalmente a infecciones por CMV, observandose
poblaciones de células NK NKG2C* o Ly46H" en humanos y ratones
respectivamente. Cabe destacar que estas células expanden clonalmente
cuando reconocen péptidos del virus y persisten con un fenotipo maduro
caracterizado por la expresion de CD57 y regulacion epigenética de IFNG (74—
85). 3) Ceélulas NK de tipo memoria inducida por citocinas, generadas tras
estimulacién con citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18, que presentan una
respuesta aumentada en produccion de IFN-y ante ciertos estimulos
inespecificos, detonando cambios epigenéticos, aumento de CD25 vy

reprogramacion metabdlica (86—-95).
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Como se menciond previamente, en un principio las células NK fueron
consideradas como células innatas citotoxicas con vida corta e incapaces de
presentar una respuesta mejorada ante una re-exposicion (60), esto cambio
desde la década pasada donde nuevos hallazgos han cambiado la idea de como
se concebia a las células NK. Este trabajo estuvo enfocado al analisis de células
NK tipo memoria en respuesta a antigenos virales, por lo que se describen los

antecedentes reportados a la fecha.

2.1 Primeras evidencias de células NK de tipo memoria frente a virus

Uno de los primeros reportes de células NK de tipo memoria se reporté en un
modelo murino de infeccion frente a CMV, demostrando que las células NK
portadoras del receptor Ly49H especifico del virus proliferaban 100 veces en el
bazo y 1000 veces en el higado después de la infeccion. Después de una fase
de reposo las células NK positivas para Ly49H se encontraron residiendo en
organos linfoides y no linfoides durante varios meses. Estas células NK de
"memoria" que se renuevan a si mismas se desgranulan rapidamente y producen
citocinas al reactivarse. La transferencia adoptiva de estas células NK a ratones
no sensibilizados seguida de un desafio viral daba como resultado una expansién

de dichas células e inmunidad protectora. Estos hallazgos revelaron propiedades
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de las células NK que anteriormente se atribuian solo a las células del sistema

inmune adaptativo (74).

Esta investigacion en modelos murinos continué presentando hallazgos donde
células NK hepaticas mediaban la respuesta especifica del antigeno en ratones
deficientes en células T y células B. Dichas células NK hepaticas, pero no las
células NK esplénicas, también desarrollaban memoria especifica en vacunas,
por ejemplo, vacunas contra el virus de la estomatitis vesicular (VSV) o el virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). La transferencia adoptiva de
células NK sensibilizadas por ambos virus a ratones receptores no sensibilizados
mejord la supervivencia de los ratones después del desafio con estos virus
sensibilizantes, pero no después del desafio con un virus diferente (96). La
memoria de las células NK para haptenos y virus depende del receptor CXCR6,
un receptor de quimiocinas en las células NK hepaticas, necesario para la
persistencia de las células NK de memoria, pero no para el reconocimiento de
antigenos. Por lo tanto, se llego a la conclusién de que las células NK hepaticas
desarrollan inmunidad de tipo adaptativa a antigenos estructuralmente diversos,

una actividad dependiente de CXCR6 expresada por células NK (96).

Este tipo de estudios comenzaron a detonar nuevas investigaciones sobre dicho
fendbmeno que acuino el término de “tipo memoria” a fin de diferenciarlo de la
memoria que presentaban las células T y B. Por lo que, el siguiente paso se
enfoco en analizar dicho fendmeno en células NK humanas y bajo el contexto de

infeccion viral.
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2.2 Células NK de tipo memoria frente a virus en humanos

Uno de los primeros estudios de células NK tipo memoria frente a virus realizados
en seres humanos, encontro que las células NK NKG2C* estaban asociadas con
memoria inmunolégica inducida por citomegalovirus (CMV), cuando dichas
células fueron transferidas mediante trasplante hematopoyético, estas se
expandieron funcionalmente en dicho receptor tras la reactivacion clinica de
CMV. Ademas, se reportd también su expansion en ausencia de viremia
detectable, siempre y cuando el donador como el receptor hubieran sido
seropositivos para el CMV. Las células NK NKG2C+ transferidas de donadores
seropositivos exhibieron una funcionalidad aumentada ante una re-exposicion al
CMV, en comparacion con aquellas derivadas de donadores seronegativos. Estos
hallazgos demostraron que las células NK con caracteristicas de memoria
pueden ser trasplantadas y requieren de la presencia activa o latente del antigeno

viral en el receptor para promover su expansion clonal (97).

Las células NK NKG2C™* pueden reconocer diferencialmente diversas cepas de
CMV que codifican péptidos variables de la proteina UL40, estos péptidos, en
conjunto con sefales proinflamatorias, regularon la expansion poblacional y la
diferenciacion de las células NK NKG2C* de tipo memoria. Por tanto, la
variabilidad en los péptidos UL40 del CMV contribuye a la heterogeneidad
observada en las poblaciones de células NK NKG2C* de tipo memoria entre

individuos seropositivos para CMV (98). Ademas, la respuesta de las células
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NKG2C* NK en individuos infectados por CMV es especifica del patégeno ya que
no se expanden durante otras infecciones por virus del herpes, por ejemplo, virus
de Epstein Barr (VEB) ni por el virus del herpes simple (VHS)-2 (99,100),

resaltando la especificad de esta subpoblacion frente a CMV.

En el caso del VEB se ha demostrado la presencia de células NK en amigdalas
con un fenotipo NKG2A*CD94*CD56BRICHT con la capacidad de restringir la
transformacion de las células B autdlogas expuestas al VEB in vitro, una actividad
dependiente tanto del IFN-y como del receptor activador de la familia NCR,
NKp44 (101-103). El virus de la varicela zéster (VVZ) promueve respuestas NK
similares a la memoria, donde personas con antecedentes de varicela durante la
infancia presentaban reacciones solidas de hipersensibilidad de tipo tardio a los
antigenos del VVZ administrados por via intradérmica. Dicha respuesta implico
el reclutamiento selectivo de células NK activas en el sitio de administracion del
antigeno, pero no en los sitios de control donde solo se administro solucion salina,
aunque el disefio del estudio no pudo excluir la contribucién de las células Ty B
a estas respuestas. La mayoria de las células NK reclutadas por el VVZ eran
CD56BRIGHT vy expresaron con mayor frecuencia marcadores asociados con la
residencia tisular y activacion, incluidos CXCR6, NKG2D, CD69 y CD62L (104).
Por ultimo, en el contexto de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), péptidos de este virus son reconocidos por KIR2DL1 de las células
NK de una manera dependiente del HLA (105). Ademas, células NK KIR3DS1* y
KIR3DL1* se expanden selectivamente durante la infeccion aguda por VIH en

individuos que expresan HLA-B Bw4801 (106).
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En el caso de infecciones virales agudas, la investigacion se ha centrado en el
contexto de infeccidén por VIA, los primeros reportes en este contexto se basan
en las vacunas contra influenza. Individuos vacunados mostraron un incremento
de células NK de tipo memoria NKp46* CD56°'"M con un aumento en la produccion
de IFN-y durante los primeros 6 meses. El aumento dinamico de células NK
NKp46* CD56°'™ se correlaciond positivamente con una mayor produccion de
IFN-y especifica a la re-estimulacion in vitro con el virus de la influenza después
de la vacunacion. Ademas, cuando se utilizaron anticuerpos anti-NKp46 resulto
en el bloqueo de la respuesta al IFN-y resaltando la relacidon de la expresion de
dicho marcador con la produccion del IFN-y (107). En otro estudio realizado con
52 individuos no vacunados, se observd que la vacunacion estacional con virus
de influenza A/California/7/2009 (H1N1) induce una respuesta funcional
potenciada en células NK con un aumento en la produccion de IFN-y dependiente
de IL-2 hasta cuatro semanas post-vacunacion. Ademas, se observd que
anticuerpos preexistentes promueven la desgranulacion de las células NK e
incrementan la respuesta frente a citocinas inflamatorias. Estos efectos también
pudieron replicarse in vitro mediante la exposicién directa de células NK al virus
A/California/7/2009, demostrando que la exposicién a cepas virales especificas
de influenza induce un fenotipo funcional de tipo memoria en las células NK
caracterizado por la expresion de CD57*NKG2C* (108). En otro estudio se evalu6
el papel de las células NK en la respuesta a una vacuna VIA pandémico,
identificando que las personas con mejor respuesta inmunoldgica frente a la

vacuna presentaron una mayor proporcidon de células NK con expresion de
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NKG2C. Estas células mostraron mayor capacidad citotoxica, sin embargo, la
expresion de CDS57 no mostrd relacion con la respuesta a dicha vacuna,
resaltando la importancia de NKG2C como posible marcador predictivo de una
respuesta eficaz a la vacunacion contra influenza, asi como también de su
capacidad para ser un marcador de células NK de tipo memoria frente al VIA
(109). Por ultimo, células NK humanas pueden adquirir especificidad antigénica
duradera tras la exposicion a VIA, la cual es mediada por la interaccion del
receptor activador CD94/NKG2C con el ligando HLA-E. Este eje permite el
reconocimiento de péptidos virales presentados por HLA-E, entre ellos
fragmentos derivados de proteinas internas altamente conservadas como la NP
del VIA (110). Por lo anterior, la NP podria constituir una fuente importante de
epitopos capaces de inducir células NK de tipo memoria, posicionandola como

un blanco potencial en el disefio de nuevas vacunas o inmunoterapias.

Es por todo lo anterior que este estudio se centré en desarrollar células NK tipo

memoria especificas para la NP del VIA y evaluar su fenotipo y funcionalidad

citotoxica.
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CAPIiTULO 3

JUSTIFICACION

Las células NK son importantes mediadores de la respuesta inmune innata contra
infecciones virales como la influenza. A la fecha no se ha explorado el fenotipo
de células NK de tipo memoria contra la nucleoproteina del virus de influenza A.
Por lo tanto, en este trabajo se plantea desarrollar células NK de tipo memoria
especificas para la nucleoproteina del virus de la influenza y determinar su papel

en la eliminaciéon de células infectadas.
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CAPIiTULO 4

HIPOTESIS

Las células NK de tipo memoria especificas de la nucleoproteina del virus de

influenza A H1N1 incrementan la eliminacion de células infectadas con virus de

influenza AH1N1pdmO09.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar células NK de tipo memoria especificas de la nucleoproteina del virus

de influenza A H1IN1pdmO09 para la eliminacion de células infectadas.

5.2 Objetivos especificos

1.

Desarrollar células NK de tipo memoria para la nucleoproteina de influenza
A H1N1pdm09.

Evaluar el fenotipo de células NK de tipo memoria para la nucleoproteina
de influenza A H1IN1pdmO89.

Determinar la funcion citotoxica de células NK de tipo memoria para la
nucleoproteina en co-cultivo con células A549 infectadas con influenza A

H1N1pdmO09.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 Poblacion de estudio

Se incluyeron 10 donantes aparentemente sanos, una vez cumplidos los criterios
de inclusion y exclusion, se obtuvo su consentimiento informado por escrito figura
5. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn con numero

de regristro IN24-00001.

Criterios de inclusion

eVoluntarios de 18-35 afios de edad sin importar sexo.
oSin ninguna enfermedad aparente.
eBiometria hematica normal

Criterios de exclusion

ePresencia de cualquier padecimiento cronico (DM, Hipertension, VIH, Enf
autoinmunes, etc)

eSintomas gripales en las ultimas 4 semanas

e|nternamiento tres meses previos por mas de 48 h.

eEstar recibiendo quimioterapias

eMujeres embarazadas

eValores anormales de leucocitos

eBaja cantidad de células NK.
eMala calidad de células NK.

Figura 5. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion para el reclutamiento de

sujetos aparentemente sanos.



6.2 Aislamiento de células NK

Se recolectd sangre total en 6 tubos con EDTA por puncion venosa y se aislaron
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) mediante gradiente de
centrifugacion trabajando en campana de flujo laminar. El aislamiento se realizo
colocando sangre venosa periférica con PBS estéril relacion 1:1. Posteriormente,
la sangre diluida en PBS se colocd en tubos conicos de 50mL que contenia Ficoll-
Paque PLUS (cytiva) en relacion 2:1 teniendo cuidado de no mezclar ambas
soluciones. Se centrifugd a 1800 rpm por 30 minutos a 4°C. Se obtuvo la fase de
mononucleares colocandose en tubos conicos de 15mL y se realizaron lavados
de las células con 10mL de PBS estéril tres veces siendo centrifugado a 1500
rpm por 10 minutos decantando el sobrenadante en cada lavado, se resuspendié
el boton celular en 1mL de PBS estéril. Se lisaron las células agregando 3mL de
agua estéril a 4°C incubando por 30 segundos para inmediatamente después
agregar 3mL de PBS 2X a 4°C y llevando a centrifugar a 1500 rpm durante 10
minutos obteniendo el botdn celular, dicho proceso se repitié tres veces para al
final resuspender el boton celular en TmL de medio RPMI incompleto y realizar la
cuenta celular con azul de tripano dilucion 1:10 en camara de Neubauer.
Posteriormente las células NK fueron aisladas de las células mononucleares
mediante seleccidn negativa utilizando el kit de aislamiento de células NK
humanas (Milteny Biotec). Se adicionaron 1 x108 células en 40ul de buffer NK y
se adicion¢ tanto los anticuerpos asi como las perlas magnéticas de aislamiento
para aforar a un volumen de total 500ul con tampdn de aislamiento de NK 'y pasar

las células por la columna a fin de obtener a las células NK purificadas. Una vez
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purificadas el total de células fue contabilizado en camara de neubauer utilizando

azul de tripando en una dilucién de 1:10.

6.3 Prueba de viabilidad y pureza

La pureza y viabilidad de las células NK aisladas se analizaron por citometria de
flujo utilizando Simultest CD3 FITC/CD16+CD56 PE (BD) y 7-AAD (BD),
respectivamente. Se adquirieron al menos 10,000 eventos en un citdmetro BD
LSR Fortessa y fueron analizados empleando el software FACSDiva version

9.0.1.

6.4 Expansion de células NK y estimulacién con NP de VIA

Las células NK se contaron con una camara de Neubauer y cultivadas a una
densidad de 1.25 x 10° células/ml en medio CTS NK Xpander (gibco),
suplementado con 5% de suero humano autologo e IL-2 a una concentracién de
500Ul/ml (gibco), o con IL-2 a una concentracién de 500Ul/ml en combinacién
con IL-15 40ng/ml (PeproTech) en placas de 96 pozos estériles no pirogénicas
(Corning incorporated) y se mantuvieron en incubacion a 37°C y 5% de CO.. Se
ajusto la densidad celular a 2.3 x10° células por cada 200 ul y se realizaron
cambios de medio cada 2-3 dias hasta el dia 14, donde se realiz6 el conteo total
de células obtenidas en cada tiempo. En el dia 14, se evaluo la pureza y viabilidad
de las células NK como previamente se menciono en el punto 6.3. Por otro lado,
las células NK fueron cultivadas a una densidad de 1x10° células/ml en medio
RPMI completo, suplementado con 10% de FBS y 1% de solucion con

antibidticos-antimicotico (10,000 U Penicilina, 10 mg Estreptomicina y 25 pg/ml

25



Anfotericina B) (Sigma-Aldrich) en placas de 6 pozos estériles no pirogénicas
(Corning incorporated) . Se realizaron dos grupos para cada condicién: 1) células
NK con solo medio de cultivo sin péptidos de la nucleoproteina del VIA H1IN1 y
2) células NK con medio y con péptidos de nucleoproteina de VIAH1N1 (Milteny
Biotec) a una concentracién de 0.6 nM por cada 107 células. Las células fueron
incubadas a 37°C y 5% de CO: por 24 horas. Posteriormente, se lavaron vy
cultivaron por 6 dias en RMPI completo para el desarrollo de células NK de tipo

memoria.

6.5 Fenotipificacion

Alos 6 dias post-estimulacion con los péptidos de la nucleoproteina del VIAH1N1
se determind el inmunofenotipo de las célulass NK. Para determinar el fenotipo
de las células NK, estas fueron tratadas con brefeldina (BD GolgiPlug) una hora
previo a la recoleccion del cultivo celular. Posteriormente, las células se lavaron
y resuspendieron en una solucién de tincion conteniendo: buffer de tincién con
los siguientes marcadores de superficie: CD56 (AF488 BD Biosciences), NKp46
(APC BiolLegend), NKG2C (PE BioLegend) y LAMP-1 (Pacific Blue BioLegend).
Posteriormente, las células NK fueron tratadas de acuerdo con el protocolo del
kit BD Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization y tefiidas para los marcadores
intracelulares IFN-y (BV605 BD Horizon) y Granzima B (PE-Cy7 BioLegend). La
informacion de las clonas y otra informacién de dichos anticuerpos se pueden
apreciar en la tabla 1. Se adquirieron al menos 10,000 eventos en un citdmetro
BD LSR Fortessa y fueron analizados empleando el software FACSDiva version

9.0.1.
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en citometria de flujo.

Anticuerpo Clona Fluorocromo | Isotipo | Catalogo | Compaiia
Anti-CD56 NCAM16.2 AF488 Raton 567478 BD
humano hecho IgG1 Biosciences
en raton
Anti-NKp46 9E2 APC Raton 331918 BioLegend
humano hecho IgG1
en raton
Anti-NKG2C S19005E PE Ratén 375004 BioLegend
humano hecho IgG1
en raton
Anti-LAMP-1 H4A3 Pacific Blue Raton 328624 BioLegend
humano hecho IgG1
en raton
Anti-Granzima B | QA18A28 PE-Cy7 Raton 396410 BioLegend
humano hecho IgG1
en raton
Anti-IFN-y B27 BV605 Raton 562974 BD horizon
humano hecho IgG1
en raton

6.6 Ensayos de citotoxicidad celular

Las células A549 se cultivaron en placas de 96 pozos a una densidad de 0.5 x
10° células/ml y se incubaron a 37°C y 5% CO, hasta alcanzar mas del 90% de
confluencia. Posteriormente, se infectaron con el VIA a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1, a partir de un stock VIA H1IN1 pdm09 (ATCC VR-1894)

obtenido mediante el ensayo TCID50 en células MDCK o se mantuvieron como
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control (MOCK). Tras 2 horas de adsorcion, el indculo fue eliminado y tras un
lavado, se resuspendieron en medio fresco para los ensayos de citotoxicidad.
Posterior a las 24 horas, las células infectadas y el control fueron co-cultivadas
durante 6 horas con 0.5 x 10° células NK. Posteriormente, las células NK fueron
retiradas y se afiadi6 medio fresco a la placa. Los ensayos se realizaron por
triplicado para cada individuo y cada condicion, realizandose los siguientes
grupos de infeccion: 1) células NK expandidas con IL-2 + NP vs A549 infectadas,
2) células NK expandidas con IL-2/IL-15 + NP vs A549 infectadas, 3) células NK
expandidas con IL-2 sin NP vs A549 infectadas, 4) células NK expandidas con IL-
2/1L-15 sin NP vs A549 infectadas, y los siguientes grupos control: 1) células NK
expandidas con IL-2 + NP vs A549 sin infectar, 2) células NK expandidas con IL-
2/IL-15 + NP vs A549 sin infectar, 3) células NK expandidas con IL-2 sin NP vs
A549 sin infectar, 4) células NK expandidas con IL-2/IL-15 sin NP vs A549 sin
infectar 5) A549 sin infectar solas. Se agregé el reactivo del Kit de Proliferacion
Celular | (MTT) (Sigma Aldrich) y se incub6 durante 4 horas a 37°C y 5% CO,,
seguido de la adicion de la solucion de solubilizacion a cada pozo y una
incubacion nocturna. La absorbancia se determiné a 590 nm utilizando un lector
de placas GloMax® (Mod. E9032 Promega, Madison, WI). El porcentaje de
citotoxicidad se calculé en comparacion con las células A549 no infectadas sin
co-cultivo con células NK. La potencia se calcul6é en forma de potencia total y

relativa. Se anexan las féormulas a continuacion:

Citotoxicidad= (viabilidad A549 solas - Viabilidad del grupo evaluado) x100

(control de muerte - viablidad del grupo evaluado)
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Potenica total= Citotoxicidad control x100

Citotoxicidad con estimulo

6.7 Analisis estadistico

Se evalud la normalidad de los datos mediante una prueba de Shapiro-Wilk.
Segun la normalidad se realizaron analisis de ANOVA con prueba post hoc de
Tukey cuando los datos fueron paramétrios, o una prueba de Kurskal Wallis para
los datos no paramétricos, ademas se hicieron analisis de correlacion de
Spearman, todas las pruebas se realizaron utilizando el software GraphPad
Prism 10.3.1. para MacOS (San Diego, California, EE. UU.). Los valores de

P<0.05 o r <0.6 fueron considerados como significativos.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de los sujetos de estudio

Tabla 2. Caracteristicas de los sujetos de estudio.
Su;. Edad | Sexo | Estatus Leucocitos Linfocitos Monocitos
vacuna

1 23 M Sin vacuna 4.63 x10%ul | 1.53 x10%ul | 0.40 x10%/ul
2 26 M Convacuna |4.58 x10%ul | 1.58 x10%ul | 0.53 x10%/ul
3 27 F Sin vacuna 4.71 x10%ul | 2.71 x10%ul | 0.72 x10%/ul
4 27 M Convacuna |5.33x10%ul | 4.33x10%ul | 0.21 x10%ul
5 26 F Convacuna |6.16 x10%ul | 1.76 x10%ul | 0.62 x10%/ul
6 34 F Convacuna |5.81x10%ul | 1.81 x10%ul | 0.76 x10%ul
7 23 M Sin vacuna 4.74 x10%ul | 2.74 x10%ul | 0.90 x10%/ul
8 27 M Convacuna |4.96 x10%ul | 2.96 x10%ul | 1.24 x10%/ul
9 25 F Convacuna |5.94 x10%ul | 3.94 x10%ul | 1.15 x10%ul
10 32 M Sin vacuna 4.78 x10%ul | 3.78 x10%ul | 0.39 x10%/ul

7.2 IL-2 en combinacién con IL-15 logré una mayor expansion y pureza de
las células NK

Se analizaron dos variables para la expansion de células NK y la morfologia de
las células se evalu6 por microscopia a los dias 5, 7, y 14 observando en ambas
variables de expansion células refringentes que aumentaron de cantidad al paso

de los dias, figura 6.
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Figura 6. Imagenes representativas de las células NK en expansion en las dos
condiciones empleadas y a diversos dias de expansién. Tomadas con el

microscopio de contraste de fases Floid Cell Imaging Station.

Se realiz6 una estrategia especifica para el analisis a través de citometria de flujo
de la pureza asi como las subpoblaciones de células NK obtenidas al dia 14 de

expansion, figura 7.
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Figura 7. Estrategia de analisis empleada para determinar pureza y viabilidad de
células NK previo y después de la expansion. Se utilizo el software FACSDiva

version 9.0.1.

Se obtuvo un mayor numero de células NK (P=0.0035) asi como una mayor
viabilidad de dichas células (P=0.0197) al realizar la expansion con el medio CTS
NK Xpander suplementado con IL-2 en combinacion con IL-15 comparado con el
uso de solamente IL-2, figura 8A-B. La pureza del aislado fue mayor cuando se
utilizé el medio CTS NK Xpander suplemenentado con IL-2 e IL-15 (P<0.0001),
esta combinacion logré disminuir ademas el porcentaje de linfocitos T que
proliferaron en el medio comparado con la condicion donde se empleo la
suplementacion unicamente con IL-2 (P<0.0001), figura 8C. Las ceélulas NK
expandidas con IL-2 e IL-15 presentaron un mayor porcentaje de células NK

CD56BRIGHT (P=0.0392), figura 8D.
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Figura 8. Analisis de la cantidad, viabilidad, pureza y subpoblaciones de NK

previo y posterior a la expansion de células NK. A) Curva de crecimiento de

células NK suplementadas con IL-2 o IL2/IL-15. B) Viabilidad de las células NK

suplementadas con IL-2 o IL2/IL-15 previo y a los 14 dias de expansién. C)

Porcentaje de células NK y linfocitos T al inicio y al dia 14 de la expansién en

medio suplementado con IL-2 o IL2/IL-15. D) Subpoblaciones de células NK

CD564Mm y CD56"9" posterior a la expansion en medios suplementados con IL-

2 o IL2/IL-15. Analisis de ANOVA con comparacion multiple de Tukey (n=10),

mediciones por duplicado (A,B) mediciones por triplicado (C y D) ns= no

significativo, *P<0.05, ****P<0.001.
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7.3 Las células NK estimuladas con nucleoproteina presentan un fenotipo

de tipo memoria y un perfil de activaciéon

Para el inmunofenotipo se realizé una estrategia de analisis de los marcadores

de células NK a evaluar siguiendo los puntos de corte de acuerdo a las lecturas

de los FMOs y las células sin tincion, figura 9.

g1 3] FEE
: x1 -
8] # 183
o 8
— m%_i —
@] e

»
BN, U

Ceuias Codas
pasitives parn posithias para
NKG2C

NKG2C

BRIGHT &

Céluas
positivas para
LAt

LAMP-{

3

.NKD45

CDs6

Calulas
pasitvas para
NKpag

Figura 9. Estrategia de analisis de fenotipo de células NK de tipo memoria. Se

utilizé el software FACSDiva version 9.0.1.

En las células NK CD56°™ no se observaron cambios en el fenotipo tras la

estimulacién con nucleoproteina en ninguna de las condiciones de expansion, en

comparacion con los controles sin nucleoproteina, figura 10.

34



NKp46 NKG2C
15+ 15
ns ns
I
» 104 ns ns o 104 i
| ' | 3 |
H 3
g T s
® 5+ —_— # 5
—— T = —
v 1
NP SE NP SE NIP SIE NP SE
-2 IL2AL15 L2 L2015
C LAMP-1 D Granzima B E PNy

1004 - A
i | = 1 .
) ! 3 o] | '
3
40+ —l— - #® 404
. B 204
[ —— | == T T T T o s :'L

T T T
NP SE NP SE NP SE NP SE NP SE NP SE
L2 L2158 L2 215 L& IL-21L-15

Figura 10. Expresion de marcadores de tipo memoria y de activacion en células
NK CD56°'M estimuladas con nucleoproteina (NK NP) y sin estimular (NK SE). A)
Porcentaje de células positivas para NKp46 B) Porcentaje de células positivas
para NKG2C C) Porcentaje de células positivas para LAMP-1 (CD107a) D)
Porcentaje de células positivas para Granzima B intracelular E) Porcentaje de
células positivas para IFN-y intracelular. Analisis de Kruskal Wallis con
comparacion multiple de Dunn (n=10), mediciones por duplicado para NK SE y

triplicado para NK NP. ns= no significativo.

En las células NK CD56BRICHT se detectaron diferencias en la expresion de los
marcadores de tipo memoria NKp46 y NKG2C cuando fueron estimuladas con la
nucleoproteina del VIA H1N1, figura 11A-B. La expresién de NKp46 fue
significativamente mayor en los cultivos expuestos a la nucleoproteina y
expandidos con IL-2 (P=0.0128) o IL-2/IL-15 (P=0.0078). Asimismo, se observo

un incremento en la expresion de NKG2C en las células estimuladas bajo
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condiciones de expansion con IL-2 (P<0.0001) e IL-2/IL-15 (P=0.0239). El
marcador de degranulacion LAMP-1 (CD107a) presentd una mayor expresion en
las células NK estimuladas con nucleoproteina y expandidas con IL-2/IL-15
(P=0.0158), figura 11C. No se encontraron diferencias en la expresion de las
moléculas intracelulares (IFN-y y Granzima B) entre los grupos estimulados con

nucleoproteina y los grupos control, P>0.05, figura 11D-E).
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Figura 11. Expresion de marcadores de tipo memoria y de activacion en células
NK CD56BRICHT esrimuladas con nucleoproteina (NK NP) sin estimular (NK SE).
A) Porcentaje de células con expresion positiva para NKp46 B) Porcentaje de
células con expresion positiva para NKG2C C) Porcentaje de células con
expresion positiva para LAMP-1 (CD107a) D) Porcentaje de células con

expresion positiva para Granzima B intracelular E) Porcentaje de células con
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expresion positiva para IFN-y intracelular. Analisis de Kruskal Wallis con
comparacion multiple de Dunn (n=10), mediciones por duplicado para NK SE y
triplicado para NK NP. ns= no significativo, *= P<0.05, **= P<0.01, ****=

P<0.001.

7.4 El fenotipo de las células NK estimuladas con nucleoproteina es similar
entre sujetos vacunados y no vacunados

Se realizaron comparaciones para todos los marcadores de fenotipo analizados
entre los sujetos vacunados y sujetos no vacunados, sin embargo no se
observaron diferencias significativas en las comparaciones realizadas en la
subpoblacién CD56°M figura 12A para ninguno de los marcadores analizados,
tampoco se observaron diferencias significativas para ninguno de los marcadores

en la subpoblacion CD568R/CHT figura 12B.
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Figura 12. Expresion de marcadores de fenotipo de células NK CD56P'™My NK
CD56BRICHT de sujetos vacunados y no vacunados A) Porcentaje de células NK
CD56PM positivas para los marcadores NKp46, NKG2C, LAMP-1, Granzima B e
IFN- y B) Porcentaje de células NK CD56BRICHT positivas para los marcadores
NKp46, NKG2C, LAMP-1, Granzima B e IFN-y. Analisis de Kruskal Wallis con

comparacion multiple de Dunn (n=10), mediciones por triplicado.
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7.5 La evaluaciéon mediante t-SNE revela subpoblaciones de células NK de
tipo memoria especificas de la NP de VIA

Posteriormente al analisis individual de cada marcador por citometria de flujo, se
realiz6 una visualizacion integrada mediante la técnica de reduccion de
dimensionalidad t-SNE para poder explorar la distribucion fenotipica y funcional

de las células NK estimuladas con NP del VIA HIN1pdmO9.

En la Figura 13 se presenta la proyeccion bidimensional t-SNE de las células NK,
coloreada segun la intensidad de fluorescencia de seis marcadores relevantes:
CD56, NKG2C, NKp46, LAMP-1, Granzima B e IFN-y. Esta representacion
permite identificar agrupamientos celulares segun patrones de expresion
comunes. En ella, se observd que la expresion de CD56 se concentré en una
region amplia del mapa t-SNE, indicando una poblacion mayoritaria de células
NK CD56BRICHT  El marcador NKG2C, asociado a células NK de tipo memoria,
mostro una expresion elevada en una subpoblacién localizada principalmente en
el cuadrante medio izquierdo, sugiriendo una expansion especifica inducida por
el estimulo de NP. La expresion de NKp46, se distribuy6 de forma mas dispersa,
pero con zonas de intensidad media a alta donde se superponen parcialmente
con NKG2C. Por otro lado, los marcadores de funcionalidad LAMP-1 y Granzima
B, presentaron expresion elevada en regiones que coinciden con la poblacion
NKG2C* y NKp46*, indicando un fenotipo funcionalmente activo de tipo memoria.
Finalmente, se identificaron zonas con expresion elevada de IFN-y, las cuales

corresponden a células NK de tipo memoria tras la estimulacion con NP.
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Figura 13. Proyeccion bidimensional de tSNE de células NK. Células estimuladas
con nucleoproteina que fueron expandidas con IL-2 en combinacion con IL-15

construida a través del software FlowJo.

7.6 Existe correlacion entre los marcadores de tipo memoria y la expresion
de marcadores de activacion LAMP-1 e IFN-y

En las células NK CD56°M expandidas con IL-2, figura 14A, se observo
correlaciéon positiva para NKp46 y LAMP-1 (r=0.70), LAMP-1 e IFN-y (r=0.80) y
correlacién negativa para IFN-y y NKG2C (r=-0.63). En las células NK CD56BRICHT
expandidas con IL-2 figura 14B se observoé correlaciéon positiva para LAMP-1 e
IFN-y (r=0.92). En las células NK CD56P™ expandidas con IL-2 en combinacion

con IL-15 figura 14C se observé correlacion positiva para LAMP-1 e IFN-y
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(r=0.80) y correlacién negativa para IFN-y y Granzima B (r=-0.71). En las células
NK CD56BRICHT expandidas con IL-2 en combinacion con IL-15 figura 14D se
observé correlacion positiva para NKG2C y NKp46 (r=0.67), NKp46 y LAMP-1

(r=0.65) y LAMP-1 e IFN-y (r=0.90).
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Figura 14. Correlacion de los marcadores de células NK. A) Correlaciones de
marcadores de células NK CD56P™ expandidas con IL-2 B) Correlaciones de
marcadores de células NK CD56DBRICHT expandidas con IL-2 C) Correlaciones
de marcadores de células NK CD56P™ expandidas con IL-2 en combinacion con
IL-15 D) Correlaciones de marcadores de células NK CD56DBRICHT expandidas
con IL-2 en combinacion con IL-15. Analisis mediante prueba de correlacion de

Spearman valores significativos r<0.06
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7.7 Las células NK tipo memoria NKp46* NKG2C* expresan marcadores de
activacion

Se realizé un analisis de las células NK doble positivas para los marcadores
NKG2C y NKp46, figura 15A. Se observo un mayor porcentaje de células NK
doble positivas cuando fueron estimuladas con NP comparadas con las células
no estimuladas, en ambas condiciones de expansion con IL-2 (P=0.0097) e IL-
2/IL-15 (P=0.0001), figura 15B. Ademas, se observé un mayor numero de células
NK doble negativas NKG2C- NKp46- en las células NK no estimuladas
comparadas con las células doble negativas totales que fueron estimuladas con
NP que fueron expandidas con IL-2 (P=0.0001) asi como con IL-2/IL-15

(P=0.0003), figura 15C.

42



gt §&
X X
T8 §§~
é ] —_— Lol
b2 pg-
ES 3“.:‘
k LAl PR L L)
et 3
AR 239 10° W 10 10°%
1,000y CDs6
A "
25 g 7
g
& 7
3

R

—— ‘§ ]
E S
t_} Neg | mxG2c o
S — =

: » ’0 - O—- LELAA Ill] T

NKG2C 102 10? 10t 10%
CD56
B c Células NK NKG2C- NKp46-
Células NK NKG2C* NKp4d6* ns
i Aok [ *k I

% de células

100- | - 100 = =)

- - L
== -
3
o " -+

”'TT = = B

T T T T
1L 2 SE 1L lIIL 15NP 1L ZIIL 15 SE IL-2NP IL-2 SE IL-2ILAS NP IL-2/1L15 SE

Figura 15. Porcentaje de células NK doble positivas y doble negativas. A)
Estrategia de analisis células doble positivo B) Porcentaje de células con
expresion positiva para NKp46 y NKG2C C) Porcentaje de células con expresion
negativa para NKp46 y NKG2C. Andlisis de Kruskal Wallis con comparacion

multiple de Dunn (n=10), mediciones por duplicado para NK SE (sin estimulo) y

triplicado para NK NP (con nucleoproteina). ns= no significativo, **= P<0.01,

**%= P<0.005, ¥***= P<0.001.
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La evaluacion de los marcadores de activacion de las células NK doble positivas
para los marcadores de memoria se llevo a cabo empleando la estrategia
mostrada en la figura 17A. Dichas células presentan una mayor expresion del
marcador de activacion LAMP-1 en las condiciones de expansion de IL-2/IL-15 y
que fueron estimulados con NP (P=0.0069), figura 17B. Esas células doble
positivas también mostraron una mayor expresion de IFN-y cuando fueron
estimuladas con NP y expandidas con IL-2 (P=0.0005) e IL-2/IL-15 (P<0.0001),
figura 17C. Finalmente, las células doble positivas también presentaron una
mayor expresion de Granzima B cuando se estimularon con NP y se cultivaron

con |L-2/IL-15 para su expansion (P=0.0012), figura 14D.
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mediciones por duplicado para NK SE (sin estimulo) y triplicado para NK NP (con

nucleoproteina). ns= no significativo, **= P<0.01, ***= P<0.005, ****=

P<0.001.
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7.8 Las células NK tipo memoria especificas de la NP del VIA muestran una
mayor citotoxicidad contra células A549 infectadas con VIA

Las células NK estimuladas con la NP del VIA presentaron una mayor
citotoxicidad en los co-cultivos con las células A549 infectadas con el VIA H1N1
en ambas condiciones de expansién comparadas con la citotoxicidad observada
frente a las células A549 no infectadas (P<0.0001). También se observo mayor
citotoxicidad en los co-cultivos de células NK estimuladas con la NP del VIA con
las células A549 infectadas con el VIAH1N1 en ambas condiciones de expansion
comparada con los co-cultivos con células NK no estimuladas con la NP del VIA

(P<0.0001), figura 17.
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Figura 17. Porcentaje de citotoxicidad de células NK frente a células A549
infectadas con VIA. Analisis de ANOVA con comparaciéon multiple de Tukey

(n=10), mediciones por triplicado o quintuplicado. ns= no significativo, ****=

P<0.0001.
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Finalmente, se llevd a cabo un analisis de la potencia citotdxica total de las
células NK tipo memoria especifica para la NP del VIA en ambas condiciones de
expansion donde no se observaron diferencias estadisticamente significativas en

la potencia citotdxica entre ambas condiciones.
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Figura 18. Potencia citotoxica total de células NK. Porcentaje de citotoxicidad
expresado como potencia total a partir de la normalizacion de las variables con
el estimulo con la NP del VIA con las variables sin estimulo. Analisis de Kruskal

Wallis con comparacion multiple de Dunn (n=10), ns= no significativo.
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CAPITULO 8

DISCUSION

Dadas las limitantes de obtencidn de células NK humanas para ensayos o
modelos experimentales, primero se optimizo la expansion de las mismas in vitro.
Para ello, se emplearon dos condiciones diferentes de expansion en medio CTS
NK Xpander, donde se demostré que la suplementacion con IL-2 e IL-15 fue la
mas eficiente. En concordancia con los resultados obtenidos en este trabajo,
estudios previos han reportado una mayor viabilidad y numero de células NK
cultivadas in vitro estimuladas con IL-15 comparadas con células NK estimuladas

in vitro con IL-2 (111,112).

En la pureza,de las células NK en los cultivos expandidos con la condicién
suplementados con IL-2 e |IL-15 mostraron una disminucion en el porcentaje de
proliferacion de linfocitos T comparado con la suplementacion con la IL-2. Una
explicacion es por las funciones bioldgicas de la IL-15, la cual facilita una 6ptima
expansion in vitro y aumenta la proporcion de células NK obtenidas de células
mononucleares de sangre venosa periférica (112). Ademas, se ha observado una
fuerte induccion de factores como Creb, mTOR y Hsp60 en células NK
estimuladas con IL-15 en cultivos in vitro y no por la IL-2, lo cual resulta en un
efecto directo en la proliferacion y sobrevida de las células NK en cultivo (113).
La IL-15 a través de la senalizacipon por los receptores IL-15R en células NK

induce la autofosforilacion y la activacion de las quinasas JAK1 y JAKS, a su vez
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estas inducen las vias de sefalizacion Ras-Raf-MEK, PI3K-Akt-mTOR, asi como
también, las vias de transduccion de sefales y activacion de la transcripcion
STAT-5, lo que significa una mayor supevivencia, proliferacion y viabilidad de las
células NK en cultivo (563-55). Por todo lo anterior, la combinacion con esas

citocinas generd una mayor pureza de los cultivos de NK.

En este estudio la proporcion de subpoblaciones de células NK
CD56P™M/CD568BRICHT se ven afecadas en la expansion in vitro de las células NK.
En la condicion de expansion donde se suplementd con IL-2 e IL-15 mostré un
porcentaje mayor de células CD56BR'CHT en concordancia con lo reportado en
otros trabajos, donde se ha observado que la IL-15 confiere una ventaja de
supervivencia selectiva a las células NK CD56BRICHT  favoreciendo su

sobrevivencia sobre las células NK CD56°™ (112,114).

En la generacion de células NK tipo memorias especificas para la NP del VIA,
(112)(113)(53-55)las células NK CD56°'™ no se mostraron cambios en el fenotipo
tras la estimulacidn con nucleoproteina en ninguna de las condiciones de
expansion. Estos resultados son similares con otros estudios donde se ha
reportado que células NK pulmonares con fenotipo CD56°"MCD16-CD49a* no
presentaron una respuesta significativa frente a la infeccion del VIA in vitro (115).
En estudios previos se ha observado la presencia de una mayor proporcién de
células NK CD56BRICHT en respuesta a células dendriticas infectadas con el VIA
en co-cultivos con células NK (116). El mismo fenbmeno se ha observado en

individuos vacunados contra el VIA, donde se incrementaron los niveles de
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células NK CD56BRICHTCD25* comparado con el poco incremento de las células
CD56P'MCD25* este efecto se observé predominantemente en sujetos del estudio
infectados con el VIA HIN1pdm2009 (117). Lo anterior sugiere que las células
NK CD56BRICHT pueden responder a la infeccion del VIA de manera selectiva
explicando en parte el hecho de no observar cambios fenotipicos en las células

NK CD56PM frente a la estimulacion con la NP del VIA.

El aumento de los marcadores NKp46 y NKG2C posterior a la estimulacion con
la NP del VIA H1N1 en la subpoblacién de célula NK CD56BRI®HT podria indicar
la presencia de una respuesta de tipo memoria especifica a dicha proteina del
VIA. La afirmacion de que la expresion de dichos marcadores esta asociada a
tipo memoria se refuerza al observar la baja expresion de estos marcadores en
los grupos de células NK no estimuladas con NP pero que fueron expandidas con
las citocinas. El aumento en la expresion de NKp46 en células NK ya se ha
reportado cuando se encuentran frente a células dendriticas infectadas con el
VIA. El reconocimiento de células infectadas es altamente especifico para el
NKp46 y detona una respuesta de Interferdn tipo |, la respuesta disminuye con el
bloqueo con anticuerpos anti-NKp46 (116). La expresion de NKp46 no se limita a
condiciones in vitro, en modelos murinos se ha identificado una poblacion de
células NK de tipo memoria con un fenotipo NKp46+NKG2A+ que reconoce de
manera especifica sitios de glicosilaciéon de la hemaglutinina del VIA , lo que
resalta la alta especificidad de NKp46 tiene frente al reconocimiento de células
infectadas por el VIA'y al virus mismo (118). Por otro lado, existe evidencia sobre

el aumento en la expresion NKG2C tras la vacunacion contra el VIA (109,119).
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Este aumento de NKG2C ha sido también observado en cultivos in vitro de
células NK frente a la cepa del VIA California/7/2009, demostrando que la
exposicidn a cepas virales especificas induce la expresion NKG2C (108) por lo
que, similar a NKp46, el aumento de la expresion de NKG2C observadoen este
estudio podria asociarse a un fenotipo de células NK de tipo memoria especifico
para la NP del VIA H1N1 el cual se observa de manera predominante en células

NK CD56BRICHT,

En el analisis de la marcadas de activacion en las células NK estimuladas con la
NP del VIA pdm09 se encontré aumentado el marcador de degranulacion LAMP-
1 (CD107a). Células NK con una expresion mayor de LAMP-1 se han reportado
previamente en cultivos in vitro de PBMC expuestos al VIA (120), lo cual
concuerda con nuestros resultados. Ademas el aumento de la expresion se ha
observado también posterior a la vacuna de la influenza, confiriendo de
proteccion frente a la infeccion y promoviendo un fenotipo CD57+ LAMP-1+(121),
indicando la importancia de LAMP-1 en la respuesta antiviral de células NK en
contra de infecciones por VIA. La produccion de IFN-y no se observd en las
células NK estimuladas con la NP del VIA, sin embargo, existen diversos estudios
muestran un aumento en la expresion de IFN-y de células NK frente al VIA
(107,110,121). Estos estudios se han centrado en validar dicha expresion a través
de factores de transcripcion o cuantificacion directa del IFN-y extracelular lo que
podria explicar las diferencias en nuestro estudio. Finalmente, se ha reportado
un aumento de granzima B en condiciones in vivo e in vitro en células NK tratadas

con diversas citocinas como IL-2, IL-15, IL-18 e IL-21 independientemente del
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contexto de infeccion viral (122-124), lo cual refleja que el aumento en la
expresion de Granzima B esta principalmente ligado a las citocinas, lo que explica
que no se hayan encontrado diferencias en nuestros grupos. Respecto a la
comparacion frente a sujetos vacunados y no vacunados no se encontraron
diferencias significativas se atribuyen en parte al tiempo de reclutamiento de los
sujetos vacunados que abarca desde los 5 a los 9 meses posvacunacion, esto
se puede explicar debido a que las células de tipo memoria se alojan en érganos
linfoides secundarios e higado por lo tanto estas células no fueron obtenidas a
través del aislamiento de sangre venosa periférica (64,65,125,126). Debido a los
resultados observados, en este proyecto se realizaron analisis mas detallados
mediante la técnica de reduccidn de dimensionalidad t-SNE, a fin de
complementar el analisis de los marcadores individuales a través de citometria
de flujo. Este analisis revela una subpoblacion bien definida de células NK con
expresion conjunta de NKG2C y NKp46 la cual concuerda también con la
expresion de Granzima B, LAMP-1 e IFN-y, asi como la correlacién positiva
observada entre marcadores de tipo memoria NKG2C y NKp46 principalmente
en las células NK CD56BRICHT y su asociacion directa con marcadores de
funcionalidad como LAMP-1 e IFN-y que al igual que los marcadores de tipo
memoria correlacionaron de manera positiva en las células NK CD56BRICH, Estos
analisis presentan evidencia de que dicha correlacion y grupos analizados son
compatibles con un fenotipo de tipo memoria inducido por la NP del VIA. La
visualizacion t-SNE resalté la heterogeneidad funcional y fenotipica dentro de la
poblacion total de células NK, y respalda la idea de que la NP del VIA es capaz

de inducir una respuesta de tipo memoria por células NK. Las correlaciones
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encontradas ademas apoyan estos hallazgos denotando la importancia de dichos
marcadores de tipo memoria en la respuesta frente al estimulo. Lo anterior,
también es reforzado por los hallazgos en el reconocimiento de la NP por la
interaccidn del receptor activador CD94/NKG2C con el ligando HLA-E (110) asi
como evidencia que remarca el aumento positivo que existe entre la produccion
de IFN-y y el aumento de LAMP-1 al estimular in vitro células NK con células
mononucleares infectadas con VIA (127). Ademas, nuestros hallazgos en el
analisis de células doble positivas para NKG2C*NKp46™ las cuales presentan un
aumento en el porcentaje de estas células y un patron de activacion dependiente
de la NP que no se observa en las células NK no estimuladas con la NP, lo que
también descarta el efecto de las citocinas empleadas en la expansion. Este es
el primer reporte de un fenotipo de células NK de tipo memoria especificas de la
NP del VIA H1N1 pdm0Q9 pero la evidencia obtenida nos hace inferir que dichas
células NKG2C*NKp46* son un fenotipo de células NK de tipo memoria centrado
en el reconocimiento de péptidos de dicha proteina, como lo han reportado otros
grupos de trabajo donde han logrado caracterizar fenotipos doble positivo para
células NK de tipo memoria especificas para ciertos virus y ciertas proteinas

virales diferentes al VIA (79,99,116,118).

Referente a la citotoxicidad observada por las células NK frente a células A549
infectadas con VIA H1N1 no existen reportes directos acerca de la actividad
citotéxica de las células NK de tipo memoria especificas para la nucleoproteina
del VIA, la unica evidencia de citotoxicidad de células NK contra células

infectadas por VIA fue en un modelo murino donde las células fueron estimuladas
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con hemaglutinina y se observo una actividad citotdxica disminuida (118). Este
es el primer reporte sobre ensayos de citotoxicidad de células NK especificas
para la NP. Sin embargo frente a otros virus existen evidencias de como cierta
estimulacién de las células NK puede aumentar su citotoxicidad, en un estudio
reciente, se demostré que la potenciacion de la sehalizacion mediada por IL-15
mediante la molécula HODHBt incrementa significativamente la citotoxicidad de
las células NK frente a células infectadas por VIH(128). En el contexto de CMV
se ha observado a través de la expresion dirigida del ligando ULBP2, un activador
del receptor NKG2D se genera una mayor activacion de dicho NKG2D vy, en
consecuencia, una mayor citotoxicidad de las células NK frente a la infeccion por
CMV (129). Estos hallazgos refuerzan la hipotesis del direccionamiento
respuesta especifica mediada por receptores activadores del eje NKG2,
expresado en subpoblaciones de células NK de tipo memoria como las NKG2C*
observadas en este trabajo, puede ser una via eficaz para potenciar la

citotoxicidad frente a virus, incluyendo influenza A.

Dentro de las limitaciones del presente trabajo se encuentran: 1) la falta de
cuantificacion del IFN-y y la Granzima B en el medio de los co-cultivos de células
NK'y células A549; 2) experimentos donde la estimulacion se realice con NP de
otras cepas tanto de VIA u otros virus respiratorios; y 3) realizar una evaluacién
de cambios epigenéticos de las células NK a través de deteccién de metilaciones
o acetilaciones de histonas que nos ayuden a confirmar que las células NK son

de tipo memoria.
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CAPITULO 9

CONCLUSION

Las células NK de tipo memoria especificas de la nucleoproteina del virus de

influenza A H1IN1 incrementan la eliminacion de células infectadas con el virus.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

Evaluar la citotoxicidad de las células NK de tipo memoria frente a la NP
de otras cepas de virus de influenza.

Evaluar la citotoxicidad de las células NK de tipo memoria frente a la NP
de cepas de virus respiratorios distintos a los virus de influenza.
Cuantificar la secrecion de IFN-y y Granzima B en el medio de los
cocultivos con células A549 infectadas.

Evaluar cambios epigenéticos de las células NK a través de deteccion de
metilaciones o acetilaciones de histonas.

Evaluar el efecto de la criopreservaciéon sobre el fenotipo y la actividad
citotéxica de las células NK de tipo memoria.

Analisis preclinicos en modelos murinos u organoides de epitelio

pulmonar.
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