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RESUMEN

M.C. Kenia Yaretzy Osuna Espinoza Fecha de titulacion:

Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn

Titulo de estudio: Analisis del perfil de activacion de células NK en pacientes con
Infeccion grave por SARS-CoV-2.
Numero de paginas: 98

Area de estudio: Inmunologia

Propésito y disefio del estudio: Las células NK son linfocitos innatos con actividad
citotéxica frente a infecciones virales. En la pandemia de COVID-19 se incrementaron las
investigaciones sobre el papel de las células NK en la patogénesis y gravedad de la
enfermedad. No obstante, el estado funcional de estas células continian siendo area de
interés. Estudios recientes destacan la relevancia del metabolismo celular en la regulacion
de la funcion celular; sin embargo, las alteraciones metabdlicas de células NK en pacientes
COVID-19 aun no han sido completamente caracterizadas. El objetivo de este estudio fue
evaluar la expresidon de genes asociados al metabolismo, asi como la expresién de
marcadores de activacion en células NK de pacientes con COVID-19 grave y su asociacion

con el desenlace clinico de estos pacientes.

Contribuciones y conclusiones: En este estudio se demostré que las células NK de
pacientes con COVID-19 grave presentan una mayor expresion de marcadores de
activacion, como IFN-y y granzima B, cuya expresion se asocia con un mejor desenlace
clinico. Asimismo, los pacientes con desenlaces fatales mostraron una mayor expresiéon de
genes relacionados con el metabolismo celular, incluyendo SIRT1, HIF1A y GLUT-1. En
conclusion, las células NK de pacientes con COVID-19 grave exhiben una mayor expresion
de marcadores de activacion, asi como alteraciones en la expresion de genes metabdlicos,

las cuales se asocian con el desenlace clinico de los pacientes.

VI
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 SARS-CoV-2

1.1.1 Caracteristicas y estructura

El coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV-2) es el agente causal de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19). Los
coronavirus son virus de ARN de sentido positivo, envueltos, no segmentados y
monocatenarios pertenecientes a la familia coronaviridae del género
betacoronavirus. El nombre de este virus se debe a la observacién en el microscopio
electronico de proyecciones que corresponden a grandes glicoproteina
transmembrana espiga “Spike” (S, del inglés “spike”) que asimilan la forma de

corona (Figura 1A) (1).

El genoma del SARS-CoV-2 contiene codifica para cuatro proteinas estructurales y
once proteinas accesorias. Las cuatro proteinas estructurales son S, E, My N
(Figura 1B). Estas proteinas estructurales conforman un viridbn envuelto capaz de
infectar células. Los once genes y proteinas accesorias son ORF3a-d, ORF6,
ORF7ayb, ORF8, ORF9b y ¢, y ORF10, y desempeian diversas funciones, desde

la interaccion con el huésped hasta la modulacion inmunitaria (2).



RNA viral y nucleoproteina (N)

Proteina de envoltura (E)

Proteina de membrana (M)

Glicoproteina espiga (S)

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2.
Imagen adaptada de: Cedillo-Barron L., et al. (2020) COVID-19, la enfermedad viral

que se disemin6 en el mundo (3).

1.1.2 Mecanismo de infeccion

Estas mismas proteinas median la entrada del coronavirus en las células blanco al
unirse al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2); este receptor
se ha identificado en pulmoén y en otros tejidos del cuerpo, como la cérnea, la
vesicula biliar, el corazon, el rifdn y los testiculos, pero se distribuye con mayor
frecuencia en las células epiteliales nasales, alveolares e intestinales (4). Una vez
que el virus penetra en la célula huésped, libera su genoma viral en el citoplasma,
donde se inicia la replicacién del ARN gendmico y subgendmico, asi como la sintesis
de proteinas estructurales. La traduccion de las proteinas de membrana, envoltura
y espiga tiene lugar en el reticulo endoplasmico, mientras la sintesis de la
nucleocapside ocurre en el citoplasma. Posteriormente, el ensamblaje de los

nuevos viriones se lleva a cabo en el aparato de Golgi, donde se forman las



particulas virales maduras que son finalmente transportadas hacia la membrana

plasmatica y liberadas mediante un proceso de exocitosis (Figura 2) (5,6).
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Figura 2. Ciclo de replicacién del SARS-CoV-2.
Imagen adaptada de: Harrison A., Lin T., Wang P. (2020). Mechanisms of SARS-

CoV-2 Transmission and Pathogenesis (5).

1.2 COVID-19

La COVID-19 es una infeccién respiratoria causada por el virus SARS-CoV-2. El
primer caso documentado se notific6 en Wuhan, China, en diciembre de 2019.
Debido a su alta transmisibilidad y rapida propagacion a nivel global, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) declar6 la COVID-19 como una pandemia en marzo de

2020 (7).



1.2.1 Epidemiologia

Las cifras actuales de COVID-19 hasta el mes de mayo del aio 2025, reporta un
total de 777,891,034 casos de COVID-19 a nivel mundial, cobrando un total de
7,096,187 muertes por esta causa. En México se reporta un total de 7.6 millones de

casos y 335 mil muertes atribuidas a esta causa, figura 3 (8).
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Figura 3. Casos reportados de COVID-19 en México.
Imagen obtenida: Panel de la OMS sobre la COVID-19 (9).

1.2.2 Clasificacion de la gravedad

La evaluacién de la gravedad de la COVID-19 es un componente fundamental en el
abordaje clinico de los pacientes. Parametros relacionados con el soporte
respiratorio, como la saturacion de oxigeno, asi como la necesidad de ventilacion

no invasiva (VNI) o ventilacibn mecanica invasiva (VMI) al momento del ingreso



hospitalario, se consideran indicadores clave de riesgo, pronodstico y desenlaces
clinicos adversos, incluida la mortalidad. Con el objetivo de estandarizar la
evaluacion de la progresion de la enfermedad, la OMS desarroll6 la Escala de
Progresion Clinica de la COVID-19. Aunque esta herramienta fue concebida
originalmente para evaluar los desenlaces clinicos, su uso se ha extendido
ampliamente como criterio para estratificar la gravedad de la enfermedad al ingreso

hospitalario (10,11).
Definiciones de la OMS sobre la gravedad de la enfermedad por COVID-19 (11):

1. COVID-19 No Grave
Se define como la ausencia de criterios para COVID-19 grave o critica.
2. COVID-19 Grave
Se define por cualquiera de los siguientes criterios:
- Saturacién de oxigeno < 90%
- Neumonia grave
- Signos de dificultad respiratoria grave (uso de musculos
accesorios, incapacidad para completar oraciones completas,
frecuencia respiratoria > 30 respiraciones por minuto)
3. COVID-19 critica
Se define por los criterios del sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA), sepsis, choque séptico u otras afecciones que normalmente

requeririan terapias de soporte vital (VMI o VNI), o terapia vasopresora.



1.2.3 Manifestaciones clinicas

La respuesta inmunoldgica individual frente a la infeccion por SARS-CoV-2
desempefia un papel determinante en la gravedad clinica de la COVID-19. Los
casos de COVID-19 leve-moderado pueden incluir tos, debilidad, fiebre y un
espectro de sintomas como dolor de garganta, rinorrea, linfopenia y diarrea.
Aquellos individuos que no pueden eliminar el virus desarrollan un estado de
infeccion grave en donde con frecuencia se establece el SDRA el cual puede tener

como desenlace la muerte del paciente (4).

En términos generales, se han identificado dos perfiles inmunoldgicos

disfuncionales asociados a desenlaces adversos:

1. Falta de una respuesta inmune antiviral oportuna y eficaz, lo que permite una

replicacién viral descontrolada en las fases iniciales de la infeccion.

2. Incapacidad para modular adecuadamente la respuesta inflamatoria, o que

conduce a una activacion inmune exacerbada.

Esta dicotomia resalta la importancia de un equilibrio de la respuesta inmunoldgica
adecuada en el control efectivo de la infeccion y en la prevencion de complicaciones

graves.



o ey % - 0 o
T e \ : CltOC|na§
J#E Q@ N\ . inflamatorias
g Infeccion viral N
// / ( . s N\ ol
,l // s e © o \‘
/ ’,f ...- Siote \\\ A
Sintomas mas comunes ,,’ ( Macgfzgos Jormenta ® \/ \\‘ |L-1B
! - — & G '
j (e oS ) : IL-6
%, \ ‘ ,‘\‘ y ® - 4 i IL-8
5 A i | Quimiotaxis e / i
T ‘\ N Rt / !
Tos Fiebre Cansancio Congestién ;' L . s IL-2
nasal H \ 3 S /
AN -\ f TNFa
A ) 2 ( \ ) S IFNy
1y 9 o LN
Secrecion Dolor de Dolor de Diarrea Fatiga Dificultad Dafios graves en el tej|d0

nasal garganta cabeza para respirar

pulmonar y contribuye a la
disfuncion organica

Figura 4. Manifestaciones clinicas en pacientes con COVID-19.
Imagen adaptada de: Ilwasaki, A. (2025). Cytokine Storm. BioRender.

1.3 Respuesta inmune contra la infeccion por SARS-CoV-2

La contencion de infecciones virales, como la provocada por el SARS-CoV-2,
depende criticamente de la interaccion sinérgica entre los componentes del sistema
inmunoldgico innato y adaptativo. Tradicionalmente, se ha reconocido a las células
citotoxicas, particularmente los linfocitos T-CD8+, como actores centrales en la
respuesta inmunitaria antiviral. No obstante, una respuesta eficaz frente a la
infeccidon viral requiere la participacién coordinada de multiples tipos celulares

pertenecientes: 1) inmunidad innata (macrofagos, células dendriticas y células NK);

y 2) inmunidad adaptativa (linfocitos T y B). Lo anterior permite una respuesta

robusta y especifica para garantizar el control y eliminacion de las infecciones

virales (1,12).



Tras la entrada del virus al organismo, la interaccion inicial entre el patégeno y las
células del hospedero tiene lugar en el tracto respiratorio superior, particularmente
a nivel del epitelio nasal, las amigdalas y las adenoides, estructuras que forman
parte del tejido linfoide asociado a nasofaringe (NALT, por sus siglas en inglés). En
esta region se activa la respuesta inmunitaria inicial, caracterizada por la induccion

de la inmunidad de las mucosas (13).

En los pulmones, los macréfagos alveolares actuan como células centinela,
constituyendo la primera linea de defensa frente al virus mediante la deteccion del
agente patogeno y la activacion de mecanismos innatos de inmunidad antiviral (13).
Los macrofagos, al igual a otras poblaciones celulares, son capaces de reconocer
al virus y células infectadas a través de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), los cuales detectan patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs,
por sus siglas en inglés) y asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés).
Entre estos, los receptores en los endosomas, como TLR7, TLR8 y TLR9, asi como
los receptores citosolicos, como los de tipo RIG-lI, desempefian un papel
fundamental en la induccion de fuertes respuestas antivirales (14). La sefalizacion
de los TLR activa la transcripcidn de los interferdn (IFN) tipo | y tipo 1, asi como las
citocinas y quimiocinas proinflamatorias dependientes del factor nuclear kB (NF-kB),
esta respuesta inflamatoria localizada, liderada principalmente por macrofagos, se
caracteriza por el aumento en la produccién de citocinas como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-
18, IL-8, IL-10, MCP-1 y MIP-1a. Estas moléculas participan en el reclutamiento de
otras poblaciones celulares al sitio de la infeccion, lo que marca el inicio de la

respuesta inmune adaptativa contra el SARS-CoV-2 (13).



Ante el estimulo inicial, los neutrofilos migran rapidamente al sitio de la infeccion y
despliegan una respuesta antiviral mediante diversos mecanismos, que incluyen la
fagocitosis, la liberacion de citocinas proinflamatorias, y la secrecion de enzimas
como la mieloperoxidasa (MPO), la elastasa y péptidos antimicrobianos como las
defensinas. Ademas, estos leucocitos son capaces de formar trampas
extracelulares de neutrdfilos (NETSs), estructuras compuestas por ADN y proteinas
citotoxicas que inmovilizan y neutralizan a los patégenos (15). Una activacion eficaz
de la inmunidad innata contribuye a limitar etapas clave del ciclo viral; incluyendo la
entrada, traduccion, replicacion y ensamblaje, favoreciendo la deteccién y

eliminacién oportuna de las células infectadas (16).

La eliminacion de células infectadas esta orquestada en gran medida por las células
citotoxicas. Las células NK son linfocitos citotoxicos de la inmunidad innata, estas
células ejercen su funcion citotoxica principalmente mediante la liberacion de
granulos citotdxicos (granzimas y perforinas), y citocinas inflamatorias (TNF-a e
IFN-y). Una vez establecida la inmunidad adaptativa también llevan a cabo la

citotoxicidad dependiente de anticuerpos (17).

Las células dendriticas (CD) se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del
tracto respiratorio, donde actuan como centinelas inmunoldgicas capaces de
reconocer microorganismos invasores. En la infeccién por SARS-CoV-2 las células
dendriticas mieloides clasicas (cDCs) cumplen principalmente la funcidén de células
presentadoras de antigenos; tras la captura del patdbgeno, migran hacia los ganglios
linfaticos regionales para procesar y presentar los antigenos a los linfocitos T, lo que

desencadena una respuesta inmunitaria adaptativa especifica y duradera (18). Por



otro lado, las células dendriticas plasmocitoides (pDCs) constituyen un subtipo
especializado en la deteccion de infecciones virales a través de los receptores TLR7
y TLR9, caracterizandose por su capacidad de producir grandes cantidades de
interferones tipo | y participar en la presentacién antigénica, contribuyendo asi tanto

a la inmunidad innata como a la transicién hacia la inmunidad adaptativa (15).

Las CD inducen la activacion, polarizacion y diferenciacion de linfocitos T virgenes
mediante la presentacion de péptidos antigénicos en el contexto de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | o Il, acompafiada por la
secrecion de citocinas y quimiocinas que modulan el microambiente inmunoldégico.
Una vez activados, los linfocitos T migran hacia el sitio de infeccion, donde ejercen
funciones efectoras a través de la produccién de citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y moléculas citotdxicas, como granzimas y perforina. Tanto los linfocitos
T CD4+ como los CD8+ desempefian funciones efectoras importantes para la
eliminacién de infecciones virales, ademas de contribuir al establecimiento de la
memoria inmunoldgica, proporcionando proteccion frente a infecciones
subsecuentes (15). Los linfocitos B contribuyen a la respuesta inmunitaria antiviral
principalmente mediante la produccion de anticuerpos, siendo una fuente esencial
de anticuerpos neutralizantes especificos para bloquear la entrada del virus y
facilitar su eliminacion. Ademas, participan en la secrecibn de mediadores
inflamatorios y en la activacion de linfocitos T CD4+ mediante la presentacion

antigénica, modulando asi la respuesta inmunitaria adaptativa (15).
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1.4 Alteraciones Inmunolégicas en COVID-19

Las principales alteraciones inmunologicas observadas en pacientes con COVID-19
suelen ser manifestaciones sistémicas asociadas con el desenlace clinico de los
pacientes. Dentro de estas, destaca la linfopenia, tormenta de citocinas, y expresion

de receptores inhibidores en células citotoxicas.

1.4.1 Linfopenia

La linfopenia, definida como la disminucién en el numero absoluto de linfocitos en
sangre periférica, constituye la principal alteracién inmunoldgica observada en
pacientes con COVID-19. Este hallazgo ha sido consistentemente documentado en
la mayoria de los casos, independientemente de la gravedad clinica de la
enfermedad; no obstante, en pacientes con formas graves o criticas de COVID-19,
la linfopenia tiende a ser mas pronunciada. Diversos estudios han reportado la
reduccién linfocitaria, especialmente en las subpoblaciones citotoxicas, como las
células NK y los linfocitos T CD8+, sugiriendo un compromiso importante de la

respuesta inmune antiviral en estos pacientes (7,19-24).

Recientemente, se ha documentado una reduccion significativa en la poblacién de
linfocitos T CD4+ en pacientes con COVID-19 (1,25-29). En este contexto, la
linfopenia, se considera una caracteristica clinica relevante en la COVID-19, ya que
se ha asociado de manera consistente con un peor pronostico, mayor gravedad de
la enfermedad y mayor riesgo de evolucién hacia formas criticas. (27). A pesar de
su importancia clinica, los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes al desarrollo

de linfopenia en pacientes con COVID-19 aun no se comprenden por completo.
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Entre las hipdtesis se incluyen la apoptosis linfocitaria inducida por una activacion
inmunitaria desregulada y la migracion de linfocitos desde la circulacion sistémica
hacia los tejidos infectados, particularmente hacia el parénquima pulmonar, donde
ocurre la respuesta inflamatoria mas intensa. Estas alteraciones podrian contribuir
tanto a la inmunodeficiencia relativa a nivel sistémico, como al dafo tisular

observado en los casos graves de COVID-19 (4).

1.4.2 Tormenta de citocinas

La infeccion por SARS-CoV-2 desencadena una intensa respuesta proinflamatoria
a nivel pulmonar, caracterizada por infiltracion inflamatoria, daio alveolar y, en fases
avanzadas, fibrosis pulmonar. Cuando esta respuesta inflamatoria no se regula
adecuadamente, puede inducir un dafo tisular grave, contribuyendo a la disfuncién
pulmonar y sistémica. Este fendbmeno ha sido ampliamente documentado en
pacientes con COVID-19 grave, en quienes se han observado elevadas
concentraciones de multiples citocinas y quimiocinas, incluyendo IL-2, IL-2R, IL-6,
IL-7, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MCP-3, IL-1ra, MIP-1a, IFN-y y TNF-a. Estos
hallazgos son consistentes con la denominada “tormenta de citocinas”, un estado
de hiperactivacion inmunitaria asociada estrechamente con la progresion a

enfermedad critica y desenlaces clinicos desfavorables, incluida la muerte (30-32).

Los niveles elevados de citocinas y quimiocinas en pacientes con COVID-19 no solo
influye en la frecuencia de células citotoxicas en sangre periférica, también se ha
reportado que estas citocinas participan en la disminucion de la funcionalidad de

estas células. Bordoni et al. observaron que tanto la IL-6 como la IL-8 se
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correlacionan negativamente con el contenido de perforina en las células NKy T
CD8+, demostrando que el aumento de los mediadores inflamatorios estan
asociados con la reduccién de la funcion citotoxica en pacientes con COVID-19

grave (20,25).

1.4.3 Expresion de receptores inhibidores en células NK

La sobreexpresion de receptores inhibidores en células citotéxicas es otro de los
hallazgos reportados ampliamente en pacientes con COVID-19. Un numero
creciente de estudios han demostrado el aumento en la expresion de PD-1 (33-35),
TIM-3 (27,29,36) y LAG-3 (25,37). Estos hallazgos han respaldado la hipdtesis de
un estado de hipofuncionalidad en los linfocitos citotoxicos de pacientes con COVID-
19, lo cual podria contribuir a un desenlace clinico desfavorable. Este fenbmeno de
"hipofuncionalidad" o "agotamiento" inmunoldgico ha sido ampliamente descrito en
enfermedades crénicas como el cancer y en infecciones virales persistentes, donde
la exposicion continua a estimulos antigénicos induce una expresion sostenida de
estos receptores inhibidores, promoviendo un “fenotipo agotado” caracterizado por
una disminucién de las funciones efectoras celulares (38,39). No obstante, la
relevancia y el impacto clinico de este fenomeno en el contexto de una infeccion
viral aguda, como la causada por SARS-CoV-2, aun no se comprenden

completamente y continuan siendo objeto de investigacion (40).
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1.5 Células NK'y COVID-19

1.5.1 Generalidades de las células NK

Las células NK son linfocitos pertenecientes al sistema inmunitario innato y
desempenan un papel crucial como primera linea de defensa frente a infecciones
virales y procesos neoplasicos, ademas de participar en la regulacion de la
respuesta inmunitaria adaptativa (41). Derivan de un progenitor linfoide comun y
adquieren su funcionalidad y grado de maduracion mediante la expresion
secuencial y regulada de distintos receptores de superficie, o cual permite su
identificacion y clasificacion en distintas subpoblaciones funcionales.
Fenotipicamente, las células NK se caracterizan por la expresiéon de los marcadores
CD56/CD16, y representan aproximadamente entre el 5% y el 15% de las células
mononucleares circulantes en sangre periférica (42,43). En términos generales, la
principal funcion de las células NK es la citotoxicidad frente a células infectadas o

transformadas, a través de distintas vias, figura 5 (41,44):

A. Liberacion de granulos citotoxicos que contienen perforinas y granzimas.

B. Secrecion de citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-a.

C. Induccion de apoptosis a través de la interaccion del ligando Fas (FasL).

D. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en

inglés).

Estos mecanismos permiten a las células NK desempenar un papel esencial en la
eliminacién temprana de células infectadas por virus y en la contencion de

respuestas inmunitarias excesivas (45).
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Figura 5. Funciones efectoras de las células NK.

La activacion y las funciones de las células NK estan reguladas por la interaccion
entre un gran numero de receptores inhibidores y activadores en combinacion con
la presencia de ciertas citocinas. Los receptores activadores (NKG2D, NKp30,
CD226, por mencionar algunos) al reconocer sus ligandos especificos transducen
sefiales activadoras. Por otro lado, los receptores inhibidores (NKG2A, KIR2DL,
etc.) detectan principalmente moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
de clase | (MHC-I) en posibles células diana y transducen sefiales inhibidoras que

antagonizan las sefales activadoras. Asi el balance en la expresion de estos
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receptores determina la funcion final de las células NK. Estos receptores son
codificados de linea germinal y muestran una gran variabilidad en su expresion por
lo tanto, células NK del mismo individuo muestran diferencias en la expresion de

sus receptores y responden a diferentes estimulos, figura 6 (46).

Receptores Receptores
inhibidores activadores

KIR 2DS1 (HLA-C)
KIR 2DL1/2/3 (HLA C) KIR2DS4 (HLA-A, C)
KIR3DL1 (HLA-B)

KIR 3DL2 (HLA-A)
CD94/NKG2A (HLA-E)

KIR2DL4 (HLA-G)

CD94NKG2C (HLA-E)
LIR-1 (HLA-A-G) KIR3DL2 (CpG)
KLRG-1 (Cadherins) CD16 (IgG)
CEACAM1 (CEACAMS) NKG2D (MIC, ULBP)

TIGIT (PVR and PVRL2)) NCRs (B7-H6)

CD96 (PVR)
DNAM-1 (PVR, Nectin-2)
TLR (TLRL)

Linfocitos de la
inmunidad innata

N

Actividad antiviral Actividad tumoral

Figura 6. Receptores inhibidores y activadores expresados en las células NK.

Las células NK pueden dividirse en subconjuntos en base a los marcadores de

superficie que expresan y funciones efectoras, de esta manera se identifican a las
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células NK CD56P™ y CD56BRICHT  Las células NK CD56°'"MCD16+ son abundantes
en la sangre y su principal funcion es la citotoxicidad mediante la liberacion de
mediadores liticos como perforinas y granzimas B. Por otro lado, las células
CD568BRICHTCD16- son productoras de citocinas como IFN-y en respuesta a la

estimulacion con IL-12, IL-15 e I1L-18.(41,47).

1.5..2 Rol de las células NK en COVID-19

El correcto funcionamiento de las células NK es pieza clave en la respuesta inmune
contra la infeccion por SARS-CoV-2. La localizacidn de las células NK en el lugar
de la infeccidon es importante para la eliminacion del virus. En condiciones de
homeostasis, las células NK en pulmén muestran fenotipos altamente diferenciados,
pero hiporreactivos, con un movimiento continuo y dinamico entre la sangre y el

pulmon (4,47).

Estudios in vitro han demostrado que las células NK son capaces de interactuar
directamente con células infectadas por el SARS-CoV-2, péptidos especificos
derivados de la proteina S del SARS-CoV-2 pueden unirse al receptor activador
NKG2D, potenciando tanto la actividad citotoxica de las células NK como la
produccion de IFN-y (48). Asimismo, la célula NK es capaz de reconocer las
proteinas no estructurales Nsp13 y Nsp16 del SARS-CoV-2 y potenciar su respuesta
frente a la infeccion, facilitando el reconocimiento y limitando la replicacion viral en

células epiteliales de pulmon (49,50).

Por otra parte, diversos estudios sugieren un fenotipo disfuncional o de agotamiento

inmunologico en las células NK durante la infeccién por SARS-CoV-2. En pacientes
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con COVID-19 se ha observado una expresion aumentada de marcadores
inhibidores como la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1), el gen
asociado a la activacion linfocitaria 3 (LAG-3), TIGIT y NKG2A, en comparacion con
individuos sanos. Estos cambios fenotipicos podria contribuir a la evasién inmune
del virus y al agravamiento del cuadro clinico en fases avanzadas de la enfermedad

(33,51).

Para generar respuestas antivirales eficaces y sostenidas, las células NK requieren
interacciones bidireccionales complejas con diversas poblaciones de células
inmunitarias. De esta manera tambien logran modular adecuadamente su actividad

y evitar una inflamacion sistémica excesiva.

Tras la infeccion viral, las células NK secretan diversas citocinas, entre ellas la
proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa (MIP-1a), que participa en el
reclutamiento de monocitos hacia el sitio de infeccion y favorece su activacion
funcional. A su vez, los macréfagos activados liberan quimiocinas como CXCLS9,
CXCL10 y CXCL11, que contribuyen al reclutamiento de células NK, y modulan la
activacion, funcion efectora y persistencia de las células NK, estableciendo un
circuito de retroalimentacion esencial para el control de la infeccidn y la regulacion
de la inflamacion (52). Por lo tanto, las sefales activadoras e inhibidoras que reciben
las células NK de los monocitos en la COVID-19 grave pueden explicar el estado

activado pero disfuncional de estas células (52).
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Los neutrofilos también contribuyen al reclutamiento de células NK a través de la
secrecion de multiples quimiocinas, entre las que destacan CXCL9, CXCL10 y
CXCL11. Ademas, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
la secrecion de prostaglandinas y la liberacion de componentes granulares son
capaces de modular aspectos clave como la supervivencia, proliferacién, actividad

citotoxica y produccion de IFN-y de células NK (52).

Dado el papel fundamental de las células NK en la inmunidad antiviral y su
implicacion especifica en la inmunopatogénesis de COVID-19, han surgido diversas
estrategias terapéuticas basadas en la modulacién o administracion de células NK.
Estos enfoques incluyen tanto el uso de células NK autélogas o alogénicas como el
disefio de células NK modificadas genéticamente, con el objetivo de potenciar su
capacidad citotdéxica, mejorar su persistencia en el microambiente inflamatorio y
restaurar su funcionalidad en contextos de agotamiento inmunolégico, como el

observado en pacientes con COVID-19 grave (53).

A pesar de los avances alcanzados en el conocimiento de la patogénesis y el
tratamiento de la COVID-19, la evidencia cientifica actual sefiala que los
mecanismos subyacentes a la disfuncidn de las células NK aun no se comprenden
por completo (54). Es en este contexto donde radica la importancia de investigar
nuevas variables que contribuyan a explicar las alteraciones funcionales reportadas

en las células NK de pacientes con COVID-19 grave.
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1.6 Metabolismo de células NK en infecciones virales

Las células NK estan listas para destruir células diana y producir citocinas tras la
activacion. Esta rapida respuesta requiere diversos cambios metabdlicos conocidos
como “reprogramacion metabdlica” para una activacion celular 6ptima. Existen dos
vias metabdlicas principales y superpuestas para generar trifosfato de adenosina
(ATP): la glucolisis anaerobica y la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHQOS).
La glucdlisis convierte la glucosa en piruvato mediante diferentes reacciones
metabdlicas. Esta via depende del oxigeno y es relativamente ineficiente,
generando solo dos moléculas de ATP como producto final. Por otro lado, la
OXPHOS es una via dependiente del oxigeno que produce aproximadamente 30
moléculas de ATP. Por lo tanto, el metabolismo puede definirse como las reacciones
anabdlicas y catabdlicas que se realizan para obtener la energia necesaria para las

funciones celulares (55).

Todas las células pueden detectar la disponibilidad de nutrientes en su
microambiente para activar diferentes vias metabdlicas segun sus necesidades
energéticas. Esta accion de deteccidn es posible gracias a diferentes reguladores
metabdlicos que pueden activar o desactivar las vias metabdlicas y, por lo tanto,
modificar el metabolismo celular (56). Se han identificado algunos "reguladores
maestros del metabolismo", un ejemplo es la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK). Esta proteina se activa en condiciones de privacion energética, donde los
niveles de ATP disminuyen y el AMP aumenta. Una vez activada, la AMPK disminuye
el consumo de energia (anabolismo) y aumenta la produccion de energia

(catabolismo) mediante la fosforilacidn de proteinas clave en multiples vias (57,58).
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Se han desarrollado investigaciones sobre el metabolismo de las células NK, que
muestran cambios metabdlicos segun su fenotipo funcional, estimulo de activacion
y estado de activacion. En el fenotipo funcional, las células NK con actividad
citotoxica (CD569™) mantienen tasas mas altas de glucdlisis y OXPHOS que las
células NK productoras de citocinas (CD56M9"). Ademas, las células NK de
diferentes tejidos difieren funcionalmente segun su localizacion y presentan perfiles

metabalicos diferentes (59,60).

La capacidad funcional de las células inmunitarias estan estrechamente vinculadas
a su actividad metabdlica, por lo tanto, resulta relevante explorar el papel del
metabolismo celular en las alteraciones funcionales observadas en estas células
durante la infeccidon por SARS-CoV-2. Estudios transcriptémicos realizados en
células mononucleares de pacientes con COVID-19 han revelado una
sobreexpresidon de multiples genes relacionados con rutas metabdlicas clave,
incluyendo componentes de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la
glucdlisis y la gluconeogénesis (61). Recientemente, se han llevado a cabo
investigaciones orientadas a evaluar los cambios metabdlicos en células NK durante
la infeccién por SARS-CoV-2. Un estudio analizé las células NK aisladas del tejido
pulmonar de 19 pacientes fallecidos a causa de la COVID-19 donde observaron
niveles elevados de actividad en diversas rutas metabdlicas, incluyendo la
glucdlisis, el metabolismo del fosfato de inositol y el metabolismo de los
glicerolipidos. Asimismo, se identificoO una sobreexpresion de dos enzimas clave de

la via de los glicerolipidos: lipina 1 y lipina 2. Estos cambios metabdlicos podrian
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estar relacionados con una mejora en funciones efectoras de las células NK, tales

como la quimiotaxis, la degranulacion y la citotoxicidad (62).

La desregulacion de genes asociados al metabolismo celular y a la fosforilacion
oxidativa, sugiere alteraciones en la activacion y funcionalidad de las células NK
durante la infeccion por SARS-CoV-2. Estos cambios reflejan una reprogramacion
metabalica significativa, que podria contribuir tanto a la disfuncion inmunitaria como

a la progresion de la enfermedad (17).
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Disminucion de células NK de sangre periférica en pacientes COVID-19

En el caso especifico de la infeccion por SARS-CoV-2 se ha identificado que los
pacientes con COVID-19 presentan menor numero de células NK en sangre
periférica, especialmente en los pacientes con enfermedad grave en comparacion
con aquellos con enfermedad leve (4,47,51). La evaluacion del fluido bronquio-
alveolar de los pacientes con COVID-19 ha demostrado niveles elevados de
citocinas quimioatrayentes de células NK, incluyendo CCL3, CCL3L1, CCL4,
CXCL9, CXCL10 y CXCL11. De esta manera, el reducido numero de células NK
observado en la circulacion podria reflejar en cierta medida una redistribucién de

estas células hacia el pulmon (63).

Una de las funciones efectoras de las células NK durante infecciones virales es la
eliminacion directa de las células infectadas, por lo que, la disminucion en los
numeros absolutos de celulas NK se ha asociado con mayor replicacion viral y
peores desenlaces clinicos en pacientes COVID-19. Balachandran et. al., evaluaron
el efecto de la delecion de celulas NK durante la infeccion por SARS-CoV-2 en un
modelo de primates no humano (NHP, por sus siglas en inglés) observando que la
eliminacién de células NK resulta en un aumento de la replicacidén y carga viral.
Estos resultados evidencian la importancia de la funcién de células NK con la

gravedad de COVID-19 (64).
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2.2 Alteraciones funcionales de células NK en COVID-19

La evidencia actual sobre el estado funcional de las células NK continua siendo un
area de investigacion con hallazgos contradictorios. Por un lado, diversos estudios
han reportado una mayor expresion de receptores inhibidores en células NK, lo que
sugiere un estado hipofuncional o agotado de estas células, asociado a un peor
desenlace clinico (33,51,65). Wilk y colaboradores identificaron mayor expresion de
tres marcadores inhibidores, LAG3, PDCD1 y HAVCR2 en células NK de pacientes

con COVID-19 indicando un fenotipo "agotado" en estas células (65).

Por otra parte, otros estudios sugieren un estado funcional altamente activado,
evidenciado por la sobreexpresion de mediadores citotoxicos. Bert M. vy
colaboradores demostraron una regulacion positiva de los marcadores de activacion
IFN-y y LAMP1 en células NK provenientes de sangre periférica de pacientes con
COVID-19 en estado grave (66). Otros estudios han reportado niveles elevados de
granzima B en suero de pacientes con COVID-19, lo cual indica una activacion de
linfocitos citotéxicos, incluyendo células T CD8+ y células NK (26,33). En linea con
estos hallazgos, Maucourant y colaboradores observaron una expresion aumentada
de granzima B en células NK de pacientes con enfermedad grave (63). Por otra
parte, Fernandez-Soto et. al., demostraron que aunque las células NK muestran un
fenotipo activado, también presentan menor citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos asociado a una elevada concentracion de NKG2DL en plasma de

pacientes con COVID-19 grave (54).
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2.3 Alteraciones metabdlicas de las células NK en COVID-19

Investigaciones recientes han resaltado el papel fundamental del metabolismo
celular en la regulacion de la funcidén de las células inmunitarias (67—70). En las
células NK la activacion celular induce cambios metabdlicos especificos destinados
a satisfacer las demandas energéticas asociadas a sus funciones efectoras. Un
enfoque en el estudio del metabolismo celular consiste en evaluar la expresion de
genes reguladores de distintas vias metabdlicas, conocidos como “sensores

metabdlicos”. Entre estos se incluyen SIRT1, AMPK, HIF1Ay GLUT1.

A la fecha, no se han realizado estudios que evaluen especificamente la expresiéon
de estos genes en células NK. Sin embargo, la limitada evidencia disponible,
proveniente principalmente de estudios en células mononucleares de sangre
periférica (CMNs) o en modelos in vitro, ha arrojado resultados contradictorios.
Zhang et al. sugieren que SIRT1 inhibe la replicacion del SARS-CoV-2 y regula
positivamente mecanismos antioxidantes (71). En contraste, Marius Walter y
colaboradores demostraron que la deficiencia o inhibicion farmacoloégica de SIRT1
reduce significativamente la replicacion del SARS-CoV-2 en células A549-ACE2
(72). Una mayor expresion de HIF1A fue rerpotada en CMNs de pacientes con
COVID-19 (73-75), y esta puede favorecer la replicacion viral e inducir la produccion

de IL-6, IL-1B e IFN-B (74).
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Por lo tanto, a la fecha existe controversia del perfil de células NK asociado con la
gravedad de la enfermedad. Debido a esto, el presente estudio se centré en evaluar
el perfil de activacion de células NK en pacientes con infeccion grave por SARS-
CoV-2, y su asociacion con la progresion clinica de los pacientes. Esto aportara
conocimiento de los mecanismos que subyacen al deterioro inmunoldgico y

funcional de pacientes con COVID-19 grave.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Durante las infecciones virales, las células NK desempefian un papel importante en
la eliminacion del virus. En la pandemia de COVID-19 estudios han reportado
alteraciones inmunoldgicas asociadas a la gravedad de la enfermedad. Sin
embargo, existe controversia respecto al estado funcional de células NK. Dado lo
anterior, el presente estudio evalud el perfil de activacion de células NK asociados
a la progresion clinica y desenlace de los pacientes con infeccion grave por SARS-

CoV-2.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS

El perfil de células NK activadas se relaciona con el desenlace clinico de pacientes

con infecciéon grave por SARS-CoV-2.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Analizar el perfil de activacién de células NK en pacientes con infeccion grave por

SARS-CoV-2.

5.2 Objetivos Especificos

1. Cuantificar el numero de linfocitos T, linfocitos B y células NK en sangre
periférica de pacientes con infeccion grave por SARS-CoV-2.

2. Evaluar marcadores de activacion e inhibicion de células NK en sangre
periférica de pacientes con infeccion grave por SARS-CoV-2.

3. Analizar la expresion relativa de genes asociados al metabolismo e
inflamacion en células NK obtenidas de pacientes con infeccion grave por
SARS-CoV-2.

4. Determinar los niveles de citocinas en plasma de pacientes con infeccién

grave por SARS-CoV-2.
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CAPITULO 6

ESTRATEGIA GENERAL

La realizacién de este estudio requirid la toma de una muestra de sangre venosa
periférica en 3 tiempos: al ingreso hospitalario (dia 0), al dia 3 y al dia 10 de estancia
hospitalaria. La muestra sanguinea se fracciond para evaluar los distintos
parametros. Para la cuantificacion de citocinas se requirié 1 mL de plasma, obtenido
de 2 mL de sangre entera. Para los ensayos de fenotipo de superficie y
cuantificacion de poblaciones celulares se requirio de 1 mL de sangre entera. Para
medir la actividad transcripcional de células NK se llevo a cabo la metodologia de
separacion y purificacion de células mononucleares (CMN) por gradiente de
densidad, para posteriormente realizar la purificacion de células NK empleando
perlas magnéticas. Este paso fue imprecindible debido a que el numero de celulas
NK en circulacion es relativamente bajo (representan el 10% de células
mononucleraes de sangre periferica), de esta manera aseguramos una cantidad y

pureza adecuada para los experimentos posteriores (figura 1).
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ESTRATEGIA GENERAL

SANGRE COMPLETA

0o Conteo Absoluto de Evaluacion del fenotipo de
Poblaciones celulares = células NK

00
* Linfocitos T * LAMP1, IFNy, Granzima B
n=15 * Linfocitos B * KIR2DL1
» Células NK

Sangre venosa periférica
PLASMA

ﬁ ﬁ ﬁ Citocinas
* IL-6, IL-8, TNFa, RANTES, HMGB1

Toma #1 Toma #2 Toma #3
Ingreso Dia 3 Dia 10
hospitalario de estancia de estancia

hospitalaria hospitalaria CELULAS MONONUCLEARES (MNC)

AISLAMIENTO CELULAS NK. Seleccion (-) MACS

& Extraccion acidos nucleicos
S * SIRT1, AMPK, HIF1a, GLUT1
A « NFKB1, NFKB1A, IFNG, SOCS1

Figura 7. Esquema de la estrategia general del proyecto.
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CAPITULO 7

MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseio de estudio

Estudio de tipo comparativo, prospectivo, longitudinal y observacional.

7.2 Poblacion de estudio

Pacientes conscientes ingresados a la unidad de COVID-19 de la HAEMA (Hospital
de Alta Especialidad y Medicina Avanzada), con diagndstico de infeccion grave por
SARS-CoV-2. Con fines comparativos, se incluyé un grupo control conformado por
diez participantes sanos, homologado en cuanto a caracteristicas como edad y sexo

con los pacientes del estudio.

7.3 Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico por conveniencia

7.4 Criterios de seleccion

Grupo de estudio (Infeccion por SARS-CoV-2)

Criterios de inclusion:
e Pacientes mayores de 18 afos de edad, sexo indistinto.
e Ingreso a la unidad de COVID-19 de la HAEMA con infeccion grave por
SARS-CoV-2 (presencia de falla respiratoria con pO2<80mmHg 6
pCO2<35mmHg 6 PaO2/FiO2 ratio <200mmHg).

e Pacientes que acepten participar en este estudio.

Criterios de exclusion:
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e Pacientes con infeccion por VIH (la infeccion por el virus del VIH puede
ocasionar cambios en la cantidad de leucocitos en sangre).

e Pacientes con otras infecciones virales (influenza A, rinovirus, sincitial
respiratorio, entre otros).

e Pacientes con tratamientos inmunosupresores cronicos previos (pacientes
postransplantados, reumatologicos, oncoldgicos, enfermedades

hematologicas, entre otros).

Criterios de eliminacion:
e Sujetos en los que las muestras obtenidas se degraden y no sea posible su
procesamiento.
e Pacientes a los que no sea posible medir las variables de interés.

e Pacientes que retiren su consentimiento verbal para participar en el estudio.

Grupo control

Citerios de inclusién:
e Sujetos con prueba negativa para SARS-CoV-2
e Sujetos mayores de 18 afos de edad, sexo indistinto

e Sujetos que acepten participar en este estudio

Criterios de exclusion:
e Sujetos con proceso infeccioso en curso (infeccion por VIH, tuberculosis,
influenza, etc.) que pueda alterar la respuesta inmunoldgica.

e Sujetos con tratamientos inmunosupresores cronicos
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e Sujetos en tratamiento farmacolégico para enfermedades metabdlicas

(diabetes, hipertension, obesidad, entre otras).

Criterios de eliminacion:

e Sujetos en los que las muestras obtenidas se degraden y no sea posible su
procesamiento.

e Sujetos a los que no sea posible medir las variables de interés.

e Sujetos que retiren su consentimiento verbal para participar en el estudio.

7.5 Consentimiento informado

Se le explico de forma verbal al paciente y a un familiar los detalles del estudio,
utilizando un lenguaje sencillo libre de tecnicismos que puedan generar confusion.
Se realizé hincapié en la necesidad de evaluar 3 muestras de sangre: al ingreso
hospitalario, al dia 3 y 10 de estancia hospitalaria, éstas muestras fueron tomadas
por el personal capacitado del area de infectologia. La participacion en el estudio
fue totalmente voluntaria y la negativa a participar en el mismo no afecté en modo

alguno el tratamiento médico que llevo el paciente en su estancia hospitalaria.

Toda la informacién proporcionada por el participante fue de caracter estrictamente
confidencial, el participante fue identificado(a) con un numero y no con su nombre
en las carpetas correspondientes las cuales permanecieron resguardadas en el
departamento de inmunologia en donde podian ser consultadas por el sujeto de
investigacion. Los resultados obtenidos en este estudio son empleados solamente

con fines cientificos, manteniendo total confidencialidad del participante. Este
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protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de
Medicina, Universidad Autébnoma de Nuevo Leon con el numero de registro IN21-

00002.

7.6 Analisis de poblaciones celulares

Se empled citometria de flujo convencional para el analisis de los siguientes
parametros: recuento absoluto de linfocitos, expresion de receptores inhibidores en
linfocitos T CD8* y expresion de marcadores de activacion e inhibicién en células

NK, en muestras de sangre venosa periférica de pacientes con COVID-19 grave.

7.6.1 Recuento Absoluto de Linfocitos

El recuento absoluto de linfocitos se determiné utilizando tubos TruCount (BD
Biosciences, #cat: 663028) y la tincion BD Multitest™ 6-Color TBNK (BD
Biosciences, #cat: 662967), tabla 1. Brevemente, se incubaron 50 pyL de sangre

periférica anticoagulada con 20 L del reactivo TBNK en un tubo TruCount.

Tabla 1. Anticuerpos empleados en el recuento absoluto de linfocitos.

Anticuerpo Fluorocromos Compaiiia

Multitest 6-color TBNK reagent CD3-FITC BD Biosciences
CD16/CD56-PE
CD45-PerCP-Cy5.5
CD4-PE-Cy7
CD19-APC

CD8-APC-Cy7
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Las muestras fueron adquiridas y analizadas conforme a la estrategia descrita en

la figura 2; Brevemente, se identificaron las células CD45+ (leucocitos) y, con base

en su morfologia, se selecciond la poblacion de linfocitos. A partir de esta poblacion,

se distinguieron las células CD3+ y CD3-. Dentro de las células CD3+ se

identificaron las subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+, mientras que en las

células CD3™ se identificaron las células CD19+ (linfocitos B) y CD16/56+ (células

NK). El numero absoluto de poblaciones celulares se calculdé siguiendo las

indicaciones del fabricante y utilizando como referencia el numero conocido de

perlas fluorescentes contenido en cada tubo.
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Figura 8. Estrategia de analisis por citometria de flujo para el recuento absoluto de

linfocitos de sangre periférica.

7.6.2 Expresion de Receptores Inhibidores en Linfocitos T CD8*

La expresioén de los receptores inhibidores PD-1, TIM-3 y LAG-3 en linfocitos T CD8*
se evaluo a partir de 100 pL de sangre periférica anticoagulada. La tincion se realizo
utilizando anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos especificos: anti-

CD8, anti-PD-1, anti-LAG-3 y anti-TIM-3, tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos empleados en analisis de la expresion de receptores

inhibidores en linfocitos T-CD8+.

Anticuerpos Clona Fluorocromos Compaiiia
Mouse Anti-Human CD8 SK1 APC/Cyanine7 Themo Fisher Scientific
Mouse Anti-Human CD279 MIH4 PE BD Bioscience
(PD-1)
Mouse Anti-Human CD366 7D3 Alexa Fluor BD Bioscience
TIM-3 647
Mouse Anti-Human CD223 T47-530 PE-CF594 BD Bioscience
LAG-3
Mouse Anti-Human Granzyme B GB11 PE BD Bioscience

Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 4 °C, protegidas de la luz.

Finalizada la tincion, se procedio a la adquisicion y analisis de los datos conforme a
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la estrategia ilustrada en la figura 3. Brevemente, a partir de parametros
morfologicos se identificé la poblacion de linfocitos, de esta poblacion se
identificaron las células CD8+. Una vez identificada esta poblacion se procedié al

analisis de la expresion de los receptores inhibidores y granzima B.
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Figura 9. Estrategia de analisis por citometria de flujo para el analisis de expresion
de receptores inhibidores en linfocitos T-CD8+. En los histogramas se muestra la
expresion de los marcadores evaluados en donde, de color gris se expresa el control
de fluorescencia menos uno (FMO), y en color azul, los linfocitos T-CD8+ de la

muestra de interés.
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7.6.3 Fenotipo de células NK

Se analizé la expresion de los marcadores de activacion LAMP-1 (CD107a), IFN-y

y granzima B, asi como del marcador inhibidor KIR2DL1 en células NK provenientes

de pacientes con COVID-19 grave. Se utilizaron 100 yL de sangre periférica

anticoagulada, y la tincion se realizé con anticuerpos especificos: anti-CD3, anti-

CD56/16, anti-CD107a, anti-KIR2DL1, anti-IFN-y y anti-granzima B, incubando

durante 30 minutos a 4 °C, protegidos de la luz. Las tinciones extracelulares

(CD107a y KIR2DL1) se realizaron en primera instancia, seguidas por las tinciones

intracelulares (IFN-y y granzima B), previa permeabilizacion celular utilizando el kit

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, #cat: 554714), tabla 3. La estrategia de analisis

de citometria empleada se muestra en la figura 4.

Tabla 3. Anticuerpos empleado para citometria de flujo.

Anticuerpos

Clona

Fluorocromos

Compaiiia

BD simultest CD3/CD16+CD56
Mouse Anti-Human CD107a
(LAMP1)

Mouse Anti-Human CD158a
(KIR2DL1)

Mouse Anti-Human IFN-y

Mouse Anti-Human Granzyme B

Mouse Anti-Human CD8

H4A3

HP-3E4

B27

GB11

SK1

FITC/PE

Pacific Blue

APC

Brilliant Violet 605

PE

APC-CY7

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience
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Figura 10. Estrategia de analisis por citometria de flujo para el analisis de expresion

de marcadores de activacion en células NK.

7.6.4 Adquisicion y analisis de muestras por citometria de flujo

Después de realizar las tinciones respectivas de cada analisis, se procedié con la
lisis de eritrocitos mediante la adicién de 450 yL de solucién FACS Lysing Solution
1X (BD Biosciences, #cat: 349202), incubando durante 15 minutos. Posteriormente,

se realizaron lavados con PBS para eliminar el exceso de solucién de lisis.

La adquisicion de los eventos celulares se llevo a cabo en un citometro de flujo LSR
Fortessa (BD Biosciences), recolectando un minimo de 5,000 eventos por muestra.
El andlisis de datos se efectuo utilizando el software FACSDiva v8.0 (BD
Biosciences). La fluorescencia especifica se determin6 empleando controles FMO

(fluorescence minus one) para cada marcador analizado.
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7.7 Aislamiento de células NK de sangre periférica

El aislamiento de células NK altamente puras se realiz6 mediante seleccién negativa
utilizando perlas magnéticas (Miltenyi Biotec) a partir de células mononucleares
(CMN) de sangre periférica. Brevemente, se aislaron CMN por gradiente de
densidad utilizando Ficoll-PaqueTM Plus (Cytiva), el cual tiene una densidad
intermedia entre eritrocitos y células nucleadas circulantes, permitiendo la
separacion de estas ultimas. El protocolo de separacién fue el siguiente: en tubos
de 15 mL se agregaron 4 mL de Ficoll frio + 10 mL de sangre diluida 1:2 con PBS,
evitando la mezcla de fases. Posteriormente se centrifugé a 1,800 rpom durante 30
minutos a 4°C, con aceleracion y desaceleracion lenta, para obtener un anillo de

CMN en la interfaz entre Ficoll y plasma.

Una vez obtenidas las CMN se incubaron con un coctel de anticuerpos durante 5
minutos a 4°C. Después, se afadio el coctel de microperlas, se mezcld suavemente
y se incubd durante 10 minutos mas a 4°C. Posteriormente, la suspension se paso
a través de columnas MS (Miltenyi Biotec) colocadas sobre una base magnética,
donde las células marcadas permanecieron adheridas a la columna, mientras que
las células NK pudieron pasar. La pureza de las células NK aisladas se evalu6

mediante citometria de flujo, obteniéndose purezas superiores al 90%.
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7.8 Evaluacién de la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos

La evaluacion de la expresion génica se realizé en céulas mononucleares (CMN) y
células NK aisladas en pacientes con infeccion grave por SARS-CoV-2 y sujetos

sanos como el grupo control.

La extraccion de RNA fue realizada por la técnica de Trizol-Cloroformo (applied
biosystems). Para el paso de retrotranscripcion se utilizé High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, #cat: 4374967). La expresion de los
genes inflamatorios (NFKB1, NFKB1A, SOCS1 y IFNY) se realiz6 por la

metodologia de sondas TagMan (ver tabla 4) y utilizando iQ supermix (Biorad).

Tabla 4. Sondas Tagman empleados en la expresion de genes inflamatorios.

Gen Sondas Tagman Catalogo.
IFNG Hs00989291 m1 4331182
SOCS1 Hs00705164_s1 4331182
NF-kB1 Hs00765730_m1 4331182
NF-kB1A Hs00355671_g1 4331182

Por otro lado, la expresion de genes metabdlicos (AMPK, SIRT1, PGC1a, HIF1A 'y
GLUT1) se llevo a cabo empleando SYBR Green PCR Master Mix (applied
biosystems, #cat: 4309155), ver tabla 5. Los resultados fueron normalizados
empleando con el control endéogeno (GAPDH). Los resultados obtenidos fueron

analizados mediante el metodo de Livak 22T entre los grupos de interés.
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Tabla 5. Secuencias de primers empleados en la expresion de genes metabdlicos.

Gene Primers Ref.

F: ’AGGAAGAATCCTGTGACAAGCAC (76-80)
AMPKA1

R: 5 ’CCGATCTCTGTGGAGTAGCAGT

SIRT1 F: AATCCAGTCATTAAAGGTCTACAA (81-83)

R: 5TAGGACCATTACTGCCAGAGG

GLUT1 F: 5 TATGTGGAGCAACTGTGTGGT (13)

R: 5TCCGGCCTTTAGTCTCAGGA

HIF1A F: CAAGAACCTACTGCTAATGC (14,15)

R: 5 TTATGTATGTGGGTAGGAGATG

GAPDH F: GACAGTCAGCCGCATCTTCT (16,17,18)

R: 5AAATGAGCCCCAGCCTTCTC

7.9 Cuantificacion de citocinas plasmaticas

De la muestra de sangre venosa periférica, se obtuvo el plasma por centrifugacion
durante 10 minutos a 2,000 rpm y se almacend en alicuotas a -80°C para su
posterior analisis. Una vez obtenidos todas las muestra se analiz6 la concentracion
de las citocinas interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 15 (IL-
15), interleucina 8 (IL-8), interleucina 10 (IL-10) y RANTES se evaluaron por

inmunoensayo multiple LUMINEX (ThermoFisher Scientific Inc), segun las
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instrucciones del fabricante. El analisis de las placas se realizé en Bio-Plex 200
mediante el software Bio-Plex Manager y Data Pro tomando en cuenta los limites

de deteccion y cuantificacion para cada citocina, ver tabla 6.

Tabla 6. Limites de deteccion y cuantificacion de citocinas.

Analito Limite de deteccion Limite de cuantificacion
(pg/mL) (pg/mL)
IL-6 5,823 0.36
IL-1B 4,988 0.25
IL-15 319,328 19.49
IL-8 15,080 0.92
IL-10 17,897 1.09
RANTES 15,709 0.96

Mientras las citocinas TNF-a, IFN-y, HMGB1 e interleucina-2 (IL-2) fueron evaluadas
mediante inmunoensayo E.L.I.S.A. tipo sandwich siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

7.10 Analisis estadisticos

Una vez obtenidos los datos, se procedio a la captura de las variables de interés y
a la verificacion de la calidad de la base de datos. El analisis estadistico se realizo
utilizando el software GraphPad Prism, version 9. En primer lugar, se aplico la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucién de los datos. Los
valores descriptivos de tendencia central y dispersion se seleccionaron segun el tipo

de distribucion observada.
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Para la comparacion entre dos grupos, se empleé la prueba t de Student en el caso
de datos con distribucion paramétrica, y la prueba U de Mann-Whitney para datos
no parameétricos. En las comparaciones entre mas de dos grupos, se utilizd el
analisis de varianza (ANOVA) para datos paramétricos o la prueba de Kruskal-Wallis
para datos no paramétricos. Las correlaciones entre variables cuantitativas se
analizaron mediante el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman, segun
correspondiera a datos paramétricos 0 no paramétricos, respectivamente. Se

considerd un valor de P < 0.05 como estadisticamente significativo.
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CAPITULO 8

RESULTADOS

8.1 Pacientes con COVID-19 grave presentan linfopenia

Después de obtener una muestra de sangre periférica de los participantes, se
evaluo su perfil hematoldégico mediante el analisis de biometria hematica. Los
resultados fueron comparados entre pacientes con COVID-19 grave al ingreso

hospitalario (dia 0) y el grupo control. Se observo un incremento significativo de la

poblacion de leucocitos en pacientes con COVID-19 grave (1.9 veces mas alto,

P<0.05), atribuido principalmente al incremento de neutrofilos (2.7 veces mas alto,

P<0.05) en sangre periférica. Ademas observamos la disminucion del procentaje de

linfocitos totales en sangre periférica de pacientes con COVID-19 grave (2.6 veces

menor, P<0.05) comparado con el grupo control, tabla 7.

Tabla 7. Perfil hematoldgico de los participantes.

Variable Controles CoOVID-19 Unidades P
n=5 n=16
Leucocitos 5.65 +0.47 10.79 +0.98 103/l 0.0002
Neutrofilos 3.29 +0.49 8.90 +0.90 103/l 0.00001
% Neutrofilos 57.84 +5.84 81.10 +2.66 % 0.0007
Linfocitos 1.73 £0.33 1.12 £0.12 103/l 0.040
% Linfocitos 31.02 +5.8 1.7 +1.7 % 0.0004
Monocitos 0.44 £0.03 0.62 +£0.09 103/l 0.291
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% Monocitos 7.84 £0.48 6.03 £0.90 % 0.094
Eosinofilos 0.17 +0.03 0.011 +0.034 103/ul 0.009
% Eosindfilos 2.74 +0.41 0.55 +0.29 % 0.001
Basofilos 0.03 0.001 0.05 +0.01 103/ul 0.201
% Basofilos 0.56 +0.14 0.49 +0.08 % 0.705

*Datos expresados como media +tDE. Prueba estadistica t de Student.

8.2 Alteracion de subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica en

pacientes con COVID-19 grave.

Para evaluar directamente la homeostasis en subpoblaciones de linfocitos,
analizamos el numero absoluto de linfocitos totales y las subpoblaciones de
linfocitos B, linfocitos T-CD4+, linfocitos T-CD8+ y células NK de sangre periférica
de pacientes con COVID-19 grave empleando la metodologia de citometria de flujo.
Como se muestra en la Figura 11B, estos pacientes presentaron una disminucion
significativa de los linfocitos totales (mediana= 727.4 células/pL, IQR= 416.7) en
comparacion con el grupo de control (mediana= 1.095 células/pL, IQR= 218.5) (P<
0.07). Al evaluar las subpoblaciones de linfocitos, observamos una reduccion
significativa en la poblacion de linfocitos T-CD4+ (1.76 veces menor, P< 0.01)
(Figura 11D), los linfocitos T-CD8+ (1.63 veces menor, P<0.05) (Figura 11E) y las

células NK (1.5 veces menor, P< 0.05) en comparacion con el grupo control, figura
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11F. Por el contrario, la subpoblacién de linfocitos B no mostré diferencias

significativas entre los grupos (P> 0.05) (Figura 11C).
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Figura 11. Recuento absoluto de leucocitos en sangre periférica de pacientes con
COVID-19 grave y grupo control.

Numero absoluto de (A) leucocitos totales, (B) linfocitos totales, (C) células B, (D)
linfocitos T CD4+, (E) linfocitos T CD8+ y (F) células NK en pacientes con COVID-
19 grave en comparacion con el grupo control. Prueba U de Mann-Whitney, *P <

0,05, **P < 0,01. Grupo control (n = 10), pacientes con COVID-19 grave (n = 13).
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8.3 Sobreexpresion de los receptores inhibidores TIM-3 y PD-1 en células T

CD8" de pacientes con COVID-19 grave.

Después de observar la reduccién de linfocitos T-CD8+ en pacientes con COVID-19
grave se decidio evaluar la expresion de receptores inhibidores (TIM-3, LAG-3 y PD-
1) y un marcador de activacion (granzima B) en esta poblacién celular por citometria
de flujo. El porcentaje de células T-CD8+ positivas para TIM-3 fue significativamente
mayor en los pacientes con COVID-19 grave (mediana= 21.3; IQR= 29.8) en
comparacion con el grupo de control (mediana= 0.55; IQR = 2,5; P < 0,05), figura
12A. La IMF de TIM-3 en células T-CD8" fue mayor en los pacientes con COVID-19
grave (mediana= 2,894; IQR= 4,425) comparado con el grupo de control (mediana=
640; IQR= 641,7; P< 0.05), figura 12A. El porcentaje de células T-CD8+ positivas
para LAG-3 y PD-1 fue similar entre los pacientes y el grupo de control, ver figura
12 B-C. Sin embargo, la IMF de PD-1 fue mayor en las células T-CD8+ de los
pacientes con COVID-19 grave (mediana= 4,746; IQR= 2,253) que en el grupo de
control (mediana = 2,792; IQR = 2,767; P< 0.05) (Figura 12C). Estos hallazgos
indican una mayor expresién de marcadores inhibidores (TIM-3 y PD-1) en las
células T-CD8+ de pacientes con COVID-19 grave. Adicionalmente, se evaluo la
expresion de granzima B como un marcador de activacion de ceélulas T-CD8+.
Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas en el porcentaje de
células T-CD8+ positivas para granzima B entre los pacientes con COVID-19 grave
(mediana= 48.2%; IQR= 37.4) y los controles sanos (mediana= 69.85%; IQR=

32.17), figura 12D. Asimismo, la IMF de la granzima B en células T-CD8+ no difirié
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significativamente entre pacientes con COVID-19 grave (mediana= 12,760; IQR=

15,775) y el grupo control (mediana= 8,896; IQR= 6,398), figura 12D.
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Figura 12. Expresidn de receptores inhibidores en células T-CD8+.

Analisis de la expresion de receptores inhibidores TIM-3 (A), LAG-3 (B) y PD-1 (C),
y el marcador de activacion granzima B (D) en células T CD8+ de sangre periférica
en pacientes con COVID-19 grave en comparacion con el grupo de control. IMF
(Intensidad media de Fluorescencia). Prueba U de Mann-Whitney, *P < 0.05; **P <

0.01. Grupo de control (n = 10), pacientes con COVID-19 grave (n = 13).

8.4 Reduccion del porcentaje de linfocitos T-CD8+ PD-1+ en pacientes con

COVID-19 grave intubados y casos con desenlace fatal.

Tras analizar la expresion de marcadores inhibidores en linfocitos T-CD8+,
evaluamos si sus niveles de expresion se asociaban con la gravedad de la
enfermedad, en funcion caracteristicas clinicas: duracion de la estancia hospitalaria
(<7 dias o >7 dias), soporte ventilatorio (invasivo o no invasivo) y evolucion del

paciente (mejoria o muerte).

Los resultados obtenidos revelan una expresion de PD-1 significativamente menor
en los pacientes con asistencia ventilatoria invasiva (intubados) (mediana= 15.3%,
IQR= 9,6) en comparacion con pacientes que recibian asistencia no invasiva
mediante canula nasal (mediana= 93.8%, IQR= 16.2; P< 0.05), figura 13B. Del
mismo modo, los pacientes que fallecieron tenian una expresion de PD-1
significativamente menor (mediana= 22.7%, IQR= 54.3) comparado con los
pacientes dados de alta por mejoria médica (mediana= 93.8%, IQR= 23.2; P< 0.05),

figura 13C.
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Estos hallazgos sugieren que la expresion de PD-1 en los linfocitos T-CD8+ puede
estar asociada a mejores resultados clinicos en pacientes con COVID-19 grave.
Otros receptores inhibidores evaluados (TIM-3 y LAG-3) no mostraron diferencias

significativas entre los grupos (P> 0.05), figura 13.
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Figura 13. Expresidn de receptores inhibidores en células T CD8+ y desenlace
clinicos de pacientes con COVID-19 grave.

Expresion de TIM-3, LAG-3 y PD-1 en relacion con (A) estancias hospitalarias cortas
y largas, (B) necesidad de soporte ventilatorio invasivo o no invasivo y (C) desenlace
clinicos (alta hospitalaria o muerte). Analisis estadistico: Prueba U de Mann-Whitney

(n=13), *P<0.05; **P<0.01.
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Ademas, evaluamos la expresion de granzima B en células T-CD8+, un marcador
de activacion de linfocitos citotoxicos, y encontramos una correlacién positiva
significativa con la expresion de PD-1 (P= 0.044, R2= 0.326), figura 14. Estos
resultados sugieren que el incremento del marcador inhibidor PD-1 en pacientes

con COVID-19 grave puede estar relacionada con un estado activado de las células

T CD8+.
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Figura 14. Correlacion de granzima B y PD-1 en células T-CD8+ de pacientes con
COVID-19 grave.

Analisis de correlacion de la expresion de Granzima B y PD-1 en células T-CD8+ de
pacientes con COVID-19 grave. Correlacién de Spearman, *P< 0.05. Linea continua

(—):regresion lineal, linea punteada (----): intervalos de confianza.

53



8.5 Mayor expresion de marcadores de activacion en células NK de pacientes

con COVID-19 grave.

Para evaluar el estado de activacion de las células NK circulantes en pacientes con
COVID-19 grave, analizamos la expresion de marcadores de activacion (LAMP1,
IFN-y y granzima B) y el receptor inhibidor KIR2DL1 mediante citometria de flujo.
Nuestros resultados muestran que los pacientes con COVID-19 grave presentan
mayor porcentaje de células NK positivas a los marcadores de activacion IFN-y
(31.9% [2.9-89.3]) y granzima B (51.8% [16.8-77.2]) en comparacion con el grupo
control (2.15% [0-45.6]; 28.2% [24-44], respectivamente), P< 0.05. Asi como el
receptor inhibidor KIR2DL1 (25.9% [1.3-65.2]) en comparacion con el grupo control

(3.30% [0.5-21.4]) al ingreso hospitalario (P< 0,05), ver figura 15.
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Figura 15. Expresién de marcadores de activacion e inhibicion en células NK.

Analisis por citometria de flujo de la expresion de marcadores de activacion en
células NK de sangre periférica proveniente de pacientes con COVID-19 grave. Los
marcadores de activacion analizados incluyen LAMP1 (A), IFN-y (B), y Granzima B
(C); y KIR2DL1 (D) como marcador inhibidor. Analisis estadistico: prueba U de
Mann-Whitney, controles (n= 10), pacientes con COVID-19 grave (n= 15); *P< 0.05,

**P<0.01.

La expresion de marcadores de activacion e inhibicidén en las células NK observadas

al ingreso hospitalario (dia 0) se mantuvieron estables durante toda la estancia
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hospitalaria. No hubo diferencias significativas en los niveles de expresion en las

muestras de sangre posteriores (dias 3 y 10 de estancia hospitalaria), ver figura 16.

A) LAMP1 B) IFNy
100~ 100
s < e
+ 80 3; 80
o b
% 60 £ 60+
[ X
X . .
X 40 Z 40
» o
£ 204 |® 3 20
3 ]
O o 0 - .
Dia0 Dia3 Dia 10 Dia0 Dia 3 Dia 10
__ C) GranzimaB D) KIR2DL1
S
g 100 g 100
@ 80 304
g ® i
§ 60- S 60
(0] <
¥ 40- ¥ 404 ele
=z
i ° . 2
S 204 4 S 204
| E]
o) ‘O
S o . . O oA

Dia 0 Dia3 Dia10 Dia 0 Dia3 Dia10

Figura 16. Dinamica en la expresién de marcadores de activacion e inhibicion en
células NK a lo largo de la estancia hospitalaria.

Analisis por citometria de flujo de la expresion de marcadores de activacion en
células NK de sangre periférica proveniente de pacientes con COVID-19 grave al
ingreso hospitalario (dia 0), dia 3 y dia 10 de estancia hospitalaria. Los marcadores
de activacion analizados incluyen LAMP1 (A), IFN-y (B), y Granzima B (C); y
KIR2DL1 (D) como marcador inhibidor. Analisis estadistico: Kruskal-Wallis, posthoc
Dunn’s. Grupo control (n=10), pacientes con COVID-19 grave (n=15); *P< 0.05, **P<

0.01.
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8.6 La expresion de granzima B y LAMP1 en células NK se asocia con el

desenlace clinico de pacientes con COVID-19 grave

Los pacientes hospitalizados durante mas de 7 dias presentaron un porcentaje
significativamente menor de células NK positivas a granzima B (32.1% [16.8-77.2])
en comparacion con los pacientes hospitalizados durante menos de 7 dias (59.5%
[46.1-76.5], P< 0.05), figura 17A. Los dias de estancia hospitalaria se correlacioné
significativamente con la expresion de LAMP1 (P= 0.044, r= -0.493) y granzima B
(P=0.020, r=-0.579), ver figura 17B-C. Ademas, los pacientes fallecidos mostraron
un porcentaje significativamente menor de células NK positivas para granzima B
(36.2% [16.8—65]) en comparacion con los pacientes que mejoraron (57.5% [23.1-
77.2]; P<0.05). De igual manera, la expresion del marcador de degranulacion
LAMP1 también fue menor en los pacientes fallecidos (2.6% [1.1-7.6]) frente a

aquellos que presentaron mejoria (64.35% [0.6—89.1]; P<0.05).

Por el contrario, no se encontraron asociaciones entre la expresion de IFN-y o
KIR2DL1 y el desenlace clinico (P> 0.05), figura 17E. Estos hallazgos indican un
fenotipo de células NK activadas en pacientes con COVID-19 grave, y los niveles

elevados de LAMP1 y granzima B se asocian con un desenlace clinico favorable.
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Figura 17. Asociacion de la expresion de marcadores de activacion e inhibicion en
células NK y el desenlace.

Evaluacién de la asociacion entre la expresion de marcadores de activacion en
células NK'y el desenlace clinico de pacientes con COVID-19 grave en relacién con
(A-C) la duracion de la estancia hospitalaria (corta o larga), (D) la necesidad de
soporte ventilatorio (no-invasivo o invasivo), y (E) el desenlace clinico (mejoria o
muerte). Analisis estadistico: prueba U de Mann-Whitney (panel A, D y E) y
correlacion de Spearman (panel By C). Grupo control (n= 10), pacientes graves con

COVID-19 (n= 15); *P< 0.05, **P< 0.01.
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8.7 Alteracién en la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en células

NK de pacientes con COVID-19 grave

Exploramos la posible implicacion de genes relacionados con la inflamacion
(NFKB1, IFNG, NFKB1A y SOCS1) en células NK de pacientes con COVID-19
grave. La expresion de NFKB1, un marcador caracteristico de la activacién de
células NK, se incremento significativamente en pacientes con COVID-19 grave,
con un aumento de 11.3 veces (7.73 [0.86—47.18]) en comparacion con el grupo
control (0.68 [0.20-1.89]; P<0.05). En cambio, para IFNG, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con COVID-19 grave

(1.44 [0-105.4]) y el grupo control (0.64 [0.07-24.93]; P>0.05).

No se encontraron diferencias en los niveles de expresion de los genes
antiinflamatorios NFKB1A (inhibidor del factor de transcripcion proinflamatorio
NFKB1) y SOCS1 (supresor clave de la sefalizacion de citocinas) entre los grupos

(P> 0.05), ver figura 18A.

La activacion celular desencadena la activacion vias metabdlicas que satisfacen las
demandas energéticas necesarias para sus funciones efectoras. Para investigar los
cambios metabdlicos de células NK provenientes de pacientes con COVID-19
grave, analizamos la expresion de genes conocidos como «reguladores maestros
del metabolismo», debido a que participan en la activacion o inhibicion de las
principales vias metabdlicas (glucodlisis y fosforilacion oxidativa). Este enfoque
proporciona una amplia vision de las adaptaciones metabdlicas que se producen en

células NK durante la infeccion por SARS-CoV-2.
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Como se muestra en la figura 18B, no se observaron diferencias significativas en la
expresion de SIRT1 (1.14 [0.2-7.1]) o AMPK (1.51 [0.1-5.4]) en comparacion con el
grupo control (1.53 [0.06-14.1], 0.96 [0.39-2.74], respectivamente), P> 0.05. Por el
contrario, la expresion de HIF1A fue 2.6 veces menor en las células NK de pacientes
con COVID-19 grave (0.45 [0.07-1.35]) en comparacion con el grupo control (1.17
[0.47-1.63], P< 0.05). Resultados similares fueron observados en la expresion de
GLUT1; fue 2.7 veces menor en pacientes con COVID-19 grave (0.41 [0.09-2.62])

que en los controles (1.12 [0.39-2.45], P< 0.05), figura 18B.
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Figura 18. Niveles de expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en células
NK de pacientes con COVID-19 grave.

Niveles de expresion relativa de genes relacionados con y la inflamaciéon (A) y el
metabolismo (B) en células NK de pacientes con COVID-19 grave en comparacion
con controles sanos. Prueba U de Mann-Whitney. Controles (n= 10), pacientes con

COVID-19 grave (n= 15); *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001.
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La expresion de genes inflamatorios durante la estancia hospitalaria de pacientes
con COVID-19 grave (dia 3 y dia 10 de estancia) revel6 una disminucion de NFKB1,
asi como de su inhibidor NFKB1A en el dia 10 de hospitalizacién (P< 0.05, figura
19A), lo que puede indicar una reduccion de la respuesta inflamatoria. Por el
contrario, los niveles de expresion de SOCS1 e IFNG permanecieron estables a lo
largo de la hospitalizacion (P> 0.05), figura 19A. Los niveles de expresion de SIRT1,
AMPK, HIF1A y GLUT1 no mostraron diferencias significativas a lo largo de la

estancia hospitalaria (P> 0.05, figura 19B).

A
) NFKB1 IFNG NFKB1A SOcCs1
* *
104 10°7 10' 104
2] o ©

g -g 10] o _% % 1004 948
& o' T 101 ® °
2 o m = E 104
5 c 1004 S 101 o S
2 2 9 8 8 104
95)_ 10° o 107 s =
: . T & 0] a i 102+

101 T T T 10° ore T T 101 T T T 10° T T T

Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10

B

) SIRT1 AMPK HIF1A GLUT1

10' 10' 10' 10'

]

2 2 2 2
g % 100 S g 10° -L S 1]
§ - 5 ' T
o 8 10 8 11 2 1014
(=3 [=% o [N
i d ai i

10! T T T 102 T T T 102 T T T 102 T T T

Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10 Dia0 Dia3 Dia10

Figura 19. Dinamica en la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en

células NK de pacientes con COVID-19 grave.
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(A) Expresion de genes inflamatorios —NFKB1, IFNG, NFKB1Ay SOCS1—, y (B)
metabodlicos —SIRT1, AMPK, HIF1A y GLUT1— en células NK de pacientes con
COVID-19 grave al ingreso hospitalario (dia 0), los dias 3 y 10 de hospitalizacién.
Prueba de Kruskal-Wallis, post hoc de Dunn’s. Dia 0 (n= 15), dia 3 (n=12) y dia 10

(n= 3).

Finalmente, se realizé un analisis de correlacién para identificar posibles vinculos
entre genes metabdlicos e inflamatorios (figura 20). Nuestro analisis revel6é una
correlacion positiva entre la expresion de AMPK y GLUT1 (P= 0.002, r= 0.70) y
SOCS1 (P= 0.02, r= 0.50). También se observo una correlacion positiva entre
GLUT1 y la expresion de IFNG (P= 0.007, r= 0.63). La figura 21 ilustra las
correlaciones significativas observadas entre los genes metabdlicos e inflamatorios

evaluados en este estudio.
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Figura 20. Correlacion de la expresidn de genes inflamatorios y metabdlicos en
células NK de pacientes con COVID-19 grave.

Mapa de calor que representa la matriz de correlacion de la expresion de genes
inflamatorios y en células NK de pacientes con COVID-19 grave. Correlacion de

Spearman. Controles (n= 10), pacientes con COVID-19 grave (n= 15).
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Figura 21. Relacién entre la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos.

Representacion esquematica de las correlaciones significativas identificadas entre
la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en células NK de estos pacientes
(B). Correlacion de Spearman. Controles (n= 10), pacientes con COVID-19 grave

(n= 15).

8.8 Sobreexpresion de genes metabdlicos en células NK asociada a

desenlaces fatales en COVID-19 grave.

Tras analizar la expresion de genes metabdlicos e inflamatorios en células NK de
pacientes con COVID-19 grave, evaluamos si su expresion estaba asociada a la
gravedad de la enfermedad en funcion de tres caracteristicas clinicas: duracion de
las estancias hospitalarias, necesidad de soporte ventilatorio invasivo o no invasivo

y evolucion del paciente (mejoria o muerte). Se observd una expresion
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significativamente mayor de HIF1A (1.6 veces mayor; 0.54 [0.31-1.34]) en pacientes
hospitalizados durante 7 dias o mas, en comparacién con aquellos hospitalizados
por menos de 7 dias (0.33 [0.07-1.17]; P<0.05). De manera similar, la expresion de
GLUT1 fue cinco veces mayor en los pacientes con hospitalizacion prolongada (1.47
[0.15-2.62]) frente al grupo con estancias mas cortas (0.29 [0.09-1.26]; P<0.05)
(Figura 22A). No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la

expresion de genes relacionados con la inflamacion (P> 0.05), figura 22B.

En cuanto al soporte ventilatorio, se observd una mayor expresion del gen
metabalico SIRT1 (2.3 veces mayor, 1.84 [0.7-7.1]) en células NK de pacientes con
COVID-19 grave intubados en comparacién con quienes recibieron soporte

ventilatorio no invasivo (0.97 [0.2-2.8]), figura 22C.

Finalmente, se compard la expresion de estos genes entre pacientes recuperados
y fallecidos. Se observé una disminucion en la expresion de NFKB1 (3.4 veces
menor) en los casos mortales (5.45 [1.08-13.45]) en comparacion con los
recuperados (18.7 [0.8-87.4]), P< 0.05, ver figura 22F. Estos hallazgos respaldan la
relacion entre una respuesta inflamatoria insuficiente y una evolucion clinica
desfavorable en pacientes con COVID-19 grave. Entre los genes metabdlicos
analizados, SIRT1 mostr6é una sobreexpresion de 2.7 veces en pacientes graves
(2.7 [0.9-7.1]) en comparacion con los pacientes recuperados (0.97 [0.2-1.6];
P<0.05). De igual forma, la expresion de HIF1A fue 2.5 veces mayor en pacientes
graves (0.80 [0.4-1.3]) en comparacion con los recuperados (0.31 [0.07-1.17];

P<0.05). Asimismo, la expresion de GLUT1 fue 4.2 veces mayor en pacientes
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graves (0.95 [0.3-2.6]) frente al grupo de pacientes recuperados (0.22 [0.09-2.17];

P < 0.05) (Figura 22E).
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Figura 22. Asociacion de la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en
células NK y el desenlacle clinico de pacientes con COVID-19 grave.

Niveles relativos de expresion de genes metabdlicos (paneles A, C, E) e
inflamatorios (paneles B, D, F) en células NK de pacientes con COVID-19 grave,
estratificados por: (A-B) duracion de la estancia hospitalaria (corta vs. larga), (C-D)
tipo de soporte ventilatorio requerido (no invasivo vs. invasivo), y (E-F) resultado
clinico (mejoria vs. muerte). Analisis estadistico: prueba U de Mann-Whitney.

Controles (n=10), pacientes con COVID-19 grave (n=15); *P< 0.05, **P< 0.01.
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8.9 Alteracién en la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en células

mononucleares de pacientes con COVID-19 grave.

Después de evidenciar alteraciones en la expresion de genes inflamatorios y
metabalicos en células NK de pacientes con COVID-19 grave, decidimos evaluar si
estos cambios en la expresion génica tambien son observados en CMN. La
expresion de NFKB1, que codifica el factor de transcripcion NF-kB, no mostrd
diferencias significativas en comparacion con el grupo de control (P> 0.05). Del
mismo modo, la expresion de NFKB1A, inhibidor de NF-kB, no difirid
significativamente entre los grupos (P> 0.05). La expresion de IFNG no mostré
diferencias significativas entre los grupos (P> 0.05). Asimismo, SOCS1, un gen
conocido por su funcién antiinflamatoria en la supresion de la sefalizacion de
citocinas, no mostré variaciones significativas en comparacién con el grupo de

control (P> 0.05), figura 23A.

Respecto a los genes metabdlicos, no se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresidon de SIRT1 (mediana= 1.10; IQR= 1.29) o AMPKA (mediana=
1.45; IQR= 1.12) en comparacion con el grupo control (mediana= 1.93; IQR=5.6 y
mediana= 0.93; IQR= 1.24, respectivamente) (P> 0.05). Por el contrario, la
expresion de GLUT1 fue 0.545 veces menor en los pacientes con COVID-19 grave
(mediana= 0.360; IQR= 0.43) comparada con los controles (mediana= 0.905; IQR=
0.66) (P= 0.012). Por otro lado, la expresion de HIF1A fue 1.6 veces menor en los
pacientes con COVID-19 grave (mediana= 0.53; IQR= 0.24) en comparacion con el
grupo control (mediana= 0.885; IQR= 0.93) (P= 0.005, figura 23B). Ademas,

evaluamos la relacion entre la expresidn de HIF1A y el resultado clinico de los
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pacientes con COVID-19 grave, mostrando un aumento significativo de la expresion

de HIF1A en los pacientes fallecidos (figura 23E).
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Figura 23. Expresion de genes inflamatorios y metabodlicos en celulas
mononucleares.

Expresion relativa de genes inflamatorios (paneles A-D: NFKB1, IFN-y , NFKB1A,
SOCS1) y genes metabdlicos (paneles E-H: SIRT1, AMPK, HIF1A, GLUT1) en
CMN de sangre periferica proveniente de pacientes con COVID-19 (n=15) y el grupo

control (n=10). Prueba U de Mann-Whitney, *P<0.05.
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8.10 Niveles elevados de IL-6 e IL-8 en plasma de pacientes con COVID-19

grave.

Para conocer el estado inflamatorio de estos pacientes, evaluamos las
concentraciones plasmaticas de citocinas en sangre periferica de pacientes con
COVID-19 grave. Como se muestra en la figura 24A, los pacientes con COVID-19
grave presentan niveles de IL-6 significativamente mas altos (aumento de 11.9
veces; mediana= 7.89, IQR= 15.6) en comparacion con el grupo control (mediana=
0.66, IQR= 0.45) (P= 0.007). Se observé un comportamiento similar con la citocina
inflamatoria IL-8 (aumento de 2.7 veces; mediana= 3.26; IQR= 42.2) en
comparacion con el grupo control (mediana= 1.18; IQR= 1.63) (P= 0.019, figura
24B). Mientras que, no observamos diferencias significativas en los niveles de

TNFa, RANTES y HMGB1 entre los grupos (P> 0.05, figura 24C-E).

Otras citocinas evaluadas, incluidas IL-2, IFN-y, IL-1B3, IL-15 e IL-10, presentaron
concentraciones por debajo de los limites de deteccion (datos no mostrados). Al
evaluar el comportamiento de estas citocinas proinflamatorias a lo largo de la
estancia hospitalaria, no observamos diferencias significativas al comparar su
concentracion al ingreso hospitalario (dia 0), al dia 3 y el dia 10 de estancia

hospitalaria (P> 0.05), ver figura 24 paneles inferiores.
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Figura 24. Niveles de citocinas plamaticas en pacientes con COVID-19 grave.

Evaluacion de las concentraciones de las citocinas proinflamatorias IL-6 (A), IL-8
(B), TNFa (C), RANTES (D) y HMGB1 (E) en plasma de pacientes con COVID-19
grave en comparacion con el grupo control. Prueba U de Mann-Whitney (paneles
superiores) y comparaciones multiples con la prueba Kruskal-Wallis (paneles

inferiores). Grupo control (n=10), pacientes graves con COVID-19 (n=15); *P< 0.05,
**P< 0.01.
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Figura 25. Resumen grafico de resultados
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CAPITULO 9

DISCUSION

Durante las infecciones virales, la actividad de las células citotoxicas es fundamental
para la eliminacién eficaz del virus. Al inicio de la pandemia de COVID-19, diversos
estudios se enfocaron en caracterizar la respuesta inmunologica frente a la
infeccion, y su asociacion con el desenlace clinico de los pacientes. Entre los
primeros hallazgos relevantes reportados, se identificé una disminucidn significativa
en el numero de linfocitos en sangre periférica (linfopenia) en los pacientes con
COVID-19, lo cual se reconoci6 como un signo distintivo de la enfermedad,
especialmente en los casos graves, y actualmente continda siendo un parametro
clinico de estos pacientes (1,7,25,47,84). En concordancia con dichos estudios, en
el presente trabajo encontramos una reduccién significativa en el recuento total de
linfocitos en pacientes con COVID-19 grave, principalmente de la poblacion de
células T-CD4+ y de la poblacion de linfocitos citotdxicos (células NK y los linfocitos

T-CD8+).

En el esfuerzo continuo por identificar los factores que contribuyen a la
inmunopatologia de COVID-19, numerosos estudios se han centrado en evaluar el
estado de activacion de celulas del sistema inmunoldgico, principalmente céulas
citotoxicas. A la fecha, diversos trabajos han reportado mayor expresion de
receptores inhibidores como TIM-3 y PD-1 en linfocitos T-CD8+. A raiz de estos
hallazgos, muchos investigadores sugieren que los linfocitos T-CD8+ en pacientes

con COVID-19 presentan un fenotipo de “agotamiento” (22,33,34,36,51).
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El agotamiento celular se describe como un estado hipofuncional inducido por
estimulacion antigénica constante. Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado
en contextos de estimulacion cronica, como cancer y la infeccion por VIH, donde la
exposicidon persistente a antigenos conduce la pérdida progresiva de la funcion
celular (38,39). Sin embargo, la infeccion por SARS-CoV-2 representa un estimulo
inmunolégico agudo, planteando la interrogante si los linfocitos T-CD8+ realmente

experimentan agotamiento en este contexto.

En el presente estudio se demostr6 una sobreexpresiéon de los receptores
inhibidores PD-1 y TIM-3 en linfocitos T-CD8+ de pacientes con COVID-19 grave,
en comparacion con un grupo control. No obstante, al evaluar su asociacion con el
desenlace clinico, una mayor expresion del receptor inhibidor PD-1 en linfocitos T-
CD8+ se asocio con una mejor evolucion clinica de los pacientes. Estos resultados
sugieren que la expresion de PD-1 en linfocitos T-CD8+ de pacientes con COVID-
19 grave no es indicativa de agotamiento, sino que posiblemente refleja un estado
de activacion celular. Estos hallazgos coinciden con estudios previos; Shahbaz et
al. demostraron que la expresion de receptores inhibidores (PD-1 y TIM-3) en
linfocitos T-CD8+ no se asocia con disfuncion, sino con células altamente activadas
y conservan su capacidad de respuesta frente a la reactivacion del SARS-CoV-2 in
vitro (25). De manera similar, Rha et al. observaron niveles elevados de PD-1 en
linfocitos T-CD8+; y al evaluar su funcionalidad ex vivo estas células mostraron una

alta capacidad proliferativa, indicativa de activacion y no de agotamiento (85).

Durante la activacion celular, la sobreexpresion de receptores coinhibitorios puede

constituir un mecanismo clave para prevenir la sobreactivacion del sistema
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inmunoldgico, actuando como un sistema de autorregulacién o “control de dafios”.
Los hallazgos de este estudio refuerzan el papel crucial de estos receptores en el
desenlace clinico y sugieren su posible utilidad como indicadores prondsticos en

pacientes con COVID-19 grave.

Las células NK son una poblacién de linfocitos pertenecientes a la inmunidad innata,
que desempefian un papel primordial en la eliminacion de virus. Dada su
importancia, el estado funcional de estas células durante la infeccion por SARS-
CoV-2 continia siendo objeto de intensa investigacion. Algunos estudios han
reportado un fenotipo hipofuncional de las células NK, asociado con un control viral
deficiente y desenlaces clinicos adversos (33,34,51), mientras otros estudios
sugieren una mayor actividad de estas células, contribuyendo a la respuesta
inflamatoria en COVID-19 (66). Ante estas observaciones contradictorias, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar el perfil de activacion de las células NK
circulantes en pacientes con COVID-19 grave. Nuestros resultados muestran una
sobreexpresion de los marcadores de activacion IFN-y y Granzima B, asi como del
receptor inhibidor KIR2DL1, en células NK de pacientes con COVID-19 grave, en
comparacion con el grupo control. Estos hallazgos sugieren que las células NK en
pacientes con COVID-19 grave exhiben un fenotipo activado, caracterizado por el
aumento de mediadores tipicos de la actividad citotéxica. Nuestros resultados
difieren de algunos estudios en los que no se reportan cambios o incluso se
evidencia una disminucion en la expresion de IFN-y (1,42,51) y Granzima B (47).
Sin embargo, es importante sefialar que dichos analisis involucraron estimulacion in

vitro con células K562 y no consideraron la estratificacion de los pacientes segun la
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gravedad de la enfermedad. Por otro lado, nuestros hallazgos coinciden con los
reportados por otros grupos de investigacion. Bert M. et al. demostraron una
regulacion positiva de IFN-y y LAMP1, mientras que Maucourant et al. reportaron un
aumento en la expresion de granzima B en células NK de sangre periférica en
pacientes con COVID-19 grave (63,66). Estos resultados concuerdan a los
resultados encontrados en esta investigacion, ya que sus protocolos

experimentales, similar al nuestro, no incluyeron manipulacion in vitro de las células.

Ademas de los marcadores de activacion, evaluamos la expresion de KIR2DL1, un
receptor inhibidor clave de la familia KIR. En este estudio, observamos una
sobreexpresion de dicho receptor en células NK de pacientes con COVID-19 grave,
hallazgo consistente con otros estudios donde evaluaron células NK no estimuladas
y estratificaron a los pacientes segun la gravedad de la enfermedad (86,87). Estos
resultados destacan la importancia de la co-expresion de receptores activadores e

inhibidores en la regulacién de la funcién de las células NK.

Un aspecto relevante que merece ser considerado es la caracterizacion fenotipica
de las subpoblaciones de células NK. Las células CD56BRICHT NK se asocian
predominantemente con funciones inmunorreguladoras y produccion de citocinas,
mientras que las CD56'™ presentan mayor actividad citotdxica. Estudios realizados
demostraron que en pacientes con COVID-19 grave que requirieron apoyo
ventilatorio invasivo, la subpoblacion de células CD56™ se encuentra disminuida,
lo que podria reflejar una respuesta desregulada de las células NK relacionada con
la severidad de la enfermedad (88). Aunque en el presente estudio no se realizé un

analisis diferencial de estas subpoblaciones, la sobreexpresion de marcadores
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como IFN-y y granzima B sugiere una expansion funcional de la fraccion CD56°™,
mas citotoxica. La evaluacién especifica de estas subpoblaciones en futuros
estudios podria aportar informacion clave sobre los mecanismos de activacion y

disfuncion de las células NK en COVID-19.

Durante la activacion celular, se incrementa la actividad metabdlica de las células
para satisfacer las demandas energéticas necesarias para sus funciones efectoras.
Con el objetivo de investigar los cambios metabdlicos en células NK provenientes
de pacientes con COVID-19 grave, analizamos la expresidén de genes clave
conocidos como “reguladores maestros del metabolismo”. Este enfoque permite
obtener una vision general de las adaptaciones metabdlicas que acompafan la

activacion celular.

Uno de los reguladores metabdlicos evaluados en este estudio fue SIRT1 (sirtuina
1), una desacetilasa dependiente de NAD*. El papel de SIRT1 en la respuesta
inmune innata frente a infecciones virales es complejo y varia considerablemente
segun el contexto celular. Recientemente, dos estudios in vitro han investigado el
papel de SIRT1 en la infeccion por SARS-CoV-2, destacando su interaccion con la
proteina viral NSP14. Por un lado, Zhang et al. propusieron que SIRT1 inhibe la
replicacion del SARS-CoV-2 y regula positivamente la via NRF2/HMOX1, un
mecanismo de defensa antioxidante inducible involucrado en la patogénesis de la
COVID-19 (71). Marius Walter et al. demostraron que la deficiencia de SIRT1 o su
inhibicién farmacologica reducia significativamente la replicacion del virus en células

A549-ACE2 (72).
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La evidencia actual sobre el papel de SIRT1 en COVID-19 sigue siendo limitada y
contradictoria, y proviene principalmente de modelos in vitro. En el presente estudio,
evaluamos por primera vez los niveles de expresion de SIRT1 en células NK
aisladas de pacientes con COVID-19 grave. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de SIRT1 entre el grupo de pacientes
COVID-19 y el grupo control, identificamos una asociacion relevante entre la
expresion de SIRT1 en células NK y el desenlace clinico. Esta asociacion fue
observada en pacientes que requirieron VMI y aquellos con desenlace fatal

presentaron niveles elevados de expresion de SIRT1.

Estos hallazgos sugieren un posible papel adverso de SIRT1 en el contexto de la
COVID-19 grave, lo cual concuerda con los resultados de Walter et al., quienes
observaron una asociacion positiva entre la expresion de SIRT1 y la replicacion del
SARS-CoV-2 (72). No obstante, se requieren mas estudios para esclarecer el papel

preciso de SIRT1 en la fisiopatologia de COVID-19.

La sefalizacion de SIRT1 puede inducir un aumento en la expresiéon de AMPK. En
este estudio, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion
de AMPK en células NK de pacientes con COVID-19 grave en comparacion con el
grupo control. Asimismo, la expresién de AMPK no mostré asociacion con los
desenlaces clinicos en estos pacientes. Hasta la fecha, ningun estudio ha evaluado
especificamente la expresion de AMPK en células NK. Las investigaciones
disponibles analizan el papel de AMPK principalmente en modelos in vitro; sin
embargo, los hallazgos obtenidos hasta el momento son contradictorios. Jang et al.

reportaron una reduccion en la replicacion del SARS-CoV-2 en células de
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rabdomiosarcoma que carecian de AMPK (modelos knockdown) o tratadas con un
inhibidor farmacoldgico (Compuesto C, también conocido como dorsomorfina) (89).
En contraste, Gassen et al. reportaron que la infeccidn por SARS-CoV-2 induce una
regulacion negativa de las formas activas de AMPK y de los genes relacionados con
su senalizacion en células Vero (67). Estas observaciones han estimulado el interés
por investigar farmacos activadores de AMPK como posibles agentes terapéuticos
en el contexto de COVID-19 (90). En nuestro estudio, evaluamos la expresion de
AMPK especificamente en células NK de sangre periférica, sin inducir infeccién viral
directa como en los modelos in vitro. Esta es una variable relevante, ya que los
cambios metabdlicos observados en otros estudios podrian deberse a alteraciones
provocadas directamente por el virus, y no necesariamente a modificaciones

metabodlicas asociadas con la activacion celular.

Otro de los genes metabdlicos analizados en este estudio fue HIF1A, uno de los
mas investigados en el contexto de infeccion por SARS-CoV-2. La activacion de
HIF1A induce una reprogramacién metabdlica favoreciendo la glucélisis y potencia
la respuesta inflamatoria a través de las vias de sefializacion de NF-kB. Aunque los
estudios disponibles aun son limitados, varios han reportado una sobreexpresion de
HIF1A en células mononucleares de sangre periférica (CMNs) de pacientes con
COVID-19 (73-75). Esta sobreexpresion también se ha atribuido a los cambios
inducidos directamente por la infeccion viral, los cuales incrementan las demandas
metabdlicas de las células infectadas para facilitar la replicacion del SARS-CoV-2.
En este sentido, se ha planteado que HIF1A podria desempefiar un papel facilitador

de la infeccion. No obstante, nuestros resultados muestran una disminucion
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significativa en la expresién de HIF1A en pacientes con COVID-19 grave, con
niveles 1.6 veces menores en comparacion con el grupo control. Este hallazgo
sugiere una posible disfuncion metabodlica en las CMNs de pacientes con
enfermedad grave. De manera consistente, también observamos una reduccién
significativa en la expresion de GLUT1, un transportador de glucosa regulado por

HIF1A.

Estudios in vitro han demostrado una relacion directa entre HIF1A y la respuesta
inflamatoria observada en pacientes con COVID-19. El estudio realizado por Tian et
al. demostraron que HIF-1a favorece la replicacién viral e induce la produccion de
citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-13 e IFN- (74). De la misma manera, Mou
et al. demostraron que SARS-CoV-2 estimula la produccion de IL-6 mediada por
HIF-1a en células HEK293T (50). Estos hallazgos son especialmente relevantes, ya
que citocinas como IL-6 e IL-8 han sido propuestas como biomarcadores
prondsticos en pacientes con COVID-19 (91,92), lo que resalta el papel potencial de

HIF-1a como marcador de gravedad.

Duan et al. utilizaron organoides de vias respiratorias derivados de células madre
pluripotentes humanas (hPSC-AQ) para investigar el papel de HIF-1a durante la
infeccion por SARS-CoV-2. La inhibicion farmacolégica de HIF-1a redujé
significativamente la carga viral y la expresion de genes relacionados con la
glucolisis en estos organoides (93), reforzando asi la importancia de HIF-1a en el
metabolismo celular y en la patogénesis de la enfermedad. A partir de estos
hallazgos, han surgido propuestas terapéuticas donde se considera el uso de

inhibidores o activadores de sensores metabdlicos como HIF-1a, con el objetivo de
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modular la respuesta inmune y controlar la progresion de la enfermedad (90,94,95).
En este estudio, a pesar de encontrar menor expresion de HIFTA 'y GLUT1 en
pacientes con COVID-19 grave, al estratificar a los pacientes segun el desenlace
clinico, se observd un aumento significativo de HIFTA y GLUT1 en aquellos
pacientes que fallecieron en comparacion con quienes mostraron mejoria, esto
resultados pueden indicar que la reactivacion de esta via metabdlica ocurre como
respuesta a un deterioro sistémico mas severo. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion para dilucidar el papel clinico de estos sensores metabdlicos y sus

implicaciones en la severidad de la COVID-19.

Este es el primer estudio donde se evalua la expresion de HIF-1a en células NK
aisladas de pacientes con COVID-19. Nuestros hallazgos muestran que las células
NK de sangre periférica en pacientes con COVID-19 grave presentan una expresion
significativamente reducida de HIF-1a y GLUT1 en comparacion con individuos
sanos. Aunque estos resultados difieren de los previamente reportados en células
mononucleares, son coherentes con la asociacion previamente observada entre una
mayor expresion de HIF-1a y un peor desenlace clinico (73-75). Los pacientes con
desenlace fatal presentaron niveles mas altos de expresion de HIF1Ay GLUT1 en

células NK.

En base a estos hallazgos, planteamos la hipotesis de que HIF1A no influye
directamente en el estado de activacion de las células NK en pacientes con COVID-
19 grave. En cambio, la asociacion observada entre la expresion de HIF1A y el
desenlace clinico podria reflejar el estado inflamatorio sistémico de los pacientes,

respaldado por la regulacion positiva del gen inflamatorio NFKB1. No obstante, se
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requiere de mas investigacion para esclarecer la posible relacion entre la expresion

de HIF1A'y la produccion de citocinas inflamatorias por parte de las células NK.

Diversos factores podrian contribuir a las discrepancias observadas entre nuestros
hallazgos y los previamente reportados en la literatura cientifica. Cabe destacar que
la mayoria de los estudios que han evaluado la expresion de genes relacionados
con el metabolismo en el contexto de la infeccion por SARS-CoV-2 se han realizado
en CMNs de sangre periférica, empleando ademas distintos estimulos activadores
in vitro. En contraste, en el presente estudio observamos una disminucion
significativa en la expresion de HIF1Ay GLUT1 tanto en CMNs como en células NK
aisladas de sangre periférica de pacientes con COVID-19 grave, sin la aplicacion de
estimulos in vitro. Esta diferencia metodologica podria ser uno de los factores
determinantes de la divergencia entre nuestros resultados y los reportados por otros

grupos de investigacion.

Adicionalmente, gran parte de la evidencia disponible en la literatura no considera
la gravedad clinica de la enfermedad como variable de analisis, a pesar de que se
ha demostrado que esta influye de manera directa en la respuesta inmunoldégica de
los pacientes. Esta omision podria limitar la interpretacion comparativa entre
estudios y subestimar el impacto del estado clinico sobre la expresion génica en

células inmunitarias.

Si bien se ha descrito que las células NK pueden ser infectadas directamente por el
SARS-CoV-2 y presentar alteraciones en su metabolismo energético, la evidencia
actual indica que el virus infecta predominantemente a monocitos, macrofagos, CD

y linfocitos B dentro de las poblaciones inmunitarias (96). Esto podria representar
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un factor clave que impulsa las alteraciones metabdlicas celulares y modula la

expresion de estos genes reguladores del metabolismo.

Adicionalmente, muchos estudios que evaluan la expresion de genes metabdlicos
en el contexto de la infeccidn por SARS-CoV-2 utilizan modelos in vitro basados en
lineas celulares establecidas. Solo un numero limitado de investigaciones ha
analizado muestras provenientes de pacientes con COVID-19, y entre ellas, pocas
han estratificado los datos segun la gravedad de la enfermedad, lo cual representa
un determinante critico en la respuesta inmunitaria. Actualmente, se ha demostrado
que la severidad de la infeccion influye significativamente en la naturaleza y

magnitud de las alteraciones inmunoldgicas (27).

En este estudio, evaluamos exclusivamente muestras de pacientes con COVID-19
grave; por lo tanto, nuestros resultados podrian no ser directamente comparables
con los de otros trabajos, particularmente debido a diferencias en el disefo

experimental, poblaciones analizadas e inclusive la cepa viral circulante.

Después de evaluar la expresion de genes inflamatorios y metabdlicos en células
NK, decidimos analizar si estos genes presentaban un patron de expresion similar
en las CMN de sangre periférica. En cuanto a los genes inflamatorios, no se
observaron diferencias significativas en la expresion de NFKB1, NFKBIA, IFN-y y
SOCS1 en comparacion con el grupo control. Estos hallazgos sugieren que la
inflamacion en pacientes con COVID-19 grave podria estar impulsada por vias de
sefalizacion independientes del eje NF-kB (97). Sin embargo, se requiere de mayor
investigacion para identificar y comprender mejor las vias alternativas que

contribuyen a la respuesta inflamatoria en este contexto.
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Por otro lado, al evaluar la expresion de genes metabdlicos, observamos un
comportamiento similar al registrado en las células NK, con una expresion
significativamente menor de HIF1A y GLUT1 en las células mononucleares de
pacientes con COVID-19 grave. HIF-1a promueve la glucélisis mediante la
regulacion de la expresién del transportador de glucosa, un proceso crucial para la
activacion de las células inmunitarias durante la respuesta del huésped frente a la
infeccion (98). En el contexto de la infeccion por SARS-CoV-2, se ha reportado una
expresion elevada de GLUT1 en pacientes con enfermedad grave (99), lo que

sugiere su posible participacion en la progresiéon de la enfermedad (100).

Nuestros hallazgos respaldan la hipdtesis de que las células mononucleares de
pacientes con COVID-19 grave presentan un estado metabdlico alterado en
respuesta a la infeccidén, y que dichos cambios podrian estar asociados con la

severidad clinica de la enfermedad.

Las citocinas desempefian un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica
frente a infecciones virales. En el contexto de la infeccion por SARS-CoV-2, se ha
documentado un aumento en los niveles de citocinas proinflamatorias que
contribuye al dafio tisular y desenlace clinico desfavorable. Los pacientes que
evolucionan hacia formas graves de la enfermedad suelen presentar una respuesta
inflamatoria exacerbada, caracterizada por concentraciones elevadas de IL-6, TNF-

a, IL-1, IL-2, IL-17, IFN-y , G-CSF y MCP-1 (21,30-32).

Tanto la IL-6 como la IL-8 pueden ser secretadas hacia la circulacion sistémica por
monocitos/macrofagos activados y células T CD4+ en respuesta a la infeccion (101).

Algunos estudios aportaron evidencia que respalda el uso de las concentraciones
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séricas de IL-6 e IL-8 como biomarcadores fiables para predecir el prondstico de la
enfermedad (91,92). En concordancia con lo reportado en estudios previos, en
nuestro analisis se observaron niveles plasmaticos significativamente mas elevados
de IL-6 e IL-8 en individuos con COVID-19 grave en comparacién con el grupo
control. No obstante, no se identificaron diferencias estadisticamente significativas
en otras citocinas frecuentemente descritas, como TNF-a, IL-2 e IFN-y. Esta
discrepancia podria atribuirse a que la mayoria de las investigaciones que reportan
concentraciones de citocinas fueron realizados en etapas tempranas de la
pandemia (alrededor del afio 2020), cuando predominaban diferentes variantes del

virus y la cobertura vacunal aun era limitada.
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CAPITULO 10

CONCLUSION

En conclusién, este estudio demuestra que el perfil de activacion de las células NK
se asocia con el desenlace clinico de los pacientes con COVID-19 grave, reforzando
el papel del inmunometabolismo como un determinante clave en la evolucién de la

enfermedad.
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CAPITULO 11

LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

Entre las principales limitaciones de este estudio se encuentra el tamafio muestral
relativamente reducido, condicionado por el periodo posterior a la vacunacién, lo
cual dificulto la obtencién de una cohorte suficientemente amplia. No obstante, el
tamafno de nuestra muestra es comparable al de estudios previos enfocados en

casos graves de COVID-19 (73,84,85).

Aunque la expresion de receptores inhibidores en linfocitos T CD8" ha sido
analizada en investigaciones anteriores, nuestros resultados aportan informacion
valiosa al documentar dicha expresion en pacientes con COVID-19 grave dentro de
una poblacion mexicana. Estos hallazgos respaldan la evidencia existente que
sugiere que la expresion de dichos receptores en linfocitos T CD8* no
necesariamente refleja un estado de agotamiento funcional, sino que podria estar

asociada con mecanismos de regulacion inmunologica.

A pesar de los avances en el conocimiento sobre la inmunopatologia del SARS-
CoV-2, son aun escasos los estudios que han evaluado de manera sistematica la
expresion de reguladores metabdlicos durante la infeccion por este virus
(50,73,74,100,102). En este contexto, el presente trabajo contribuye al
entendimiento del metabolismo de las células NK en pacientes con COVID-19 grave
y propone una posible asociacion entre alteraciones inmunometabdlicas y el

desenlace clinico.
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Es necesario ampliar la caracterizaciéon de rutas metabdlicas a través del analisis
de genes clave relacionados con la glicdlisis, la fosforilacidn oxidativa, la biosintesis
de lipidos, y la B-oxidacién. Complementariamente, técnicas funcionales como el
analisis de tasas de consumo de oxigeno (OCR) y de produccién de acido lactico
(ECAR) mediante sistemas como el Seahorse XF Analyzer podrian ofrecer una

evaluacion en tiempo real del perfil bioenergético celular.

Asimismo, futuros estudios con un disefio longitudinal de los pacientes puede
permitir correlacionar el perfil metabdlico inicial con la evolucion clinica, incluyendo
la presencia de secuelas persistentes o long-COVID. Esta linea de investigacion se
identificarian firmas metabdlicas predictivas de recuperacion, fatiga crénica o
disfuncion inmunoldgica prolongada. Ademas, la inclusion de pacientes con
manifestaciones clinicas leves, moderadas y graves de COVID-19, asi como su
estratificacion segun edad, sexo, comorbilidades (diabetes, hipertension, obesidad,
entre otras) y estado inflamatorio basal, podria mejorar la sensibilidad del analisis y
permitir identificar subgrupos con mayor susceptibilidad a alteraciones
inmunometabdlicas. Esta estratificacion permitiria también el analisis multivariado

de factores de riesgo y el establecimiento de modelos predictivos mas robustos.

Afuturo, los hallazgos obtenidos podrian tener aplicaciones clinicas mediante el uso
de compuestos capaces de modular la expresion de genes considerados
‘reguladores maestros” del metabolismo, con el objetivo de influir en la funcién
inmunitaria. No obstante, para avanzar hacia estas aplicaciones, se requiere un

mayor volumen de investigacion in vitro en el campo del inmunometabolismo.
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CAPITULO 13
ANEXOS

13.1 Aprobacion por Comité de Etica en Investigacion, Subdireccion de
Posgrado, Faciltad de Medicina, UANL.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. C. ADRIAN GEOVANI ROSAS TARACO
Investigador Principal

Servicio de Inmunologia.

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez"
Presente.-

Estimado Dr. Rosas:

En respuesta a su solicitud con nimero de ingreso PI20-00356 con fecha del 22 de octubre del
2021, recibida en las oficinas de la Secretaria de Investigacién Clinica de la Subdireccién de
Investigacion, se extiende la siguiente notificacién con fundamento en el articulo 41 BIS de la Ley
General de Salud; los articulos 14 inciso VII, 99 inciso |, 102, 109 y 112 del Decreto que modifica a
la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la salud publicado el dia 2 de abril del
2014; ademas de lo establecido en los puntos 4.4, 6.2, 6.3.2.8, 8 y 9 de la Norma Oficial Mexicana
NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucién de proyectos de investigacion
para la salud en seres humanos; asi como por el Reglamento interno de Investigaciéon de nuestra
Institucion.

Se le informa que el Comité a mi cargo ha determinado que su proyecto de investigacién clinica
abajo mencionado cumple con los aspectos éticos necesarios para garantizar el bienestar y los
derechos de los sujetos de investigacion que la sociedad mexicana demanda, por lo cual ha sido
APROBADO.

Titulado “Evaluacién del perfil de citocinas, quimiocinas, adipocinas y fenotipo de células NK
en pacientes con infeccién grave por SARS-CoV-2 y su asociacién con la progresion clinica”

De igual forma el (los) siguiente(s) documento(s):
* Protocolo de Investigacion, version 2 de fecha dic 2021.

Por lo tanto usted ha sido autorizado para realizar dicho estudio en el Servicio de Inmunologia del
Hospital Universitario como Investigador Responsable. Su proyecto aprobado ha sido registrado con
la clave IN21-00002 La vigencia de aprobacion de este proyecto es al dia 16 de diciembre del

2021.

Participando ademas la M.C. Kenia Yaretzy Osuna Espinoza como tesista, el Dr. Manuel Mejia
Torres, Dr. Mario César Salinas Carmona, Dra. Aima Yolanda Arce Mendoza, Dr. Jorge Armando
Gonzéalez Chapa, Dr. Adrian Camacho Ortiz, Dr. Eduardo Pérez Alba, Est. Mariana Dennis de Leén
Lépez y la Q.C.B. Azalia Magdalen Martinez Castilla como Co-Investigadores.

Toda vez que el protocolo original, asi como la carta de consentimiento informado o cualquier
documento involucrado en el proyecto sufran modificaciones, éstas deberan someterse para su re-

aprobacién.

Sera nuestra obligacién realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que todo lo
anterior se encuentre debidamente consignado. En caso de no apegarse, este Comité tiene la
autoridad de suspender temporal o definitivamente la investigaciéon en curso, todo esto con la
finalidad de resguardar el bienestar y seguridad de los sujetos en investigacion.

El proyecto aprobado seré revisado:
1. Al menos una vez al afio, en base a su naturaleza de investigacion.

Comité de Etica en Investigacion
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n, Col. Mitras Centro, C.P, 64460, Monterrey, N.L. México

Teléfonos: 818329 4050, Ext. 2870 a 2874 Correo Electronico: investigacionclinica@meduanl.com
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2. Cuando cualquier enmienda pudiera o claramente afecte bienestar y los derechos de los sujetos
de investigacion o en la conduccién del estudio.

3. Cualquier evento o nueva informacién que pueda afectar la proporcién de beneficio/riesgo del
estudio.

4. Asi mismo llevaremos a cabo auditorias por parte de la Coordinacién de Control de Calidad en
Investigacion aleatoriamente o cuando el Comité lo solicite.

5. Toda revision sera sujeta a los lineamientos de las Buenas Practicas Clinicas en Investigacion, la
Ley General de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para
la salud, la NOM-012-SSA3-2012, el Reglamento Interno de Investigacién de nuestra Institucion, asi
como las demas regulaciones aplicables.

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis™
Monterrey, Nuevo Ledn, a 16 degliciembre del 20; {

ITE DE ETICA EN INVESTIGACION
COMITE DE INVESTIGACION

Presidente del Comité de Etica en Investigacion

Comité de Etica en Investigacion
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterrey, N.L. México
Teléfonos: 818329 4050, Ext. 2870 a 2874. Correo Electrénico: investigacionclinica@meduanl.com
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Metabolism of NK cells during
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Kenia Y. Osuna-Espinoza and Adridn G. Rosas-Taraco*

Faculty of Medicine, Department of Immunology, Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey,
Nuevo Leon, Mexico

Cellular metabolism is essential for the correct function of immune system cells,
including Natural Killer cells (NK). These cells depend on energy to carry out their
effector functions, especially in the early stages of viral infection. NK cells
participate in the innate immune response against viruses and tumors. Their
main functions are cytotoxicity and cytokine production. Metabolic changes can
impact intracellular signals, molecule production, secretion, and cell activation
which is essential as the first line of immune defense. Metabolic variations in
different immune cells in response to a tumor or pathogen infection have been
described; however, little is known about NK cell metabolism in the context of viral
infection. This review summarizes the activation-specific metabolic changes in NK
cells, the immunometabolism of NK cells during early, late, and chronic antiviral
responses, and the metabolic alterations in NK cells in SARS-CoV2 infection. The
modulation points of these metabolic routes are also discussed to explore
potential new immunotherapies against viral infections.

KEYWORDS

natural killer cells (NK cells), viral infection, glycolysis, oxidative phosphorylation
immunometabolism

Introduction

Natural Killer (NK) cells are innate lymphoid cells (ILCs) that share certain
morphological characteristics with adaptive immunity lymphocytes, establishing a
complementary innate counterpart to T helper cells. The differences between these
populations are based on lation and the resp to stimuli. The ILCs are divided
into two functional groups: cytotoxic ILCs (conventional NK cells) and helper-like ILCs
(ILC1, ILC2, and ILC3) (1).

Abb ions: OXPHOS, Oxidative phosphorylation; AMPK, AMP-protein kinase; mTOR, mammalian target
of rapamycin; HIFlo, hypoxia-inducible Factor-1cg OCR, oxygen consumption rate; ECAR, extracellular
acidification rate; COX2, cydooxygenase-2; LDHA, lactate dehydrogenase A; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogy PKM, py kinase muscle isozyme; ENOL, enolase 1; PGK1, phosphoglycerate

kinase 1; ALDOA, aldolase A; 2-DG, 2-deoxyglucose.
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Expression of metabolic genes
in NK cells is associated with
clinical outcomes in patients
with severe COVID-19: a brief
report

Kenia Y. Osuna-Espinoza®, Manuel G. Mejia-Torres®,
Adrian Camacho-Ortiz?, Eduardo Perez-Alba?,

Azalia M. Martinez-Castilla’, Mario C. Salinas-Carmona*
and Adrian G. Rosas-Taraco™

*Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Servicio y Departamento de Inmunologia, Facultad de
Medicina, Monterrey, NL, Mexico, ?Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Servicio de Infectologia,
Facultad de Medicina y Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzdlez", Monterrey, NL, Mexico

Natural killer (NK) cells are innate lymphocytes with cytotoxic activity against
tumors and viruses. The pandemic of the coronavirus disease 2019 (COVID-19)
has increased the investigation of their role in disease severity. However, their
functional status and modulators remain controversial. Recent studies
highlighted the role of metabolism in immune function, but metabolic changes
in NK cells during SARS-CoV-2 infection remain unexplored. This study
compares metabolic (SIRT1, AMPKA, HIFIA, and GLUT1) and inflammatory
(NFKB1, NFKB1A, IFNG, and SOCS1) gene expression, and flow cytometry-
based assessment of functional markers in NK cells from severe COVID-19
patients (n=15) and the control group (n=10), and their association with clinical
outcomes. Severe COVID-19 patients exhibited elevated IFNy, Granzyme B, and
KIR2DL1 expression in NK cells compared to controls (P < 0.005), while LAMP1
was unchanged (P > 0.05). NK cells from deceased patients exhibited significantly
lower expression levels of LAMP1 and Granzyme B (P < 0.05). Patients
hospitalized >7 days presented lower Granzyme-B+ NK cells (P < 0.05). NK
cells from severe COVID-19 patients showed downregulation of HIF1IA and
GLUT1, and upregulation of NFKB1 (P < 0.05). HIFIA and GLUT1 expression
were elevated in patients with >7 days of hospitalization (P < 0.05). SIRT1
expression was higher in patients requiring intubation (P < 0.05). SIRT1, HIF1A,
and GLUTI1 were upregulated in deceased patients (P < 0.05). In conclusion, we
demonstrate that NK cells from patients with severe COVID-19 exhibit increased
functional markers and dysregulated metabolic gene expression associsted with
clinical outcomes.
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Figura 1. Analitos determinados en muestras de leche
materna. NP: normopeso (n = 19). SP+0B: sobrepeso y
obesidad (n = 31). Las diferencias en los analitos
estudiados se analizaron por ANOVA de una via y se
hizo una comparacion mdltiple de Bonferroni. *p < 0.05.
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Disminucién en la expresion de marcadores
de activacion en células NK de pacientes con
infeccién por SARS-CoV-2

Kenia Y. Osuna-Espinoza’, Manuel Mejia-Torres’,

Adrign Camacho-Ortiz?, Eduardo Pérez-Alba?,

Azalia M. Martinez-Castilla’, Mario C. Salinas-Carmona’ y
Adrién G. Rosas-Taraco’

"Departamento de Inmunologia, Facultad de Medicina, Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn; “Departamento de Infectologia, Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez. Monterrey, Nuevo Ledn, México

Antecedentes: Las infecciones por virus respiratorios son de
principal interés en la salud publica debido a su potencial de
generar pandemias. La pandemia de COVID-19 causada por el
SARS-CoV-2 ha generado numerosas investigaciones que aso-
cian los cambios en la respuesta del sistema inmunitario con la
gravedad de este padecimiento. En la respuesta a infecciones
virales participan células citotéxicas en el control de la infeccion.
Las células natural killer (NK) son linfocitos citotéxicos de la
inmunidad innata que fungen como primera linea de defensa en
infecciones virales mediante la eliminacién directa de células
infectadas, por mecanismos citoliticos y secrecion de citocinas
inflamatorias. En la infeccién por SARS-CoV-2, los estudios han
reportado cambios especificos en el fenotipo de las células NK,
tales como la disminucion de la expresion de marcadores de
activacion, liberacion de mediadores citotoxicos (perforinas y
granzimas B) y produccién de citocinas (TNF-o. e IFN-y), lo que
siguiere menor actividad de las células NK durante la infeccion
por SARS-CoV-2. Aunque la mayoria de las investigaciones rea-
lizadas han demostrado una disminucion de la capacidad citotd-
xica de estas células, otras sugieren lo contrario, reportando

mayor activacion de las celulas NK en pacientes con COVID-19.
Objetivo: Debido a que los datos contindan sin ser concluyentes,
es importante esclarecer el estado funcional de las células NK
en la infeccion por SARS-CoV-2 y su relacién con el desenlace
clinico de estos pacientes. Método: Estudio prospectivo, trans-
versal y comparativo. La poblacién se conformé por 15 pacientes
de 20-85 afos ingresados al Hospital Universitario José Eleuterio
Gonzalez con diagnéstico de neumonia por SARS-CoV-2 durante
el periodo de julio de 2022 a febrero de 2023, ademas de 5
sujetos clinicamente sanos como controles. Se analizaron mues-
tras obtenidas de sangre venosa periférica al ingreso y al tercer
dia de hospitalizacién. En cada muestra de sangre se hicieron
conteos absolutos de poblaciones celulares (leucocitos, linfocitos,
NK, linfocitos B, linfocitos T) y determinacion del estado de acti-
vacion de células NK mediante la expresion de LAMP1, IFN-y,
KIR2DL1 y granzimas B, utilizando andlisis de citometria de flujo
de los grupos de estudio. El andlisis estadistico se realiz6 en el
software GraphPad Prism 5. Un valor de p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Resultados: No se observaron
diferencias significativas en los recuentos absolutos de las pobla-
ciones celulares entre el grupo control y las muestras de los
pacientes con COVID-19 al ingreso (p > 0.05). La expresion de
marcadores de activacion en pacientes COVID-19 est4 alterada.
El porcentaje de células NK positivas a LAMP1 fue significativa-
mente mayor en los pacientes con COVID-19 que en el grupo
control (p < 0.05). Respecto al resto de los marcadores (IFN-y,
KIR2DL1 y granzimas B), no se observaron diferencias
significativas, pero mostraron una tendencia al aumento.
Conclusiones: Mostramos evidencias de una mayor expresion
del marcador de activacion LAMP1 en las células NK de los
pacientes COVID-19 que pudiera comprometer una adecuada
respuesta contra el SARS-CoV-2.
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Metaanaélisis por bioinformética integrativa de
perfiles de expresion génica en pacientes con
depresion: descifrando mecanismos
moleculares y nuevos blancos terapéuticos

Elisama Covarrubias-Martinez', Santiago E. Rojas-Gutiérrez’,
César V. Elizondo-Solis’, Alejandra Montoya-Rosales?,
Mario C. Salinas-Carmona’ y Noé Macias-Segura’

'Departamento de Inmunologia, Facultad de Medicina; ?Departamento
de Inmunomoduladores, Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias de la Salud. Universidad Auténoma de Nuevo Ledn,
Monterrey, Nuevo Ledn, México

Antecedentes: E| trastorno depresivo mayor (TDM) es una
condicion psiquiatrica altamente prevalente de etiologia com-
pleja y manifestaciones clinicas heterogéneas. A pesar de los
avances en el entendimiento del TDM, los mecanismos molecu-
lares subyacentes contintian siendo, en gran medida, descono-
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