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RESUMEN  

Q.C.B. Fernanda Michelle Velarde Rocha         Fecha de titulación: 

Universidad Autónoma de Nuevo León, Facultad de Medicina 

Título de estudio: Análisis del efecto de la criopreservación en el 

inmunofenotipo y la funcionalidad de las células NK de tipo memoria específicas 

para la nucleoproteína del virus de la influenza A H1N1 pdm09.  

Número de páginas: 94 

Candidato para la obtención del grado de Maestro en Ciencias con Orientación 

en Inmunología Médica 

Área de estudio: Inmunología 

Propósito y diseño del estudio: La criopreservación es fundamental para la 

investigación biomédica y recientemente, ha impulsado el desarrollo de terapias 

celulares. El propósito de este estudio fue analizar el efecto de la criopreservación 

sobre el fenotipo y la funcionalidad de las células NK de tipo memoria específicas 

de la NP del VIA. Las células NK fueron estimuladas con péptidos de la NP, 

posteriormente criopreservadas, y se analizó su fenotipo mediante citometría de 

flujo, así como su actividad antiviral en cultivos de células A549 infectadas, se 

evaluó la liberción de proteínas, la citotoxicidad y el título viral.  

Contribución y conclusión: La criopreservación no afectó la viabilidad celular 

(p = 0.6868), la proporción de las subpoblaciones de CD56bright/dim (p > 0.05), la 

expresión de NKG2C (p > 0.05) y la producción IFN-γ (p > 0.05). Por otro lado, la 

criopreservación incremento la expresión de NKp46 (p = 0.0026) y LAMP-1 (p 

=0.0232), acompañado de una disminución intracelular (p = 0.0021) y extracelular 

(p <0.05) de granzima B. La actividad citotóxica se redujo en un 39.87 % (p < 

0.0393) sin cambios significativos en el título viral (p <0.05). En conclusión, la 

criopreservación afecta la activación y la citotoxicidad de las células NK de tipo 

memoria específicas de la NP de VIA.  
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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Criopreservación  

La criopreservación es un proceso que permite almacenar células, tejidos y 

órganos vivos a temperaturas extremadamente bajas, con el fin de preservar su 

funcionalidad durante largos periodos de tiempo (1). Este proceso es 

fundamental para la investigación, así como para las ciencias biomédicas y 

alimentarias (2). Como es la conservación de semillas (Bóveda Svalbard) (3), el 

almacenamiento rutinario de líneas celulares (4), almacenamiento de ovocitos, 

espermatozoides, cigotos en clínicas de fertilidad (5), así como la conservación 

de productos para terapias celulares, trasplantes (2) y mantenimiento de cadenas 

de frío para vacunas de ARN mensajero (6).  

Los sistemas de almacenamiento se clasifican de acuerdo con el rango de 

temperatura: congeladores convencionales (−20°C a −50°C ) ultracongeladores 

(-50°C a -86°C) y congeladores criogénicos (por debajo de -100°C) (7). En este 

último grupo, el más utilizado es el tanque de nitrógeno líquido, el cual tiene dos 

fases, la de vapor (−150°C) y la líquida (−196 °C) (8).  

A temperaturas criogénicas (inferiores a -130 °C), la energía cinética de las 

reacciones químicas, biológicas y moleculares se reduce drásticamente, 

deteniendo por completo la actividad metabólica (9). En estas condiciones, el 

material biológico entra y permanece en un estado de suspensión metabólica. 

Los efectos adversos originados durante los procesos de congelación y 

descongelación pueden también ser los responsables del daño inducido por la 

criopreservación (8,10).  
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1.1.1 Mecanismos de daño 

Los mecanismos de daño asociados a la criopreservación, pueden clasificarse 

en tres categorías: físicos, derivados de la formación de hielo; químicos, 

relacionados con la toxicidad de compuestos crioprotectores y bioquímicos 

inducidos por la exposición bajas temperaturas (11). En la figura 1, se 

esquematizan los posibles mecanismos de daño celular durante la 

criopreservación.  

Debido al elevado contenido de agua de las células, se forman cristales de hielo 

tanto en espacios intracelulares como extracelulares, generando múltiples 

alteraciones interconectadas durante el proceso de congelamiento, como en el 

descongelamiento (8). 

 

Figura 1. Posibles mecanismos de daño celular durante la criopreservación 

Nota: Imagen adaptada de Murray, K. & Gibson, M. Chemical approaches to 

cryopreservation, Nature Reviews Chemistry, publicado en 2022 (10). 
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Durante la congelación, la velocidad de enfriamiento es una variable crítica con 

efectos opuestos, explicados por la hipótesis de dos factores de Mazur (12).  

Un enfriamiento lento (<1°C/min) permite la deshidratación celular que evita la 

formación de cristales de hielo intracelular. Sin embargo, el aumento de la 

concentración de solutos genera un ambiente hipertónico que podría conducir a 

una deshidratación grave e irreversible, acompañada de estrés osmótico. Estos 

cambios afectan la integridad de la membrana plasmática, el citoesqueleto y en 

consecuencia la funcionalidad celular (8,10).  

Por el contrario, un enfriamiento rápido (>100°C/min) impide una deshidratación 

adecuada y retrasa la nucleación de hielo extracelular. Cuando finalmente ocurre 

la nucleación, se libera calor, elevando transitoriamente la temperatura de la 

solución hasta  el punto de fusión, favoreciendo la formación de cristales de hielo 

intracelulares (8,10,13,14). Para minimizar estos riesgos, se requiere un equilibrio 

entre estos dos extremos y una velocidad de enfriamiento óptima, la cual difiere 

entre los tipos de células (12). En el caso de las células del sistema inmune, la 

determinación exacta ha sido complicada, no obstante la tasa de 1°C/min es la 

más utilizada (8).  

Durante el calentamiento el hielo intracelular y extracelular formado puede 

recristalizarse (maduración de Ostwald), generando daño mecánico y estrés 

osmótico. Además, la rápida entrada de agua a células previamente 

deshidratadas puede provocar edema excesivo y lisis celular (10). Si el 

calentamiento es muy rápido, el hielo extracelular se derrite antes de inducir la 

entrada controlada de agua, lo que también genera desequilibrio osmótico (12). 

Para mitigar estos mecanismos de daño, se emplean sustancias químicas 

especiales para reducir la formación de hielo y estabilizar estructuras celulares. 

No obstante, estos compuestos a pesar de ser beneficiosos también son tóxicos, 

especialmente en protocolos de enfriamiento lento donde se prolonga el tiempo 

de exposición (11).  
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1.1.2 Agentes crioprotectores  

Los agentes crioprotectores (CPA) son sustancias empleadas para reducir el 

daño causado por el proceso de criopreservación. Se han descrito al menos 56 

compuestos con actividad crioprotectora en diversos sistemas celulares. Para 

facilitar su comprensión y aplicación, los CPA se clasifican en penetrantes y no 

penetrantes, según su capacidad de ingresar a la célula o permanecer en el 

espacio extracelular y cada grupo se subdivide a su vez según su estructura 

química (5), figura 2.  

 

Figura 2. Mecanismos de los CPA penetrantes y no penetrantes. Nota: imagen 

adaptada de Swain & Smith, Fertility Cryopreservation (pp. 24–38). Capítulo 4, 

publicado en 2010 (5). 

 

Los CPA penetrantes (permeables) son moléculas pequeñas, no iónicas e 

hidrosolubles que pueden difundirse a través de las membranas celulares. Una 

vez dentro de la célula, reemplazan el agua intracelular, disminuyen la formación 

de cristales de hielo y mitigan el estrés osmótico asociado a la concentración de 

solutos (5). Ejemplos de ellos son los sulfóxidos, amidas, alcoholes y glicoles, el 

más utilizado es el dimetilsulfóxido (DMSO), seguido del propilenglicol y 

etilenglicol (1).  
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Los CPA no penetrantes son moléculas de mayor tamaño que permanecen en el 

espacio extracelular. Su función principal es aumentar la osmolaridad del medio, 

promueven la salida de agua de la célula y reducen la probabilidad de formación 

de hielo intracelular. Algunos también pueden adsorberse en las superficies de la 

membrana e inhiben la formación de hielo en áreas cercanas a la célula. También 

se emplean durante la descongelación para amortiguar el choque osmótico 

asociado a la rehidratación celular (5). Este grupo incluye azúcares, 

macromoléculas y polímeros, donde hidroxietilalmidón (HES), el dextrano, suero, 

proteínas y el polietilenglicol son los más utilizados (10).  

A pesar de sus beneficios, los CPA pueden causar problemas de toxicidad, 

especialmente los penetrantes como el DMSO (9,10). Los efectos tóxicos pueden 

incluir la disrupción del huso meiótico, la desestabilización del citoesqueleto, la 

expresión alterada de proteínas, cambios epigenéticos, algunos de ellos 

irreversibles (15). La magnitud del daño depende de varios factores como son la 

concentración, el tiempo de exposición y la temperatura: valores elevados de 

estas variables generalmente incrementan el riesgo de daño, aunque la relación 

no siempre es lineal. Es importante distinguir cuidadosamente si las alteraciones 

celulares provienen del proceso de congelación-descongelación o por el CPA (5).  

Las estrategias más eficaces recomiendan combinar múltiples CPA, tanto 

penetrantes como no penetrantes, en concentraciones menores a las usadas de 

forma individual, lo cual permite mantener la eficacia global y reducir el efecto 

tóxico. Asimismo, la adición y eliminación gradual de CPA durante la carga y la 

descongelación ayuda a minimizar el choque osmótico (5). El éxito en la 

criopreservación depende de la selección específica de los CPA para cada tipo 

celular y de un control de las condiciones durante todo el proceso (1,10).   
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1.1.3. Protocolo estándar para criopreservación de productos para 

terapia celular.  

En el caso de inmunoterapias basadas en células, el proceso de fabricación 

comprende varias etapas: aislamiento celular, expansión y/o modificación, 

criopreservación y transporte del producto final. El éxito de la criopreservación 

depende de 5 factores: (i) formulación del medio criopreservante, (ii) velocidad 

de enfriamiento, (iii) condiciones de almacenamiento, (iv) condiciones de 

descongelación y (v) procesamiento posterior a la descongelación (16). 

La formulación del medio criopreservante incluye una mezcla de CPA tanto 

penetrantes como no penetrantes (5). El DMSO continúa siendo el más utilizado 

a pesar de los riesgos asociados tanto para las células como para el paciente. 

En las células, puede inducir estrés osmótico y toxicidad directa, dichos efectos 

aumentan con la concentración y la duración de la exposición (17), por eso es el 

último en adicionarse antes de proceder al congelamiento. Para contrarrestar los 

efectos adversos, se incorporan CPA de tipo no penetrantes. El plasma humano 

y el suero fetal bovino (SFB), se utilizan en la criopreservación de células 

inmunitarias, debido a su posible acción antioxidante, atribuida a la presencia de 

transferrina, la cual secuestra hierro e inhibe la formación de radicales de oxígeno 

(18). Asimismo, pueden añadirse soluciones con múltiples osmolitos, 

estabilizadores de membrana y/o proteínas, e inhibidores de apoptosis (8).  

La velocidad de enfriamiento debe adaptarse a cada tipo de producto biológico. 

Para ello, se pueden usar congeladores de velocidad controlada o dispositivos 

como el Mr. Frosty (19), el cual permite una tasa de enfriamiento ideal para las 

células del sistema inmune de 1ºC/min(8). Es fundamental mantener el 

enfriamiento controlado cercana a -50°C durante máximo 24 horas antes del 

almacenamiento definitivo a -150°C. La omisión de este paso intermedio se ha 

asociado con una pérdida significativa de viabilidad celular (20). Una vez 

congelados, los productos pueden almacenarse durante periodos que van desde 

días hasta décadas a temperaturas inferiores a -150°C, con la fase de vapor del 

nitrógeno líquido. 
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Para la descongelación, la práctica clínica habitual consiste en sumergir los 

productos congelados en un baño de agua a 37°C (16). Sin embargo, se han 

desarrollado dispositivos de descongelación controlada como alternativa. La 

velocidad óptima de descongelación depende de la velocidad de enfriamiento 

utilizada; no obstante evidencia reciente sugiere que la velocidad de 

calentamiento es menos crítica a las expuestas a enfriamiento lento, como es 

habitual para células inmunes (19).  

Posterior a la descongelación, las células pueden someterse a diversas 

manipulaciones antes de su administración, estas variaciones influyen 

directamente en lo que finalmente recibe el paciente (8,20). Una práctica 

frecuente es la infusión inmediata sin manipulación adicional, lo que expone al 

paciente a los CPA utilizados, especialmente el DMSO, capaz de causar efectos 

adversos gastrointestinales, neurológicos, alérgicos e incluso convulsiones (17). 

Las directrices de la Agencia Europea de Medicamentos, recomiendan garantizar 

que la concentración final de DMSO administrada sea menos del 1 % del volumen 

plasmático humano (21), por tal motivo los medios criopreservantes suelen 

contener un máximo de 10% de DMSO.  

Otra estrategia consiste en el lavado posterior a la descongelación para eliminar 

de manera activa los CPA. Los medios de criopreservación son hipertónicos, es 

por ello la importancia de las soluciones de lavado, las cuales deben formularse 

cuidadosamente para controlar el estrés osmótico, ya que en esta etapa las 

células son más vulnerables a la expansión de la membrana celular. En algunos 

protocolos se opta volver a cultivar células para permitir la recuperación de la 

viabilidad o funcionalidad antes de la infusión (19). La elección del método de 

procesamiento posterior a la descongelación depende de la naturaleza del 

producto final infundido al paciente.  
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1.2 Células NK  

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos granulares del sistema inmune 

innato, representan entre el 5-10% de los linfocitos circulantes (22) y una vida 

media de 15 días (23). Su función principal es la defensa del hospedero frente a 

células tumorales y patógenos virales mediante su actividad citotóxica (24). 

Fenotípicamente, se caracterizan por la expresión del marcador CD56 y la 

ausencia de CD3, lo que permite distinguirlas de los linfocitos (25).  

 

Figura 3. Representación de los subconjuntos de células NK y sus mecanismos 

de inmunomodulación y citotoxicidad (Imagen creada en BioRender.com) (25). 
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En función a su nivel de expresión de CD56, se distinguen dos subpoblaciones 

(células CD56bright y células CD56dim), figura 3. Las células CD56bright presentan 

una alta expresión de CD56 y se localizan predominantemente en ganglios 

linfáticos, donde desempeñan un papel inmunomodulador, produciendo grandes 

cantidades de citocinas (IFN-γ, TNF-α), así como quimiocinas para el 

reclutamiento y modulación de otras células del sistema inmune (24,25). Estas 

células expresan receptores de alta afinidad para la IL-2 y el receptor c-kit, lo que 

les permite proliferar de manera robusta en respuesta a concentraciones bajas 

de IL-2 (26).  

Por otro lado, las células CD56dim constituyen la subpoblación predominante en 

sangre periférica (SP), muestran baja expresión de CD56 y alta expresión de 

CD16 (FcγRIII), lo que les confiere una marcada capacidad citotóxica, incluyendo 

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la liberación de 

gránulos citotóxicos (25,27). Estas células representan un estado de mayor 

madurez y expresan niveles superiores de receptores inhibidores (26). 

La activación de las células NK está regulada por un equilibrio entre receptores 

activadores e inhibidores (25). Entre los receptores activadores se encuentran 

NKG2D y los receptores naturales de citotoxicidad (NCR), que comprenden 

NKp46, NKp44 y NKp30. Por otro lado, los receptores inhibidores incluyen a los 

receptores tipo inmunoglobulina (KIR) y el heterodímero CD94/NKG2A. Ambos 

tipos de receptores reconocen ligandos del MHC-I en células diana (24,28).  

En la homeóstasis, los receptores inhibidores reconocen moléculas propias del 

MHC-I y previenen la activación de las células NK. Las células infectadas o 

transformadas regulan negativamente la expresión del MHC-I (24), una estrategia 

empleada para evadir a los linfocitos T citotóxicos (29). La pérdida de esta señal 

inhibitoria en dichas células conduce a susceptibilidad a la eliminación mediada 

por células NK, fenómeno conocido como “missing-self” (30). 

Una vez activadas, las células NK pueden eliminar células diana mediante 

distintos mecanismos (24), como se resume en la figura 3. Particularmente la 

subpoblación CD56dim ejerce citotoxicidad directa a través de la exocitosis de 
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gránulos citotóxicos que contienen perforina, esta forma poros en la membrana 

de la célula diana, mientras las granzimas ingresan a través de dichos poros e 

inducen la apoptosis dependiente de caspasas (31). Asimismo, estas células 

median la ADCC a través de la expresión de CD16, que se une a la región Fc de 

los anticuerpos IgG, promoviendo la eliminación de la célula diana (25). Por su 

parte, la subpoblación CD56bright ejerce una citotoxicidad predominantemente 

indirecta liberando un amplio repertorio de citocinas con propiedades antivirales 

(IFN-γ), proinflamatorias (TNF-α) e inmunorreguladoras, las cuales modulan 

tanto la respuestas innata como la adaptativa (28). Finalmente, ambas 

subpoblaciones pueden inducir la apoptosis por medio de receptores de muerte 

celular como FasL y TRAIL(32).  

1.2.1 Respuesta Inmune de células NK contra el virus de la influenza  

El virus de la influenza A (VIA) es un virus envuelto de ARN monocatenerio de 

polaridad negativa perteneciente a la familia Orthomyxoviridae. En su superficie 

presenta dos glucoproteínas esenciales para el ciclo replicativo (33). La 

hemaglutinina (HA) media la entrada viral al unirse al ácido siálico (α-2,3 y/o α-

2,6), presentes en las células epiteliales del tracto respiratorio (27,34). Mientras 

la neuraminidasa (NA), escinde el ácido siálico tras la replicación, facilitando la 

liberación de nuevos viriones (27,33).  

Durante la infección por el VIA, las células NK son reclutadas mediante 

quimiocinas secretadas por las células infectadas (34). El reconocimiento de 

células infectadas por VIA depende de la interacción del receptor activador 

NKp46 con la HA (22,27), la cual esta mediada por residuos de ácido siálico 

presentes en NKp46. En el caso de cepas H1 las secuencias de O-glicano tri-

ramificados en el sitio de glicosilación del receptor son indispensables para el 

reconocimiento (35).  

A pesar de la función antiviral de las células NK, el VIA emplea múltiples 

estrategias de evasión, entre ellas, la rápida mutación de HA, con la adquisición 

de nuevos sitios de glicosilación lo que reduce la afinidad por la NKpp46 

dificultando su reconocimiento (34). Adicionalmente, como NKp46 y NKp44 
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contienen residuos de ácido siálico (27), la NA puede escindir estos residuos y 

disminuir directamente la unión de las células NK a la HA (22). Incluso, el virus 

puede ingresar a las células NK mediante endocitosis dependiente de clatrina y 

caveolina, que utilizan los mismos receptores de ácido siálico. Aunque la 

replicación viral en las células NK es abortiva, la infección induce apoptosis y 

reduce su capacidad citotóxica (24,27).  

La alta tasa de mutación HA y NA ha contribuido a la aparición de epidemias y 

pandemias de influenza (22,36). En contraste, la nucleoproteína (NP) del VIA esta 

altamente conservada entre subtipos y cepas (37), además que durante la 

infección, la NP se expresa en la superficie celular (38), convirtiéndola en un 

blanco potencial para el desarrollo de inmunoterapias.  

1.2.2 Terapia con células NK   

Las células NK representan una plataforma terapéutica con ventajas frente a 

otras terapias celulares ya que sus mecanismos efectores no dependen del MHC 

(39), lo que permite utilizar productos alogénicos sin compatibilidad HLA y sin 

riesgo de inducir la enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) (40). 

También, muestran un perfil de seguridad superior a las terapias CAR-T (41), con 

menos eventos adversos, sin toxicidades limitantes de dosis y un perfil de 

citocinas menos proinflamatorio (42) reduciendo el riesgo de síndrome de 

liberación de citocinas (SLC) (39). Además, por su capacidad de mediar ADCC 

vía CD16, se potencia su actividad efectora cuando se combinan con anticuerpos 

monoclonales antitumorales (39,43). El proceso para desarrollar células NK para 

terapia comprende de tres etapas (Figura 4): 1) fuente celular, 2) expansión y 

producción, que incluye la criopreservación y 3) aplicación clínica (44).  
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Figura 4.Terapia antitumoral con células NK: (A) fuentes de células NK, (B) 

Expansión y producción. (C) Aplicaciones clínicas. Nota: imagen adaptada de 

Zhao, X. et al. Current status and future perspective of natural killer cell therapy 

for cancer. Medical Review publicado en 2023 (44). 

 

1.2.2.1 Fuentes de células NK  

La eficacia clínica de las terapias con células NK depende de la fuente celular 

utilizada, ya que cada origen presenta un fenotipo, potencial de expansión y 

procesos de fabricación particulares. Actualmente, las principales fuentes con 

uso clínico son: sangre periférica (SP), sangre de cordón umbilical (SCU), líneas 

celulares de NK y células madre pluripotentes inducidas (iPSC) (39,40,43). 

Las células NK de SP se componen principalmente del subgrupo CD56dim CD16⁺, 

con capacidad de llevar a cabo la ADCC, por lo tanto un fenotipo altamente 

citotóxico (40,42). Su aislamiento es relativamente sencillo y existe amplia 

experiencia clínica con productos derivados de SP. No obstante, presentan 

variabilidad entre donantes y menor una capacidad de expansión ex vivo 
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comparadas con otras fuentes (39,43). Las células NK de SCU, son una fuente 

alogénica alternativa con un fenotipo de células NK más inmaduro (CD56bright). 

Aunque su citotoxicidad basal es menor, exhiben excelentes niveles de 

expansión ex vivo y alta susceptibilidad a la ingeniería genética (40,43).  

Las líneas celulares de NK, especialmente NK-92 proporcionan expansión 

ilimitada y citotoxicidad intensa con un fenotipo homogéneo, facilitando así la 

estandarización de los lotes y la manufactura (43). Sin embargo, al derivar de un 

linfoma no Hodgkin, su uso clínico exige irradiación gamma previo a la infusión, 

limita su proliferación y persistencia in vivo, requiriendo dosis repetidas (34).  

Las células NK derivadas de iPSC se obtienen mediante protocolos de 

diferenciación con células alimentadoras o citocinas, direccionando inicialmente 

a progenitores hematopoyéticos CD34⁺ y posteriormente a células NK 

funcionales (43). Su naturaleza monoclonal garantiza la consistencia entre lotes 

y proporciona una fuente ilimitada, genéticamente definida y con capacidad de 

modificación por ingeniería basada en CRISPR (40,41).  

1.2.2.1 Expansión y producción 

Para alcanzar dosis terapéuticas es necesario expandir las células NK ex vivo. 

Se han desarrollado dos métodos: dependiente e independiente de células 

alimentadoras (42,43). 

Las estrategias con células alimentadoras emplean células K562 modificadas 

para expresar IL-21 unida a la membrana (mbIL-21) (42,45). Por cuestiones de 

seguridad se han impulsado alternativas libres de células, como las partículas de 

membrana PM21 derivadas de K562-mbIL-21, que mantienen una expansión 

eficiente sin el riesgo de contaminación celular (46,47).  

Los sistemas sin células alimentadoras utilizan combinaciones de citocinas 

recombinantes (IL-2, IL-15, IL-12, IL-18, IL-21) para impulsar la proliferación y 

activación de las células NK (43). Aunque la magnitud de expansión suele ser 

menor al de sistemas con células alimentadoras, este enfoque reduce la 

complejidad de manufactura y la carga regulatoria (39). 
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1.2.2.3 Estrategias para mejorar la inmunogenicidad 

Las células NK enfrentan desafíos que limitan su aplicación terapéutica, como es 

la baja permanencia in vivo, la supresión por el microambiente tumoral o 

infeccioso y su actividad citotóxica insuficiente frente a determinadas dianas (40). 

Esto ha impulsado múltiples estrategias de optimización, entre ellas (39):  

1. Activación con citocinas: la estimulación con citocinas se aplica ex vivo antes 

de la infusión como in vivo. Las citocinas de cadena γ común (IL-2, IL-15, IL-

7, IL-21), junto con la IL-12 e IL-18 se emplean para potenciar la expansión y 

funcionalidad (48), la  IL-15 es la más relevante por su especificidad hacia las 

células NK (49). 

2. Bloqueo o eliminación de puntos de control inmunitarios: los anticuerpos 

monoclonales y la modificación genética por CRISPR/Cas9 bloquean y 

eliminan receptores inhibidores de puntos de control (TIGIT, NKG2A, TIM-3, 

LAG-3, PD-1), inducidos por tumores o virus (39,44).  

3. Potenciación de ADCC y moléculas activadoras: los anticuerpos 

monoclonales dirigidos a tumores reclutan células NK CD16+ para mediar 

ADCC (39). Por su parte, las moléculas activadoras de células NK vinculan 

simultáneamente sus receptores activadores y antígenos de las células diana, 

integrando señales tipo IL-15 para favorecer la proliferación de las células NK 

(40).  

4. Ingeniería genética: La generación de células NK con receptores de antígeno 

quimérico (CAR-NK), ha permitido combinar la especificidad antigénica de un 

anticuerpo con la maquinaria citotóxica innata de la célula NK (39,44). Se han 

evaluado células CAR-NK dirigidas a neoplasias hematológicas (44) y 

epítopos virales conservados como la proteína Spike del SARS-CoV-2 y la 

envoltura del VIH (34). 

5. Inducción de respuestas tipo memoria en células NK: Aunque la memoria 

inmunológica se consideraba exclusiva del sistema inmune adaptativo, se ha 

demostrado que las células NK pueden desarrollar una respuesta 

característica de memoria, denominada tipo memoria o memory-like (50). A 
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diferencia de la inmunidad entrenada, que implica una reprogramación 

epigenética inespecífica de células mieloide, las células NK de tipo memoria 

muestran una respuesta funcional mejorada antígeno-específica (51), con 

mayor desgranulación y producción de IFN-γ (52). La exposición de las 

células NK a un antígeno específico (citocinas, haptenos químicos o péptidos 

virales) induce una reprogramación epigenética y metabólica que les confiere 

una capacidad de respuesta aumentada ante el mismo estímulo. En 

infecciones virales, el eje NKG2C/NKG2A–HLA-E es clave para el 

establecimiento de esta memoria (34). 

Dado que la manufactura de estos productos suele estar centralizada, la 

criopreservación es un paso necesario para su distribución. Sin embargo, los 

efectos de este proceso sobre distintos tipos celulares, incluyendo las células NK 

tipo memoria, siguen sin comprenderse completamente (40).  
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CAPITULO 2 

ANTECEDENTES  

2.1 Criopreservación de células del sistema inmune  

En terapia celular los productos suelen obtenerse a partir de células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) criopreservadas, se ha evaluado el 

impacto de este proceso sobre el fenotipo y la funcionalidad de células del 

sistema inmune. Aunque la criopreservación reduce la viabilidad celular, se ha 

reportado que los linfocitos T son los más susceptibles al daño, por otro lado, los 

linfocitos B, las células NK y los monocitos muestran mayor estabilidad (23). Las 

tres principales poblaciones más utilizadas en terapias celulares son los linfocitos 

T, las células NK y las células dendríticas, y se ha descrito el efecto de la 

criopreservación en cada una de ellas (19).  

Las células dendríticas (DC) constituyen las células presentadoras de antígenos 

más potentes del sistema inmunitario y se emplean en vacunas terapéuticas 

contra cáncer (53). Pueden obtenerse a partir de sangre de cordón umbilical, 

médula ósea o PBMC. El protocolo estándar de criopreservación utiliza DMSO 

entre  5–10% y congelación lenta a −1°C/min. La congelación de monocitos antes 

de su diferenciación a DC permite obtener una mayor viabilidad y mejor 

capacidad inmunoestimulante comparada con la congelación directa de DC 

inmaduras o maduras (53). En general, las DC derivadas de PBMC 

criopreservadas mantienen un fenotipo estable, expresan marcadores de 

maduración adecuados y secretan citocinas en niveles comparables a las 

derivadas de PBMC frescas (54,55). 

En el caso de los linfocitos T, las células T reguladoras (Tregs) se emplean 

clínicamente en el tratamiento de EICH y enfermedades autoinmunes (56). 

Existen dos enfoques de criopreservación, ambos con el mismo protocolo básico 

(DMSO al 10% y congelación lenta a −1°C/min): (1) criopreservar PBMC y aislar 

las Tregs después de la descongelación, lo cual compromete su viabilidad, 
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función y fenotipo, dificultando su purificación posterior (57,58), y (2) 

criopreservar directamente las Tregs aisladas o expandidas, lo que mejora la 

recuperación celular, aunque una proporción importante entra en apoptosis (59). 

Las células CAR-T son la terapia celular inmunitaria más desarrollada 

comercialmente, con seis productos aprobados por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA), todos distribuidos en forma criopreservada (8), 

El medio criopreservante estándar consiste en DMSO al 5-10 % combinado con 

albúmina sérica humana (HSA), además de dextrano y dextrosa (60). La 

equivalencia funcional entre células CAR-T frescas y criopreservadas es motivo 

de debate. Algunos estudios reportan expansión, eficiencia de transducción, 

porcentaje de células CD3+ y proporción CD4:CD8 comparables, otros describen 

reducciones significativas en la liberación de citocinas como IL-2, IFN-γ y TNF-α 

(61).  

En contraste, las células NK son más vulnerables al daño inducido por la 

criopreservación en comparación con las DC y los linfocitos T, lo cual se 

considera una de las principales razones del fracaso clínico en diversos estudios 

con terapias basadas con células NK (62). Ninguno de los 14 productos de terapia 

celular aprobados derivados del sistema inmunitario corresponde a células NK 

(8). Aun cuando la criopreservación con 5–20% de DMSO permite obtener una 

viabilidad elevada (~90%) posterior a la descongelación, los efectos sobre la 

funcionalidad son inconsistentes. Algunos estudios reportan disminución en la 

expresión de receptores activadores como TRAIL y NKG2D (63), menor 

secreción de citocinas (64), y alteraciones en la migración (65). Otros trabajos, 

en contraste, no encuentran cambios significativos en el fenotipo (64), la función 

inmunomoduladora (47) o la cinética in vivo (66). El hallazgo más consistente 

entre todos los estudios es la disminución de la actividad citotóxica posterior a la 

descongelación. Se han propuesto diversas estrategias para restaurarla, incluida 

la adición de citocinas antes (67) o después (68) de la criopreservación, 

intervenciones que con frecuencia inducen un fenotipo de tipo memoria en las 

células NK. 
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2.2 Células NK de tipo memoria   

La primera evidencia de memoria en células NK surgieron en modelos murinos 

de hipersensibilidad de contacto inducida por haptenos, donde ratones carentes 

de células T y B generaban respuestas de memoria medibles y detectables tras 

la re-exposición al mismo hapteno, con capacidad de discriminar entre haptenos 

distintos y con persistencia durante al menos cuatro semanas (69). Experimentos 

de transferencia adoptiva permitieron localizar esta memoria en el hígado, 

dependiendo del receptor de quimiocinas CXCR6 (70).  

Las células NK con memoria inducida por citocinas (CIML), son generadas 

mediante una breve estimulación con las citocinas IL-12, IL-15 e IL-18, fueron 

descritas por primera vez en ratones (71), y posteriormente confirmado en células 

NK humanas (72). Estas células están caracterizadas por una respuesta de 

memoria inespecífica contra tumores. Fenotípicamente, las células NK CIML 

regulan positivamente CD25 (IL-2Rα) expresando  receptores para IL-2 de alta 

afinidad, mejorando  su supervivencia, proliferación y funciones efectoras in vivo 

(73). Otros cambios incluyen la regulación positiva de CD94, NKG2A, NKp46, 

NKp30, perforina y granzima B (74). A nivel molecular, experimentan una 

reprogramación metabólica hacia la glucólisis, la cual llega a persistir durante al 

menos siete días (75). Epigenéticamente, se ha detectado la desmetilación de la 

región CNS1 en el locus Ifng tanto en células NK CIML murinas (76) como 

humanas (77), consistente con una producción estable y aumentada de IFN-γ.  

En el contexto viral, la memoria de las células NK inducida por citomegalovirus 

(CMV) es el modelo mejor caracterizado tanto en ratones como en humanos. En 

ratón, las células NK que poseen el receptor activador Ly49H, que reconoce 

directamente la glicoproteína m157 (similar a la MHC- I) codificada por el CMV y 

expresada en las células infectadas, experimentan una expansión clonal (78) y  

alcanzan su máxima expansión alrededor del día 7 (79), seguida de una fase de 

contracción, y la posterior generación de memoria, confiriéndole una protección 

superior ante un segundo desafío (52,78,80).  
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En humanos, la infección por HCMV induce una expansión selectiva de las 

células NK NKG2C+, la contraparte de las células NK Ly49H+ murinas (81). Estas 

células reconocen péptidos derivados de UL40 asociados a HLA-E a través del 

complejo receptor NKG2C/CD94 (82). Metabólicamente, muestran una glucólisis 

y fosforilación oxidativa incrementada con respecto a células NK de individuos 

seronegativos (83). Incluso, individuos genéticamente deficientes en NKG2C 

pueden generar células NK de tipo memoria con modificaciones epigenéticas 

conservadas, sugiriendo la participación de receptores alternativos (84).  

En influenza, la vacunación contra el virus aumentó las células NK CD56dim 

circulantes, observándose una menor expresión de NKp46 y una mayor 

producción de IFN-γ tras la re-estimulación con influenza inactivada in vitro (85), 

este efecto fue observado desde el mes hasta tres meses post-vacunación (86). 

En modelos murinos, la infección con dos cepas distintas generó células NK de 

tipo memoria específicas para hemaglutinina (HA), con una producción 

aumentada de IFN-γ ante el antígeno homólogo; sin embargo, se observó pérdida 

del efecto citotóxico específico frente a la cepa usada como estímulo (87). Un 

estudio reciente demostró la participación del eje NKG2C/HLA-E en el 

reconocimiento de péptidos de la nucleoproteína (NP) del VIA principalmente el 

péptido TMDSNTLEL (88). 

Como antecedente directo del presente trabajo, nuestro grupo de investigación 

generó células NK de tipo memoria específicas contra péptidos de la NP del VIA. 

Estas células mostraron un aumento significativo en la actividad citotóxica 

cuando se co-cultivaron con células A549 infectadas con el VIA, demostrando su 

funcionalidad y especificidad antiviral (89). 
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2.3 Estudios clínicos de terapia celular  

La Universidad de Washington realizó la primera aplicación clínica de células NK CIML,  

en un ensayo fase I (NCT01898793) con pacientes con LMA y demostraron  que 

con una única infusión de células NK activadas con IL-12, IL-15 e IL-18, se 

lograba remisiones completas en el 47% de los casos, con un perfil de seguridad 

notablemente superior al de terapias CAR-T (40). 

El éxito observado en LMA impulsó el desarrollo de productos comerciales como 

WU-NK-101 de Wugen Inc, un producto alogénico de células NK, reprogramado 

con citocinas (IL-12, IL-15 e IL-18), expandido ex vivo, criopreservado y libre de 

células de soporte, que conserva las propiedades biológicas asociadas al 

fenotipo de tipo memoria y permite una manufactura escalable (90). Los datos 

preliminares del ensayo clínico de fase I (NCT05470140), evaluó a WU-NK-101 

en LMA, observando inmunomodulación significativa en el microambiente de 

médula ósea lo que correlacionaba con la respuesta clínica (91,92). Los 

resultados favorables en neoplasias hematológicas extendieron el uso de células 

NK CIML a tumores sólidos. El Instituto de Cáncer Dana-Farber inició un ensayo 

de fase I (NCT04290546) para estudiar células NK CIML en combinación con el 

super-agonista de IL-15 (N-803) y el inhibidor de puntos de control inmunitario 

ipilimumab en pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y cuello recurrente 

con lo que se establecio la viabilidad y seguridad (93).  

En la terapia antiviral, se reportó el primer estudio clínico de fase I que evaluó la 

factibilidad y seguridad de células NK de tipo memoria (NCT04578210). Las 

células se obtuvieron de donantes convalecientes de COVID-19, se expandieron 

ex vivo, se criopreservaron y se administraron a pacientes hospitalizados, donde 

cuatro de seis (66.6%) experimentaron una recuperación sostenida sin síntomas 

persistentes un año después del alta hospitalaria(94).  
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CAPÍTULO 3 

JUSTIFICACIÓN  

Las células NK de tipo memoria se han usado como herramienta terapéutica 

alternativa para diversos tipos de cánceres e infecciones virales, mostrando 

resultados alentadores.  

La influenza es una enfermedad infectocontagiosa que produce epidemias y 

pandemias. En estos contestos algunos enfermos pueden desarrollar casos 

graves de  neumonía.  

Por lo tanto, en este trabajo se evaluará el efecto de la criopreservación sobre 

el inmunofenotipo y la funcionalidad de las células NK de tipo memoria 

específicas para la nucleoproteína del VIA para su aplicación.  
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CAPÍTULO 4 

HIPÓTESIS 

Las células NK de tipo memoria específicas para la NP del virus de influenza A 

H1N1pdm09 mantienen su inmunofenotipo y funcionalidad durante diversos 

tiempos de criopreservación. 
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CAPITULO 5  

OBJETIVOS  

5.1 Objetivo general  

Determinar el efecto de la criopreservación sobre el inmunofenotipo y 

funcionalidad de las células NK de tipo memoria específicas para la NP del virus 

de influenza A H1N1pdm09. 

5.2 Objetivos específicos 

1. Analizar el inmunofenotipo de células NK de tipo memoria específicas de 

la NP a diversos tiempos de criopreservación. 

2. Determinar la función citotóxica de células NK de tipo memoria específicas 

de la NP criopreservadas en co-cultivo con células epiteliales A549 

infectadas con el virus de influenza A H1N1pdm09. 

3. Cuantificar la secreción de IFN-γ, TNF-α y granzima B de células NK de 

tipo memoria criopreservadas específicas de la NP en co-cultivo con 

células epiteliales A549 infectadas con el virus de influenza A H1N1pdm09.  

4. Evaluar el efecto de la criopreservación sobre el tíulo viral en los 

sobrenadantes de los co-cultivos de células NK de tipo memoria 

específicas de la NP.  
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CAPITULO 6 

METODOLOGÍA 

6.1 Desarrollo de células NK de tipo memoria  

6.1.1 Población de estudio 

Se incluyeron 11 donantes aparentemente sanos, una vez cumplidos los 

criterios de inclusión y exclusión, se obtuvo su consentimiento informado por 

escrito. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Investigación y Ética de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León con número 

de registro IN25-00003  

6.1.1.1 Criterios de inclusión 

• Voluntarios de 18-30 años sin importar sexo. 

• Sin ninguna enfermedad aparente. 

• Vacuna contra influenza con aplicación no mayor a 3 meses. 

• Biometría hemática normal. 

• Firma del consentimiento informado. 

6.1.1.2 Criterios de exclusión 

• Presencia de cualquier padecimiento crónico (Diabetes mellitus, 

Hipertensión,, Enfermedades autoinmunes, u otra enfermedad crónica). 

• Síntomas gripales en las últimas 4 semanas. 

• Internamiento tres meses previos por más de 48 h. 

• Valores alterados de leucocitos. 

• Mujeres embarazadas. 

6.1.1.3 Criterios de eliminación 

• Baja cantidad de células NK. 

• Mala calidad de células NK. 
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6.1.2 Aislamiento de células mononucleares 

Se recolectó sangre total en 8 tubos con EDTA por punción venosa y se aislaron 

PBMC mediante gradiente de centrifugación trabajando en campana de flujo 

laminar.  

El aislamiento se realizó diluyendo la sangre venosa periférica con PBS estéril 

con una relación 1:1. Posteriormente, la sangre diluida en PBS se colocó 

cuidadosamente en tubos cónicos de 50 mL que contenía Ficoll-Paque PLUS 

(cytiva) en relación 2:1. Se centrifugó a 1800 rpm por 30 minutos a 4°C. Se obtuvo 

la fase de mononucleares y se colocó en tubos cónicos de 15 mL para realizar 3 

lavados a las células para eliminar el Ficoll remanente el cual es nocivo para las 

células y 3 lisis hipotónica de eritrocitos que se pudieron recuperar.  

Los lavados se realizaron con 10 mL de PBS estéril, centrifugado a 1500 rpm por 

10 minutos decantando el sobrenadante y resuspendiendo el botón celular 

formado en 1 mL de PBS estéril entre cada lavado. Los eritrocitos fueron lisados 

empleando 3 mL de agua estéril a 4°C incubando por 30 segundos para 

inmediatamente después agregar 3 mL de PBS 2X a 4°C para centrifugar a 1500 

rpm durante 10 minutos obteniendo el botón celular. Finalmente, el botón celular 

obtenido se respuspendío en 1 mL de medio RPMI incompleto y realizar la cuenta 

celular con azul de tripano. 

6.1.3 Conteo celular 

Se realizó una dilución 1:10 de la suspensión celular y se mezcló 10 μL de esta 

con 90 μL de azul tripano en un tubo eppendorf de 200 μL. De esta solución se 

tomaron 10 μL y se colocaron en la cámara de Neubauer por capilaridad.  
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Figura 5. Cámara de Neubauer. 

Para el conteo solo se tomaron en cuenta las células no teñidas con el colorante 

y se encuentren en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 de la cámara, figura 5. El cálculo 

del número de células por mililitro se realizó siguiendo la ecuación 1. 

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝐿
= (

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

4
) × 𝐹𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 × 104 

Ecuación 1 

6.1.4 Aislamiento de células NK  

Las células NK fueron aisladas de las células mononucleares mediante selección 

negativa utilizando el kit de aislamiento de células NK humanas (Milteny Biotec). 

Se resuspendieron 1 x106 PBMC en 40 μL de Buffer de NK, el cual consistía en 

0.05% de EDTA y Albumina Sérica Bovina (BSA) en PBS 1X. Primero se 

adicionaron 10 μL  del coctel de anticuerpos se homogenizo cuidadosamente y 

se incubo durante 5 minutos a 4°C en oscuridad, y posteriormente se adicionaron 

los 20 μL de perlas magnéticas de aislamiento y se incubo durante 10 minutos 

bajo las mismas condiciones descritas; para finalmente aforar a un volumen de 

total 500 μL con el Buffer de células NK. La suspensión celular se pasó por la 

columna, previamente hidratada con el Buffer de células NK, a fin de obtener a 

las células NK purificadas y contabilizarlas en la cámara de Neubauer.  
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6.1.5 Prueba de viabilidad y pureza 

La pureza y viabilidad de las células NK aisladas se analizaron por citometría de 

flujo tiñendo 100,000 células con Simultest CD3 FITC/CD16+CD56 PE (BD) y 7-

AAD (BD), respectivamente. Se adquirieron al menos 10,000 eventos de células 

individuales en un citómetro BD LSR Fortessa y fueron analizados empleando el 

software FACSDiva version 9.0.1. 

6.1.6 Expansión de células NK  

Las células NK se contaron con una cámara de Neubauer y se cultivaron a una 

densidad de 1.25 x 105 células/mL en medio CTS NK Xpander (gibco), 

suplementado con 5% de suero humano autólogo, IL-2 a una concentración de 

500Ul/mL (gibco), y IL-15 a 40 ng/mL (PeproTech) en un frasco de cultivo celular 

T-25 (Corning incorporated) y se mantuvieron en incubación durante 5 días a 

37°C y 5% de CO2. Al día 5, 8 y 11 se hicieron ajustes de la densidad celular 

cambiando el medio, siendo en el día 11 se disminuyó la concentración de IL-15 

a 5 ng/mL para el mantenimiento de las células.   

6.1.7 Estimulación con NP de VIA 

En el día 14, se cultivaron las células NK a una densidad de 1x106 células/mL en 

medio RPMI completo, el cual esta suplementado con 10% de SFB y 1% de 

solución con antibióticos-antimicótico (10,000 U Penicilina, 10 mg Estreptomicina 

y 25 mg/ml Anfotericina B) (Sigma-Aldrich) en frascos de cultivo celular T-75 

(Corning incorporated).  

Se realizaron dos grupos: 1) células NK solo con medio de cultivo sin péptidos 

de la nucleoproteína del VIA H1N1 y 2) células NK con medio y péptidos de 

nucleoproteína de VIA H1N1 (Milteny Biotec) a una concentración de 0.6 nM por 

cada 107 células. Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 horas. 

Posteriormente, se lavaron y cultivaron por 6 días en RMPI completo para el 

desarrollo de células NK de tipo memoria. 
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6.2 Criopreservación  

6.2.1 Congelación  

Las células NK desarrolladas tanto las estimuladas con la NP como las que no 

se colocaron en un criovial con una densidad mínima de 1 x 106 células/mL donde 

se adicionó medio RPMI sin SFB y CPA, siendo el DMSO el último en adicionar 

gota a gota, para completar un volumen final de 1 mL por criovial. Los agentes y 

medios crioprotectores (MCP) junto con sus respectivas concentraciones 

utilizadas se resumen en la tabla 1 y 2.  

Tabla 1. Agentes crioprotectores usados para la criopreservación. 

CPA Compañía Concentración final 

Dimetilsulfóxido (DMSO) ATCC 10% 

Albumina Humana Grifols  2% 

Anticoagulant citrate dextrose (ADC) Terumo BCT 5% 

Hydroxi Etyl Starch (HES) PiSA  2.5% 

SFB Gibco 10% 

 

Tabla 2. Medios crioprotectores probados para la criopreservación.  

MCP Contenido 

1 DMSO y Suero Fetal Bovino (SFB) 

2 DMSO y Albumina Humana 

3 DMSO, Albumina Humana, ADC y HES 

El criovial preparado se colocó en el recipiente de congelación Mr. Frosty 

(NALGENE), el cual se llenó con alcohol isopropílico, y se congelo durante 24 

horas en el ultracongelador (Revco, Thermo Scientific) a una temperatura de -

80°C Finalmente, las células se almacenaron en un tanque de nitrógeno líquido 

(Cryoplus 1, Thermo Scientific) en fase de vapor a una temperatura de -196°C 

durante 1 o 3 meses.  
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6.2.2 Descongelación  

Las células se transportaron en frío hasta el área de trabajo y se colocó el criovial 

en un baño de calentamiento a 37°C durante dos minutos e inmediatamente se 

realizó una dilución 1:10 con medio PRMI completo para posteriormente 

centrifugarlo durante 10 minutos para neutralizar y eliminar el DMSO. El botón 

celular obtenido se resuspendió en 1 mL de medio para realizar los ensayos 

pertinentes, incluyendo la viabilidad celular por medio de citometría de flujo, como 

viene descrito en el punto 6.1.5.  

6.3 Fenotipificación 

Se resuspendieron 100,000 células NK en 100 μL de PBS 1X y se adicionaron 

los siguientes marcadores de superficie: CD56 (AF488 BD Biosciences), NKp46 

(APC BioLegend), NKG2C (PE BioLegend) y LAMP-1 (Pacific Blue BioLegend); 

para incubar durante 20 minutos a 4°C en oscuridad.  Posteriormente, las células 

NK fueron tratadas de acuerdo con el protocolo del kit BD Cytofix/Cytoperm 

Fixation/Permeabilization, el cual consistía en adicionar 250 μL de la solución de 

Fijación y Permebilización incubar najo las condiciones descritas previamente y 

agregar 1 mL de la solución PermWash 1X para lavar centrifugando a 1500 rpm 

durante 10 minutos. Una vez que las células fueron fijadas y permeabilizadas se 

tiñeron con los marcadores intracelulares IFN-y (BV605 BD Horizon) y Granzima 

B (PE-Cy7 BioLegend). La información completa de los anticuerpos utilizados de 

encuentra en la tabla 3. Se adquirieron al menos 10,000 eventos de células 

individuales en un citómetro BD LSR Fortessa y fueron analizados empleando el 

software FACSDiva version 9.0.1.  
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados en citometría de flujo. 

Anticuerpo Clona Fluorocromo Isotipo Compañía 

Anti-CD56 humano 

hecho en ratón 
NCAM16.2 AF488 

Ratón 

IgG1 

BD 

Biosciences 

Anti-NKp46 humano 

hecho en ratón 
9E2 APC 

Ratón 

IgG1 
BioLegend 

Anti-NKG2C humano 

hecho en ratón 
S19005E PE 

Ratón 

IgG1 
BioLegend 

Anti-LAMP-1 humano 

hecho en ratón 
H4A3 Pacific Blue 

Ratón 

IgG1 
BioLegend 

Anti-Granzima B humano 

hecho en ratón 
QA18A28 PE-Cy7 

Ratón 

IgG1 
BioLegend 

Anti-IFN-y humano hecho 

en ratón 
B27 BV605 

Ratón 

IgG1 
BD Horizon 

6.4 Ensayos de funcionalidad 

6.4.1 Líneas celulares 

Para las células MDCK (NBL-2; ATCC, Manassas, VA, USA) y A549 (CCL-185; 

ATCC, Manassas, VA, USA) se utilizó el medio EMEM y F-12K, respectivamente, 

ambos suplementados con 10% de SFB y 1% de solución con antibióticos-

antimicótico (10,000 U Penicilina, 10 mg Estreptomicina y 25 mg/ml Anfotericina 

B). Ambas líneas celulares se cultivaron en frascos de cultivo celular en sus 

respectivos medios a 37°C y 5% CO2 realizando cambios de medio y pasajes 

celulares cuando fuera necesario tomando la cuenta el viraje del medio y la 

confluencia del cultivo, respectivamente.  

6.4.2 Virus 

Se propagó el VIA/Virginia/ATCC1/2009 en células MDCK en medio de infección 

(IVGM), el cual consiste en medio MEM, 1 ug/mL de tripsina TPCK, 10mM de 

HEPES y 0.125% de BSA, hasta observar un efecto citopático y citolítico en más 
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del 90% de las células, alrededor de 2 a 5 días.  Después del cultivo, los debris 

celulares fueron precipitados por centrifugación a 10,000 g por 10 minutos a 4°C. 

Para remover factores solubles de origen celular el VIA fue concentrado y 

parcialmente purificado utilizando un filtro centricon de peso molecular 100,000 

Da (Millipore, Billerica, MA). El virus fue titulado con la técnica de la dosis infectiva 

de cultivo de tejido al 50% (TCIDs) y congelado en alícuotas de un solo uso al       

-80°C.  

6.4.3 Ensayos de citotoxicidad celular 

Las células A549 se cultivaron en placas de 96 pozos con medio RPMI a una 

densidad de 0.5 x 106 células/mL y se incubaron a 37°C y 5% CO2 hasta alcanzar 

más del 90% de confluencia. Posteriormente, las células se infectaron utilizando 

el medio de infección (IVGM), con el VIA a una multiplicidad de infección (MOl) 

de 1, a partir de un stock VIA H1N1 pdm09 obtenido. Luego de 1 hora de 

adsorción, el inóculo fue eliminado y después un lavado con PBS 1X, se 

resuspendieron en medio fresco. Después de 24 horas, las células infectadas y 

control fueron co-cultivadas con 0.5 x 106 células NK durante 6 horas.  

Posteriormente, se removieron las células NK y se añadió 100 μL de medio RPMI 

fresco a cada pozo de la placa para determinar citotoxicidad celular por a través 

de la prueba de reducción de sal de bromuro de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,3-

difeniltetrazolium (MTT) a formazan.  

El ensayo se realizó por triplicado para cada individuo y cada condición, 

realizándose los siguientes grupos: 1) células NK sin el estímulo con la NP en co-

cultivo con células A549 infectadas, 2) células NK estimuladas con la NP en co-

cultivo con células A549 infectadas, 3) células NK estimuladas con la NP en co-

cultivo con células A549sin infectar, 4) células A549 infectadas solas, 5) células 

A549 sin infectar solas. El resumen de los grupos se muestra en la tabla 4.  
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Tabla 4. Grupos de estudio para ensayo de citotoxicidad (NA: No Aplica)  

 Grupo NK NP A549 VIA 

1 Co-cultivo de células NK (sin NP) ✓ X ✓ ✓ 

2 Co-cultivo de células NK (con NP) ✓ ✓ ✓ ✓ 

3 
Co-cultivo de células NK (con NP) en A549 

sin infectar 
✓ ✓ ✓ X 

4 A549 infectadas X NA ✓ ✓ 

5 A549 no infectadas X NA ✓ X 

Se agregó 10 μL por pozo del reactivo del Kit de Proliferación Celular I (MTT) 

(Sigma Aldrich) y se incubó durante 4 horas a 37°C y 5% CO2, después se 

adicionó 100 μL de la solución de solubilización a cada pozo y se dejó incubando 

toda la noche para al día siguiente medir la absorbancia a 570 nm utilizando un 

lector de placas GloMax® (Mod. E9032 Promega, Madison, WI). El porcentaje de 

citotoxicidad se calculó con la ecuación 2 comparando con las células A549 no 

infectadas sin co-cultivo con células NK.  

%𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑒𝑣𝑎𝑙𝑢𝑎𝑑𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝐴549 𝑠𝑜𝑙𝑎𝑠 
 × 100 

Ecuación 2 

6.4.3 Modelo de co-cultivo  

Se co-cultivaron las células NK con células A549 infectadas con VIA, se realizó 

la metodología descrita en el punto 6.4.5, utilizando las placas de 12 pozos y una 

incubación de 24 horas. El ensayo se realizó por triplicado para cada individuo y 

cada condición, realizándose los siguientes grupos: 1) células NK sin el estímulo 

con la NP en co-cultivo con células A549 infectadas, 2) células NK estimuladas 

con la NP en co-cultivo con células A549 infectadas, 3) células NK estimuladas 

con la NP solas infectadas, 4) células NK estimuladas con la NP solas sin infectar, 

5) células A549 infectadas solas, 6) células A549 sin infectar solas .El resumen 

de los grupos se muestra en la tabla 5.  
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Tabla 5. Grupos de estudio para ensayos de funcionalidad (NA: No Aplica) 

 Grupo NK NP A549 VIA 

1 Co-cultivo de células NK (sin NP) ✓ X ✓ ✓ 

2 Co-cultivo de células NK (con NP) ✓ ✓ ✓ ✓ 

3 Células NK (con NP) infectadas solas ✓ ✓ X ✓ 

4 Células NK (con NP) no infectadas solas  ✓ ✓ X X 

5 A549 infectadas X NA ✓ ✓ 

6 A549 no infectadas X NA ✓ X 

Una vez transcurridas las 24 horas, se recuperaron los sobrenadantes y se 

dividieron en 3 alícuotas para finalmente almacenarlos a -80°C para su posterior 

análisis.  

6.4.4 Cuantificación de citocinas  

A partir de las alícuotas de sobrenadantes previamente almacenadas a -80°C se 

determinó de forma cuantitativa de TNF-α, IFN- γ y granzima B usando un kit 

ELISA humano específico para cada citocina (TNF Alpha Human Uncoated 

ELISA kit; 88-7346-88, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

6.4.5 Título viral 

Las células MDCK se cultivaron en placas de 96 pozos con medio EMEM 

completo y se incubaron a 37°C y 5% CO2 hasta alcanzar más del 90% de 

confluencia. Posteriormente, las células se infectaron con los sobrenadantes 

haciendo diluciones seriadas de 103 hasta 106 utilizando el medio de infección 

IVGM e incubando durante 2 horas. Después de  las 2 horas de adsorción, el 

inóculo fue eliminado y luego un lavado con PBS 1X, se resuspendieron en medio 

IVGM fresco para incubar durante 72 horas a 37°C. Posteriormente, se 

observaron las placas líticas y se eliminó el contenido suspendido en el medio a 

través de lavados y se llevó la determinación del título viral utilizando el método 

TCID50 y las ecuaciones 3 y 4; Luego las monocapas se fijaron con 
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paraformaldehído al 4% y tiñeron con cristal violeta para observar unidades 

formadoras de placas líticas. 

𝑃𝐷 (𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑟𝑜𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑙)  =
(% 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒𝑙 50% − 50)

(% 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒𝑙 50% − % 𝑑𝑒𝑏𝑎𝑗𝑜  𝑑𝑒𝑙 50%) 
 

Ecuación 3 

𝑙𝑜𝑔10𝑇𝐶𝐼𝐷50 = (𝑙𝑜𝑔10𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒𝑙 50) + 𝑃𝐷 × 𝑙𝑜𝑔10(𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛) 

Ecuación 4 

6.5 Análisis estadístico 

Se evaluó la normalidad de los datos mediante una prueba de Shapiro-Wilk. 

Según la normalidad se realizaron análisis de ANOVA con prueba post hoc de 

Tukey cuando los datos fueron paramétricos, o una prueba de Kruskal Wallis con 

prueba post hoc de Dunn para los datos no paramétricos. Además, se hicieron 

análisis de correlación de Pearson o Spearman según cuál fuera el caso y análisis 

de regresión lineal. El resumen de las pruebas estadísticas a realizar se muestra 

en la tabla 6. Todas las pruebas se realizaron utilizando el software GraphPad 

Prism 8.3.1. para Windows (San Diego, California, EE. UU.). Los valores de 

p<0.05 o r <0.6 fueron considerados como significativos. 

Tabla 6. Estrategia de pruebas estadísticas. 

Muestras Paramétrica No paramétrica 

Independientes t-student U de Mann Whitney 

Tres o más 

Independientes 
ANOVA Kruskal- Wallis 

Análisis múltiple Tukey Dunn 

Correlación Pearson Spearman 

  



 35 

CAPITULO 7 

RESULTADOS 

7.1 Características de los sujetos de estudio 

Once donantes previamente vacunados contra la influenza participaron en este 

estudio. Los participantes tenían entre 20 y 31 años, y la toma de muestra de 

sangre se realizó entre 1.5 y 3 meses después de la vacunación. Todos los 

donantes presentaban perfiles hematológicos normales, con recuentos totales de 

leucocitos, linfocitos y monocitos dentro de los rangos de referencia esperados 

para individuos sanos. Las características demográficas y hematológicas de cada 

participante se resumen en la Tabla 7.  

Tabla 7. Características de los sujetos (F: Femenino, M: Masculino) 

Suj. 
Edad 
(años) 

Sexo 
Tiempo post-
vacunación 

Leucocitos Linfocitos  Monocitos 

1 23 M 2 meses  6.10x103/uL 1.92x103/uL 0.42x103/uL 

2 27 F 2 meses  8.57x103/uL 2.58x103/uL 0.66x103/uL 

3 23 F 3 meses  5.59x103/uL 2.67x103/uL 0.38x103/uL 

4 26 M 3 meses  3.73x103/uL 1.39x103/uL 0.24x103/uL 

5 31 M 2 meses  8.26x103/uL 3.19x103/uL 0.58x103/uL 

6 23 M 1 ½ meses  5.94x103/uL 2.26x103/uL 0.57x103/uL 

7 21 F 1 ½ meses 5.39x103/uL 2.09x103/uL 0.31x103/uL 

8 20 F 2 meses 9.20x103/uL 3.92x103/uL 0.70x103/uL 

9 23 M 2 ½ meses 8.36x103/uL 3.52x103/uL 0.60x103/uL 

10 20 F 3 meses  7.47x103/uL 1.66x103/uL 0.47x103/uL 

11 27 M 2 meses  3.67x103/uL 1.85x103/uL 0.28x103/uL 
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7.2 Viabilidad de las células posterior a la criopreservación 

Con base en los ensayos preliminares realizados con PBMC, el medio de 

criopreservación MCP3 compuesto por DMSO, albúmina humana, HES y ADC, 

fue seleccionado para la criopreservación de las células NK. En general, el 

incremento de temperatura y tiempo de almacenamiento se asoció con una 

disminución de la viabilidad celular. Al evaluar el rendimiento del medio MCP3 

con PBMC almacenadas a −70 °C, se observó una viabilidad de 94.50 % ± 0.71 

a las 2 semanas y de 85.43 % ± 0.77 a las 3 semanas. Al replicar estas 

condiciones con las células NK, la viabilidad disminuyó ligeramente a 85.27 % ± 

2.27 y 81.02 % ± 0.32, respectivamente. A pesar de esta reducción, la viabilidad 

se mantuvo por encima del 80 % y fue superior a la obtenida con los medios 

MCP1 y MCP2, con 89.65 % ± 0.36 y 79.57 % ± 1.38, respectivamente, bajo la 

condición más favorable (criopreservación de PBMC a −70 °C durante 1 

semana). En la tabla 8 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en 

los ensayos preliminares.  

Tabla 8. Características y resultados de los ensayos preliminares.  

 Célula Temperatura Tiempo Viabilidad (%) 

MCP1 PBMC 

-20ºC 

1 semana 

79.76% ± 0.94 

-70ºC 89.65% ± 0.36 

MCP2 PBMC 

-20ºC 

1 semana 

57.96 % ± 0.23 

-70ºC 79.57 ± 1.38 

MCP3 

PBMC 

-70ºC 

2 semanas 94.5% ± 0.71 

3 semanas 85.43% ± 0.77 

Células NK 

2 semanas 85.27 % ± 2.27 

3 semanas 81.02% ± 0.32 
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Cuando MCP3 se empleó para el almacenamiento a largo plazo de células NK 

en nitrógeno líquido, la viabilidad celular se mantuvo por encima del 80 % tanto 

al mes como a los tres meses (Figura 6). No se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre las células frescas y las criopreservadas 

durante 1 mes (97.80 % [IQR = 95.85- 99.45] vs. 93.05 % [IQR = 88.55 - 96.95], 

P = 0.6868) ni entre las frescas y las almacenadas durante 3 meses (97.80 % 

[IQR = 95.85- 99.45] vs. 97.90 % [IQR = 85.40 – 98.65], P = 0.1495). De manera 

similar, no se registraron diferencias entre las células NK criopreservadas 

estimuladas con la NP y aquellas sin estímulo (95.80 % [IQR = 92.75 – 98.10] vs. 

93.05 % [IQR = 84.87 – 98.15], P = 0.6868), lo que indica que el medio MCP3 

proporciona una crioprotección eficaz, manteniendo la viabilidad celular sin 

inducir muerte celular significativa durante el período de almacenamiento 

evaluado. 

 

Figura 6. Viabilidad de células NK previo y posterior a su criopreservación. 

Análisis de Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn, Frescas (n=10) 1 

Mes (n=8), 3 Meses (n=6), mediciones por duplicado, p > 0.05. 
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7.3 La criopreservación mantiene el fenotipo de tipo memoria inducido por 

la NP y activa las células NK  

Para el inmunofenotipo se realizó una estrategia de análisis de los marcadores 

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

de FMO y las células sin tinción (Figura 7).  

 

Figura 7. Estrategia de análisis de fenotipo de células NK. Software FACSDiva 

versión 9.0.1. 

 

El análisis de las subpoblaciones CD56bright y CD56dim no reveló cambios 

significativos en sus proporciones relativas tras la criopreservación (Figura 8). La 

proporción de células CD56dim en condiciones frescas fue de 9.38±6.74%, y se 

mantuvo estable tras un mes (11.77±7.62%, p > 0.05) y tres meses 

(13.04±6.98%, p > 0.05) de almacenamiento criogénico. Por el otro lado, la 

subpoblación CD56bright representó el 88.85±6.01% en condiciones frescas, sin 

diferencias estadísticamente significativas al mes (86.36±7.99%, p > 0.05) y tres 

meses (85.12±7.16%, p > 0.05).  
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Figura 8. Subpoblaciones de las células NK previo y posterior a su 

criopreservación. Análisis de ANOVA con comparación múltiple de Tukey, 

Frescas (n=10) 1 Mes (n=8), 3 Meses (n=6) mediciones por duplicado, P > 0.05. 

 

La expresión del receptor NKG2C, asociado al fenotipo de tipo memoria, se 

mantuvo estable tras la criopreservación en ambos subconjuntos: CD56bright 

(Figura 9) y CD56dim (Figura 10), sin diferencias estadísticamente significativas 

entre los tiempos de almacenamiento evaluados. Particularmente en la 

subpoblación CD56bright, que es la que desarrolla el fenotipo de tipo memoria y la 

que mayor expresión de NKG2C exhibe tras la estimulación con NP, los niveles 

fueron de 21.40% [IQR = 12.35-57.05] en condiciones frescas, 6.00% [IQR = 

3.77–18.63] al mes y 10.45% [IQR = 3.4-18.63] a los tres meses de 

criopreservación, sin alcanzar significancia estadística (P > 0.05). La 

preservación de este marcador posterior a la criopreservación sugiere que el 

medio MCP3 no compromete la identidad fenotípica de tipo memoria adquirida 

mediante la estimulación antigénica con la NP. 

En contraste, el receptor activador NKp46 mostró un incremento en su expresión 

tras la criopreservación, particularmente en las células no estimuladas con NP y 
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de manera más pronunciada en el subconjunto CD56dim (Figuras 9 y 10). En esta 

subpoblación, la expresión de NKp46 aumentó después de 1 mes y 3 meses de 

criopreservación respecto a las células frescas, tanto en las células estimuladas 

con NP (0.55% [IQR = 0.00 - 1.23] vs 5.20% [IQR = 0.00 – 5.30] (P = 0.0026) y 

4.40% [IQR = 2.9 – 5.30] (P = 0.0020]) como en las no estimuladas (0.20% [IQR 

= 0.15 - 0.45] vs 2.70% [IQR = 0.00 – 5.60] (P = 0.0036) y 4.40% [IQR = 2.9 – 

5.30] (P = 0.0077]). En la subpoblación CD56bright, este incremento fue exclusivo 

de las células no estimuladas con NP, con valores de 4.80 [IQR = 2.25- 9.20] en 

condiciones frescas, 32.88% [IQR = 24.45 – 36.69] al mes (P = 0.0004) y 33.35% 

[IQR = 32.00 – 34.80] a los tres meses (P = 0.0043), lo que sugiere una 

modulación diferencial de la activación dependiente del estado de estimulación 

previo a la criopreservación. 

En cuanto a los marcadores de funcionalidad, la producción intracelular de IFN-γ 

no se incrementó tras la criopreservación en ninguna de las subpoblaciones 

evaluadas (figura 9 y 10). En las células CD56dim estimuladas con NP el grupo 

con mayor producción de IFN-γ, los valores pasaron de 19.60% [IQR = 2.37 – 

42.60] en condiciones frescas a 14.40% [IQR = 4.13 - 17.4] al mes y 7.80% [IQR 

= 2.1 – 21.04] a los tres meses de criopreservación, sin diferencias significativas 

(p > 0.05). Un patrón similar se observó en la subpoblación CD56bright, con valores 

de 23.80% [IQR = 22.5 – 50.43] en condiciones frescas, 11.85% [IQR = 4.05 – 

38.78] al mes y 30.93% [IQR = 7.82 – 58.34] a los tres meses (p > 0.05).  

La expresión intracelular de Granzima B disminuyó de forma global y marcada 

tras la criopreservación (figura 9 y 10). En la subpoblación CD56dim, los niveles 

se redujeron de 86.30% [IQR = 74.6 – 98.00] en condiciones frescas a 6.50% 

[IQR = 2.97 – 10.06] al mes (p = 0.0021) y 2.48% [IQR = 0.38 – 13.10] a los tres 

meses (p < 0.0001). Una disminución de magnitud similar se observó en el 

subconjunto CD56bright, con valores de 97.30% [93.95 – 99.35] en condiciones 

frescas, 24.40% [IQR = 11.45 – 37.51] al mes (p = 0.014) y 20.30% [IQR = 9.33 

– 24.78] a los tres meses (p = 0.0001). Estas reducciones sugieren una pérdida 
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del contenido de gránulos citotóxicos preformados asociada al proceso de 

congelación-descongelación. 

Por otro lado, la expresión superficial de LAMP-1 (CD107a) aumentó de manera 

notable tras 3 meses de criopreservación en ambas subpoblaciones y en ambas 

condiciones de estimulación (Figuras 9 y 10). El porcentaje de células LAMP-1+ 

aumento a los tres meses, respecto a las células tras 3 meses de 

criopreservación tanto en la subpoblación CD56dim (3.70% [IQR = 1.3 – 14.80] vs 

53.20% [IQR = 34.4 – 69.28], p = 0.0232) como el la CD56bright 14.00% [IQR = 

4.65 – 69.55] vs 94.88% [IQR = 77.87 – 99.65], p = 0.0003), al igual que en las 

células estimuladas con la NP (8.40% [IQR = 1.4 – 39.30] vs 74.03% [IQR = 34.4 

– 91.59], p = 0.0340), como sin estimular (3.10% [IQR = 0.85 – 3.55] vs 73.18% 

[IQR = 53.35 – 73.18]), p < 0.0001). El aumento de LAMP-1 en ausencia de un 

incremento equivalente en IFN-γ o Granzima B intracelular indica una mayor 

movilización de vesículas de desgranulación como respuesta al estrés 

criogénico, más que a una activación funcional.  
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Figura 9. Expresión de marcadores de tipo memoria y de activación en células 

NK CD56dim estimuladas con nucleoproteína y sin estimular, previo y posterior a 

su criopreservación. Porcentaje de células positivas para A) NKG2C B) NKp46 

C) LAMP-1 (CD107a) D) Granzima B intracelular E) IFN-γ intracelular. Análisis de 

Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn, Frescas (n=10) 1 Mes (n=8), 

3 Meses (n=6), mediciones por duplicado. * P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.005 
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Figura 10. Expresión de marcadores de tipo memoria y de activación en células 

NK CD56bright estimuladas con nucleoproteína y sin estimular, previo y posterior a 

su criopreservación. Porcentaje de células positivas para A) NKG2C B) NKp46 

C) LAMP-1 (CD107a) D) Granzima B intracelular E) IFN-γ intracelular. Análisis de 

Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn, Frescas (n=10) 1 Mes (n=8), 

3 Meses (n=6), mediciones por duplicado. *P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.005  
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7.4 La criopreservación disminuye la concentración de Granzima B en los 

sobrenadantes de los co-cultivos.  

Para evaluar la funcionalidad se evaluó la secreción de proteínas que participan 

en la respuesta antiviral de la célula NK, como es el caso del IFN-γ, TNF-α, y 

granzima B. Los límites de cuantificación y las curvas de calibración estándar se 

muestran en la tabla 9 y figura 11, respectivamente.  

Tabla 9. Límites de cuantificación de las proteínas.  

Analito Límites de cuantificación 

TNF-α 15.6 - 1000 pg/mL 

IFN- γ 9.38 - 600 pg/mL 

Granzima B 39.1 - 2500 pg/mL 

 

Figura 11. Curvas de calibración estándar y ecuaciones de la recta: A) IFN-γ, B), 

TNF-α y C) Granzima B.  
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En células NK recién extraidas estimuladas con NP co-cultivadas con células 

A549 infectadas con VIA, secretaron niveles similares de Granzima B a los 

alcanzados cuando las células NK estimuladas con NP infectadas directamente 

sin co-cultivo (901.66 ± 394.56 pg/mL vs 1053.54 ± 512.36 pg/mL, p > 0.05). En 

los dos grupos restantes, correspondientes a las células NK no estimuladas con 

NP co-cultivadas con células A549 infectadas con VIA y las células NK 

estimuladas con NP sin co-cultivo o infección directa, también presentaron 

concentraciones de Granzima B pero similares entre ellas (605.12 ± 240.99 

pg/mL vs 739.65 ± 301.66 pg/mL, p > 0.05), pero menores comparados con los 

primeros dos grupos mencionados (Figura 12).  

Posterior a la criopreservación, los niveles extracelulares de Granzima B 

disminuyeron de manera uniforme en los cuatro grupos experimentales (p < 

0.05), presentando concentraciones similares entre sí: 339.71 ± 115.28 pg/mL 

para las células NK estimuladas con la  NP co-cultivadas con A549 infectadas, 

323.11 ± 130.50 pg/mL para las células NK sin el estímulo con la  NP co-

cultivadas con A549 infectadas, 329.12 ± 70.26 pg/mL para las células NK 

estimuladas con la NP directamente infectadas, y 349.54 ± 123.33 pg/mL para 

las células NK cultivadas en solitario. Las concentraciones de IFN-γ y TNF-α se 

mantuvieron por debajo del límite de cuantificación del ensayo en todos los 

grupos y tiempos evaluados (datos no mostrados). 
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Figura 12. Secreción de granzima B de células NK en los sobrenadantes de los 

co-cultivos contra células infectadas con VIA A549, previo y posterior a su 

criopreservación. Análisis de ANOVA con comparación múltiple de Tukey, 

Frescas (n=10) 1 Mes (n=8), 3 Meses (n=6), ***p <0.005.  

 

7.5 La expresión de LAMP-1 esta correlacionado con los niveles de 

Granzima B  

La criopreservación se asoció con una disminución simultánea de la Granzima B 

tanto intracelular como extracelular. Para explorar el posible mecanismo, se 

realizaron análisis de correlación entre la expresión de LAMP-1 y los niveles de 

Granzima B en ambos compartimentos. Se identificó una correlación negativa 

significativa entre la expresión de LAMP-1 y la Granzima B intracelular (r = 

−0.7696, p < 0.0001), y una correlación positiva significativa entre LAMP-1 y la 
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Granzima B extracelular en los sobrenadantes de co-cultivo (r = 0.6002, p = 

0.0026) (Figura 13). Estas correlaciones de sentido opuesto indican que la 

movilización de vesículas de desgranulación hacia la membrana plasmática, 

reflejada por la expresión de LAMP-1, se acompaña de una liberación activa de 

Granzima B desde los depósitos intracelulares hacia el medio extracelular.  

 

 

Figura 13. Correlación de la expresión de LAMP-1 con la A) expresión de 

granzima B intracelular y B) secreción de granzima B (extracelular) en las células 

NK criopreservadas (n=10). Correlación de Spearman.  
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7.6 La criopreservación disminuye la citotoxicidad celular  

Para evaluar la función citotóxica de las células NK se realizó un ensayo de MTT 

del co-cultivo contra células infectadas con VIA A549. En la figura 14 se muestran 

imágenes representativas del ensayo. 

 

Figura 14. Imágenes representativas del ensayo de citotoxicidad. Las flechas 

indican la interacción de las células NK con las células A549 infectadas.  

 

En condiciones frescas, las células NK estimuladas con NP exhibieron una 

citotoxicidad de contra células A549 infectadas, significativamente mayor que la 

de las células NK no estimuladas con NP (57.79 % [IQR = 50.85 – 63.50] vs 14.07 

% [IQR = 9.51- 19.77], p < 0.0001) y que la observada en co-cultivos con células 

A549 sin infectar (57.79 % [IQR = 50.85 – 63.50] vs 17.87 % [IQR = 6.65 – 22.05] 

p < 0.0001), lo que confirma tanto la especificidad como la mayor capacidad 

efectora de las células con fenotipo de tipo memoria. 

Después de la criopreservación la citotoxicidad disminuyó en las células NK 

estimuladas con NP con valores de 23.95 % [IQR = 22.91 – 23.95] al mes y 22.09 

% [IQR = 21.26 – 26.48] a los tres meses, equivalente a una reducción del 39.87% 

(P = 0.0393). A pesar de esta reducción, la jerarquía funcional observada en 

condiciones frescas se preservó: las células NK estimuladas con NP mantuvieron 

una citotoxicidad significativamente superior a la de las no estimuladas tanto al 

mes (23.04 % [IQR = 26.06 – 21.31] vs. 15.67 % [IQR = 12.12 – 19.99], P = 

0.0425) como a los tres meses de criopreservación 22.09 % [IQR = 21.26 – 26.48] 

vs. 13.85 % [IQR = 12.23 - 21.14], P = 0.0014) (Figura 15).  
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Figura 15. Porcentaje de citotoxicidad de células NK frente a células A549 

infectadas con VIA previo y posterior a su criopreservación. Análisis de Kruskal 

Wallis con comparación múltiple de Dunn, Frescas (n=10) 1 Mes (n=8), 3 Meses 

(n=6), mediciones por triplicado. *P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.005. 

 

7.7 La criopreservación aumenta el titulo viral 

Para evaluar la actividad antiviral de las células NK se realizaron ensayos de 

TCID50 para evaluar el título viral en los sobrenadantes de los co-cultivos contra 

células infectadas con VIA A549. En las figuras 16 y 17 se muestran imágenes 

representativas del ensayo de título viral.  
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En condiciones frescas, las células NK estimuladas con NP redujeron el título 

viral a 6.67 × 107 TCID50/mL, significativamente menor al obtenido en co-cultivos 

con células NK no estimuladas (4.88 × 108 TCID50/mL, P = 0.0003) y comparable 

al de las células directamente infectadas sin co-cultivo (1.39 × 108 TCID50/mL, P 

> 0.05), lo que evidencia la capacidad de las células NK con fenotipo de tipo 

memoria para suprimir la replicación viral de manera más eficiente. 

Después de la criopreservación, los títulos virales mostraron diferencias 

estadísticamente significativas respecto a las condiciones frescas (p > 0.05, 

Figura 18). Las células NK estimuladas con NP presentaron títulos de 2.89 × 108 

TCID50/mL al mes y 1.75 × 108 TCID50/mL a los tres meses. Al igual que en la 

citotoxicidad, la jerarquía de control viral se preservó: las células NK estimuladas 

con NP mantuvieron títulos virales menores que las no estimuladas al mes (2.89 

× 108 vs. 5.53 × 108 TCID50/mL, p= 0. 484), y a los los tres meses de 

criopreservación (1.75 × 108 vs. 4.72 × 108 TCID50/mL, p= 0 .0467), 

reproduciendo el patrón observado en condiciones frescas.  

 

Figura 16. Imágenes representativas de la monocapa celular infectada con 

stock viral y el control.  
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Figura 17. Imágenes representativas de la monocapa celular a las 72 horas 

posterior a la infección con los sobrenadantes de los co-cultivos de las células 

NK criopreservadas. 
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Figura 18. Título viral de sobrenadantes de los co-cultivos de las células NK, 

previo y posterior a su criopreservación, contra células infectadas con VIA A549. 

Análisis de Kruskal Wallis con comparación múltiple de Dunn, Frescas (n=10) 1 

Mes (n=8), 3 Meses (n=6), mediciones por triplicado, ***p <0.005.   
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CAPITULO 8 

DISCUSIÓN  

Con el avance constante de las terapias celulares y el desarrollo de productos de 

inmunoterapia basados en células NK, lograr el potencial terapéutico y la 

viabilidad para su uso inmediato requeriré la optimización de las técnicas de 

criopreservación para garantizar una recuperación funcional adecuada de las 

células. 

Dadas las discrepancias asociadas a la criopreservación de células NK para su 

uso clínico, en este estudio se optimizó el medio criopreservante mediante 

ensayos preliminares. El medio MCP3, formulado por DMSO, albúmina humana, 

HES y ADC, fue el más adecuado al mostrar consistentemente viabilidades 

superiores al 80% en todas las condiciones evaluadas, tanto para PBMC como 

para células NK. En contraste los medios MCP1 (DMSO y SFB) y MCP2 (DMSO 

y albúmina humana), compuestos por un CPA penetrante (DMSO) y uno no 

penetrante, típicamente empleados para la preservación de líneas celulares 

comerciales, mostraron desempeños inferiores. Cabe destacar que, en el caso 

de MCP2, el SFB fue sustituido por albumina humana para evitar el uso de un 

producto proteico xenogénico capaz de inducir respuestas inmunogénicas y 

evitar la transmisión de patógenos no humanos (95).  

El desempeño superior de MCP3 es consistente con lo reportado para productos 

celulares destinados a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, 

donde combinaciones de 5-10% DMSO con 6% HES (96), 2% dextran (97) y/o 

5% albumina humana (98) se obtuvieron cantidades óptimas de células tras la 

descongelación. El dextran y HES son coloides sintéticos e isooncóticos 

aprobados por la FDA como expansores del volumen plasmático (99), lo que 

respalda su seguridad y eficacia como aditivos crioprotectores. 

Al usar el MCP3 para la criopreservación en nitrógeno líquido durante periodos 

de 1 y 3 meses, la viabilidad se mantuvo consistentemente por arriba del 80%, 

sin diferencias estadísticamente significativas entre los distintos tiempos de 
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almacenamiento. La viabilidad obtenida por nosotros fue superior a lo reportado 

por Herrera y colaboradores quienes usaron un medio criopreservante con 

composición similar al nuestro (50% Plasmalyte + 40% suero AB + 10% DMSO) 

para criopreservar células de tipo memoria provenientes de donadores 

convalecientes de COVID-19, donde obtuvieron una viabilidad aproximada del 

80% (100). 

La viabilidad encontrada entre los tiempos de almacenamiento de 1 y 3 meses 

fue similar lo que respalda la estabilidad de nuestro protocolo de 

criopreservación. Este hallazgo concuerda con lo documentado por Lecchi y 

colaboradores entre 1999 y 2014, quienes, en un análisis retrospectivo de células 

madre hematopoyéticas de aféresis, reportaron una viabilidad promedio del 85 % 

en las células nucleadas recolectadas, procesadas, congeladas y 

descongeladas, indicando un buen control del proceso a lo largo del tiempo (101).  

La proporción de las subpoblaciones CD56bright y CD56dim no se vio modificada 

después de la criopreservación. Este hallazgo coincide con lo reportado en 

estudios previos donde evaluaron cuatro diferentes subpoblaciones de células 

NK definidas por CD16 y CD56, sin observarse cambios en su proporción 

después de 6 y 12 meses de almacenamiento criogénico. La conservación de 

estas subpoblaciones es relevante dado que el subconjunto CD56brigth se asocia 

con una mayor capacidad productora de citocinas y con la respuesta de tipo 

memoria inducida por la nucleoproteína (NP) del virus de influenza A (VIA), como 

se ha descrito previamente por nuestro grupo (89).  

El marcador asociado a memoria NKG2C no presentó variaciones significativas 

en su expresión posterior a la criopreservación, un resultado clave para los 

objetivos de este estudio. Este receptor se ha vinculado con el fenotipo de tipo 

memoria inducido tanto por exposición a CMV (81) como a péptidos de la NP del 

VIA (88). En células NK convencionales, los niveles de NKG2C aumentan tras la 

expansión y se mantiene después de la criopreservación (66). En contraste, en 

células NK de memoria específicas para SARS-CoV-2, provenientes de donantes 

convalecientes de COVID-19, se observó una disminución cercana al 50% en los 
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marcadores CD57 y NKG2C posterior a la criopreservación (102). La 

preservación de NKG2C observada en nuestro estudio sugiere que el protocolo 

de expansión y criopreservación empleado podría estar protegiendo el fenotipo 

de tipo memoria inducido por la NP. Esta diferencia respecto a nuestros 

resultados podría explicarse por múltiples factores. En primer lugar, las células 

NK de donantes convalecientes se generan bajo condiciones de inflamación 

sistémica intensa, lo que favorece la diferenciación hacia fenotipos terminalmente 

maduros (CD57+ y CD56dim) (103–105). Estas células se caracterizan por menor 

capacidad proliferativa y mayor susceptibilidad al estrés, especialmente en 

contextos de activación crónica (106). En contraste, la expansión con IL-2 e IL-

15 empleada en el presente trabajo favoreció el desarrollo del fenotipo de 

memoria (NKGC2+, NKp46+) en la subpoblación CD56bright (89), la cual 

corresponden a células menos maduras, que presentan mayor plasticidad y 

resistencia al estrés, lo que podría explicar su menor susceptibilidad a la pérdida 

de NKG2C tras la criopreservación. Asimismo la naturaleza del estímulo 

antigénico también podría contribuir, dado que la NP del VIA es una proteína 

altamente conservada (37), capaz de inducir respuestas más uniformes y 

reproducibles, en contraste con la mayor heterogeneidad observada en 

respuestas frente a SARS-CoV-2 (102). 

A diferencia de la expresión de NKG2C, el marcador de activación NKp46 mostró 

un incremento en su expresión posterior a la criopreservación, particularmente 

en las células no estimuladas con la NP y de manera más evidente en la 

subpoblación CD56dim. Estudios previos reportan que los NCR, fundamentales 

para la activación de la citotoxicidad mediada por células NK, generalmente no 

se modifican después de la descongelación (64,66), con excepción de NKp46 

(66) y NKG2D (64), los cuales se han reportado disminuidos en comparación con 

células frescas. La discrepancia observada en nuestros resultados puede 

atribuirse a diferencias en los protocolos de criopreservación, particularmente la 

composición del medio criopreservante. En los trabajos mencionados 

anteriormente, se emplearon formulaciones con una mayor concentración de 

agentes crioprotectores no penetrantes, como 50% Plasmalyte, 40% suero 
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humano AB 10% DMSO (64), o bien 20% albúmina, 25% dextrano y 5% DMSO 

(66). En contraste, en el presente trabajo se utilizó un medio con una menor 

concentración de agentes crioprotectores. Estas diferencias podrían haber 

modulado el grado de estrés osmótico y criogénico durante la congelación y 

descongelación, promoviendo la sobreexpresión de NKp46 como respuesta 

adaptativa. 

El incremento de NKp46 es importante para el reconocimiento del virus de la 

influenza, su elevada expresión debe interpretarse con cautela en el contexto 

clínico, ya que podría representar un riesgo potencial para el desarrollo del SLC. 

No obstante, en este estudio la producción de IFN-γ no se vio alterada, lo que 

limitaría dicho riesgo. Este resultado es consistente con reportes que indican que 

la criopreservación no modifica los niveles intracelulares de IFN-γ en células NK 

estimuladas con citocinas (IL-12, IL-15 e IL-18) y/o células K562 (47) o células 

tumorales (66). 

El aumento de NKp46 no implica necesariamente una activación funcional 

desregulada; sin embargo, este aumento deberá ser verificado en estudios 

posteriores, especialmente si se considera un uso terapéutico de estas células. 

Sobre todo, porque no fue posible detectar las citocinas (IFN-γ y TNF-α) en los 

sobrenadantes de los co-cultivos. Esto puede explicarse porque los 

sobrenadantes fueron recolectados a las 24 horas, mientras estudios previos de 

cinética han demostrado que la secreción de estas citocinas alcanzan su punto 

máximo aproximadamente a las 6 horas con la estimulación con células K562, 

para posteriormente disminuir progresivamente (56). La cuantificación de 

citocinas en los sobrenadantes de cultivos de células NK criopreservadas es poco 

evaluada. Sin embargo, Damodharan y colaboradores encontraron niveles 

disminuidos de IFN-γ intracelular y extracelular posterior a la criopreservación. 

Además, el tratamiento con Ruxolitinib (inhibidor de JAK1/JAK2) redujo la 

concentración de esta citocina en los sobrenadantes de las células NK frescas, 

pero no afecto los niveles de IFN-γ en las células NK criopreservadas y 

descongeladas, sugiriendo que la producción de IFN-γ podría ser impulsada por 

CD137L y no por citocinas como la IL-2 o IL-15 (64). 
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Uno de los hallazgos más relevantes de este estudio fue la disminución en la 

granzima B intracelular posterior a la criopreservación, acompañada de un 

aumento en la expresión de LAMP-1 (CD107a). Un patrón similar se ha 

observado, el un estudio realizado por Berjis y colaboradores donde observaron 

una reducción transitoria de los niveles intracelulares de granzima B mediada por 

desgranulación controlada, evaluado por los niveles elevados de LAMP-1 y 

granzima B extracelular en cultivo de células NK con IL-15 e IL-18 previo al 

congelamiento. Por lo anterior, los autores propusieron a estos hallazgos como 

un posible mecanismo de protección celular inducido por citocinas para evitar la 

acumulación intracelular de granzima B, la cual puede ser citotóxica para la 

propia célula (67). En el protocolo empleado en el presente trabajo se utilizó IL-

15 durante la expansión de las células NK lo que podría haber favorecido la 

inducción de este mecanismo de protección previo a la criopreservación. Este 

hallazgo contrasta con estudios que emplean otras técnicas de expansión, en los 

cuales no se observaron cambios en la expresión de LAMP-1 ni en los niveles 

intracelulares de granzima B (47,64,66).  

Inesperadamente, la granzima B en los sobrenadantes también se encontró 

disminuida después de la criopreservación. Sin embargo, al analizar en conjunto 

los resultados de granzima B intracelular, extracelular y la expresión de LAMP-1, 

se identificó una correlación negativa entre LAMP-1 y la granzima B intracelular, 

y una correlación positiva entre LAMP-1 y la granzima B extracelular. Estos 

resultados son coherentes con el mecanismo de protección celular descrito por 

Berjis y colaboradores (67) donde la célula NK libera granzima B para evitar su 

acumulación intracelular y aunque los niveles extracelulares son menores en 

comparación con células frescas, la correlación positiva con LAMP-1 confirma 

que la desgranulación continua siendo activa. Esta interpretación es consistente 

con el mantenimiento parcial de la citotoxicidad tras la criopreservación, dado que 

la granzima B liberada ejerce su acción citolítica sobre las células blanco. 

Los ensayos de citotoxicidad mostraron una capacidad citotóxica de las células 

NK disminuida tras la criopreservación. No obstante, se mantuvo la tendencia 

observada en condiciones frescas: las células NK estimuladas con la NP 
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mostraron una mayor citotoxicidad en comparación con las no estimuladas, 

independientemente del tiempo de criopreservación. Aunque la criopreservación 

reduce parcialmente la funcionalidad, la respuesta mejorada inducida por la 

estimulación con la NP persiste. La reducción en citotoxicidad dependiente e 

independiente de anticuerpos observada después la criopreservación ha sido 

descrita en múltiples estudios principalmente la línea celular K562 y líneas 

celulares tumorales. En si la expansión y activación de las células NK antes de 

la criopreservación mejora la citotoxicidad, sin embargo, no la restaura 

completamente (64) por ello se han evaluado diferentes alternativas, como el 

cultivo en un medio suplementado con IL-2 posterior a la criopreservación o el 

aumento de la proporción célula efectora: célula diana en los ensayos 

funcionales.  

En cultivos posteriores a la criopreservación se han mostrado resultados 

variables, entre las 12 y 24 horas de cultivo después de la descongelación las 

células NK empiezan a sufrir  muerte celular mediada por apoptosis (67), además 

la citotoxicidad solo es detectable durante las primeras 4 horas (64). Múltiples 

reportes han demostrado la restauración e incluso la mejora de la citotoxicidad 

de las células NK posterior a la descongelación cuando son re-cultivadas con la 

IL-2 (47,64,68,107), mientras otros  investigadores no encontraron ningún cambio 

(66,108). Recientemente, se ha explorado una estrategia basada en la 

señalización localizada de IL-2, debido a que el co-cultivo de células NK 

criopreservadas con células T activadas durante 24 horas restaura e incrementa 

la citotoxicidad. Este efecto requiere contacto físico directo entre ambos tipos 

celulares y no se replica mediante la difusión de IL-2 en el sobrenadante. Esto 

sugiere que la administración local de IL-2 en el sitio de contacto NK-T es el 

mecanismo clave, hallazgo que fue confirmado al utilizar células sintéticas 

recubiertas con IL-2 de manera covalente(108). Por otro lado, se ha propuesto 

una estrategia preventiva basada en citocinas, ya que el pretratamiento con IL-

15 e IL-18 previo a la criopreservación mejora la recuperación celular post-

descongelación, al reducir transitoriamente los niveles intracelulares de granzima 

B y promover la expresión del gen antiapoptótico BCL2L(67).  
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El aumento de la proporción de célula efectora: célula diana, es otra alternativa 

utilizada y evaluada. Una proporción aumentada de célula efectora: célula diana 

(10:1) se ha observado que mejora la citotoxicidad (47,66,109,110), mientras la 

proporción 20:1 restaura el efecto citotóxico a niveles similares obtenidos con las 

células frescas (68,107). Incluso se han evaluado proporciones superiores al 

20:1, encontrando que la citotoxicidad se mantiene e igual a 20:1 (64).  

En los ensayos de TCID50, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en los títulos virales entre los grupos con células frescas y 

criopreservadas, aunque se observa cierta tendencia al incremento del título viral 

en las condiciones criopreservadas. A pesar de ello, se mantuvo la tendencia de 

que las células NK estimuladas con NP presentaron menores títulos virales en 

comparación con aquellas no estimuladas, reforzando la relevancia funcional del 

fenotipo de tipo memoria. A la fecha, no se han reportado estudios que evalúen 

directamente la actividad antiviral de células NK criopreservadas en co-cultivo 

con células infectadas con el virus mediante el título viral. En la mayoría de los 

trabajos publicados, la funcionalidad se evalúa frente a la línea K562 o líneas 

tumorales, infiriendo indirectamente la actividad antiviral a partir del incremento 

en la citotoxicidad. En este sentido, los resultados del presente estudio 

constituyen la primera evidencia donde se evalúa de manera directa esta relación 

en células NK criopreservadas.  

En conjunto, los resultados de este estudio demuestran que el uso de este 

protocolo de criopreservación permite conservar de manera eficaz la viabilidad y 

el fenotipo de tipo memoria de las células NK específicas para la NP del virus de 

la influenza durante periodos de hasta tres meses en la fase de vapor de 

nitrógeno líquido. Si bien las limitaciones de tiempo del estudio restringieron la 

evaluación a este periodo se ha reportado que  los efectos de la criopreservación 

sobre el fenotipo y la funcionalidad de PBMCs han sido evaluados por más de 20 

años sin encontrar efectos significativos (111), lo que sugiere que la estabilidad 

observada podría mantenerse a largo plazo. 
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La criopreservación no alteró las proporciones de las subpoblaciones CD56bright y 

CD56dim, ni la expresión del marcador de memoria NKG2C, ni la producción 

intracelular de IFN-γ. Por otro lado, indujo un incremento en la expresión de 

NKp46 y LAMP-1, así como una disminución en la granzima B intracelular, 

cambios que podrían explicarse por un mecanismo de protección celular mediado 

por la desgranulación. La citotoxicidad y la actividad antiviral, aunque reducidas 

en comparación con las células frescas, mantuvieron la diferencia funcional 

inducida por la estimulación con NP, lo que refuerza el potencial terapéutico de 

estas células como candidatas para la inmunoterapia contra la influenza.  
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CAPITULO 9 

CONCLUSIÓN 

La criopreservación afecta la activación y la citotoxicidad de las células NK de 

tipo memoria específicas para la NP del virus de influenza A H1N1pdm09.   
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CAPÍTULO 10  

PERPECTIVAS 

• Realizar ensayos de citotoxicidad empleando relaciones célula efectora: 

célula diana de 5:1 y 10:1.  

• Cuantificar la producción de citocinas a las 6 horas posteriores al co-cultivo 

con células A549 infectadas.  

• Evaluar mecanismos epigenéticos, metabólicos y citotóxicos asociados a 

la función efectora 

• Emplear modelos in vivo, utilizando ratones, para evaluar la cinética de la 

respuesta, así como modelos tridimensionales basados en organoides. 

• Evaluar la funcionalidad celular a las 24 y 48 horas posteriores a la 

descongelación.  
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